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RESUMO

O aumento da demanda por implantes 6sseos destinados ao tratamento de
doencas ou lesées tem impulsionado a busca por novas abordagens capazes de
oferecer substitutos funcionais. Essas solugdes, scaffolds, visam suprir a
escassez de tecidos e adaptar-se de forma personalizada as necessidades
individuais de cada paciente. Para que sejam eficazes, esses scaffolds devem
apresentar biocompatibilidade, biorreabsorbilidade controlada, estabilidade
mecénica e capacidade de promover adesdo, proliferacao e diferenciagdo
celular. Assim, este estudo teve como objetivo desenvolver scaffolds
biocompésitos formados por uma blenda de pol(acido lactico) (PLA) e
poli(butileno succinato) (PBS) na proporgao 75/25 (%m/m), incorporada com
duas biocargas B-fosfato tricalcico (TCP) ou p6 6sseo (BP). Os biocompodsitos
foram produzidos por meio de mistura no estado fundido em um misturador
interno, submetidos a caracterizagcbes reolégicas e térmicas e, a seguir,
utilizados na fabricacdo de scaffolds impressos 3D. A incorporagdo das
biocargas resultou em uma pequena redugéo da viscosidade e da estabilidade
térmica da blenda, indicando possivel degradacao polimérica induzida pela
adicao dessas biocargas. Apesar disso, o processo de impressao 3D
demonstrou excelente reprodutibilidade, resultando em scaffolds com
integridade estrutural adequada para aplicagbes no reparo 6sseo. Os ensaios
mecanicos mostraram que a adi¢cao de biocargas (10 e 20 % m/m) nao melhorou
significativamente o desempenho mecanico e garantiu propriedades suficientes
para compatibilidade com o tecido ésseo natural. Ensaios de citotoxicidade in
vitro, realizados com células pré-osteoblasticas de camundongo (MC3T3-E1),
confirmaram a biocompatibilidade dos scaffolds, evidenciada pela boa adesao
celular e pela auséncia de efeitos toxicos. Os resultados indicam que os scaffolds
de PLA/PBS (75/25) com TCP e BP apresentam grande potencial para
aplicagcbes na engenharia de tecidos 6sseos, unindo processabilidade,
estabilidade mecanica e bioatividade.

Palavras-chave: Poli (acido lactico), Poli (butileno succinato), engenharia de

tecidos 6sseos, manufatura aditiva, biocompésitos.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PLA/PBS/BIOFILLERS BIOCOMPOSITES FOR 3D
PRINTING OF SCAFFOLDING FOR BONE TISSUE ENGINEERING

The increasing demand for bone implants to treat diseases or injuries has driven
the search for new approaches capable of providing functional substitutes. These
solutions, known as scaffolds, aim to address tissue scarcity and adapt in a
personalized manner to the individual needs of each patient. To be effective,
these scaffolds must exhibit biocompatibility, controlled bioresorbability,
mechanical stability, and the ability to promote cell adhesion, proliferation, and
differentiation. Therefore, this study aimed to develop biocomposite scaffolds
composed of a blend of poly(lactic acid) (PLA) and poly(butylene succinate)
(PBS) in a 75:25 (% wi/w) ratio, incorporating two biofillers: B-tricalcium phosphate
(TCP) or bone powder (BP). The biocomposites were produced by melt mixing in
an internal mixer and subsequently subjected to rheological and thermal
characterizations before being used to manufacture 3D-printed scaffolds. The
incorporation of biofillers resulted in a small reduction in the viscosity and thermal
stability of the blend, indicating possible polymer degradation induced by the
addition of these biofillers. Despite this, the 3D printing process demonstrated
excellent morphological reproducibility, resulting in scaffolds with adequate
structural integrity for bone repair applications. Mechanical tests revealed that the
addition of biofillers (10% and 20% w/w) did not significantly enhance mechanical
performance and ensured compatibility with natural bone tissue. In vitro
cytotoxicity tests, performed with mouse pre-osteoblastic cells (MC3T3-E1),
confirmed the biocompatibility of the scaffolds, evidenced by good cell adhesion
and the absence of toxic effects. The results indicate that PLA/PBS (75/25)
scaffolds with TCP and BP have great potential for applications in bone tissue

engineering, as they combine processability, mechanical stability, and bioactivity.

KEYWORDS: Poly (lactic acid), Poly (butylene succinate), bone tissue

engineering, additive manufacturing, biocomposite.
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1 INTRODUGAO

Segundo artigo publicado no periddico cientifico Journal of Bone and
Mineral Research, o nUmero de pacientes que sofrerdo fratura no quadril até
2050 deve dobrar em todo o mundo [1]. Somente no Brasil, estima-se que o
numero de casos anuais de fratura de quadril passe de 50 mil para 199 mil. Esse
aumento esta diretamente ligado ao envelhecimento da populagédo e ao aumento
dos casos de osteoporose, doenga que fragiliza os ossos e leva a fraturas sob
baixos niveis de tensao [1].

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ha cerca de 9
milhées de fraturas ésseas por ano decorrentes da osteoporose; ainda segundo
dados da IOF (/International Osteoporosis Foundation), cerca de 10 milhdes de
brasileiros apresentam esse quadro clinico e apenas 20% estao cientes disso
[2].

Atualmente, as ocorréncias hospitalares mais comuns tém como causa
algum trauma que resulta em fratura &ssea, seja devido a acidentes
automobilisticos ou a doengas como a osteoporose que fragilizam os ossos.
Esse tipo de evento, por muitas vezes, necessita de intervengdes cirurgicas com
implantes para fixar e auxiliar na recuperacao da regiao fraturada, o que pode
levar a complicagbes decorrentes tanto do implante quanto dos longos periodos
de recuperacao [3,4].

Nesse contexto, a Engenharia de Tecido Osseo (ETO) desempenha um
papel crucial como subarea da medicina regenerativa. A ETO tem como objetivo
desenvolver materiais biocompativeis, biorreabsorviveis e atoéxicos, bem como
técnicas, para o tratamento de fraturas 6sseas. Essa abordagem busca ser
menos invasiva do que outros procedimentos, além de garantir uma adesao,
proliferacdo e diferenciagcado celulares superiores em comparagao com as
técnicas de enxertia 6ssea tradicionais, como autoenxertos e aloenxertos, devido
a limitagdes, como o tamanho do defeito a ser enxertado, escassez de tecido
circundante, morbilidade do local doador e possibilidade de contaminacgao [5,6].

De forma geral, a ETO consiste na regeneracao e substituicao de tecidos
danificados, destacando-se o uso de scaffolds tridimensionais. Scaffolds séo

geralmente materiais porosos tridimensionais e biodegradaveis, produzidos pela



ETO, capazes de auxiliar na formacao da matriz extracelular, permitindo o
suporte, a proliferacéo, a diferenciacao e a adeséao celular. Portanto, a ETO visa
fabricar e desenvolver scaffolds com propriedades quimicas, biolégicas e
mecanicas capazes de mimetizar as caracteristicas naturais do tecido e interagir
com os tecidos circundantes. Esses materiais podem ser desenvolvidos a partir
de materiais biodegradaveis e biocompativeis, provenientes de fontes naturais
ou sintéticas, tais como polimeros, biovidros, ceramicas e materiais compdésitos.
No decorrer da recuperacao e da formacgao de tecidos, o scaffold proporciona,
provisoriamente, suporte mecanico e vascular a regeneracao tecidual. Além
disso, os scaffolds devem apresentar caracteristicas semelhantes ao tecido a ser
substituido, como tamanho de poro, morfologia e composi¢éao, o que favorece o
processo de regeneracao tecidual [7,8,9].

O osso natural € composto de materiais orgénicos (compostos de
colageno) e inorgéanicos, majoritariamente hidroxiapatita, por isso compositos
desenvolvidos a partir da mistura entre polimeros e ceramicas tem sido
amplamente utilizado na fabricacdo de scaffolds. Visto que os polimeros, por
serem, em sua maioria, ducteis, simulam a parte organica da matriz extracelular,
engquanto as ceramicas simulam a parte inorganica, aumentando a resisténcia a
compressao e a bioatividade do composito. Além disso, as ceramicas bioativas
podem proteger o ambiente acido gerado pelos produtos de degradagao durante
0 processo de biodegradacao desses polimeros [10].

Dentre os diversos polimeros disponiveis para a fabricacao de scaffolds,
o poli(acido lactico) (PLA), o poli(e-caprolactona) (PCL) e o poli(butileno
succinato) (PBS) destacam-se por suas propriedades desejaveis e adaptaveis a
aplicacbes biomédicas [11]. O PLA, derivado do acido latico, € um polimero
biocompativel e bioabsorvivel, apresentando também elevadas propriedades
mecanicas, como elevada resisténcia mecanica, porém, tem como deficiéncia
um longo tempo de biodegradacédo e ndo apresenta comportamento bioativo,
reduzindo seu potencial de osteointegracao quando implantado [12, 13].

Por sua vez, o PBS é outro polimero que vem se destacando na area da
biomedicina por ser biocompativel, bioabsorvivel e apresentar maior ductilidade,
apesar do alto grau de cristalinidade. Além disso, o PBS apresenta taxa de



biodegradacao maior do que o PLA, de modo que, quando desenvolvidas
blendas PLA/PBS, o PBS as torna mais flexiveis e reduz o tempo de
biodegradacao [11,14].

No entanto, tanto os polimeros puros quanto as suas blendas nao
apresentam caracteristicas bioativas, de modo que esse comportamento pode
ser otimizado por meio da adigcdo de materiais ceramicos bioativos como a
hidroxiapatita (HA) ou o B-fosfato tricalcico (TCP). Ambas tém elevado potencial
bioativo e, por apresentarem composi¢céo quimica semelhante a do osso, séao
capazes de promover uma interface de ligacao entre o material e o tecido [15].
No entanto, o TCP apresenta menor razdo de Ca/P (1,5) em comparagaéo com
HA natural (1,67) e por isso € mais facilmente biodegradado em condi¢des
naturais [12]. Outro tipo de bioceramica que vem sendo utilizada em aplicagées
biomédicas e pesquisas é a matriz 6ssea desmineralizada, geralmente na forma
de pd de osso desmineralizado (BP). O BP € um derivado de aloenxerto
altamente processado, com boa biocompatibilidade, bioatividade e facilidade de
incorporagao ao osso durante a regeneracao [16].

Apesar dessas vantagens, a fabricacado de scaffolds com arquitetura e
porosidade controladas permanece um desafio que incluem biodegradacao,
resisténcia mecanica, compatibilidade e escalabilidade [17]. A impressao 3D ou
manufatura aditiva € uma tecnologia de fabricacdo avangcada que pode criar
estruturas ordenadas e avangadas a partir de modelos personalizados definidos
pelo usuario, e que por esse motivo tem encontrado aplicagcdo na area de
tratamento médico, principalmente em aplicagcdes de estruturas para reparo
6sseo onde ja encontra implementagcdes bem-sucedidas de estruturas impressas
3D de compésitos de PLA e PBS com cargas ceramicas. A Figura 1 apresenta,
de forma resumida, o desenvolvimento e a aplicagcdo de um scaffold composto

por PLLA/nHA, utilizado para a reparagéo 6ssea e testado in vivo [18, 19, 20].



a A
y.
/ k compdsito PLLA/NHA

reconstrugao ossea

(

scaffold v
personalizado

Impressao 3D

Figura 1.1 - a) Desenvolvimento de scaffold personalizado PLLA/nHA por
impressao 3D; b) Implantacéao do scaffold em defeito 6sseo; ¢) Retirada do local
onde o scaffold foi implantado apds 30 dias para analise dos resultados de

osteointegracao e regeneracao 6ssea. Adaptado de [18].

Portanto, o desenvolvimento de novos materiais e estratégias para o
tratamento de lesbes Osseas € importante principalmente considerando
contextos atuais e futuros. O desenvolvimento de modelos biomiméticos com
propriedades semelhantes as dos ossos reais permite que materiais
biocompativeis e menos invasivos ao organismo aumentem as chances de
sucesso da intervencdo e a recuperacdao mais rapida. Neste contexto esta
dissertacao buscou desenvolver e avaliar scaffolds inéditos por impressao 3D de
seringa aquecida a partir da matriz de blendas de PLA/PBS com a incorporagao
de biocargas como o TCP e BP, a fim de estudar as propriedades térmicas,
mecanicas, reolégicas, microestruturais e bioldgicas e comparar os resultados
obtidos com a literatura de scaffolds impressos utilizados na engenharia de

tecidos 6sseos.



2 REVISAO DA LITERATURA
21 ENGENHARIA DE TECIDOS E REGENERAGAO OSSEA

A engenharia de tecidos € uma area cientifica em constante expanséao e
envolve conhecimentos de medicina, biologia e engenharia. Ela concentra-se no
desenvolvimento de substitutos biolégicos para reparar, reconstruir e regenerar
orgaos e tecidos vivos que tenham sofrido perda de integridade tecidual devido
a traumas ou deformidades. Este processo pode utilizar tecidos do préprio
paciente, que sao dissociados em células e cultivados em suportes biol6gicos ou
sintéticos, chamados de scaffolds [21,22]. O papel dos scaffolds (materiais
temporarios, estruturados para guiar o crescimento de células in vitro ou in vivo)

na engenharia de tecidos € apresentado na Figura 2.1.

Células

Tecido

— Regenerado
l... 'l

Scaffold associado a fatores de crescimento

Figura 2.1: Representagao esquematica do papel dos scaffolds na engenharia
de tecidos. Adaptado de [23].

A ETO tem como objetivo desenvolver substitutos 6sseos capazes de
substituir e restaurar a fungao dos tecidos 6sseos. O osso € um material biol6gico
gue naturalmente apresenta alta resisténcia e tenacidade a fratura. Nos tecidos
naturais, as moléculas secretadas através das células da matriz extracelular
(MEC) fornecem pistas espaciais, bioquimica e mecéanicas para as células e
suportes fisico para os tecidos, além disso, 0 osso € um material vivo e tem um
papel dinamico e flexivel na definicdo do comportamento celular e da fungéo do
tecido, portanto, € necessario preparar um enxerto que simule a MEC do tecido

ou érgao danificado e o repare sequencialmente [24].



A ASTM F2312-11 define scaffolds como suportes, veiculos de liberacao,
ou matriz que possuem a finalidade de facilitar a migragéo, adeséao ou transporte
celular ou de moléculas bioativas utilizadas para substituir, reparar ou regenerar
tecidos [25]. A principal funcdo de um scaffold é atuar temporariamente como
auxiliar no suporte ao crescimento celular até que haja a regeneracéao tecidual
completa. Além disso, para tal fungéo, € necessario que ele apresente morfologia
e propriedades mecanicas adequadas durante o processo regenerativo, até que
ocorra a recuperacao total da regido lesada [26].

O éxito da regeneracdo do tecido esta intrinsecamente ligado as
propriedades do biomaterial que compdem o suporte (scaffold), tanto na
macroestrutura quanto na microestrutura. Este material deve ser capaz de
replicar o ambiente in vivo e facilitar as interacdes entre as células e o suporte
[27]. Nesse cenario, os polimeros biodegradaveis surgem como uma escolha
iminente na engenharia de tecidos, devido as suas propriedades, como a
biocompatibilidade e a capacidade de bioabsor¢cdo em sistemas biologicos. A
biodegradagcdo de polimeros em ambientes biolégicos é uma forma de
degradacao quimica que origina espécies que, para serem reabsorvidas, devem
ser primeiramente clivadas por rea¢des quimicas em subprodutos de baixa
massa molar, fora das células, que sado entdo armazenados ou transportados
para dentro das células, metabolizados e excretados (removidos) pelo sistema
fisiolégico (Figura 2.2).

Os produtos da clivagem da cadeia polimérica determinam diretamente a
biocompatibilidade de um implante polimérico. Alguns exemplos de polimeros
biodegradaveis sdo o poli (acido glicélico) (PGA), poli (acido latico) (PLA),
polietilenoglicol (PEG), poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA), poli(e-
caprolactona) (PCL), polidioxanona (PDS) e mais recentemente o poli (butileno

succinato), tanto o PLA e PBS serao discutidos em detalhes posteriormente [28].
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Figura 2.2: Visao geral do processo de biodegradagao de um polimero no corpo.
Adaptado de [28].

PLA e PBS sao poliésteres e suscetiveis a degradacao por hidrélise ou
por acbes enzimaticas que ocorrem no corpo. Esses materiais provocam uma
mudang¢a ténue nos tecidos circundantes, o que facilita a integracdo e o
desenvolvimento dos novos tecidos, essenciais para a restauracao da fungéo e
da estrutura adequadas. Os produtos degradados desses biomateriais
poliméricos sao atdxicos, nao provocam reagdes inflamatoérias no organismo e
sao facilmente metabolizados e excretados [29, 30].

Os materiais cerdmicos sao outra classe de materiais comumente
utilizados como fase dispersa em matrizes poliméricas, contribuindo para as
propriedades bioativas e mecanicas do material para aplicagées no tecido ésseo.
Entre as cargas ceramicas mais utilizadas e indicadas para aplicagcdo 6ssea
estdo a HA, TCP, e os biovidros [31].



2.2 Manufatura Aditiva/lmpressao 3D

Na engenharia de tecidos, comumente utilizam-se estruturas
tridimensionais (3D) — scaffolds — que fornecem um microambiente adequado
para a incorporacgao de células ou fatores de crescimento capazes de regenerar
tecidos ou 6rgaos danificados [32]. Entre as varias técnicas utilizadas para
producéo de scaffolds pode se citar: evaporagdo com adigéo e lixiviacao de sal,
eletrofiagédo, separacaol/inversao de fase induzida termicamente, moldagem por
injecdo micro celular, tecnologia de impressao 3D entre outras [33]. Para este
trabalho, a técnica utilizada foi a impressao 3D baseada em extrusédo; um breve
resumo sobre suas vantagens, funcionamento e tipos sera descrito a seguir.

A manufatura aditiva, ou impressdo 3D, tem ganhado destaque nas
ultimas décadas em comparagdo com as técnicas convencionais para a
fabricacao de scaffolds, uma vez que esta nao utiliza solventes téxicos, permite
alto controle da geometria e do tamanho dos poros e oferece maior liberdade
geomeétrica [34]. Além disso, a impressao 3D baseada em extrusdo apresenta
baixo custo, vasta disponibilidade e flexibilidade no design e no tipo de polimeros
que podem ser utilizados no processo de impressao [33]. A matéria prima
utilizada pode ser na forma de po, pellets ou granulada e um sistema de
aquecimento e deposicao do tipo seringa (Figura 2.3). O material no estado
sélido é adicionado no cilindro da seringa, entdo fundido a uma temperatura
adequada ao tipo de material e pressionado a sair por meio de um bico extrusor,
por meio da compressao do émbolo, sendo depositado de maneira controlada

sobre a mesa (base de impressao), camada a camada [35].
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Figura 2.3: Representacdo esquematica dos diferentes tipos de impressao de

polimeros. Adaptado de [34].

Durante o processo de impressao para a construgdo do modelo a ser
impresso, o modelo 3D da peca é, inicialmente, “fatiado” eletronicamente,
obtendo-se “curvas de nivel” 2D que definirdo, em cada camada, onde o material
devera ser adicionado. A peca fisica € entao formada por meio do empilhamento
e da adesao das camadas, em sequéncia, a partir da base até atingir o topo
(Figura 2.4) [36]. De forma geral, as etapas do processo de impressao 3D sao
as seguintes:

1) Modelagem tridimensional, modelo geométrico 3D da peca gerado por um
sistema CAD (Computer Aided Desing — Desenho assistido por
computador);

2) Obtencdo do modelo geométrico 3D em um formato especifico para
impressao 3D, geralmente representado por uma malha de triangulos, em
um padrdo adequado, por exemplo, STL (Standard Tessellation
Language);

3) Fatiamento e definicao de estruturas de suporte e estratégias de
deposicao de material,

4) A fabricacao da peca na impressora 3D.
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R

Modelo geométrico 3D Planejamento de Processamento por -
. . Peca fabricada
(por exemplo, CAD) processo (fatiamento) adicao das camadas

Figura 2.4: Representacao das principais etapas do processo de impressao 3D.
Adaptado de [37].

Na area da medicina, a fabricacao aditiva esta revolucionando a forma
como os dispositivos médicos sao projetados [38]. A manufatura aditiva tem sido
aplicada de diversas formas em varias areas médicas, por exemplo, na
engenharia de tecidos, sdo desenvolvidos projetos personalizados de suportes
ou estruturas para tecidos e érgaos artificiais utilizados em transplantes [39].
Além disso, essa tecnologia é utilizada para criar sistemas de liberacao de
farmacos [40], sondas [41], ferramentas assistivas como talheres personalizados
para auxiliar pessoas com doencas crénicas em suas atividades diarias [42],
implantes e modelos usados para planejamento cirirgico e treinamento de
procedimentos [43,44]. A Figura 2.5 apresenta um resumo das diversas areas

em que a MA pode ser utilizada na medicina.
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Manufatura Aditiva na Medicina
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Figura 2.5: Classificagdo dos campos meédicos relacionados a manufatura
aditiva. O primeiro nivel de classificacdo diz respeito ao material utilizado, e o

segundo, ao campo médico de aplicacao. Adaptado de [38].

Com a utilizagao da impressao 3D novas abordagens terapéuticas tém
sido elaboradas, como também o estimulo de procedimento cirdrgicos que
garantem um melhor prognéstico e um aumento na qualidade de vida dos
pacientes, cirurgides ortopédicos através da possibilidade de criar préteses e
orteses customizadas respeitando as regiées de amputacédo, viram na impressao
3D uma forma de devolver a mobilidade restante e a autonomia aqueles que a
tiveram abalada [45, 46].

O Dr. Joel Texeira neurocirugiao Brasileiro do Hospital das Clinicas e do
Hospital Oswaldo Cruz, em Sao Paulo, tem utilizado a técnica de impresséao 3D
a partir de tomografias computadorizadas para criar protétipos de colunas para
seus pacientes, o que proporciona um tratamento personalizado e viabiliza a
qualidade de vida do paciente através da juncao manufatura aditiva e medicina
[36].

Portanto, a impressao 3D foi escolhida como técnica a ser utilizada nesse
projeto por ser capaz de criar estruturas customizadas e especificas que podem
atender as necessidades especificas da ETO, como a impressao de scaffolds
capazes de promover a regeneracao do tecido danificado utilizando matéria-
prima como PLA, PBS e TCP. Esses materiais ja sdo utilizados na engenharia
de tecidos por apresentarem boa biocompatibilidade e por promoverem a

regeneracao celular [17, 47].
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2.3 Poli (acido lactico) - PLA

O PLA, ou poli(acido lactico), € um poliéster termoplastico sintetizado por
meio da polimerizacdo por condensacdo do acido lactico, derivado da
fermentacao do acucar presente em fontes renovaveis com cana-de-agucar e
milho, ou ainda, por polimerizagédo de abertura de anel lactideo na presencga de
um catalisador organometalico, como o octoato de estanho (Figura 2.6) [28].

? i
M HO \ OH Condensaféo 7CQ\ PN
.’ = . - // \ ..n
H /CH3 -H,0O H CH3
Acido Léctico PLA
(0]
Q H3C /‘\ O
HO }A OH e 1) Abertura de L
(2) o anel —O P
% - [ 1w poo g
CHs | CHs H” 'CH3
p O
Acido Lactico o PLA
actideo

Figura 2.6: Processo de producao do PLA, (1) reacao direta de policondensagéao
e, (2) polimerizagao por abertura de anel do lactideo. Adaptado de [44].

O acido lactico € uma molécula quiral, existindo em isbmeros L e D, e 0
termo "poli (acido lactico)" refere-se a uma familia de polimeros, incluindo o acido
poli-L-lactico (PLLA), acido poli-D-lactico (PDLA) e acido poli-D,L-lactico
(PDLLA) (Figura 2.7). Os estereoisémeros L (+) e D (-) do acido lactico sao
produzidos por meio da fermentacdo bacteriana de carboidratos, seja por
homofermentacao ou por heterofermentacao. Atualmente, a industria emprega
principalmente o processo de fermentacdo devido as limitagdes das rotas
sintéticas, como a incapacidade de produgéo seletiva do estereoisémero L-acido
lactico e os altos custos de fabricacao [48].
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L - Acido Latico D - Acido Latico

Figura 2.7: Isbmeros do acido latico.

O acido lactico é reconhecido por sua biocompatibilidade e pode ser
facilmente metabolizado e eliminado do corpo por processos bioquimicos
naturais. Por esse motivo, o PLA e seus derivados sao amplamente empregados
em implantes biomédicos, como parafusos, ancoras, pinos, placas, hastes e
malhas. O tempo médio de biodegradacao do PLA varia de 6 meses a 2 anos,
dependendo de sua estrutura e massa molecular, do local de implantacao e da
vascularizacao, e se € sélido ou poroso. Gragas ao controle preciso da sua taxa
de biodegradacdo, o PLA e seus derivados sdo amplamente utilizados na
fabricacdo de sistemas de liberagcdo de medicamentos [28]. Além disso, os
materiais compositos de PLA tém sido explorados em diversas aplicacdes
biomédicas, como o compdésito PLA combinado com HA e TCP, utilizado na
engenharia éssea. Os derivados do PLA também desempenham um papel
significativo na tecnologia de impressdo 3D, permitindo a fabricacdo de
estruturas bioldgicas artificiais com precisao e eficiéncia [28].

O poli(acido lactico) (PLA) e suas blendas, copolimeros e compésitos,
como poli(acido lactico-co-acido glicolico)/poli(acido glicélico) (PLGA/PGA),
PLA/quitosana e poli(acido lactico)/hidroxiapatita (PLA/HA), sdo amplamente
reconhecidos na area biomédica como materiais promissores para aplicagdes no
corpo humano. Esses materiais destacam-se por apresentarem baixa toxicidade,
biodegradabilidade e bioabsorvibilidade, caracteristicas essenciais para o
desenvolvimento de dispositivos médicos e aplicagbes terapéuticas [11,12]. A
Tabela 2.1 apresenta algumas das principais aplicagdes do PLA e de seus
derivados na area médica, evidenciando sua versatilidade e relevancia em

diferentes contextos clinicos.
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Tabela 2.1 - Aplicacbes biomédicas do PLA e de seus derivados. Adaptado de
[11, 53]

Material Aplicacoes
PLGA/PGA Substitui¢do de valvula pulmonar bovina
PLA/Quitosana Dispositivos para liberacdo controlada de farmacos
PLA/PLGA/Quitosana  Suturas biodegradaveis
PLGA e seus Sistemas para engenharia tecidual e liberagao de farmacos
copolimeros
PLA/HA (compésitos)  Scaffolds porosos para aplicag¢des celulares
PLA-CaP* Dispositivos de fixagdo 6ssea, como placas, pinos, stents,

parafusos e fios, além de aplica¢des ortopédicas

PLGA-CaP* Recobrimento de implantes metalicos
PDLLA Terapia genética baseada em células; tratamento de

doengas vasculares; regeneracdo de tecidos musculares,
Osseos e cartilaginosos

PLA/PLGA Aplicacdes biomédicas diversas, incluindo engenharia
tecidual e sistemas de liberacdo de farmacos
PLLA Cosmetologia: agente de volume e corre¢do macular

*Fosfato de Calcio.

O PLA apresenta algumas deficiéncias, tais como baixa resisténcia
térmica e temperatura de deflexao térmica relativamente baixa. Para superar
essas questdes, frequentemente sdo adotadas abordagens como a confecgao
de blendas com outros polimeros, a funcionalizacdo e a adicdo de nanocargas.
Essas adicdes proporcionam reforco mecanico e aumento da resisténcia térmica
[46].

Outras limitagdes do PLA que necessitam de mais estudos sdo a sua
incapacidade de promover a osteoindugcao e a suscetibilidade a degradacéao
durante o processamento com cargas ceramicas. Para superar a falta de
bioatividade do PLA ele tem sido combinado com materiais (cargas ceramicas)
que sao capazes de promover a osteoinducdo, o compésito formado desses
materiais possui uma melhor bioatividade e propriedade mecanica para serem

utilizados em aplicagdes na ETO [12].

2.4 Polibutileno Succinato - PBS
O poli (butileno succinato) (PBS) é um polimero termoplastico

biodegradavel pertencente a familia dos poliésteres. Ele foi inicialmente
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produzido pela Showa Highpolymer e comercializado sob o nome "Bionolle",
sendo empregado no processo de fabricagdo de filmes para fins agricolas,
sacolas, entre outros usos [49]. A Figura 2.8 apresenta a estrutura molecular do
PBS.

i PBS -

Figura 2.8: Estrutura molecular do PBS [74].

E um polimero completamente baseado em recursos naturais e &
bioabsorvivel, o que significa que pode ser metabolizado e eliminado pelo corpo
de forma segura. O PBS pode ser sintetizado por meio de polimerizagao por
condensacao a partir de matérias-primas, como 1,4-butanodiol e acido succinico,
que podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis [50]. A Figura 2.9 apresenta

a reacao de sintese do PBS.

1,4 - butanodiol

HO\/\/\
OH

+ {T\/H\ /\/\/\)\
HO\“/\i Poli(butileno succinato)

o]

acido succinico

Figura 2.9: Reacéao de sintese do PBS. Adaptado de [50].

O poli(butileno succinato) (PBS) € um polimero semicristalino que
apresenta temperatura de transicao vitrea (Tg) em torno de —34 °C e temperatura
de fusao (Tm) aproximadamente igual a 114 °C [1]. Em comparag¢ao com outros

poliésteres alifaticos biodegradaveis, como o poli(succinato de etileno) (PES) e



16

o poli(succinato de propileno) (PPS), o PBS apresenta a maior temperatura de
fusdo, além de uma taxa de cristalizacdo mais elevada e uma taxa de
biodegradacdo mais lenta. Essas caracteristicas estdo associadas a sua maior

cristalinidade e ao seu carater mais hidrofébico [36].

2.5 BLENDAS E COMPOSITOS DE PLA/PBS

Blendas poliméricas sao sistemas formados pela mistura fisica de dois ou
mais polimeros e/ou copolimeros, sem que ocorram reac¢cdes quimicas
significativas entre seus componentes. Para que um material seja caracterizado
como blenda, a concentracdo do segundo componente deve ser superior a 2%
em massa. A obtencao dessas blendas ocorre, predominantemente, por meio de
mistura mecanica, processo que envolve aquecimento e aplicacao de alto
cisalhamento. Quanto ao comportamento de fase, as blendas podem ser
classificadas como misciveis, quando ha mistura intima entre os componentes
sem segregacgéao de fases, ou imisciveis, caracterizadas pela presenca de duas
ou mais fases distintas. Adicionalmente, sob o ponto de vista tecnoldgico, uma
blenda é considerada compativel quando apresenta propriedades finais
satisfatorias para a aplicacdo desejada, independentemente da miscibilidade
termodinamica entre os polimeros, podendo essa compatibilidade ser observada
inclusive em sistemas imisciveis [51].

As blendas de PLA/PBS constituem uma linha de pesquisa de grande
relevancia, uma vez que ambos os polimeros sao biodegradaveis e vém sendo
amplamente investigados devido as suas propriedades promissoras. O interesse
nesses materiais esta associado, sobretudo, ao desenvolvimento de solugcdes
ambientalmente sustentaveis, bem como aos seus potenciais aplicagbes no
campo biomédico, onde requisitos como biocompatibilidade, processabilidade e
desempenho mecanico sao fundamentais [52].

A ETO tem como objetivo a regeneracao de defeitos 6sseos por meio do
uso de scaffolds biodegradaveis, capazes de fornecer suporte estrutural,
integridade mecéanica, ancoragem celular e sinais fisiologicos adequados ao
processo de reparo. Entre os biomateriais poliméricos, o PLA e o PBS tém se
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destacado em razdo de sua origem renovavel, biodegradabilidade e
compatibilidade com técnicas de manufatura aditiva. O PLA apresenta elevada
rigidez e boa biocompatibilidade, porém é limitado por sua fragilidade e baixa
taxa de degradacdo. Em contrapartida, o PBS destaca-se pela maior
flexibilidade, ductilidade e biorreabsorcao mais rapida. Nesse contexto, a
combinacao desses dois polimeros surge como uma estratégia promissora para
o desenvolvimento de scaffolds personalizaveis, capazes de mimetizar a
biomecénica do tecido 6&sseo, mantendo adequada processabilidade,
sustentabilidade ambiental e mecanica, além de possibilitar o controle da taxa
de degradacao do material [53—-54].

Desde 2020, inovagdes em compatibilizagéo, reforco com nanocargas e
técnicas de impressdo 3D impulsionaram um progresso significativo rumo a
biomateriais  funcionais baseados em PLA/PBS para aplicacdes
osteoregenerativas [54]. Trabalhos recentes de Olonisakin et al. [53]
demonstraram que compatibilizantes como Joncryl, anidrido maleico e 6leo de
soja epoxidado aumentam significativamente a miscibilidade e a adesao
interfasica de misturas de PLA/PBS por meio de extrusao reativa. No entanto, a
carga excessiva de compatibilizante pode induzir reticulacdo excessiva,
comprometendo a uniformidade e a printabilidade. A mistura reativa e a formacgéao
de redes interpenetrantes tém sido avangadas para mitigar essas fragilidades,
produzindo compésitos com uniformidade morfolégica superior, resiliéncia
mecanica e comportamento de degradacado gradual.[52]. Liu et al. [56]
desenvolveram blendas de PLA/PBS com incorporagéo de 25-30% m de PBS e
observaram um aumento de aproximadamente 40,1% na resisténcia ao impacto
com a adicdo de PBS, o que se deveu as cadeias flexiveis de PBS, que
promovem a absor¢cao de energia e reduzem a propagacao de trincas.

Entretanto, a literatura recente ainda é escassa no desenvolvimento e
caracterizagdo de blendas de PLA/PBS e de compdésitos com biocargas, e, em
especial, utilizando-se da manufatura aditiva para aplicagcbes de tecidos 6sseos.
Deste modo, este estudo tem como objetivo fornecer um panorama geral do
processo de fabricacdo das blendas, bem como dos scaffolds e avaliar seu
comportamento, térmico, mecanico, morfolégico e de biocompatabilidade.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1  Materiais

O BP utilizado neste trabalho foi sintetizado em nossos laboratérios e os
detalhes serao apresentados a seguir.

O B-fosfato tricalcico (TCP) utilizado foi o com 0 nome comercial Nanoxim
TCP200, com formula quimica Cas(POa4)2, pureza superior a 90% e tamanho
médio de particula de 6,24 pym.

O poli (acido lactico), PLA, foi fornecido pela NatureWorks, sob o nome
comercial Ingeo™ Biopolymer 2003D, com massa especifica de 1,24 g/cm?® e
indice de fluidez de 6,0 g/10 min (210 °C, 2,16 kg). O PLA 2003D possui teor de
4.3 % (m/m) do isbmero D.

O PBS utilizado neste trabalho foi fornecido pela TUNHE, sob o nome
comercial TH803, e apresenta massa especifica de 1,20-1,28 g/cm? e indice de
fluidez menor que 25 g/10 min (210 °C, 2,16 kg).

3.2 Métodos
3.2.1 Desenvolvimento e Caracterizagao das Cargas e das Matérias-
Primas
PREPARACAO DE PO DE OSSO DESMINERALIZADO (BP)
O pé de osso desmineralizado (BP) foi produzido e desmineralizado de

maneira semelhante ao descrito por Lee et al. [57]. Os ossos femorais foram
obtidos em um agougue local e submetidos a 2 processos de descontaminacao:
no primeiro, o osso foi colocado em solugao de agua e sal; no segundo, em agua
desmineralizada, para remogéao da gordura. Entdo, os residuos organicos mais
aparentes foram removidos manualmente com o auxilio de um bisturi. Apés isso,
o osso foi cortado com uma serra de fita para fragmenta-lo e facilitar a moagem.
As fracdes foram entdo moidas em um moinho de facas para obter um pé do
material. Por fim, o p6 resultante foi moido criogenicamente em um moinho
criogénico de alta velocidade, para que seu tamanho de particula se reduzisse
ainda mais.

Para a obtencdo de um pé homogéneo, este foi peneirado em peneira

analitica de 170 mesh, e os materiais retidos foram novamente moidos
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criogenicamente. O processo de desmineralizacdo foi realizado com uma
solugcado de agua/acetona 1:1 (v/v), sob agitagdo magnética, durante 2 horas.
Apbs a conclusédo da desmineralizacao, a solugao foi filtrada em papel-filtro, e o
p6 coletado foi seco em uma estufa a vacuo a 100 °C, e entao liofilizado e
armazenado. A Figura 3.1 apresenta um esquema da metodologia de fabricacao
do BP.

Fabricacdo de p6 de osso (BP)
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Figura 3.1: Metodologia de fabricagdo do Pé de osso desmineralizado (BP) e

suas caracterizagoes.

CARACTERIZACAO DAS BIOCARGAS

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para identificar os componentes organicos e inorganicos presentes no BP
e no TCP, realizou-se a Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier, no espectrdbmetro Nicolet, modelo 6700 da Thermo Scientific. Os
espectros foram adquiridos na faixa de 500-4000 cm™', 32 scans e resolugao de

2cm’.

Fluorescéncia de Raios X (FRX)

A fluorescéncia de raios X foi realizada para verificar, de forma qualitativa
e quantitativa, a presenca dos elementos na composicao do BP e do TCP.
Utilizou-se o Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X por Energia Dispersiva
da marca Shimadzu, modelo EDX-720, com anodo de Rh, operando entre 5 e 50
kV e 1-1.000 pA. A analise foi realizada no Laboratério de Caracterizagao
Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa).
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Difracdo de Raio X (DRX)
Para o estudo das propriedades cristalograficas das biocargas foi

realizado o ensaio de difracdo de Raio-X por meio do equipamento Siemens
D5005, com fonte de Cu Ka (A = 1,541 A). A varredura foi realizada de 20 a 90°,
com passo de 0,02° e tempo de contagem de 1 s. A analise foi realizada no
Laboratério de Caracterizacao Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia
de Materiais (DEMa).

Espectrometria de emissao 6tica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

A técnica de ICP-OES foi utilizada para determinar os teores de calcio e
fésforo no TCP e no BP. As amostras foram digeridas em HNO3 (1 M por 10 min)
e o ensaio foi realizado em um equipamento ICP-OES iCAP 6500 Duo da
Thermo Scientific, com a quantificacado determinada pelos comprimentos de
onda do Ca (317,933 nm) e do P (177,495 nm).

Granulometria de Particulas via Difracdo a Laser

Para determinar a distribuicdo e o tamanho médio das particulas das
biocargas, utilizou-se um analisador de tamanho de particulas por difracdo a
laser (Cilas, modelo 1190L). As amostras foram preparadas na forma de
suspensao (amostra + agua + dispersante (Darvan)), com teor de s6lidos de 10%
em massa, e submetidas a agitacao ultrassénica (Ultrassom de ponta, modelo

VCX 500, Sonics) por 15 minutos para completa desaglomeracao das particulas.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A caracterizagao estrutural das biocargas, bem como a qualidade da
dispersao e da distribuicao delas na blenda PLA/PBS, sera investigada por meio
da microscopia eletrénica de varredura (MEV). As analises foram realizadas com
um microscopio eletrénico de varredura da marca MEV MIRA (FEG-EDS-EBSD),
operando a 5 kV. Para a realizagcao da analise, os pés (BP e TCP) sao dispersos
em alcool; em seguida, a solugao é pipetada na fita de carbono ja colada ao stub,

para que haja a maior dispersao das particulas em p6.
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3.2.2 Desenvolvimento e Caracterizacao dos Materiais Produzidos Via

Misturador Interno

Processamento via misturador interno acoplado a um rebmetro de torque
O processamento do PLA, do PBS, da blenda PLA/PBS e de seus

compositos com diferentes biocargas foi realizado em uma camara de mistura

acoplada a um reébmetro de torque. Para isso, utilizou-se um redbmetro de torque
Haake, modelo Rheomix 600p, com rotores contrarrotacionais e semi-
interpenetrantes do tipo roller, a 185 °C. O tempo de mistura foi de 5 minutos a
uma rotacao de 60 rpm. A Tabela 3.1 apresenta as formulagcées desenvolvidas
utilizando-se de misturador interno, e a Figura 3.2 apresenta o esquema de
desenvolvimento e caracterizacdo dessas formulagdes, respectivamente. A
concentracao da blenda e compésitos foram escolhidas a partir da reviséao
bibliografica [52,54,57] assim como de ensaios preliminares de “printabilidade”,
em teores maiores de PBS e, devido a diferenga na Tm com o PLA, o processo
de impressao era dificultado devido a instabilidade na formagéao dos filamentos,
sendo assim escolhido trabalhar nesse projeto com compédsitos em teores

maiores de PLA.

Fabricacdo de compdsitos e scaffolds

M-S
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+ DSC eTGA (D;igtraqél%a%
Misturador interno * MEV itotoxicidade
185 °C/60 rpm/5 min * Reologia

Figura 3.2: Etapas para o desenvolvimento das blendas e compésitos

desenvolvidos.
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Tabela 3.1 - Composicdes das blendas e dos biocompédsitos desenvolvidos.

Nomenclatura PLA PBS TCP BP
(%m/m) (% m/m) (%m/m) (% mim)
PLA 100 0 0 .
PBS 0 100 0 0
BLD 75 o5 . ;
BLD10T 75 o 0 ;
BLD20T 75 o 2 ;
BLD10P 75 o . ”
BLD20P 75 o . -

Caracterizacao reolégica

O comportamento reolégico das formulagdes foi avaliado utilizando um
redbmetro compacto modular AR G2 (TA Instruments), com geometria de ensaio
de placas paralelas de 25 mm, distancia entre as placas de 1 mm e atmosfera
inerte de nitrogénio. Os testes de viscosidade por taxa de cisalhamento foram
conduzidos a uma taxa de 0,01 a 100 s*' e em temperatura de 185 °C para todas

as formulagdes.

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi utilizada para avaliar a temperatura de transicao
vitrea (Ty), de fusdo e o grau de cristalinidade (Xc) do PLA, PBS e blenda
PLA/PBS e sua variagdo com a adigao das biocargas. Para tanto, utilizou-se o
equipamento TA Instruments, modelo QS100, com nitrogénio como gas de
arraste, em fluxo continuo de 50 mL/min. As medidas foram realizadas
submetendo as amostras ao seguinte procedimento: (a) resfriamento a taxa de
10 °C/min até -60 °C; (b) aquecimento a taxa de 10 °C/min até 200 °C; (c)
segundo resfriamento a taxa de 10 °C/min até -60 °C; (d) segundo aquecimento
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a taxa de 10 °C/min de -60 °C até 200 °C. O X foi calculado com base na

Equacao 3.1, e todas as amostras foram realizadas em duplicata.

(AHm - AHCC)
c— 0 *
PAHy,

onde Xc é o grau de cristalinidade, AHm € a entalpia de fuséo cristalina dos

100 Equacao 3.1

homopolimeros (PLA e PBS), AH. € a entalpia de cristalizacdo a frio, AH% é a

entalpia de fusao tedrica do polimero 100% cristalino (93 J/g para o PLA e 110
J/g para o PBS) e ¢ é a fracdo massica do polimero (PLA ou PBS) no
biocompasito.

Analise Termogravimétrica

A estabilidade térmica do PLA, do PBS, da blenda e dos biocompésitos
foi avaliada por meio de ensaios de TGA. Para tanto, foi utilizado um
equipamento da TA Instruments, modelo TGA Q50, a uma taxa de aquecimento

de 20 °C/min, a partir da temperatura ambiente até 800 °C, sob atmosfera de N2.

Caracterizacio microestrutural

A morfologia da fratura criogénica do PLA, PBS, da blenda e
biocompésitos foi investigada utilizando a microscopia eletrénica de varredura
utilizando um MEV MIRA (FEG-EDS-EBSD), operando a uma voltagem de 5 kV.
Para tanto, as amostras, na forma de barra retangular, foram criofraturadas em
nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram fixadas em suportes de
aluminio com fita condutiva de dupla face de carbono e recobertas com uma fina

camada de ouro para viabilizar a analise.

3.2.3 Processamento e Caracterizagcao dos Scaffolds

Impressio dos Scaffolds

A impressora 3D utilizada neste estudo foi do modelo Genesis Il, da 3D
Biotechnology Solutions, comumente conhecida em nosso laboratério como

3DBS. Este modelo é equipado com um sistema de duplo cabecote e utiliza um
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mecanismo de microextrusdo mecanico, ou seja, por meio de extrusdo de
seringa. A impressora possui duas seringas, uma destinada ao uso de biotintas
e outra para impressao a partir de pellets ou p6. A mesa de impressao € moével
e aquecida, o gabinete é semifechado, e o processo de nivelamento é realizado
manualmente. A seringa metalica empregada na impressao de polimeros na
forma de granulos ou p6 é fabricada em aco inoxidavel e possui um volume de
5,7 cm?, sendo capaz de suportar temperaturas de até 240 °C. O controle da
impressora 3DBS foi realizado pelo software Repetier-Host. Este software
fornece uma interface simples que facilita a conexao USB com a impressora 3D,
permitindo um controle eficiente do processo de impressao.

Os critérios de impressao dos scaffolds foram estabelecidos apés uma
série de testes, nos quais os melhores resultados foram obtidos com uma
velocidade de impressao de 5 mm/s e uma temperatura de 180 °C para o PLA e
os compositos, e de 130 °C para o PBS puro. Mais detalhes sobre os parametros
estdo na Tabela 3.2. Os materiais empregados na impressao foram preparados
apos processamento em um misturador interno, sem prensagem adicional.
Esses materiais foram triturados em pequenos granulos (Figura 3.3), submetidos
a secagem sob vacuo a 50 °C por 24 horas e, em seguida, alimentados
diretamente na seringa metalica para o processo de impressdo. Foram
impressas amostras com tamanho de poro da ordem de 400 um, altura de
camada de 500 um e largura de camada de 600 um, conforme ilustrado na Figura
3.2.

Tabela 4.2 — Parametros utilizados na impressao 3D dos scaffolds.

Variaveis Valores
180 °C (PLA e biocompésitos)
130°C (PBS)

Velocidade de impressao 5 mm/s

Temperatura de impresséao

Padrao de preenchimento Retilineo

Angulo de Preenchimento 0a 90°
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Figura 3.3: Aspecto visual do material utilizado para impressao 3D dos scaffolds.

Caracterizacao Mecanica

A caracterizagcao mecanica dos scaffolds de PLA, PBS e BLD e dos
biocompésitos BLD10T, BLD20T, BLD10P e BLD20P foi conduzida por meio de
testes de compressao uniaxial, conforme a norma ASTM D 695-15. Os testes
foram realizados em uma maquina universal de teste Instron, modelo 5569,
equipada com uma célula de carga de 500 N. A velocidade de travessia utilizada
foi de 1,3 mm/min. Para cada composicado, foram ensaiados pelo menos 5

especimes.

Ensaio de biodegradacao
O ensaio de biodegradacao dos scaffolds de PLA, PBS, BLD, e dos
biocompésitos BLD10T, BLD20T, BLD10P e BLD20P foi estudada por meio da

imersao das amostras em solugcao tampéao fosfato a 37 °C, com monitoramento

da variagao de massa apos 7, 21 e 35 dias.

Caracterizacio Microestrutural

A arquitetura dos scaffolds e a distribuicdo das cargas de BP e TCP no
PLA, no PBS e nos biocompésitos foram avaliadas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) no microscopio eletrénico MIRA (FEG-EDS-EBSD). O MEYV foi
operado a uma tensao de aceleragao de 5 kV. Posteriormente, foi realizada a
analise de mapeamento de composigédo, com foco nos elementos calcio (Ca) e
fésforo (P), utilizando o acessorio de espectroscopia de raios X por dispersdo em
energia (EDS). As amostras analisadas foram a face superior e a face transversal

dos scaffolds, previamente fraturadas. Antes da analise, essas amostras foram
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fixadas em suportes de aluminio com fita dupla face de carbono e recobertas
com uma fina camada de ouro para melhorar a conducgao elétrica e minimizar a

carga estatica.

Ensaio de biocompatibilidade celular

Os ensaios biologicos de proliferagdo osteoblastica foram realizados com
células pré-osteoblasticas de camundongo MC3T3-E1. As células foram
cultivadas em meio contendo 89 % v/v de a-MEM (Gibco), suplementado com
10 % de soro fetal bovino (FBS, Vitrocell) e 1 % de antibidtico-antimicotico
(Vitrocell), em incubadora Thermo Fisher Series 11 3110, a 37 °C e 5 % de CO,.

Antes dos ensaios, os scaffolds foram esterilizados por imersao em alcool
70% e exposigao a luz UV por 15 min de cada lado, seguidos de lavagem em
PBS e de pré-incubagédo em 500 uL de meio de cultura por 24 h a 37 °C. Em
seguida, cada amostra foi transferida para uma placa de 48 pogos contendo 500
ML de suspensao celular (50 000 células por pog¢o). O meio foi trocado a cada 2—
3 dias.

A proliferacao celular foi quantificada por meio do ensaio resazurina
(R7017, Millipore-Sigma), preparado em diluicdo 1:9 no meio de cultura. Apos 1
e 7 dias, as amostras foram incubadas com a solu¢ao por 4 h, a 37 °C, no escuro.
Posteriormente, 100 uL da solugédo de cada amostra foram transferidos para uma
placa de 96 pogos, e a absorbancia (560/590 nm) foi medida em um leitor de
microplacas SpectraMax® Mb5. Controles negativos (solucao sem células) e
positivos (solucao autoclavada) foram utilizados para estimar a viabilidade
celular. Apés 1 dia de cultura, a adeséao e proliferacao celular foram avaliadas
por MEV. As amostras foram lavadas com PBS, fixadas em glutaraldeido 2,5%
por 30 min, lavadas novamente e desidratadas em série crescente de etanol (50,
70, 90 e 100%). Ap6s secagem e metalizagdo com ouro, as amostras foram
analisadas em MEV (TESCAN MIRA FEG) a 5 keV.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao das Biocargas

Os difratogramas de raios X (Figura 4.1a) revelam que o TCP apresenta
trés picos cristalinos proeminentes em aproximadamente 28 = 26,72°, 29,23° e
30,62°, caracteristicos da fase B-TCP. De forma analoga, o padrao de difracéao
do BP apresentou multiplos picos em 26 = 25,8°, 31,9°, 39,7°, 45,5° e 47,7°,
atribuidos a hidroxiapatita (HA), fase predominante em materiais 6sseos naturais
[56]. Esses resultados confirmam a preservacao parcial da estrutura cristalina da
HA apés o processamento térmico e quimico do BP, indicando que o protocolo
empregado foi eficiente para a remocao de grande parte da matéria organica,

sem descaracterizar a fragdo mineral.
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Figura 4.1: Resultados das caracterizagdes fisico-quimicas e morfoldgicas
realizadas no TCP e no BP: a) DRX; b-c) FTIR-ATR; d) TGA, e; e-f) MEV das

particulas de TCP e de BP, respectivamente.

As Figuras 4.1(b—c) apresentam os espectros de FTIR obtidos para o TCP
e o BP. O espectro do TCP (Figura 4.1b) evidencia bandas intensas associadas
ao grupo fosfato (PO,3") em 1020 cm™, além de bandas em 588 e 554 cm™,

referentes aos modos de flexdao de [PO], e de picos em 561 e 607 cm™,
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caracteristicos do B-TCP [59,60]. O espectro do BP (Figura 4.1c), por sua vez,
exibe bandas tipicas de fosfato (PO,*"), hidroxila (OH™) e carbonato (CO3;%).
Uma banda larga e intensa em 1092 cm™ esta associada ao estiramento
assimétrico do grupo fosfato. As bandas de baixa intensidade em 1460 e 1520
cm™' correspondem ao estiramento assimétrico (v3) do grupo carbonato (CO5%),
cuja presenca pode ser atribuida a substituicao parcial de ions PO,*~ por CO32~
— fendmeno comum em hidroxiapatitas biogénicas e responsavel por aumentar
a bioabsorvibilidade do material.

Por fim, a banda larga em torno de 3417 cm™ indica a presenca de agua
adsorvida, associada aos modos de vibragcado v; e v; das moléculas de H,O,
enquanto o pico em 3497 cm™" esta associado ao estiramento caracteristico do
grupo O-H da hidroxiapatita. Essas observag¢des sédo consistentes com estudos
prévios [51, 62], confirmando que o BP retém grupos funcionais relevantes para
a bioatividade d&ssea, especialmente aqueles associados a presenca de
colageno residual e a carbonatacao superficial.

A analise termogravimétrica das biocargas é apresentada na Figura 4.1d.
BP, nota-se que o TCP apresenta elevada estabilidade térmica ao longo de todo
o processo, até 800 °C, sem perda de massa na faixa de temperatura de analise.
Este comportamento é devido a alta estabilidade deste material, bem como a
prévia sinterizacdo para a obtencdo do TCP. No entanto, o BP apresenta
variacdo de massa na faixa de temperatura analisada, este resultado pode ser
influéncia das impurezas presentes no material, como residuos de elementos
organicos restantes no pé que se decompde a medida que o ensaio ocorre.

Por fim, as Figuras 4.1(e-f) apresentam micrografias do TCP e do BP,
respectivamente. Observa-se que o TCP tem tamanho mais de particula muito
menor, e um tamanho médio de particula de ordem de 6 um (dados fornecidos
pelo vendedor e validados em [12]), por sua vez o BP apresentou tamanho de
particula médio de 52 um via granulometria de particulas via difragcdo a laser
(Apéndice A1).

Com relacao a analise elementar das biocargas, a Tabela 4.1 apresenta
os resultados obtidos por fluorescéncia de raios X (FRX) e por espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
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Tabela 4.1: Resultados da composicdo de TCP e BP obtidos por meio da
caracterizagao por FRX e da razdo Ca/P determinada por ICP-OES.

Concentragao dos elementos (%m) .
Biocarga Razao
Ca P Si | K S Sr | Zn | Fe | CI CalP
TCP 7191247114 | 0,7 - 10,03| - - 11,20 1,55
BP 76,2|1216|12| 04 (0,170,176 0,05| 0,03 | - 1,34

A FRX revelou que o BP contém oligoelementos, como Zn, Fe e Si, que
desempenham papéis fisiolégicos importantes na mineralizacdo e na
diferenciacao osteoblastica. Surpreendentemente, o TCP também apresentou
tracos de Sr, K e Si, possivelmente oriundos do processo de sintese e da
sinterizacado. Entretanto, esses valores devem ser observados com bastante
cuidado, visto que a FRX é uma técnica semiquantitativa; a determinacgao precisa
da razao Ca/P foi obtida por ICP-OES. O BP apresentou razao Ca/P inferior a do
osso humano (1,67), valor compativel com a natureza bovina da amostra, cuja
composicao mineral difere levemente da humana. As pequenas variagoes
observadas em relacdo a literatura podem ser atribuidas a presenca de
impurezas e de fragdes organicas residuais. A manutencao de fracées de CaP
na matriz 6ssea bovina é desejavel, pois pode aumentar o potencial osteogénico
do material [62]. No entanto, TCP apresentou o valor esperado, na ordem de
Ca/P de 1,5.

4.2 Caracterizagao dos Materiais Produzidos Via Misturador Interno

A Figura 4.2 apresenta as caracterizagdes de torque e de reologia das
blendas de PLA/PBS (75/25 % m/m) e dos respectivos biocompdsitos contendo
10 € 20 % m/m de TCP ou BP.

Essa proporcdo foi selecionada por oferecer bom equilibrio entre
processabilidade e propriedades mecanicas, evitando instabilidades durante a

impressao 3D, ja que maiores teores de PBS resultariam em diferencas de
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viscosidade e de temperaturas de fusdo incompativeis entre os componentes
[64]. O processamento foi realizado em um misturador interno acoplado a um
redmetro de torque e observou-se, para todas as amostras, um pico inicial de
torque, associado ao momento de alimentacdo dos polimeros a temperatura

ambiente, seguido de sua fusdo e homogeneizacao (Figura 4.2a).
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Figura 4.2 — Caracterizacao reologica, térmica e morfolégica do PLA, PBS, BLD
e dos compositos: (a) torque em fungao do tempo; (b) viscosidade aparente em
funcao da taxa de cisalhamento; (c) curvas de analise termogravimétrica (TGA).
Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie da secao
transversal: (d) PLA, (e) PBS e (f) BLD; (g) mapeamento por espectroscopia de
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energia dispersiva (EDS) dos compdsitos, evidenciando a distribuicao de calcio

(Ca, em vermelho) e fésforo (P, em verde).

O PLA puro apresentou torque de equilibrio de 3,5 N-m ap6s 5 min de
mistura, enquanto o PBS atingiu 1,1 N-m, devido a sua temperatura de fusao
mais baixa e ao indice de fluidez (MFI) mais elevado. A blenda BLD apresentou
torque intermediario (1,6 N'm) e fusdo completa em cerca de 3 min,
comportamento coerente com a propor¢cao 75/25. A incorporacdao de TCP
provocou um aumento do torque de equilibrio, indicando uma elevagcao da
viscosidade da mistura fundida (1,9 N-m para BLD10T e 2,2 N-m para BLD20T).
Ja a composi¢cdo com BLD10B manteve valores préximos aos da blenda pura
(1,6 N-m), mas, em 20 % m, com BLD20B, houve um leve aumento (2,0 N-m).
Esse efeito pode ser explicado pela restricdo a mobilidade das cadeias
poliméricas, promovida pelas particulas inorganicas, o que eleva a resisténcia
ao cisalhamento durante o processamento.

As curvas de viscosidade em regime estacionario (Figura 4.2b) mostraram
que o PLA apresentou as maiores viscosidades ao longo de toda a faixa de taxas
de cisalhamento estudadas, enquanto o PBS apresentou os menores valores,
coerentes com sua menor massa molecular e maior MFI. A BLD apresentou
comportamento intermediario. A presenca de PBS pode atuar como lubrificante,
reduzindo o entrelagamento entre as cadeias e a viscosidade global da mistura.

Os biocompositos contendo TCP apresentaram viscosidade superior a
das composi¢des com BP, o que se alinha aos resultados de torque. Entretanto,
em todas as amostras observou-se reducao da viscosidade com o aumento da
taxa de cisalhamento, caracterizando um comportamento pseudoplastico tipico
de polimeros fundidos. A perda da regido Newtoniana em baixas taxas (4-5 s™)
sugere termodegradacdo, que reduz a massa molecular e aumenta a
polidispersidade, tornando as cadeias mais suscetiveis a deformagdo em
menores taxas de cisalhamento.

Nos compésitos com BP, a viscosidade ainda menor indica degradacgéao
acentuada, possivelmente catalisada pelos ions Ca?*, Zn?*, Sr** e Fe®*" presentes

no po6 6sseo. Esses ions podem participar de reagdes de substituicao nucleofilica
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(SN2) e de racemizacao do PLA, favorecendo a clivagem de cadeias e
acelerando a degradacgéao térmica [64,65]. O mecanismo de clivagem mediada
por metais de transicdo, descrito por Oh e Stache [66], também pode estar
envolvido, especialmente no BP, que nao passou por desmineralizagao.

Com relacao a caracterizacao térmica dos biomateriais desenvolvidos, a
Figura 4.1c e a Tabela 4.2 apresentam os resultados da analise
termogravimétrica. Esta revelou que o PBS apresenta a maior estabilidade
térmica, com inicio de decomposicéo a 359,5 + 2,1 °C, seguido pelo PLA (343,3
+1,2 °C).

Tabela 4.2: Resultados de TGA.

Amostras Tonset (°C) Residuo (%)
PLA 3433+1,2 1,2+0,1
PBS 359,5+2,1 1,1+0,3
BLD 3350+2,5 0,2+0,1

BLD10T 328,6 + 8,1 96+04
BLD10B 3455+ 3,5 6,3+0,4
BLD20T 319,5+49 19,7+0,2
BLD20B 339,5+21 13,8+ 0,4

A blenda BLD apresentou menor estabilidade térmica, evidenciada pelo
valor de degradacdo de 331,0 * 1,0 °C, comportamento associado a
imiscibilidade entre o PLA e o PBS, conforme indicado pelas curvas de DSC
apresentadas na Figura 2A (Apéndice A2). A presenca do PBS no sistema tende
a exercer um efeito plastificante, aumentando a mobilidade das cadeias
poliméricas e reduzindo as interagbes intermoleculares do PLA, o que resulta em
diminuicdo da resisténcia térmica do material. Esse comportamento é

consistente com resultados previamente reportados por Hassan et al. [68], que
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relacionam a imiscibilidade em blendas de poliésteres a antecipacao dos
processos de degradacao térmica.

A incorporacado de BP promoveu um discreto aumento da estabilidade
térmica do sistema, possivelmente associado ao efeito de barreira fisica
proporcionado pelas particulas, que pode restringir a difusdao de produtos
volateis durante a degradagcado. Em contrapartida, a adicdo de TCP resultou em
redugdo mais acentuada da estabilidade térmica, especialmente nas
formulagdes BLD10T e BLD20T. Esse efeito pode ser atribuido ao reduzido
tamanho de particula e a elevada area superficial especifica do TCP, que
favorecem a absorcao de umidade e intensificam a degradacao hidrolitica do
PLA, acelerando os mecanismos de cisdo das cadeias poliméricas, conforme
descrito na literatura [69].

Os residuos ao final da analise (800 °C) foram coerentes com o teor das
biocargas utilizadas: 9,5 + 0,4 % e 19,5 + 0,2 % para as amostras contendo 10
% e 20 % de BLD10T e BLD20T, respectivamente.

Para os compésitos com BP, os residuos foram menores (6,3 £+ 0,4 % e
13,8 £ 0,4 %, para BLD10B e BLD20B, respectivamente), o que corresponde a
aproximadamente 30 % abaixo do valor tedrico, em consonancia com a perda
parcial de fase orgénica. O TCP, previamente sinterizado a 1000 °C por 1 h, ndo
apresentou variagdo de massa nessa faixa de temperatura.

Finalmente, as micrografias (Figuras 4.2 (d—f)) revelam que o PLA
apresenta fratura tipica fragil, com superficie de baixa deformacao; o PBS,
devido a sua transicao vitrea em torno de —15 a —30 °C, exibe maior ductilidade.
A BLD (Figura 4.2f) revela uma morfologia heterogénea, composta por uma
matriz continua de PLA (75 %) e por dominios esféricos de PBS (1-5 pm)

dispersos na fase majoritaria (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Micrografia por microscopia eletrénica de varredura (MEV) da
superficie da sec¢ao transversal da composicado BLD, evidenciando a morfologia
heterogénea associada a imiscibilidade entre as fases poliméricas.

O mapeamento EDS (Figura 4.2g) demonstrou boa dispersdo das
particulas de TCP, com pontos isolados de Ca (vermelho) e de P (amarelo) bem
distribuidos na matriz. Por outro lado, o BP, mesmo apds criomoagem,
apresentou aglomerados maiores e irregulares, com tamanho médio entre 50 e
55 um, o que pode afetar a homogeneidade da dispersao e, consequentemente,

as propriedades mecanicas e térmicas dos biocompositos.

4.3 Caracterizacao dos scaffolds impressos 3D

Os scaffolds de PLA puro, PBS, BLD e compésitos a base de BLD foram
fabricados com sucesso por impressao 3D via seringa aquecida a 185 °C,
conforme mostrado na Figura 4.4a. Todos os scaffolds mantiveram a geometria
projetada, apresentando poros bem definidos e dimensdes uniformes, com
tamanho de poro de 400 uym, altura de camada de 500 um e largura de camada
de 600 pm, conforme ilustrado nas Figuras 4.4b—h e resumido na Tabela 4.3,

que apresenta os resultados de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das
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estruturas impressas. As micrografias confirmam que todos os materiais foram
adequados para a impressdo 3D, resultando em scaffolds com alta
reprodutibilidade e controle dimensional. Os tamanhos médios de poro, altura e
largura de camada variaram entre 430-522 um, 464-544 ym e 523-577 um,
respectivamente.

A incorporacao de p6 de osso (BP) a matriz BLD resultou em filamentos
com superficie visivelmente mais rugosa, especialmente nas amostras contendo
20% em massa de BP (Figuras 4.4g-h). Nesses scaffolds, observaram-se
cavidades e vazios distribuidos tanto na superficie quanto no interior dos
filamentos, os quais podem ser atribuidos a oscilagbes no fluxo do material
durante o processamento. Esse comportamento € potencialmente intensificado
pela natureza bifasica da blenda, associada a localizagdo preferencial das
biocargas na fase de menor viscosidade (PBS), o que pode gerar
heterogeneidades reoldgicas e instabilidades no escoamento. Ressalta-se que
a topografia superficial desempenha papel fundamental na resposta celular e na
integracdo do implante: rugosidades em escala macroscépica favorecem a
fixacdo mecénica em tecidos naturais, enquanto rugosidades em escala
microscépica podem estimular a adesao e a diferenciacao de osteoblastos, bem

como aumentar a mineralizagéo, quando comparadas a superficies lisas [67,68].
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Figura 4.4: Imagens de scaffolds impressos (8mm) (a) e micrografias de MEV
das vistas superior e transversal dos scaffolds, respectivamente b, b’) PLA; c, ¢)
PBS; d, d’) BLD; e, €’) BLD10T; f, f) BLD20T; g, g’) BLD10B; e h, h") BLD20B.

As propriedades mecénicas dos scaffolds foram avaliadas por meio de
ensaios de compressao, e os respectivos modulos elasticos estao apresentados
na Tabela 4.3. Todos os scaffolds apresentaram valores semelhantes dentro do
desvio padrao, variando entre 62 e 77 MPa. A estrutura do osso trabecular
humano é altamente porosa e, por isso, apresenta valores de médulo aparente
que variam de 10 a 3.000 MPa, e estes valores sao altamente influenciados pela
densidade aparente do osso (a massa de tecido ésseo dividida pelo volume total
da amostra) [72] .Embora a incorporacao de BP e TCP tenha induzido certa
degradacao polimérica, conforme sugerem as analises de TGA e reometria, e a
formacao de vazios nos filamentos (especialmente no BLD20B), esses efeitos
nao foram suficientes para reduzir significativamente o modulo elastico em

relacao ao PLA puro e a BLD.
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Tabela 4.3: Caracteristicas morfoldégicas dos scaffolds obtidas por MEV e

modulo de elasticidade em média + DP.

Amostras Altura de camada | Largura Poro Modulo elastico

(um) (um) | (um) (MPa)

PLA 491 + 11 523 +15 | 50548 65+ 13
PBS 544 + 51 550 £ 61 | 522 + 19 62 +10
BLD 505 + 41 533 +30 | 421 +25 77 £ 11
BLD10T 526 + 18 568 + 26 | 447 + 26 64 + 10
BLD10B 464 + 20 556 + 37 | 444 £ 15 715
BLD20T 512+ 14 538 £24 | 430+ 52 67 +8
BLD20B 509 + 15 577 +54 | 481 + 36 66 + 11

O comportamento de degradacao dos scaffolds foi monitorado por meio
da perda de massa ap6s imersao em solugao tampao fosfato ao longo do tempo
(Figura 4.5a). Os scaffolds de PBS apresentaram perda de massa de
aproximadamente 1,5% ao longo de 35 dias, resultado esperado devido a sua
maior taxa de degradacao, conforme relatado em estudos anteriores [73,74]. Em
contrapartida, os scaffolds de PLA e da BLD, bem como os compésitos a base
de BLD, apresentaram perda de massa desprezivel no mesmo periodo.
Resultados semelhantes foram reportados por Lyyra et al. [74] ao avaliar
misturas de PLA/PBS contendo 25 e 50% em massa de PBS. Apesar da
presenca de PBS na composi¢cdao, o comportamento global de degradacéao
permaneceu préximo ao do PLA puro, possivelmente devido a baixa exposi¢ao
das fases de PBS a superficie dos scaffolds. No entanto, conforme sugerido por
Wang et al. [73], a medida que ocorre a degradacéao superficial e mais dominios
de PBS sao expostos, a penetracao de agua entre as fases de PBS e PLA
aumenta, acelerando a degradacéo hidrolitica da matriz de PLA.

O efeito dos biocargas na resposta celular foi avaliado por meio de um

ensaio de viabilidade celular com resazurina, apos 1 e 7 dias de cultivo de células
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pré-osteoblasticas de camundongo (MC3T3-E1), conforme a Figura 4.5b. Apos
1 dia de cultivo, nao foram observadas diferencgas significativas na porcentagem
de reducdo de resazurina entre os scaffolds. Apés 7 dias, 0 mesmo
comportamento foi mantido, exceto no scaffold de PBS, que apresentou o menor
percentual de reducéao, indicando menor atividade metabdlica celular.

A adesao celular e o aspecto das células foram analisados ap6s 24 horas
de cultivo com MEV (Figura 4.4(c—i)). As imagens revelam melhor adesao e
espalhamento celular nos scaffolds contendo biocargas, especialmente no
BLD20T, no qual as células apresentaram maior extensao de filopodios e
morfologia mais espalhada em relacao as demais amostras. De forma geral, os
resultados demonstram que os scaffolds a base de BLD, contendo TCP e BP,
sao citocompativeis, favorecem a adeséo e a viabilidade celular e apresentam
potencial promissor para aplicacées em ETO. Além disso, a presenca desses
biofilers tem sido associada, conforme relatado em outros estudos [57], ao
aumento da proliferagdo de células-tronco mesenquimais, maior deposicao de
calcio e expressao de genes osteogénicos como RUNX2, OCN e OPN, indicando

seu potencial para promover a regeneracao 0ssea.
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Figura 4.5 — (a) Variagdo de massa dos scaffolds ao longo do tempo, indicando
o comportamento de degradacdo dos diferentes sistemas; (b) avaliacdo da
citotoxicidade apdés 1 e 7 dias de cultivo celular, evidenciando a
biocompatibilidade das formulagbes. Imagens de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) dos osteoblastos aderidos a superficie dos scaffolds apds 1 dia
de cultura celular: (c) PLA; (d) PBS; (e) BLD; (f) BLD10T; (g) BLD10B; (h)
BLD20T; e (i) BLD20B, destacando diferencas na morfologia celular, no grau de
espalhamento e na interagcado célula—material em funcdo da composicao dos

scaffolds.
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5 CONCLUSOES

A caracterizacao estrutural e quimica das biocargas revelou que o fosfato
tricalcico (TCP) apresentou estrutura altamente cristalina, tipica da fase B-TCP,
enquanto o pé de osso (BP) manteve predominantemente a fase de
hidroxiapatita (HA), preservando parcialmente a cristalinidade e grupos
funcionais (PO,*", OH™ e CO3*) relevantes a bioatividade o&ssea. A
termogravimetria mostrou que o TCP é termicamente estavel até 800 °C,
enquanto o BP apresenta perda de massa atribuida a decomposigao de residuos
organicos, evidenciando a remocao incompleta de matéria organica. As
micrografias revelaram morfologias distintas, com o TCP apresentando
particulas finas (~6 um) e o BP particulas maiores (~52 pm). A analise elementar
indicou a presencga de oligoelementos fisiologicamente relevantes (Zn, Fe, Si e
Sr), que podem favorecer a osteogénese, mas, entretanto, podem impactar a
termoestabilidade durante o processamento no estado fundido.

Em termos reoldgicos, o PLA apresentou maior viscosidade e torque de
equilibrio, enquanto o PBS apresentou comportamento mais fluido devido a
menor massa molecular e ao maior MFI. A blenda PLA/PBS (BLD) apresentou
comportamento intermediario, e a incorporacdo de biocargas alterou
significativamente as propriedades de fluxo. O TCP aumentou a viscosidade e o
torque de equilibrio, devido a restricdo de mobilidade das cadeias poliméricas,
enquanto o BP promoveu uma leve redugédo de viscosidade em fungdo das
provaveis reacgbes catalisadas por ions metalicos, que favoreceram a
degradacao térmica do PLA e PBS, entretanto, nas analises térmicas, observou-
se que o PBS apresentou a maior estabilidade, seguido do PLA e da blenda.
Todas as amostras exibiram comportamento pseudoplastico tipico, com reducéo
de viscosidade em altas taxas de cisalhamento.

Os scaffolds produzidos apresentaram médulos elasticos entre 62 e 77
MPa, compativeis com o intervalo do osso trabecular humano, sem diferencas
estatisticamente significativas entre as formulagcées. A degradacdo in vitro
demonstrou a estabilidade das amostras a base de PLA e BLD, com perda
minima de massa ao longo de 35 dias, em contraste com o PBS puro. A

avaliacao biolégica indicou boa citocompatibilidade e adesado celular,
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especialmente nos scaffolds contendo TCP, nos quais foram observados maior
extensao de filopédios e melhor espalhamento celular. Assim, os resultados
comprovam que a incorporacao de TCP e BP em matrizes de PLA/PBS confere
estabilidade térmica e reolégica adequada e melhora a bioatividade, tornando

esses compositos promissores para aplicagdbes em engenharia tecidual 6ssea.
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6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

A partir dos resultados obtidos, estudos futuros deverao focar em alguns
pontos principais como:

e Otimizacdo dos parametros de moagem para obtencao de BP com menor
granulometria.

e Minimizar processo de degradagcao durante o processamento via estado
fundido a partir da dispersdo do BP e TCP na blenda via solvente e
precipitacao.

¢ Integrar nanoparticulas bioativas com capacidade de liberagdo controlada
(por exemplo, CaP, SiO, ou MgO).

e Explorar hibridos PLA/PBS adaptativos (4D) e piezoelétricos para estimular
a osteogénese por meio do acoplamento mecanico-elétrico.

e Conduzir estudos de degradacgao por periodos mais longos.

e Realizar ensaios de cultura celular com outras linhagens, inclusive linhagens

primarias, para explorar o potencial de diferenciacao do BP.
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APENDICE A1

Curva de Distribuicao Cumulativa
(% Passante vs Diametro)
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Figura 1A: Curva de diametro de particula versus % de volume passante

acumulado. Tamanho médio de particula: 52 pm.
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APENDICE A2

Com o propoésito de verificar o comportamento térmico da blenda e a
influéncia da adicdo das biocargas nas temperaturas caracteristicas das
matrizes de PLA e PBS realizou-se o ensaio de DSC, e a Figura 2A apresenta
as curvas de segunda varredura de aquecimento do ensaio de DSC e a Tabela

1A os resultados das temperaturas obtidas para todas as formulagdes

preparadas.
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Figura 2A: Curvas da segunda varredura de aquecimento do ensaio de DSC
das amostras estudadas, em A) PLA e compoésitos com 10 e 20% m de TCP e
BP; B) PBS e compésitos com 10 e 20% m de TCP e BP; C) PLA, PBS e BLD;
e D) BLD e compdsitos com 10 e 20% m de TCP e BP.
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Tabela 1A: Resultados de DSC das formulagdes na segunda varredura de

aquecimento.

Amostra | Tgpra | Tcpa | AHcepa | Tmpia | AHmpLA | Tmpes | AHmpBs
s (°C) | (°C) (J/g) (°C) (J/g) (°C) (J/g)
PLA 61,96 | 121,10 16,65 149,47 | 19,11 - -
PBS - - - - - 115,67 | 69,91
BLD 60,51 14917 | 16,75 | 114,03 | 21,08
BLD10T | 60,72 148,20 | 15,84 | 114,21 19,05
BLD20T | 60,79 148,27 | 13,82 | 114,38 | 15,36
BLD10P | 60,41 148,70 | 16,68 | 114,31 19,54
BLD20P | 60,10 147,90 | 15,90 | 114,11 15,36

O PLA puro apresenta temperatura de transicao vitrea (Tg) de 61,96 °C,
temperatura de cristalizagéo (Tc) de 121,10 °C e temperatura de fusao (Tm) de
149,47 °C. O PBS puro, por sua vez, apresenta temperatura de fusao de 115,67
°C. A adicao de biocargas de tricalcio fosfato (TCP) e p6 de osso (BP), em
proporcdes de até 20% em massa, a matriz de PBS nao promoveu alteracdes
significativas na temperatura de fusdo, a qual permaneceu praticamente
constante, variando entre 114 e 115 °C.

Quando o PBS é incorporado a matriz do PLA, observa-se um pequeno
deslocamento da Tg do PLA para valores aproximadamente 2 °C inferiores aos
do polimero puro. Essa reducao na temperatura de transicao vitrea pode ser
associada a dispersao do PBS na matriz de PLA e ao efeito plastificante exercido
por esse polimero, que aumenta a mobilidade das cadeias poliméricas. Para os
biocompésitos, os valores das temperaturas térmicas analisadas apresentaram
variagdes semelhantes entre si e, quando comparados ao PLA puro, mantiveram
a tendéncia de leve diminuicdo da Tg, indicando comportamento térmico

consistente entre as diferentes formulagdes.




