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RESUMO 

O aumento da expectativa de vida da população tem elevado a demanda 

por procedimentos ortopédicos voltados à reparação óssea, impulsionando o 

desenvolvimento de novos materiais para auxiliar na regeneração de tecidos. 

Neste contexto, este projeto teve como objetivo a obtenção de biocompósitos 

para a fabricação de scaffolds bioativos via impressão 3D, visando à 

regeneração óssea. Os biocompósitos foram baseados em Ecovio® (Poli(ácido 

lático) - PLA/ Poli(adipato-co-tereftalato de butileno) - (PBAT)), hidroxiapatita 

(HA) e um derivado amino-funcionalizado de tanino (TN). Na primeira etapa, 

realizou-se a purificação do TN, a fim de remover impurezas provenientes do seu 

processo de síntese. A etapa seguinte envolveu o processamento dos 

biocompósitos de Ecovio nos quais tanto a HA quanto o tanino purificado (pTN) 

foram incorporados em uma proporção de 10% em massa cada, utilizando um 

misturador interno. Foram investigadas as características térmicas, reológicas, 

morfológicas, mecânicas, além da printabilidade, bioatividade e atividade 

antimicrobiana. Na última etapa, scaffolds de Ecovio® foram impressos em 3D, 

seguidos de modificações superficiais com tratamento alcalino e posterior adição 

de pTN e HA com o objetivo de otimizar suas propriedades biológicas. As 

características morfológicas, mecânicas, de molhabilidade, rugosidade 

superficial, bioatividade e biocompatibilidade com células foram avaliadas. Os 

resultados demonstraram que a purificação do TN foi bem-sucedida e sugerem 

que a adição de pTN e HA não degradou a matriz polimérica, conferindo 

bioatividade e eficácia bactericida nas composições com pTN. Em relação aos 

scaffolds, as modificações superficiais foram realizadas com sucesso, 

otimizando suas propriedades biológicas, como bioatividade e 

biocompatibilidade, favorecendo a proliferação celular. As propriedades 

biológicas e mecânicas dos scaffolds mostraram que os materiais desenvolvidos 

são compatíveis com as exigências para aplicação como enxerto ósseo. 

 

Palavras-chave: Ecovio; Taninos; Hidroxiapatita; Regeneração óssea; 
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 INTRODUÇÃO 

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), a 

expectativa de vida do brasileiro que em 2018 era de 76,2 anos alcançará a idade 

de 81 anos em 2060, e assim 26,7% da população terá 60 anos ou mais [1]. Com 

o aumento da expectativa de vida da população, há um crescente aumento da 

necessidade de procedimentos ortopédicos para reparações ósseas. As 

doenças associadas ao osso são responsáveis por cerca de metade das 

doenças crônicas em pessoas acima de 50 anos [2]. O tecido ósseo é conhecido 

por suas habilidades de cicatrização e/ou autorregeneração. No entanto, defeitos 

ósseos em grande escala não podem ser completamente curados pelo 

organismo [3]. Grandes defeitos ou lesões ósseas, causados por trauma 

(acidentes domésticos e de trânsito), osteoporose, ressecção de tumor ósseo, 

dentre outros, são sérios problemas em ortopedia e trazem grande prejuízo 

econômico à saúde pública e perda da qualidade de vida do paciente [2].  

Existem várias técnicas para tratar lesões e defeitos ósseos em pacientes, 

sendo as principais a utilização de ligas metálicas (aço inoxidável e ligas de 

titânio) e enxertos ósseos [4]. Os tratamentos tradicionais têm várias 

desvantagens e limitações, como rejeição imunológica, múltiplas intervenções 

cirúrgicas, susceptibilidade à contaminação por microrganismos, degradação 

induzida por corrosão de implantes metálicos, perda óssea relacionada à 

diferença de propriedade mecânica entre metal e osso (stress shielding), e falta 

de osseointegração; todos resultando em uma longa reabilitação ou até mesmo 

rejeição do implante [5–7]. 

A engenharia de tecidos tem atraído muita atenção no campo da 

regeneração de tecidos ósseos porque evita as desvantagens dos tratamentos 

convencionais. Ela se concentra no uso de biomateriais, células e fatores de 

crescimento, sozinhos ou em combinação, para facilitar a reparação de defeitos 

do tecido [8]. Um dos componentes vitais na abordagem de engenharia de 

tecidos são os scaffolds (arcabouços), estruturas que atuam como suportes 

temporários para regeneração óssea e estimulam o crescimento ósseo 

vascularizado [9]. Seu propósito é mimetizar a estrutura e função da matriz 

extracelular (MEC) óssea natural, que possa fornecer um ambiente adequado 

para promover a adesão, proliferação e diferenciação celular e ter propriedades 
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físicas apropriadas para o reparo ósseo. Scaffolds para regeneração óssea 

devem ser biodegradáveis para permitir a regeneração completa dos tecidos, e 

os subprodutos dessa degradação também devem ser não-tóxicos e capazes de 

serem eliminados do corpo sem interferência com outros órgãos; devem ser 

biocompatíveis para evitar uma resposta imunológica; devem ter uma estrutura 

porosa, com poros interconectados, para garantir a penetração celular, a difusão 

adequada de nutrientes para as células, e permitir a difusão de produtos 

residuais para fora do scaffold [2,10–12]. 

Scaffolds usados na engenharia de tecidos ósseos podem ser produzidos 

por diversas técnicas, algumas das mais amplamente usadas são a evaporação 

do solvente, separação de fases induzidas termicamente, liofilização e 

eletrofiação [13]. No entanto, o tamanho, a forma e a interconectividade dos 

poros são difíceis de serem totalmente controlados nessas abordagens [4]. Com 

a utilização de técnicas de manufatura aditiva, como a impressão 3D baseada 

em extrusão, é possível a fabricação de scaffolds a partir de materiais 

biodegradáveis e bioativos com morfologia controlada projetados sob medida 

para aplicação em regeneração óssea.  

Os scaffolds utilizados para a regeneração óssea podem ser produzidos 

a partir de diferentes materiais incluindo metais, cerâmicas, polímeros e 

compósitos. Scaffolds metálicos apresentam algumas desvantagens como 

propriedades mecânicas diferentes do osso e liberação de íons tóxicos, 

enquanto materiais inorgânicos têm como limitação a fragilidade intrínseca, e 

scaffolds poliméricos apresentam baixa resistência mecânica [14]. Em 

comparação com materiais inorgânicos e metálicos, materiais poliméricos têm 

uma taxa de degradação mais controlável, melhor flexibilidade e melhor 

capacidade de moldagem, o que permite a produção de formas mais complexas 

[8,10].  

Diversos tipos de matrizes poliméricas podem ser usadas para produção 

de scaffolds como a poli(ԑ-caprolactona) (PCL) [15], poli(ácido láctico) (PLA) [16], 

poli(ácido láctico-co-ácido glicólico) (PLGA) [17], quitosana [18] e colágeno [19]. 

O PLA é um dos mais promissores, sendo um poliéster semicristalino derivado 

do ácido lático, produzido a partir de fontes renováveis, com excelentes 

propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioabsorção [20]. 

Entretanto o PLA é rígido, frágil, pouco hidrofílico, apresenta baixa deformação 
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de ruptura, baixa estabilidade térmica e longo período para degradação in vivo 

[21–23]. Uma das alternativas para otimizar as propriedades do PLA é a mistura 

com outros polímeros biodegradáveis. Um dos polímeros quem vem sendo 

estudado para a formação de blendas com o PLA é o poli(butileno adipato co-

tereftalato) (PBAT). O PBAT é um poliéster biodegradável altamente flexível com 

baixa cristalinidade, fácil processamento, alto alongamento na ruptura e tem se 

mostrado um bom material para aumentar a resistência mecânica e térmica do 

PLA [21,23–25]. Um exemplo de uma blenda com PBAT e PLA comercialmente 

disponível é o ECOVIO®, que é produzido pela BASF com proporção em massa 

de 55/45 PBAT/PLA. Compósitos baseados em PLA/PBAT em geral atendem 

aos requisitos básicos de materiais de engenharia de tecido ósseo em termos de 

resistência mecânica e biocompatibilidade, e têm as vantagens de baixa 

densidade e alta tenacidade [26].  

Uma alternativa que vem sendo utilizada para melhorar as propriedades 

de polímeros aplicados em engenharia de tecidos é a adição de materiais 

cerâmicos. A incorporação de cargas cerâmicas em matrizes poliméricas pode 

levar a obtenção de materiais compósitos com maior resistência mecânica, e 

ainda fornecer propriedade bioativa. As biocerâmicas de fosfato de cálcio vêm 

sendo amplamente usadas em reparos ósseos por serem semelhantes à fase 

mineral do tecido ósseo natural. Dentre as biocerâmicas de fosfato de cálcio, a 

hidroxiapatita (HA) é uma das mais usadas, apresentando caraterísticas como 

biocompatibilidade, osteocondutividade e osteoindutividade devido à 

semelhança com a composição inorgânica do osso [27]. Os compósitos de 

polímeros/cerâmicas são materiais bastante promissores para a engenharia de 

tecidos, pois aliam a flexibilidade, conformabilidade e biodegradabilidade dos 

polímeros com a bioatividade e melhores propriedades mecânicas das biocargas 

[28–30]. 

Embora muitos trabalhos estejam sendo realizados para desenvolver 

novos materiais para regeneração de tecidos, a pesquisa e o conhecimento 

sobre os fatores subjacentes à contaminação microbiana relacionada ao 

implante do scaffold que pode levar a severas infecções são menos abrangentes 

[31]. A contaminação do implante pode levar à necessidade de substituição do 

material implantado e, em casos mais severos, a morte do paciente [31,32]. 

Cerca de 2 a 5% dos implantes ortopédicos são agravados por infecção e isso 
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pode aumentar até 30% no caso de fraturas expostas [33]. Este cenário tem um 

prognóstico ainda mais assustador devido à crescente resistência das bactérias 

aos antibióticos usados atualmente. Portanto, é essencial que um scaffold para 

uso regenerativo ósseo apresente propriedades antimicrobianas para prevenir 

tais infecções. Várias estratégias vêm sendo adotadas com esta finalidade, como 

por exemplo a incorporação de metais (Ag [34] e Au [35]), nanopartículas de 

óxidos metálicos (ZnO [36], CeO2[37], Fe3O4 [38]), macromoléculas naturais 

(quitosana [39], lignina [40], tanino [41]), peptídeos [42] e antibióticos [43] dentro 

de scaffolds. Apesar do sucesso desses agentes antimicrobianos, ainda existem 

preocupações relacionadas com à toxicidade de metais e à resistência 

bacteriana para os antibióticos conhecidos [44].  

Os polifenóis naturais, como a lignina e tanino, são 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 antibióticos e metais. O 

derivado catiônico amino-funcionalizado de tanino, comercialmente conhecido 

como Tanfloc (TN) exibe propriedades como biodegradabilidade, 

citocompatibilidade e atividade bactericida [55–58] e, portanto é muito promissor 

para engenharia de tecidos.  

Dentro deste cenário, neste presente trabalho foi associado pela primeira 

vez a blenda Ecovio® com o TN e a hidroxiapatita para produção de scaffolds e 

aplicação na regeneração de tecidos ósseos. Até o presente momento, não há 

relatos na literatura de trabalhos abordando a produção de scaffolds Ecovio® 

com TN e HA via impressão 3D, ou qualquer outra técnica tradicional de 

manufatura.   
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2 OBJETIVOS 

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de 

biocompósitos bioativos e antimicrobianos à base de Ecovio® (blenda 

PLA/PBAT) com adição de hidroxiapatita (HA) e um derivado amino-

funcionalizado de tanino (TN), visando a obtenção de scaffolds utilizando 

impressão 3D como técnica de fabricação e aplicação na engenharia de tecido 

ósseo. 

Os objetivos secundários compreendem a incorporação de HA e TN  tanto 

na forma de compósito, através da mistura com o Ecovio durante o 

processamento no estado fundido, como na forma de modificação superficial 

utilizando um tratamento básico com NaOH para ativar a superfície. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Engenharia de tecido ósseo 

A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar de pesquisa que 

emprega princípios de química, biologia e engenharia para estudar a interação 

de tecidos vivos com biomateriais. Os biomateriais devem auxiliar na 

regeneração de órgãos ou tecidos lesionados [59]. Uma das abordagens mais 

promissoras nesse sentido é o emprego de biomateriais em forma de scaffolds 

(arcabouços) que atuam como suportes temporários para promoverem a adesão 

e proliferação de células [60]. 

Scaffolds utilizados para regeneração de tecido ósseo precisam ser 

porosos para permitir o crescimento de células e transporte de nutrientes, 

oxigênio, fatores de crescimento e produtos residuais, e para arquiteturas 

maiores, os poros também devem facilitar a vascularização para evitar a necrose 

no núcleo [10]. Scaffolds para regeneração óssea comumente apresentam poros 

entre 100 e 800 µm, permitindo uma adequada troca de nutrientes e facilitando 

o crescimento celular, o que contribui para a eficácia na formação do tecido 

ósseo [61]. Além da porosidade, outras propriedades importantes para o sucesso 

dos scaffolds são a interconectividade entre poros (60-80%), resistência 

mecânica, para suportar a carga imposta pelo corpo, a biodegradabilidade e a 

taxa de degradação [62]. Também deve ser biocompatível, para permitir a 

atividade celular normal sem provocar qualquer efeito tóxico local ou sistêmico 

[63]. 

O osso é composto basicamente de hidroxiapatita (HA) e colágeno, 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 é a 

camada externa densa do osso com menos de 10 vol% de porosidade. Ambos 

os tipos de osso sofrem remodelação dinâmica, maturação, diferenciação e 

reabsorção que são controladas por meio de interações entre os osteócitos, 

osteoblastos e células osteoclásticas. Os osteoblastos são os principais 

responsáveis pela formação de osso novo, enquanto os osteoclastos são 

responsáveis pela reabsorção de osso maduro. Esse processo dinâmico 
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envolvendo osteoclastos e osteoblastos é conhecido como remodelação óssea 

e é responsável pela manutenção de um osso saudável [4,64,65]. 

 

 

Figura 3.1 - Estrutura e composição do osso. Adaptado de [65]. 

 

Fosfatos de cálcio, como hidroxiapatita (HA, Ca10(PO4)6(OH)2), 

apresentam boa biocompatibilidade, osteocondutividade (capacidade de 

proliferar células ósseas) e osteoindutividade (capacidade de induzir a 

diferenciação de células-tronco em células osteogênicas, levando à formação de 

tecido ósseo) devido à semelhança com a composição inorgânica do osso [27]. 

A HA vem sendo combinada com diferentes matrizes poliméricas naturais e 

sintéticas biodegradáveis, como poli(ԑ-caprolactona) (PCL) [66], poli(ácido 

láctico) (PLA) [67], poli(ácido glicólico) (PGA) [68], poli(ácido láctico-co-ácido 

glicólico) (PLGA) [69], poli(adipato-co-tereftalato de butileno) (PBAT) [25], 

quitosana [70] e colágeno [69]. Polímeros sintéticos possuem algumas 

vantagens, como: (i) são produzidos sob condições controladas e, portanto, 

exibem propriedades reprodutíveis e controle de impurezas, (ii) exibem uma taxa 

de degradação controlada, (iii) possibilidade de projetar ou ajustar as 

propriedades mecânicas e de fabricar formas complexas, (iv) pode ser produzido 

a custos reduzidos, em grandes quantidades e com longo tempo de validade 
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[71]. No tópico a seguir, serão abordados em detalhes os materiais utilizados 

nesse estudo. 

 

3.2 Composição de scaffolds para regeneração óssea 

3.2.1 Poli(ácido lático) – PLA 

  O PLA é um poliéster alifático sintético, termoplástico e biodegradável. É 

sintetizado a partir do ácido lático obtido de fontes renováveis como amido de 

milho e cana de açúcar [72,73]. O PLA dispõe de características interessantes, 

tais como biocompatibilidade e absorção biológica (gera subprodutos atóxicos, 

presentes no metabolismo de animais e microrganismos), além de fácil 

processabilidade no estado fundido e baixo impacto ambiental [74]. A Figura 3.2 

representa a estrutura química do PLA. 

 

 

Figura 3.2 - Estrutura química do PLA. Adaptado de [75]. 

 

O PLA tem um vasto campo de aplicações, abrangendo desde o setor de 

embalagens até a área biomédica. Suas propriedades notáveis, como 

biocompatibilidade e biodegradabilidade, o tornam especialmente adequado 

para fins médicos como suturas, implante oral, liberação controlada de 

medicamentos e scaffolds para engenharia de tecidos [75,76]. Apesar de todas 

suas vantagens, algumas propriedades do PLA como fragilidade, rigidez, baixa 

deformação de ruptura e baixa estabilidade térmica limitam sua aplicação em 

larga escala [21,24]. Diversos estudos relataram que a mistura de PLA com 

outros polímeros é uma das melhores soluções para melhorar suas 

propriedades, particularmente com polímeros mais flexíveis, 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 copolímero biodegradável da classe dos poliésteres 

alifáticos-aromáticos, proveniente de fontes fósseis, comercializado pela BASF 

com o nome de Ecoflex® [78]. Sua biodegradabilidade se deve ao grupo adipato 

de butileno (segmento BA) e sua estabilidade mecânica 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 

alifático-aromático com unidades aromáticas na faixa de 35–55 mol% oferece 

um balanço ideal entre biodegradabilidade e propriedades físicas [80]. 

 

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

 

O PBAT apresenta fácil processabilidade e propriedades mecânicas 

similares a do polietileno de baixa densidade [81]. Além disso, é biocompatível, 

flexível e possui maior alongamento na ruptura que muitos poliésteres 

biodegradáveis [82,83]. Em relação ao uso de PBAT para fins biomédicos, este 

polímero tem sido muito pouco estudado, apenas alguns artigos relatam a 

possibilidade de seu uso para algumas aplicações clínicas [84,85]. Apesar de 

terem poucos relatos acerca de suas propriedades in vivo, diversos estudos 

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

 

3.2.3 Blendas poliméricas 

As blendas poliméricas têm se destacado como uma abordagem prática 

que oferece uma alternativa para a obtenção de materiais poliméricos com 

propriedades que, em geral, não podem ser encontradas em um material 

individual, expandindo as possibilidades para diversas aplicações, desde o setor 

de embalagens a setores mais avançados como a aeronáutica e biomédico [88]. 
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As blendas poliméricas são misturas físicas de dois ou mais tipos de 

polímeros, que, quando combinados, exibem características únicas, decorrentes 

da interação entre os componentes individuais. Essas interações podem ocorrer 

em nível molecular, afetando a morfologia, a cristalinidade e as propriedades 

mecânicas, térmicas e de processamento das blendas. Para ser considerada 

uma blenda, os compostos devem conter uma concentração superior a 2% em 

massa do segundo componente minoritário [89]. Uma das vantagens das 

blendas poliméricas é a habilidade de combinar características específicas de 

cada componente, resultando em materiais com propriedades sob medida para 

aplicações específicas. Além disso, o desenvolvimento de uma blenda é 

economicamente mais viável do que a síntese de um novo polímero [90]. 

As blendas poliméricas podem ser classificadas em três categorias 

principais com base na miscibilidade de seus componentes: miscíveis, 

parcialmente miscíveis e imiscíveis. Nas blendas miscíveis, os polímeros se 

dissolvem uns nos outros em escala molecular, resultando em uma única fase 

homogênea. Por outro lado, nas blendas parcialmente miscíveis, os polímeros 

formam múltiplas fases, mas ainda exibem um grau de interação entre as fases 

ou miscibilidade em nível molecular em uma faixa de composição específica. Já 

nas blendas imiscíveis, os polímeros não se misturam em nível molecular, 

formando fases distintas [91,92]. 

A determinação da miscibilidade das blendas poliméricas pode ser 

realizada por meio de diversas técnicas de caracterização. A microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET) pode ser utilizada para 

observar a morfologia da blenda, ilustrando a presença de fases distintas ou uma 

única fase homogênea. Adicionalmente, técnicas como a calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) podem fornecer informações sobre a temperatura 

de transição vítrea (Tg), indicando miscibilidade ou imiscibilidade. Por exemplo, 

quando as curvas de DSC exibem duas Tg distintas e idênticas às dos 

componentes puros, isso sugere que se trata de uma blenda imiscível, com fases 

separadas. Entretanto, em sistemas restritos ou com baixa mobilidade de fases, 

isso pode não ser claramente observado.  Por outro lado, quando se observa 

uma única Tg com valor intermediário às dos componentes puros, diz-se que a 

blenda é miscível, apresentando uma única fase homogênea [93,94]. Essas 

técnicas de caracterização são essenciais para compreender as propriedades e 



12 
 

comportamento das blendas poliméricas, orientando o desenvolvimento de 

materiais com aplicações específicas na engenharia de tecidos ósseos e outras 

áreas da ciência dos materiais.  

A morfologia das blendas poliméricas desempenha um papel crucial na 

determinação de suas propriedades finais, referindo-se à organização espacial 

dos componentes poliméricos na mistura, incluindo tamanho, forma e 

distribuição. Nas blendas imiscíveis, essa morfologia geralmente envolve uma 

fase dispersa dentro de uma matriz contínua, que pode apresentar diferentes 

formas, como gotículas, esferas, lâminas ou fibras, com a proporção dos 

componentes influenciando a organização das fases e a quantidade de 

interfaces. Em certos casos, quando as proporções se aproximam, surge a co-

continuidade, onde não há distinção clara entre as fases dispersas e a matriz, 

resultando em propriedades distintas das blendas com morfologias tradicionais 

[95,96]. 

No contexto da regeneração óssea, as blendas poliméricas têm 

despertado grande interesse devido à sua capacidade de combinar as 

características desejáveis de diferentes polímeros, como o PLA e o PBAT. 

Blendas compostas de PBAT e PLA comercialmente disponíveis, tendem a ter 

separação macrofásica e apresentar duas Tg diferentes. Sendo assim, blendas 

de PLA/PBAT não modificadas são imiscíveis[97].  

 
3.2.4 Ecovio® 

O Ecovio® consiste em uma família de blendas poliméricas comerciais, 

produzidas pela BASF, compostas de diferentes proporções de PLA 

(biopolímero rígido e frágil proveniente de fontes renováveis) e PBAT (polímero 

de origem fóssil, flexível e resistente) e obtidas por meio do processo de extrusão 

[78]. Trata-se de uma blenda 100% biodegradável e totalmente compostável. 

Seu processo de decomposição no solo se dá dentro de poucas semanas, em 

condições adequadas, de acordo com as normas internacionais EN 13432 

(europeia) e a ASTM D6400 (norte-americana) [78,98]. A blenda usada nesse 

trabalho é dada em uma proporção em massa de 55/45 de PBAT e PLA, 

respectivamente. Na blenda Ecovio, a presença do PLA em menor quantidade 

contribui para aumentar a rigidez do PBAT, oferecendo um equilíbrio entre a 

flexibilidade e a resistência mecânica dos dois polímeros [99]. Aliando as 
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propriedades mecânicas de seus materiais constituintes, como mostra a Figura 

3.4, o Ecovio® apresenta-se como um termoplástico semiflexível e com uma 

resistência mecânica considerável, indicado para a produção de filmes para 

agricultura, embalagens e sacolas plásticas em geral [98]. Mas outras aplicações 

incluem embalagens de alimentos [78], bloqueadores de radiação ultravioleta 

[100], filtros para tratamento de água [101], sistemas de liberação de fármacos 

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

 

Figura 3.4 - Características do PBAT (Ecoflex®), do PLA e do PBAT/PLA 

(Ecovio®). Adaptado de [98]. 

 
O Ecovio® apresenta estrutura morfológica semicristalina e aspecto 

translúcido. Por se tratar de uma blenda imiscível, apresenta dois pontos de 

fusão: 150-160 °C (PLA) e 110-120 °C (PBAT), entretanto, é termicamente 

estável até 230 °C [104,105]. É possível de ser obter uma blenda com diferentes 

características mecânicas a depender da proporção dos seus componentes, 

devido às propriedades mecânicas distintas entre o PBAT e o PLA. As 

propriedades mecânicas e térmicas do Ecovio® contendo 45% de PLA são 

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 específica 1240 - 1260 Kg m-3 

Ponto de fusão 110 - 155 °C 

Módulo elástico 2240 - 2680 MPa 

Resistência à tração 40 - 56 MPa 

Resistência máxima 20 - 27 MPa 

Elongação 38 - 56 % 

Fonte: adaptado de [105]. 

 

O processo de biodegradação do Ecovio® se deve à presença de grupos 

éster nas cadeias principais dos polímeros que o compõe. Este tipo de grupo 

funcional é hidrolisável, facilitando assim a biodegradação do polímero [105]. Por 

se tratar de uma blenda constituída por dois polímeros termoplásticos, o Ecovio® 

pode ser reprocessado e reciclado, no qual seus produtos podem ser obtidos por 

extrusão, injeção, sopro ou termoformagem [78].  

Diante das suas características, o Ecovio® se mostra como um material 

promissor para aplicação na biomedicina, porém é praticamente inexplorado 

ainda. Um exemplo de aplicação na área médica foi reportado por Antunes e co-

autores [102], que sintetizaram nanofibras a base de Ecovio® para liberação 

controlada de fármaco (Cilostazol) para doenças arteriais. As nanofibras foram 

obtidas pela técnica de eletrofiação e demostraram eficiência em tratamentos de 

curto (abaixo de 6h) e longo prazo (12h). Após uma pesquisa bibliográfica 

extensa e detalhada não foi encontrado na literatura pesquisas que abordam a 

obtenção de scaffolds da blenda polimérica comercial Ecovio® para aplicação na 

área de engenharia de tecidos ósseos, fazendo com que essa proposta de 

pesquisa apresente um cunho inédito. 

 

3.2.5 Hidroxiapatita (HA) 

Os fosfatos de cálcio, como o β-fosfato tricálcico (TCP) e a hidroxiapatita 

(HA) estão entre as biocerâmicas mais utilizadas na área médica. A 
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hidroxiapatita ocupa um lugar de destaque por apresentar-se quimicamente e 

estruturalmente muito similar à fase mineral do osso, preenchendo pré-requisitos 

biológicos importantes para sua interação com meios orgânicos, tais como 

bioatividade e osteocondutividade, as quais consistem na capacidade do 

material formar ligações químicas com os ossos, ocasionando uma melhor 

adesão do implante, bem como, acelerando o crescimento de um novo osso ao 

seu redor [106]. A fórmula química da hidroxiapatita estequiométrica é 

Ca10(PO4)6(OH)2, com razão Ca/P igual a 1,67 [107]. Porém, a HA geralmente 

não é estequiométrica em ossos humanos devido à deficiência de cálcio, 

apresentando relações Ca/P variando de 1,5 a 1,67, afetando suas propriedades 

biológicas e mecânicas [67]. 

HA é uma escolha natural quando se trata de pesquisas na área de 

engenharia de tecido ósseo, pois é um componente importante dos tecidos duros 

de vertebrados e constitui cerca de 60-70% da massa óssea e 98% da massa 

do esmalte dentário. Scaffolds puramente a base de HA podem ter propriedades 

biológicas ótimas, mas são geralmente caracterizados por serem rígidos e 

frágeis. Por esta razão, uma abordagem de compósito visando a combinação de 

HA com polímeros é frequentemente preferida [108].  

 

3.3 Biomateriais com propriedades bactericidas 

Apesar de inúmeras pesquisas abordando o desenvolvimento de suportes 

porosos voltado para engenharia de tecidos ósseos, a preocupação com a ação 

de microrganismos após implantação do biomaterial ainda é pouco abordada 

[31]. Após a cirurgia para incorporação de implantes, 20 a 25% sofrem 

contaminação do implante ou do tecido adjacente com microrganismos, que 

podem levar a neessidade de substituição do material implantado e, em severos 

casos, a morte do paciente [31]. O Staphylococcus aureus (S. aureus) é o 

micróbio que mais causa infecções em implantes ortopédicos, compreendendo 

até dois terços de todos os patógenos e pode causar uma série de doenças, 

desde pequenas infecções de pele até doenças potencialmente fatais, como 

pneumonia, meningite e sepse [109,110]. A adesão bacteriana é o primeiro e 

mais importante passo na infecção do implante, e é um processo complexo 
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fortemente influenciado por fatores como composição e morfologia do material 

[109].  

 Esse quadro se torna ainda mais preocupante, quando é levado em 

consideração a resistência bacteriana aos antibióticos disponíveis atualmente, 

que tem se tornado cada vez maior. Estima-se que a morte por infecções 

resistentes a medicamentos resulte em uma mortalidade maior do que o câncer 

em 2050, causando um número de mortes de aproximadamente 10 milhões de 

pessoas [111]. Dentro desse contexto, o desenvolvimento de scaffolds para 

aplicações biomédicas com propriedades antimicrobianas mostram-se uma 

excelente alternativa para o uso de antibióticos. A incorporação de agentes 

bactericidas em scaffolds tem o objetivo de proteger o paciente 

instantaneamente e efetivamente contra infecções após a cirurgia. 

Dentre os materiais utilizados como agentes bactericidas, destacam-se as 

nanopartículas de prata, selênio, zinco, cério, ouro, cobre e titânio, quitosana e 

polifenóis naturais como a lignina e taninos [40,45,112]. Ainda existe um certo 

receio quanto á toxicidade relacionada aos metais, fazendo com que a procura 

por materiais de origem natural tenha sido cada vez maior nos últimos anos. A 

quitosana é um dos biopolímeros mais estudados na área biomédica, sendo um 

polissacarídeo derivado de crustáceos (animais com exoesqueletos duros) que 

apresenta excelentes propriedades biológicas, 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 à membranas bacterianas carregadas 

negativamente, induzindo o rompimento da membrana [112]. No entanto, 

scaffolds à base de quitosana já foram amplamente estudados e aplicados no 

campo da engenharia tecidual [55,114,115].  

 Os taninos são estruturas fenólicas naturais presentes em inúmeras 

espécies vegetais, particularmente no hemisfério sul. Eles são úteis para ajudar 

as plantas na defesa contra insetos e fungos [52]. Taninos possuem atividade 

antimicrobiana devido à grande quantidade de grupos fenólicos ácidos em suas 

estruturas [116]. Os taninos são classificados em dois grupos: hidrolisáveis e 

condensados (Figura 3.5). Os taninos hidrolisáveis são formados basicamente 

por moléculas de ácido gálico ligadas em unidades de açúcares (glicose). Já os 
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condensados são mais abundantes e incluem oligômeros e polímeros de 

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

 

 

Figura 3.5 - (a) Estrutura química de taninos hidrolisáveis. (b) Estrutura química 

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, extraído da Acacia mearnsii, popularmente rotulada de 

Acácia Negra. O TN é produzido em escala industrial pela empresa TANAC S.A. 

O TN é amplamente utilizado como agente de coagulação-floculação no 

tratamento de águas residuais e efluentes, como uma alternativa ao uso de 

agentes de coagulação tradicionais, tais como o sulfato de alumínio e o sulfato 

de ferro (II). A síntese do TN é obtida pela reação de taninos condensados com 

ácido fórmico e cloreto de amônio [119]. A estrutura do TN é afetada por 

processos de hidrólise-hidratação, principalmente em condições alcalinas 

extremas (pH> 9,0) [57]. O TN é um composto orgânico que apresenta caráter 

catiônico, 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 

condições de pH inferiores a 6,0. Os cátions orgânicos do TN são estabilizados 

por contra íons cloreto. O TN tem uma grande distribuição de massa molar (61 

± 45 kDa) [58]. 
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Figura 3.6 - Estrutura química do derivado catiônico 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 

tóxicos [121]. Além disso o TN e taninos condensados possuem propriedades 

como ação antimicrobiana, citocompatibilidade, hemocompatibilidade e redução 

de colesterol [55]. O mecanismo de ação antimicrobiana do TN se dá através da 

presença dos grupos fenólicos e amino em sua estrutura. Grupos amino 

protonados podem romper a parede celular microbiana carregada 

negativamente, ocasionando a morte de microrganismos [55]. Já os grupos 

fenólicos podem acidificar o meio em que os microrganismos se encontram. Esse 

processo também pode levar à ruptura da membrana citoplasmática de bactérias 

[120,122].  

Foi demonstrado em diversos estudos que o TN possui ação 

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa [55,57,58,118,120,122]. Estudos mostraram também a aplicação de 

TN na produção de revestimentos para a modificação de superfícies. Câmara 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 os revestimentos suportam a adesão, crescimento e 

diferenciação 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 superfície de nanotubos de titânio, melhoraram 

a taxa de diferenciação osteogênica de células ADSCs, bem como a deposição 

mineral óssea [56]. Da Cruz et al. [55], em um estudo recente, desenvolveram 
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hidrogéis a base de poli(álcool vinílico) (PVA) e TN em diversas proporções em 

massa. Foi demonstrado que o hidrogel na razão 90/10 de PVA/TN suporta a 

fixação e proliferação de células tronco mesenquimais da medula óssea (bone 

marrow mesenchymal stem cells - BMSCs) após 7 dias de cultura. Portanto, fica 

evidente que o TN se apresenta como um material adequado para aplicações 

como suportes porosos na engenharia de tecidos ósseos. 

 

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

O desenvolvimento de scaffolds a partir de compósitos poliméricos com 

cargas bioativas tem despertado grande interesse na área de engenharia de 

tecidos. Esses materiais combinam as vantagens dos polímeros com as 

propriedades específicas das cargas, resultando em atributos superiores e 

promissores em relação aos materiais individuais, como melhores propriedades 

mecânicas e biológicas. Nesse tópico será 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 separação de fase induzida por solvente. As 

blendas de PLA/PBAT foram preparadas nas seguintes proporções 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 concentração 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 resistência à 

tração e alongamento na ruptura. O scaffold de PLA/PBAT 50/50 apresentou 

resistência à tração de 3,02 MPa, superando o PLA puro, que apresentou 0,3 

MPa. Além disso, a elongação na ruptura foi cinco vezes maior que a do PLA 

puro (3,8%), melhorando significativamente a flexibilidade e ductilidade devido à 

adição de PBAT. A molhabilidade dos scaffolds porosos indicou uma estrutura 

favorável para a absorção de água, diretamente relacionada ao tamanho e 

porosidade dos poros. Além disso, a estrutura dos scaffolds mostrou alta 

capacidade de suportar a adesão e proliferação de células fibroblásticas. Nesse 

sentido, um vasto campo de pesquisa está aberto para ser explorado, inclusive 

na área médica. 
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Em um estudo conduzido por Yan et al. [26], foram preparados compósitos 

de nano-hidroxiapatita (n-HA), PLA, PBAT e celulose microcristalina (MCC) por 

meio do método de mistura de solução, utilizando proporções 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 degradação dos materiais. Comparado ao compósito sem n-HA, 

a cristalinidade dos compósitos com 6% em massa de n-HA aumentou em 62%. 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) e a microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) mostraram que o n-HA estava uniformemente disperso nos 

compósitos quando a proporção de n-HA era inferior a 6% em massa, enquanto 

uma aglomeração de n-HA apareceu na proporção de adição de 10% em massa. 

O teste de tração demonstrou que a resistência à tração dos compósitos com 

diferentes proporções de adição superou as necessidades dos materiais de 

engenharia de tecido ósseo. A introdução de n-HA nos compósitos obtidos 

simulou a composição e estrutura do osso nativo, sugerindo um potencial de 

utilidade e aplicação na engenharia de tecidos ósseos. Embora os autores 

sugiram a aplicação para regeneração óssea, nenhum teste biológico foi 

realizado. 

Em um estudo recente, Fang et al. [124] desenvolveram um compósito de 

scaffold à base de PLA/PBAT (80% em massa de PLA e 20% em massa de 

PBAT), com nHA e EDTMPA (ácido etilenodiamina-tetrametilenofosfônico) como 

cargas de reforço, fabricado por um processo simples de extrusão. A adição de 

nHA e EDTMPA melhorou a bioatividade e as propriedades mecânicas dos 

scaffolds, tornando-os adequados para aplicações em engenharia de tecido 

ósseo. Os scaffolds demonstraram excelente compatibilidade com células 

osteoblásticas e promoveram a deposição de fosfato de cálcio, essencial para a 

regeneração óssea. 

Suttiat et al. [125] desenvolveram um scaffold poroso de PLA/PBAT (70:30 

em massa) para engenharia de tecido ósseo usando uma técnica de espumação 

a gás e lixiviação de partículas, seguida de biomineralização assistida por 

polidopamina (PDA). O scaffold foi revestido com PDA por imersão em uma 

solução de dopamina, criando uma superfície bioativa. A subsequente imersão 

em fluido corporal simulado (SBF) facilitou a deposição de cristais de nHA na 

camada de PDA, melhorando as propriedades osteogênicas do scaffold. Esse 
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processo melhorou significativamente a bioatividade, as propriedades 

mecânicas e a compatibilidade com células osteoblásticas (MG-63), tornando-o 

um candidato promissor para aplicações em engenharia de tecido ósseo. 

Em um outro estudo, Liu et al. [126] desenvolveram scaffolds de 

microfibras porosas oca composto de uma combinação de PLA, PBAT e PVA 

por meio de eletrofiação coaxial para uso em cicatrização de feridas. Os 

resultados mostraram que a manutenção da proporção em massa PLA:PBAT em 

7:3 resultou em compósitos de alta qualidade, com aumento de 36,25% na 

tenacidade e 4,9% na biodegradabilidade em comparação com o PLA puro. 

Ensaios de cicatrização in vivo sugerem que os compósitos carregados podem 

promover efetivamente a cicatrização de feridas no 13º dia. Além disso, a adição 

de CRT-15, uma molécula com propriedades terapêuticas, facilitou a cultura 

celular, acelerou a cicatrização e controlou eficientemente a liberação do 

medicamento. Os compósitos funcionais de microfibras PLA/PBAT@CRT-15 

também reduziram a resposta inflamatória, promoveram a regeneração 

epidérmica e aumentaram a deposição de colágeno, 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 resíduos de casca de ovo. Os 

compósitos foram preparados por extrusão seguida de moldagem por injeção; 

eles apresentaram um aumento significativo de 15% nas propriedades de tração 

em comparação com a blenda PLA/PBAT e não mostraram citotoxicidade em 

relação às células fibroblásticas de camundongo NIH-3T3. 

Scaffolds de PLA, PBAT e poliésteres em geral apresentam baixa adesão 

celular e mineralização óssea devido à sua natureza hidrofóbica [128,129]. Essa 

limitação também pode resultar em rejeição biológica, uma vez que os materiais 

são reconhecidos como partículas estranhas pelo corpo. As propriedades da 

superfície de um material de scaffold desempenham um papel fundamental na 

adesão, proliferação e funções subsequentes das células [130,131]. A 

modificação superficial surge com uma alternativa para otimizar suas 

propriedades, tornando-os mais biocompatíveis e propícios para engenharia de 

tecidos. Essa modificação altera a superfície hidrofóbica para hidrofílica e 

permite a fixação de moléculas bioativas, fatores de crescimento ou 
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medicamentos, aprimorando as propriedades biológicas do scaffold e 

promovendo a regeneração tecidual [132]. 

De acordo com Mohd Sabee et al [133] diferentes tratamentos de 

superfície podem ser aplicados aos scaffolds, tais como tratamentos por plasma, 

aprisionamento físico de pequenas moléculas funcionais, aminólise e hidrólise. 

Comparado a estas outras técnicas de modificação de superfície, o tratamento 

alcalino é menos demorado, menos trabalhoso e mais econômico, além de ser 

mais eficaz na penetração de estruturas porosas e na formação de ligações 

covalentes fortes [134]. Trata-se de uma estratégia simples e eficaz, que envolve 

a imersão dos scaffolds em soluções básicas, como o hidróxido de sódio 

(NaOH). Este processo resulta na hidrólise das ligações éster dos poliésteres 

devido ao ataque nucleofílico dos íons hidróxido no carbono carbonílico, levando 

à incorporação de grupos hidroxila (-OH) e ao aumento da rugosidade da 

superfície, o que melhora a hidrofilicidade da matriz polimérica, além de 

promover melhor adesão e proliferação celular [135]. Estudos in vivo mostraram 

que scaffolds a base de poliéster tratados com NaOH aumentaram a 

diferenciação osteogênica de células-tronco mesenquimais derivadas da medula 

óssea humana em comparação com scaffolds não tratados, resultando em maior 

formação óssea, demonstrando a eficácia desse método simples e eficiente para 

a modificação de superfícies degradáveis [136]. 

Um estudo realizado por Jaidev e Chatterjee [128] explora o 

aprimoramento da atividade osteogênica em scaffolds de PLA impressos em 3D 

por meio de modificação de superfície. Os pesquisadores utilizaram tratamento 

alcalino, seguido de enxerto de polietilenimina (PEI) e ácido cítrico (CA) nos 

scaffolds de PLA e, posteriormente, os revestiram com hidroxiapatita deficiente 

em cálcio (PLA-HaP) por imersão em SBF. Essa modificação não apenas 

melhorou a rugosidade da superfície dos scaffolds, mas também alterou a 

energia superficial, o que contribuiu para o aumento da molhabilidade, como 

indicado pela diminuição do ângulo de contato da água de 124° para 78°. As 

estruturas de PLA-HaP modificadas apresentaram aproximadamente 50% a 

mais de adesão e proliferação de células-tronco mesenquimais humanas 

(hMSC) e o dobro de deposição mineral em comparação com o PLA não 

modificado, destacando sua maior bioatividade e adequação para aplicações em 

engenharia de tecido ósseo. 
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Em outro estudo realizado por Martin e colaboradores [137] foram 

desenvolvidos scaffolds multifuncionais de PLA via manufatura adtitiva para 

regeneração óssea. O processo de fabricação envolveu impressão 3D, hidrólise 

alcalina (NaOH) e um método de revestimento com colágeno, minociclina e 

nanopartículas de hidroxiapatita-citrato que aprimorou a rugosidade da 

superfície e alterou a energia superficial, favorecendo o aumento O processo de 

fabricação envolveu impressão 3D, hidrólise alcalina (NaOH) e um método de 

revestimento usando colágeno, minociclina e nanopartículas de hidroxiapatita-

citrato que aprimorou a rugosidade da superfície e alterou a energia superficial, 

favorecendo o aumento a hidrofilicidade, reduzindo o ângulo de contato da água 

de 45° para 17°. Os scaffolds apresentaram significativa atividade antibacteriana 

contra Staphylococcus aureus e promoveram a adesão, proliferação e 

diferenciação osteogênica de células-tronco (hMSC), conforme evidenciado pelo 

aumento da expressão de genes osteogênicos (RUNX2, OCN, OPN). Esses 

resultados indicam que os scaffolds projetados possuem propriedades 

antimicrobianas e osteogênicas aprimoradas, tornando-os adequados para 

aplicações em engenharia de tecido ósseo. 

 

3.5 Manufatura aditiva 

As técnicas disponíveis para fabricação de scaffolds podem ser divididas 

em duas categorias principais: convencional e manufatura aditiva. Técnicas 

convencionais incluem evaporação de solvente e lixiviação de partículas 

(solvent-casting and particle leaching), liofilização (freeze drying), separação de 

fases termicamente induzida (thermally induced phase separation - TIPS), 

formação de espuma por gás (gas foaming), processo de formação por pó 

(powder-forming process), processo sol-gel, e eletrofiação; parte desses 

métodos são subtrativos, nos quais partes do material são removidas de um 

bloco inicial para alcançar a conformação desejada. As principais desvantagens 

incluem a capacidade limitada de controlar a geometria do material e o uso de 

solventes orgânicos que podem comprometer a viabilidade celular [13]. 

Para fabricar scaffolds com geometria uniforme ou com maior 

complexidade, é utilizada a impressão 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 informação 

anatômica do paciente utilizando tomografia computadorizada (CT) ou imagens 

por ressonância magnética (MRI), e gerando um modelo CAD (computer-aided 

design) é possível obter scaffolds personalizados de acordo a necessidade do 

paciente [138]. As técnicas de MA utilizam processos de fabricação aditiva que 

fabricam o objeto 3D final via deposição de camadas sobrepostas, utilizando 

materiais líquidos, sólidos ou na forma de pós. Em geral, essas técnicas não 

utilizam solventes orgânicos tóxicos, e permitem um maior controle da geometria 

do material, levando a uma maior biocompatilidade [13]. 

Dentre as principais tecnologias de MA utilizadas para a fabricação de 

scaffolds, estão as baseadas em extrusão, que podem ser classificadas em três 

técnicas: fabricação de filamentos fundidos (fused filament fabrication – FFF), 

MA por extrusão via rosca e MA por extrusão em seringa (Figura 3.7). A primeira 

funciona com base no princípio de fundir filamentos termoplásticos, normalmente 

ABS ou PLA, e extrudá-los através de um bico aquecido. Na manufatura aditiva 

por extrusão com rosca, a dinâmica envolve alimentar grânulos de polímero em 

um mecanismo rosqueado dentro de um barril aquecido. Enquanto a rosca se 

move, o polímero fundido é empurrado através de um bico, com a taxa de 

extrusão controlada pela velocidade de rotação da rosca. Embora o sistema de 

rosca possua um módulo de alimentação mais complexo em comparação com 

outros métodos, ele oferece a potência necessária para materiais de alta 

viscosidade. Por fim, nos sistemas de manufatura aditiva por extrusão de 

seringa, material no estado sólido (na forma de pó, pellets ou grânulos) é 

colocado em uma seringa, onde o material é fundido e a impressora pressiona o 

êmbolo 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 extrusão: (a) 

fabricação de filamentos fundidos; (b) extrusão com rosca e (c) extrusão de 

seringa. Adaptado de [140]. 

 

A impressão 3D usando extrusão por seringa oferece várias vantagens, 

especialmente em engenharia de tecidos. Esta técnica permite o uso de uma 

ampla gama de materiais, incluindo hidrogéis, biopolímeros e compósitos, 

fornecendo a flexibilidade essencial para aplicações biomédicas onde 

propriedades mecânicas específicas e biocompatibilidade são necessárias 

[142,143]. A extrusão por seringa também permite um maior controle na 

deposição de materiais, possibilitando a confecção de geometrias complexas e 

estruturas finas, crucial para fabricar scaffolds com porosidade e propriedades 

mecânicas sob medida [144]. O método é particularmente adequado para 

produzir scaffolds que suportam o crescimento celular e a regeneração de 

tecidos, permitindo a formação de poros interconectados que facilitam o fluxo de 

nutrientes e a remoção de resíduos, mimetizando a matriz extracelular [145]. 

Além disso, possibilita a produção de implantes e dispositivos específicos para 

o paciente, o que é crítico na medicina regenerativa para garantir a integração e 

função adequadas [146]. A técnica também suporta impressão multimaterial, 

permitindo a criação de estruturas complexas com propriedades variadas em 

uma única impressão, essencial para dispositivos multifuncionais e materiais 

gradientes [147]. Além disso, as configurações de extrusão por seringa são 

relativamente simples e econômicas em comparação com outras tecnologias de 



26 
 

impressão 3D, tornando-as acessíveis a uma gama mais ampla de instituições 

de pesquisa e indústrias, facilitando assim a inovação e o desenvolvimento [148]. 

Neste trabalho, foi associada pela primeira vez a combinação do polímero 

comercial Ecovio® com HA e TN para a produção de scaffolds voltados à 

engenharia de tecidos ósseos. Até o momento, não há registros na literatura 

sobre a produção de scaffolds compostos por Ecovio®/TN, Ecovio®/HA, e 

Ecovio®/TN/HA via impressão 3D. Além disso, também não foram encontrados 

relatos sobre a modificação superficial de scaffolds de Ecovio® utilizando 

tratamento alcalino combinado com TN e HA visando a otimização de 

propriedades biológicas.   
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

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 grânulos (pellets). 

O polímero catiônico amino-funcionalizado, denominado de Tanfloc SG 

(TN) foi gentilmente doado pela TANAC S.A (Montenegro-RS, Brasil), na forma 

de pó. A membrana para diálise (Spectra/Por®1, peso molecular de corte de 6-8 

kDa) foi adquirida da empresa Spectrum Labs. 

A hidroxiapatita (HA) com composição Ca10(PO4)6(OH)2 foi adquirida da 

empresa Sigma Aldrich® na forma de pó, com pureza maior que 90% e tamanho 

médio de partícula de 4,58 µm. 

Os reagentes (listado abaixo) para a produção do SBF foram adquiridos 

da Sigma-Aldrich e o protocolo para a produção seguiu os procedimentos 

descritos na norma ISO 10993: 

 

• Cloreto de sódio (NaCl); 

• Bicarbonato de sódio (NaHCO₃); 

• Cloreto de potássio (KCl); 

• Fosfato de hidrogênio de dipotássio tri-hidratado (K₂HPO₄·3H₂O); 

• Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl₂·6H₂O); 

• Cloreto de cálcio (CaCl₂); 

• Sulfato de sódio (Na₂SO₄); 

• Tris(hidroximetil)aminometano ((CH₂OH)₃CNH₂); 

• Ácido clorídrico (HCl). 

 

4.2  Métodos 

Para melhor condução e organização, o trabalho foi dividido em três 

etapas, a primeira está relacionada a purificação e caracterização do Tanfloc 

(TN). A segunda etapa trata-se da caracterização do Ecovio e dos biocompósitos 

de Ecovio contendo tanino purificado e hidroxiapatita, após serem produzidos via 

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

a base de Ecovio utilizando tratamento básico para ativar a superfície do material 

e promover a adição de TN e HA.  As etapas do desenvolvimento deste projeto 

são apresentadas de maneira resumida na Figura 4.1, 

 

 

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas do projeto 

 

4.2.1 Primeira etapa: purificação e caracterização do Tanfloc 

- Purificação do Tanfloc. 

O processo de diálise foi utilizado para remoção de impurezas (íons de 

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

dissolvido em 50 mL de solução aquosa de ácido acético (1,0% vol/vol) e filtrado 
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a vácuo em um funil de Buchner para remover eventuais partículas de madeira. 

Em seguida, a solução de TN foi dialisada em 1,6 L de água deionizada a 25 °C 

por 4 h e 12 h usando membranas de diálise, sem troca de água. Após a diálise, 

a solução de TN foi congelada a -20 °C em tubos cônicos e liofilizada durante 72 

h (LS 3000, TERRONI) para uso posterior. Então, 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 solução 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 cálculo do rendimento.  

 

- Caracterização morfológica. 

Um microscópio eletrônico de varredura (MEV) Philips XL-30 FEG 

acoplado a um sistema de espectroscopia de raios X por dispersão de energia 

(EDS) foi usado para caracterizar a estrutura e composição do TN antes e após 

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

 

- Espectroscopia na região do infravermelho (FTIR). 

Os espectros de FTIR do TN antes e após a purificação foram obtidos em 

espectrofotômetro de refletância total atenuada (ATR) (Varian 640-IR) na faixa 

de 600 a 2000 cm-1, com resolução de 4 cm-1 obtida após o acúmulo de 64 

varreduras. 

 

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

A análise XPS do TN antes e após purificação foi realizada utilizando um 

K-alpha XPS (Thermo Scientific) com uma fonte monocromática de raios-X Al 

Kα. A varredura foi realizada para identificar os elementos presentes nas 

amostras, seguindo estas condições: 20 varreduras, energia de passagem de 

200 eV, passos de 1,0 eV e 400 μm de ponto de raios X. O software CasaXPS 

foi utilizado para analisar os dados e calcular a porcentagem atômica de cada 

elemento. 
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4.2.2 Segunda etapa: desenvolvimento e caracterização dos materiais 

produzidos via misturador interno e moldados por prensagem 

- Processamento via misturador interno acoplado a um reômetro de 

torque 

As combinações 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 combinações com pTN e HA em diversas proporções (Tabela 

4.1). As amostras foram processadas em uma câmara de mistura acoplada a um 

reômetro 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 rotação de 60 rpm. Para aprimorar a 

homogeneização 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 vácuo 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 vácuo, com 

temperaturas de 40 °C para o Ecovio e o tanino, e 110 °C para a hidroxiapatita, 

ao longo de um período de 24 horas. Logo em seguida, os componentes foram 

misturados nas proporções desejadas por meio de um processo de 

tamboreamento manual. 

 

Tabela 4.1 - Composições 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 

 

- Preparação de amostras prensadas 

Após a preparação das formulações no misturador interno, os materiais 

resultantes foram granulados manualmente com auxílio de artefato cortante, 

secos a 40 ºC por 24 horas sob vácuo e, posteriormente, uma parte deste 
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material foi utilizado para conformação de placas por meio da moldagem por 

compressão. 

Foram produzidas placas com dimensão de 70 x 16 x 3 mm, utilizando um 

molde de produção simultânea de 3 placas em uma prensa hidráulica (Marconi, 

modelo MA098/A) por 5 min a 9 Ton e 160 °C e, subsequentemente, resfriado 

sob pressão (3 ton até a temperatura da prensa atingir 60°C) / resfriamento por 

banho em água (2 minutos). 

 

- Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

A técnica de DSC foi empregada para avaliar a temperatura de transição 

vítrea (Tg), temperatura de fusão (Tm), temperatura de cristalização a frio (Tcc) e 

grau de cristalinidade do Ecovio e dos biocompósitos. As curvas foram obtidas 

utilizando o equipamento da TA Instruments, modelo Q2000, com nitrogênio 

como gás de arraste, em fluxo contínuo de 50 mL/min. A análise foi conduzida 

de acordo com o seguinte protocolo: aquecimento de 0 °C a 200 °C a uma taxa 

de aquecimento de 10 °C min-1, resfriamento a 0 °C e reaquecimento a 200 °C 

na mesma taxa de aquecimento. Os valores de Tg, Tm, entalpia de fusão (∆Hm) 

e entalpia de cristalização a frio (∆Hcc) foram obtidos utilizando o software TA - 

Universal Analysis 2000 e utilizados para calcular o grau de cristalinidade (Xc) 

utilizando a seguinte Equação 4.1: 

 𝑋𝑐(%) =  ∆𝐻𝑚− ∆𝐻𝑐𝑐𝑊𝑃𝐿𝐴×∆𝐻𝑚𝑜  ×  100    (4.1) 

onde ∆Hm° é a entalpia de fusão de uma amostra 100% cristalina (PLA 

∆Hm° = 93,7 J g-1) [149], e WPLA é a fração em massa de PLA no material. As 

medições foram realizadas em triplicata. A Tg do PBAT, que está na faixa de -

40 °C, não foi avaliada. 

 

- Análise termogravimétrica (TGA) 

A estabilidade térmica do Ecovio e dos biocompósitos foi avaliada por 

meio da técnica de TGA, aquecendo as amostras de 25 a 800 °C, à uma taxa de 

20 °C min−1, sob atmosfera de N2 em um equipamento da TA Instruments, 

modelo Q50. A temperatura de início (Tonset), a temperatura de decomposição 
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máxima (Tmax) e o resíduo a 800 °C foram determinados utilizando o software TA 

- Universal Analysis 2000. As medições foram realizadas em triplicata. 

 

- Caracterização reológica 

As propriedades reológicas das amostras prensadas foram avaliadas 

medindo a viscosidade em função da taxa de cisalhamento (regime estacionário) 

e os módulos de armazenamento e perda em função da frequência (regime 

oscilatório) sob atmosfera de N2 em um reômetro de tensão controlada, modelo 

AR-G2 (TA Instruments), com geometria de placas paralelas (diâmetro de 25 mm 

e espaçamento de 1 mm entre as placas). Os testes foram realizados a 170°C, 

mesma temperatura usada no reômetro de torque Haake, com uma faixa de taxa 

de cisalhamento de 0,01 a 100 s-1 e uma faixa de frequência de 0,1 a 500 rad s-

1. O tempo necessário para atingir o regime de cisalhamento estacionário foi 

previamente medido para cada material a partir dos testes de superação de 

estresse. As medições no regime oscilatório foram realizadas aplicando uma 

amplitude de deformação dentro do regime viscoelástico linear para cada 

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

 

- Caracterização microestrutural 

Foi utilizado um microscópio eletrônico de varredura (MEV) Philips XL-30 

FEG acoplado a um sistema de espectroscopia por dispersão de energia de 

raios-X (EDS) para caracterizar a morfologia da blenda e a distribuição do pTN 

e HA nos biocompósitos. Amostras do Ecovio e dos biocompósitos na forma de 

uma barra retangular foram fraturadas criogenicamente em nitrogênio líquido. As 

amostras foram fixadas em suportes de alumínio com fita condutiva dupla face 

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

 

- Caracterização mecânica 

A caracterização mecânica do Ecovio e dos biocompósitos foi realizada 

por meio de testes de compressão uniaxial, de acordo com a norma ASTM D 

695-15. As amostras usadas foram estampadas das placas prensadas e 

possuíam diâmetro de 8 mm e altura de 3 mm (Figura 4.2), a estampagem foi 

realizada utilizando um vazador em aço. Os ensaios foram realizados em uma 
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máquina 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 

formulação. 

A análise comparativa entre os valores médios de módulo elástico foi 

realizada por meio da análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey com 

nível de significância de 0,05. 

 

 

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

de compressão. 

 

- Ensaio in vitro de bioatividade  

O teste de fluido corporal simulado (SBF) foi realizado com o objetivo de 

avaliar a capacidade de mineralização dos biocompósitos a base de Ecovio. O 

ensaio foi realizado de acordo com a ISO 23317. As amostras foram imersas na 

solução SBF a 37 ºC por 21 dias, e após o período determinado, as amostras 

foram lavadas com água ultrapura, secas em dessecador, e analisadas por MEV 

para avaliar a formação de fosfatos de cálcio na superfície dos biocompósitos. A 

solução de SBF foi preparada conforme sugerido por Kokubo e Takadama [150], 

que contém íons presentes no plasma sanguíneo humano, os quais são 

apresentados na Tabela 4.2. 
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Tabela 4.2 - Concentração de íons do SBF e do plasma sanguíneo humano. 

Concentração (mM) 
Ion Na+ K+ Ca2+ Mg2+ Cl- HCO3 HPO42- SO42- 

SBF 142,0 5,0 2,5 1,5 147,8 4,2 1,0 0,5 
Plasma 

sanguíneo 
142,0 5,0 2,5 1,5 103,0 27,0 1,0 0,5 

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 álcool 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 ágar 

gelose, sendo posteriormente incubadas em caldo nutritivo por 16 a 20 horas, 

ajustadas para uma concentração de 0,5 na escala de McFarland 

(aproximadamente 108 UFC mL-1), e diluídas para uma concentração de trabalho 

entre 2,5x105 e 10x105 UFC mL-1. Um volume de 144 µL da suspensão 

bacteriana foi aplicado sobre a superfície de cada corpo de prova, que foram 

acomodados dentro de placas de Petri. Em seguida, os corpos de prova foram 

cobertos com um filme plástico de polietileno (PE) esterilizado e inerte (3 x 3 cm), 

levando à formação de uma fina camada do inóculo em íntimo contato com a 

superfície dos corpos de prova (Figura 4.3). O PE por ser inerte, foi utilizado 

também como corpo de prova controle. As amostras foram então incubadas a 35 

± 1 °C e 85% de umidade relativa por 48 horas. Esse período de incubação foi 

estendido para 48 horas, ao invés das 24 horas geralmente utilizadas, devido ao 

fato de que as amostras em estudo são destinados a aplicações biomédicas, 

como implantes, que podem permanecer em contato com o organismo humano 

por longos períodos, ou até meses, antes de se degradarem completamente. 

Após a incubação, as amostras foram lavadas com solução salina tamponada 

(PBS - Phosphate buffered saline) e as diluições seriadas foram cultivadas em 

ágar de contagem de placas (PCA - Plate Count Agar) para determinar o número 
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de bactérias viáveis por cm². A atividade bactericida foi calculada com base na 

redução logarítmica das células viáveis, conforme a equação 4.2: 

  𝑅 = 𝑈𝑡 − 𝐴𝑡 
 

onde R representa a redução logarítmica (atividade bactericida do material 

testado), Ut é a média logarítmica das células viáveis no controle e At é a média 

logarítmica das células viáveis nas amostras testadas. De acordo com a norma, 

o material é 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. 

 

 

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

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

 

- Análise da printabilidade 

 Com o intuito de avaliar a eficácia de impressão das composições 

mencionadas na Tabela 4.1, scaffolds em forma cilíndrica foram projetados, com 

diâmetro de 8 mm e altura de 3 mm. O modelo tridimensional foi criado utilizando 

o software PrusaSlicer e dividido em 10 camadas de 300 µm de altura, com poros 

de 400 µm (42% de preenchimento e 58% de porosidade). A largura dos 

filamentos foi definida como 400 µm, com uma rotação de 90º entre as camadas 

(4.2) 
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alternadas. Para determinar quais formulações ofereciam melhor capacidade de 

impressão, foram realizadas medições do diâmetro e da altura de três scaffolds 

para cada formulação, utilizando um paquímetro digital. A Figura 4.4 apresenta 

a estrutura de um scaffold projetado para impressão neste estudo. 

 

 

Figura 4.4 - Representação do scaffold projetado no software PrusaSlicer. 

 

 A impressora 3D utilizada neste trabalho foi adquirida da empresa 3D 

Biotechnology Solutions (modelo Genesis II). Este equipamento possui uma 

seringa metálica  destinada à  impressão por extrusão a quente, a partir de 

pellets ou pó. Ela possui uma plataforma móvel e aquecida, gabinete 

semifechado, ajuste de nivelamento manual e capacidade máxima de impressão 

de 100 x 140 x 100 mm. A gestão da impressão e do funcionamento da 

impressora foi realizada através do software Repetier-Host, que possui uma 

interface de fácil utilização e permite a conexão com a impressora 3D via USB.  

Os parâmetros de impressão (temperatura e velocidade de impressão) 

dos scaffolds foram definidos após vários testes. A velocidade inicial adequada 

foi de 5 mm/s, sendo reduzida para cerca de 3,3 mm/s após a 4ª camada para 

otimizar o processo, enquanto a temperatura de impressão definida foi de 165 

ºC. Os materiais empregados na impressão foram preparados a partir do 

processamento no misturador interno (sem prensagem), seguido de 

fragmentação em pequenos grânulos, e secagem a vácuo a 50 ºC por 48 horas. 

A Figura 4.5 mostra os materiais utilizados, obtidos a partir do misturador interno 



37 
 

(sem prensagem) e fragmentados em pequenos grânulos. O material de estudo 

foi inserido diretamente na seringa metálica e aquecido para impressão. 

. 

 

Figura 4.5 - Material utilizado para impressão 3D dos scaffolds (composições 

bem-sucedidas na análise de printabilidade). 

 

A arquitetura dos scaffolds impressos (das composições bem-sucedidas 

na análise de printabilidade) foram avaliadas por microscopia eletrônica de 

varredura utilizando o equipamento Tescan MIRA FEG operado na tensão de 

aceleração de 5 kV. Foram analisados a face superior e transversal das amostras 

que foram fraturadas. Antes da análise, estas amostras foram fixadas em 

suportes de alumínio com fita condutiva dupla face de carbono e recobertas com 

uma fina camada de ouro. As micrografias obtidas foram analisadas por meio do 

software ImageJ para medição de parâmetros dimensionais como: diâmetro 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 

equação 4.3 [152]. 

                                      𝑃% = (1 − 𝜌𝑒𝜌𝑡) × 100                                       (4.3) 

 

onde ρe é a densidade experimental dos scaffolds e ρt é a densidade 

teórica do Ecovio (≅1,25 g/cm³) ou do biocompósito Ecovio/HA (1,44 g/cm³). A 
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densidade experimental é avaliada medindo a massa, altura, diâmetro e volume 

dos scaffolds com base nas seguintes relações (Equações. 4.4a e 4.4b): 

 

                                            𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 = 𝜋𝑟2ℎ                                        (4.4a) 

 

                                 𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎/𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒                             (4.4b) 

 

 

4.2.3 Terceira etapa: caracterização dos scaffolds 

- Modificação superficial dos scaffolds 

A metodologia proposta para a modificação superficial de scaffolds de 

Ecovio, visando a melhoria da hidrofilicidade e a incorporação 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 

solução de NaOH (1 M) por uma hora, utilizando apenas água ultrapura. Em 

seguida, o pTN ou HA, ou uma combinação 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 água ultrapura e submetido a ultrassom pulsado a 50% de potência 

por 15 minutos para obter uma suspensão homogeneamente dispersa. Os 

scaffolds foram então imersos na suspensão contendo o pTN e/ou HA e expostos 

ao ultrassom por 30 minutos. Finalmente, os scaffolds recobertos com pTN e/ou 

HA foram lavados três vezes com água ultrapura para remover partículas não 

ancoradas e secos em estufa a vácuo a 40°C por 24 horas. A Figura 4.6 ilustra 

o procedimento da modificação superficial dos scaffolds. Os scaffolds foram 

nomeados usando abreviações dos componentes presentes na formulação 

conforme apresentado na Tabela 4.3. 
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Figura 4.6 - Representação esquemática da modificação superficial dos 

scaffolds. Adaptado de [154]. 

 

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

Composição Nomenclatura Descrição 

Ecovio 

 

Eco 
 

Scaffold à base de Ecovio sem 

qualquer tratamento. 

Ecovio + NaOH Eco-N Scaffold à base de Ecovio 

tratado com NaOH 

Ecovio + NaOH +HA Eco-N-HA Scaffold à base de Ecovio 

tratado com NaOH e com HA. 

Ecovio + NaOH + pTN Eco-N-pTN Scaffold à base de Ecovio 

tratado com NaOH e com pTN. 

Ecovio + NaOH + pTN + HA Eco-N-pTN-HA Scaffold à base de Ecovio 

tratado com NaOH e com pTN 

e HA. 

Ecovio + HA Eco-HA Scaffold obtido a partir do 

biocompósito Ecovio com HA 

sem tratamento adicional. 

 

 

- Caracterização morfológica 

A morfologia dos scaffolds antes e após a modificação superficial foi 

avaliada por MEV utilizando o equipamento Tescan MIRA FEG operado na 

tensão de aceleração de 5 kV. Foram analisados a face superior das amostras. 
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Antes da análise, estas amostras foram fixadas em suportes de alumínio com 

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

 

- Caracterização mecânica 

A caracterização mecânica dos scaffolds foi realizada por meio de testes 

de compressão uniaxial, de acordo com a norma ASTM D 695-15, em uma 

máquina 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 formulação. 

A análise comparativa entre os valores médios de módulo elástico foi 

realizada por meio da análise de variância (ANOVA) e pós-teste de Tukey com 

nível de significância de 0,05. 

 

- Ângulo de contato 

A análise de ângulo 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 μL de água ultrapura foram 

dispensadas com um tensiômetro óptico (Biolin Scientific - Attension, TF3000-

Plus). O ângulo de contato foi medido após 10 s utilizando o software 

OneAttension. Foram realizadas cinco medidas para cada composição. 

 

- Rugosidade da superfície 

A microscopia de força atômica (AFM) foi utilizada para avaliar a 

rugosidade dos scaffolds. Um microscópio Bruker, modelo Multimode 8, foi 

utilizado no modo ScanAsyst (contato automático). Utilizando o software 

Gwyddion, os valores de rugosidade RMS (root mean square) da superfície dos 

scaffolds foram obtidos a partir da imagem topográfica com 5 μm x 5 μm. Três 

medidas foram realizadas para cada amostra, e a rugosidade média ± desvio 

padrão 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 mineralização dos scaffolds. O ensaio foi realizado 

conforme descrito na seção anterior. Após 21 dias, as amostras foram lavadas 

com água ultrapura, secas em dessecador, e analisadas por MEV para avaliar a 

formação de fosfatos de cálcio na superfície dos scaffolds. 

 

- Avaliação in vitro da biocompatibilidade utilizando células MC3T3-E1 

As amostras foram esterilizadas com álcool a 70% e luz UV em ambos os 

lados por 15 minutos. Após a esterilização, as amostras foram lavadas com 

solução tampão fosfato (PBS), colocadas em uma placa de 48 poços e pré-

incubadas com 1000 µL do meio contendo 89% v/v de α-MEM (Gibco) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Vitrocell) e 1% de antibiótico-

antimicótico (Vitrocell) por 24 horas em uma incubadora (série II 3110, Thermo 

Fisher Scientific) a 37 ºC, umidificada e contendo 5% de CO2. Após a pré-

incubação, células pré-osteoblásticas de rato (MC3T3-E1), previamente 

cultivadas, foram semeadas nas amostras usando uma gota de 50 µL com 

50.000 células e as placas foram incubadas por 30 minutos. Em seguida, 450 µL 

de meio foram adicionados adicionalmente a cada poço e as placas foram 

incubadas por 1 e 7 dias a 37 ºC com 5% de CO2, trocando o meio a cada 2 - 3 

dias. Após 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 proliferação celular. Após 1 e 7 dias 

de cultura, o meio foi removido, 500 µL de uma solução de meio/resazurina 

(90/10) foi adicionada por poço e a placa foi incubada no escuro por 4 horas a 

37 °C. Três amostras por composição foram analisadas, incluindo três controles 

negativos contendo solução de resazurina livre de células. Posteriormente, 100 

µL da solução de todas as amostras foi transferida para uma placa onde a 

medida de absorbância foi realizada em um leitor de placas SpectraMax i3 - 

Molecular Devices (570 nm e 600 nm). As análises estatísticas entre os grupos 

amostrais foram realizadas por meio da análise de variância (ANOVA) e pós-

teste de Tukey com nível de significância de p<0,05.  
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A adesão e proliferação celular foi avaliada também por MEV. Após 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 solução de glutaraldeído (concentração 

de 2,5% em PBS) foi inserido a cada poço contendo a amostra e deixado por 30 

minutos. Após este tempo a solução foi removida e as amostras lavadas 2 vezes 

com PBS. Logo em seguida as mesmas passaram por uma série de desidratação 

com etanol nas concentrações de 50, 70, 90 e 100 %. Após a desidratação, as 

amostras foram secas em dessecador sob vácuo e posteriormente submetidas 

à metalização com ouro. As imagens de MEV foram obtidas em um equipamento 

Tescan MIRA FEG operado na tensão de aceleração de 5 kV. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

5.1 Caracterização do Tanfloc 

 Tanfloc foi purificado por diálise para remover ácido fórmico e íons cloreto 

de seu processo de síntese [120]. A diálise 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 diálise. O Tanfloc comercial apresenta íons de cloreto, cálcio e 

potássio, que promovem a formação de partículas esféricas com uma superfície 

lisa. Os íons de cloreto formam interações iônicas com o nitrogênio positivo do 

Tanfloc; e os íons de cálcio e potássio podem interagir com os elétrons da ligação 

C=C fenólica do Tanfloc. Após a diálise, os íons de cloreto, cálcio e potássio são 

removidos, e a estrutura é perturbada, como observado na Figura 5.1 para pTN4 

e pTN12 [118]. A análise de EDS (em % de massa) revelou que o processo de 

diálise removeu as impurezas conforme Tabela 5.1.Os dois tempos de diálise (4 

e 12 horas) produziram resultados muito semelhantes. 

 

 

Figura 5.1 - Imagens de MEV do tanfloc (TN) antes e após 4h (pTN4) e 12h 

(pTN12) de diálise. 

 

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

e após diálise. 

Íon TN (%m) pTN4 (%m) pTN12 (%m) 

K+ 0,68% 0,01% 0,02% 

Ca2+ 0,15% 0,02% 0,01% 

Cl- 16,43% 9,60% 8,08% 

 

 Os espectros FTIR do Tanfloc antes e depois da diálise (Figura 5.2) 

mostraram diferenças significativas, confirmando a remoção de impurezas após 

o processo de diálise. O deslocamento da banda de 1462 cm-1 (TN) para 1458 
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cm-1 (pTN12 e pTN4), e o deslocamento da banda de 1608 cm-1 (TN) para 1602 

cm-1 (pTN12 e pTN4), referentes ao estiramento da ligação C=C de grupos 

fenólicos, indicam a remoção dos íons de cálcio e potássio. Além disso, o 

espectro do Tanfloc apresenta uma banda em 1735 cm-1, atribuída aos grupos 

éster de taninos hidrolisados, que foram extraídos junto com os taninos 

condensados da casca da Acacia mearnsii, popularmente chamada de Acácia 

Negra. O desaparecimento dessa banda nos taninos purificados (pTN4 e pTN12) 

evidenciou a eficiência da purificação na remoção do tanino hidrolisado [57]. 

 

 

Figura 5.2 - (a) Espectros de FTIR do TN antes e após diálise por 4h (pTN4) e 

12h (pTN12). 

 

Os resultados de XPS também confirmaram a purificação do Tanfloc 

(Figura 5.3(a)). Após a diálise, a concentração de cloro diminuiu de 10,5 at% 

(TN) para 5,93 at% (pTN4) e 4,71 at% (pTN12). Além disso, o procedimento de 

diálise removeu potássio (0,30 at.%), cálcio (0,30 at.%) e enxofre (0,30 at.%) do 

Tanfloc. Os espectros de XPS obtidos de TN, pTN4 e pTN12 mostraram picos 

característicos para carbono (C1s, 284 eV), oxigênio (O1s, 532 eV) e nitrogênio 

(N1s, 399 eV), como esperado devido à sua estrutura química. Os espectros de 

XPS de alta resolução para N1s de tanino antes e após a purificação são 

mostrados na Figura 5.3(b). Os grupos químicos -NH3 e -NH2 são identificados 

no tanino purificado (pTN4 e pTN12). A porção funcionalizada com amino 
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relacionada à estrutura do TN é confirmada pela ocorrência das funcionalidades 

-NH2 (~399,7 eV) e -NH3+ (~401,8 eV) [120]. Durante o processo de diálise, o TN 

purificado mantém tanto grupos amino protonados quanto não protonados, 

aumentando ligeiramente a forma não protonada. Isso pode ocorrer devido ao 

pH da água de diálise (aproximadamente 5,5), que está próximo do pKa do grupo 

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

 

(a) 

 

(b) 

 

Figura 5.3 - (a) Espectro XPS (survey) do TN antes e após purificação. (b) 

Espectro de alta resolução dos envelopes N1s obtidos na superfície do TN antes 

e após purificação. 

 

Os resultados de MEV-EDS, FTIR e XPS mostraram que o processo de 

diálise é eficaz para a purificação do Tanfloc. Considerando a pureza semelhante 

obtida após 4 e 12 horas de diálise, e o maior rendimento obtido em 4 horas 

(56%), em comparação com 5,8% para 12 horas, o tempo de 4 horas foi 

escolhido para a fabricação dos biocompósitos. Para discussões posteriores, o 

tanino purificado selecionado (diálise de 4 horas) foi chamado de pTN. 
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5.2 Caracterização dos biocompósitos produzidos via misturador 

interno. 

- Processamento no misturador interno 

Os biocompósitos foram produzidos por processamento em fusão em um 

misturador interno acoplado a um reômetro de torque. A Figura 5.4 apresenta as 

curvas de torque em função do tempo para o Ecovio puro e amostras contendo 

pTN e HA (conforme Tabela 4.1). Os resultados mostram que a adição de 10% 

em massa de HA causou um notável aumento no torque de equilíbrio do Ecovio 

de 0,5 Nm para 1,0 N m, sugerindo uma maior resistência ao fluxo. Esse 

comportamento é consistente com estudos que relatam o aumento de torque em 

poliésteres na presença de cargas inorgânicas, como a hidroxiapatita [156]. A 

HA atua como uma restrição 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]. 

Já a adição de 10% em massa de pTN não resultou em variação de 

torque. Esse resultado pode estar associado à natureza do tanino, que pode agir 

como um compatibilizante ou aditivo que não provoca um aumento considerável 

na viscosidade do sistema.  

A adição simultânea de 10% em massa de HA e 10% em massa de tanino 

resultou em um valor de torque de equilíbrio ligeiramente mais alto (1,1 N m) do 

que o biocompósito Ecovio/HA. Esse aumento pode ser atribuído a uma possível 

interação sinérgica entre o pTN e a HA, que melhora a dispersão das partículas 

na matriz polimérica e aumenta a resistência ao fluxo. Na literatura há registros 

de formação de redes de interações físicas entre taninos e hidroxiapatita 

[157,158]. 

Esses resultados sugerem que não houve degradação severa do polímero 

na presença de pTN e HA; portanto, o processamento em fusão é adequado 

para a fabricação do biocompósito.  
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Figura 5.4 - Variação do torque em função do tempo de mistura para o Ecovio e 

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

 

- Caracterização morfológica 

A Figura 5.5 ilustra as micrografias das amostras prensadas, que foram 

criofraturadas em secção transversal. As imagens de MEV demonstram que a 

inclusão de Tanfloc e HA influenciam a morfologia do Ecovio. A micrografia do 

Ecovio revela uma superfície com uma estrutura bifásica, composta por regiões 

de aspecto rugoso, correspondentes ao PBAT (superfície de fratura dúctil), e 

regiões de aspecto liso, associadas ao PLA (fratura frágil). Essa diferença é 

consistente com o fato de que o PLA possui uma temperatura de transição vítrea 

(Tg) em torno de 60 °C, o que tende a resultar em uma fratura mais lisa em 

comparação ao PBAT (Tg ≅ -40°C). Essas características, indicadas na imagem 

por setas, sugerem que se trata de uma blenda imiscível.  

A imagem de MEV-EDS do Ecovio/pTN mostra que microscopicamente, 

o pTN aparenta estar mal distribuído e disperso de forma irregular, com alguns 

aglomerados na matriz polimérica. No entanto, em uma escala macroscópica, o 

material parece homogêneo, com coloração uniforme. A cor natural mais escura 

do Tanfloc confere as amostras com tanino uma aparência 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 seção transversal áspera e 

densa em comparação com a amostra de Ecovio. O biocompósito exibe 

partículas de HA que têm uma morfologia irregular e estão uniformemente 

dispersas, com alguns pequenos aglomerados dentro da matriz, como indicado 

pelos elementos químicos cálcio e fósforo no EDS. Essa dispersão sugere uma 

boa dispersão e distribuição da HA; portanto, adicionar HA pode melhorar as 

propriedades térmicas e mecânicas do biocompósito. 

A adição simultânea de pTN e HA resultou em uma área mais rugosa. A 

análise de EDS indicou a presença de cloro, cálcio e fósforo, componentes do 

pTN e do HA.  A análise de EDS sugere ainda que a distribuição de pTN é 

melhorada quando o HA é incorporado simultaneamente. O aumento no torque 

de equilíbrio (Figura 5.4) resultante da adição de HA ao Ecovio indica maiores 

tensões viscosas, permitindo uma melhor distribuição do pTN. Portanto, a 

presença de HA pode ter influenciado as condições de processamento, 

melhorando assim a mistura e dispersão geral de todos os componentes. Além 

disso, a interação entre o HA e o  pTN potencialmente facilita a dispersão 

uniforme das partículas de pTN dentro da matriz. É importante notar que os 

taninos têm sido relatados formando redes com a hidroxiapatita [157,158]. 

Um fato a ser observado nas micrografias com a adição de HA (Figuras 

5.5 (c) e (d)) é a mudança na morfologia, apresentando uma co-continuidade. 

Quando HA é adicionada ao sistema, ela pode atuar como um agente 

compatibilizante, promovendo uma maior interação entre as fases da blenda e 

favorecendo uma distribuição mais homogênea. Isso pode resultar em uma 

estrutura onde ambas as fases, PLA e PBAT, formam uma rede interconectada, 

característica da morfologia co-contínua. 

Essa morfologia co-contínua é mais provável de se formar quando há uma 

compatibilização efetiva entre as fases, o que pode ser induzido pela presença 

de partículas de enchimento como a HA. Essas partículas podem se posicionar 

na interface entre as fases, reduzindo a energia interfacial e facilitando a 

formação de uma rede co-contínua. A ausência dessa morfologia nas amostras 

de Ecovio e Ecovio/pTN indica que, sem a presença de HA, a interação entre as 

fases de PLA e PBAT não é forte o suficiente para promover essa estrutura. 

Além disso, a presença de HA pode alterar as propriedades reológicas da 

mistura, aumentando a viscosidade relativa das fases e dificultando a 
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segregação de uma das fases, o que também favorece a formação de uma 

morfologia co-contínua. Portanto, a combinação de HA com pTN na blenda 

parece ajudar a estabilizar a microestrutura e promover uma distribuição mais 

equilibrada das fases do material. 

Essa explicação é consistente com a literatura, que muitas vezes relata o 

papel das partículas inorgânicas como agentes que promovem a 

compatibilização e estabilização da morfologia co-contínua em blendas de 

polímeros imiscíveis [159,160]. 

Quanto a localização preferencial das cargas, através da análise de EDS, 

observa-se que aparentemente a HA tem uma tendência a se concentrar mais 

na interface entre as fases, reforçando a tese de que ela pode estar atuando 

como um compatibilizante físico, estabilizando a interface entre o PLA e o 

PBAT, o que é coerente com a literatura sobre o comportamento de partículas 

inorgânicas em blendas imiscíveis mencionado anteriormente. Já o pTN parece 

ter uma localização preferencial na fase PLA. 

 

 

Figura 5.5 - Imagens de MEV da secção transversal das amostras processadas 

no misturador interno (a) Ecovio, (b) Ecovio/pTN, (c) Ecovio/HA e (d) 

Ecovio/pTN/HA. As imagens da secção transversal no MEV estão sobrepostas 
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com o mapeamento de EDS para cloro (verde), cálcio (vermelho) e fósforo 

(amarelo). 

 

 

Figura 5.6 - Imagem das amostras prensadas. 

 

- Caracterização térmica 

Os resultados de DSC obtidos da 2ª curva de aquecimento (Figura 5.7 (a) 

e Tabela 5.2) mostram a presença de uma temperatura de transição vítrea (Tg) 

em torno de 60 °C, referente ao PLA [24]. Com a presença de HA e pTN, a 

temperatura de transição vítrea não sofre variações significativas.  

Aproximadamente a 125 °C, um pico exotérmico corresponde à 

cristalização a frio do conteúdo de PLA no Ecovio. Esse processo envolve a 

reorganização de regiões amorfas em regiões cristalinas devido à maior 

flexibilidade e mobilidade macromolecular com o aumento da temperatura 

[161,162]. HA e pTN no Ecovio levam a uma cristalização a frio mais perceptível, 

implicando em cristalização incompleta durante o ciclo de resfriamento do DSC. 
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A presença de pTN e HA induziu a entalpias de cristalização a frio mais altas, 

temperaturas de cristalização a frio mais baixas e graus de cristalização 

reduzidos. Esse efeito nota-se maior quando a hidroxiapatita foi combinada com 

pTN (Ecovio/pTN/HA), indicando que a presença desses componentes 

dificultaram a cristalização das frações de PLA durante o processamento, 

fazendo com que a cristalização ocorresse durante o aquecimento no DSC [163]. 

A diminuição da cristalinidade do PLA é benéfica para aplicações biomédicas, já 

que o PLA amorfo se degrada mais rapidamente do que o cristalino. O longo 

tempo de reabsorção do PLA (meses a anos) é uma preocupação séria na área 

de engenharia de tecidos, pois a velocidade da degradação do material deve ser 

semelhante à regeneração do tecido [164]. 

 

 

Figura 5.7 - Curvas de DSC no segundo aquecimento: (a) do Ecovio e dos 

biocompósitos contendo hidroxiapatita e pTN após 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 Tg PLA 
(°C) 

Tcc 
(°C) 

∆Hcc 
(J g-

1) 

Tm1 PLA 
(°C) 

Tm2 PLA 
(°C) 

∆Hm 
(J g-1) 

XCa 

(%) 

Ecovio 58 ± 0* 125 ± 0* 2 ± 0* 149 ± 0 ─ 6 ± 0* 10 ± 1 

Ecovio/pTN 57 ± 0* 118 ± 1 9 ± 1  148 ± 1 153 ± 0*b 11 ± 1 5 ± 2 

Ecovio/HA 58 ± 0* 120 ± 1 6 ± 0* 149 ± 0* ─ 9 ± 0* 7 ± 0* 

Ecovio/pTN/HA 58 ± 1 115 ± 1 7 ± 0* 147± 0* 153  ± 1b 9 ± 0* 6 ± 0* 

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

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

  

A formação de cristais durante o segundo aquecimento resultou em um 

pico de fusão bimodal em aproximadamente 147-149 °C (Tm1) e em torno de 153 

°C (Tm2). Esses picos correspondem a dois tipos diferentes de cristais resultantes 

da formação de pequenos cristais imperfeitos que posteriormente se 

transformam em cristais mais estáveis através da fusão e recristalização 

[163,165]. Esse pico duplo é comum em poliésteres, e sua presença é justificada 

na literatura por um mecanismo de fusão/recristalização/refusão [24,162]. Nas 

amostras Ecovio/pTN e Ecovio/pTN/HA, os dois picos de fusão aparecem como 

um ombro em temperaturas mais altas, sugerindo a presença de uma pequena 

quantidade de cristalitos imperfeitos com uma distribuição bimodal de tamanho 

[163]. Como mencionado, a presença simultânea de pTN e HA resultou em um 

maior impacto na cristalização, consequentemente afetando o processo de 

fusão.. A sobreposição entre a região de fusão do PBAT e a região de 

cristalização a frio do PLA nos compósitos de PLA/PBAT dificulta a determinação 

da temperatura de fusão do PBAT nas misturas e pode levar a uma 

subestimação possível de ΔHcc do PLA. Essa subestimação pode causar erros 

no cálculo 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 imiscível, na Figura 5.7 (a) não é 

possível 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 fusão 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 após 

o processamento no misturador interno (Figura 5.7 (a)), o pico de fusão 

relacionado ao PBAT não é mostrado, o que pode ser explicado pelo fato de 

estar na mesma faixa de temperatura que o pico de cristalização a frio referente 

à fase PLA [162,166]. 

As curvas de TGA (Figura 5.8 (a)) e a Tabela 5.3 mostraram que todas as 

composições são termicamente estáveis abaixo de 330 °C, o que é adequado 

para processamento em altas temperaturas. A adição de HA aumentou 

ligeiramente a temperatura de início de decomposição (Tonset) do Ecovio de 347 

°C para 351 °C, enquanto na amostra com tanino (Ecovio/pTN), houve uma 

redução em Tonset para cerca de 332 °C. No entanto, nas amostras com HA e 

pTN simultaneamente (Ecovio/pTN/HA), a redução foi atenuada. A presença da 

HA contrabalançou o efeito do tanino.  

A redução da Tonset na presença de pTN ocorre devido ao efeito catalítico 

do tanino. Sendo um polifenol, o pTN possui grupos funcionais que interagem 

com a matriz polimérica, acelerando a degradação, especialmente em polímeros 

como PLA. Essa interação diminui a estabilidade térmica do compósito, 

reduzindo a energia de ativação necessária para iniciar a degradação e, 

consequentemente, abaixando a Tonset, esse feito foi observado em 

nanocompósitos de PLA com tanino [167]. No entanto, quando HA é adicionada 

junto ao tanino, essa queda na Tonset é atenuada. Em um estudo conduzido por 

Kadhim et al. [168], foi desenvolvido um compósito biodegradável à base de 

PBAT e HA, sugerem que cargas inorgânicas como a HA podem exercer um 

efeito de proteção na matriz polimérica, reduzindo a taxa de perda de massa 

durante a decomposição Além disso, a melhora da estabilidade térmica nos 

compósitos pode ser atribuída também a uma sólida interação” 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 

biocompósitos contendo HA e pTN. 

 

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

Amostra Tonset (°C) Tmax  - PLA (°C) Tmax - PBAT 
(°C) 

Resíduo 
(%) 

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: * são valores de desvio padrão menores que 0,5 e onde o arredondamento 

tende a 0. 

 

A primeira derivada das curvas termogravimétricas (DTG) (Figura 5.8 (b)) 

exibe decomposição em dois passos, onde o primeiro evento corresponde à 

decomposição do PLA e o segundo está relacionado à decomposição do PBAT 

[102,162]. As temperaturas relacionadas a cada etapa estão mostradas na 

Tabela 5.3. O PBAT possui uma maior estabilidade térmica do que o PLA, o que 

pode ser atribuído à presença de uma unidade aromática 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 à sua natureza aromática [57,118]. Esses fatores contribuem 

para um aumento na massa residual das amostras. Todos os biocompósitos 

contendo HA apresentaram resíduo semelhante às composições nominais, 

indicando que esta carga foi incorporada efetivamente na matriz polimérica. 

 

- Caracterização reológica 

A Figura 5.9 e a Tabela 5.4 apresentam os resultados das medidas nos 

regimes estacionário e oscilatório realizadas a 170 °C. No estado estacionário, 

o Ecovio não 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-1. Com um valor inicial de viscosidade medido em 

0,02 s-1 (η0) de 157 Pa s e um índice de lei de potência (n) medido entre 0,05 e 

5 s-1 de 0,63; esse comportamento difere dos termoplásticos tradicionais devido 

à sua estrutura macromolecular, uma vez que o desemaranhamento das cadeias 

ocorre a partir de deformações aplicadas muito baixas. A adição de pTN levou a 

uma diminuição na viscosidade (η0 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 relação ao Ecovio, os resultados de TGA indicam que 

essa diminuição na estabilidade térmica ocorre em temperaturas 

significativamente mais altas que as condições de processamento (170°C), 

sugerindo que a degradação térmica do pTN durante o processamento pode ser 

considerada mínima, Por outro lado, a adição de HA, mesmo na presença de 

tanino, aumentou a viscosidade em baixas taxas de cisalhamento devido à 

restrição física causada por essa micropartícula [171]. 

Os módulos de armazenamento (G') e de perda (G") foram avaliados em 

função da frequência de oscilação (ω, entre 0,1 e 500 rad s-1). Todas as amostras 

apresentaram um comportamento predominantemente viscoso (G”>G') em 

baixas frequências de oscilação. O aumento da frequência implica em um tempo 

de resposta mais curto do material à deformação aplicada; portanto, uma 

inversão de comportamento (G'>G”) foi observada em altas frequências (Tabela 

5.4) apenas para Ecovio. As interações entre as partículas de tanino ou 

hidroxiapatita e a blenda Ecovio podem não ser suficientemente fortes para criar 



56 
 

uma estrutura de rede estável que confira um comportamento elástico ao 

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

pode levar à formação de uma rede de interações físicas dentro da matriz de 

Ecovio, o que está de acordo com a análise de MEV-EDS indicando uma boa  

dispersão e distribuição entre os dois componentes. Esse comportamento pode 

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

comportamento mais viscoso. Além disso, as interações de ligação de hidrogênio 

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

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

resultando em um comportamento elástico. 

 

 

Figura 5.9 - (a) Medidas de reologia em regime permanente e (b-c) oscilatório do 

Ecovio e das amostras contendo hidroxiapatita e Tanfloc purificado. 
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Tabela 5.4 - Propriedades reológicas. A viscosidade inicial (η0 a 0,02 s-1) e o 

índice de lei de potência (n) foram extraídos das curvas em estado estacionário, 

e a frequência quando G’=G” (ωc) foi obtida das medidas em estado oscilatório. 

Amostra Regime 
permanente 

Regime 
oscilatório 

 η0 (Pa.s) n ωc (rad/s) 
Ecovio 157 0,63 474 

Ecovio/pTN 78 0,76 --- 
Ecovio/HA 583 0,54 --- 

Ecovio/pTN/HA 646 0,41 --- 
 

- Caracterização mecânica 

 A Figura 5.10 apresenta o módulo elástico do Ecovio e suas composições 

com pTN e HA, calculado com base na região linear entre 5% e 10% de 

deformação das curvas de tensão versus deformação obtidas por meio de um 

ensaio de compressão uniaxial. As amostras foram analisadas utilizando uma 

célula de carga de 500 N e não apresentaram fratura na carga máxima. O Ecovio 

puro apresentou um módulo de elasticidade médio de 44,7 ± 2,7 MPa. A 

composição Ecovio/pTN exibiu valor de módulo de 32,6 ± 3,3 MPa. A adição de 

10% em massa de pTN levou a uma redução significativa no módulo em 

comparação com o Ecovio puro; a redução foi de cerca de 25%. Esse resultado 

provavelmente está associado à baixa dispersão do tanino no Ecovio, como 

ilustrado nas imagens de MEV-EDS (Figura 5.5), devido à incompatibilidade do 

tanino hidrofílico com os polímeros hidrofóbicos, resultando em baixa adesão na 

amostra Ecovio/pTN. Além das características interfaciais, o tamanho da carga 

pode ter afetado a distribuição de tensão entre o Ecovio e o tanino, gerando 

pontos de concentração de tensão e, assim, levando à ineficiência na 

transferência de tensão durante o ensaio de compressão. Este mesmo 

comportamento já foi observado em trabalhos com adição de tanino em uma 

matriz de PLA [172,173]. 

 Os valores do módulo de elasticidade nos biocompósitos Ecovio/HA e 

Ecovio/pTN/HA foram de 46,8 ± 2,4 e 40,6 ± 3,6 MPa, respectivamente. Observa-

se que adicionar HA junto com pTN minimiza a redução do módulo de 

elasticidade do Ecovio quando comparado com a redução observada na amostra 

Ecovio/pTN. Esse comportamento está associado à capacidade de reforço da 
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HA para matrizes poliméricas de PLA [174], e blendas de PLA/PBAT [127]. A 

presença de HA proporcionou uma maior dispersão do tanino no Ecovio, como 

observado nas imagens de MEV-EDS, devido às maiores tensões viscosas 

impostas. Todas as composições apresentaram valores de módulo de 

elasticidade dentro da faixa requerida para engenharia de tecidos de ligamentos 

(25 - 93 MPa) e ossos (10 - 2000 MPa) [175,176]. 

 

 

Figura 5.10 - (a) Curvas tensão versus deformação e (b) módulo elástico para o 

Ecovio e as composições contendo hidroxiapatita e Tanfloc purificado obtidas no 

ensaio de compressão uniaxial. Os dados são expressos como média ± desvio 

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

 

- Ensaio in vitro de bioatividade  

 A bioatividade in vitro dos biocompósitos produzidos foi avaliada por 

imersão em fluido corporal simulado (SBF) durante um período de 21 dias, 

observando-se a formação de novos fosfatos de cálcio em suas superfícies. Este 

ensaio serve como uma abordagem inicial para avaliar a capacidade do material 

de suportar a regeneração óssea, um fator crítico para seu sucesso em 

engenharia de tecido ósseo [177,178]. Os resultados são apresentados na 

Figura 5.11. 

 Foi observado que as composições contendo pTN e HA exibiram a 

formação de fosfatos de cálcio em suas superfícies, após 21 dias de imersão das 
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amostras em SBF. Em contraste, isso não foi observado na amostra Ecovio, já 

que a blenda PLA/PBAT inerentemente não possui propriedades bioativas [125]. 

Sabe-se que a presença de HA nos biocompósitos aumenta a bioatividade 

promovendo a mineralização [67,178]. O Tanfloc pode ter contribuído para esse 

efeito ligando-se a íons de cálcio presentes no SBF. O alto teor de grupos 

fenólicos e amina do Tanfloc permitem que ele se ligue efetivamente a esses 

íons, potencialmente  promovendo a deposição de fosfatos de cálcio em suas 

superfícies [56]. De maneira interessante, os resultados também sugerem que o 

pTN apresenta propriedades bioativas, favorecendo a mineralização óssea. 

Portanto, as composições contendo HA e pTN mostraram propriedades 

bioativas, evidenciadas pelo grande número de partículas depositadas na 

superfície.  

 

 

Figura 5.11 - Superfície do (a) Ecovio e das composições (b) Ecovio/pTN, (c) 

Ecovio/HA e Ecovio/pTN/HA após 21 dias de imersão em SBF. 
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- Ensaio antimicrobiano  

Para aplicações em engenharia de tecidos ósseos, a prevenção de 

infecções é crucial para o sucesso do tratamento, por isso é de suma importância 

o uso de materiais com propriedades bactericida em dispositivos médicos. A 

atividade antimicrobiana das composições 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 (já que não possuem características 

antimicrobianas), não apresentaram atividade bactericida. A Tabela 5.5 mostra 

os resultados em log da contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) 

após 48 horas de incubação em contato com o controle e amostras. As cepas 

bacterianas usadas foram escolhidas devido à sua relevância clínica, sendo as 

mais comumente associadas à infecções em implantes médicos, podendo 

agravar processos inflamatórios, aumentando o tempo e custo de recuperação 

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  

(log10 UFC ml-1) 

Ecovio/pTN 

(log10 UFC ml-1) 

Ecovio/pTN/HA 

(log10 UFC ml-1) 

S. aureus 7,51 ± 0,14 1,00 ± 0 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 (redução logarítmica) de duas diferentes 

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

 

Os resultados mostrados na Figura 5.12 demonstraram uma visível 

eficácia bactericida, com reduções logarítmicas superiores ao dobro 

determinado pela norma (≥ 2,0 log). Durante a contagem das placas de Petri em 

algumas amostras, não se observou formação de colônias bacterianas, 

resultando em valores idênticos em todas as réplicas (1,00 log10 UFC ml⁻¹) e, 

consequentemente, desvio padrão nulo. Nota-se também que há uma maior 

sensibilidade da bactéria S. aureus em relação a P. aeruginosa em relação à 

atividade bactericida das amostras contendo pTN. Isso pode ser atribuída às 

diferenças em suas estruturas celulares. Bactérias gram-positiva, como a S. 

aureus, possuem uma parede celular espessa de peptidoglicano, que é mais 

vulnerável à ação antimicrobiana dos taninos. Em contraste, bactérias gram-

negativa, como a P. aeruginosa, tem uma membrana externa adicional que 

dificultam a penetração e a ação dos taninos, resultando em uma menor 

sensibilidade [122]. 

Os mecanismos de atividade antimicrobiana do pTN, estão associados às 

suas propriedades catiônicas e fenólicas. Os flavonoides presentes no tanino 
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têm a capacidade de formar complexos com proteínas solúveis e membranas 

celulares microbianas, podendo levar ao rompimento das membranas 

bacterianas, e consequente morte das células [118]. Além disso, o tanino contém 

grupos aminos (–NH₃⁺) que interagem eletrostaticamente com a membrana 

celular bacteriana, que são carregadas negativamente [57,122]. Essa interação 

aumenta a permeabilidade da membrana, promovendo o vazamento de 

materiais intracelulares, como desidrogenase lática, ácidos 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 

eficácia antimicrobiana observada nas amostras testadas. Os achados deste 

estudo corroboram com informações de outros trabalhos publicados, 

evidenciando a capacidade bactericida do Tanfloc [55,57,58,118,120,122].  

 

- Análise da printabilidade 

A avaliação da capacidade de impressão dos materiais envolve alguns 

requisitos fundamentais, como a precisão dimensional das peças em 

comparação com o modelo de impressão, a habilidade de extrudar um filamento 

contínuo cujo diâmetro se aproxime ao máximo do diâmetro do bico de 

impressão, além de reproduzir com fidelidade a forma do objeto desejado. No 

caso das formulações estudadas, a printabilidade foi verificada utilizando o 

material triturado após o processamento no misturador interno. Foram realizados 

vários testes, nos quais scaffolds cilíndricos de 8 mm de diâmetro e 3 mm de 

altura foram impressos, com geometria de 0 – 90º e 10 camadas, apresentando 

poros de 0,4 mm (42% de preenchimento e 58% de porosidade). As 

temperaturas de impressão utilizadas variaram de 163 a 170 ºC, até que fosse 

possível obter um filamento contínuo e alcançar a precisão dimensional das 

peças em relação ao modelo projetado.  

Nos testes de printabilidade apenas as composições Ecovio e Ecovio/HA 

foram possíveis de imprimir ao contrário das formulações contendo tanino. Na 

amostra Ecovio/pTN, o fluxo de material foi muito inconstante, mesmo ajustando-

se a temperatura de impressão. Esse problema pode ser atribuído à presença 

do tanino, que ao ser aquecido, tem tendência a expandir, criando vazios dentro 

da seringa. Essa expansão descontrolada do tanino altera a densidade do 
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material e pode gerar bolhas de ar ou zonas de baixa pressão, resultando em 

um fluxo intermitente e inconsistente durante a extrusão. Já a composição com 

pTN e HA, o material não conseguiu fluir pelo bico da seringa, resultando em 

obstrução completa. Mesmo após a limpeza do barril e do bico e o corte do 

material em pedaços menores, o problema persistiu. A presença de 

hidroxiapatita pode ter aumentado a viscosidade do compósito conforme 

mostrado anteriormente nas análises reológicas, dificultando o fluxo do material 

através do canal de extrusão. Além disso, a combinação do tanino e da 

hidroxiapatita pode ter aumentado a tendência à formação de aglomerados, o 

que levou ao entupimento da seringa.  

Na Figura 5.13 são mostradas os scaffolds obtidos das formulações 

Ecovio e Ecovio/HA. 

 

 

  

 

Figura 5.13 - (a): Imagens de scaffolds impressos em 3D de 10 camadas com 

geometria de 0-90º das formulações estudas e em (b) valores do diâmetro e 

altura destes scaffolds. O modelo projetado foi de 8 mm de diâmetro e 3 mm de 

altura. 

 

(a) 

(b) 
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A arquitetura dos scaffolds impressos foram analisadas por MEV, e a 

Figura 5.14 apresenta a superfície superior e seção transversal dos scaffolds da 

blenda e do biocompósito com HA. Os resultados da análise dos parâmetros 

dimensionais estão apresentados na Tabela 5.6. A partir dos resultados obtidos, 

é evidente que o diâmetro dos filamentos e os tamanhos dos poros estão 

significativamente diferentes dos valores projetados de 400 µm, com uma 

variação de até cerca de 30%. A variação observada pode ser atribuída a uma 

série de fatores. Durante a impressão, efeitos de relaxação do processo de 

deposição do filamento (estiramento do filamento) podem ocorrer, causando 

uma pequena deformação e achatamento do filamento [180]. 

A viscosidade do material desempenha um papel crucial na qualidade da 

impressão 3D [156]. No caso do compósito com hidroxiapatita, que apresenta 

uma viscosidade maior (conforme relatado anteriormente nos ensaios 

reológicos), os filamentos resistem mais ao fluxo durante a extrusão. Isso pode 

resultar em filamentos mais espessos e, possivelmente, achatados. A presença 

da hidroxiapatita aumenta a viscosidade do compósito, alterando suas 

propriedades de fluxo e a morfologia dos filamentos após a extrusão. Por outro 

lado, a blenda, com uma viscosidade menor, permite uma maior deformação dos 

filamentos após a extrusão, resultando em uma maior variação no tamanho dos 

poros e no diâmetro dos filamentos, como observado nas micrografias. 

Além disso, segundo relatado em trabalho realizado em nosso grupo de 

pesquisa [181], a taxa de extrusão na impressora pode variar, o que pode 

resultar em filamentos de largura maior ou menor ao longo da impressão e 

tamanhos de poros variados. Essa variação pode ser influenciada por vários 

fatores, incluindo a purga inicial, a quantidade de material fundido na seringa, e 

a viscosidade do material. Durante a impressão, se a pressão na cavidade da 

seringa cair devido à quantidade de material já extrudado, a velocidade do 

êmbolo pode não ser suficiente para manter uma taxa de extrusão constante. 

Isso pode resultar em parâmetros microestruturais que divergem do valor 

projetado. 

Por outro lado, os valores calculados da altura da camada mostraram uma 

variação bem menor (8-9%) em relação ao valor projetado de 300 µm. Isso 

sugere que o controle da altura da camada é mais preciso e consistente, o que 
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é uma característica positiva do processo de impressão 3D utilizado. Na Tabela 

5.6 é mostrado também os valores calculados de porosidade dos scaffolds, que 

ficaram próximos do projetado. Mais detalhes sobre os cálculos da porosidade 

se encontram no APÊNDICE A deste trabalho.  

Os resultados indicam que os scaffolds possuem uma porosidade 

adequada e tamanhos de poros dentro da faixa ideal para promover a 

osteocondução e a proliferação celular, favorecendo a regeneração óssea. 

Conforme relatado na literatura, estruturas com pelo menos 50% de porosidade 

e tamanhos de poros entre 200 e 800 μm são promissoras para a reconstrução 

de tecido ósseo [182]. 

 

 

Figura 5.14 - Micrografias da vista superior (em destaque) e da secção 

transversal (quadro menores) dos scaffolds obtidas por meio de MEV. 
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Tabela 5.6 - Dimensões dos parâmetros dimensionais dos scaffolds de Ecovio e 

biocompósito de Ecovio/HA. 

Amostras 
Diâmetro filamento  

(µm) 

Tamanho 

de poro  

(µm) 

Altura da 

camada 

(µm) 

Porosidade 

(%) 

 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 Caracterização dos scaffolds 

- Caracterização morfológica 

Após os testes de printabilidade (seção anterior) indicarem a 

impossibilidade de impressão 3D das composições com pTN, optou-se por 

realizar um tratamento superficial com NaOH e posterior adição de HA e pTN 

como revestimento nos scaffolds de apenas do Ecovio, visando melhorar a 

interação da blenda com as células, além de conferir propriedades bioativas e 

antimicrobianas aos scaffolds. A análise das micrografias obtidas da superfície 

por MEV (Figura 5.15) revela diferenças significativas na superfície dos scaffolds 

poliméricos à base de PLA/PBAT, antes e após a modificação superficial. 

Na blenda (Eco) a superfície da amostra apresenta uma morfologia mais 

suave e uniforme, sem a presença de partículas ou aglomerados. Na amostra 

com tratamento de NaOH, a superfície é um pouco mais rugosa, indicando 

presença de alguns vazios e resíduos de NaOH (indicados pelas setas na 

micrografia) em comparação com a amostra não tratada. O tratamento com 

NaOH é conhecido por induzir a hidrólise e a subsequente ruptura das cadeias 

poliméricas, resultando em uma superfície mais rugosa e porosa, que pode 

facilitar a adesão e proliferação celular [135]. 

A amostra tratada com NaOH e HA, exibe uma superfície ainda mais 

rugosa e porosa, com a presença de aglomerados de partículas de HA. 

Superfície semelhante apresenta a amostra tratada com NaOH e pTN, mas com 

a presença de aglomerados de pTN e aparentemente um pouco menos rugosa 

em relação à amostra tratada com NaOH e HA. Finalmente, a amostra tratada 
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com NaOH e posterior adição de pTN e HA, apresenta uma combinação das 

características observadas nas amostras tratadas com HA e com pTN. 

Em suma, a análise das micrografias de MEV das diferentes amostras de 

scaffolds PLA/PBAT indicam a eficácia do tratamento alcalino e a efetiva 

modificação da superfície dos scaffolds com HA e pTN. Estas modificações 

podem melhorar significativamente as propriedades dos scaffolds, aumentando 

a adesão e proliferação de células, e tornando-os mais adequados para 

aplicações específicas na engenharia de tecidos. 
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Figura 5.15 - Micrografias dos scaffolds (vista superior) obtidas via MEV antes e 

após o tratamento superficial com NaOH, pTN e HA. 

 

- Caracterização mecânica 

Os scaffolds com e sem tratamento superficial foram submetidos a testes 

de compressão uniaxial para avaliar suas propriedades mecânicas, replicando 

as demandas que os ossos enfrentam durante o movimento humano. A Figura 

5.16 mostra os valores do módulo elástico dos scaffolds, os quais foram obtidos 
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a partir da análise da região linear das curvas tensão versus deformação, 

especificamente de 30% a 40% de deformação. 

Observou-se que o tratamento com NaOH resultou em uma redução 

estatisticamente significativa do módulo de elasticidade da blenda de 22,27 MPa 

para 15,27 MPa. Esta diminuição pode ser atribuída a possíveis alterações na 

estrutura da blenda induzidas pelo NaOH, como um aumento na porosidade ou 

uma modificação na morfologia, que poderiam resultar em uma diminuição da 

rigidez do material. A aplicação de um tratamento alcalino tem se mostrado 

influente na qualidade e na alteração da estrutura de scaffolds, o que pode 

resultar em mudanças nas características mecânicas. Isso inclui possíveis 

reduções no módulo elástico em scaffolds poliméricos produzidas por 

manufatura aditiva [134]. 

A incorporação de HA nos scaffolds de PBAT/PLA mostrou um efeito 

interessante na manutenção do módulo de elasticidade. No caso do tratamento 

com NaOH, o módulo de elasticidade foi de 19,39 MPa, enquanto no compósito 

sem tratamento, alcançou 22,47 MPa. Embora esses valores não apresentem 

um aumento expressivo em relação à amostra Eco, a presença de HA contribuiu 

para minimizar a diminuição do módulo de elasticidade, sugerindo que, mesmo 

que distribuída de maneira não uniforme, a HA desempenha um papel importante 

na preservação das propriedades mecânicas do material. 

A adição de pTN aos scaffolds tratados com NaOH resultou em um 

módulo de elasticidade de 16,48 MPa, enquanto a combinação de pTN e HA 

após o tratamento com NaOH (Eco-N-pTN-HA) apresentou um módulo de 17,10 

MPa. Embora a adição de pTN possa ter influenciado contribuindo para uma leve 

redução na rigidez, é importante destacar que essas variações em relação à 

amostra tratada com NaOH sem adição de pTN e HA foram sutis. Esses 

resultados indicam que a presença de pTN e HA, mesmo em um cenário onde a 

rigidez é ligeiramente reduzida, não comprometeu significativamente as 

propriedades mecânicas quando comparado ao tratamento com NaOH isolado 

(Eco-N).  

Os valores de módulo elástico apresentados pelos scaffolds se encontram 

dentro da faixa normal do osso trabecular humano (10 – 2000 MPa) [175], 

podendo ter possível aplicação como enxertos ósseos esponjosos, do ponto de 

vista mecânico. 
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O tratamento alcalino, embora possa alterar as propriedades mecânicas, 

tem como objetivo principal aumentar a hidrofilicidade. Isso pode melhorar as 

propriedades biológicas, incluindo biocompatibilidade, adesão e proliferação 

celular. Assim, o tratamento alcalino equilibra as propriedades mecânicas e 

biológicas, podendo ser otimizado para atender às necessidades específicas 

dependendo da aplicação. 

 

 

Figura 5.16 - (a) Resultados do módulo de elasticidade e (b) curvas tensão 

versus deformação dos scaffolds obtidos nos ensaio de compressão. A análise 

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

 

- Ângulo de contato 

 A hidrofilicidade é uma das propriedades de superfície fundamentais que 

influenciam a aplicação prática de scaffolds na engenharia de tecidos. 

Superfícies muito hidrofóbicas não são favoráveis para a aderência e migração 

celular [134]. Para isso medidas de ângulo de contato foram realizadas para 

avaliar a hidrofilicidade das superfícies tratadas. Testes iniciais foram 

conduzidos em scaffolds. No entanto, nas amostras tratadas, o ângulo de contato 

era quase zero, indicando um completo espalhamento ou absorção da gota na 

amostra. Isso pode ser devido à estrutura dos scaffolds, que possuem uma 

microestrutura porosa e não apresentam uma superfície uniforme.  Portanto, não 

foi possível avaliar apropriadamente o efeito do tratamento superficial na 

molhabilidade. Por isso, as avaliações foram conduzidas em amostras sólidas 
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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 análises estão apresentados na Figura 5.17. 
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Figura 5.17 - Medidas dos ângulos de contato das amostras tratadas em 

comparação com a amostra de Ecovio não tratada e do biocompósito Eco-HA. A 

análise estatística foi expressa em relação ao Ecovio (N = 5; **: p < 0,01; ***: p 

< 0,001). Onde: (∆) é o valor de desvio padrão menor que 0,5 e onde o 

arredondamento tende a 0. 

 

 Os resultados da análise revelaram uma série de alterações significativas 

na hidrofilicidade da superfície do Ecovio, em resposta a diferentes tratamentos. 

Inicialmente, observou-se que o tratamento com NaOH reduziu 



72 
 

consideravelmente o ângulo de contato de 80° para 69°, indicando um aumento 

na hidrofilicidade. No entanto, a adição de pTN à superfície com NaOH pareceu 

contrabalançar esse efeito, elevando o ângulo para 94°, sugerindo uma 

característica levemente hidrofóbica na amostra. Em contrapartida, a inclusão de 

HA após tratamento alcalino resultou em um ângulo de contato 

significativamente menor, de 57°, evidenciando uma superfície altamente 

hidrofílica, desejável para aplicações biomédicas. A combinação de NaOH com 

pTN e HA apresentou um ângulo intermediário de 72°, enquanto a amostra de 

Ecovio com HA sem tratamento exibiu o maior ângulo de 103°, denotando uma 

superfície mais hidrofóbica. 

Ao analisar os resultados em conjunto, foi possível concluir que o 

tratamento com NaOH desempenha um papel crucial na melhoria da 

hidrofilicidade das amostras de Ecovio, especialmente quando combinado com 

HA. É de conhecimento que tratamentos alcalinos, dentre eles o NaOH, 

favorecem a diminuição do ângulo de contato em superfícies, ocasionando um 

aumento da hidrofilicidade [183]. Por outro lado, a adição de pTN não apresentou 

benefícios significativos para a hidrofilicidade após o tratamento com NaOH. A 

combinação 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 características superficiais mais promissoras para a 

engenharia de tecidos ósseos, sugerindo um potencial aumento na bioatividade 

e na adesão celular, aspectos essenciais para aplicações biomédicas [134,156]. 

As propriedades superficiais de um material implantável desempenham 

um importante papel no crescimento tecidual [156]. A modificação superficial 

com NaOH aumenta significativamente o processo de mineralização, o que pode 

ser benéfico para regeneração de tecidos [184]. Os resultados demonstrados 

acerca da molhabilidade ressalta a importância dos tratamentos superficiais na 

modificação das propriedades do material, visando atender às demandas 

específicas de diferentes aplicações biomédicas. 

 

- Rugosidade da superfície 

As propriedades de superfície de materiais para implantes, como a 

rugosidade e a reatividade química, são fundamentais para a adesão e 
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proliferação celular, influenciando diretamente o crescimento de novo tecido. 

Superfícies mais rugosas aumentam a área de contato e fornecem mais sítios 

de ancoragem para as células, promovendo uma melhor integração celular, 

essencial para o sucesso de scaffolds em aplicações médicas. [185,186]. Os 

resultados de rugosidade (rugosidade média quadrática, RMS) são exibidos na 

Figura 5.18. 
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Figura 5.18 - Rugosidade da superfície dos scaffolds medida por AFM. A análise 

estatística foi expressa em relação ao Ecovio (*: p < 0,05; **: p < 0,01). 

 

A análise de rugosidade por AFM dos scaffolds de Ecovio revelou 

mudanças significativas após a modificação superficial com tratamento alcalino 

(NaOH) e a adição de HA e pTN. Os scaffolds da blenda apresentaram uma 

rugosidade de 24,1 nm, servindo como referência para as demais. 

Após o tratamento alcalino (Eco-N), observou-se um aumento expressivo 

da rugosidade para 123,4 nm (*p < 0,05), indicando que o tratamento químico 

criou uma superfície mais irregular. Essa alteração na topografia é esperada, 

pois o tratamento alcalino tende a remover componentes superficiais, expondo 

áreas mais reativas e gerando maior rugosidade [135], 
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Na amostra Eco-N-HA, que combina o tratamento alcalino com a adição 

de hidroxiapatita, a rugosidade média permaneceu elevada (121,8 nm), sem 

diferença estatística significativa em relação a Eco-N, sugerindo que a 

hidroxiapatita não alterou substancialmente a topografia já modificada pelo 

tratamento alcalino. 

Por outro lado, a incorporação de tanino após o tratamento alcalino (Eco-

N-pTN) resultou em uma rugosidade média de 37,1 nm, significativamente 

menor do que a amostra Eco-N. A adição de tanino parece ter suavizado a 

superfície, possivelmente devido à interação do tanino com a matriz polimérica, 

formando uma camada mais uniforme. A inclusão de hidroxiapatita nesta mistura 

(Eco-N-pTN-HA) manteve a rugosidade em 37,8 nm, sugerindo que a 

combinação de tanino e hidroxiapatita não altera significativamente a topografia 

em relação a amostra Eco-N-pTN. 

Finalmente, o scaffold composto pelo biocompósito Eco-HA (sem NaOH), 

apresentou uma rugosidade intermediária de 59,0 nm. Essa rugosidade, maior 

que a da blenda, mas menor que as amostras tratadas alcalinamente, pode ser 

atribuída à incorporação direta das partículas de hidroxiapatita, que aumentam 

a irregularidade da superfície, mas não de forma tão intensa quanto o tratamento 

alcalino. 

Os resultados obtidos pela análise de AFM indicam que o tratamento 

alcalino e a adição de HA e pTN modificaram com sucesso a superfície dos 

scaffolds de PBAT/PLA, evidenciado pelo aumento significativo na rugosidade 

em comparação com a amostra (Eco) não tratada, o que é reforçado 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 significância estatística confirmada para as amostras Eco-N e 

Eco-N-HA em relação à amostra Eco. Já a adição de tanino parece ter um efeito 

contrário, suavizando a superfície das amostras tratadas, enquanto a 

hidroxiapatita contribui para a manutenção ou aumento moderado da 

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

 

- Avaliação in vitro da bioatividade 

A bioatividade in vitro dos scaffolds produzidos (com e sem tratamento 

superficial) foi avaliada através do método de imersão em fluido corporal 

simulado (SBF), observando-se a formação de fosfatos de cálcio em suas 

superfícies após 21 dias. Os resultados são apresentados na Figura 5.20. 

Nos scaffolds produzidos, observou-se a formação de fosfatos de cálcio 

na superfície dos scaffolds após tratamento alcalino e posterior incremento de 

pTN e HA (Eco-N-HA, Eco-N-pTN e Eco-N-pTN-HA). O Ecovio não é bioativo 

[125], o que explica a ausência de formação de fosfatos de cálcio, tanto na 

amostra não-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 

carboxílicos, essas modificações não são suficientes para induzir a formação de 

fosfatos de cálcio na ausência de componentes bioativos, como hidroxiapatita ou 

outros agentes osteoindutores.  

No entanto, a formação de fosfatos de cálcio observada nos scaffolds 

tratados com NaOH e posterior adição de hidroxiapatita e tanino sugere que o 

tratamento alcalino pode ter contribuído para melhorar a adesão e a interação 

do pTN e HA na superfície, promovendo a bioatividade. O tratamento com NaOH 

tende a aumentar a rugosidade e a criar grupos funcionais na superfície do 

polímero, facilitando a nucleação de fosfatos de cálcio e a interação com as 

cargas bioativas, que desempenham um papel crucial na indução dessa 

mineralização. Os efeitos da HA e do pTN, devido às suas propriedades 

biológicas, já foram discutidos em tópicos anteriores sobre a bioatividade dos 

compósitos, reforçando sua importância na melhoria da bioatividade dos 

scaffolds. 

 

 

Figura 5.20 - Superfície dos scaffolds após 21 dias de imersão em SBF. 
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- Avaliação in vitro da biocompatibilidade  

 A citotoxicidade dos scaffolds e a proliferação de osteoblastos foram 

avaliadas por meio de medidas de viabilidade celular, via ensaio de resazurina 

(ou Alamar Blue) após 1 e 7 dias de cultura. A resazurina é um corante azul que 

é internalizado pelas células. As células vivas mantêm um ambiente redutor, no 

qual a resazurina é metabolicamente reduzida a um composto rosa altamente 

fluorescente, a resorufina, que é liberado livremente das células [187]. A 

quantidade de resorufina produzida é proporcional ao número de células viáveis, 

pois células mortas ou danificadas não conseguem realizar essa redução. A 

viabilidade celular é então determinada pela intensidade da fluorescência ou 

absorbância da resorufina, quantificada por um espectrofotômetro ou leitor de 

placas de fluorescência [118].  

Ao observar-se os resultados obtidos (Figura 5.21) após 1 dia, nota-se 

que não houve diferenças estatisticamente significativas entre as amostras. Isso 

sugere que todos os scaffolds apresentaram uma superfície adequada para 

adesão celular, independentemente de quaisquer tratamentos adicionais. Essa 

homogeneidade inicial pode ser atribuída à ausência de interações prolongadas 

entre as células e os materiais, uma vez que o período de cultivo ainda é 

relativamente curto. Após  7 dias de cultivo celular, os resultados apresentaram 

um aumento expressivo na viabilidade celular, indicando a capacidade dos 

materiais desenvolvidos de estimular a proliferação das células ao longo do 

tempo. Entretanto, duas amostras se destacam: aquela submetida ao tratamento 

alcalino de NaOH e a amostra constituída pelo biocompósito Ecovio e HA. 

Ambas apresentaram uma viabilidade significativamente maior (p < 0,05) em 

comparação com a amostra de controle (Eco), que não recebeu tratamento 

algum. Essa observação sugere que o tratamento superficial de NaOH e a 

presença de HA podem potencializar a interação entre as células e o scaffold, 

promovendo um ambiente mais propício para a proliferação celular a longo 

prazo.  

O NaOH pode ter desempenhado um papel na modificação da superfície 

do material, devido à introdução de grupos hidrofílicos (carboxila e hidroxila), 

melhorando suas propriedades de adesão celular, enquanto a HA pode ter 

proporcionado um ambiente bioativo que estimula a adesão 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 proliferação e a fixação celular, e aprimorando suas 

propriedades para engenharia de tecidos [153,156]. Os resultados anteriores 

demonstrados em ângulo de contato e AFM dos scaffolds nesta pesquisa 

corroboram com esses dados. A adição de pTN e HA após tratamento alcalino  

parece não ter influenciado significativamente a viabilidade celular, uma vez que 

as amostras tratadas com pTN e/ou HA não diferiram estatisticamente da 

amostra de controle após 7 dias de cultivo. Isso sugere que o tanino e a 

hidroxiapatita em interação com NaOH pode não ter contribuído de forma 

significativa para a promoção da viabilidade celular nesse contexto específico. 

Porém, é importante notar que os resultados indicam que tanto o pTN quanto a 

HA não são citotóxicas para as células, conforme relatado em estudos anteriores 

com Tanfloc [57,118,123] e HA [67,156,178]. Embora não explorada, a 

bioatividade da HA pode favorecer outras funções celulares, como por exemplo 

a diferenciação de células-tronco. Quanto ao Tanfloc, sua propriedade 

antimicrobiana o torna interessante. Essas características fazem com que o pTN 

e HA sejam atrativos para uso em scaffolds destinados à regeneração óssea. 

A adesão e proliferação celular de osteoblastos após 1 e 7 dias de cultura 

celular nos scaffolds foram confirmadas através da análise de imagens obtidas 

por MEV (Figura 5.22). Nas imagens é possível ver uma maior adesão e 

proliferação de células na superfície dos scaffolds após 7 dias de cultura. 

Em suma, os resultados do ensaio fornecem evidências do impacto dos 

diferentes tratamentos e composições de scaffolds a base de Ecovio na 

viabilidade celular ao longo do tempo. Além disso, é importante destacar que a 

blenda comercial de Ecovio (PLA/PBAT) demonstrou não ser citotóxica. Isso 

indica que ela pode ser aplicada para uso em scaffolds na engenharia de tecidos, 

um campo onde pouquíssimos trabalhos têm relatado o uso desta blenda 

comercial. Essas descobertas são de grande importância para o 

desenvolvimento de materiais biomédicos mais eficazes, capazes de fornecer 

um suporte adequado para as células durante a regeneração tecidual e outras 

aplicações clínicas. 
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Figura 5.21 - Resultado do ensaio de resazurina após 1 e 7 dias de cultura de 

osteoblasto (MC3T3-E1) nos scaffolds. A análise estatística foi expressa em 

relação ao Ecovio sem tratamento (*p < 0,05). 



80 
 

 

Figura 5.22 - Imagens de MEV dos osteoblastos aderidos à superfície dos 

scaffolds após 1 e 7 dias de cultura celular. 
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6 CONCLUSÕES 

Foram desenvolvidos novos biocompósitos à base de Ecovio 

(PLA/PBAT), tanino amino-funcionalizado (TN) e hidroxiapatita (HA) visando 

aplicações biomédicas. A possibilidade de fabricação de scaffolds utilizando 

impressão 3D potencializa o uso desses materiais devido a precisão, a 

automatização e a possibilidade de personalização fornecidas por esta 

tecnologia. O desenvolvimento de scaffolds bioativos e bactericidas obtidos por 

impressão 3D tem grande potencial de aplicação na engenharia de tecido ósseo. 

A purificação do TN foi bem-sucedida, garantindo a remoção de 

impurezas por meio de diálise em tempos de 4 e 12 horas. As caracterizações 

por MEV-EDS, FTIR e XPS indicaram que ambos os tempos de purificação foram 

eficazes, com a escolha do tempo de 4 horas visando otimizar o rendimento. 

Os resultados de reometria de torque e análises térmicas confirmaram 

que a HA e pTN não degradaram a blenda PLA/PBAT, mesmo após o 

processamento em altas temperaturas. As micrografias de MEV-EDS revelaram 

uma dispersão irregular do pTN na matriz, melhorada pela adição de HA. As 

análises reológicas mostraram que a adição 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 

frequências, com inversão observada apenas para o Ecovio em altas 

frequências. 

Os testes mecânicos revelaram uma redução no módulo de elasticidade 

com a adição de pTN, atribuída à má adesão e dispersão das partículas. No 

entanto, a adição de HA mitigou essa redução, e todas as composições 

apresentaram valores de elasticidade adequados para aplicações em 

ligamentos, tendões e engenharia de tecidos ósseos. As propriedades 

biológicas, incluindo bioatividade e atividade antimicrobiana, foram promissoras. 

Os biocompósitos com HA e pTN favoreceram a deposição de fosfatos de cálcio 

em SBF, indicando bioatividade, e mostraram eficácia bactericida nas amostras 

contendo pTN. 

Nos ensaios de printabilidade, utilizando impressora 3D com extrusor de 

seringa, observou-se que as composições contendo pTN não puderam ser 

impressos, provavelmente devido à expansão significativa do pTN ao ser 
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aquecido, o que contribuiu para a criação de vazios dentro do extrusor. Além 

disso, a combinação com HA pode ter levado à formação de aglomerados, 

resultando no entupimento da seringa. E os scaffolds impressos de Ecovio e o 

seu biocompósito com HA apresentaram tamanhos de poros e porosidade 

adequada para aplicação na engenharia de tecidos ósseos. 

Por fim, a modificação da superfície dos scaffolds de Ecovio, através de 

tratamento alcalino e adição de pTN e HA, otimizou suas propriedades 

biológicas. O tratamento alcalino influenciou positivamente a rugosidade e 

hidrofilicidade da superfície, enquanto a adição posterior de pTN e HA a 

superfície favoreceu a bioatividade dos scaffolds. Ensaios de viabilidade celular, 

demonstraram que as amostras são biocompatíveis e que a modificação 

superficial favoreceu a adesão e proliferação celular, indicando potencial 

aplicação na regeneração óssea. 

 O objetivo principal deste trabalho foi atingido com sucesso . O trabalho 

desenvolvido demonstra que os biocompósitos à base de Ecovio®, HA e TN  

tanto na forma de biocompósitos como por meio de ativação superficial 

apresentam um desempenho satisfatório nos requisitos da área e representam 

uma alternativa promissora para aplicação em engenharia de tecidos ósseos. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Explorar outras técnicas de impressão 3D que não envolvam altas 

temperaturas, evitando problemas com a expansão do tanino e a 

formação de aglomerados com HA; 

• Realizar testes de atividade antimicrobiana em scaffolds modificados 

superficialmente com tanino; 

• Avaliar a degradação in vitro dos scaffolds; 

• Realizar modificações superficiais em scaffolds de Ecovio com HA para 

otimizar os resultados biológicos; 

• Explorar mais a fundo a modificação superficial dos scaffolds, incluindo o 

uso de HA na forma nanométrica e outras cargas bioativas para 

potencializar a bioatividade e propriedades mecânicas. 
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APÊNDICE A 

Para calcular a densidade do scaffold compósito (Ecovio/HA), usou-se a regra 

das misturas para materiais compósitos. Este método considera as frações de 

peso e densidades de cada componente para encontrar a densidade geral. A 

fórmula é: 

 𝜌𝑐  =  𝑤1 × 𝜌1 + 𝑤2 × 𝜌2𝑤1 + 𝑤2  

 
onde: 
- ρc é a densidade do compósito. 
- w1 e w2 são as frações de peso dos componentes. 
- ρ1 e ρ2 são as densidades dos componentes. 
 
Para o compósito: 
- wEcovio = 0.90 
- wHA = 0,10 
- ρEcovio = 1,25 g/cm³ 
- ρHA é de aproximadamente 3,16 g/cm³ 
 
Inserir esses valores na fórmula obtém: 
 
ρc = (0,90 * 1,25) + (0,10 * 3,16) / (0,90 + 0,10) 
 
ρc = (1,125) + (0,316) / (1) 
 
ρc = 1,441 g/cm³ 
 
Portanto, a densidade do scaffold compósito Ecovio/HA é de aproximadamente 
1,44 g/cm³. 
 

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

 Massa 

(g) 

h (cm) D 

(cm) 

Volume 

(cm³) 

Densidade 

teórica 

(g/cm³) 

Densidade 

experimental 

(g/cm³) 

Porosidade 

(%) 

E
c

o
v

io
 

0,0689 0,2915 0,6935 0,1101 1,25 0,6257 49,9403 

0,062 0,291 0,689 0,1085 1,25 0,5714 54,2848 

0,0692 0,28 0,716 0,1127 1,25 0,6138 50,8954 

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 

E
c

o
v

io
/H

A
 

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 

0,0726 0,306 0,7025 0,1186 1,44 0,6121 57,4920 

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 (%): 

• Ecovio: 57 ± 2; 

• Ecovio/HA: 49,5 ± 3 

 


