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RESUMO

O aumento da expectativa de vida da populagédo tem elevado a demanda
por procedimentos ortopédicos voltados a reparagdao Ossea, impulsionando o
desenvolvimento de novos materiais para auxiliar na regeneragao de tecidos.
Neste contexto, este projeto teve como objetivo a obtencdo de biocompdsitos
para a fabricacdo de scaffolds bioativos via impressdo 3D, visando a
regeneragdo ossea. Os biocompdsitos foram baseados em Ecovio® (Poli(acido
latico) - PLA/ Poli(adipato-co-tereftalato de butileno) - (PBAT)), hidroxiapatita
(HA) e um derivado amino-funcionalizado de tanino (TN). Na primeira etapa,
realizou-se a purificacdo do TN, a fim de remover impurezas provenientes do seu
processo de sintese. A etapa seguinte envolveu o processamento dos
biocompdsitos de Ecovio nos quais tanto a HA quanto o tanino purificado (pTN)
foram incorporados em uma proporcao de 10% em massa cada, utilizando um
misturador interno. Foram investigadas as caracteristicas térmicas, reoldgicas,
morfolégicas, mecanicas, além da printabilidade, bioatividade e atividade
antimicrobiana. Na Ultima etapa, scaffolds de Ecovio® foram impressos em 3D,
seguidos de modifica¢des superficiais com tratamento alcalino e posterior adigao
de pTN e HA com o objetivo de otimizar suas propriedades biolégicas. As
caracteristicas morfolégicas, mecanicas, de molhabilidade, rugosidade
superficial, bioatividade e biocompatibilidade com células foram avaliadas. Os
resultados demonstraram que a purificagdo do TN foi bem-sucedida e sugerem
que a adicdo de pTN e HA ndo degradou a matriz polimérica, conferindo
bioatividade e eficacia bactericida nas composi¢cdes com pTN. Em relacdo aos
scaffolds, as modificacbes superficiais foram realizadas com sucesso,
otimizando suas propriedades biolégicas, como bioatividade e
biocompatibilidade, favorecendo a proliferacdo celular. As propriedades
biolégicas e mecanicas dos scaffolds mostraram que os materiais desenvolvidos

sao compativeis com as exigéncias para aplicagdo como enxerto 6sseo.

Palavras-chave: Ecovio; Taninos; Hidroxiapatita; Regeneragao 6ssea;
Scaffolds; Manufatura aditiva.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOACTIVE COMPOSITES BASED ON PBAT AND PLA
WITH THE ADDITION OF HYDROXYAPATITE AND TANNIN FOR
APPLICATION IN TISSUE ENGINEERING

The increase in the population's life expectancy has increased the demand for
orthopedic procedures aimed at bone repairing, driving the development of new
materials to assist in tissue regeneration. In this context, this project aimed to
obtain biocomposites for manufacturing bioactive scaffolds via 3D printing,
aiming at bone regeneration. The biocomposites were based on Ecovio®
(Poly(lactic acid) - PLA/ Poly(adipate butylene co-terephthalate) - (PBAT)),
hydroxyapatite (HA) and an amino-functionalized derivative of tannin (TN). In the
first stage, TN purification was performed to remove impurities from its synthesis
process. The next step involved the processing of the Ecovio biocomposites in
which both HA and purified tannin (pTN) were incorporated in a proportion of
10wt% each, using an internal mixer. Thermal, rheological, morphological, and
mechanical characteristics, as well as printability, bioactivity, and antimicrobial
activity, were investigated. In the last stage, Ecovio® scaffolds were 3D printed,
followed by surface modifications with alkaline treatment and subsequent
addition of pTN and HA in order to optimize their biological properties. The
morphological, mechanical, wettability, surface roughness, bioactivity, and cell
biocompatibility were evaluated. The results showed that the purification of TN
was successful and suggest that the addition of pTN and HA did not degrade the
polymer matrix, conferring bioactivity and bactericidal efficacy in the compositions
with pTN. The superficial modifications were successfully performed regarding
the scaffolds, optimizing their biological properties, such as bioactivity and
biocompatibility, favoring cell proliferation. The biological and mechanical
properties of the scaffolds showed that the materials developed are compatible

with the requirements for application as bone grafts.

Keywords: Ecovio; Tannins; Hydroxyapatite; Bone regeneration; Scaffolds;

Additive manufacturing.
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1 INTRODUGAO

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a
expectativa de vida do brasileiro que em 2018 era de 76,2 anos alcangara a idade
de 81 anos em 2060, e assim 26,7% da populagao terd 60 anos ou mais [1]. Com
0 aumento da expectativa de vida da populagdo, ha um crescente aumento da
necessidade de procedimentos ortopédicos para reparagdes Osseas. As
doengas associadas a0 0ssO sao responsaveis por cerca de metade das
doencas cronicas em pessoas acima de 50 anos [2]. O tecido ésseo € conhecido
por suas habilidades de cicatrizagdo e/ou autorregeneragéo. No entanto, defeitos
0sseos em grande escala ndo podem ser completamente curados pelo
organismo [3]. Grandes defeitos ou lesbes Osseas, causados por trauma
(acidentes domésticos e de transito), osteoporose, resseccado de tumor ésseo,
dentre outros, sdo seérios problemas em ortopedia e trazem grande prejuizo
econdmico a saude publica e perda da qualidade de vida do paciente [2].

Existem varias técnicas para tratar lesdes e defeitos 6sseos em pacientes,
sendo as principais a utilizagcado de ligas metalicas (ago inoxidavel e ligas de
titnio) e enxertos Osseos [4]. Os tratamentos tradicionais tém varias
desvantagens e limitagdes, como rejeigdo imunoldgica, multiplas intervengdes
cirurgicas, susceptibilidade a contaminagao por microrganismos, degradacao
induzida por corrosdo de implantes metalicos, perda oOssea relacionada a
diferenca de propriedade mecénica entre metal e 0sso (stress shielding), e falta
de osseointegracgéo; todos resultando em uma longa reabilitacdo ou até mesmo
rejeicdo do implante [5-7].

A engenharia de tecidos tem atraido muita atengdo no campo da
regeneracao de tecidos 6sseos porque evita as desvantagens dos tratamentos
convencionais. Ela se concentra no uso de biomateriais, células e fatores de
crescimento, sozinhos ou em combinagao, para facilitar a reparagéao de defeitos
do tecido [8]. Um dos componentes vitais na abordagem de engenharia de
tecidos sao os scaffolds (arcabougos), estruturas que atuam como suportes
temporarios para regeneragdo Ossea e estimulam o crescimento &ésseo
vascularizado [9]. Seu propésito € mimetizar a estrutura e funcdo da matriz
extracelular (MEC) 6ssea natural, que possa fornecer um ambiente adequado
para promover a adesao, proliferacao e diferenciagao celular e ter propriedades



fisicas apropriadas para o reparo 6sseo. Scaffolds para regeneragdo 0Ossea
devem ser biodegradaveis para permitir a regeneracédo completa dos tecidos, e
os subprodutos dessa degradagao também devem ser ndo-téxicos e capazes de
serem eliminados do corpo sem interferéncia com outros 6rgaos; devem ser
biocompativeis para evitar uma resposta imunolégica; devem ter uma estrutura
porosa, com poros interconectados, para garantir a penetragao celular, a difusao
adequada de nutrientes para as células, e permitir a difusdo de produtos
residuais para fora do scaffold [2,10-12].

Scaffolds usados na engenharia de tecidos 6sseos podem ser produzidos
por diversas técnicas, algumas das mais amplamente usadas sao a evaporagao
do solvente, separacdo de fases induzidas termicamente, liofilizacdo e
eletrofiagdo [13]. No entanto, o tamanho, a forma e a interconectividade dos
poros sao dificeis de serem totalmente controlados nessas abordagens [4]. Com
a utilizacdo de técnicas de manufatura aditiva, como a impressao 3D baseada
em extrusdo, € possivel a fabricacdo de scaffolds a partir de materiais
biodegradaveis e bioativos com morfologia controlada projetados sob medida
para aplicagdo em regeneracgao ossea.

Os scaffolds utilizados para a regeneragao 6ssea podem ser produzidos
a partir de diferentes materiais incluindo metais, ceradmicas, polimeros e
compdésitos. Scaffolds metalicos apresentam algumas desvantagens como
propriedades mecanicas diferentes do osso e liberacdo de ions tdxicos,
enquanto materiais inorganicos tém como limitagao a fragilidade intrinseca, e
scaffolds poliméricos apresentam baixa resisténcia mecanica [14]. Em
comparagao com materiais inorganicos e metalicos, materiais poliméricos tém
uma taxa de degradagcdo mais controlavel, melhor flexibilidade e melhor
capacidade de moldagem, o que permite a producao de formas mais complexas
[8,10].

Diversos tipos de matrizes poliméricas podem ser usadas para producao
de scaffolds como a poli(e-caprolactona) (PCL) [15], poli(acido lactico) (PLA) [16],
poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA) [17], quitosana [18] e colageno [19].
O PLA é um dos mais promissores, sendo um poliéster semicristalino derivado
do acido latico, produzido a partir de fontes renovaveis, com excelentes
propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioabsorg¢ao [20].

Entretanto o PLA é rigido, fragil, pouco hidrofilico, apresenta baixa deformagao



de ruptura, baixa estabilidade térmica e longo periodo para degradacgéo in vivo
[21-23]. Uma das alternativas para otimizar as propriedades do PLA é a mistura
com outros polimeros biodegradaveis. Um dos polimeros quem vem sendo
estudado para a formagao de blendas com o PLA é o poli(butileno adipato co-
tereftalato) (PBAT). O PBAT é um poliéster biodegradavel altamente flexivel com
baixa cristalinidade, facil processamento, alto alongamento na ruptura e tem se
mostrado um bom material para aumentar a resisténcia mecéanica e térmica do
PLA [21,23-25]. Um exemplo de uma blenda com PBAT e PLA comercialmente
disponivel € o ECOVIO®, que é produzido pela BASF com proporgéo em massa
de 55/45 PBAT/PLA. Compdésitos baseados em PLA/PBAT em geral atendem
aos requisitos basicos de materiais de engenharia de tecido ésseo em termos de
resisténcia mecanica e biocompatibilidade, e tém as vantagens de baixa
densidade e alta tenacidade [26].

Uma alternativa que vem sendo utilizada para melhorar as propriedades
de polimeros aplicados em engenharia de tecidos é a adicdo de materiais
ceramicos. A incorporacéo de cargas ceramicas em matrizes poliméricas pode
levar a obtengcdo de materiais compdsitos com maior resisténcia mecanica, e
ainda fornecer propriedade bioativa. As bioceramicas de fosfato de calcio vém
sendo amplamente usadas em reparos 0sseos por serem semelhantes a fase
mineral do tecido ésseo natural. Dentre as bioceramicas de fosfato de calcio, a
hidroxiapatita (HA) € uma das mais usadas, apresentando carateristicas como
biocompatibilidade, osteocondutividade e osteoindutividade devido a
semelhanga com a composi¢cao inorganica do osso [27]. Os compdsitos de
polimeros/ceramicas sdo materiais bastante promissores para a engenharia de
tecidos, pois aliam a flexibilidade, conformabilidade e biodegradabilidade dos
polimeros com a bioatividade e melhores propriedades mecanicas das biocargas
[28-30].

Embora muitos trabalhos estejam sendo realizados para desenvolver
novos materiais para regeneragcao de tecidos, a pesquisa e o conhecimento
sobre os fatores subjacentes a contaminagdo microbiana relacionada ao
implante do scaffold que pode levar a severas infecgdes sdo menos abrangentes
[31]. A contaminacdo do implante pode levar a necessidade de substituicdo do
material implantado e, em casos mais severos, a morte do paciente [31,32].

Cerca de 2 a 5% dos implantes ortopédicos sdo agravados por infecgao e isso



pode aumentar até 30% no caso de fraturas expostas [33]. Este cenario tem um
prognostico ainda mais assustador devido a crescente resisténcia das bactérias
aos antibidticos usados atualmente. Portanto, é essencial que um scaffold para
uso regenerativo 6sseo apresente propriedades antimicrobianas para prevenir
tais infecgdes. Varias estratégias vém sendo adotadas com esta finalidade, como
por exemplo a incorporagao de metais (Ag [34] e Au [35]), nanoparticulas de
oxidos metalicos (ZnO [36], CeO2[37], Fe3O4 [38]), macromoléculas naturais
(quitosana [39], lignina [40], tanino [41]), peptideos [42] e antibidticos [43] dentro
de scaffolds. Apesar do sucesso desses agentes antimicrobianos, ainda existem
preocupagdes relacionadas com a toxicidade de metais e a resisténcia
bacteriana para os antibiéticos conhecidos [44].

Os polifendis naturais, como a lignina e tanino, sao produtos amplamente
encontrados na natureza, em frutas, nozes, sementes, caules e flores, e exibem
propriedade antimicrobiana com amplo espectro [45-54]. Esses materiais podem
servir como uma abordagem alternativa para ao uso de antibiéticos e metais. O
derivado catiénico amino-funcionalizado de tanino, comercialmente conhecido
como Tanfloc (TN) exibe propriedades como biodegradabilidade,
citocompatibilidade e atividade bactericida [55-58] e, portanto € muito promissor
para engenharia de tecidos.

Dentro deste cenario, neste presente trabalho foi associado pela primeira
vez a blenda Ecovio® com o TN e a hidroxiapatita para produgéo de scaffolds e
aplicagao na regeneracao de tecidos 6sseos. Até o presente momento, néo ha
relatos na literatura de trabalhos abordando a producédo de scaffolds Ecovio®
com TN e HA via impressdo 3D, ou qualquer outra técnica tradicional de

manufatura.



2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de
biocompositos bioativos e antimicrobianos a base de Ecovio® (blenda
PLA/PBAT) com adicdo de hidroxiapatita (HA) e um derivado amino-
funcionalizado de tanino (TN), visando a obtencdo de scaffolds utilizando
impressao 3D como técnica de fabricagdo e aplicagdo na engenharia de tecido
0sseo.

Os objetivos secundarios compreendem a incorporacdo de HA e TN tanto
na forma de compdsito, através da mistura com o Ecovio durante o
processamento no estado fundido, como na forma de modificagdo superficial

utilizando um tratamento basico com NaOH para ativar a superficie.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Engenharia de tecido 6sseo

A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar de pesquisa que
emprega principios de quimica, biologia e engenharia para estudar a interacéo
de tecidos vivos com biomateriais. Os biomateriais devem auxiliar na
regeneracgao de orgaos ou tecidos lesionados [59]. Uma das abordagens mais
promissoras nesse sentido € o emprego de biomateriais em forma de scaffolds
(arcabougos) que atuam como suportes temporarios para promoverem a adesao
e proliferagao de células [60].

Scaffolds utilizados para regeneracdo de tecido ésseo precisam ser
porosos para permitir o crescimento de células e transporte de nutrientes,
oxigénio, fatores de crescimento e produtos residuais, € para arquiteturas
maiores, os poros também devem facilitar a vascularizagao para evitar a necrose
no nucleo [10]. Scaffolds para regeneragéo 6ssea comumente apresentam poros
entre 100 e 800 pym, permitindo uma adequada troca de nutrientes e facilitando
o crescimento celular, o que contribui para a eficacia na formagao do tecido
0sseo [61]. Além da porosidade, outras propriedades importantes para o sucesso
dos scaffolds sao a interconectividade entre poros (60-80%), resisténcia
mecanica, para suportar a carga imposta pelo corpo, a biodegradabilidade e a
taxa de degradacao [62]. Também deve ser biocompativel, para permitir a
atividade celular normal sem provocar qualquer efeito toxico local ou sistémico
[63].

O osso é composto basicamente de hidroxiapatita (HA) e colageno, que
se combinam formando duas estruturas: osso esponjoso (ou trabecular) e
cortical (Figura 3.1). O osso trabecular corresponde a parte interna do osso e é
esponjoso por natureza, com porosidade de 50-90 vol%. O osso cortical € a
camada externa densa do osso com menos de 10 vol% de porosidade. Ambos
os tipos de osso sofrem remodelagdo dindmica, maturagao, diferenciacao e
reabsor¢cdo que sido controladas por meio de interagcdes entre os ostedcitos,
osteoblastos e células osteoclasticas. Os osteoblastos sdo o0s principais
responsaveis pela formacdo de osso novo, enquanto os osteoclastos sao

responsaveis pela reabsorcdo de osso maduro. Esse processo dinamico



envolvendo osteoclastos e osteoblastos é conhecido como remodelacao 6ssea

e € responsavel pela manuteng¢ao de um osso saudavel [4,64,65].
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Figura 3.1 - Estrutura e composi¢ao do osso. Adaptado de [65].

Fosfatos de calcio, como hidroxiapatita (HA, Ca1o(PO4)s(OH)2),
apresentam boa biocompatibilidade, osteocondutividade (capacidade de
proliferar células &sseas) e osteoindutividade (capacidade de induzir a
diferenciacao de células-tronco em células osteogénicas, levando a formacgao de
tecido 6sseo) devido a semelhanga com a composi¢ao inorganica do osso [27].
A HA vem sendo combinada com diferentes matrizes poliméricas naturais e
sintéticas biodegradaveis, como poli(e-caprolactona) (PCL) [66], poli(acido
lactico) (PLA) [67], poli(acido glicdlico) (PGA) [68], poli(acido lactico-co-acido
glicélico) (PLGA) [69], poli(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT) [25],
quitosana [70] e colageno [69]. Polimeros sintéticos possuem algumas
vantagens, como: (i) sdo produzidos sob condigbes controladas e, portanto,
exibem propriedades reprodutiveis e controle de impurezas, (ii) exibem uma taxa
de degradagdo controlada, (iii) possibilidade de projetar ou ajustar as
propriedades mecanicas e de fabricar formas complexas, (iv) pode ser produzido
a custos reduzidos, em grandes quantidades e com longo tempo de validade



[71]. No tépico a seguir, serdo abordados em detalhes os materiais utilizados

nesse estudo.

3.2 Composicao de scaffolds para regeneracao 6ssea
3.2.1 Poli(acido latico) — PLA

O PLA é um poliéster alifatico sintético, termoplastico e biodegradavel. E
sintetizado a partir do acido latico obtido de fontes renovaveis como amido de
milho e cana de agucar [72,73]. O PLA dispbe de caracteristicas interessantes,
tais como biocompatibilidade e absorgao bioldgica (gera subprodutos atdxicos,
presentes no metabolismo de animais e microrganismos), além de facil
processabilidade no estado fundido e baixo impacto ambiental [74]. A Figura 3.2

representa a estrutura quimica do PLA.
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Figura 3.2 - Estrutura quimica do PLA. Adaptado de [75].

O PLA tem um vasto campo de aplicagdes, abrangendo desde o setor de
embalagens até a area biomédica. Suas propriedades notaveis, como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, o tornam especialmente adequado
para fins médicos como suturas, implante oral, liberacdo controlada de
medicamentos e scaffolds para engenharia de tecidos [75,76]. Apesar de todas
suas vantagens, algumas propriedades do PLA como fragilidade, rigidez, baixa
deformagéo de ruptura e baixa estabilidade térmica limitam sua aplicagdo em
larga escala [21,24]. Diversos estudos relataram que a mistura de PLA com
outros polimeros é uma das melhores solugbes para melhorar suas
propriedades, particularmente com polimeros mais flexiveis, como o poli(butileno
adipato co-tereftalato) (PBAT) [21,24,77].
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3.2.2 Poli(butileno adipato co-tereftalato) — PBAT

O PBAT é um copolimero biodegradavel da classe dos poliésteres
alifaticos-aromaticos, proveniente de fontes fésseis, comercializado pela BASF
com o nome de Ecoflex® [78]. Sua biodegradabilidade se deve ao grupo adipato
de butileno (segmento BA) e sua estabilidade mecéanica ao grupo tereftalato de
butileno (segmento BT), resultando em fortes propriedades de alongamento
(700%) [79], como representado na Figura 3.3. Foi relatado que o copoliéster
alifatico-aromatico com unidades aromaticas na faixa de 35-55 mol% oferece

um balango ideal entre biodegradabilidade e propriedades fisicas [80].

0] O
O“\/\\/\\ -1
d O
O O~ t
0
- JL 0 _
BA BT

Figura 3.3 - Estrutura quimica do PBAT. Adaptado de [78].

O PBAT apresenta facil processabilidade e propriedades mecanicas
similares a do polietileno de baixa densidade [81]. Além disso, € biocompativel,
flexivel e possui maior alongamento na ruptura que muitos poliésteres
biodegradaveis [82,83]. Em relagdo ao uso de PBAT para fins biomédicos, este
polimero tem sido muito pouco estudado, apenas alguns artigos relatam a
possibilidade de seu uso para algumas aplicagdes clinicas [84,85]. Apesar de
terem poucos relatos acerca de suas propriedades in vivo, diversos estudos

demonstraram que o PBAT nao apresenta citotoxicidade [82,86,87].

3.2.3 Blendas poliméricas

As blendas poliméricas tém se destacado como uma abordagem pratica
que oferece uma alternativa para a obtencdo de materiais poliméricos com
propriedades que, em geral, ndo podem ser encontradas em um material
individual, expandindo as possibilidades para diversas aplicacées, desde o setor

de embalagens a setores mais avangados como a aeronautica e biomédico [88].
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As blendas poliméricas s&o misturas fisicas de dois ou mais tipos de
polimeros, que, quando combinados, exibem caracteristicas unicas, decorrentes
da interagao entre os componentes individuais. Essas interagées podem ocorrer
em nivel molecular, afetando a morfologia, a cristalinidade e as propriedades
mecanicas, térmicas e de processamento das blendas. Para ser considerada
uma blenda, os compostos devem conter uma concentragédo superior a 2% em
massa do segundo componente minoritario [89]. Uma das vantagens das
blendas poliméricas é a habilidade de combinar caracteristicas especificas de
cada componente, resultando em materiais com propriedades sob medida para
aplicagcbes especificas. Além disso, o desenvolvimento de uma blenda é
economicamente mais viavel do que a sintese de um novo polimero [90].

As blendas poliméricas podem ser classificadas em trés categorias
principais com base na miscibilidade de seus componentes: misciveis,
parcialmente misciveis e imisciveis. Nas blendas misciveis, os polimeros se
dissolvem uns nos outros em escala molecular, resultando em uma Unica fase
homogénea. Por outro lado, nas blendas parcialmente misciveis, os polimeros
formam multiplas fases, mas ainda exibem um grau de interagao entre as fases
ou miscibilidade em nivel molecular em uma faixa de composic¢ao especifica. Ja
nas blendas imisciveis, os polimeros nao se misturam em nivel molecular,
formando fases distintas [91,92].

A determinacdo da miscibilidade das blendas poliméricas pode ser
realizada por meio de diversas técnicas de caracterizagdo. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e de transmissao (MET) pode ser utilizada para
observar a morfologia da blenda, ilustrando a presenca de fases distintas ou uma
unica fase homogénea. Adicionalmente, técnicas como a calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) podem fornecer informagdes sobre a temperatura
de transicao vitrea (Tg), indicando miscibilidade ou imiscibilidade. Por exemplo,
quando as curvas de DSC exibem duas Tg distintas e idénticas as dos
componentes puros, isso sugere que se trata de uma blenda imiscivel, com fases
separadas. Entretanto, em sistemas restritos ou com baixa mobilidade de fases,
isso pode nao ser claramente observado. Por outro lado, quando se observa
uma unica Tg com valor intermediario as dos componentes puros, diz-se que a
blenda é miscivel, apresentando uma unica fase homogénea [93,94]. Essas

técnicas de caracterizacdo sdo essenciais para compreender as propriedades e
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comportamento das blendas poliméricas, orientando o desenvolvimento de
materiais com aplica¢des especificas na engenharia de tecidos 6sseos e outras
areas da ciéncia dos materiais.

A morfologia das blendas poliméricas desempenha um papel crucial na
determinacao de suas propriedades finais, referindo-se a organizagao espacial
dos componentes poliméricos na mistura, incluindo tamanho, forma e
distribuicdo. Nas blendas imisciveis, essa morfologia geralmente envolve uma
fase dispersa dentro de uma matriz continua, que pode apresentar diferentes
formas, como goticulas, esferas, laminas ou fibras, com a proporgao dos
componentes influenciando a organizacdo das fases e a quantidade de
interfaces. Em certos casos, quando as proporgdes se aproximam, surge a co-
continuidade, onde ndo ha distingdo clara entre as fases dispersas e a matriz,
resultando em propriedades distintas das blendas com morfologias tradicionais
[95,96].

No contexto da regeneragdo Ossea, as blendas poliméricas tém
despertado grande interesse devido a sua capacidade de combinar as
caracteristicas desejaveis de diferentes polimeros, como o PLA e o PBAT.
Blendas compostas de PBAT e PLA comercialmente disponiveis, tendem a ter
separagao macrofasica e apresentar duas Tg diferentes. Sendo assim, blendas
de PLA/PBAT nao modificadas séo imisciveis[97].

3.2.4 Ecovio®

O Ecovio® consiste em uma familia de blendas poliméricas comerciais,
produzidas pela BASF, compostas de diferentes proporgcdes de PLA
(biopolimero rigido e fragil proveniente de fontes renovaveis) e PBAT (polimero
de origem féssil, flexivel e resistente) e obtidas por meio do processo de extruséo
[78]. Trata-se de uma blenda 100% biodegradavel e totalmente compostavel.
Seu processo de decomposi¢ao no solo se da dentro de poucas semanas, em
condicbes adequadas, de acordo com as normas internacionais EN 13432
(europeia) e a ASTM D6400 (norte-americana) [78,98]. A blenda usada nesse
trabalho € dada em uma proporcdo em massa de 55/45 de PBAT e PLA,
respectivamente. Na blenda Ecovio, a presenga do PLA em menor quantidade
contribui para aumentar a rigidez do PBAT, oferecendo um equilibrio entre a

flexibilidade e a resisténcia mecanica dos dois polimeros [99]. Aliando as
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propriedades mecanicas de seus materiais constituintes, como mostra a Figura
3.4, o Ecovio® apresenta-se como um termoplastico semiflexivel e com uma
resisténcia mecanica consideravel, indicado para a producédo de filmes para
agricultura, embalagens e sacolas plasticas em geral [98]. Mas outras aplicagdes
incluem embalagens de alimentos [78], bloqueadores de radiagao ultravioleta
[100], filtros para tratamento de agua [101], sistemas de liberagcao de farmacos

[102], e scaffolds para engenharia de tecidos [103].

Ecoflex® B =

Flexivel, Rigido, Semi-flexivel,
macio, resistente fragil resistente a impacto

Figura 3.4 - Caracteristicas do PBAT (Ecoflex®), do PLA e do PBAT/PLA
(Ecovio®). Adaptado de [98].

O Ecovio® apresenta estrutura morfolégica semicristalina e aspecto
translucido. Por se tratar de uma blenda imiscivel, apresenta dois pontos de
fusdo: 150-160 °C (PLA) e 110-120 °C (PBAT), entretanto, é termicamente
estavel até 230 °C [104,105]. E possivel de ser obter uma blenda com diferentes
caracteristicas mecanicas a depender da propor¢cdo dos seus componentes,
devido as propriedades mecanicas distintas entre o PBAT e o PLA. As
propriedades mecénicas e térmicas do Ecovio® contendo 45% de PLA s&o

apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Propriedades do Ecovio® contendo 45% de PLA e 55% de PBAT

em massa.

Propriedades Valor Unidade
Massa especifica 1240 - 1260 Kg m3
Ponto de fuséo 110 - 155 °C
Mddulo elastico 2240 - 2680 MPa
Resisténcia a tracao 40 - 56 MPa
Resisténcia maxima 20-27 MPa

Elongacao 38 - 56 %

Fonte: adaptado de [105].

O processo de biodegradagdo do Ecovio® se deve a presenga de grupos
éster nas cadeias principais dos polimeros que o compde. Este tipo de grupo
funcional é hidrolisavel, facilitando assim a biodegradag¢ao do polimero [105]. Por
se tratar de uma blenda constituida por dois polimeros termoplasticos, o Ecovio®
pode ser reprocessado e reciclado, no qual seus produtos podem ser obtidos por
extrusao, injecéo, sopro ou termoformagem [78].

Diante das suas caracteristicas, o Ecovio® se mostra como um material
promissor para aplicagdo na biomedicina, porém € praticamente inexplorado
ainda. Um exemplo de aplicagcédo na area médica foi reportado por Antunes e co-
autores [102], que sintetizaram nanofibras a base de Ecovio® para liberagdo
controlada de farmaco (Cilostazol) para doengas arteriais. As nanofibras foram
obtidas pela técnica de eletrofiagcdo e demostraram eficiéncia em tratamentos de
curto (abaixo de 6h) e longo prazo (12h). Apds uma pesquisa bibliografica
extensa e detalhada nao foi encontrado na literatura pesquisas que abordam a
obtencao de scaffolds da blenda polimérica comercial Ecovio® para aplicagédo na
area de engenharia de tecidos 0sseos, fazendo com que essa proposta de
pesquisa apresente um cunho inédito.

3.2.5 Hidroxiapatita (HA)

Os fosfatos de calcio, como o B-fosfato tricalcico (TCP) e a hidroxiapatita

(HA) estdo entre as bioceramicas mais utilizadas na éarea médica. A
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hidroxiapatita ocupa um lugar de destaque por apresentar-se quimicamente e
estruturalmente muito similar a fase mineral do osso, preenchendo pré-requisitos
biolégicos importantes para sua interagdo com meios organicos, tais como
bioatividade e osteocondutividade, as quais consistem na capacidade do
material formar liga¢gées quimicas com 0s 0ssos, ocasionando uma melhor
adeséo do implante, bem como, acelerando o crescimento de um novo 0sso ao
seu redor [106]. A formula quimica da hidroxiapatita estequiométrica é
Ca10(PO4)s(OH)2, com razao Ca/P igual a 1,67 [107]. Porém, a HA geralmente
nao € estequiométrica em ossos humanos devido a deficiéncia de calcio,
apresentando relagdes Ca/P variando de 1,5 a 1,67, afetando suas propriedades
biolégicas e mecanicas [67].

HA é uma escolha natural quando se trata de pesquisas na area de
engenharia de tecido 6sseo, pois € um componente importante dos tecidos duros
de vertebrados e constitui cerca de 60-70% da massa 6ssea e 98% da massa
do esmalte dentario. Scaffolds puramente a base de HA podem ter propriedades
biolégicas étimas, mas sédo geralmente caracterizados por serem rigidos e
frageis. Por esta razdo, uma abordagem de compasito visando a combinagao de

HA com polimeros é frequentemente preferida [108].

3.3 Biomateriais com propriedades bactericidas

Apesar de inumeras pesquisas abordando o desenvolvimento de suportes
porosos voltado para engenharia de tecidos ésseos, a preocupagado com a agao
de microrganismos apds implantacdo do biomaterial ainda € pouco abordada
[31]. Apds a cirurgia para incorporagdo de implantes, 20 a 25% sofrem
contaminagdo do implante ou do tecido adjacente com microrganismos, que
podem levar a neessidade de substituicdo do material implantado e, em severos
casos, a morte do paciente [31]. O Staphylococcus aureus (S. aureus) é o
micrébio que mais causa infecgbes em implantes ortopédicos, compreendendo
até dois tergcos de todos os patdégenos e pode causar uma série de doengas,
desde pequenas infecgcdes de pele até doencgas potencialmente fatais, como
pneumonia, meningite e sepse [109,110]. A adeséo bacteriana é o primeiro e

mais importante passo na infeccao do implante, e € um processo complexo
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fortemente influenciado por fatores como composigéo e morfologia do material
[109].

Esse quadro se torna ainda mais preocupante, quando é levado em
consideragao a resisténcia bacteriana aos antibidticos disponiveis atualmente,
que tem se tornado cada vez maior. Estima-se que a morte por infecgdes
resistentes a medicamentos resulte em uma mortalidade maior do que o cancer
em 2050, causando um numero de mortes de aproximadamente 10 milhdes de
pessoas [111]. Dentro desse contexto, o desenvolvimento de scaffolds para
aplicagdes biomédicas com propriedades antimicrobianas mostram-se uma
excelente alternativa para o uso de antibidticos. A incorporacdo de agentes
bactericidas em scaffolds tem o objetivo de proteger o paciente
instantaneamente e efetivamente contra infecgdes apds a cirurgia.

Dentre os materiais utilizados como agentes bactericidas, destacam-se as
nanoparticulas de prata, selénio, zinco, cério, ouro, cobre e titanio, quitosana e
polifendis naturais como a lignina e taninos [40,45,112]. Ainda existe um certo
receio quanto a toxicidade relacionada aos metais, fazendo com que a procura
por materiais de origem natural tenha sido cada vez maior nos ultimos anos. A
quitosana é um dos biopolimeros mais estudados na area biomédica, sendo um
polissacarideo derivado de crustaceos (animais com exoesqueletos duros) que
apresenta excelentes propriedades biolégicas, como biodegradabilidade e
atividades antibacteriana e cicatrizante de feridas [113]. A quitosana exibe
propriedades antibacterianas através de grupos amino carregados positivamente
no esqueleto de quitosana que se ligam a membranas bacterianas carregadas
negativamente, induzindo o rompimento da membrana [112]. No entanto,
scaffolds a base de quitosana ja foram amplamente estudados e aplicados no
campo da engenharia tecidual [55,114,115].

Os taninos sao estruturas fendlicas naturais presentes em inumeras
espécies vegetais, particularmente no hemisfério sul. Eles sao uteis para ajudar
as plantas na defesa contra insetos e fungos [52]. Taninos possuem atividade
antimicrobiana devido a grande quantidade de grupos fendlicos acidos em suas
estruturas [116]. Os taninos sao classificados em dois grupos: hidrolisaveis e
condensados (Figura 3.5). Os taninos hidrolisaveis sdo formados basicamente

por moléculas de acido galico ligadas em unidades de agucares (glicose). Ja os
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condensados sdo mais abundantes e incluem oligbmeros e polimeros de

unidades flavonoides (unidades de favan-3-ol) [117,118].

COOH

Acido galico
Figura 3.5 - (a) Estrutura quimica de taninos hidrolisaveis. (b) Estrutura quimica

de taninos condensados. Fonte: adaptado de [117].

Nessa pesquisa foi utilizado um derivado de tanino amino-funcionalizado
comercializado sob o nome Tanfloc (TN). O TN é obtido a partir de taninos
naturais condensados, extraido da Acacia mearnsii, popularmente rotulada de
Acacia Negra. O TN é produzido em escala industrial pela empresa TANAC S.A.
O TN é amplamente utilizado como agente de coagulagdo-floculagdo no
tratamento de aguas residuais e efluentes, como uma alternativa ao uso de
agentes de coagulagao tradicionais, tais como o sulfato de aluminio e o sulfato
de ferro (I). A sintese do TN é obtida pela reacdo de taninos condensados com
acido formico e cloreto de amoénio [119]. A estrutura do TN é afetada por
processos de hidrolise-hidratagdo, principalmente em condi¢gdes alcalinas
extremas (pH> 9,0) [57]. O TN é um composto organico que apresenta carater
catidénico, devido a grupos amino (pKa = 6,0) em cada unidade repetitiva de sua
estrutura (Figura 3.6), conferindo-lhe excesso de densidade de carga positiva em
condi¢des de pH inferiores a 6,0. Os cations organicos do TN sao estabilizados
por contra ions cloreto. O TN tem uma grande distribuicdo de massa molar (61
+ 45 kDa) [58].
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Figura 3.6 - Estrutura quimica do derivado catiénico de tanino condensados (TN).
Adaptado de [120].

O TN apresenta as mesmas propriedades dos taninos condensados, tais
como solubilidade, atividade antioxidante e potencial quelante sobre metais
toxicos [121]. Além disso o TN e taninos condensados possuem propriedades
como acgao antimicrobiana, citocompatibilidade, hemocompatibilidade e reducéao
de colesterol [55]. O mecanismo de agao antimicrobiana do TN se da através da
presenga dos grupos fendlicos e amino em sua estrutura. Grupos amino
protonados podem romper a parede celular microbiana carregada
negativamente, ocasionando a morte de microrganismos [55]. J& os grupos
fendlicos podem acidificar o meio em que os microrganismos se encontram. Esse
processo também pode levar a ruptura da membrana citoplasmatica de bactérias
[120,122].

Foi demonstrado em diversos estudos que o TN possui acao
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa [55,57,58,118,120,122]. Estudos mostraram também a aplicagao de
TN na producgao de revestimentos para a modificagao de superficies. Camara e
coautores [123] produziram revestimentos através da técnica camada por
camada (layer-by-layer), no qual foram associadas camadas de TN, heparina e
sulfato de condroitina sobre o substrato de vidro oxidado, e os resultados
mostraram que o0s revestimentos suportam a adesdo, crescimento e
diferenciagado de células tronco derivadas do tecido adiposo (adipose derived
stem cells - ADSC). Em um outro estudo, revestimentos com multicamadas de
TN e heparina, depositados em superficie de nanotubos de titdnio, melhoraram
a taxa de diferenciacao osteogénica de células ADSCs, bem como a deposicao

mineral 6ssea [56]. Da Cruz et al. [55], em um estudo recente, desenvolveram
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hidrogéis a base de poli(alcool vinilico) (PVA) e TN em diversas proporgdes em
massa. Foi demonstrado que o hidrogel na razdo 90/10 de PVA/TN suporta a
fixagao e proliferacdo de células tronco mesenquimais da medula éssea (bone
marrow mesenchymal stem cells - BMSCs) apos 7 dias de cultura. Portanto, fica
evidente que o TN se apresenta como um material adequado para aplicagcdes

como suportes porosos na engenharia de tecidos 0sseos.

3.4 Scaffolds de PLA/PBAT com HA e/ou taninos.

O desenvolvimento de scaffolds a partir de compdsitos poliméricos com
cargas bioativas tem despertado grande interesse na area de engenharia de
tecidos. Esses materiais combinam as vantagens dos polimeros com as
propriedades especificas das cargas, resultando em atributos superiores e
promissores em relacdo aos materiais individuais, como melhores propriedades
mecanicas e bioldgicas. Nesse tdpico sera explorado e discutido artigos
relevantes envolvendo scaffolds de PLA/PBAT com HA e/ou taninos.

Kang et al. [103], prepararam scaffolds de PLA/PBAT para engenharia de
tecidos usando um método de separacdo de fase induzida por solvente. As
blendas de PLA/PBAT foram preparadas nas seguintes propor¢des em massa:
100:0, 80:20, 60:40, 50:50, 40:60, 20:80 e 0:100. A morfologia dos scaffolds
mostrou que o aumento da concentracao de PBAT influenciou significativamente
o tamanho dos poros e a morfologia das paredes, resultando em menor
porosidade e poros menores. Essa estrutura contribuiu para maior resisténcia a
tracdo e alongamento na ruptura. O scaffold de PLA/PBAT 50/50 apresentou
resisténcia a tragao de 3,02 MPa, superando o PLA puro, que apresentou 0,3
MPa. Além disso, a elongagéo na ruptura foi cinco vezes maior que a do PLA
puro (3,8%), melhorando significativamente a flexibilidade e ductilidade devido a
adicao de PBAT. A molhabilidade dos scaffolds porosos indicou uma estrutura
favoravel para a absor¢cdao de agua, diretamente relacionada ao tamanho e
porosidade dos poros. Além disso, a estrutura dos scaffolds mostrou alta
capacidade de suportar a adesao e proliferacdo de células fibroblasticas. Nesse
sentido, um vasto campo de pesquisa esta aberto para ser explorado, inclusive

na area médica.
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Em um estudo conduzido por Yan et al. [26], foram preparados compdsitos
de nano-hidroxiapatita (n-HA), PLA, PBAT e celulose microcristalina (MCC) por
meio do método de mistura de solugao, utilizando proporgdes de n-HA variando
de 0 a 10% em massa, PLA de 85,5 a 76,5%, PBAT de 9,5 a 8,5%, e MCC
mantida em 5%.. A n-HA atuou como agente nucleante, e a MCC foi adicionada
para facilitar a degradagao dos materiais. Comparado ao compdsito sem n-HA,
a cristalinidade dos compésitos com 6% em massa de n-HA aumentou em 62%.
A microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET) mostraram que o n-HA estava uniformemente disperso nos
compositos quando a proporg¢ao de n-HA era inferior a 6% em massa, enquanto
uma aglomeracgao de n-HA apareceu na proporgéo de adi¢gao de 10% em massa.
O teste de tragao demonstrou que a resisténcia a tragdo dos compdsitos com
diferentes proporcoes de adigdo superou as necessidades dos materiais de
engenharia de tecido 6sseo. A introdugdo de n-HA nos compdsitos obtidos
simulou a composigao e estrutura do osso nativo, sugerindo um potencial de
utilidade e aplicagdo na engenharia de tecidos ésseos. Embora os autores
sugiram a aplicagdo para regeneragao 0Ossea, nenhum teste biologico foi
realizado.

Em um estudo recente, Fang et al. [124] desenvolveram um composito de
scaffold a base de PLA/PBAT (80% em massa de PLA e 20% em massa de
PBAT), com nHA e EDTMPA (&cido etilenodiamina-tetrametilenofosfénico) como
cargas de reforco, fabricado por um processo simples de extrusdo. A adi¢cao de
nHA e EDTMPA melhorou a bioatividade e as propriedades mecanicas dos
scaffolds, tornando-os adequados para aplicagdes em engenharia de tecido
0sseo. Os scaffolds demonstraram excelente compatibilidade com células
osteoblasticas e promoveram a deposicao de fosfato de calcio, essencial para a
regeneragao Ossea.

Suttiat et al. [125] desenvolveram um scaffold poroso de PLA/PBAT (70:30
em massa) para engenharia de tecido ésseo usando uma técnica de espumacéao
a gas e lixiviagdo de particulas, seguida de biomineralizagdo assistida por
polidopamina (PDA). O scaffold foi revestido com PDA por imersao em uma
solugao de dopamina, criando uma superficie bioativa. A subsequente imersao
em fluido corporal simulado (SBF) facilitou a deposi¢céo de cristais de nHA na

camada de PDA, melhorando as propriedades osteogénicas do scaffold. Esse
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processo melhorou significativamente a bioatividade, as propriedades
mecanicas e a compatibilidade com células osteoblasticas (MG-63), tornando-o
um candidato promissor para aplicagdes em engenharia de tecido ésseo.

Em um outro estudo, Liu et al. [126] desenvolveram scaffolds de
microfibras porosas oca composto de uma combinacdo de PLA, PBAT e PVA
por meio de eletrofiagdo coaxial para uso em cicatrizacdo de feridas. Os
resultados mostraram que a manutencao da proporgdo em massa PLA:PBAT em
7:3 resultou em compdsitos de alta qualidade, com aumento de 36,25% na
tenacidade e 4,9% na biodegradabilidade em comparacdo com o PLA puro.
Ensaios de cicatrizagao in vivo sugerem que os compdsitos carregados podem
promover efetivamente a cicatrizagao de feridas no 13° dia. Além disso, a adicao
de CRT-15, uma molécula com propriedades terapéuticas, facilitou a cultura
celular, acelerou a cicatrizagdao e controlou eficientemente a liberagdo do
medicamento. Os compdsitos funcionais de microfibras PLA/PBAT@CRT-15
também reduziram a resposta inflamatéria, promoveram a regeneracao
epidérmica e aumentaram a deposigdo de colageno, indicando seu potencial
como curativo para feridas.

Reis e coautores [127] modificaram o Ecovio (PBAT/PLA) com 1, 3 e 5%
em massa de bio-hidroxiapatita obtida a partir de residuos de casca de ovo. Os
compdésitos foram preparados por extrusdo seguida de moldagem por injecao;
eles apresentaram um aumento significativo de 15% nas propriedades de tragéo
em comparacao com a blenda PLA/PBAT e nao mostraram citotoxicidade em
relacao as células fibroblasticas de camundongo NIH-3T3.

Scaffolds de PLA, PBAT e poliésteres em geral apresentam baixa adesao
celular e mineralizacdo 6ssea devido a sua natureza hidrofébica [128,129]. Essa
limitacdo também pode resultar em rejeicédo bioldgica, uma vez que os materiais
sao reconhecidos como particulas estranhas pelo corpo. As propriedades da
superficie de um material de scaffold desempenham um papel fundamental na
adesdo, proliferacdo e fungdes subsequentes das células [130,131]. A
modificagdo superficial surge com uma alternativa para otimizar suas
propriedades, tornando-os mais biocompativeis e propicios para engenharia de
tecidos. Essa modificacdo altera a superficie hidrofébica para hidrofilica e

permite a fixacdo de moléculas bioativas, fatores de crescimento ou
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medicamentos, aprimorando as propriedades biologicas do scaffold e
promovendo a regeneracgao tecidual [132].

De acordo com Mohd Sabee et al [133] diferentes tratamentos de
superficie podem ser aplicados aos scaffolds, tais como tratamentos por plasma,
aprisionamento fisico de pequenas moléculas funcionais, amindlise e hidrdlise.
Comparado a estas outras técnicas de modificagao de superficie, o tratamento
alcalino é menos demorado, menos trabalhoso e mais econdmico, além de ser
mais eficaz na penetracdo de estruturas porosas e na formagéo de ligagdes
covalentes fortes [134]. Trata-se de uma estratégia simples e eficaz, que envolve
a imersao dos scaffolds em solugdes basicas, como o hidroxido de sodio
(NaOH). Este processo resulta na hidrélise das ligagcbes éster dos poliésteres
devido ao ataque nucleofilico dos ions hidroxido no carbono carbonilico, levando
a incorporagdo de grupos hidroxila (-OH) e ao aumento da rugosidade da
superficie, o que melhora a hidrofilicidade da matriz polimérica, além de
promover melhor adesao e proliferagao celular [135]. Estudos in vivo mostraram
que scaffolds a base de poliéster tratados com NaOH aumentaram a
diferenciacao osteogénica de células-tronco mesenquimais derivadas da medula
6ssea humana em comparagao com scaffolds nao tratados, resultando em maior
formacgao 6ssea, demonstrando a eficacia desse método simples e eficiente para
a modificacédo de superficies degradaveis [136].

Um estudo realizado por Jaidev e Chatterjee [128] explora o
aprimoramento da atividade osteogénica em scaffolds de PLA impressos em 3D
por meio de modificacdo de superficie. Os pesquisadores utilizaram tratamento
alcalino, seguido de enxerto de polietilenimina (PEIl) e acido citrico (CA) nos
scaffolds de PLA e, posteriormente, os revestiram com hidroxiapatita deficiente
em calcio (PLA-HaP) por imersdo em SBF. Essa modificacdo nao apenas
melhorou a rugosidade da superficie dos scaffolds, mas também alterou a
energia superficial, o que contribuiu para o aumento da molhabilidade, como
indicado pela diminuigdo do angulo de contato da agua de 124° para 78°. As
estruturas de PLA-HaP modificadas apresentaram aproximadamente 50% a
mais de adesao e proliferacdo de células-tronco mesenquimais humanas
(hMSC) e o dobro de deposigdo mineral em comparagdao com o PLA néo
modificado, destacando sua maior bioatividade e adequacéo para aplicacbes em

engenharia de tecido 6sseo.
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Em outro estudo realizado por Martin e colaboradores [137] foram
desenvolvidos scaffolds multifuncionais de PLA via manufatura adtitiva para
regeneragao ossea. O processo de fabricagao envolveu impressao 3D, hidrélise
alcalina (NaOH) e um método de revestimento com colageno, minociclina e
nanoparticulas de hidroxiapatita-citrato que aprimorou a rugosidade da
superficie e alterou a energia superficial, favorecendo o aumento O processo de
fabricagdo envolveu impressao 3D, hidrdlise alcalina (NaOH) e um método de
revestimento usando colageno, minociclina e nanoparticulas de hidroxiapatita-
citrato que aprimorou a rugosidade da superficie e alterou a energia superficial,
favorecendo o aumento a hidrofilicidade, reduzindo o dngulo de contato da agua
de 45° para 17°. Os scaffolds apresentaram significativa atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus e promoveram a adesdo, proliferagcdo e
diferenciagao osteogénica de células-tronco (hMSC), conforme evidenciado pelo
aumento da expressao de genes osteogénicos (RUNX2, OCN, OPN). Esses
resultados indicam que os scaffolds projetados possuem propriedades
antimicrobianas e osteogénicas aprimoradas, tornando-os adequados para

aplicagbes em engenharia de tecido 6sseo.

3.5 Manufatura aditiva

As técnicas disponiveis para fabricacdo de scaffolds podem ser divididas
em duas categorias principais: convencional e manufatura aditiva. Técnicas
convencionais incluem evaporagdo de solvente e lixiviagcdo de particulas
(solvent-casting and particle leaching), liofilizagao (freeze drying), separagao de
fases termicamente induzida (thermally induced phase separation - TIPS),
formacdo de espuma por gas (gas foaming), processo de formacdo por po
(powder-forming process), processo sol-gel, e eletrofiacdo; parte desses
meétodos sdo subtrativos, nos quais partes do material sdo removidas de um
bloco inicial para alcancar a conformagao desejada. As principais desvantagens
incluem a capacidade limitada de controlar a geometria do material e o uso de
solventes organicos que podem comprometer a viabilidade celular [13].

Para fabricar scaffolds com geometria uniforme ou com maior
complexidade, é utilizada a impressao 3D, também conhecida como manufatura

aditiva (MA). Nos scaffolds fabricados utilizando MA a interconectividade dos
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poros e a porosidade podem ser controladas. Além disso, extraindo informacao
anatémica do paciente utilizando tomografia computadorizada (CT) ou imagens
por ressonancia magnética (MRI), e gerando um modelo CAD (computer-aided
design) é possivel obter scaffolds personalizados de acordo a necessidade do
paciente [138]. As técnicas de MA utilizam processos de fabricacdo aditiva que
fabricam o objeto 3D final via deposicao de camadas sobrepostas, utilizando
materiais liquidos, sélidos ou na forma de pds. Em geral, essas técnicas nao
utilizam solventes organicos toxicos, e permitem um maior controle da geometria
do material, levando a uma maior biocompatilidade [13].

Dentre as principais tecnologias de MA utilizadas para a fabricacao de
scaffolds, estdo as baseadas em extrusdo, que podem ser classificadas em trés
técnicas: fabricagdo de filamentos fundidos (fused filament fabrication — FFF),
MA por extrusao via rosca e MA por extrusdo em seringa (Figura 3.7). A primeira
funciona com base no principio de fundir filamentos termoplasticos, normalmente
ABS ou PLA, e extruda-los através de um bico aquecido. Na manufatura aditiva
por extrusdo com rosca, a dindmica envolve alimentar granulos de polimero em
um mecanismo rosqueado dentro de um barril aquecido. Enquanto a rosca se
move, o polimero fundido é empurrado através de um bico, com a taxa de
extrusdo controlada pela velocidade de rotagao da rosca. Embora o sistema de
rosca possua um modulo de alimentacido mais complexo em comparagao com
outros métodos, ele oferece a poténcia necessaria para materiais de alta
viscosidade. Por fim, nos sistemas de manufatura aditiva por extrusao de
seringa, material no estado sdlido (na forma de pd, pellets ou granulos) é
colocado em uma seringa, onde o material € fundido e a impressora pressiona o
émbolo a uma taxa controlada para extrudar o material através de um bico [139-
141].
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Figura 3.7 - Esquema dos tipos de técnicas baseadas em extrusdo: (a)
fabricagdo de filamentos fundidos; (b) extrusdo com rosca e (c) extrusao de

seringa. Adaptado de [140].

A impressao 3D usando extrusdo por seringa oferece varias vantagens,
especialmente em engenharia de tecidos. Esta técnica permite o uso de uma
ampla gama de materiais, incluindo hidrogéis, biopolimeros e compadsitos,
fornecendo a flexibilidade essencial para aplicagdes biomédicas onde
propriedades mecéanicas especificas e biocompatibilidade sdo necessarias
[142,143]. A extrusdo por seringa também permite um maior controle na
deposi¢ao de materiais, possibilitando a confecgdo de geometrias complexas e
estruturas finas, crucial para fabricar scaffolds com porosidade e propriedades
mecanicas sob medida [144]. O método é particularmente adequado para
produzir scaffolds que suportam o crescimento celular e a regeneracado de
tecidos, permitindo a formacao de poros interconectados que facilitam o fluxo de
nutrientes e a remogao de residuos, mimetizando a matriz extracelular [145].
Além disso, possibilita a producédo de implantes e dispositivos especificos para
0 paciente, o que é critico na medicina regenerativa para garantir a integracéo e
funcdo adequadas [146]. A técnica também suporta impressao multimaterial,
permitindo a criacdo de estruturas complexas com propriedades variadas em
uma unica impressao, essencial para dispositivos multifuncionais e materiais
gradientes [147]. Além disso, as configuragdes de extrusdo por seringa séo

relativamente simples e econdmicas em comparagao com outras tecnologias de
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impressao 3D, tornando-as acessiveis a uma gama mais ampla de instituicbes
de pesquisa e industrias, facilitando assim a inovacgao e o desenvolvimento [148].

Neste trabalho, foi associada pela primeira vez a combinag¢ao do polimero
comercial Ecovio® com HA e TN para a producdo de scaffolds voltados a
engenharia de tecidos 0sseos. Até o0 momento, ndo ha registros na literatura
sobre a produgédo de scaffolds compostos por Ecovio®/ TN, Ecovio®/HA, e
Ecovio® TN/HA via impress&o 3D. Além disso, também n&o foram encontrados
relatos sobre a modificagdo superficial de scaffolds de Ecovio® utilizando
tratamento alcalino combinado com TN e HA visando a otimizacdo de

propriedades biologicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

O Ecovio® (L BX 8145) foi doado pela empresa BASF e trata-se de uma
blenda polimérica com 55% em massa de PBAT e 45% em massa de PLA. O
material foi recebido em forma de granulos (pellets).

O polimero catiénico amino-funcionalizado, denominado de Tanfloc SG
(TN) foi gentilmente doado pela TANAC S.A (Montenegro-RS, Brasil), na forma
de p6. A membrana para dialise (Spectra/Por®1, peso molecular de corte de 6-8
kDa) foi adquirida da empresa Spectrum Labs.

A hidroxiapatita (HA) com composigao Ca10(POa4)s(OH)2 foi adquirida da
empresa Sigma Aldrich® na forma de p6, com pureza maior que 90% e tamanho
meédio de particula de 4,58 pm.

Os reagentes (listado abaixo) para a producéo do SBF foram adquiridos
da Sigma-Aldrich e o protocolo para a produgdo seguiu os procedimentos

descritos na norma 1SO 10993:

e Cloreto de sodio (NaCl);

e Bicarbonato de sddio (NaHCO3);

e Cloreto de potassio (KCI);

e Fosfato de hidrogénio de dipotassio tri-hidratado (K,HPO,-3H,0);
e Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,-6H,0);

e Cloreto de calcio (CaCl,);

e Sulfato de sddio (Na,SO,);

e Tris(hidroximetil)aminometano ((CH,OH);CNH.,);

e Acido cloridrico (HCI).

4.2 Métodos

Para melhor conducdo e organizagédo, o trabalho foi dividido em trés
etapas, a primeira esta relacionada a purificagcdo e caracterizacdo do Tanfloc
(TN). A segunda etapa trata-se da caracterizagéo do Ecovio e dos biocompdsitos
de Ecovio contendo tanino purificado e hidroxiapatita, apds serem produzidos via

misturador interno e conformados por prensagem uniaxial. A terceira e ultima
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etapa deste trabalho focou na modificacado superficial de scaffolds impressos 3D

a base de Ecovio utilizando tratamento basico para ativar a superficie do material

e promover a adi¢gao de TN e HA. As etapas do desenvolvimento deste projeto

s&o apresentadas de maneira resumida na Figura 4.1,

12Etapa .
' Caracterizacdes
'~ MEV/EDS
Purificagdo e caracterizagao do ‘- FTIR-ATR
Tanfloc - XPS
‘- Rendimento

i - Reometria de torque
'~ MEV/EDS

22 Etapa
|- DSC/TGA
Desenvolvimento e .- Reologia

caracterizacdo dos materiais i - Ensaio mecanico

produzidos via misturador ; - Compressdo uniaxial
‘- Ensaios biologicos

- Bioatividade in vitro
- Atividade antimicrobiana
- Analise da printabilidade

- MEV
- Propriedades mecanicas
] - Compressao uniaxial
‘- Angulo de contato

‘- AFM

'~ Ensaios bioldgicos

' - Bioatividade in vitro

Impressao e modificacao
superficial dos scaffolds

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas do projeto

4.2.1 Primeira etapa: purificacdo e caracterizagdo do Tanfloc

- Purificacdo do Tanfloc.

- Biocompatibilidade in vitro

O processo de didlise foi utilizado para remoc¢éo de impurezas (ions de

calcio, potassio e cloreto) do Tanfloc (TN) [120]. O TN (10 g) foi primeiramente

dissolvido em 50 mL de solugéao aquosa de acido acético (1,0% vol/vol) e filtrado
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a vacuo em um funil de Buchner para remover eventuais particulas de madeira.
Em seguida, a solugédo de TN foi dialisada em 1,6 L de agua deionizada a 25 °C
por 4 h e 12 h usando membranas de dialise, sem troca de agua. Apos a dialise,
a solugao de TN foi congelada a -20 °C em tubos conicos e liofilizada durante 72
h (LS 3000, TERRONI) para uso posterior. Entdo, o material foi caracterizado e
o rendimento do processo foi estimado. Para isso, considerou-se a massa de TN
inicial (10,0 g) usada no preparo da solugao que foi dialisada e a massa de TN
presente no material dialisado e liofilizado (massa final de TN). Este processo foi

realizado em triplicata (n = 3) para calculo do rendimento.

- Caracterizacdo morfoldqgica.

Um microscépio eletrénico de varredura (MEV) Philips XL-30 FEG
acoplado a um sistema de espectroscopia de raios X por dispersédo de energia
(EDS) foi usado para caracterizar a estrutura e composigdo do TN antes e apds

a purificagdo. As amostras foram recobertas por uma fina camada de ouro.

- Espectroscopia na reqido do infravermelho (FTIR).

Os espectros de FTIR do TN antes e ap6és a purificacdo foram obtidos em
espectrofotdbmetro de refletdncia total atenuada (ATR) (Varian 640-IR) na faixa
de 600 a 2000 cm™', com resolugdo de 4 cm™' obtida apdés o acimulo de 64

varreduras.

- Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS).

A analise XPS do TN antes e ap0ds purificagao foi realizada utilizando um
K-alpha XPS (Thermo Scientific) com uma fonte monocromatica de raios-X Al
Ka. A varredura foi realizada para identificar os elementos presentes nas
amostras, seguindo estas condigdes: 20 varreduras, energia de passagem de
200 eV, passos de 1,0 eV e 400 um de ponto de raios X. O software CasaXPS
foi utilizado para analisar os dados e calcular a porcentagem atébmica de cada

elemento.
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4.2.2 Segunda etapa: desenvolvimento e caracterizagdo dos materiais
produzidos via misturador interno e moldados por prensagem

- Processamento via misturador interno acoplado a um reémetro de

torque

As combinagbes do pTN e HA com o Ecovio® foram primeiramente
testadas por Haake, para analisar o torque da mistura fundida. Foram testados
o Ecovio® e suas combinagdes com pTN e HA em diversas proporgdes (Tabela
4.1). As amostras foram processadas em uma camara de mistura acoplada a um
rebmetro de torque Haake, modelo Rheomix 600p, com rotores contra-
rotacionais e semi interpenetrantes do tipo roller, temperatura de 170 °C, e tempo
de mistura de 5 minutos, a uma rotacdo de 60 rpm. Para aprimorar a
homogeneizagao da blenda com o pTN e HA durante a fase de processamento,
o Ecovio passou por um pré-tratamento em um moinho de facas (Wittmann)
seguido de secagem em uma estufa a vacuo a 40 °C até a massa constante.
Previamente ao processamento no misturador interno, tanto o Ecovio quanto
pTN e HA, foram submetidos a um processo de secagem a vacuo, com
temperaturas de 40 °C para o Ecovio e o tanino, e 110 °C para a hidroxiapatita,
ao longo de um periodo de 24 horas. Logo em seguida, os componentes foram
misturados nas proporgdes desejadas por meio de um processo de

tamboreamento manual.

Tabela 4.1 - Composigdes a serem estudadas de Ecovio®, pTN e HA.
Amostras Ecovio (% m/m)  pTN (%m/m) HA (% m/m)

Ecovio 100 0 0
Ecovio/pTN 90 10 0
Ecovio/HA 90 0 10
Ecovio/pTN/HA 80 10 10

- Preparacéo de amostras prensadas

Apoés a preparacao das formulagdes no misturador interno, os materiais
resultantes foram granulados manualmente com auxilio de artefato cortante,

secos a 40 °C por 24 horas sob vacuo e, posteriormente, uma parte deste
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material foi utilizado para conformagédo de placas por meio da moldagem por
compressao.

Foram produzidas placas com dimensao de 70 x 16 x 3 mm, utilizando um
molde de producdo simultadnea de 3 placas em uma prensa hidraulica (Marconi,
modelo MAQO98/A) por 5 min a 9 Ton e 160 °C e, subsequentemente, resfriado
sob pressao (3 ton até a temperatura da prensa atingir 60°C) / resfriamento por

banho em agua (2 minutos).

- Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi empregada para avaliar a temperatura de transigéo
vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tm), temperatura de cristalizagao a frio (Tcc) €
grau de cristalinidade do Ecovio e dos biocompdsitos. As curvas foram obtidas
utilizando o equipamento da TA Instruments, modelo Q2000, com nitrogénio
como gas de arraste, em fluxo continuo de 50 mL/min. A analise foi conduzida
de acordo com o seguinte protocolo: aquecimento de 0 °C a 200 °C a uma taxa
de aquecimento de 10 °C min-', resfriamento a 0 °C e reaquecimento a 200 °C
na mesma taxa de aquecimento. Os valores de Tg, Tm, entalpia de fusdo (AHm)
e entalpia de cristalizacao a frio (AHcc) foram obtidos utilizando o software TA -
Universal Analysis 2000 e utilizados para calcular o grau de cristalinidade (Xc)

utilizando a seguinte Equacéao 4.1:

AHp— AH,e
WPLAXAH%

X.(%) = x 100 (4.1)

onde AHm° € a entalpia de fusdo de uma amostra 100% cristalina (PLA
AHm® = 93,7 J g) [149], e WpLa € a fragdo em massa de PLA no material. As
medi¢des foram realizadas em triplicata. A Tg do PBAT, que esta na faixa de -

40 °C, nao foi avaliada.

- Anéalise termoqravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica do Ecovio e dos biocompdsitos foi avaliada por
meio da técnica de TGA, aquecendo as amostras de 25 a 800 °C, a uma taxa de
20 °C min™', sob atmosfera de N2 em um equipamento da TA Instruments,
modelo Q50. A temperatura de inicio (Tonset), @ temperatura de decomposicao
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maxima (Tmax) € o residuo a 800 °C foram determinados utilizando o software TA

- Universal Analysis 2000. As medi¢oes foram realizadas em triplicata.

- Caracterizacéo reologica

As propriedades reoldgicas das amostras prensadas foram avaliadas
medindo a viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento (regime estacionario)
e 0s modulos de armazenamento e perda em funcédo da frequéncia (regime
oscilatério) sob atmosfera de N2 em um redmetro de tenséo controlada, modelo
AR-G2 (TA Instruments), com geometria de placas paralelas (didmetro de 25 mm
e espagamento de 1 mm entre as placas). Os testes foram realizados a 170°C,
mesma temperatura usada no redmetro de torque Haake, com uma faixa de taxa
de cisalhamento de 0,01 a 100 s*! e uma faixa de frequéncia de 0,1 a 500 rad s-
. O tempo necessario para atingir o regime de cisalhamento estacionario foi
previamente medido para cada material a partir dos testes de superacido de
estresse. As medigdes no regime oscilatério foram realizadas aplicando uma
amplitude de deformacao dentro do regime viscoelastico linear para cada

material (na ordem de 0,1 a 10%).

- Caracterizacdo microestrutural

Foi utilizado um microscépio eletrénico de varredura (MEV) Philips XL-30
FEG acoplado a um sistema de espectroscopia por dispersao de energia de
raios-X (EDS) para caracterizar a morfologia da blenda e a distribuicdo do pTN
e HA nos biocompdsitos. Amostras do Ecovio e dos biocompésitos na forma de
uma barra retangular foram fraturadas criogenicamente em nitrogénio liquido. As
amostras foram fixadas em suportes de aluminio com fita condutiva dupla face

de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro antes da analise.

- Caracterizacdo mecanica

A caracterizagao mecanica do Ecovio e dos biocompésitos foi realizada
por meio de testes de compressao uniaxial, de acordo com a norma ASTM D
695-15. As amostras usadas foram estampadas das placas prensadas e
possuiam didmetro de 8 mm e altura de 3 mm (Figura 4.2), a estampagem foi

realizada utilizando um vazador em ago. Os ensaios foram realizados em uma
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maquina universal de ensaios Instron, modelo 5569, usando uma célula de carga
de 500 N, pré carga de 15 N, velocidade de travessa de 1,3 mm/min e utilizando
o software Bluehill 2.15. Foram medidas pelo menos 7 amostras para cada
formulagao.

A analise comparativa entre os valores médios de mddulo elastico foi
realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey com

nivel de significancia de 0,05.

Figura 4.2 - Amostras de 8 mm de didmetro e 3 mm de altura utilizadas no ensaio

de compressao.

- Ensaio in vitro de bioatividade

O teste de fluido corporal simulado (SBF) foi realizado com o objetivo de
avaliar a capacidade de mineralizacdo dos biocompdsitos a base de Ecovio. O
ensaio foi realizado de acordo com a ISO 23317. As amostras foram imersas na
solugdo SBF a 37 °C por 21 dias, e apos o periodo determinado, as amostras
foram lavadas com agua ultrapura, secas em dessecador, e analisadas por MEV
para avaliar a formacgéao de fosfatos de calcio na superficie dos biocompésitos. A
solugao de SBF foi preparada conforme sugerido por Kokubo e Takadama [150],
que contém ions presentes no plasma sanguineo humano, os quais s&o

apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Concentracdo de ions do SBF e do plasma sanguineo humano.

Concentragao (mM)

lon Na* K* Ca%* Mg®* ClIF HCO3 HPOsZ& S04

SBF 1420 50 25 1,5 1478 4,2 1,0 0,5

Plasma 1420 50 25 1,5 103,0 27,0 1,0 0,5
sanguineo

Fonte: [150].

- Atividade antimicrobiana

Os ensaios antimicrobianos foram realizados baseado na metodologia
proposta pela norma JIS (Japanese Industrial Standard) Z 2801:2010
“Antibacterial products - Test for antibacterial activity and efficacy”, utilizando
corpos de prova (4 x 4 cm) que foram esterilizados com alcool 70% e gazes
estéreis. Cepas de bactérias gram-positiva e gram-negativa, respectivamente
Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 6538) e Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa, ATCC 27853), foram utilizadas como microrganismos de teste. As
culturas bacterianas foram preparadas a partir de estirpes conservadas em agar
gelose, sendo posteriormente incubadas em caldo nutritivo por 16 a 20 horas,
ajustadas para uma concentragdo de 0,5 na escala de McFarland
(aproximadamente 108 UFC mL"), e diluidas para uma concentragéo de trabalho
entre 2,5x10% e 10x10°5 UFC mL'. Um volume de 144 uL da suspensio
bacteriana foi aplicado sobre a superficie de cada corpo de prova, que foram
acomodados dentro de placas de Petri. Em seguida, os corpos de prova foram
cobertos com um filme plastico de polietileno (PE) esterilizado e inerte (3 x 3 cm),
levando a formacao de uma fina camada do inéculo em intimo contato com a
superficie dos corpos de prova (Figura 4.3). O PE por ser inerte, foi utilizado
também como corpo de prova controle. As amostras foram entdo incubadas a 35
+ 1 °C e 85% de umidade relativa por 48 horas. Esse periodo de incubacao foi
estendido para 48 horas, ao invés das 24 horas geralmente utilizadas, devido ao
fato de que as amostras em estudo sao destinados a aplicagdes biomédicas,
como implantes, que podem permanecer em contato com o organismo humano
por longos periodos, ou até meses, antes de se degradarem completamente.
Apés a incubagao, as amostras foram lavadas com solugéo salina tamponada
(PBS - Phosphate buffered saline) e as diluigdes seriadas foram cultivadas em

agar de contagem de placas (PCA - Plate Count Agar) para determinar o numero



35

de bactérias viaveis por cm?. A atividade bactericida foi calculada com base na

reducao logaritmica das células viaveis, conforme a equacgao 4.2:

R = Ut — At (4.2)

onde R representa a reducdo logaritmica (atividade bactericida do material
testado), Ut é a média logaritmica das células viaveis no controle e At é a média
logaritmica das células viaveis nas amostras testadas. De acordo com a norma,
o material € considerado eficaz, ou seja, apresenta atividade bactericida, se o
valor de R for igual ou superior a 2,0 log. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Culturade Incubacdaodo Inéculo

células inéculo (16 a 105 UFC
bacterianas 24h) ml?
1—
22—
—

1-Placa de Petri
2 - Corpo de prova
3 -Filme plastico —1

4 -Inéculo g—>=|<_4

Figura 4.3 - Esquema ilustrativo da metodologia recomendada pela norma JIS Z

2801:2010 para avaliagdo da atividade antibacteriana. Adaptado de [151].

- Analise da printabilidade

Com o intuito de avaliar a eficacia de impressdo das composicoes
mencionadas na Tabela 4.1, scaffolds em forma cilindrica foram projetados, com
didmetro de 8 mm e altura de 3 mm. O modelo tridimensional foi criado utilizando
o software PrusaSilicer e dividido em 10 camadas de 300 um de altura, com poros
de 400 uym (42% de preenchimento e 58% de porosidade). A largura dos

filamentos foi definida como 400 ym, com uma rotacéo de 90° entre as camadas
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alternadas. Para determinar quais formulagdes ofereciam melhor capacidade de
impressao, foram realizadas medigbes do didmetro e da altura de trés scaffolds
para cada formulagao, utilizando um paquimetro digital. A Figura 4.4 apresenta

a estrutura de um scaffold projetado para impressao neste estudo.

Diametro do filamento (400 pm)

Altura da camada (300 pm) Tamanho de poro (400 pm)

Figura 4.4 - Representacéo do scaffold projetado no software PrusaSlicer.

A impressora 3D utilizada neste trabalho foi adquirida da empresa 3D
Biotechnology Solutions (modelo Genesis Il). Este equipamento possui uma
seringa metalica destinada a impressao por extrusdo a quente, a partir de
pellets ou pd. Ela possui uma plataforma movel e aquecida, gabinete
semifechado, ajuste de nivelamento manual e capacidade maxima de impressao
de 100 x 140 x 100 mm. A gestdo da impressdo e do funcionamento da
impressora foi realizada através do software Repetier-Host, que possui uma
interface de facil utilizacdo e permite a conexdo com a impressora 3D via USB.

Os parametros de impressao (temperatura e velocidade de impressao)
dos scaffolds foram definidos apos varios testes. A velocidade inicial adequada
foi de 5 mm/s, sendo reduzida para cerca de 3,3 mm/s apds a 42 camada para
otimizar o processo, enquanto a temperatura de impressao definida foi de 165
°C. Os materiais empregados na impresséo foram preparados a partir do
processamento no misturador interno (sem prensagem), seguido de
fragmentagdo em pequenos granulos, e secagem a vacuo a 50 °C por 48 horas.

A Figura 4.5 mostra os materiais utilizados, obtidos a partir do misturador interno
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(sem prensagem) e fragmentados em pequenos granulos. O material de estudo

foi inserido diretamente na seringa metalica e aquecido para impressao.

Figura 4.5 - Material utilizado para impressao 3D dos scaffolds (composicbes

bem-sucedidas na analise de printabilidade).

A arquitetura dos scaffolds impressos (das composi¢des bem-sucedidas
na analise de printabilidade) foram avaliadas por microscopia eletrbnica de
varredura utilizando o equipamento Tescan MIRA FEG operado na tensao de
aceleracao de 5 kV. Foram analisados a face superior e transversal das amostras
que foram fraturadas. Antes da analise, estas amostras foram fixadas em
suportes de aluminio com fita condutiva dupla face de carbono e recobertas com
uma fina camada de ouro. As micrografias obtidas foram analisadas por meio do
software Imaged para medigdo de parametros dimensionais como: didmetro do
filamento, tamanho de poro e altura da camada.

A porosidade (%) dos scaffolds foi calculada analisando as densidades
dos scaffolds impressos, medindo os pesos e volumes das estruturas usando a
equacgao 4.3 [152].

P% = (1-22) x 100 (4.3)

Pt

onde pe € a densidade experimental dos scaffolds e pt é a densidade

tedrica do Ecovio (21,25 g/cm?) ou do biocompésito Ecovio/HA (1,44 g/cm?3). A
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densidade experimental € avaliada medindo a massa, altura, didametro e volume

dos scaffolds com base nas seguintes relacdes (Equacdes. 4.4a e 4.4b):

volume = mr?h (4.4a)

densidade = massa/volume (4.4b)

4.2.3 Terceira etapa: caracterizagao dos scaffolds

- Modificacéo superficial dos scaffolds

A metodologia proposta para a modificacdo superficial de scaffolds de
Ecovio, visando a melhoria da hidrofilicidade e a incorporacéo de HA e pTN para
conferir propriedades bioativas e antimicrobianas, baseou-se em trabalhos
anteriores [153,154]. Inicialmente, os scaffolds de Ecovio foram imersos em
solugdo de NaOH (1 M) por uma hora, utilizando apenas agua ultrapura. Em
seguida, o pTN ou HA, ou uma combinagdo de ambos conforme as quantidades
determinadas (1 g de pTN ou HA; ou 1 g de pTN + 1 g de HA) foi adicionado a
40 mL de agua ultrapura e submetido a ultrassom pulsado a 50% de poténcia
por 15 minutos para obter uma suspensdo homogeneamente dispersa. Os
scaffolds foram entdo imersos na suspensao contendo o pTN e/ou HA e expostos
ao ultrassom por 30 minutos. Finalmente, os scaffolds recobertos com pTN e/ou
HA foram lavados trés vezes com agua ultrapura para remover particulas nao
ancoradas e secos em estufa a vacuo a 40°C por 24 horas. A Figura 4.6 ilustra
o procedimento da modificacdo superficial dos scaffolds. Os scaffolds foram
nomeados usando abreviagbes dos componentes presentes na formulagao

conforme apresentado na Tabela 4.3.
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Ultrassonificagcao
Impresséao 3D com HA e/ou pTN
dos scaffolds 1M NaOH

Scaffolds modificados
superficialmente

Figura 4.6 - Representacdo esquematica da modificagdo superficial dos
scaffolds. Adaptado de [154].

Tabela 4.3 - Nomenclatura e descricao das diferentes formulagdes de scaffolds
com base em Ecovio, tratamentos de NaOH, Tanfloc purificado (pTN) e
hidroxiapatita (HA).

Composicao Nomenclatura Descrigao

Ecovio Eco Scaffold a base de Ecovio sem

qualquer tratamento.

Ecovio + NaOH Eco-N Scaffold a base de Ecovio

tratado com NaOH

Ecovio + NaOH +HA Eco-N-HA Scaffold a base de Ecovio
tratado com NaOH e com HA.
Ecovio + NaOH + pTN Eco-N-pTN Scaffold a base de Ecovio

tratado com NaOH e com pTN.
Ecovio + NaOH + pTN + HA Eco-N-pTN-HA Scaffold a base de Ecovio
tratado com NaOH e com pTN
e HA.
Ecovio + HA Eco-HA Scaffold obtido a partir do

biocompdsito Ecovio com HA

sem tratamento adicional.

- Caracterizacdo morfologica

A morfologia dos scaffolds antes e apés a modificagdo superficial foi
avaliada por MEV utilizando o equipamento Tescan MIRA FEG operado na

tensdo de aceleragao de 5 kV. Foram analisados a face superior das amostras.
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Antes da analise, estas amostras foram fixadas em suportes de aluminio com

fita condutiva dupla face de carbono e recobertas com uma fina camada de ouro.

- Caracterizacdo mecénica

A caracterizagdo mecanica dos scaffolds foi realizada por meio de testes
de compressao uniaxial, de acordo com a norma ASTM D 695-15, em uma
maquina universal de ensaios Instron, modelo 5569, usando uma célula de carga
de 500 N, velocidade de travessa de 1,3 mm/min e utilizando o software Bluehill
2.15. Foram medidos pelo menos 7 scaffolds para cada formulagao.

A analise comparativa entre os valores médios de mddulo elastico foi
realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) e pés-teste de Tukey com

nivel de significancia de 0,05.

- Anqulo de contato

A analise de angulo de contato foi realizada com o objetivo de avaliar a
molhabilidade dos scaffolds descritos na Tabela 4.3. Os scaffolds foram
colocados em uma plataforma plana, e gotas com 7 uL de agua ultrapura foram
dispensadas com um tensidémetro optico (Biolin Scientific - Attension, TF3000-
Plus). O angulo de contato foi medido apos 10 s utilizando o software

OneAttension. Foram realizadas cinco medidas para cada composicao.

- Rugosidade da superficie

A microscopia de forga atbmica (AFM) foi utilizada para avaliar a
rugosidade dos scaffolds. Um microscopio Bruker, modelo Multimode 8, foi
utilizado no modo ScanAsyst (contato automatico). Utilizando o software
Gwyddion, os valores de rugosidade RMS (root mean square) da superficie dos
scaffolds foram obtidos a partir da imagem topografica com 5 ym x 5 ym. Trés
medidas foram realizadas para cada amostra, e a rugosidade média + desvio

padrao foi calculada.
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- Ensaio in vitro de bioatividade

O teste de fluido corporal simulado (SBF) foi realizado com o objetivo de
avaliar a capacidade de mineralizagdo dos scaffolds. O ensaio foi realizado
conforme descrito na se¢ao anterior. Apds 21 dias, as amostras foram lavadas
com agua ultrapura, secas em dessecador, e analisadas por MEV para avaliar a

formacgao de fosfatos de calcio na superficie dos scaffolds.

- Avaliacédo in vitro da biocompatibilidade utilizando células MC3T3-E1

As amostras foram esterilizadas com alcool a 70% e luz UV em ambos os
lados por 15 minutos. Apds a esterilizacdo, as amostras foram lavadas com
solugdo tampao fosfato (PBS), colocadas em uma placa de 48 pocgos e pré-
incubadas com 1000 yL do meio contendo 89% v/v de a-MEM (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Vitrocell) e 1% de antibiético-
antimicotico (Vitrocell) por 24 horas em uma incubadora (série 11 3110, Thermo
Fisher Scientific) a 37 °C, umidificada e contendo 5% de CO2. Apds a pré-
incubacao, células pré-osteoblasticas de rato (MC3T3-E1), previamente
cultivadas, foram semeadas nas amostras usando uma gota de 50 yL com
50.000 células e as placas foram incubadas por 30 minutos. Em seguida, 450 uL
de meio foram adicionados adicionalmente a cada poco e as placas foram
incubadas por 1 e 7 dias a 37 °C com 5% de CO2, trocando o meio a cada 2 - 3
dias. Apds o primeiro dia de cultivo, as amostras foram transferidas para uma
nova placa de cultura.

Seguindo o protocolo do fornecedor, o ensaio de resazurina (#R7017,
Millipore-Sigma) foi utilizado para avaliar a proliferacao celular. Apés 1 e 7 dias
de cultura, o meio foi removido, 500 yL de uma solugcdo de meio/resazurina
(90/10) foi adicionada por pogo e a placa foi incubada no escuro por 4 horas a
37 °C. Trés amostras por composi¢ao foram analisadas, incluindo trés controles
negativos contendo solug&o de resazurina livre de células. Posteriormente, 100
ML da solugdo de todas as amostras foi transferida para uma placa onde a
medida de absorbancia foi realizada em um leitor de placas SpectraMax i3 -
Molecular Devices (570 nm e 600 nm). As analises estatisticas entre os grupos
amostrais foram realizadas por meio da analise de variancia (ANOVA) e poés-

teste de Tukey com nivel de significancia de p<0,05.
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A adeséo e proliferagéo celular foi avaliada também por MEV. Ap6s 1 e 7
dias de cultura, o meio foi removido e as amostras foram lavadas com 1 ml de
PBS por 2 vezes. Em seguida, 1 ml da solugao de glutaraldeido (concentragao
de 2,5% em PBS) foi inserido a cada po¢o contendo a amostra e deixado por 30
minutos. Apos este tempo a solugao foi removida e as amostras lavadas 2 vezes
com PBS. Logo em seguida as mesmas passaram por uma série de desidratacao
com etanol nas concentragdes de 50, 70, 90 e 100 %. Apds a desidratacao, as
amostras foram secas em dessecador sob vacuo e posteriormente submetidas
a metalizagdo com ouro. As imagens de MEV foram obtidas em um equipamento

Tescan MIRA FEG operado na tensao de aceleragao de 5 kV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizacao do Tanfloc

Tanfloc foi purificado por dialise para remover acido formico e ions cloreto
de seu processo de sintese [120]. A dialise foi realizada durante 4 horas (pTN4)
e 12 horas (pTN12). A Figura 5.1 mostra as imagens de MEV do Tanfloc antes
e depois da dialise. O Tanfloc comercial apresenta ions de cloreto, calcio e
potassio, que promovem a formacao de particulas esféricas com uma superficie
lisa. Os ions de cloreto formam interagdes idnicas com o nitrogénio positivo do
Tanfloc; e os ions de calcio e potassio podem interagir com os elétrons da ligagéo
C=C fendlica do Tanfloc. Apés a dialise, os ions de cloreto, calcio e potassio sao
removidos, e a estrutura € perturbada, como observado na Figura 5.1 para pTN4
e pTN12 [118]. A andlise de EDS (em % de massa) revelou que o processo de

dialise removeu as impurezas conforme Tabela 5.1.0s dois tempos de dialise (4

e 12 horas) produziram resultados muito semelhantes.

A > rm'(t;u;m k A p,, b8 F"“?)“ D ol i-m;;pf"

Figura 5.1 - Imagens de MEV do tanfloc (TN) antes e apds 4h (pTN4) e 12h
(pTN12) de dialise.

Tabela 5.1 - Resultados da analise de EDS (em % de massa) do Tanfloc antes

€ apos dialise.

fon TN (%m) pTN4 (%m) pTN12 (%m)
K* 0,68% 0,01% 0,02%
Ca?* 0,15% 0,02% 0,01%
ol 16,43% 9,60% 8,08%

Os espectros FTIR do Tanfloc antes e depois da didlise (Figura 5.2)
mostraram diferencas significativas, confirmando a remog¢ao de impurezas apds

o processo de didlise. O deslocamento da banda de 1462 cm™' (TN) para 1458
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cm™ (pTN12 e pTN4), e o deslocamento da banda de 1608 cm™' (TN) para 1602
cm™ (pTN12 e pTN4), referentes ao estiramento da ligagdo C=C de grupos
fendlicos, indicam a remocao dos ions de calcio e potassio. Além disso, o
espectro do Tanfloc apresenta uma banda em 1735 cm-', atribuida aos grupos
éster de taninos hidrolisados, que foram extraidos junto com os taninos
condensados da casca da Acacia mearnsii, popularmente chamada de Acacia
Negra. O desaparecimento dessa banda nos taninos purificados (pTN4 e pTN12)

evidenciou a eficiéncia da purificagdo na remogao do tanino hidrolisado [57].

—TN
——pTN12
——pTN4

Transmitancia (U.A.)
T LN Ry
v A

1608 1
1462

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda (cm™)

Figura 5.2 - (a) Espectros de FTIR do TN antes e apds didlise por 4h (pTN4) e
12h (pTN12).

Os resultados de XPS também confirmaram a purificagdo do Tanfloc
(Figura 5.3(a)). Apos a dialise, a concentragdo de cloro diminuiu de 10,5 at%
(TN) para 5,93 at% (pTN4) e 4,71 at% (pTN12). Além disso, o procedimento de
dialise removeu potassio (0,30 at.%), calcio (0,30 at.%) e enxofre (0,30 at.%) do
Tanfloc. Os espectros de XPS obtidos de TN, pTN4 e pTN12 mostraram picos
caracteristicos para carbono (C1s, 284 €V), oxigénio (O1s, 532 eV) e nitrogénio
(N1s, 399 eV), como esperado devido a sua estrutura quimica. Os espectros de
XPS de alta resolugdo para N1s de tanino antes e apds a purificacdo sao
mostrados na Figura 5.3(b). Os grupos quimicos -NH3 e -NH2 s&o identificados

no tanino purificado (pTN4 e pTN12). A porg¢ao funcionalizada com amino
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relacionada a estrutura do TN é confirmada pela ocorréncia das funcionalidades
-NH2 (~399,7 eV) e -NH3+ (~401,8 eV) [120]. Durante o processo de dialise, 0 TN
purificado mantém tanto grupos amino protonados quanto n&o protonados,
aumentando ligeiramente a forma nao protonada. Isso pode ocorrer devido ao
pH da agua de diadlise (aproximadamente 5,5), que esta proximo do pKa do grupo

amino protonado (pKa = 6,0), conforme relatado em outros estudos [120,155].

(a)
TN TN4 TN12
Cis P o1s Cls i Cls
C1s = 68,20% C1s = 71,36% Cils = 72,69% O1s
O1s = 16,70% O1s = 19,20% O1s =18,80%
N1s = 3,70% N1s = 3,50% N1s = 3,80%
Cizp = 5,20% Ots Cizp = 3,28% Cl2p = 2,56%
Cl2s = 5,30% Cl2s = 2,65% Cl2s = 2,15%
S2p = 0,30%
CaZp = 0,30% N1s
K2s = 0,30%
M\/j\ N o NG
! !
L/J/"'U [ cizp MM f"‘CJZp
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Energia de ligagdo (eV) Energia de ligagéo (eV) Energia de ligagdo (eV)

(b)
pTN4
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Energia de Ligacao (eV) Energia de ligagao (eV) Energia de ligagdo (eV)
Figura 5.3 - (a) Espectro XPS (survey) do TN antes e apds purificacdo. (b)
Espectro de alta resolugao dos envelopes N1s obtidos na superficie do TN antes

€ apos purificagao.

Os resultados de MEV-EDS, FTIR e XPS mostraram que o processo de
dialise é eficaz para a purificacdo do Tanfloc. Considerando a pureza semelhante
obtida apds 4 e 12 horas de dialise, € 0 maior rendimento obtido em 4 horas
(56%), em comparagdo com 5,8% para 12 horas, o tempo de 4 horas foi
escolhido para a fabricagdo dos biocompdsitos. Para discussdes posteriores, o

tanino purificado selecionado (dialise de 4 horas) foi chamado de pTN.

0

308 397
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5.2 Caracterizagcdao dos biocompédsitos produzidos via misturador
interno.

- Processamento no misturador interno

Os biocompdsitos foram produzidos por processamento em fusdo em um
misturador interno acoplado a um redmetro de torque. A Figura 5.4 apresenta as
curvas de torque em funcédo do tempo para o Ecovio puro e amostras contendo
pTN e HA (conforme Tabela 4.1). Os resultados mostram que a adigdo de 10%
em massa de HA causou um notavel aumento no torque de equilibrio do Ecovio
de 0,5 Nm para 1,0 N m, sugerindo uma maior resisténcia ao fluxo. Esse
comportamento é consistente com estudos que relatam o aumento de torque em
poliésteres na presencga de cargas inorganicas, como a hidroxiapatita [156]. A
HA atua como uma restricao adicional ao movimento das cadeias poliméricas e
reduz o limiar para o emaranhamento dessas cadeias, o que contribui para o
aumento do torque observado durante o processamento [156].

Ja a adigcdo de 10% em massa de pTN ndo resultou em variacdo de
torque. Esse resultado pode estar associado a natureza do tanino, que pode agir
como um compatibilizante ou aditivo que ndo provoca um aumento consideravel
na viscosidade do sistema.

A adigao simultanea de 10% em massa de HA e 10% em massa de tanino
resultou em um valor de torque de equilibrio ligeiramente mais alto (1,1 N m) do
que o biocompdsito Ecovio/HA. Esse aumento pode ser atribuido a uma possivel
interagéo sinérgica entre o pTN e a HA, que melhora a dispersao das particulas
na matriz polimérica e aumenta a resisténcia ao fluxo. Na literatura ha registros
de formacao de redes de interagbes fisicas entre taninos e hidroxiapatita
[157,158].

Esses resultados sugerem que nao houve degradagao severa do polimero
na presenca de pTN e HA; portanto, o processamento em fusdo € adequado

para a fabricacdo do biocompdsito.
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Figura 5.4 - Variagcao do torque em funcéo do tempo de mistura para o Ecovio e

as amostras contendo hidroxiapatita (HA) e tanfloc purificado (pTN).

- Caracterizacdo morfolégica

A Figura 5.5 ilustra as micrografias das amostras prensadas, que foram
criofraturadas em seccgao transversal. As imagens de MEV demonstram que a
inclusdo de Tanfloc e HA influenciam a morfologia do Ecovio. A micrografia do
Ecovio revela uma superficie com uma estrutura bifasica, composta por regides
de aspecto rugoso, correspondentes ao PBAT (superficie de fratura ductil), e
regides de aspecto liso, associadas ao PLA (fratura fragil). Essa diferenca é
consistente com o fato de que o PLA possui uma temperatura de transicao vitrea
(Tg) em torno de 60 °C, o que tende a resultar em uma fratura mais lisa em
comparagao ao PBAT (Tg = -40°C). Essas caracteristicas, indicadas na imagem
por setas, sugerem que se trata de uma blenda imiscivel.

A imagem de MEV-EDS do Ecovio/pTN mostra que microscopicamente,
o pTN aparenta estar mal distribuido e disperso de forma irregular, com alguns
aglomerados na matriz polimérica. No entanto, em uma escala macroscopica, o
material parece homogéneo, com coloragdo uniforme. A cor natural mais escura
do Tanfloc confere as amostras com tanino uma aparéncia mais escura (Figura

5.6), indicando uma mistura adequada entre o tanino e o Ecovio.
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A imagem de MEV do Ecovio/HA revela uma segao transversal aspera e
densa em comparagdo com a amostra de Ecovio. O biocompésito exibe
particulas de HA que tém uma morfologia irregular e estdo uniformemente
dispersas, com alguns pequenos aglomerados dentro da matriz, como indicado
pelos elementos quimicos calcio e fosforo no EDS. Essa dispersédo sugere uma
boa dispersao e distribuicdo da HA; portanto, adicionar HA pode melhorar as
propriedades térmicas e mecanicas do biocompdsito.

A adicdo simultédnea de pTN e HA resultou em uma area mais rugosa. A
analise de EDS indicou a presenca de cloro, calcio e fosforo, componentes do
pTN e do HA. A analise de EDS sugere ainda que a distribuicdo de pTN é
melhorada quando o HA é incorporado simultaneamente. O aumento no torque
de equilibrio (Figura 5.4) resultante da adigdo de HA ao Ecovio indica maiores
tensbes viscosas, permitindo uma melhor distribuicdo do pTN. Portanto, a
presenca de HA pode ter influenciado as condigbes de processamento,
melhorando assim a mistura e dispersao geral de todos os componentes. Além
disso, a interacdo entre o HA e o pTN potencialmente facilita a dispersao
uniforme das particulas de pTN dentro da matriz. E importante notar que os
taninos tém sido relatados formando redes com a hidroxiapatita [157,158].

Um fato a ser observado nas micrografias com a adigdao de HA (Figuras
5.5 (c) e (d)) € a mudanga na morfologia, apresentando uma co-continuidade.
Quando HA é adicionada ao sistema, ela pode atuar como um agente
compatibilizante, promovendo uma maior interagao entre as fases da blenda e
favorecendo uma distribuicdo mais homogénea. Isso pode resultar em uma
estrutura onde ambas as fases, PLA e PBAT, formam uma rede interconectada,
caracteristica da morfologia co-continua.

Essa morfologia co-continua € mais provavel de se formar quando ha uma
compatibilizacéo efetiva entre as fases, o que pode ser induzido pela presenca
de particulas de enchimento como a HA. Essas particulas podem se posicionar
na interface entre as fases, reduzindo a energia interfacial e facilitando a
formacao de uma rede co-continua. A auséncia dessa morfologia nas amostras
de Ecovio e Ecovio/pTN indica que, sem a presencga de HA, a interacao entre as
fases de PLA e PBAT nao é forte o suficiente para promover essa estrutura.

Além disso, a presenga de HA pode alterar as propriedades reoldgicas da

mistura, aumentando a viscosidade relativa das fases e dificultando a
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segregacao de uma das fases, o que também favorece a formagdo de uma
morfologia co-continua. Portanto, a combinagdo de HA com pTN na blenda
parece ajudar a estabilizar a microestrutura e promover uma distribuicdo mais
equilibrada das fases do material.

Essa explicag&o é consistente com a literatura, que muitas vezes relata o
papel das particulas inorganicas como agentes que promovem a
compatibilizagdo e estabilizacdo da morfologia co-continua em blendas de
polimeros imisciveis [159,160].

Quanto a localizagao preferencial das cargas, através da analise de EDS,
observa-se que aparentemente a HA tem uma tendéncia a se concentrar mais
na interface entre as fases, reforcando a tese de que ela pode estar atuando
como um compatibilizante fisico, estabilizando a interface entre o PLA e o
PBAT, o que é coerente com a literatura sobre o comportamento de particulas

inorganicas em blendas imisciveis mencionado anteriormente. Ja o pTN parece

ter uma localizagao preferencial na fase PLA.

Figura 5.5 - Imagens de MEV da secg¢ao transversal das amostras processadas
no misturador interno (a) Ecovio, (b) Ecovio/pTN, (c) Ecovio/HA e (d)

Ecovio/pTN/HA. As imagens da secgéao transversal no MEV estdo sobrepostas
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com o mapeamento de EDS para cloro (verde), calcio (vermelho) e fosforo

(amarelo).

| ,' :
Ecovio Ecovio/pTN

Ecovio/HA Ecovio/pTN/HA
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[

Figura 5.6 - Imagem das amostras prensadas.

- Caracterizaco térmica

Os resultados de DSC obtidos da 22 curva de aquecimento (Figura 5.7 (a)
e Tabela 5.2) mostram a presenga de uma temperatura de transig¢ao vitrea (Tg)
em torno de 60 °C, referente ao PLA [24]. Com a presenca de HA e pTN, a
temperatura de transigéo vitrea nao sofre variagdes significativas.

Aproximadamente a 125 °C, um pico exotérmico corresponde a
cristalizagao a frio do conteudo de PLA no Ecovio. Esse processo envolve a
reorganizagdo de regides amorfas em regides cristalinas devido a maior
flexibilidade e mobilidade macromolecular com o aumento da temperatura
[161,162]. HA e pTN no Ecovio levam a uma cristalizagao a frio mais perceptivel,
implicando em cristalizagao incompleta durante o ciclo de resfriamento do DSC.
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A presenca de pTN e HA induziu a entalpias de cristalizagdo a frio mais altas,
temperaturas de cristalizacdo a frio mais baixas e graus de cristalizagéo
reduzidos. Esse efeito nota-se maior quando a hidroxiapatita foi combinada com
pTN (Ecovio/pTN/HA), indicando que a presenga desses componentes
dificultaram a cristalizacdo das fragdes de PLA durante o processamento,
fazendo com que a cristalizagao ocorresse durante o aquecimento no DSC [163].
A diminuicao da cristalinidade do PLA é benéfica para aplicagdes biomédicas, ja
que o PLA amorfo se degrada mais rapidamente do que o cristalino. O longo
tempo de reabsorgédo do PLA (meses a anos) é uma preocupagao séria na area
de engenharia de tecidos, pois a velocidade da degradagao do material deve ser

semelhante a regeneragao do tecido [164].
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Figura 5.7 - Curvas de DSC no segundo aquecimento: (a) do Ecovio e dos
biocompdsitos contendo hidroxiapatita e pTN apds processamento no misturador

interno; (b) do Ecovio antes do processamento.
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Tabela 5.2 - Dados obtidos das curvas DSC durante o segundo aquecimento.

Amostra TgpLA Tee AHce  TmipLA Tm2pLA AHm Xc?
(°C) (°C) (J1 )9' (°C) (°C) Vg7 (%)
Ecovio 58 £0* 125+0* 2+0* 1490 — 6 £ 0* 101

Ecovio/pTN 57+0* 1181 9=+1 148+1 153x0* 111 5+2

Ecovio/HA 58+0* 1201 60" 149zx0* = 9+0* 7+0*

Ecovio/pTN/HA 58+1 115+1 7+0* 147+£0* 153 +1° 9+0* 6 +0*

Onde: * sao valores de desvio padrao menores que 0,5 e onde o arredondamento tende

a 0; @ cristalinidade relacionada ao PLA; ® aparece como um ombro.

A formacao de cristais durante o segundo aquecimento resultou em um
pico de fusdo bimodal em aproximadamente 147-149 °C (Tm1) € em torno de 153
°C (Tmz2). Esses picos correspondem a dois tipos diferentes de cristais resultantes
da formacdo de pequenos cristais imperfeitos que posteriormente se
transformam em cristais mais estaveis através da fusdo e recristalizacéo
[163,165]. Esse pico duplo € comum em poliésteres, e sua presenca € justificada
na literatura por um mecanismo de fusdo/recristalizacdo/refusdo [24,162]. Nas
amostras Ecovio/pTN e Ecovio/pTN/HA, os dois picos de fusdo aparecem como
um ombro em temperaturas mais altas, sugerindo a presenca de uma pequena
quantidade de cristalitos imperfeitos com uma distribuicdo bimodal de tamanho
[163]. Como mencionado, a presenca simultanea de pTN e HA resultou em um
maior impacto na cristalizacdo, consequentemente afetando o processo de
fusdo.. A sobreposicdo entre a regido de fusdo do PBAT e a regidao de
cristalizacao a frio do PLA nos compdsitos de PLA/PBAT dificulta a determinacao
da temperatura de fusdo do PBAT nas misturas e pode levar a uma
subestimacao possivel de AHcc do PLA. Essa subestimacado pode causar erros
no calculo do grau de cristalinidade e nos valores de Tcc [24,162]. Portanto, os
valores reais do grau de cristalinidade podem ser ainda menores do que os
apresentados na Tabela 5.2.

O Ecovio trata-se de uma blenda imiscivel, na Figura 5.7 (a) ndo €&
possivel observar isso, mas na curva de DSC obtida no 2° aquecimento (Figura

5.7(b)) do material antes do processamento no misturador interno, observou-se
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dois picos relacionados aos pontos de fusdo de PBAT e PLA, em torno de 127
°C e 151 °C, respectivamente, indicando a imiscibilidade da blenda, dados
semelhantes foram relatados na literatura [102]. Na curva DSC do Ecovio ap6s
0 processamento no misturador interno (Figura 5.7 (a)), o pico de fuséo
relacionado ao PBAT nao é mostrado, o que pode ser explicado pelo fato de
estar na mesma faixa de temperatura que o pico de cristalizagéo a frio referente
a fase PLA [162,166].

As curvas de TGA (Figura 5.8 (a)) e a Tabela 5.3 mostraram que todas as
composi¢des sao termicamente estaveis abaixo de 330 °C, o que é adequado
para processamento em altas temperaturas. A adicdo de HA aumentou
ligeiramente a temperatura de inicio de decomposicao (Tonset) do Ecovio de 347
°C para 351 °C, enquanto na amostra com tanino (Ecovio/pTN), houve uma
reducdo em Tonset para cerca de 332 °C. No entanto, nas amostras com HA e
pTN simultaneamente (Ecovio/pTN/HA), a reducao foi atenuada. A presencga da
HA contrabalancou o efeito do tanino.

A reducao da Tonset Na presencga de pTN ocorre devido ao efeito catalitico
do tanino. Sendo um polifenol, o pTN possui grupos funcionais que interagem
com a matriz polimérica, acelerando a degradacéao, especialmente em polimeros
como PLA. Essa interacdo diminui a estabilidade térmica do compdsito,
reduzindo a energia de ativagdo necessaria para iniciar a degradagao e,
consequentemente, abaixando a Tonset, esse feito foi observado em
nanocompositos de PLA com tanino [167]. No entanto, quando HA ¢é adicionada
junto ao tanino, essa queda na Tonset € atenuada. Em um estudo conduzido por
Kadhim et al. [168], foi desenvolvido um compdsito biodegradavel a base de
PBAT e HA, sugerem que cargas inorganicas como a HA podem exercer um
efeito de protecao na matriz polimérica, reduzindo a taxa de perda de massa
durante a decomposicdo Além disso, a melhora da estabilidade térmica nos
compositos pode ser atribuida também a uma sodlida interacdo” entre a HA e
cadeias do PBAT.
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Figura 5.8 - (a) Curvas de TGA e (b) derivadas das curvas de TGA do Ecovio e

biocompadsitos contendo HA e pTN.

Tabela 5.3 - Dados obtidos das curvas de TGA e DTG.

Amostra Tonset (OC) Tmax - PLA (OC) Tmax - PBAT Residuo
(°C) (%)
Ecovio 347 £ 1 360 £ 3 407 1 2+1
Ecovio/pTN 332 +1 356 + 0* 403 £ 0* 8 +0*
Ecovio/HA 351 + 0* 369 + 1 406 + 0* 10 £ 0*
Ecovio/[pTN/HA  345+2 364 + 1 403 =1 14 + 2

Onde: * sao valores de desvio padrao menores que 0,5 e onde o arredondamento

tende a 0.

A primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG) (Figura 5.8 (b))
exibe decomposicao em dois passos, onde o primeiro evento corresponde a
decomposi¢cédo do PLA e o segundo esta relacionado a decomposi¢cao do PBAT
[102,162]. As temperaturas relacionadas a cada etapa estdo mostradas na
Tabela 5.3. O PBAT possui uma maior estabilidade térmica do que o PLA, o que
pode ser atribuido a presenca de uma unidade aromatica em sua estrutura
molecular [169].

Foi observada uma massa residual em todas as amostras, incluindo a
blenda, o que pode ser explicado pelos anéis de benzeno na estrutura do PBAT,
que normalmente resultam em uma maior quantidade de carbono remanescente

[170]. Da mesma forma, o teor de massa residual nas amostras com tanino pode
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estar relacionado a sua natureza aromatica [57,118]. Esses fatores contribuem
para um aumento na massa residual das amostras. Todos os biocompoésitos
contendo HA apresentaram residuo semelhante as composi¢cbes nominais,

indicando que esta carga foi incorporada efetivamente na matriz polimérica.

- Caracterizacdo reolégica

A Figura 5.9 e a Tabela 5.4 apresentam os resultados das medidas nos
regimes estacionario e oscilatorio realizadas a 170 °C. No estado estacionario,
o Ecovio ndo apresenta um patamar Newtoniano em baixas taxas de
cisalhamento, mas uma viscosidade que continua a diminuir com o aumento da
taxa de cisalhamento até 10 s”'. Com um valor inicial de viscosidade medido em
0,02 s' (no) de 157 Pa s e um indice de lei de poténcia (n) medido entre 0,05 e
5 s' de 0,63; esse comportamento difere dos termoplasticos tradicionais devido
a sua estrutura macromolecular, uma vez que o desemaranhamento das cadeias
ocorre a partir de deformacdes aplicadas muito baixas. A adicdo de pTN levou a
uma diminui¢ao na viscosidade (no de 78 Pa s, respectivamente) em baixas taxas
de cisalhamento, indicando que ele pode atuar como agente lubrificante entre as
macromoléculas. Embora a Tonset das amostras contendo pTN tenha sido
ligeiramente reduzida em relagao ao Ecovio, os resultados de TGA indicam que
essa diminuicdo na estabilidade térmica ocorre em temperaturas
significativamente mais altas que as condigdes de processamento (170°C),
sugerindo que a degradacéo térmica do pTN durante o processamento pode ser
considerada minima, Por outro lado, a adicdo de HA, mesmo na presencga de
tanino, aumentou a viscosidade em baixas taxas de cisalhamento devido a
restricao fisica causada por essa microparticula [171].

Os médulos de armazenamento (G') e de perda (G") foram avaliados em
fungao da frequéncia de oscilagdo (w, entre 0,1 e 500 rad s'). Todas as amostras
apresentaram um comportamento predominantemente viscoso (G’>G') em
baixas frequéncias de oscilagdo. O aumento da frequéncia implica em um tempo
de resposta mais curto do material a deformacdo aplicada; portanto, uma
inversao de comportamento (G'>G”) foi observada em altas frequéncias (Tabela
5.4) apenas para Ecovio. As interagbes entre as particulas de tanino ou
hidroxiapatita e a blenda Ecovio podem néo ser suficientemente fortes para criar
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uma estrutura de rede estavel que confira um comportamento elastico ao

material. Também vale ressaltar que a presenca de hidroxiapatita nas amostras

pode levar a formacao de uma rede de interagdes fisicas dentro da matriz de

Ecovio, 0 que esta de acordo com a analise de MEV-EDS indicando uma boa

dispersao e distribuicdo entre os dois componentes. Esse comportamento pode

aumentar a viscosidade do material em altas frequéncias, levando a um

comportamento mais viscoso. Além disso, as interagdes de ligacao de hidrogénio

entre as moléculas de tanino e hidroxiapatita podem criar uma rede mais forte

de particulas interconectadas conforme mencionado anteriormente [157,158],

resultando em um comportamento elastico.
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Figura 5.9 - (a) Medidas de reologia em regime permanente e (b-c) oscilatério do

Ecovio e das amostras contendo hidroxiapatita e Tanfloc purificado.



57

Tabela 5.4 - Propriedades reoldgicas. A viscosidade inicial (no a 0,02 s') e o
indice de lei de poténcia (n) foram extraidos das curvas em estado estacionario,

e a frequéncia quando G’=G” (w¢) foi obtida das medidas em estado oscilatério.

Amostra Regime Regime
permanente oscilatério
no (Pa.s) n we (rad/s)
Ecovio 157 0,63 474
Ecovio/pTN 78 0,76 ---
Ecovio/HA 583 0,54 ---
Ecovio/pTN/HA 646 0,41 ---

- Caracterizacdo mecénica

A Figura 5.10 apresenta o0 moédulo elastico do Ecovio e suas composi¢oes
com pTN e HA, calculado com base na regido linear entre 5% e 10% de
deformacgao das curvas de tensao versus deformacgéo obtidas por meio de um
ensaio de compressao uniaxial. As amostras foram analisadas utilizando uma
célula de carga de 500 N e n&o apresentaram fratura na carga maxima. O Ecovio
puro apresentou um modulo de elasticidade médio de 44,7 + 2,7 MPa. A
composi¢ao Ecovio/pTN exibiu valor de médulo de 32,6 + 3,3 MPa. A adicao de
10% em massa de pTN levou a uma redugdo significativa no modulo em
comparagao com o Ecovio puro; a redugao foi de cerca de 25%. Esse resultado
provavelmente esta associado a baixa dispersdo do tanino no Ecovio, como
ilustrado nas imagens de MEV-EDS (Figura 5.5), devido a incompatibilidade do
tanino hidrofilico com os polimeros hidrofobicos, resultando em baixa adeséo na
amostra Ecovio/pTN. Além das caracteristicas interfaciais, o tamanho da carga
pode ter afetado a distribuicdo de tensao entre o Ecovio e o tanino, gerando
pontos de concentracdo de tensao e, assim, levando a ineficiéncia na
transferéncia de tensdo durante o ensaio de compressdao. Este mesmo
comportamento ja foi observado em trabalhos com adi¢do de tanino em uma
matriz de PLA [172,173].

Os valores do modulo de elasticidade nos biocompdsitos Ecovio/HA e
Ecovio/pTN/HA foram de 46,8 + 2,4 € 40,6 + 3,6 MPa, respectivamente. Observa-
se que adicionar HA junto com pTN minimiza a redugdo do mddulo de
elasticidade do Ecovio quando comparado com a reducao observada na amostra
Ecovio/pTN. Esse comportamento esta associado a capacidade de reforgo da
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HA para matrizes poliméricas de PLA [174], e blendas de PLA/PBAT [127]. A
presenca de HA proporcionou uma maior dispersao do tanino no Ecovio, como
observado nas imagens de MEV-EDS, devido as maiores tensdes viscosas
impostas. Todas as composi¢cbes apresentaram valores de médulo de
elasticidade dentro da faixa requerida para engenharia de tecidos de ligamentos
(25 - 93 MPa) e ossos (10 - 2000 MPa) [175,176].
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Figura 5.10 - (a) Curvas tensao versus deformacéo e (b) médulo elastico para o
Ecovio e as composi¢des contendo hidroxiapatita e Tanfloc purificado obtidas no
ensaio de compressao uniaxial. Os dados sao expressos como média + desvio

padrao e comparados ao Ecovio (***: p <0,001).

- Ensaio in vitro de bioatividade

A bioatividade in vitro dos biocompdésitos produzidos foi avaliada por
imersdo em fluido corporal simulado (SBF) durante um periodo de 21 dias,
observando-se a formagao de novos fosfatos de calcio em suas superficies. Este
ensaio serve como uma abordagem inicial para avaliar a capacidade do material
de suportar a regeneragao o6ssea, um fator critico para seu sucesso em
engenharia de tecido 6sseo [177,178]. Os resultados sdo apresentados na
Figura 5.11.

Foi observado que as composicbes contendo pTN e HA exibiram a

formacao de fosfatos de calcio em suas superficies, apos 21 dias de imersao das
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amostras em SBF. Em contraste, isso ndo foi observado na amostra Ecovio, ja
que a blenda PLA/PBAT inerentemente ndo possui propriedades bioativas [125].
Sabe-se que a presenca de HA nos biocompédsitos aumenta a bioatividade
promovendo a mineralizagao [67,178]. O Tanfloc pode ter contribuido para esse
efeito ligando-se a ions de calcio presentes no SBF. O alto teor de grupos
fendlicos e amina do Tanfloc permitem que ele se ligue efetivamente a esses
ions, potencialmente promovendo a deposi¢cao de fosfatos de calcio em suas
superficies [56]. De maneira interessante, os resultados também sugerem que o
pTN apresenta propriedades bioativas, favorecendo a mineralizagdo Ossea.
Portanto, as composi¢des contendo HA e pTN mostraram propriedades
bioativas, evidenciadas pelo grande numero de particulas depositadas na

superficie.

Figura 5.11 - Superficie do (a) Ecovio e das composigdes (b) Ecovio/pTN, (c)
Ecovio/HA e Ecovio/pTN/HA apés 21 dias de imersao em SBF.
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- Ensaio antimicrobiano

Para aplicagbes em engenharia de tecidos Osseos, a prevengédo de
infeccdes € crucial para o sucesso do tratamento, por isso € de suma importancia
0 uso de materiais com propriedades bactericida em dispositivos médicos. A
atividade antimicrobiana das composi¢des contendo pTN (Ecovio/pTN e
Ecovio/pTN/HA) foram avaliadas contra as bactérias S. aureus e P. aeruginosa
com base na norma JIS Z 2801:2010. As amostras sem pTN também foram
testadas, mas como esperado (ja que nao possuem caracteristicas
antimicrobianas), n&o apresentaram atividade bactericida. A Tabela 5.5 mostra
os resultados em log da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)
apos 48 horas de incubagdao em contato com o controle e amostras. As cepas
bacterianas usadas foram escolhidas devido a sua relevancia clinica, sendo as
mais comumente associadas a infeccbes em implantes médicos, podendo
agravar processos inflamatérios, aumentando o tempo e custo de recuperagao

do paciente [179].

Tabela 5.5 - Resultados obtidos com os ensaios baseados na norma JIZ Z
2801:2010 a partir do contato das amostras contendo pTN com as diferentes

cepas bacterianas.

Controle Ecovio/pTN Ecovio/pTN/HA
(log1o UFC mI") | (log1o UFC mI") | (log1o UFC ml")
S. aureus 7,51+£0,14 1,000 1,71 £ 0,58
P. aeruginosa 6,66 +0,13 1,42 + 0,40 1,00+ 0
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Figura 5.12 - Atividade bactericida (reducéo logaritmica) de duas diferentes

cepas bacterianas apds 48 h em contato com as amostras contendo pTN.

Os resultados mostrados na Figura 5.12 demonstraram uma visivel
eficacia bactericida, com redugbes logaritmicas superiores ao dobro
determinado pela norma (= 2,0 log). Durante a contagem das placas de Petriem
algumas amostras, ndo se observou formacdo de col6nias bacterianas,
resultando em valores idénticos em todas as réplicas (1,00 logio UFC ml™) e,
consequentemente, desvio padrdo nulo. Nota-se também que ha uma maior
sensibilidade da bactéria S. aureus em relagdo a P. aeruginosa em relagéo a
atividade bactericida das amostras contendo pTN. Isso pode ser atribuida as
diferengas em suas estruturas celulares. Bactérias gram-positiva, como a S.
aureus, possuem uma parede celular espessa de peptidoglicano, que é mais
vulneravel a agao antimicrobiana dos taninos. Em contraste, bactérias gram-
negativa, como a P. aeruginosa, tem uma membrana externa adicional que
dificultam a penetracdo e a acdo dos taninos, resultando em uma menor
sensibilidade [122].

Os mecanismos de atividade antimicrobiana do pTN, estdo associados as

suas propriedades catibnicas e fendlicas. Os flavonoides presentes no tanino
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tém a capacidade de formar complexos com proteinas soluveis e membranas
celulares microbianas, podendo levar ao rompimento das membranas
bacterianas, e consequente morte das células [118]. Além disso, o tanino contém
grupos aminos (—-NHs") que interagem eletrostaticamente com a membrana
celular bacteriana, que sao carregadas negativamente [57,122]. Essa interagéo
aumenta a permeabilidade da membrana, promovendo o vazamento de
materiais intracelulares, como desidrogenase latica, acidos nucleicos e glicose,
e suprimindo o transporte de nutrientes para as células bacterianas [120]. Esses
eventos culminam na morte das bactérias. Esses mecanismos explicam a
eficacia antimicrobiana observada nas amostras testadas. Os achados deste
estudo corroboram com informagbes de outros trabalhos publicados,
evidenciando a capacidade bactericida do Tanfloc [55,57,58,118,120,122].

- Analise da printabilidade

A avaliagdo da capacidade de impressdo dos materiais envolve alguns
requisitos fundamentais, como a precisdo dimensional das pegas em
comparagao com o modelo de impressao, a habilidade de extrudar um filamento
continuo cujo didmetro se aproxime ao maximo do didmetro do bico de
impressao, além de reproduzir com fidelidade a forma do objeto desejado. No
caso das formulagdes estudadas, a printabilidade foi verificada utilizando o
material triturado apds o processamento no misturador interno. Foram realizados
varios testes, nos quais scaffolds cilindricos de 8 mm de didmetro e 3 mm de
altura foram impressos, com geometria de 0 — 90° e 10 camadas, apresentando
poros de 0,4 mm (42% de preenchimento e 58% de porosidade). As
temperaturas de impressao utilizadas variaram de 163 a 170 °C, até que fosse
possivel obter um filamento continuo e alcancar a precisdo dimensional das
pecas em relacao ao modelo projetado.

Nos testes de printabilidade apenas as composicdes Ecovio e Ecovio/HA
foram possiveis de imprimir ao contrario das formulagdes contendo tanino. Na
amostra Ecovio/pTN, o fluxo de material foi muito inconstante, mesmo ajustando-
se a temperatura de impressao. Esse problema pode ser atribuido a presenca
do tanino, que ao ser aquecido, tem tendéncia a expandir, criando vazios dentro

da seringa. Essa expansdo descontrolada do tanino altera a densidade do
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material e pode gerar bolhas de ar ou zonas de baixa pressao, resultando em
um fluxo intermitente e inconsistente durante a extrusao. Ja a composi¢cédo com
pTN e HA, o material ndo conseguiu fluir pelo bico da seringa, resultando em
obstrugcdo completa. Mesmo apdos a limpeza do barril e do bico e o corte do
material em pedacos menores, o problema persistiu. A presenga de
hidroxiapatita pode ter aumentado a viscosidade do compdsito conforme
mostrado anteriormente nas analises reoldgicas, dificultando o fluxo do material
através do canal de extrusdo. Além disso, a combinagcdo do tanino e da
hidroxiapatita pode ter aumentado a tendéncia a formagéao de aglomerados, o
que levou ao entupimento da seringa.

Na Figura 5.13 sdo mostradas os scaffolds obtidos das formulagbes

Ecovio e Ecovio/HA.

(a)

Ecovio Ecovio/HA

e ¢

(b) Diametro Altura
Amostras
(mm) (mm)

Ecovio 764 +027 2,77 +0,07
Ecovio/HA 7,00+0,13 2,99+ 0,07

Figura 5.13 - (a): Imagens de scaffolds impressos em 3D de 10 camadas com
geometria de 0-90° das formulacbes estudas e em (b) valores do didmetro e
altura destes scaffolds. O modelo projetado foi de 8 mm de didmetro e 3 mm de

altura.
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A arquitetura dos scaffolds impressos foram analisadas por MEV, e a
Figura 5.14 apresenta a superficie superior e secao transversal dos scaffolds da
blenda e do biocompdsito com HA. Os resultados da analise dos parametros
dimensionais estdo apresentados na Tabela 5.6. A partir dos resultados obtidos,
€ evidente que o diametro dos filamentos e os tamanhos dos poros estao
significativamente diferentes dos valores projetados de 400 uym, com uma
variacao de até cerca de 30%. A variagao observada pode ser atribuida a uma
série de fatores. Durante a impressao, efeitos de relaxagcdo do processo de
deposigao do filamento (estiramento do filamento) podem ocorrer, causando
uma pequena deformacgao e achatamento do filamento [180].

A viscosidade do material desempenha um papel crucial na qualidade da
impressdo 3D [156]. No caso do compdsito com hidroxiapatita, que apresenta
uma viscosidade maior (conforme relatado anteriormente nos ensaios
reolégicos), os filamentos resistem mais ao fluxo durante a extrus&o. Isso pode
resultar em filamentos mais espessos e, possivelmente, achatados. A presenga
da hidroxiapatita aumenta a viscosidade do compdésito, alterando suas
propriedades de fluxo e a morfologia dos filamentos apds a extrusao. Por outro
lado, a blenda, com uma viscosidade menor, permite uma maior deformacao dos
filamentos apds a extrusao, resultando em uma maior variagdo no tamanho dos
poros e no diametro dos filamentos, como observado nas micrografias.

Além disso, segundo relatado em trabalho realizado em nosso grupo de
pesquisa [181], a taxa de extrusdo na impressora pode variar, 0 que pode
resultar em filamentos de largura maior ou menor ao longo da impressao e
tamanhos de poros variados. Essa variagdo pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo a purga inicial, a quantidade de material fundido na seringa, e
a viscosidade do material. Durante a impressao, se a pressao na cavidade da
seringa cair devido a quantidade de material ja extrudado, a velocidade do
émbolo pode nao ser suficiente para manter uma taxa de extrusao constante.
Isso pode resultar em parametros microestruturais que divergem do valor
projetado.

Por outro lado, os valores calculados da altura da camada mostraram uma
variacdo bem menor (8-9%) em relagdo ao valor projetado de 300 pym. Isso

sugere que o controle da altura da camada é mais preciso e consistente, o que
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€ uma caracteristica positiva do processo de impressao 3D utilizado. Na Tabela
5.6 € mostrado também os valores calculados de porosidade dos scaffolds, que
ficaram préoximos do projetado. Mais detalhes sobre os calculos da porosidade
se encontram no APENDICE A deste trabalho.

Os resultados indicam que os scaffolds possuem uma porosidade
adequada e tamanhos de poros dentro da faixa ideal para promover a
osteoconducao e a proliferagdo celular, favorecendo a regeneracao oéssea.
Conforme relatado na literatura, estruturas com pelo menos 50% de porosidade
e tamanhos de poros entre 200 e 800 um sao promissoras para a reconstrucao

de tecido 6sseo [182].
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Figura 5.14 - Micrografias da vista superior (em destaque) e da secgao

transversal (quadro menores) dos scaffolds obtidas por meio de MEV.



66

Tabela 5.6 - Dimensdes dos parametros dimensionais dos scaffolds de Ecovio e

biocompdsito de Ecovio/HA.

Tamanho Alturada Porosidade
Diametro filamento
Amostras de poro camada (%)
(um)
(um) (um)
Horizontal Vertical
Ecovio 531 + 64 288 + 41 291 + 91 273 + 28 57 +2
Ecovio/HA 491 + 26 290 + 30 328 £+ 19 275+ 21 50 +3

Projetado 400 400 400 300 58

5.3 Caracterizacao dos scaffolds

- Caracterizacdo morfolégica

Apos os testes de printabilidade (seg¢do anterior) indicarem a
impossibilidade de impressdo 3D das composi¢gdes com pTN, optou-se por
realizar um tratamento superficial com NaOH e posterior adicdo de HA e pTN
como revestimento nos scaffolds de apenas do Ecovio, visando melhorar a
interacao da blenda com as células, além de conferir propriedades bioativas e
antimicrobianas aos scaffolds. A analise das micrografias obtidas da superficie
por MEV (Figura 5.15) revela diferencgas significativas na superficie dos scaffolds
poliméricos a base de PLA/PBAT, antes e apds a modificagao superficial.

Na blenda (Eco) a superficie da amostra apresenta uma morfologia mais
suave e uniforme, sem a presencga de particulas ou aglomerados. Na amostra
com tratamento de NaOH, a superficie € um pouco mais rugosa, indicando
presenca de alguns vazios e residuos de NaOH (indicados pelas setas na
micrografia) em comparagdo com a amostra ndo tratada. O tratamento com
NaOH é conhecido por induzir a hidrdlise e a subsequente ruptura das cadeias
poliméricas, resultando em uma superficie mais rugosa e porosa, que pode
facilitar a adesao e proliferagao celular [135].

A amostra tratada com NaOH e HA, exibe uma superficie ainda mais
rugosa e porosa, com a presenga de aglomerados de particulas de HA.
Superficie semelhante apresenta a amostra tratada com NaOH e pTN, mas com
a presenca de aglomerados de pTN e aparentemente um pouco menos rugosa

em relagdo a amostra tratada com NaOH e HA. Finalmente, a amostra tratada
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com NaOH e posterior adicdo de pTN e HA, apresenta uma combinagao das
caracteristicas observadas nas amostras tratadas com HA e com pTN.

Em suma, a analise das micrografias de MEV das diferentes amostras de
scaffolds PLA/PBAT indicam a eficacia do tratamento alcalino e a efetiva
modificagdo da superficie dos scaffolds com HA e pTN. Estas modificagdes
podem melhorar significativamente as propriedades dos scaffolds, aumentando
a adesao e proliferagcdo de células, e tornando-os mais adequados para

aplicagdes especificas na engenharia de tecidos.



68

Eco Eco-N

Eco-N-HA Eco-N-pTN

Eco-N-pTN-HA

10 um

Figura 5.15 - Micrografias dos scaffolds (vista superior) obtidas via MEV antes e
apos o tratamento superficial com NaOH, pTN e HA.

- Caracterizacdo mecénica

Os scaffolds com e sem tratamento superficial foram submetidos a testes
de compressao uniaxial para avaliar suas propriedades mecanicas, replicando
as demandas que os ossos enfrentam durante o movimento humano. A Figura

5.16 mostra os valores do médulo elastico dos scaffolds, os quais foram obtidos
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a partir da analise da regido linear das curvas tensao versus deformacéo,
especificamente de 30% a 40% de deformacao.

Observou-se que o tratamento com NaOH resultou em uma reducéo
estatisticamente significativa do modulo de elasticidade da blenda de 22,27 MPa
para 15,27 MPa. Esta diminuicdo pode ser atribuida a possiveis alteragcdes na
estrutura da blenda induzidas pelo NaOH, como um aumento na porosidade ou
uma modificagdo na morfologia, que poderiam resultar em uma diminuigdo da
rigidez do material. A aplicagdo de um tratamento alcalino tem se mostrado
influente na qualidade e na alteragdo da estrutura de scaffolds, o que pode
resultar em mudangas nas caracteristicas mecanicas. Isso inclui possiveis
reducdbes no modulo elastico em scaffolds poliméricos produzidas por
manufatura aditiva [134].

A incorporagao de HA nos scaffolds de PBAT/PLA mostrou um efeito
interessante na manutencao do mdédulo de elasticidade. No caso do tratamento
com NaOH, o médulo de elasticidade foi de 19,39 MPa, enquanto no compadsito
sem tratamento, alcangou 22,47 MPa. Embora esses valores ndo apresentem
um aumento expressivo em relacdo a amostra Eco, a presencga de HA contribuiu
para minimizar a diminuigdo do modulo de elasticidade, sugerindo que, mesmo
que distribuida de maneira nao uniforme, a HA desempenha um papel importante
na preservagao das propriedades mecanicas do material.

A adicdo de pTN aos scaffolds tratados com NaOH resultou em um
modulo de elasticidade de 16,48 MPa, enquanto a combinagcdo de pTN e HA
apos o tratamento com NaOH (Eco-N-pTN-HA) apresentou um modulo de 17,10
MPa. Embora a adigao de pTN possa ter influenciado contribuindo para uma leve
reducdo na rigidez, € importante destacar que essas variagdes em relagéo a
amostra tratada com NaOH sem adicdo de pTN e HA foram sutis. Esses
resultados indicam que a presenca de pTN e HA, mesmo em um cenario onde a
rigidez é ligeiramente reduzida, ndo comprometeu significativamente as
propriedades mecanicas quando comparado ao tratamento com NaOH isolado
(Eco-N).

Os valores de modulo elastico apresentados pelos scaffolds se encontram
dentro da faixa normal do osso trabecular humano (10 — 2000 MPa) [175],
podendo ter possivel aplicagdo como enxertos 6sseos esponjosos, do ponto de

vista mecanico.
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O tratamento alcalino, embora possa alterar as propriedades mecanicas,
tem como objetivo principal aumentar a hidrofilicidade. Isso pode melhorar as
propriedades biolégicas, incluindo biocompatibilidade, adesao e proliferagcao
celular. Assim, o tratamento alcalino equilibra as propriedades mecanicas e
bioldgicas, podendo ser otimizado para atender as necessidades especificas

dependendo da aplicagao.
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Figura 5.16 - (a) Resultados do modulo de elasticidade e (b) curvas tensao
versus deformacgao dos scaffolds obtidos nos ensaio de compressao. A analise

estatistica foi expressa em relagao ao Ecovio (*: p < 0,05; ***: p < 0,001).

- Anqulo de contato

A hidrofilicidade é uma das propriedades de superficie fundamentais que
influenciam a aplicagdo pratica de scaffolds na engenharia de tecidos.
Superficies muito hidrofébicas ndo sao favoraveis para a aderéncia e migragcao
celular [134]. Para isso medidas de angulo de contato foram realizadas para
avaliar a hidrofilicidade das superficies tratadas. Testes iniciais foram
conduzidos em scaffolds. No entanto, nas amostras tratadas, o angulo de contato
era quase zero, indicando um completo espalhamento ou absorgéo da gota na
amostra. Isso pode ser devido a estrutura dos scaffolds, que possuem uma
microestrutura porosa e nao apresentam uma superficie uniforme. Portanto, ndo
foi possivel avaliar apropriadamente o efeito do tratamento superficial na

molhabilidade. Por isso, as avaliagbes foram conduzidas em amostras solidas
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de Ecovio prensadas e estampadas, no formato de discos (como descrito na
etapa 4.2.2), nas quais foram submetidas aos diferentes tratamentos com NaOH,

pTN e HA. Os resultados dessas analises estao apresentados na Figura 5.17.
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comparagao com a amostra de Ecovio n&o tratada e do biocompdsito Eco-HA. A
analise estatistica foi expressa em relagao ao Ecovio (N = 5; **: p < 0,01; ***: p
< 0,001). Onde: (A) é o valor de desvio padrdao menor que 0,5 e onde o

arredondamento tende a 0.

Os resultados da analise revelaram uma série de alteragoes significativas
na hidrofilicidade da superficie do Ecovio, em resposta a diferentes tratamentos.

Inicialmente, observou-se que o tratamento com NaOH reduziu
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consideravelmente o angulo de contato de 80° para 69°, indicando um aumento
na hidrofilicidade. No entanto, a adicdo de pTN a superficie com NaOH pareceu
contrabalancar esse efeito, elevando o angulo para 94°, sugerindo uma
caracteristica levemente hidrofébica na amostra. Em contrapartida, a incluséo de
HA apos tratamento alcalino resultou em um &angulo de contato
significativamente menor, de 57°, evidenciando uma superficie altamente
hidrofilica, desejavel para aplicagbes biomédicas. A combinacdo de NaOH com
pTN e HA apresentou um angulo intermediario de 72°, enquanto a amostra de
Ecovio com HA sem tratamento exibiu o maior dngulo de 103°, denotando uma
superficie mais hidrofdbica.

Ao analisar os resultados em conjunto, foi possivel concluir que o
tratamento com NaOH desempenha um papel crucial na melhoria da
hidrofilicidade das amostras de Ecovio, especialmente quando combinado com
HA. E de conhecimento que tratamentos alcalinos, dentre eles o NaOH,
favorecem a diminuigdo do angulo de contato em superficies, ocasionando um
aumento da hidrofilicidade [183]. Por outro lado, a adicdo de pTN n&o apresentou
beneficios significativos para a hidrofilicidade apds o tratamento com NaOH. A
combinagdo de pTN com HA no tratamento parece atenuar o aumento da
hidrofobicidade causada pelo tanino. Além disso, as amostras tratadas com
NaOH e HA exibiram caracteristicas superficiais mais promissoras para a
engenharia de tecidos 6sseos, sugerindo um potencial aumento na bioatividade
e na adesao celular, aspectos essenciais para aplicacdes biomeédicas [134,156].

As propriedades superficiais de um material implantavel desempenham
um importante papel no crescimento tecidual [156]. A modificacdo superficial
com NaOH aumenta significativamente o processo de mineralizagdo, o que pode
ser benéfico para regeneragao de tecidos [184]. Os resultados demonstrados
acerca da molhabilidade ressalta a importancia dos tratamentos superficiais na
modificagcdo das propriedades do material, visando atender as demandas

especificas de diferentes aplicagdes biomédicas.

- Rugosidade da superficie

As propriedades de superficie de materiais para implantes, como a
rugosidade e a reatividade quimica, sdo fundamentais para a adesdo e
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proliferacdo celular, influenciando diretamente o crescimento de novo tecido.
Superficies mais rugosas aumentam a area de contato e fornecem mais sitios
de ancoragem para as células, promovendo uma melhor integragado celular,
essencial para o sucesso de scaffolds em aplicacbes médicas. [185,186]. Os
resultados de rugosidade (rugosidade média quadratica, RMS) sao exibidos na
Figura 5.18.
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Figura 5.18 - Rugosidade da superficie dos scaffolds medida por AFM. A analise
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estatistica foi expressa em relagao ao Ecovio (*: p < 0,05; **: p < 0,01).

A andlise de rugosidade por AFM dos scaffolds de Ecovio revelou
mudancas significativas apos a modificacao superficial com tratamento alcalino
(NaOH) e a adicao de HA e pTN. Os scaffolds da blenda apresentaram uma
rugosidade de 24,1 nm, servindo como referéncia para as demais.

Apos o tratamento alcalino (Eco-N), observou-se um aumento expressivo
da rugosidade para 123,4 nm (*p < 0,05), indicando que o tratamento quimico
criou uma superficie mais irregular. Essa alteracdo na topografia € esperada,
pois o tratamento alcalino tende a remover componentes superficiais, expondo

areas mais reativas e gerando maior rugosidade [135],
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Na amostra Eco-N-HA, que combina o tratamento alcalino com a adigao
de hidroxiapatita, a rugosidade média permaneceu elevada (121,8 nm), sem
diferenga estatistica significativa em relagdo a Eco-N, sugerindo que a
hidroxiapatita ndo alterou substancialmente a topografia ja modificada pelo
tratamento alcalino.

Por outro lado, a incorporagao de tanino apés o tratamento alcalino (Eco-
N-pTN) resultou em uma rugosidade média de 37,1 nm, significativamente
menor do que a amostra Eco-N. A adicdo de tanino parece ter suavizado a
superficie, possivelmente devido a interagdo do tanino com a matriz polimérica,
formando uma camada mais uniforme. A inclusao de hidroxiapatita nesta mistura
(Eco-N-pTN-HA) manteve a rugosidade em 37,8 nm, sugerindo que a
combinagao de tanino e hidroxiapatita ndo altera significativamente a topografia
em relagcdo a amostra Eco-N-pTN.

Finalmente, o scaffold composto pelo biocompdsito Eco-HA (sem NaOH),
apresentou uma rugosidade intermediaria de 59,0 nm. Essa rugosidade, maior
que a da blenda, mas menor que as amostras tratadas alcalinamente, pode ser
atribuida a incorporacao direta das particulas de hidroxiapatita, que aumentam
a irregularidade da superficie, mas nao de forma tao intensa quanto o tratamento
alcalino.

Os resultados obtidos pela andlise de AFM indicam que o tratamento
alcalino e a adigao de HA e pTN modificaram com sucesso a superficie dos
scaffolds de PBAT/PLA, evidenciado pelo aumento significativo na rugosidade
em comparagdo com a amostra (Eco) nao tratada, o que é reforcado pelas
imagens 2D (Figura 5.19 (a)) e 3D de AFM (Figura 5.19 (b)). corroborando com
os resultados de MEV mostrados anteriormente. Os resultados indicam que o
tratamento alcalino é o fator predominante para o aumento da rugosidade
superficial, com significaAncia estatistica confirmada para as amostras Eco-N e
Eco-N-HA em relagdo a amostra Eco. Ja a adicao de tanino parece ter um efeito
contrario, suavizando a superficie das amostras tratadas, enquanto a
hidroxiapatita contribui para a manutencdo ou aumento moderado da

rugosidade, dependendo das condi¢gdes da amostra.
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Figura 5.19 - (a) Imagens 2D e (b) 3D dos scaffolds obtidas via AFM.

- Avaliacédo in vitro da bioatividade

A bioatividade in vitro dos scaffolds produzidos (com e sem tratamento
superficial) foi avaliada através do método de imersdo em fluido corporal
simulado (SBF), observando-se a formacdo de fosfatos de calcio em suas
superficies apos 21 dias. Os resultados sao apresentados na Figura 5.20.

Nos scaffolds produzidos, observou-se a formacao de fosfatos de calcio
na superficie dos scaffolds apds tratamento alcalino e posterior incremento de
pTN e HA (Eco-N-HA, Eco-N-pTN e Eco-N-pTN-HA). O Ecovio nédo é bioativo
[125], o que explica a auséncia de formagao de fosfatos de calcio, tanto na

amostra ndo-tratada quanto na tratada com NaOH isolado (Eco-N). Embora o
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tratamento alcalino possa aumentar a rugosidade superficial e introduzir grupos
carboxilicos, essas modificagdes ndo sao suficientes para induzir a formacgéao de
fosfatos de calcio na auséncia de componentes bioativos, como hidroxiapatita ou
outros agentes osteoindutores.

No entanto, a formacédo de fosfatos de calcio observada nos scaffolds
tratados com NaOH e posterior adicao de hidroxiapatita e tanino sugere que o
tratamento alcalino pode ter contribuido para melhorar a adesao e a interagéo
do pTN e HA na superficie, promovendo a bioatividade. O tratamento com NaOH
tende a aumentar a rugosidade e a criar grupos funcionais na superficie do
polimero, facilitando a nucleacdo de fosfatos de calcio e a interagdo com as
cargas bioativas, que desempenham um papel crucial na indugdo dessa
mineralizacdo. Os efeitos da HA e do pTN, devido as suas propriedades
biolégicas, ja foram discutidos em tépicos anteriores sobre a bioatividade dos

compositos, reforcando sua importancia na melhoria da bioatividade dos

scaffolds.

Eco Eco-N Eco-N-HA

Eco-N-pTN Eco-N-pTN-HA Eco-HA

Figura 5.20 - Superficie dos scaffolds apds 21 dias de imersao em SBF.
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- Avaliacéo in vitro da biocompatibilidade

A citotoxicidade dos scaffolds e a proliferacdo de osteoblastos foram
avaliadas por meio de medidas de viabilidade celular, via ensaio de resazurina
(ou Alamar Blue) apés 1 e 7 dias de cultura. A resazurina € um corante azul que
€ internalizado pelas células. As células vivas mantém um ambiente redutor, no
qual a resazurina € metabolicamente reduzida a um composto rosa altamente
fluorescente, a resorufina, que é liberado livremente das células [187]. A
quantidade de resorufina produzida & proporcional ao numero de células viaveis,
pois ceélulas mortas ou danificadas ndo conseguem realizar essa redugédo. A
viabilidade celular é entdo determinada pela intensidade da fluorescéncia ou
absorbancia da resorufina, quantificada por um espectrofotometro ou leitor de
placas de fluorescéncia [118].

Ao observar-se os resultados obtidos (Figura 5.21) apés 1 dia, nota-se
que n&o houve diferengas estatisticamente significativas entre as amostras. Isso
sugere que todos os scaffolds apresentaram uma superficie adequada para
adeséo celular, independentemente de quaisquer tratamentos adicionais. Essa
homogeneidade inicial pode ser atribuida a auséncia de interagdes prolongadas
entre as células e os materiais, uma vez que o periodo de cultivo ainda é
relativamente curto. Apds 7 dias de cultivo celular, os resultados apresentaram
um aumento expressivo na viabilidade celular, indicando a capacidade dos
materiais desenvolvidos de estimular a proliferacdo das células ao longo do
tempo. Entretanto, duas amostras se destacam: aquela submetida ao tratamento
alcalino de NaOH e a amostra constituida pelo biocompdsito Ecovio e HA.
Ambas apresentaram uma viabilidade significativamente maior (p < 0,05) em
comparagao com a amostra de controle (Eco), que ndo recebeu tratamento
algum. Essa observacdo sugere que o tratamento superficial de NaOH e a
presenca de HA podem potencializar a interagao entre as células e o scaffold,
promovendo um ambiente mais propicio para a proliferacao celular a longo
prazo.

O NaOH pode ter desempenhado um papel na modificacdo da superficie
do material, devido a introdugédo de grupos hidrofilicos (carboxila e hidroxila),
melhorando suas propriedades de adesao celular, enquanto a HA pode ter

proporcionado um ambiente bioativo que estimula a adesao e o crescimento
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celular [133,134,188]. Tem sido reportado na literatura que o tratamento de
NaOH em scaffolds a base de poliésteres aumenta a hidrofilicidade e a
rugosidade, melhorando a proliferacéo e a fixagao celular, e aprimorando suas
propriedades para engenharia de tecidos [153,156]. Os resultados anteriores
demonstrados em angulo de contato e AFM dos scaffolds nesta pesquisa
corroboram com esses dados. A adi¢cao de pTN e HA apds tratamento alcalino
parece nao ter influenciado significativamente a viabilidade celular, uma vez que
as amostras tratadas com pTN e/ou HA nao diferiram estatisticamente da
amostra de controle apos 7 dias de cultivo. Isso sugere que o tanino e a
hidroxiapatita em interagdo com NaOH pode nao ter contribuido de forma
significativa para a promoc¢ao da viabilidade celular nesse contexto especifico.
Porém, é importante notar que os resultados indicam que tanto o pTN quanto a
HA nao sao citotéxicas para as células, conforme relatado em estudos anteriores
com Tanfloc [67,118,123] e HA [67,156,178]. Embora nao explorada, a
bioatividade da HA pode favorecer outras fungdes celulares, como por exemplo
a diferenciacdo de células-tronco. Quanto ao Tanfloc, sua propriedade
antimicrobiana o torna interessante. Essas caracteristicas fazem com que o pTN
e HA sejam atrativos para uso em scaffolds destinados a regeneragao ossea.

A adeséao e proliferagao celular de osteoblastos apds 1 e 7 dias de cultura
celular nos scaffolds foram confirmadas através da analise de imagens obtidas
por MEV (Figura 5.22). Nas imagens é possivel ver uma maior adeséo e
proliferacdo de células na superficie dos scaffolds apés 7 dias de cultura.

Em suma, os resultados do ensaio fornecem evidéncias do impacto dos
diferentes tratamentos e composi¢cdes de scaffolds a base de Ecovio na
viabilidade celular ao longo do tempo. Além disso, € importante destacar que a
blenda comercial de Ecovio (PLA/PBAT) demonstrou nao ser citotoxica. Isso
indica que ela pode ser aplicada para uso em scaffolds na engenharia de tecidos,
um campo onde pouquissimos trabalhos tém relatado o uso desta blenda
comercial. Essas descobertas sdo de grande importdncia para o
desenvolvimento de materiais biomédicos mais eficazes, capazes de fornecer
um suporte adequado para as células durante a regeneracéao tecidual e outras

aplicagdes clinicas.
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Figura 5.21 - Resultado do ensaio de resazurina apos 1 e 7 dias de cultura de
osteoblasto (MC3T3-E1) nos scaffolds. A analise estatistica foi expressa em

relagdo ao Ecovio sem tratamento (*p < 0,05).
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Figura 5.22 - Imagens de MEV dos osteoblastos aderidos a superficie dos

scaffolds apds 1 e 7 dias de cultura celular.
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6 CONCLUSOES

Foram desenvolvidos novos biocompdsitos a base de Ecovio
(PLA/PBAT), tanino amino-funcionalizado (TN) e hidroxiapatita (HA) visando
aplicagcbes biomédicas. A possibilidade de fabricagdo de scaffolds utilizando
impressdo 3D potencializa o uso desses materiais devido a precisdo, a
automatizacdo e a possibilidade de personalizagdo fornecidas por esta
tecnologia. O desenvolvimento de scaffolds bioativos e bactericidas obtidos por
impressao 3D tem grande potencial de aplicagdo na engenharia de tecido 6sseo.

A purificagdo do TN foi bem-sucedida, garantindo a remocgédo de
impurezas por meio de didlise em tempos de 4 e 12 horas. As caracterizagdes
por MEV-EDS, FTIR e XPS indicaram que ambos os tempos de purificagao foram
eficazes, com a escolha do tempo de 4 horas visando otimizar o rendimento.

Os resultados de reometria de torque e analises térmicas confirmaram
que a HA e pTN n&o degradaram a blenda PLA/PBAT, mesmo apds o
processamento em altas temperaturas. As micrografias de MEV-EDS revelaram
uma dispersao irregular do pTN na matriz, melhorada pela adigcdo de HA. As
analises reolégicas mostraram que a adigdo de pTN reduziu a viscosidade do
Ecovio, enquanto o HA a aumentou em baixas taxas de cisalhamento. Todas as
amostras exibiram comportamento viscoso predominante em baixas
frequéncias, com inversdo observada apenas para o Ecovio em altas
frequéncias.

Os testes mecanicos revelaram uma redu¢cao no médulo de elasticidade
com a adicdo de pTN, atribuida a ma adesao e dispersdo das particulas. No
entanto, a adicdo de HA mitigou essa reducdo, e todas as composigdes
apresentaram valores de elasticidade adequados para aplicagbes em
ligamentos, tenddes e engenharia de tecidos &sseos. As propriedades
biolégicas, incluindo bioatividade e atividade antimicrobiana, foram promissoras.
Os biocompdsitos com HA e pTN favoreceram a deposig¢ao de fosfatos de calcio
em SBF, indicando bioatividade, e mostraram eficacia bactericida nas amostras
contendo pTN.

Nos ensaios de printabilidade, utilizando impressora 3D com extrusor de
seringa, observou-se que as composi¢des contendo pTN n&do puderam ser
impressos, provavelmente devido a expansao significativa do pTN ao ser
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aquecido, o que contribuiu para a criagdo de vazios dentro do extrusor. Além
disso, a combinagdo com HA pode ter levado a formacédo de aglomerados,
resultando no entupimento da seringa. E os scaffolds impressos de Ecovio e o0
seu biocompdsito com HA apresentaram tamanhos de poros e porosidade
adequada para aplicagdo na engenharia de tecidos 6sseos.

Por fim, a modificagdo da superficie dos scaffolds de Ecovio, através de
tratamento alcalino e adicdo de pTN e HA, otimizou suas propriedades
biolégicas. O tratamento alcalino influenciou positivamente a rugosidade e
hidrofilicidade da superficie, enquanto a adicdo posterior de pTN e HA a
superficie favoreceu a bioatividade dos scaffolds. Ensaios de viabilidade celular,
demonstraram que as amostras sdo biocompativeis e que a modificagdo
superficial favoreceu a adesao e proliferacdo celular, indicando potencial
aplicagcédo na regeneragao ossea.

O objetivo principal deste trabalho foi atingido com sucesso . O trabalho
desenvolvido demonstra que os biocompdsitos a base de Ecovio®, HA e TN
tanto na forma de biocompdsitos como por meio de ativacdo superficial
apresentam um desempenho satisfatério nos requisitos da area e representam

uma alternativa promissora para aplicagao em engenharia de tecidos 6sseos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Explorar outras técnicas de impressao 3D que ndo envolvam altas

temperaturas, evitando problemas com a expansdo do tanino e a

formacgao de aglomerados com HA,;

e Realizar testes de atividade antimicrobiana em scaffolds modificados
superficialmente com tanino;

e Avaliar a degradacéo in vitro dos scaffolds;

e Realizar modificagbes superficiais em scaffolds de Ecovio com HA para
otimizar os resultados biolégicos;

e Explorar mais a fundo a modificagao superficial dos scaffolds, incluindo o

uso de HA na forma nanométrica e outras cargas bioativas para

potencializar a bioatividade e propriedades mecanicas.
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APENDICE A

Para calcular a densidade do scaffold composito (Ecovio/HA), usou-se a regra
das misturas para materiais compdsitos. Este método considera as fragdes de
peso e densidades de cada componente para encontrar a densidade geral. A

férmula é:

Wy X pp+wy; Xp;

Pc = wy +w,

onde:

- pc € a densidade do compésito.

- w1 e W2 sdo as fragdes de peso dos componentes.
- p1 e p2 sdo as densidades dos componentes.

Para o compdsito:

- WEcovio = 0.90

-wHa = 0,10

- PEcovio = 1,25 g/cm3

- pHA € de aproximadamente 3,16 g/cm?
Inserir esses valores na férmula obtém:

pc = (0,90 *1,25) + (0,10 * 3,16) / (0,90 + 0,10)
pc = (1,125) + (0,316) / (1)

pc = 1,441 g/cm?

Portanto, a densidade do scaffold compésito Ecovio/HA é de aproximadamente
1,44 g/cm?.

Dados usados no calculo da porosidade de acordo com a equacao 4.3:
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Tabela A.1 - Dados usados no calculo de porosidade dos scaffolds.

Massa h (cm) D Volume Densidade Densidade Porosidade

(9) (cm) (cm?) teérica  experimental (%)
(g/cm?) (g/cm?)
0,0689 0,2915 0,6935 0,1101 1,25 0,6257 49,9403
o 0,062 0,291 0,689 0,1085 1,25 0,5714 54,2848
3 00692 0,28 0,716 0,1127 1,25 0,6138 50,8954
i 0,0855 0,2905 0,751 0,1287 1,25 0,6644 46,8455
0,0855 0,2955 0,736 0,1257 1,25 0,6801 45,5932
0,0689 0,2945 0,717 0,1189 1,44 0,5794 59,7614
% 0,0775 0,297 0,705 0,1159 1,44 0,6685 53,5790
.g 0,0726 0,306 0,7025 0,1186 1,44 0,6121 57,4920
Lrhoa 0,0661 0,2925 0,6865 0,1083 1,44 0,6105 57,6023
0,0716 0,3065 0,688 0,1139 1,44 0,6284 56,3632

Porosidade média (%):
e Ecovio: 57 £ 2;

e Ecovio/HA: 49,5%* 3




