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RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo mundial houve um aumento
da necessidade de procedimentos ortopédicos para reparacbes Osseas
decorrentes de traumas. Neste contexto, tém sido desenvolvidos novos
procedimentos cirurgicos e novos materiais para essas aplicagbes, como 0s
scaffolds que sdo modelos temporarios para regeneracao 6ssea. Nesta tese de
doutorado investigou-se o desenvolvimento de biocompédsitos de poli (acido
latico) (PLA)/biocargas para impressdo 3D de scaffolds para engenharia de
tecidos 6sseos como uma alternativa para a producgao de scaffolds que suportem
crescimento 6sseo e possam ser fabricados de modo a se adequar as
especificidades dos individuos. Durante o desenvolvimento dos biocompdsitos
de PLA/biocargas realizou-se uma intensa investigacao das caracteristicas de
processamento, propriedades reoldgicas, térmicas e moleculares e sua
correlagdo com as caracteristicas necessarias para fabricagao e impressao de
filamentos com propriedades bioativas. Filamentos de PLA e biocompdésitos de
PLA/Hidroxiapatita (HA) e PLA/B-fosfato tricalcico (TCP), foram produzidos por
extrusao de dupla rosca e a partir deles realizou-se a confecgao de scaffolds com
estrutura biomimética a do osso. Estes foram caracterizados por testes de
compressao e apresentaram propriedades mecanicas similares as do 0sso
humano. Os scaffolds apresentaram comportamento bioativo, com a formacao
fosfatos de calcio em tempos de até 7 dias apds imersdo em fluido corporal
simulado, indicando um ambiente adequado para suportar crescimento celular e
testes com linhagens celulares mostraram que os scaffolds biocompdsitos sdo
capazes de suportar o crescimento e diferenciacdo celular. Em suma, foram
desenvolvidos scaffolds biocompédsitos de PLA/HA e PLA/TCP com elevada
biocompatibilidade e bioatividade, e com a utilizagcdo da impressao 3D é possivel
a fabricacado de uma infinidade de formas que se adequem ao defeito 6sseo que
necessite de reparagao.

Palavras-chave: PLA; Biocargas; Biossilicato®; beta-fosfato tricalcico;

Hidroxiapatita; Manufatura aditiva.
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ABSTRACT

Development of printable biocomposites of poly (lactid acid)/bioactive
fillers envisioning bone tissue engineering

As life expectancy increases worldwide, there is an increased need for orthopedic
procedures to repair bone defects resulting from trauma. In this context, new
surgical procedures and bone repair materials, such as scaffolds and temporary
models for bone regeneration have been developed. In this doctoral dissertation,
the development of printable biocomposites composed of poly(lactid acid)
(PLA)/bioactive fillers envisioning bone tissue engineering was investigated as
an alternative for scaffold fabrication that supports bone growth and could be
manufactured to fit the specifics of individuals. During the development of
PLA/biofiller composites, an intense investigation was carried out on the
processing, rheological and thermal characteristics and molecular properties and
their correlation with the characteristics needed for manufacturing and printing
filaments with bioactive properties. PLA filaments and PLA/hydroxyapatite (HA)
and PLA/B-tricalcium phosphate (TCP) biocomposites were produced by twin-
screw extrusion, and scaffolds with the biomimetic bone structure were 3D-
printed from the filaments. The scaffolds were characterized by compression
tests and presented compressive properties similar to those of human bone.
Bioactivity and biocompatibility were analyzed using simulated body fluid and cell
line tests, respectively. The scaffolds were able to originate the formation of
calcium phosphates within seven days, indicating an adequate environment to
support cell growth, and tests with cell lines showed that biocomposite scaffolds
are capable of supporting cell growth and differentiation. In summary, PLA/HA
and PLA/TCP biocomposite scaffolds with high biocompatibility and bioactivity
properties were developed. The use of 3D printing enables the manufacturing of
an infinite number of shapes that are suitable to repair bone defects.

Keywords: PLA; Biofillers; Biosilicate®; Beta-tricalcium phosphate;

Hydroxyapatite; Additive manufacturing.
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Figura 5.27 - Modelos impressos via FFF/FDM®. (l) Parafusos usados
na cirurgia de fixagdo de ligamento cruzado anterior, (ll) e (lll) scaffolds
com geometria 0-45° e 0-90°, respectivamente.

Figura 5.28 - Reconstrugdes de Micro-CT do PLA, (a-c) geometria O-
90° e (d-f) geometria 0-45°. As imagens (a,b,d,e) apresentam as
reconstru¢des da parcela solida para cada uma das geometrias de
scaffolds, enquanto que as figuras (c,f) representam a reconstrugéo da

porosidade total de cada uma das geometrias.
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Figura 5.29 - Micrografias dos scaffolds obtidas através de MEV. Vista
superior e seccao transversal dos scaffolds de PLA, e biocompésitos
de PLA/HA e PLA/TCP (Magnificagdes de 50x e 200x).

Figura 5.30 - Mapeamento de EDS para os scaffolds de biocompdsitos
de PLA/HA e PLA/TCP. Sinal vermelho representa regides nos quais
se encontra o elemento quimico calcio, enquanto que o elemento
quimico fésforo é representado na cor azul.

Figura 5.31 - MEV da superficie dos scaffolds de PLA, e biocompdsitos
de PLA/HA e PLA/TCP apés diferentes tempos de imersdao em SBF
(magnificagdo 500x). Apos 7 dias € observada intensa formacdo de
fosfatos de calcio na superficie das amostras de PLASHA, PLA10HA,
enquanto que em menor concentracao para PLA5TCP e PLA10TCP.
Figura 5.32 - Micrografias do ensaio de vivo/morto para os scaffolds de
PLA, e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP em dois diferentes
tempos de analise, 1 e 7 dias. Para as amostras com 7 dias de cultura
o sinal verde representa elevada proliferagao celular de células viaveis.
Figura 5.33 - Micrografias de MEV da superficie dos scaffolds de PLA
e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP fixados em formalina apds dois
diferentes tempos de cultura, 1 e 7 dias. As setas vermelham
exemplificam lugares onde se observa células fixadas na superficie do
scaffolds ou entre diferentes superficies como juncao de filamentos
depositados.

Figura 5.34 - Concentragcédo de DNA por tempo para os scaffolds de PLA
e biocompdésitos de PLA/HA e PLA/TCP. (* p<0,01,*** p< 0,0001). n=3
para 3 experimentos independentes.

Micrografias do ensaio de vivo/morto para os scaffolds de PLA, e
biocompésitos de PLA/HA e PLA/TCP em dois diferentes tempos de
analise, 7, 14 e 21 dias, cultivados com hASCs. Para as amostras com
7, 14 e 21 dias de cultura, o sinal verde representa elevada proliferacao
celular de células viaveis, enquanto que 14 e 21 dias ha intensificagao

do sinal vermelho (células mortas) para amostras cultivas meio a-MEM
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(PLA10HA e PLA10TCP), comparativamente as amostras em meio
osteogénico.

Figura 5.36 - Micrografias de MEV dos scaffolds de PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs sob
diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias, e fixados em formalina.
Figura 5.37 - Concentragcdo de DNA por tempo para os scaffolds de PLA
e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs sob
diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias. n=3 para 3 experimentos
independentes.

Figura 5.38 - Concentracdo de ALP/DNA para os scaffolds de PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs sob
diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias. n=3 para 3 experimentos
independentes.

Figura 5.39 - Scaffolds de PLA, PLA10HA e PLA10TCP apds 14 d
cultivados em meio osteogénico (a). Concentragao de AR em mM para
os scaffolds de PLA e biocompdésitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados
com hASCs sob diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias. (b). n=3

para 3 experimentos independentes.

110

111

113

115



SIMBOLOS E ABREVIATURAS
o-MEM - Meio Minimo Essencial Alfa
AH. - Entalpia de cristalizagao a frio
AHJ, - Entalpia tedrica de fusdo
AHm - Entalpia de fusao cristalina
ALP - Fosfatase alcalina
AR - Alizarin Red
CA - Calceina AM
CAD - Computer aided design
CM - Células-tronco
CPC - Cloreto de cetilpiridinio
DMA - Analise dinamico mecénica (DMA)
DSC - Calorimetria Exploratéria diferencial (DSC)
EDS - Espectroscopia de raios-X por dispersao em energia
FDM®/FFF - Fusao e deposi¢cao de material
SEC - Cromatografia de permeacgao em gel
HA - Hidroxiapatita

XXi

hASCs - Human adipose tissue-derived stem cells - células-tronco derivadas de

adiposo humano

ICDD - International Centre for Diffraction Data

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

JCPDS - Joint Committee on Powder Diffraction Standards
MEV — Microscopia eletronica de varredura

Mn - Massa molar numeérica média

Micro-CT - Micro-tomografia computadorizada de raio
Mw - Massa molar ponderal média.

PA - Porcentagem de acidez

PBS - Solugao tampao de fosfato

PCL - Poli (s-caprolactona)

Pdi - Polidispersividade

PGA - Poli (acido glicélico)

Pl - lodeto de propidio


http://www.icdd.com/

XXii

PLA — Poli (acido lactico)

PLGA - Poli (acido lactico-co-acido glicélico).
SBF - Fluido corporal simulado

TCP - B-fosfato tricalcico

Ty -Transicao vitrea

TGA - Analise termogravimétrica

Xc - Grau de cristalinidade

XRD - Difragdo de Raio-X (XRD)



1.  INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Recentemente, as aplicagbes de engenharia de tecidos 6sseos tém se
disseminado devido a traumas, tumores, deformidades, degeneracéo e
envelhecimento da populagcdo, que requerem, como tratamento, transplante de
0sseo sintético [1-3]. Estima-se que ocorram mundialmente mais de 50 milhdes
de fraturas por ano e desse total sdo realizados, anualmente, cerca de 8 milhdes
de procedimentos para reparacéo 6ssea, sendo os mais comuns do radio, pulso,
tibia e tornozelos [4]. No Brasil, segundo o Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS), ocorreram aproximadamente 216.000
fraturas relacionadas a acidentes de transporte no ano de 2019 (Grande grupo
causas: V01-V99 Acidentes de transporte) e os gastos com internacdes e
reparacoes osseas foi de aproximadamente 254 milhdes de reais [5].

Existe uma série de técnicas de reparagao 0ssea que podem ser utilizadas
para que a estrutura recupere sua fungdo e estes sao dependentes da area
lesionada. Dentre elas, pode-se destacar a utilizagdo de férula, gesso e enfaixe
para imobilizacdo, procedimentos cirurgicos para fixacdo de fragmentos com
placas e parafusos e a enxertia 6ssea [6].

A utilizacdo dos procedimentos de enxertia tem crescido ao longo dos
anos. No entanto, existem apenas trés tipos de procedimentos de enxertia,
denominados de auto enxertia, enxertia com a utilizacdo de ossos homogéneos
e enxertia com a utilizagdo de scaffolds. Auto enxertos sdo enxertos nos quais
se utiliza ossos do préprio hospedeiro, isto €, realiza-se a remogao de tecido
0sseo de uma parte do corpo (como das costelas) e implanta-se na area que se
deseja a reparagao 6ssea [7]. Essa pratica € a mais realizada, pois reduz riscos
de contaminagao e rejeicdo do hospedeiro, no entanto, tem como pontos
negativos a causa de dores poés-operatoérias, a limitacdo pela quantidade de
0ssos disponiveis para enxertia, além de apresentar maior risco de morbidez
para o paciente. Outro tipo de enxertia utiliza ossos homogenos, isto é, ossos
retirados de cadaveres, a partir de bancos de ossos. Esse tipo de enxertia
depende da disponibilidade e tamanho de ossos e tem como desvantagem a
possibilidade de rejeicdo do hospedeiro (necessidade de wuso de

imunossupressores) e a contaminagao por virus e/ou bactérias [7]. Por fim, existe



a enxertia com a utilizagao de arcabougos ou scaffolds artificiais para reparagao
ossea.

Os scaffolds atuam como modelos temporarios para regeneragcdo 0ssea
e estimulam o crescimento ésseo vascularizado [8]. O scaffold ideal deve
mimetizar a matriz extracelular natural do osso ao maximo possivel, de modo a
possibilitar a ligacédo, proliferagcdo e diferenciacdo de células. Para isso, é
necessario que o scaffold apresente estrutura e propriedades bioquimicas
especificas que possibilitem o crescimento celular e ambiente adequado para
interacao entre o scaffold e as células hospedeiras [9].

Os scaffolds utilizados para a regeneracao 6ssea podem ser fabricados a
partir de diferentes matrizes incluindo metais, cerdmicas e polimeros. Os
scaffolds artificiais quando comparados ao procedimento de auto enxertia,
apresentam deficiéncias intrinsecas como: a liberacdo de ions metalicos em
scaffolds metalicos, baixa resisténcia a compressao de scaffolds poliméricos e
fragilidade de scaffolds ceramicos [10].

Uma das formas de se produzir scaffolds poliméricos com propriedades
mecanicas adequadas e que apresentem comportamento bioativo e degradacao
controlada consiste na producédo de compdsitos polimeros/cargas ceramicas
bioativas/biocargas, sendo as principais: os biovidros (BG), a hidroxiapatita (HA)
e o PB-fosfato tricalcico (TCP). Dessa forma, controlando-se os teores de
biocargas na matriz polimérica pode-se obter diferentes morfologias,
propriedades mecanicas e comportamento bioativo nestes scaffolds.

Dentre os diferentes tipos de polimeros que apresentam propriedades
especificas para a produgédo de scaffolds, o poli (acido lactico) (PLA) é uma
alternativa viavel e promissora. O PLA é um poliéster derivado do acido lactico e
apresenta elevadas propriedades mecanicas como elevada resisténcia
mecanica, além de ser bioabsorvivel e biocompativel [11]. Devido a essas
caracteristicas, o PLA vem sendo amplamente utilizado em aplicagées médicas
como: fios para sutura intradérmica, liberagdo controlada de farmacos,
regeneracao guiada de tecidos, preenchimento facial e scaffolds para cultura de

células [12].



As biocargas, como biovidros, HA e o TCP, sao excelentes candidatos
para a producdo de scaffolds para substituicio de matriz 6ssea, uma vez que
estas apresentam composigao quimica similar a do osso, biocompatibilidade
com a matriz 6ssea e sdo bioabsorviveis. A HA, por sua vez, é um dos
componentes majoritarios dos 0ssos, 0 que garante maior biocompatibilidade
com a matriz éssea [13]. Os compostos de fosfato de calcio quando implantados
no organismo ativam biologicamente a formagdo de uma camada mineralizada
composta de fosfatos de calcio entre a superficie desse material e o tecido, isto
€, promovem uma interface de ligagdo ao tecido [14]. A velocidade de
biodegradagao e o tipo de célula envolvido no processo de reabsorgdo séo
determinados pelas propriedades do material, como a raz&do molar entre atomos
de calcio e fosforo (Ca/P), grau de cristalinidade, tamanho das particulas, area
superficial, porosidade, ambiente biolégico, pH, presenca de células e teor de
agua [7,15].

Compdsitos de polimeros/biocargas representam uma classe promissora
de materiais que podem ser aplicados na engenharia de tecidos para a produgao
de scaffolds. Estes compdsitos combinam a flexibilidade, conformabilidade e
capacidade de bioabsor¢do do PLA e o carater bioativo das biocargas [13,14].
Além disso, essas biocargas apresentam maior resisténcia a compressao
comparadas ao PLA. Desse modo é possivel o desenvolvimento de compdsitos
com incremento nas propriedades mecanicas e com propriedades de
osteoinducao e osteoconducéo, isto é, capacidade de formacao e proliferacédo
de células dsseas, respectivamente [13,14,16].

A porosidade dos scaffolds, assim como interconectividade entre poros,
permeabilidade a fluidos corporais/proteinas, resisténcia a compressao e
bioatividade sdo algumas das propriedades mais importantes para o sucesso no
desenvolvimento de scaffolds [17]. Com a utilizagdo de técnicas de manufatura
rapida, como a impressao 3D via fused filament fabrication/ Fusao e Deposi¢cao
de Material (FFF/FDM®), é possivel a confeccao de scaffolds a partir de
materiais biodegradaveis e bioativos com morfologia controlada, o que resulta

em propriedades mecanicas e permeabilidade a fluidos corporais/proteinas



desenhadas sob medida para esta aplicacio, possibilitando maior recuperacao
de pacientes que necessitem de enxertia 0ssea.

Um dos principais desafios dessa area consiste na produc¢ao de scaffolds
de PLA/biocargas com propriedades bioativas e com propriedades mecanicas
suficientes para a aplicagdo na engenharia de tecidos 6sseos. Para alcangar
esse objetivo € necessario o desenvolvimento de filamentos para impresséao 3D
que possuam as propriedades ideais para a producdo de scaffolds. Neste
contexto, essa tese explora desde o desenvolvimento dos filamentos de
diferentes biocompdsitos de PLA/biocargas, a confeccdo de scaffolds e a
caracterizagdo mecanica, biocompatibilidade e crescimento celular visando a

aplicagao na engenharia de tecidos 6sseos.



2. OBJETIVOS

O principal desafio cientifico e tecnoldgico desse projeto de doutoramento
consistiu no desenvolvimento de biocompodsitos de poli (acido lactico)
(PLA)/biocargas para impressao 3D de scaffolds para engenharia de tecidos
O0sseos. Durante o desenvolvimento dos biocompdsitos de PLA/biocargas
realizou-se de forma inédita uma intensa investigacdo das principais
caracteristicas de processamento, propriedades reoldgicas, térmicas e
moleculares e sua correlacdo com as caracteristicas necessarias para
fabricacdo de filamentos para a impressao 3D de scaffolds com propriedades
bioativas. Além disso, objetivos secundarios consistiram em se adequar as
condicbes de processamento destes filamentos biocompdsitos para fabricacéo

via impressao 3D de scaffolds bioinspirados na estrutura do osso.






3. REVISAO DA LITERATURA

Esse capitulo tem como objetivo apresentar uma revisao da literatura,
abordando o conceito de biomimetismo, os materiais utilizados para confeccao
de scaffolds, suas principais caracteristicas e as principais técnicas para

desenvolvimento de biomateriais.

3.1 BIOMIMETISMO

A palavra biomimetismo tem origem grega e é formada por bios = vida e
mimetés = imitacao, isto &, imitagao da vida. Durante a evolugao de seres vivos
na terra, o desenvolvimento de habilidades especificas consistia numa vantagem
competitiva na cadeia alimentar, e com isso maior a chance de perpetuagao da
espécie. O biomimetismo ou a bioinspiragcdo € uma forma do homem absorver
conhecimento, através da observagao da natureza, e aplica-lo na solugcéo de
problemas. Diversos produtos foram desenvolvidos ao longo dos anos a partir
da observagao da natureza como: camera fotografica, a partir da estrutura do
olho; o Velcro®,a partir da estrutura das sementes da Bardana; e scaffolds,
bioinspirados na matriz 6ssea [18].

O sucesso das solugdes desenvolvidas pela natureza esta em grande
parte relacionado com a sua capacidade da natureza de combinar diferentes
elementos para a producgao de estruturas hierarquicas complexas. Por exemplo,
0 moddulo elastico de uma fibra de poliamida comercial, é similar as fibras de
colageno enquanto que ceradmicas comerciais tem tenacidade a fratura similar
as da hidroxiapatita. No entanto, a combinacao dessas diferentes estruturas de
forma hierarquica permite obter propriedades muito superiores comparada aos
componentes isolados [19].

Os o0ssos sao estruturas complexas e apresentam estrutura hierarquica
hibrida formada basicamente por hidroxiapatita (HA) e colageno [20]. A estrutura
hierarquica é constituida por materiais que possuem uma estrutura bem definida
e que, a medida que sdo combinados, formam estruturas mais complexas e que
ocorrem em diferentes escalas de tamanho. Em cada nivel da hierarquia
estrutural pode-se modelar o material como um continuum para fins de analise

[20]. O colageno é o elemento estrutural basico para formagéo de tecidos como



tenddes, ligamentos, pele, vasos sanguineos, musculos, etc [19,21]. O osso
cortical € muito denso e recobre praticamente todas as estruturas, fornecendo
protecao as estruturas internas, como a do osso trabecular (ou esponjoso), que
possui elevada porosidade e preenche vértebras e extremidades de o0ssos
longos (como o fémur). Estas estruturas ddo origem a materiais rigidos (modulo
elastico de 7 a 30 GPa) e tenazes (tenacidade a fratura de até 2 a 12 MPa.m"?)
[19,21,22]. A Figura 3.1 apresenta a estrutura hierarquica do osso bem como

outros elementos que constituem a estrutura do osso.
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Figura 3.1 - Estrutura hierarquica do osso. Adaptado de [20].

Apesar de apresentar uma estrutura sélida, o osso cortical possui uma
série de vazios, como 0s canais haversianos que possuem uma area transversal
de 2.500-12.000 mm? e resulta em uma porosidade de 3 a 12%.

Existem pelo menos quatro tipos de células estdo presentes no tecido
0sseo: osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células de revestimento ésseo.
O osso encontra-se em constante estado de remodelagdo com os osteoblastos

produzindo e mineralizando a nova matriz dssea, ostedcitos mantendo a matriz



e os osteoclastos reabsorvendo a matriz. As células de revestimento 6sseo sé&o
células inativas que se acredita serem precursoras de osteoblastos [23].

A partir da estrutura hierarquica do osso sdo desenvolvidos scaffolds
bioinspirados que possuam estrutura e caracteristicas similares as do osso, isto
€, suportem as tensbes de compressao necessarias da vida em uso, e
apresentem porosidade adequada para o transporte de nutrientes, excregao de
residuos metabdlicos e vascularizagao. O scaffold ideal deve mimetizar a matriz
extracelular natural do osso ao maximo possivel, de modo a possibilitar a ligacao,
proliferacéo e diferenciagao de células [10].

A seguir sdo apresentados alguns critérios gerais utilizados para o
desenvolvimento de scaffolds [8].

Os scaffolds devem:

(a) ser biocompativeis;

(b) formar ligagbes quimicas com o 0sso hospedeiro;

(c) ter uma estrutura de poros interconectados para permitir o crescimento
0sseo tridimensional (3D);

(d) se degradar na mesma taxa que o 0sso € reparado;

(e) ter uma superficie adequada para fixagéo celular;

(f) estimular as células osteoprogenitoras a produzir matriz 6ssea. Essas
células sao responsaveis pela sintese dos componentes organicos da matriz
O0ssea (como o colageno);

(g) exibir propriedades mecanicas semelhantes as do osso hospedeiro;

(h) possuir capacidade de ser moldado pelo cirurgido antes da
implantacao para ajustar o defeito que se deseja reparar.

A Tabela 3.1 apresenta a distribuicado de tamanho de poros e os principais

efeitos bioquimicos dependentes dessa distribuicao.
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Tabela 3.1 - Distribuicdo de tamanho de poros versus efeito bioquimico/fungao.

Tamanho do poro Efeito bioquimico ou fungao
<1 um Interagdo com proteinas e resposta bioativa
1-20 um Atragdo de células especificas

Desenvolvimento celular

Orientacédo e direcionamento de crescimento celular

100- 1000 pm Crescimento celular
Crescimento 6sseo

Funcao de resisténcia mecanica

> 1000 um Funcionalidade dos implantes (forma e estética)

Fonte: Adaptado de [24]

A arquitetura do scaffold impacta diretamente na osteocondutividade, isto
€, na capacidade de proliferacao de células ésseas. Dessa forma, é desejado
que o scaffold possua poros na ordem de 150-500 um em didmetro e porosidade
interconectada de 60-80% [24-26]. Caso o material apresente
osteocondutividade, os osteoblastos serdo capazes de depositar uma nova
estrutura éssea no scaffold. Em contrapartida, caso o material seja osteoindutivo,
este material sera capaz de promover a diferenciacdo de uma célula
mesenquimal nao diferenciada, e este se transformara em um osteoblasto.

As bioceramicas sédo os materiais preferidos para enxertos 6sseos devido
a sua baixa massa especifica em scaffolds, alta resisténcia ao desgaste,
aderéncia tecidual, semelhanga com o o0sso natural, no entanto, apresentam
elevada fragilidade e dificil moldabilidade [27].

A producéao de scaffolds compdsitos a partir de polimeros bioabsorviveis
e biocargas (cargas ceramicas bioativas) € uma classe promissora de materiais
que podem ser aplicados na engenharia de scaffolds. Um dos materiais
poliméricos que possui essas caracteristicas € o PLA, pois apresenta maior
flexibilidade comparativamente as biocargas, conformabilidade e capacidade de
bioabsor¢cdo. Algumas das biocargas que sdo amplamente utilizadas e que
possuem aplicagdo consolidada na engenharia de tecidos e scaffolds séo os

biovidros, a HA e o TCP [13,14]. Logo, a produgéo de scaffolds biocompdsitos a
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partir de PLA com a adi¢ao das biocargas supracitadas podem originar scaffolds
com propriedades mecanicas melhores que a do PLA puro e com a combinacéo
das propriedades de osteoinducéo/osteocondugao das biocargas [13,14,16].

A Tabela 3.2 apresenta as propriedades dos ossos e dos principais
materiais utilizados para a producao de scaffolds que serdo abordados em

detalhes nos capitulos seguintes.

Tabela 3.2 - Propriedades dos ossos humanos e materiais utilizados para a

producao de scaffolds.

Material Médulo elastico Resisténcia a
(GPa) compressao (MPa)
Osso cortical (fémur)* 14,7-19,7 167- 215
Osso esponjoso (fémur distal)* 0,298 + 0,224 56+3,8
Biovidro ® 35 42
Hidroxiapatita 95 50
PDLLA 1,4-2,8 27,6 -414
PLGA 1,4 -2,08 41,4 -55,2
PLLA 24-42 55,2 -82,7
PCL 0,21-0,34 20,7 - 34,5

*testado a seco em compressao. Fonte: Adaptado de [28].
PDLLA Estereocomplexo de dextrogiro (D) e levogiro (L).
PLLA Estereocomplexo levogiro (L).

PLGA Poli (acido lactico-co-acido glicélico).

PCL Poli (e-caprolactona).

3.2 PRINCIPAIS MATERIAIS UTILIZADOS PARA PRODUGCAO DE
SCAFFOLDS

Os materiais utilizados para a producdo de implantes ou dispositivos
meédicos sao categorizados em 3 geragdes. A primeira geracao de biomateriais
consiste em materiais inertes, como alumina e zircbnia. A segunda geracao
consiste em materiais bioativos e reabsorviveis, como os fosfatos de calcio,
biovidros e vitroceramicas, e sdo capazes de desencadear alguma funcao

quimicalfisica na area substituida e desta forma ocorre a ligagao entre o tecido
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e o material. Os materiais de terceira geragcado s&o biomateriais que induzem a
regeneragao de tecidos através de processos quimicos e para isso tem estrutura
e composicao especifica. Alguns materiais que pertencem a essa categoria séo
materiais porosos de segunda geracdo e novas bioceramicas hibridas
organico/inorganico, matrizes de vidros e géis. Além disso € possivel se realizar
a modificagdo da superficie desses materiais com fatores génicos ou grupos
especificos de modo a torna-los biologicamente ativos [29].

Dentre os materiais sintéticos, os materiais ceramicos como os biovidros,
HA e TCP sao os que apresentam maior bioatividade com tecidos do corpo, no
entanto, as principais caracteristicas que limitam a utilizacdo desses materiais
em regeneracao 0ssea sao: o0 baixo desempenho mecanico, baixa usinabilidade
e problemas relacionados a seu processamento [22,30].

A seguir é apresentada a revisdo bibliografica dos principais materiais

utilizados na produgao de scaffolds.

3.2.1 BIOSSILICATO®

Os primeiros biovidros foram desenvolvidos por Larry Hench na década
de 1960-70, como o Bioglass® 45S5 (sistema  quaternario
SiO2-Ca0-Na20-P205), e este apresentava elevada interagédo com os tecidos
vivos. Segundo Hench [9], um material bioativo provoca uma resposta biolégica
na interface do material, de modo que o material e o tecido se conectam. Os
biovidros possuem propriedades de osteoindugdo e quando implantados no
organismo ativam biologicamente a formacdo de uma camada de fosfatos de
calcio/hidroxiapatita entre a superficie desse material e o tecido, isto é,
promovem uma interface que liga o biovidro ao tecido [31]. A Figura 3.2

apresenta a estrutura do biovidro 45S5 que é similar a do Biossilicato®.
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Figura 3.2 - Estrutura do Biovidro 45S5®, sistema quaternario
SiO2-Ca0-Na20-P205 [32].

Granito et al. [33] realizaram testes in vivo utilizando ratos e observaram
que os implantes de Biossilicato® resultaram em uma maior regeneracao 6ssea
comparativamente ao padrao ouro de implantes (biovidro 45S5®). Os implantes
utilizando-se o Biossilicato® foram mais tenazes e mais bioativos e, como
demonstrado por Crovace et al. [34], este material tem sido amplamente
investigado, sendo que mais de 30 artigos cientificos e 28 teses ja foram
publicadas utilizando-se este material.

As principais técnicas empregadas para a preparagdo de biocompdésitos
de PLA/biovidro utilizam solventes, como a evaporacao de solvente com adigao
e lixiviagdo de sal [16,17], inversao de fases [35,36] e, mais recentemente,

através de técnicas de manufatura aditiva/impresséao 3D [37].

3.2.2 HIDROXIAPATITA (HA)

A hidroxipatita (HA) é um fosfato de calcio hidratado e possui composi¢ao
Ca1o(PO4)s(OH)2 com razdo Ca/P = 1,67. E comercializada sob diversas formas,
inclusive da maneira como € encontrada na natureza (hidroxiapatita de coral).
Este mineral apresenta caracteristicas de osteocondugao, ou seja, implantes de
HA suportam o crescimento e a formacao 6ssea em seu interior [38]. HA é capaz
de estabelecer ligagbes de natureza quimica com o tecido ésseo, permitindo a
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proliferagdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células ésseas [38]. Pelas
suas semelhangas quimicas com a parte mineral dos ossos, a HA é um
biomaterial amplamente utilizado como recobrimentos em implantes ortopédicos

e dentarios [39—41]. A estrutura da HA é apresentada na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Estrutura da hidroxiapatita [42].

Sendo um componente nativo do osso, a HA tem a capacidade de
promover a mineralizacdo e € uma escolha comum para substituicdo e
preenchimento 6sseo. A utilizacdo de HA com tamanho de particulas na escala
nanomeétrica utilizada para a preparagao de nanocompdsitos com um polimero
biodegradavel podem combinar os beneficios de ambos os componentes.
Entretanto, a HA em ossos humanos geralmente ndo € estequiométrica devido
a deficiéncia de calcio, apresentando relagées Ca/P variando de 1,5 a 1,67, o
que afeta as suas propriedades bioldgicas e mecanicas. Deve ser mencionado
que compostos de fosfato de calcio com relagdo Ca/P < 1:1 ndo sdo adequados
para implantacao bioldgica. Isto é devido a sua maior solubilidade e velocidade
de hidrdélise com a relacdo Ca/P decrescente [43]

Fosfatos de calcio (CaP) como HA, a e B fosfatos tricalcico (TCP), tém
sido mais intensamente investigados em relagao a sua possivel aplicagdo como
scaffolds 6sseos [36]. No entanto, a HA é a mais termodinamicamente estavel
em pH fisiolégico (pH = 7,4). A biodegradabilidade dos fosfatos de calcio
depende de muitos parametros, como o grau de cristalinidade, porosidade,
pureza quimica, rugosidade superficial e razao Ca/P [36]. A HA apresenta maior

taxa de degradagdo com o aumento da porosidade, com aumento do conteudo
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de substituicdo iGnica na rede cristalina e com o aumento do conteudo de
segunda fase, por exemplo, quando com misturada com outros fosfatos de calcio
[36,44].

Cerca de 60% em massa do osso é composta por HA portanto, fica
evidente que a HA e os fosfatos de calcio relacionados (como, a-TCP, TCP) sédo
intensamente investigados como 0s principais componentes para a produc¢ao de

scaffolds utilizados na engenharia de tecidos 6sseos [36].

3.2.2. B - FOSFATO TRICALCICO (TCP)

Dentre os varios fosfatos de calcio existentes, o TCP tem atraido muita
atencao na pesquisa médica devido a uma série de propriedades que o tornam
um material apropriado para a fabricagcdo de implantes 6sseos. Dentre essas
propriedades pode-se citar a sua biocompatibilidade, capacidade de
osteoconducgao e reabsor¢cao quando implantado [45,46].

O TCP néo pode ser obtido a partir de solugdes aquosas, sendo obtido
apenas a altas temperaturas através da decomposicdo térmica do CDHA
(hidroxiapatita deficiente em calcio) ou pela reagdo no estado solido de DCPA
(fosfato dicalcico anidro) com 6xido de calcio. O TCP pode ser obtido com
diferentes elementos vacantes, como o magnésio, que pode substituir posi¢cdes
dos ions de calcio e aumentar a proliferagcao celular de osteoblastos [44,46]. A

Figura 3.4 apresenta a estrutura do TCP.
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Figura 3.4 — Estrutura tetraédica do B-fosfato tricalcico (TCP). Adaptado de [47].

O TCP apresenta taxa de biodegradagédo e absor¢do de 3 a 12 vezes
maior em comparagao com HA e isso favorece a ligagado do material ao 0sso. No
entanto, a combinacao de TCP e HA nos denominados fosfatos de calcio bifasico
(BCP) apresenta as vantagens de ambos os componentes: reatividade de TCP
e estabilidade de HA [48].

A HA apresenta razdo na ordem de 1,67, enquanto que o TCP apresenta
razao de 1,5, deste modo este se degrada mais rapidamente [25]. Devido a suas
propriedades bioativas, o TCP é adicionado em pastas de dentes e suplementos,

além de ser utilizados em implantes [39].

3.3. SCAFFOLDS CERAMICOS

Dentre os materiais sintéticos, os materiais vitreos, como os biovidros, s&o
0s que apresentam maior bioatividade com tecidos. No entanto, as principais
caracteristicas que limitam a utilizagdo dos biovidros em regeneragao 6ssea séo
seu baixo desempenho mecanico, fratura do tipo concoidal (fragil e cortante) e
sua baixa usinabilidade [31,49]
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Devido a baixa usinabilidade dos materiais ceramicos, foram desenvolvidas
rotas de produgao de scaffolds com morfologia tridimensional controlada. Alguns
dos métodos mais comuns para a produgao desses scaffolds sao: (i) evaporagao
de uma solugdo polimérica sol-gel carregada com materiais ceramicos e
prossegue com a sinterizacdo desse composto (ii) utilizacdo de um modelo
polimérico de elevada porosidade (como uma espuma), imersdo dessa espuma
em uma solugcdo polimérica concentrada de cargas ceramicas de elevada
viscosidade seguida pela sua sinterizagdo (espuma + solugédo polimero/cargas
ceramicas). Em ambos os métodos, os polimeros s&o utilizados apenas como
um modelo e, durante a etapa de sinterizagdo, sdo decompostos, restando
apenas a matriz ceramica [50].

No entanto, vale mencionar o surgimento de uma outra técnica de
producao de scaffolds chamada robo-casting, que consiste na deposicao
camada a camada de uma barbotina ceramica para a obtengao de scaffolds com
geometria controlada. Essa técnica apresenta uma série de vantagens em
relacdo as anteriores, como, por exemplo, o controle da morfologia final do
scaffold. No entanto, os tempos necessarios para a producédo do scaffold e o
tempo de impresséo, como sinterizagéo, sao elevados. Além disso, é necessario
controlar as propriedades viscoelasticas da barbotina ceramica para se obter
uma dispersao controlada e com capacidade para ser impressa [51].

As Figuras 3.5 e 3.6 apresentam as microestruturas de uma espuma de
poliuterano que foi utilizada como modelo polimérico para a confeccdo de um
scaffold ceramico e um exemplo de scaffold de HA obtido via robo-casting,

respectivamente [50,51].
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Figura 3.5 - Microestrutura de um modelo polimérico de elevada porosidade.
Adaptado de [50].

Figura 3.6 - Microestruturas de scaffolds impressos usando-se robo-casting.
Poros (a) e (d) 250um, (b) e (e) 350um, (c) e (f) 500um. Adaptado
de [51].

De acordo com a técnica empregada para a produgao dos scaffolds
ceramicos, tem-se uma variagao na qualidade de dispersao das particulas e,
com isso, formam-se morfologias diferentes, afetando tanto o tamanho e
distribuicdo de poros, assim como as propriedades mecanicas, que sao
caracteristicas essenciais para o sucesso na aplicagdo de scaffolds [52].

Na Tabela 3.3 sdo apresentadas algumas técnicas de produgédo de

scaffolds com suas principais vantagens e limitagoes.
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Tabela 3.3 - Técnicas de produgado de scaffolds ceramicos e suas principais

caracteristicas.

Método de Vantagens Limitagcoes
fabricagcao
Controle de Baixa interconectividade
Compressao de . .
) porosidade e porosidade
particulas L
Sem solventes Limitacao de estrutura < 3 mm
Evaporagéao de Controle de
. Uso de solventes
uma solugéo porosidade e _ _
o ] o e estrutura isotropicas
polimérica sol-gel interconectividade
N Porosidade pode ser Resolugéo
Manufatura aditiva o o ) .
] definida pelo usuario Alguns métodos utilizam
(Robo-casting) _ _
Interface médica solventes orgéanicos

Fonte: Adaptado de [28,29].

Outro fator que influencia a biocompatibilidade dos materiais ceramicos é
a sua composicao. Segundo Kokubo et al. [22], para que ocorra a ligagao dos
materiais ceramicos com os tecidos do corpo humano € necessario ocorrer a
mineralizagao. Durante o processo de mineralizagdo ocorre a formacao de uma
camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) que é semelhante ao constituinte
mineral do 0sso, que se liga firmemente a ossos e tecidos vivos. Embora alguns
detalhes das alteragbes quimicas e estruturais ndo sejam claros, acredita-se
geralmente que a camada de HCA se forme como resultado de uma sequéncia
de reagdes na superficie do implante de materiais bioativos, como em biovidros
[63,54].

O mecanismo proposto por Hench para a formacao de HCA na superficie
de biovidros € apresentado na Figura 3.7 e os processos envolvidos sao
descritos abaixo [49,53]:

(1) troca de idnica de Ca®* e H*

(2) quebra de ligagdes Si—O-Si, e formagao de grupos Si—OH,;

(3) repolimerizagao: 2 Si—-OH — Si—O-Si + H20.

(4) formacao de fosfato de calcio amorfo (ACP)
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(5) ACP—HCA cristalizagao que envolve a utilizagdo de ions como OH™ e
Na* e CO3?%.

Etapa (1) e (2) Etapa (3)

‘@P‘G'? s | —
Q.\/\/.Q

Etapa (4) Etapa (5)

Q?Q

Camada de HCA

/\/\/\/\/\/\

h/\/\/\/\/\/\
—

Figura 3.7 — Processo de biomineralizagdo durante ensaio de fluido corporal
simulado (SBF). Adaptado de [53].

Com relagdo ao desempenho destes materiais em aplicacdes de
engenharia de tecidos, Ogose et al. [55] realizaram a substituicdo de ossos com
tumores por scaffolds de TCP e de HA ultra purificados e apds 12 meses em 13
dos pacientes (de um total de 23 pacientes) com os implantes de TCP ocorreu
formacao de novo osso na regidao implantada. A taxa de absorg¢do para os
implantes de TCP foi de aproximadamente 9,7 semanas enquanto que para os
de HA foi de 17 semanas (desaparecimento de zonas radiolucidas entre
scaffolds e ossos). Vale ressaltar que o local da fratura € uma importante variavel
durante o processo de regeneracao o0ssea e este pode se estender de algumas
semanas até dezenas de meses [56].

Sulaiman et al. [57] também desenvolveram scaffolds de misturas de HA
e TCP, no entanto, estes foram cultivados com células-tronco (CM). Os scaffolds
de TCP/HA/CM apresentaram melhor potencial osteogénico comparado aos
constituidos por HA/CM. Nos scaffolds de TCP/HA/CM obteve-se formagao
O0ssea apo6s 8 semanas, enquanto que nos scaffolds de HA/CM a formacéao foi
minima. E interessante pontuar que o crescimento 6sseo se deu na superficie e

prosseguiu para o interior dos poros. Resultados de microscopia mostraram uma
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formacgao de colageno encapsulando TCP/HA/CM maior do que no HA/CM. No

entanto, as células se ligaram e proliferaram em ambos os scaffolds.

3.4. POLI (ACIDO LACTICO) - PLA

Dentre os diferentes tipos de polimeros bioabsorviveis e biocompativeis
utilizados em aplicagdes biomédicas, destaca-se o PLA que possui elevadas
propriedades mecanicas e é obtido de fontes renovaveis [58]. Devido a essas
caracteristicas, o PLA vem sendo amplamente utilizado em aplicagdes meédicas
como em fios para sutura intradérmica, dispositivos para recuperacdao de
fraturas, liberagdo controlada de farmacos, regeneragdo guiada de tecidos,
preenchimento facial e scaffolds para cultura de células [59]. A estrutura quimica

do PLA é apresentada na Figura 3.8.

CHs CHs

HO

o) CHj o)
Figura 3.8 - Estrutura quimica do PLA [58].

Um dos inconvenientes do processamento do PLA é a sua tendéncia a
sofrer reacoes de hidrolise durante processamento e estas estdo relacionadas
com a temperatura de processamento, condigdes do processo, tempo de
residéncia na extrusora, agentes catalisadores e teor de agua residual [60]. De
um modo geral, a degradacao térmica do PLA pode ser atribuida a: (a) hidrélise
por tragos de agua, (b) despolimerizagao tipo ziper, (c) oxidagao, cisdo aleatoria
da cadeia principal, (d) transesterificagao intermolecular do monémero e ésteres
oligoméricos, e (e) transesterificagdo intramolecular resultando na formacéo de
mondémero e oligbmero de baixo peso molecular [59]. Vale ressaltar que a
presenca de umidade ou agua residual proveniente de secagem insuficiente
pode resultar em efeitos catastréficos na massa molar do material processado.

A titulo de comparacgéo, se considerarmos que uma molécula de agua seja capaz
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de reagir, esta podera levar a cisdo de uma cadeia de PLA e reduzir a sua massa
molar até pela metade, considerando que a cisao ocorra prioritariamente no meio
da cadeia polimérica. Deste modo, quantidades tao pequenas quanto 0,001%
em massa de agua (umidade) no PLA (massa molar da agua = 18 g/mol e massa
molar do PLA 200.000 g/mol) podem acelerar reagdes de hidrdlise e deterioragcao
das propriedades de suas propriedades durante a mistura no estado fundido, por
exemplo.

Kopinke et al. [61] propuseram que, acima de 200 °C, o PLA pode se
degradar através de troca intra e intermolecular de éster, eliminacéo cis, além da
combinacao de reagdes radicalares ou nao, resultando na formagao de CO, COg,
acetaldeido e ciclopropano. Em contraste, McNeill e Leiper [62] propuseram que
a degradacéo térmica do PLA € uma reagao de troca de éster radical-nao-radical
envolvendo as extremidades da cadeia —OH.

Os polimeros sintéticos biodegradaveis mais utilizados para a producéo
de scaffolds em engenharia tecidual, bem como suturas cirurgicas, malhas e
sistemas de liberacdo de medicamentos, séo poli (a-hidroxi ésteres) saturados,
incluindo PLA e poli (acido glicdlico) (PGA), bem como copolimeros de poli (acido
lactico-co-acido glicélico) (PLGA). As propriedades quimicas desses polimeros
permitem a degradacao hidrolitica por desesterificagcdo. Uma vez degradado, os
componentes monomeéricos de cada polimero sdao metabolizados por vias
naturais. A biodegradacao desses polimeros ocorre por hidrolise quimica e é
insensivel aos processos enzimaticos, deste modo, a biodegradag¢ao nao varia
de paciente para paciente [28,63,64].

O PLA possui um carbono quiral em sua estrutura e com isso é possivel
a obtenc&o de compostos enantidméricos como o poli (L-acido lactico) (PLLA) e
o poli (D, L-acido lactico) (PDLLA) e suas respectivas misturas [36]. Apesar dos
enantidbmeros do PLA serem constituidos pelos mesmos materiais, a diferenca
na isomeria espacial faz com estes apresentem propriedades totalmente
diferentes. A estereoquimica do monémero de polimerizacdo, bem como a
massa molar do polimero final, ou do grupo final do polimero, influenciam
fortemente as propriedades fisico-quimicas do PLA. O grau de cristalinidade é
um dos fatores mais importantes que influenciam a taxa de degradacgéo final do
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PLA, uma vez que ela se inicia na regido amorfa [48]. Outro fator que determina
a biodegradacdo sao as propriedades de superficie. Como o PLA é mais
hidrofébico comparado ao PGA, sua taxa de biodegradacao sera reduzida.

Um grande numero de copolimeros estatisticos ou em bloco constituidos
de PLA/PGA (PLGA) foram sintetizados para otimizar a taxa de degradagao de
PLA e PGA. Variando a quantidade relativa de PLA e PGA na cadeia do PLGA,
bem como a estereoquimica do PLA, é possivel adaptar quase todas as
principais caracteristicas do polimero final para obter diferentes produtos com
taxa de degradagéao variavel e propriedades mecéanicas [65].

Muitos fatores afetam a cinética de degradagdo do PLA, como
composi¢cao quimica e estrutura, histérico de processamento, massa molar,
condicdes ambientais, grau de cristalinidade, tamanho do dispositivo, morfologia
(por exemplo, porosidade), distribuicdo de compostos quimicamente reativos
dentro da matriz, aditivos [36,48,66] presengca de monémeros e oligbmeros
residuais [28].

Tanto o PLA quando o PGA podem ser convertidos e absorvidos no corpo
humano através de rotas quimicas, nas quais as cadeias poliméricas sao
decompostas em subprodutos que sdo metabolizados no ciclo de Krebs. Ambos
os materiais possuem aprovagdo da FDA (Food and Drug Administration),
agéncia norte-americana que regula comercializagdo de medicamento,
dispositivos médicos e alimentacio, e por isso, sdo amplamente utilizados na
producao de dispositivos biomédicos [36,67].

O PLA sofre de algumas deficiéncias, como baixa resisténcia térmica
temperatura de deflexao térmica,e portanto, adicionar biocargas representa uma
maneira interessante de ampliar e melhorar essas propriedades do PLA [58].

A seguir sdo apresentadas algumas técnicas de producao de scaffolds de
polimeros com biocargas de modo a superar as limitacbes que os polimeros

apresentam para serem utilizados em aplicagdes biomédicas.

3.5. SCAFFOLDS POLIMERICOS/BIOCARGAS
A utilizagdo de scaffolds tem crescido no decorrer dos anos devido ao

desenvolvimento de novos procedimentos de fabricacdo assim como a crescente
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utilizacdo de polimeros biodegradaveis, tanto naturais quanto sintéticos, em
aplicagdes biomédicas. Uma vez que as propriedades mecanicas, térmicas e
morfologia desses polimeros podem ser alteradas via rotas quimicas, por
preparacdo de blendas poliméricas ou por producdo de compositos com
biocargas [68].

A Tabela 3.4 apresenta as temperaturas de transi¢ao vitrea (Tg), fusao
cristalina (Tm), modulos elasticos e tempos para completa biodegradagao (tdegr.)

dos principais polimeros utilizados para produgao de scaffolds [67].

Tabela 3.4 - Propriedades térmicas e mecanicas do PGA, PLLA e PDLLA.

Polimero Tg(°C) Tm (°C) E (GPa) tdegr.(meses)
Poli (4cido glicolico) (PGA) 35-40 225-230 8,4 6-12
Poli (L-acido lactico) (PLLA) 60-65 173-178 2,7 >24
Poli (D,L &cido lactico) (PDLLA) 55-60 Amorfo 1,9 12-16

Fonte: Adaptado de [36,67].

Os scaffolds sao parte integrante da engenharia de tecido ésseos e para
isso devem imitar as propriedades da matriz extra celular, como suporte
mecanico, além de ser um modelo para a fixagao celular e formacgéao de tecido
0sseo in vivo [69].

Existem diferentes formas de se produzir scaffolds de
polimeros/biocargas, sendo as principais: evaporag¢ao de solvente com adi¢éo e
lixiviagado de sal (solvent casting - particulate leaching) [16,17,52], eletrofiacdo
[70-72], fusdo e deposicado de material (FDM®/FFF) [73,74] e
separagaol/inversao de fases induzida termicamente [17,36,52,67,75].

A técnica de evaporacao de solvente com adicao e lixiviagao de sal € uma
técnica na qual um polimero é dissolvido em um solvente orgéanico. Particulas,
principalmente sais, com dimensdes especificas sao adicionadas a solucao [76].
A mistura é moldada em sua geometria final. Por exemplo, pode ser moldado
sobre uma placa de vidro para produzir uma membrana ou em um molde
tridimensional para se produzir um scaffold. Quando o solvente evapora, cria-se

uma estrutura de material compadsito que consiste das particulas com o polimero.
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O material compdsito € entdo colocado em um banho que dissolve as particulas,
deixando uma estrutura porosa. As principais vantagens dessa técnica sao a
obtencdo de scaffolds com porosidade controlada (70-90%) e distribuicdo de
tamanhos poros que podem ou ndo ser interconectados, caso haja sinterizagéo
das particulas [36,68]. As principais desvantagens dessa forma de
processamento incluem a utilizagado de solventes e obtencédo de scaffolds com
estruturas isotropicas.

Na técnica de inversdo de fases, a separagao de fases € induzida
termicamente e separa-se uma solugdo homogénea de polimero em um sistema
multifasico através de mudancas termodindmicas. A técnica envolve cinco
etapas: dissolugao do polimero, separacao liquido-liquido ou fase solido-liquido,
gelificacdo do polimero, extragcao do solvente do gel com agua e liofilizagdo sob
vacuo [77]. O método de separacdo de fases induzida termicamente é
amplamente utilizado para gerar estruturas para regeneracao de tecidos e nesta
técnica obtém-se elevada porosidade (>95%), estruturas de poros
interconectados e possibilidade de modificagdo da arquitetura dos scaffolds
alterando-se as condigbes de processo. Como desvantagem, essa técnica
emprega a utilizagdo de solventes, que demoram longos periodos para serem
removidos, baixa produtividade, propriedades mecanicas insuficientes para
aplicagao em engenharia de tecidos 6sseos além da possibilidade de problemas
relacionados ao encolhimento dos scaffolds [36,69,78].

A Figura 3.9 apresenta as micrografias obtidas via microscopia eletrénica
de varredura (MEV) de scaffolds PLA e PLA/50% TCP obtidos pelo processo de
evaporacao de solvente com adicdo e lixiviagdo de sal. Analisando-se as
micrografias € possivel notar elevada porosidade para ambos os casos, em
especial para o compdésito com adigao de 50% em massa de TCP, no qual o
processo de fixagcao celular ocorre preferencialmente nas particulas do TCP,
como mostrado na Figura 3.9(b) [17].
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(a) (b)
Figura 3.9 - Micrografias de MEV de scaffolds de PLA (a) e PLA/50% TCP (b)
obtidos por evaporagao de solvente com adi¢ao e lixiviagdo de sal.
Adaptado de [17].

Charles-Harris et al. [17] estudaram as mesmas composi¢cdes de PLA/
PLA/50% TCP sob diferentes rotas de processamento, inversdo de fases e
evaporagao de solvente com adi¢ao e lixiviagao de sal. Como resultado, as
amostras obtidas via evaporagao de solvente apresentaram maior porosidade e
maior afinidade com as células implantadas. No entanto, para a preparacao
desses compdésitos foi necessario a extragao de solvente em agua destilada por
48h.

Mas et al. [79] produziram scaffolds de PDLLA através do método de
evaporagao de solvente e notaram que estes estimularam o crescimento e
migragao de células osteoblasticas, e ainda indicam a manutencgéo da morfologia
celular. O uso de um scaffold de PDLLA in vivo mostrou que o material era
mecanicamente estavel e apresentava uma taxa de degradagao similar aquela
da formagado Ossea [79]. A Figura 3.10 apresenta os dados do ensaio de

proliferagdo celular para o PDLLA durante 21 dias.
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Figura 3.10 - Proliferacéo de células osteoblasticas em PDLLA de 1 a 21 dias.
Adaptado de [79].

Blaker e colaboradores [75] produziram scaffolds de PLA com diferentes
teores de biovidros pelo método de inverséo de fases e avaliaram a formacéo de
hidroxiapatita na superficie dos scaffolds apds diferentes tempos de imersdo em
fluido corporal simulado (SBF — simulated body fluid). Os autores observaram
que, no composito PLA/biovidro (5% m/m de biovidro), iniciava-se a formagéao de
hidroxiapatita no scaffold imerso em SBF, e que isto ocorria para tempos curtos
(cerca de 3 dias). Em ensaios de maior tempo de duragdo, observaram maior
formacao de hidroxiapatita, sendo que apds 7 dias de imersdo em SBF a
proporcdo de HA/PLA no scaffold foi de 0,29%, enquanto que apds 28 dias a
proporcao de HA/PLA foi para 1,8%, isto para teores de PLA/biovidros com 40%
m/m de biovidro. Além disso, os autores também investigaram a infiltracéo
celular de osteoblastos nestes scaffolds e notaram que as células foram capazes
de migrar através dos poros do scaffolds e colonizar as regides mais profundas,
indicando que estes materiais possuem estrutura e composi¢cdo bioquimica
capazes de suportar as ligagdes de osteoblastos [75].

Na Figura 3.11 sdo apresentadas as micrografias dos scaffolds de PLA/
biovidros (40% m/m de biovidro) apés 7 dias de imersdo em SBF (a) e ap6s 28

dias (b), onde é possivel observar a formagéao de cristais de HA na superficie dos
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scaffolds e, para tempos maiores, o efeito se intensifica e cristais maiores séo

formados na superficie do scaffold [75].

(b)
Figura 3.11 - Micrografias dos scaffolds apés 7 dias (a) e 28 dias (b) de imersao
em solugao de SBF. Adaptado de [75].

Zhang et al. [80] desenvolveram scaffolds compodsitos de PLLA/HA
utilizando o método da evaporagao de uma solugéo polimérica sol-gel carregada
com HA. Os scaffolds compdsitos de PLLA/HA exibiram propriedades mecanicas
superiores ao PLLA puro. Além disso, maior taxa de sobrevivéncia, distribuicao
e crescimento celular de células osteoblasticas foram obtidos nos scaffolds de
PLLA/HA quando comparados com os de PLLA. As matrizes de PLLA/HA
também foram incubados em SBF para induzir a formacao de HA na superficie
dos compdésitos. Apds 30 dias, microparticulas de HCA foram formadas através
dos poros dos scaffolds.

Siqueira et al. [71] desenvolveram fibras PLLA puro e PLLA com 1,5 e 8%
em massa de TCP pelo processo de eletrofiagao. As fibras com maior teor de
TCP foram as que apresentaram as melhores propriedades para aplicagdes em
engenharia de tecidos. Nenhum dos compdsitos desenvolvidos apresentou
niveis significativos de citotoxicidade nos ensaios de avaliagdo da atividade
metabdlica da célula, e as fibras se mostraram bioativas durante a incubacéo em
testes de SBF.

Devido aos elevados tempos de processamento de scaffolds/biocargas
via métodos tradicionais, foram desenvolvidas outras técnicas de conformacéao
que visavam produzir scaffolds de forma mais simples e rapida. A técnica de
FDM®/FFF tem como vantagens a utilizacdo de equipamentos simples, a nao

utilizagao de solventes e a possibilidade praticamente infinita de arquiteturas que
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podem ser construidas de forma reprodutivel. Como desvantagens, essa técnica
possui a necessidade de fabricacdo do filamento do material que se deseja
imprimir e ainda n&o é possivel se controlar a microgeometria do scaffolds com
elevada precisao (resolugdo Z = espessura de camada na faixa de 50 um e
resolucao x,y na faixa 100 um) [36,67].

Dentre todas as técnicas de impressao 3D, o FFF apresenta algumas
vantagens importantes: (1) grande simplicidade e flexibilidade no manuseio e
processamento de material, (2) tempo de permanéncia reduzido de material
aquecido e (3) capacidade de producdo continua (limitagcdo da quantidade de
filamento), e (4) baixo custo comparado com outras técnicas de manufatura
aditiva.

Korpela et al. [73] estudaram o desenvolvimento de scaffolds fabricados
a partir de FFF e notaram que scaffolds de PLA puro apresentaram uma
superficie mais favoravel para a proliferacao de células de fibroblastos do que
policaprolactona (PCL) e PCL/biovidro. Isso esta relacionado com a menor
hidrofobicidade do PLA, sua maior molhabilidade e afinidade para adesao de
células quando comparado ao PCL. A arquitetura dos scaffolds de PLA
produzidos por FFF é perfeitamente ordenada, isto é, ha controle absoluto da
arquitetura produzida, como ser observado com maior detalhamento na Figura
3.12 (a-c).

P N N B

-

o llnme.

(b) (c)
Figura 3.12 - Scaffolds de PLA produzidos via FFF [73]. (a) e (c) vista superior,
(b) vista lateral do scaffold. Adaptado de [73].
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O método de producédo de scaffolds por FFF é ainda um método de
produgdo emergente, e apesar de alguns autores [67,73,81] ja produzirem
scaffolds por FFF, esta é realizada majoritariamente utilizando-se polimeros
puros.

Neste método, um scaffold é projetado e obtém-se um desenho CAD
(computer aided design), elaborado através de softwares especificos. Na
sequéncia, esse desenho é “fatiado” em pequenas camadas e cria-se um
programa com o0 passo-a-passo do padrdo das camadas que devem ser
depositadas (velocidade de deposi¢cdo, espessura, largura, velocidade de
resfriamento etc.) [73]. O responsavel pela deposicdo das camadas € uma
pequena matriz de extrusdo, comumente chamado de extrusor ou hot end, que
realiza a deposicao de finas camadas de materiais, e de acordo com o design do
equipamento, esse extrusor pode ter diferentes graus de liberdade para se
movimentar nas coordenadas espaciais (X,y ou x,y,z). Esse método de produgcao
de scaffolds proporciona uma nova linha de produtos que podem ser produzidos
sob medida, uma vez que é possivel o controle dos poros do scaffolds e das
propriedades mecanicas através da modificacdo do design dos scaffolds
projetados [10,75,78]. O processo de produg¢ao de um objeto 3D €& apresentado

na Figura 3.13.

Objeto 3D

i ,
A 5 =T ‘!,1 . - \
pisy -
Modelo Arquivo Software de fatiamento, diviséo de Impressora Objeto
CAD STL camadas e condigées de impressao 3D 3D

Figura 3.13 - Processo de produgéo de um objeto 3D. Adaptado de [82].

Os maiores obstaculos para o desenvolvimento de tecnologias de

manufatura aditiva sdo a selecdo de materiais disponiveis para impressao e o
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design da arquitetura dos scaffolds. Dessa forma, €& necessario o
desenvolvimento de novos biomateriais assim como arquiteturas de impressao
que otimizem tanto as propriedades mecanicas como a bioatividade [27].

A impressao tridimensional pode ser usada no campo biomédico para a
obtencado de dispositivos personalizados, implantes e dispositivos de liberagéo
de farmacos. Compostos de PLA a base de HA ou TCP, por exemplo, tém sido
relatados como capazes de aumentar a osteocondutividade e induzir o
crescimento 6sseo [83].

Drummer et al. [74] desenvolveram filamentos de PLA com 2,5% m/m de
TCP em uma microextrusora e fabricaram corpos de prova utilizando uma
Stratasys FFF 8000. Os autores analisaram as propriedades térmicas e como a
adicdo do TCP influenciou nas propriedades reoldgicas do PLA. Nos corpos de
prova foram analisados como as temperaturas de impresséao influenciavam nas
propriedades mecanicas finais, sendo notado uma temperatura 6tima na qual as
propriedades mecanicas foram maximizadas. Um aumento significativo na
temperatura de processamento fez com que a morfologia das pecas fosse
alterada, de modo que temperaturas mais elevadas resultaram a um maior grau
de cristalinidade, devido a recristalizagcdo das camadas ja adicionadas que séo
novamente reaquecidas pelos filamentos depositados. Neste trabalho também
foram testados a adigdo de maiores teores (5% em massa de TCP), no entanto,
de acordo com os autores, a producgao de filamento n&o foi possivel para esta
composic¢ao devido a fragilidade do material.

Kalita et al. [84] preparam scaffods de polipropileno (PP) com TCP (20%
v/v) com porosidade controlada. Para isso produziram filamentos compdsitos de
PP com TCP utilizando uma extrusora monorosca. No entanto, devido ao
elevado teor de TCP incorporado, auxiliares de processamento (lubrificantes e
plastificantes) foram utilizados para melhorar a plasticidade e a capacidade de
processamento dos compdsitos. Os autores utilizaram uma impressora 3D do
tipo FFF para o controle da porosidade e tamanho dos poros dos scaffolds
produzidos se situou na faixa de 150-200 um. A Figura 3.14 apresenta as
diferentes geometrias de scaffolds produzidos por Kalita et al. [84].
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Figura 3.14 - Diferentes geometrias de scaffolds de PP/TCP obtidos via FF.
Adaptado de [84].

Da Saude et al. [85] desenvolveram scaffolds baseados em hidrogéis de
TCP com alginato utilizando uma impressora FAB-home (FFF caseira).
Diferentes teores de TCP foram adicionados e observou-se que os scaffolds
apresentaram incremento nas propriedade mecanicas e bioldgicas, conferindo
maior rigidez aos scaffolds e elevacgao da resisténcia a compressao. Além disso,
os scaffods com maior teor de TCP apresentam maior bioatividade do que o
alginato (maior proliferacao celular de osteoblastos).

De acordo com Hutmacher et al. [86] a utilizacdo de PLA e TCP em
compositos reabsorviveis € o estado da arte em engenharia de tecidos para
cirurgia maxilofacial. Deste modo, a adequacdo geral do PLA para o
processamento FFF e os efeitos especificos do material (por exemplo,
cristalizacdo e encolhimento) devem ser analisados, assim como a
caracterizagado do material por analise térmica, mecanica e microscopica [86].

Serra et al. [87] analisaram a influéncia da adicao de fosfatos de calcio em
PLA, e como o padrao de construcio dos scaffolds pode afetar o comportamento
mecanico e o carater bioativo do material. Ensaios mecanicos mostraram que a
resisténcia a compressao é dependente da geometria do scaffold e que esta
propriedade possui maior impacto do que a adicdo de fosfatos de calcio. Em
ensaios preliminares com células-tronco/mesénquimais, os autores notaram que
a presenga do fosfato de calcio melhorou a resposta celular, de modo que a
adesao celular foi otimizada. A Figura 3.15 apresenta as geometrias utilizadas e

as propriedades mecanicas do PLA puro e compdsito com fosfato de calcio [87].
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Figura 3. 15 - Estruturas geometria ortogonal (a), geometria ortogonal dupla

Moddulo de compressao (MPa)

deslocada (b). (Direita) Propriedades mecanicas das diferentes
geometrias testadas em compressdo com e sem adigdo de

fosfatos de calcio. Adaptado de [87].

Tymrak et al. [81] utilizaram uma impressao 3D tipo Reprap® padrao para
a producgao de corpos de tracdo e analisaram a influéncia da altura da camada
depositada nas propriedades mecanicas do PLA. A impressao foi realizada no
eixo X-Y de modo que as camadas depositadas estivessem alinhadas com o
sentido de aplicacdo da solicitacdo mecanica durante ensaio de tracdo. Os
autores notaram que a resisténcia a tragao possui maior dependéncia da altura
da camada, enquanto que o mddulo elastico praticamente independe da altura
da camada. Os autores também estudaram a influéncia do padréao de
preenchimento 0;90° e 45;-45°, no entanto para esses casos nao se observou
modificagdes significativas nas propriedades mecanicas. Vale ressaltar que o
estudo foi conduzido com copolimero de acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) e
PLA, num total de aproximadamente 200 amostras, contudo, nao foi apresentado
o desvio da média das propriedades medidas. A Tabela 3.5 apresenta as
propriedades mecanicas versus altura da camada para os corpos de prova de
PLA impressos por FFF.
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Tabela 3.5 - Propriedades mecanicas versus altura da camada.

PLA / Altura da Média da resisténcia a Média do médulo
camada tracao (MPa) elastico (MPa)
0,4mm 54.9 3286
0,3mm 48.5 3340
0,2mm 60.4 3480

Fonte: Adaptado de [81].

Chen et al. [88] desenvolveram filamentos de PLA/nanohidroxiapatita e
produziram scaffolds com porosidade controlada e, durante ensaios in vivo,
estes foram capazes de suportar a proliferagao e diferenciagao celular. Liu et al.
[89] por sua vez desenvolveram parafusos de PLA para fixagdo de ligamentos e
observaram que o recobrimento de HA e a utilizacdo de um hidrogel de
copolimeros tri-bloco de poli (6xido de etileno) -poli (6xido de propileno) - poli
(6xido de etileno) para encapsulamento das células levaram a uma melhoria na
adesao celular, proliferagao e regeneracao do defeito.

Li et al. [90] apresentaram uma revisao dos principais aspectos mecanicos
como: rigidez da matriz, topografia da superficie e solicitagdo mecanica e como
eles influenciam na diferenciacdo de células-tronco mesénquimais e
embrionarias. Uma das principais caracteristicas a se pontuar € que as
propriedades mecanicas dos scaffolds desempenham papel fundamental na
regulacao e funcionamento das células.

Por fim, a Figura 3.16 apresenta um resumo das propriedades e
caracteristicas, tanto materiais como de processamento, e como essas
propriedades afetam a biodegradacao de scaffolds [35]. Além disso, as setas
exemplificam como a biodegradacdo de um material pode afetar a resposta

celular, biocompatibilidade, fun¢cdes do material etc.
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Figura 3.16 - Variaveis envolvidas no desenvolvimento de biomateriais.

Adaptado de [35].
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4. MATERIAIS E METODOS

O capitulo de materiais e métodos apresentara os materiais que foram
utilizados nessa tese de doutorado assim como a metodologia e equipamentos
utilizados para caracterizagao das matérias primas, produgdo e caracterizagcao

dos filamentos e scaffolds.

41. MATERIAIS

O Biossilicato® utilizado neste trabalho foi gentiimente doado pelo
Laboratério de Materiais Vitreos (LaMaV) e é baseado no sistema quaternario
SiO2-Ca0-Na20-P20s, possui tamanho médio de particula da ordem 13,2 um,
estrutura 100% cristalina. Trata-se de um produto brasileiro com a Patente WO
2004/074199.

A hidroxiapatita com composi¢cado Ca10(POa4)s(OH)2 é um fosfato de calcio
hidratado, com pureza maior que 90%, fornecido pela Sigma Aldrich® e tamanho
médio de particula da ordem 4,58 um.

O B-fosfato tricalcico (TCP) foi fornecido pela Fluidnova (Portugal), com
nome comercial Nanoxim TCP200 e possui formula quimica Cas(POa4)2, pureza
maior que 90% e tamanho médio de particula de 6,24 um.

Os poli (acido lacticos), PLA’s, foram fornecidos pela NatureWorks,
Ingeo™ com nomes comerciais Biopolymer 2003D e 4043D, ambos com massa
especifica 1,24 g/cm? e indice de fluidez de 6,0 g/10 min (210 °C, 2,16 kg). O
PLA 2003D possui teor de 4,3 % (m/m) do isémero D enquanto que o PLA 4043D
de 4,5 % (m/m).

Os materiais para a produg¢ao do SBF foram adquiridos da Sigma-Aldrich
e o protocolo para a produgao seguiu os procedimentos descritos na ISO 10993-
5.
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4.2, METODOS
4.2.1 CARACTERIZAGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

- Espectrometria de emissdo oOtica por plasma acoplado indutivamente

(ICP-OES)

A técnica de ICP-OES foi realizada a fim de se determinar o teor de calcio

e fésforo na HA e no TCP. As amostras foram digeridas em HNOs (1 M por 10
min) e o ensaio foi realizado em equipamento ICP-OES iCAP 6500 Duo da
Thermo Scientific e quantificagao foi determinada através dos comprimentos de
onda do Ca 317,933 nme P 177,495 nm.

- Picnometria a gas de Hélio

As biocargas foram caracterizadas por picnometria de gas Hélio utilizando
um picnébmetro da marca Micromeritics, modelo Accupyo 1330, operado com
pressédo do gas de 19,5 psi. O ensaio de picnometria consiste basicamente na
pesagem de uma cémara de volume conhecido e inicialmente vazia. A seguir,
foi feita a pesagem com a camara preenchida apenas com o gas utilizado e, por
fim, com gas e a amostra na qual se deseja determinar a densidade. A densidade
€ obtida por meio das relagbes entre as massas da camara vazia, camara

preenchida apenas com gas e, por fim, com o gas e a amostra.

- Difracdo de Raio-X (XRD)
O ensaio de difracdo de Raio-X foi realizado em um equipamento Siemens
D5005, com fonte de Cu Ko (Cu Ka, A = 1,5418 A). A varredura foi realizada de

20 a 50 °, com passo de passo de 0,02 ° e tempo de contagem de 1 s. Em

seguida, os espectros foram analisados utilizados o programa DIFFRAC.EVA

(Bruker) para determinagéo das fases e estruturas das biocargas.

- Granulometria de particulas via difracao a laser

Para determinar a distribuicdo e o tamanho médio das particulas das
biocargas foi utilizado um analisador de tamanho de particulas de difracéo a laser
(Cilas, modelo 1190L). As amostras foram preparadas na forma de suspensao
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(amostra + agua + dispersante (Darvan)), teor de sdlidos de 10% em massa e
submetida a agitagcado ultrassénica (Ultrassom de ponta, modelo VCX 500,

Sonics) por 15 minutos para completa desaglomeragao das particulas.

- Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das biocargas foi avaliada por meio de ensaios de
TGA. Utilizou-se um equipamento da TA Instruments, modelo TGA Q50, a uma
taxa de aquecimento de 20 °C/min, a partir da temperatura ambiente até 800 °C,
sob atmosfera de N2. Para todas as amostras os ensaios foram realizados em

triplicatas.

4.2.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS
PRODUZIDOS VIA MISTURADOR INTERNO

- Processamento via misturador interno acoplado a um rebmetro de torque

O processamento do PLA com as diferentes biocargas foi realizado em
uma camara de mistura acoplada a um redmetro de torque. Para isso foi utilizado
um redmetro de torque Haake, modelo Rheomix 600p, com rotores contra-
rotacionais e semi interpenetrantes do tipo roller, a 185 °C. O tempo de mistura
foi de 5 minutos a uma rotacao de 60 rpm. A fim de melhorar a mistura do PLA
com as biocargas, o PLA foi moido criogenicamente. As Tabelas 4.1 e 4.2
apresentam as formulacées desenvolvidas utilizando-se misturador interno e as
Figura 4.1 e 4.2 apresentam os fluxuogramas do desenvolvimento e

caracterizagao dessas formulacdes, respectivamente.

Tabela 4.1 — Composicdes desenvolvidas com PLA’s e Biossilicato ®.

Amostras PLA (% m/m) Biossilicato® (% m/m)
PLA 2003D 100 0

PLA 2003D 1% Biossilicato® 99 1
PLA 4043D 100 0

PLA 4043D 1% Biossilicato® 99 1
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Processamento dos ) Analise térmica
diferentes PLA's com 1% de Potelanmgl. Zeta do (DSC, TGA)
Biossilicato® ElaEsl A dos compésitos
Redémetro de Torque Analise Reologica e GPC
Haake a 185 °C por 5 min dos compoésitos

Figura 4.1 - Fluxograma de produgdo e caracterizagdo do compdsitos de

PLA/Biossilicato® processados via misturador interno.

Tabela 4.2 - Composi¢des desenvolvidas de PLA, PLA/HA e PLA/TCP via

misturador interno.

Amostras PLA (% m/m) HA (% m/m) TCP (% m/m)
PLA 100 0 0
PLA5SHA 95 5 0
PLA10HA 90 10 0
PLA25HA 75 25 0
PLA5STCP 95 5
PLA10TCP 90 0 10
PLA25TCP 75 0 25

REEET e SR el
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angulo de contato

Figura 4.2 - Fluxograma de produgao e caracterizagdo do PLA e dos compdésitos

de PLA/HA e PLA/TCP processados via misturador interno.

- Potencial zeta

O ensaio de potencial zeta foi realizado com o intuito de analisar as
caracteristicas superficiais das biocargas, isto €, seu comportamento elétrico
(carga elétrica superficial) em solugdo. O ensaio foi realizado em um
equipamento analisador de potencial zeta, modelo ESA 9800 (Matec Applied

Sciences, UK). Durante o ensaio de potencial zeta, a suspenséo de biocargas é
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submetida a um campo elétrico alternado em frequéncia da ordem de 1 MHz
ocasionando o movimento das cargas no liquido. Para a preparagao das
solugdes com biocargas se utilizou o agente dispersante (polimetacrilato de
amonio - Darvan), no teor de 1% em massa em relacdo a massa das cargas, e

concentragéo das biocargas de 25% em relagdo a massa de agua.

- Determinacéo do teor de acidez do PLA

O teor de acidez do PLA foi determinado por meio da titulagao dos finais
de cadeia do PLA. Durante o processo de produgéo do PLA, este pode ter grupos
terminais hidroxilas ou acidos carboxilicos, conferindo ao PLA diferentes teores
de acidez. Resumidamente, 0.5 g de amostra foi solubilizado em cloroférmio
(1/100) e tituladas com KOH (etanol) com concentracéo de 0,05 M. A seguir, um
excesso de KOH foi adicionado, aproximadamente 0,200 mL. A titulacdo de
retorno foi realizada utilizando uma solu¢ao de HCI/ alcool isopropilico (0,05M).
A determinacgao do teor de acidez do PLA foi realizada em triplicatas a partir de
3 granulos diferentes de PLA.

A porcentagem de acidez (PA) foi calculada utilizando-se a Equacéo 1:
% Acidez = (W) * 100 Equacéo 1

a

onde, Ve é o volume de KOH equivalente adicionado (VkoH + Vexcesso - VHci), CkoH
€ a concentragdao molar de KOH, Mg.a € a massa molar do grupo acido do PLA

(45 g/mol) e ma é a massa da amostra.

- Caracterizacdo reolégica

O comportamento reolégico do PLA e dos biocompodsitos PLA/HA e
PLA/TCP foi avaliado utilizando-se um redmetro de tenséo controlada AR G2
(TA Instruments) com geometria de ensaio de placas paralelas de 25 mm,
distancia entre as placas de 1Tmm e atmosfera inerte de nitrogénio. Os testes

foram conduzidos a 190 °C e taxa de cisalhamento de 0,01 a 100 s™'.
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- Cromatogqrafia por exclusgo de tamanho (SEC)

A cromatografia por exclusdo de tamanho foi realizada nos PLA’s puros
(granulos, ap6s moagem criogénica e apos processamento no misturador
interno) e em biocompositos com biocargas. Os ensaios foram realizados em um
equipamento SEC Viscotek HT GPC Module 3502, 3 colunas em série, Shodex
(modelo GPC HT 806M) (limite de exclusao de 1.000 a 20.000.000 g/mol) com
uma pré-coluna (modelo GPC HT-G), vazao de bomba principal de 1mL/min e
solubilizacdo em tetraidrofurano (THF) a 50 °C. As curvas de calibragdo foram
obtidas a partir de padrées de poliestireno (PS) com massa molar de 820 g/mol
a 1.200.000 g/mol.

- Analise termogravimétrica (TGA)
A estabilidade térmica do PLA e dos biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP

foi avaliada por meio de ensaios de TGA. Utilizou-se um equipamento da TA

Instruments, modelo TGA Q50, a uma taxa de 20 °C/min, a partir da temperatura
ambiente até 800 °C, sob atmosfera de N2. Todas as amostras os ensaios foram
realizados em triplicatas e o residuo ao final do ensaio foi utilizado para

correlacionar o teor de biocarga efetivamente incorporada aos biocompasitos.

- Calorimetria Exploratoéria diferencial (DSC)

A técnica de DSC foi utilizada para avaliar a temperatura de transi¢ao
vitrea (Tg), de fusdo cristalina e o grau de cristalinidade (Xc) do PLA e sua
variagdo com a adicdo das biocargas. Para as analises, foi utilizado um
equipamento da TA Instruments, modelo QS100 com nitrogénio como gas de
arraste, em fluxo continuo de 50 mL/min. As amostras foram aquecidas de 0 °C
até 200 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os valores das
temperaturas de transicdo das amostras foram obtidos para o segundo ciclo de
aquecimento. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas. Xc foi calculado

usando a Equagéao 2.

__ (AHp—AHy)

Xe = AHS,(1—-M)

* 100 Equacéao 2
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onde X; € o grau de cristalinidade, 4AHn € a entalpia de fus&o cristalina do PLA,
AH. é a entalpia de cristalizagéo a frio, AH?, é a entalpia tedrica de fusdo do PLA

100% cristalino, no caso 93 J/g [91] e M é a fragdo massica de biocargas no PLA.

- Analise dindmico mecénica (DMA)

DMA foi avaliada utilizando-se um equipamento da TA Instruments,
modelo Q800. Os testes foram realizados no modo de flexdo de trés pontos (7
Ib. pol) e nas seguintes condigdes: frequéncia de oscilagdo de 1 Hz, taxa de
aquecimento de 3 °C/min e os dados foram coletados de 0 °C a 100 °C. As
dimensbes das amostras foram de 50,0 (L) x 12,5 (C) x 2,5 (E) mm3. Os testes

foram realizados em triplicata.

- Anqulo de contato

A analise de angulo de contato foi realizada com o objetivo de avaliar a
molhabilidade e a hidrofobicidade do PLA e dos biocompdsitos de PLA/HA e
PLA/TCP. A analise foi realizada em amostras prensadas utilizando-se um
equipamento Rame-Hart modelo 250 com uma cémera de alta resolucéo
acoplada, um volume de gota de 5 uL e foram realizadas 5 medi¢gbes em cada

lado de 2 amostras diferentes.

-Analise Microestrutural

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para investigar
fraturas criogénicas dos biocompdsitos, sua morfologia e distribuicao das cargas
na matriz do PLA. As analises foram realizadas utilizando-se um microscépio
eletrénico de varredura da marca Philips, modelo XL30 FEG, operando a uma
voltagem de 15 kV. As amostras criofraturadas foram coladas em stubs de

aluminio e recobertas com uma fina camada de ouro para viabilizar a analise.
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4.2.3 PROCESSAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS FILAMENTOS E
SCAFFOLDS
4.2.3.1 PROCESSAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS FILAMENTOS PARA
FFF

Apos a analise da adicao de diferentes biocargas, foram escolhidas a HA
e TCP para a produgao de filamentos e scaffolds. A Figura 4.3 apresenta um

fluxograma dessa etapa do trabalho e a Tabela 4.3 as composi¢des que foram

estudadas.
Extrusdo dupla rosca de Andlise Reoldgica em baixas e
compositos de PLA/HA e altas taxas de cisalhamento dos
PLA/TCP filamentos
Analise térmica GPC dos filamentos
(DSC, TGA)

dos filamentos

Figura 4.3 - Fluxograma de producéo e caracterizagédo dos filamentos de PLA e
dos compésitos de PLA/HA e PLA/TCP processados via extrusao

dupla rosca.

Tabela 4.3 - Filamentos desenvolvidos de PLA, PLA/HA e PLA/TCP via extrusao

dupla rosca.
Amostras PLA (% m/m) HA (% m/m) TCP (% m/m)
PLA 100 0 0
PLA5SHA 95 5 0
PLA10HA 90 10 0
PLA5TCP 95 0 5
PLA10TCP 90 0 10

- Extrusdo de dupla rosca

Os filamentos de PLA e PLA/biocargas foram preparados a partir da
mistura no fundido em uma extrusora dupla rosca corrotacional MT19TC da

marca B&P Process Equipament and Systems com didmetro de 199 mm e L/D =
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25. A velocidade de puxamento dos filamentos e a vazdo foram controladas
buscando-se a produgao de filamentos com 1,75 mm de didmetro para realizar
a impressao dos scaffolds. As temperaturas utilizadas para a extrusdo dos
filamentos foram de 180 °C a 200 °C e rotagao de 30 rpm. A Figura 4.4 apresenta
a linha de extrusao utilizada para a fabricagdo de filamentos para manufatura
aditiva/impressao 3D.

Vale ressaltar que, por se tratar de uma area de pesquisa nova, foi
necessario uma seérie de adaptagcbes nos equipamentos de extrusdo para a
confecgdo de filamentos com didametro adequado. Dentre as principais
modificagdes pode-se citar o projeto e confecgdo de duas matrizes de extrusao
para se obter o didmetro adequado de filamento e a adequacao do processo de
extrusao para permitir a obtencao de filamentos (velocidades de puxamento e
rosca, temperatura de extrusdo etc). O didmetro nominal comercializado é da
ordem de 1,75 + 0,05 mm. No entanto, a impressora utilizada neste projeto

permite a impressao de filamentos variando-se de 1,6 -1,9 mm.

Figura 4.4 - Linha de extruséo para fabricacao de filamentos para impressao 3D.
(a) linha completa de extrusao, (b) vista lateral da matriz de extrusao
com manta de aquecimento, (c) saida da matriz de extrusao e calha
de refrigeracédo, (d) matriz de extrusédo projetada para a produgao de

filamentos de impresséao 3D.
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A Figura 4.5 apresenta os filamentos desenvolvidos em especial na Figura
36(b) observa-se a mudancga de cor do filamento de PLA apds adigédo de 10%
m/m de HA.

Figura 4.5 - Filamentos de PLA, PLASHA e PLA10HA (a), PLA e PLA10HA em
destaque (b).

- Caracterizacdo reolégica

O comportamento reolégico do PLA e dos biocompodsitos PLA/HA e
PLA/TCP foi avaliado em baixas e altas taxas de cisalhamento.

Para taxas baixas de cisalhamento utilizou-se um redmetro de tenséo
controlada AR G2 (TA Instruments) com geometria de ensaio de placas paralelas
de 25 mm, distancia entre as placas de 1 mm e atmosfera inerte de nitrogénio.
A caracterizagao reolégica em taxas altas de cisalhamento foi realizada em
redmetro capilar Instron 4467 com a seguinte geometria: didmetro do capilar 1
mm, e utilizou-se diferentes razdes de apecto comprimento/raio (L/R), L/R 10, 20
e 30 para realizar-se a corre¢ado de Bagley nos dados. Ambos os ensaios foram
realizados a 185 °C.

A caracterizagdo viscoelastica em regime oscilatério foi realizada nas
mesmas condi¢cdes utilizadas para a caracterizacdo em baixas taxas de
cisalhamento, no entanto, para essa analise, utilizou-se taxas de deformacéo na
ordem de 0,1 a 10 % (dentro do limite de viscoelasticade linear de cada material)
e 0 modulo elastico em cisalhamento (g') e de perda (g”) foram obtidos em

funcao da frequéncia angular de 0,1 a 500 rad/s.
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- Cromatografia por exclusgo de tamanho (SEC)

A cromatografia por exclusdo de tamanho foi realizada conforme

procedimento descrito na secgao anterior.

- Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos filamentos e determinagao do teor de biocargas
incorporadas para o PLA e filamentos biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP foi

realizada conforme procedimento descrito na secgao anterior.

- Calorimetria Exploratéria diferencial (DSC)

A analise de DSC para as amostras de filamentos de PLA, PLA/HA e

PLA/TCP foi realizada conforme procedimento descrito na secgao anterior.

4.2.3.1 PROCESSAMENTO E CARACTERIZAGAO DOS SCAFFOLDS

- Impresséo dos scaffolds

Os scaffolds foram projetados via Solidwords® (Dassault Systemes) e
foram desenvolvidas trés geometrias diferentes. As geometrias porosas foram
confeccionadas visando-se recriar caracteristicas da estrutura 6ssea como
tamanhos de poros e elevada interconectividade, no entanto vale ressaltar que
virtualmente a impressora 3D é capaz de fabricar praticamente qualquer
geometria, respeitando-se as limitagdes tanto da reologia dos materiais
utilizados quanto de caracteristicas da impressora, como tamanho de bico,
capacidade de resfriamento e precisdo de movimento das correias
transportadoras.

A primeira geometria € composta de um quadrado de 13 mm por 3,6 mm
de altura, composto por 12 camadas de 300 um de altura, espago entre
filamentos de 200 um (tamanho de poros), largura de filamento de 400 um e
rotacao de 90° entre camadas alternadas, ou seja, geometria 0-90°.

A segunda geometria € composta pelos mesmos parametros utilizados na
geometria 0-90°, no entanto, a rotacao entre a primeira e a segunda camada é

de 45° e a terceira camada apresenta rotagdo de -45° em relagéo a primeira
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camada, ou seja, geometria 0-45° . Na geometria 0-90°, o padrao é repetido a
cada 2 camadas e, para 0-45°, a cada 3 camadas.

Com o objetivo de comparar a capacidade de reforgco de cada geometria
(0-90° e 0-45°), também produziu uma geometria 100% preenchida com as
mesmas caracteristicas (largura, comprimento e altura). A Figura 4.6 apresenta
a estrutura dos scaffolds projetados via Solidwords® e a Figura 4.7 o fluxograma
do desenvolvimento de producao e caracterizacdo dos scaffolds de PLA e dos
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP.

Uma impressora Sethi, modelo S3 (Campinas, Brasil), foi utilizada para a
confecgao dos scaffolds e os critérios de impressao foram adequados, de modo
que os melhores resultados foram obtidos utilizando-se altura de camada de 300
um no “fatiamento”, baixas velocidades de impressdo (20-30 mm/s),
temperaturas na ordem de 180-190 °C e realizando-se a impressao de 4
scaffolds ao mesmo tempo para que as camadas tivessem um maior tempo de

resfriamento entre deposicdes sucessivas.

(a) (c)
\ 1. I(iii)

Figura 4.6 - Estrutura dos scaffolds projetados via Solidwords®. (a) Vista

superior, (b) vista lateral e (c) vista lateral em detalhe: (i) espaco
entre filamentos (tamanho de poro), (ii) largura do filamento e (iii)

altura de camada.
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Impresséo dos scaffolds de Caracterizagdo mecanica Biocompatibilidade in
PLA, PLA/HA e PLA/TCP via compresséo vitro com cultura celular)

© @) O O

Andlise Microestrutural Bioatividade in vitro via
(SEM) com mapeando fluido corporal simulado
EDS e Micro-CT (SBF).

Figura 4.7 - Fluxograma de producao e caracterizagdo dos scaffolds de PLA e

dos compdositos de PLA/HA e PLA/TCP impressos via impresséao 3D.

- Caracterizacdo mecénica

A caracterizagdo mecanica dos scaffolds de PLA e dos biocompdsitos de
PLA/HA e PLA/TCP foi realizada por meio de testes de compressao uniaxial, de
acordo com a norma ASTM D 695-15, em uma maquina universal de teste
Instron, modelo 5569, utilizando uma célula de carga de 2 kN e velocidade de
travessa de 1,3 mm/min. Foram testados pelo menos 5 espécimes para cada

composi¢ao e arquitetura.

- Caracterizacdo morfologica

A morfologia dos scaffolds foi avaliada por micro-tomografia
computadorizada de raio X (Micro-CT) e por microscopia eletronica de varredura
(MEV). O micro-CT foi realizado em um equipamento SkyScan, modelo 1172,
usando-se resolugao espacial de 5 um, tensao de raio-x de 59 kV e corrente de
167 A, rotagdo angular de 180° e passo de 0,2°. O Micro-CT foi adotado por ser
uma técnica ndo destrutiva que permite a determinagdo da porosidade e
interconectividade dos scaffolds.

A morfologia dos scaffolds foi realizada usando-se um microscopio
eletrdnico de varredura SEM Philips, modelo XL30 FEG, operando a uma tensao
de aceleragao de 15 kV. O tamanho dos poros, largura do filamento e altura da
camada foram medidos a partir de amostras fraturadas e recobertas com uma
fina camada de ouro. As caracteristicas dos scaffolds foram analisadas usando-
se o0 ImageJ® e foram realizadas 10 medidas em cada amostra, sendo 3

amostras diferentes analisadas. Com relagcao a dispersao das biocargas nos
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filamentos, realizou-se o mapeamento de composicao utilizando o acessorio de

espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia (EDS).

- Bioatividade in vitro via fluido corporal simulado (SBF)

O teste de SBF foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade de
mineralizagao dos scaffolds O ensaio foi realizado de acordo com a ISO 23317
e as amostras foram imersas na solugdo SBF sob diferentes tempos de analise
(1, 3 e 7 dias) a 37 °C. Os ions presentes na solugao de SBF sao apresentados
na Tabela 4.4. A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a formacao de fosfatos de calcio na superficie dos scaffolds apds

diferentes tempos de analise.

Tabela 4.4 — Composicéo de ions da solugao de SBF em mMol a 37 °C.

lon SBF Plasma sanguineo
(pH=7.4) (pH7.2-7.4)
Na* 142 142
K* 5 5
Mg?* 1.5 1.5
Ca?* 2,5 2,5
CI- 147,8 103
HCOs 4.2 27
HPO42~ 1 1
S04~ 0.5 0.5

- Avaliacéo in vitro da biocompatibilidade dos scaffolds

A biocompatibilidade dos scaffolds foi analisada através de ensaios de
cultura celular em contato direto e vivo/morto. Para as andlises em contato
utilizou-se duas linhagens celulares que serdo mencionadas a seguir.

Cultura celular (MC3T3-E1). Inicialmente, os scaffolds foram esterilizados
com o6xido de etileno a 45 °C por 4h e depois células pré-osteoblasticas de rato
(MC3T3-E1) foram plaqueadas nos scaffolds utilizando-se uma placa de cultura

de 48 pocos. As células foram cultivadas nos scaffolds utilizando-se uma
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abordagem top-down, onde o plaqueamento celular ocorreu na superficie dos
scaffolds. Os scaffolds foram cultivados utilizando um volumede 25 uL com
densidade celular de 25.000 células e 1 h para fixacédo, antes de completar cada
poco, com volume final de 500uL de meio de cultura. O meio de cultura utilizado
para expansao das células e durante o ensaio com os scaffolds foi o Meio
Minimo Essencial Alfa (a-MEM) suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino
(FBS), bicarbonato de sodio e 1% v/v de antibidtico-antimicético. O meio de

cultura foi trocado a cada 2-3 dias durante o periodo de analise (7 dias).

Cultura celular (Células-tronco). Para os ensaios com células-tronco
utilizou-se o mesmo procedimento de plaqueamento de células supracitado, no
entanto, utilizou-se maior densidade celular, isto €, 50.000 células [92]. As
células-tronco derivadas de tecido adiposo humano (hASCs) foram isoladas de
amostras de tecido adiposo lipoaspirado seguindo um protocolo estabelecido
com o Departamento de Cirurgia Plastica do Hospital da Prelada (Porto,
Portugal) [93,94]. Todos os pacientes deram seu consentimento para inclusao
antes de participarem do estudo. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital da Prelada (Pl N° 005/2019) e pelo Grupo de Pesquisa da 3B’s. Apos
o isolamento, as células foram caracterizadas por citometria de fluxo (citdmetro
de fluxo FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) para marcadores
de superficie de células-tronco. Resumidamente, as células foram ressuspensas
em uma solugdo de albumina de soro bovino a 3% v/v e incubadas por 30
minutos em temperatura ambiente, com anticorpos anti-humanos de rato e
separados através dos seguintes marcadores positivos de superficie CD34-PE,
CD73-PE, CD90-APC, CD105-FITC e apenas um negativo, CD45 -FITC (BD
Biosciences, Alemanha), seguindo as concentracbes recomendadas pelo
fabricante. As células foram posteriormente lavadas com solugdo salina
tamponada com fosfato, centrifugadas, fixadas em paraformaldeido a 1%
(Sigma, EUA) e analisadas. As hASCs foram expandidas em meio a-MEM
suplementado com bicarbonato de sédio, soro fetal bovino a 10% v/v e solucéo

1% v/v de antibidtico-antimicético. As células foram cultivadas até a confluéncia
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a 37°C, incubadora a 5% de CO2, mudando-se o meio de cultura a cada 2-3 dias
durante o periodo de analise ( 21 dias).

Para a cultura celular utilizando-se as células tronco foram realizados
ensaios de diferenciagdo celular e, portanto, utilizou-se um meio osteogénico
que consiste de a-MEM suplementado 50 ug/ml de acido ascorbico, 10 mM de
B- glicerol fosfato e 10° M de dexametasona. O meio a-MEM foi utilizado como

controle para as analises de diferenciagéo celular.

- Analise vivo/morto

A analise vivo/morto foi realizada usando-se calceina AM (CA) e iodeto de
propidio (Pl). A CA é um marcador da membrana celular e tem cor verde
fluorescente, enquanto o Pl € comumente usado para identificar o nucleo das
células mortas e tem cor vermelha. Os marcadores foram usados nas seguintes
proporgdes: CA 1:1000 (Aexcitagao 490 M, Aemissao 515 nm) e Pl 1:500 (Aexcitagao 535
nm, Aemissao 617 nm) em meio o-MEM. Apds serem retirados do meio de cultura,
os scaffolds foram lavados com uma solugdo tampao de fosfato (PBS) e
incubados no escuro por 5 minutos com 500 pL de a-MEM e os marcadores.
Utilizou-se um microscépio de fluorescéncia (Zeiss, Axio Imager Z1m) para
analisar as células vivas e mortas e as imagens foram observadas varrendo-se
o eixo Z (Z stack). Os ensaios foram realizados em dois diferentes tempos de
cultura celular, 1 e 7 dias para as amostras cultivas com MC3T3 e periodos de
até 21 dias para as amostras cultivadas com hASCs, e tiveram como objetivo
avaliar a fixagao e a capacidade de proliferagao celular nos scaffolds de PLA e
dos biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP.

- Proliferacédo celular por quantificacado de DNA

A capacidade de proliferacao das células nos scaffolds foi avaliada por
quantificacdo de DNA apds diferentes tempos de cultura: 1, 3 e 7 dias.
Resumidamente, as amostras foram removidas do meio de cultura, lavadas com
PBS e depois a membrana plasmatica foi rompida (“lisada”) por choque osmético
e térmico. O choque osmético foi realizado coletando-se os scaffolds e inserindo-

os em 1 mL de agua Milli-Q e submetendo-os a 1 h de incubagao a 37 °C. Para
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garantir a eficiéncia do método, as amostras foram submetidas a um choque
térmico (-80 °C) e mantidas nessa temperatura até analise. A analise do DNA foi
feita pela quantificacdo da concentragdo total de DNA que é diretamente
proporcional ao numero de células. Utilizou-se o kit Quant-iT™ PicoGreen®
Invitrogen™ P11496, de acordo com as instrugbes do fabricante e antes da
quantificacdo do DNA, as amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente por 1 h e depois sonicadas por 30 min (separar o DNA das células dos
scaffolds). A fluorescéncia de cada amostra foi avaliada usando um leitor de
microplacas modelo Synergy HT, modelo Biotek, com um comprimento de onda
de excitacdo/emissao de 485/528 nm. Cada amostra foi analisada em triplicata
e em trés experimentos independentes. A curva padrao para o DNA foi obtida a
partir da fluorescéncia de diferentes concentracdes dos kits padroes de DNA. A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o método one-way ANOVA e Tukey
pos teste. A analise foi realizada a partir de no minimo 3 amostras obtidas de 3

experimentos independentes

- Diferenciacdo celular

A capacidade de diferenciacdo das células foi avaliada utilizando-se dois
métodos, a quantificagdo de fosfatase alcalina (ALP) e Alizarin Red (AR). A
quantificacdo de ALP foi analisada de acordo com as instru¢des do fabricante
(Sigma Aldrich — Alkaline Phosphatase substrate, Kit A9226) e o procedimento
consiste, basicamente, em se incubar as amostras lisadas em uma solugao
tampao alcalina com adicdo de uma solugao de fosfatase alcalina no escuro por
1 h. A seguir é adicionada uma solucao “stop” para finalizar a reagao. A curva
padrao para a ALP foi obtida a partir da absorbécia de diferentes concentragdes
de uma solugéo padréo de 4-nitrofenol (10 mM).

O ensaio de AR foi realizado em amostras de scaffolds fixados em
formalina e que foram lavados abundantemente com agua Milli-Q. A solugao
para tingimento e visualizagdo da mineralizacdo das amostras foi preparada a
partir da dissolu¢ao de sais de alizarina (2% m/v) a pH entre 4,2-4,3. Apos isso,
as amostras foram incubadas nesta solucéo de AR e mantidas sob agitacao lenta

no escuro por 30 min. Apds esse periodo as amostras foram recolhidas e lavadas
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suavemente com agua Milli-Q até que ndo houve mais liberagédo de vestigios da
solugdo de AR. As analises quantitativas foram realizadas pela extragao dos
cristais de alizarina mineralizada, utilizando uma solugdo de cloreto de
cetilpiridinio (CPC) a 10% (m / v) em fosfato de sédio 103 M (pH 7) por 1 h sob
agitacdo. Por fim, a absorbancia foi medida a 562 nm e a curva padréo para a
AR foi obtida a partir da absorbacia de diferentes concentragbes de uma solugao
AR diluida em CPC. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o método
one-way ANOVA e Tukey pos teste. A analise foi realizada a partir de no minimo

3 amostras de obtidas de 3 experimentos independentes
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CARACTERIZAGAO DAS MATERIAS-PRIMAS

A espectrometria de emissao o6tica por plasma acoplado indutivamente foi
realizada a fim de se determinar o teor de calcio e fésforo na HA e no TCP. A
Tabela 5.1 apresenta os resultados obtidos.

De acordo com Dorozhkin [24,39], a HA estequiométrica apresenta razao
de Ca/P de 1,67 enquanto que o TCP 1,5. Os valores apresentados na Tabela
5.1 estdo de acordo com a literatura, e o pequeno desvio em relagdo ao
reportado na literatura se deve ao fato de ambos os materiais apresentarem

pequenas fragdes de impurezas (pureza superior a 90 %).

Tabela 5.1 — Resultados do ensaio de ICP-OES.
Amostras Razao Ca/P

HA 1,62

TCP 1,55

A técnica de difracdo de Raios-X foi realizado para as cargas minerais
bioativas utilizadas neste trabalho. O espectro obtido para a Biossilicato®, HA e
TCP sao apresentados nas Figuras 5.1 e 5.2, respectivamente. A Figura 5.1
apresenta o espectro do Biossilicato®. As linhas vermelhas representam os
picos indexados a ficha JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards) do ICDD (International Centre for Diffraction Data), niumero 22-1455
que é referente a fase de silicato de sddio e calcio (Na2Caz2SizOg)

No espectro de difragao de raios-X da HA (Figura 5.2) as linhas vermelhas
sao os picos indexados referentes a ficha JCPDS 73-0293. De acordo com essa

ficha, essa HA apresenta estrutura monocilinica.


http://www.icdd.com/
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Figura 5.1 - Espectro de Raio X do Biossilicato®. Linhas vermelhas representam
a indexagao a ficha JCPDS 22-1455.
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Figura 5.2 - Espectro de difragdo Raio X da HA. Linhas vermelhas representam
indexacao a ficha JCPDS 73-0293.

A Figura 5.3 apresenta o espectro de difracdo do TCP. Como pode-se
notar, existem 2 cores para os picos presentes neste espectro, isto ocorreu pois

para esse material foi possivel a indexagao através de duas fichas JCPDS. A
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primeira 70-2065 (vermelho) € do TCP que tem estrutura tetraédrica e a outra
ficha € a 70-0364 (em azul) e é referente a HA com estrutura monoclinica. De
acordo com Dorozkhin [24,39] a estrutura tetraédrica do TCP pode ter

contaminagdo de HA monoclinica (azul).
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Figura 5.3 - Espectro de difracdo Raio X do TCP. Linhas vermelhas e azuis
representam indexacao as fichas JCPDS 70-2065 (Vermelho) 70-

0364 (azul), respectivamente.

A Tabela 5.2 apresenta as densidades de cargas minerais bioativas
obtidas via picnometria a hélio. Nota-se que apenas o Biossilicato® apresenta
menor densidade, enquanto que o TCP e HA, devido a sua similaridade,

apresentam valores préximos de densidade.

Tabela 5.2 — Densidade das biocargas utilizadas.

Amostras Densidade (g/cm?)
Biossilicato® 2,60
HA 3,16

TCP 3,10
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Com relagdo ao tamanho de particulas obtido via difracdo de laser, o
Biossilicato® apresentou didmetro médio de 13,25 um, a HA de 4,58 um,
enquanto que o TCP 6,24 um. A Figura 5.4 apresenta as curvas de distribuicdo
de tamanho de particulas para o Biossilicato®, HA e TCP. As biocargas
apresentam tamanho médio de particula similar e uma vez que seus tamanhos
de particula sdo muito menores que o bico usado para impressao 3D (400 um),
utilizando-se um processo de dispersao adequado nao se espera aglomeragao
e defeitos durante a impressao.
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Figura 5.4 - Curvas de distribuicdo de tamanho de particulas para o Biossilicato®,

HA e TCP, respectivamente.
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A analise termogravimétrica (TGA) das cargas minerais bioativas é
apresentada na Figura 5.5. Pode-se notar que todas as cargas apresentam
elevada estabilidade na faixa de utilizagdo (180-200 °C). O TCP utilizado neste
trabalho foi sintetizado a 1000 °C por 10 min (taxa de aquecimento de 10 °C /min,
isoterma de 10 min e resfriamento a 10 °C/min), de modo que este ndo apresenta

perda de massa na faixa de temperatura de analise do TGA.
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Figura 5.5 - Variagdo de massa versus temperatura para as biocargas.

Para o caso da HA, de temperatura ambiente até 250 °C as perdas de
massa sao referentes a perda de agua estrutural e a outros organicos volateis
residuais do processo de sintese da HA.

A HA sintética também apresenta outras perdas de massa na regiao de
400-600 °C referentes a decomposig¢ao dos precursores utilizados na produgao
da HA, enquanto que de 600 - 750°C ocorre a eliminagdo de certos grupos
hidroxil decorrentes do processo de desidroxilagao [24,68]. Com relagdo ao
Biossilicato®, as perdas até 800 °C sao referentes ao processo de
desidroxilagao.
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5.2 CARACTERIZAGAO DOS BIOCOMPOSITOS PRODUZIDOS VIA
MISTURADOR INTERNO

5.2.1 BIOCOMPOSITOS DE PLA/BIOSSILICATO®

-Processamento no misturador interno

A viabilidade de produgao de biocompésitos de PLA com diferentes teores
adicionados de Biossilicato® foi avaliada utilizando-se um misturador interno
acoplado a um redmetro de torque. Dois diferentes grades de PLA’s foram
investigados (PLA 4043D e PLA 2003D). A Figura 5.6 apresenta as curvas de
torque versus tempo para PLA 2003D (a) e PLA 4043D (b) e seus respectivos
biocompdsitos com a adi¢ao de 1% em massa de Biossilicato®.

Comparando-se os resultados dos diferentes PLA’s puros, observa-se
que o torque maximo do PLA 2003D é de 65 N.m, enquanto que para o PLA
4043D é de 73 N.m. A adicao de Biossilicato® altera os valores maximos de
torque para ambos os biocompdsitos, sendo essa alteragao mais evidente para
o biocompésito de PLA 4043D. Na Figura 5.6(a) é possivel observar que o PLA
2003D apresenta torque de equilibrio ao final de 5 min de 7,5 N.m, enquanto que
o PLA 4043D de 3,9 N.m (Figura 5.6(b)). Com a adi¢ao do Biossilicato® ao longo
do periodo de 1 a 5 min de mistura ocorre uma redugao praticamente constante
do torque e, com isso, se obtém ao final de 5 min, um torque de equilibrio para
o PLA 2003D de 3,1 N.m e para o PLA 4043D de 1,1 N.m.

A diminuicao continua do torque durante o processo de mistura pode estar
associada ao processo de degradacao com a quebra das cadeias poliméricas. A
literatura [61,62] mostra que o principal mecanismo de degradagao
termooxidativa do PLA (puro) ocorre através de reagdes de hidrolise e podem
ocorrem adicionalmente reagdes de cisao nao radicalar, backbitting e eliminagao
cis. O tipo de degradacao é dependente de caracteristicas advindas do processo
de sintese, como concentragao de grupos hidroxil ou outros grupos terminais no
fim das cadeias do PLA, massa molar, presenca de umidade e condicdes de
processamento [95,96].

A medida que essas reagdes prosseguem, diversos residuos transitorios
sao formados, como moléculas de lactideos, oligdmeros, acetaldeido, volateis e

compostos de baixa massa molar. [62]. No entanto, alguns autores relatam que
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essas reagdes somente ocorrem em temperaturas acima de 270 °C [62,97].
Porém, reagbes termooxidativas podem ocorrer em temperaturas menores do
que 270 °C devido a efeitos sinérgicos entre taxa de cisalhamento e oxigénio
[62].
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Figura 5.6 - Variagdo do torque em fungdo do tempo de mistura para o PLA
2003D (a) e PLA 4043D (b) e seus respectivos biocompésitos com

Biossilicato®.

Nos dois casos, o Biossilicato® pode ter catalisado reacbes de

degradacao, como pode ser observado na Figura 5.7, que apresenta a mudanca
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de coloracado de ambos os PLA apds o processamento no misturador interno. Os
PLAs puros nao apresentaram alteragcéo de cor significativa. No entanto, apds o
processamento, as amostras com adicdo de Biossilicato® apresentaram
alteracdes significativas na cor de transparente amarelado para marrom. Esse
fato pode ser uma forte evidéncia de degradacgao do polimero e corrobora com

os resultados objetivos na reometria de torque.
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Figura 5.7 - Aspecto visual dos PLA’s e seus respectivos biocompdsitos com

Biossilicato® apds processamento em misturador interno.

Com o objetivo de compreender o efeito da degradagdo durante o
processamento dos biocompdsitos com Biossilicato®, realizou-se o teste de
potencial zeta para o Biossilicato®. A caracterizagdo do potencial zeta nao
apenas fornece informagdes sobre a condutividade elétrica dos materiais, mas
também como o pH da solugdo muda com o tempo. O resultado é apresentado
na Figura 5.8 e nota-se um rapido aumento na condutividade elétrica de 1 a 5
min, de 40 a 100 us/cm, ou seja, o material apresenta uma grande liberagao de
ions em contato com a solugcdo aquosa. A dissolugao de calcio e sodio no
Biossilicato® contribui para o rapido aumento da condutividade elétrica e do pH
da solucéo, e a rapida dissolucao do calcio, que € um dos constituintes do osso,
pode ser responsavel pela alta bioatividade do Biossilicato® [33,34,98,99].
Blaker et al. [100] observaram degradagéao prematura do PLA pela adigdo do
biovidro 45S5 durante o processamento e atribuiram esse comportamento a

liberacdo de contra-ions do 45S5 que podem catalisar reagcdes de hidrélise, tal
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como observa-se no Biossilicato®. Embora o teste de potencial zeta seja
realizado em solugédo aquosa, € possivel que os componentes do Biossilicato®
possam interagir com a matriz PLA durante a mistura no fundido e, portanto, o
potencial zeta fornece informagdes uteis sobre a elevada bioatividade do
Biossilicato®, que esta associada a capacidade de dissolugéo rapida de alguns

contra-ions, como calcio, por exemplo [101].
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Figura 5.8 - Condutividade e pH ao longo do tempo para o Biossilicato®.

Fan et al. [95,96] desenvolveram compostos de PLA modificados com
ions de calcio e analisaram a termodegradacdo desse material sob pirdlise.
Através deste ensaio, os autores determinaram que o calcio atua reduzindo a
energia de ativagéo para a reag¢des de degradagao, em especial propuseram um
mecanismo de substituicdo nucleofilica (SN2) que resulta na racemizagao do
PLA, ou seja, a formagao de meso-lactideo. Outro mecanismo proposto por Fan
et al. [95,96] durante a pirdlise de PLA-Ca é a transferéncia aleatdria entre
cadeias de PLA. As reagbes propostas sdo apresentadas na Figura 5.9 Assim,
pode-se concluir que efeitos semelhantes podem ocorrer com os biocompdsitos
PLA/Biossilicato® produzidos no misturador interno.
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Figura 5.9 - Possiveis reagoes de transferéncia de cadeia do PLA-Ca sob pirdlise
[95,96,101].

-Caracterizacéo reolégica

A fim de compreender os efeitos da degradagao polimérica durante o
processamento em misturador interno realizou a caracterizagao reologica dos
PLA’s puros e dos biocompdsitos com Biossilicato®. A Figura 5.10 apresenta as
curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para os diferentes PLA’s e
os biocompdsitos de PLA’s com 1% em massa de Biossilicato®.

Os PLA’s testados apresentam comportamento reolégico semelhante:
ambos apresentam comportamento Newtoniano para taxas de cisalhamento
compreendidas entre 0,01 e 10 s, ou seja, a viscosidade em regime permanente
permanece constante com o aumento da taxa de cisalhamento. No entanto, o

PLA 2003D possui maior viscosidade em comparacédo ao PLA 4043D.
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A adicdo de Biossilicato® reduziu notavelmente a viscosidade para ambos
os PLA’s. Esses resultados indicam que a adi¢gdo de Biossilicato® pode ter
afetado fortemente a estrutura dos biocompédsitos e contribuido para a
degradagao termooxidativa da matriz dos PLA’s, e este inclusive pode estar sob

acgao de reacdes de degradagao durante o ensaio.
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Figura 5.10 - Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para os PLA’s

com e sem a adi¢ao do Biossilicato® (185 °C).

-SEC e caracterizagdo térmica
A Figura 5.11 apresenta as curvas SEC do PLA 2003D (a) e do PLA

4043D (b), granulos/pellets (sem modificagdo), apdés o processamento no

misturador interno, com e sem a adigcao Biossilicato®. Os resultados na Tabela
5.3 mostram que os granulos de PLA 2003D possuem massa molar numérica
média (Mn) maior que o PLA 4043D. Esse resultado era esperado, uma vez que,
durante a analise reoldgica, o PLA 2003D apresentou viscosidade superior para
baixas taxas de cisalhamento quando comparado ao PLA 4043D. E interessante
notar, no entanto, que o PLA 2003D apresentou redugao de 13% no Mn e néo
ocorreram mudangas na massa molar ponderal média (Mw) apds o
processamento por misturador interno quando comparado aos seus granulos.
Por outro lado, o PLA 4043D apresentou reducédo de 30% no Mn e 24% no Mw

apods o processamento, quando comparado aos seus granulos.
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Figura 5.11 - Curvas de SEC para os PLA 2003D(a) e PLA 4043D(b), pellets,

apo6s processamento via misturador interno e com adi¢ao de 1%

m/m de Biossilicato®.

Tabela 5.3 - Massa molar dos PLA’s com e sem a adigao de 1 % m/m de

Biossilicato®.

Amostras

PLA 4043D PLA 2003D
Mn/Mw (g/mol) Mn/Mw (g/mol)

Pellet/granulo

106000/168000 118600/168000

Misturador interno

74000/128000 103000/168000

1 % Biossilicato®

43000/72000 59000/73000
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A fim de investigar esse comportamento apresentado pelos diferentes
PLA’s, determinou-se os valores de porcentagem de acidez (PA) dos seus
granulos. A PA nos PLA’s é originada dos diferentes grupos funcionais utilizados
durante a polimerizacdo do PLA e podem ser grupos hidroxil ou carbonil. A PA
no PLA afeta diretamente sua estabilidade térmica e pode tornar o material mais
suscetivel a termodegradagdo durante o processamento que envolve
temperatura e altas taxas de cisalhamento. Isso ocorre porque as condi¢cdes
acidas sao conhecidas por catalisar as rea¢des de hidrolise do PLA [62,97], isto
€, a presenca do grupo acido no sistema durante o processamento pode acelerar
os processos de degradacdo do polimero, reduzindo sua massa molar e
viscosidade. A PA dos PLA’s foi determinada por titulacdo de retorno e uma
diferenca significativa entre eles foi observada. O PLA 2003D apresentou PA de
0,20 £ 0,02%, enquanto o PLA 4043D 0,30 + 0,01% [61,102].

A diferenca na PA para os PLA’s corrobora com seu desempenho
(viscosidade e massa molar) apos o processamento, uma vez que o PLA 2003D
foi menos sensivel a degradacao, pois manteve maior Mn e Mw em comparagao
ao PLA 4043D.

A adigédo de 1% em massa de Biossilicato® levou a um deslocamento das
curvas SEC para o lado esquerdo, indicando redugao de Mn e Mw. Com a adigéo
do Biossilicato®, ambos os PLA’s apresentaram uma diminuicdo semelhante nos
valores de Mn e Mw, resultando em uma redug¢ao média de 50 a 60% da Mn em
ambos os casos. Como ja mencionado, as reagdes de degradagdo do PLA
envolvidas durante o processamento sido decorrentes da degradacéo térmica
sob cisalhamento, degradacéao hidrolitica (catalisada por grupos acidos -OH e -
COOH) e termodegradacgao na presencga do ion calcio.

A influéncia da adicao do Biossilicato® nas propriedades térmicas dos
PLA’s foi analisada por meio das técnicas de TGA e DSC. A Figura 5.12 e a
Tabela 5.4 apresentam os resultados de TGA para os PLA’s puros e com adicao

de 1% em massa de Biossilicato®.
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Figura 5.12 - Curvas de variagdo de massa para os PLA 2003D(a) e PLA

4043D(b), pellets, apds processamento via misturador interno e

com adicao de 1% m/m de Biossilicato®.

Tabela 5.4 - Resultados de TGA para os PLA’s com e sem a adi¢ao de 1 % m/m

de Biossilicato®.

Amostra Tonset (°C) DTG (°C) Residuo (%)
PLA 2003D 356 384 0,10
PLA 2003D 1% m/m Biossilicato® 319 353 1,80
PLA 4043D 358 385 0,07

PLA 4043D 1% m/m Biossilicato® 318

353

1,83
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A curva de TGA (Figura 5.12(a)) para os dois PLA’s € semelhante e a
temperatura de inicio de degradagao (Tonset) apresentado para ambos tipos de
PLA sao praticamente iguais. No entanto, a adicdo do Biossilicato® resultou em
uma forte diminuigdo na estabilidade térmica dos biocompdsitos, ou seja, uma
reducdo de aproximadamente 40 °C, e aproximadamente 30 °C na DTG
(derivada da variagdo de massa por temperatura) (Figura 5.12(b)).
Comportamento semelhante foi observado por Fan et al. [96], onde o PLA-Ca,
modificado com calcio, apresentou uma diminuicdo em sua estabilidade térmica.
Os autores quantificaram a energia de ativagdo para iniciar reagdes de
termodegradacgao e, para o PLA-Ca, foi reduzido pela metade em comparagéo
com o mesmo PLA que passou por um processo de purificagao [96]. Também
foi observado que, para as amostras com a adicdo do Biossilicato®, o residuo
foi maior do que para os PLA’s. Esse residuo é atribuido a quantidade de
Biossilicato® que nas condicdes de teste ndo foram decompostas.

Outra explicagdo possivel para esse aumento no residuo € que o
Biossilicato®, quando presente nos biocompdsitos, pode levar a formacgao de
outros residuos de degradacdo que ndo sdo decompostos na temperatura
analisada. O Biossilicato® possui em sua composi¢cao um elevado teor de calcio
e pode sofrer parte da reacdo, como mostra a Figura 5.9, o que influencia
diretamente em sua estabilidade térmica.

Uma vez que o objetivo inicial deste projeto de doutorado consistia na
producéo de scaffolds bioinspirados via impressdo 3D, buscou-se na literatura
materiais bioativos que pudessem ser utilizados em substituicdo ao
Biossilicato®. HA,TCP foram escolhidos pois, a HA tem semelhanca quimica
com a parte mineral dos ossos, € € um biomaterial amplamente utilizado em
recobrimentos de implantes ortopédicos e dentarios por causa das suas
propriedades bioativas e biocompatibilidade [36,39-41,43]. O TCP tem atraido
muita aten¢cdo na pesquisa meédica devido a uma série de propriedades que o
tornam um material apropriado para a fabricagao de implantes. Dentre essas
propriedades pode-se citar a sua biocompatibilidade, capacidade de

osteoconducgéo e reabsor¢cao quando implantado [36,45,46].
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E importante salientar também, que o PLA 2003D apresentou
propriedades térmicas, macromoleculares e reoldgicas mais adequadas para a
producado de filamentos, isto €, maior patamar de viscosidade em regime
permanente, maior manutencdo de Mw e Mn apds processamento no redmetro
de torque e termoestabilidade. Deste modo, somente realizou-se a producao de
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP utilizando-se esse PLA como matriz

polimérica.

5.2.2 BIOCOMPOSITOS DE PLA/HA E PLA/TCP

-Processamento no misturador interno

A partir do potencial tecnologico da utilizagdo de biocompdésitos de
PLA/HA e PLA/TCP para a produgao de materiais com carater bioativo realizou-
se misturas com diferentes teores destas biocargas em um misturador interno
acoplado a um redmetro de torque. A Figura 5.13(a) apresenta as curvas de
torque versus tempo para o PLA puro e os biocompdsitos de PLA/HA.

O PLA puro apresenta fusdo completa apdés 1,5 min e o torque
permaneceu constante até 5 min. No entanto, os biocompdsitos PLA/HA
apresentaram uma ligeira diminui¢do no torque, durante o periodo de 1 a 5 min;
e maiores teores de HA resultaram em menores torques. Isso sugere que a HA
pode catalisar reagcbes de degradacdo na matriz de PLA e as reagdes sao
intensificadas pela adicdo de maiores teores dessa biocarga [61]. Para o
biocompdsito PLA25HA, notou-se uma baixa capacidade do PLA em recobrir as
particulas da HA e, deste modo, aglomerados visiveis foram observados a olho
nu.

A superficie de fratura dos biocompdsitos puros de PLA e PLA/HA é
apresentada na Figura 5.13(b). Pode-se observar que o PLASHA e o PLA10HA
apresentam dispersdo homogénea da biocarga, enquanto que no biocompésito
PLA25HA é observada uma quantidade de buracos e a biocarga exposta (setas
vermelhas).

A viabilidade da produgao de filamentos é um dos objetivos deste projeto
de doutorado, assim, é importante notar que, embora a extrusora seja capaz de

melhorar a dispersao e distribuicdo de biocargas, esse biocompdsito pode nao
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ter propriedades reoldgicas e térmicas adequadas para a aplicagdo em
impressao 3D FFF. Observando novamente as curvas de reometria de torque,
nota-se que na composi¢cao PLA25HA o torque continua a diminuir a medida que
o teste prossegue, evidenciando reag¢des de termodegradacdo. Considerando
esse fato, amostras de PLA com adi¢cao de 25% em massa de HA nao foram

preparadas para testes de propriedades térmicas e mecanicas.
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Figura 5.13 - Variagdo do torque em fungédo do tempo de mistura para o PLA e
biocompdsitos PLA/HA (a), superficie de fratura dos biocompésitos puros de PLA
e PLA/HA (b) (i) PLA, (ii) PLASHA, (iii) PLA10HA e (iv) PLA25HA. As setas
vermelhas exemplificam buracos onde houve destacamento da HA e/ou sua

exposicao.
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A Figura 5.14(a) apresenta as curvas de torque versus tempo para os
biocompdsitos PLA e PLA/TCP com diferentes conteudos de TCP processados
por misturador interno. A adigdo de TCP resulta em um ligeiro aumento no torque
de equilibrio, sendo esse aumento intensificado para concentragées maiores de
TCP. Esses resultados demonstraram boa estabilidade térmica durante o

periodo de processamento dos biocompdsitos de PLA/TCP.
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Figura 5.14 - Variagado do torque em fungédo do tempo de mistura para o PLA e
biocompdsitos PLA/TCP (a), superficie de fratura dos
biocompdsitos puros de PLA e PLA/TCP (b) (i) PLA, (ii) PLASTCP,
(iif) PLATOTCP e (iv) PLA25TCP. As setas vermelhas exemplificam

locais com maior aglomeragéo de TCP.
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Vale ressaltar que, para o biocompodsito PLA25TCP, devido ao alto teor
de TCP, nota-se que o PLA nao foi capaz de molhar todo o TCP adicionado e
deste modo este encontrava-se na parede da camara de mistura apos a
conclusdo do ciclo de mistura. Apesar do misturador interno ndo simular
adequadamente as condi¢des de extrusao utilizadas na producgao de filamentos,
este é capaz de fornecer uma estimativa da resposta do biocompdésito sob
condi¢des de cisalhamento e temperatura.

A Figura 5.14(b) apresenta a superficie de fratura do PLA e biocompésitos
de PLA/TCP, na qual se pode notar que para os teores de 5 e 10% em massa
de TCP se obtem uma microestrutura mais homogénea e menos rugosa
enquanto que para o composito PLA25TCP esta aparenta ser mais rugosa e

menos homogénea, as setas vermelhas mostram aglomerados de TCP.

-Caracterizacéo reolégica

As curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para o PLA e
biocompdsitos PLA/HA sao apresentadas na Figura 5.15(a) e para PLA e
biocompdsitos PLA/TCP na Figura 5.15(b). Os resultados para o PLA puro e os
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP sao apresentados na Tabela 5.5.

Observa-se que PLA puro e PLA5HA apresentam comportamento
reoldgico similar, o que sugere que esses biocompédsitos nao sofreram o
processo de termodegradagdo durante o processamento. No entanto, o
biocompdsito de PLA10HA apresentou uma sensivel reducio na viscosidade, de
modo que o primeiro platé Newtoniano sofreu uma redugao de aproximadamente
20% quando comparado ao PLA puro. De acordo com Ignjatovic et al. [103], os
grupos hidroxila (-OH) da HA aceleram a termodegradagcao desses compositos
em altas temperaturas. Assim, é observada uma reducao na viscosidade para o
biocompdsito de PLA10HA.

Nestes biocompdsitos também observa-se, que para maiores taxas de
cisalhamento a viscosidade diminue um pouco mais rapidamente do que o PLA

puro na faixa de taxa de cisalhamento entre 1 e 10 s™.
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Figura 5.15 - Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para o PLA e

biocompdsitos PLA/HA(a) , PLA e biocompdédsitos PLA/TCP(b)

processados via misturador de torque

Tabela 5.5 - Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01 s™' para os materiais

processados via misturador de torque.

Amostras Viscosidade (Pa.s) ay 0,01 s (190 °C)
PLA 2505 + 45
PLASHA 2001 £ 93
PLA10HA 1993 + 325
PLA5TCP 2208 + 178

PLA10TCP 2458 + 147




75

As curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para PLA e
biocompdsitos de PLA/TCP sdo mostradas na Figura 5.15(b). A adigdo de TCP
na matriz PLA resultou em comportamento semelhante ao observado para os
biocompdsitos de PLA/HA e para o biocompésito de PLASTCP um decréscimo
de 10% no patamar de viscosidade foi observado. Ferri et al. [104]
desenvolveram biocompésitos de PLA/TCP e observam que o TCP apresenta
elevada hidrofilicidade, o que induz a quebra hidrolitica das cadeias do PLA e
pode, com isso, resultar na redugao da viscosidade dos biocompositos.

No entanto, para o biocompédsito PLA10TCP houve uma manuteng¢ao do
patamar da viscosidade a baixas taxas de cisalhamento comparativamente ao
PLA, e um aumento da viscosidade frente ao biocompédsito PLASTCP. Este
aumento pode ser atribuido a restricdo fisica causada pelas particulas de TCP
que superaram os indicios de possivel degradacdo da matriz durante
processamento [105].

O comportamento pseudoplastico observado permite que os materiais
fluam a menores taxas de cisalhamento e, uma vez interrompida a solicitagcao
mecanicas, os mesmos preservem sua forma. Os materiais utilizados para
aplicagdes de impressao 3D FFF fluem em pequenos canais aquecidos e séo
depositados em um substrato (mesa). Dessa forma, é desejado que o polimero
apresente um elevado nivel de pseudoplasticidade e, deste modo, que necessite
de menores forgcas para fluir, e apds a deposicdo, se mantenha mais estavel,
assim resultando em melhor precisdo dimensional [106,107].

Vale ressaltar que as curvas reoldgicas foram obtidas em temperaturas
de 190 °C e que as utilizadas na impressao FFF sdo da ordem de 180 - 200 °C.
Como a viscosidade de fluidos viscoelasticos tem uma dependéncia de
temperatura que segue a equagao de Arrhenius, espera-se uma
elevacao/reducao na linha de base da viscosidade versus taxa de cisalhamento
quando testada em maiores/menores temperaturas. Deste modo, € necessario
um equilibrio entre a elasticidade e a viscosidade do filamento para obter uma
boa qualidade de impressao [106,108].

Outro aspecto interessante para as aplicacbes impressao 3D FFF é o

desenvolvimento de um filamento com cargas bem dispersas, e que durante a
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impressao nao origine instabilidades ou entupimentos. Assim, a caracterizagao
adicional foi realizada apenas em biocompdsitos com incorporacéo de 5 e 10%
em massa de biocargas (HA e TCP).

Investigagbes adicionais foram realizadas com a biocarga HA visando
entender a resposta reologica apresentada pelos biocompdsitos de PLA/HA. O
potencial zeta € uma ferramenta poderosa para expér as caracteristicas da HA.
A Figura 5.16(a) apresenta os resultados do potencial zeta da HA. Observa-se
que o HA apresenta um aumento significativo na condutividade elétricade 1a 5
min, de 15 a 35 us.cm™', ou seja, o material apresenta uma significativa liberagéo
de ions em contato com uma solugcdo aquosa. A dissolugdo do calcio no HA
contribui para o rapido aumento da condutividade elétrica da solugdo. Desse
modo, estes ions podem contribuir para catalisar reagdes de termodegradacao
do polimero durante o processamento térmico, como mencionado anteriormente
[95,96,100]. Além disso, de acordo com dados dos fornecedores, HA possui em
sua composicao quantidades de contaminantes como Ferro, um elemento
quimico capaz de acelerar rea¢des de degradagao, em quantidades menores do
que 400 ppm, enquanto que o TCP apresenta quantidades menores do que 20
ppm.

Outra caracteristica apresentada pela HA foi o aumento da alcalinidade a
medida que os ions foram liberados. Este € um atributo importante no
desenvolvimento de biomateriais, pois esses podem neutralizar as espécies
acidas formadas durante a degradagéao do PLA e prevenir reagdes adversas no
organismo [109]. No entanto, como uma desvantagem, também pode contribuir
para catalisar as reacdes de termodegradacéo durante o processamento térmico
[102]. Embora o ensaio de potencial zeta seja realizado em solugcéo aquosa e o
PLA seja processado no estado fundido, os resultados de potenciais zeta
fornecem uma explicagao plausivel para os resultados observados durante as
analises reoldgicas.

Com relacao a caracterizacao do potencial zeta do TCP, esta apresentou
pequeno aumento na condutividade elétrica ao longo do tempo de ensaio, de 10
a 17 pus.cm™ e um valor de pH levemente superior a HA (Figura 5.16(b)). Esses

resultados estdo de acordo com a hipotese de que os contra ions que sao
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liberados catalizam reagbdes de termo degradagcéo e, uma vez que o TCP

apresenta menor liberagao, esta resulta em melhores resultados durante a

analise reoldgica. A fim de determinar de forma precisa a influéncia da adigcéo

das cargas na matriz de PLA, ensaios de SEC e TGA foram realizados.
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Figura 5.16 - Condutividade e pH em fungéo do tempo para a HA (a) e TCP (b).

-SEC e caracterizacdo térmica

Os testes de SEC e TGA foram realizados no PLA puro e nos

biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP com o objetivo de estimar se a

termodegradacao é catalisada pela adigdo de uma segunda fase, neste caso, as

biocargas. E interessante salientar também que a caracterizagdo térmica e
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macromolecular € necessaria para estimar a viabilidade de confeccdo de
filamentos para serem utilizados como biomaterial em aplicagées de impressora
3D FFF, uma vez que a degradagao do polimero durante o seu processamento
leva a instabilidades de fluxo e pode comprometer a qualidade da impressao
[110].

A Tabela 5.6 e a Figura 5.17(a) apresentam os resultados do SEC para o
PLA e biocompdsitos de PLA/HA. Percebe-se que a adi¢cao de 5% em massa de
HA levou a uma diminuicdo de 16% na Mn, enquanto que no biocompdsito

PLA10HA a diminuigao observada foi ainda maior, 35%.
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Figura 5.17 - Curvas de SEC para PLA e biocompdsitos PLA/HA (a), e PLA

biocompdsitos PLA/TCP (b).
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Tabela 5.6 - Massa molar do PLA, e biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP.

Amostras Mn* Mw* Mw/Mn*
(g/mol) (g/mol)
PLA 107000 176000 ~1.6
PLASHA 90000 180000 ~2.0
PLA10HA 70000 150000 ~2.1
PLASTCP 106000 188000 ~1,8
PLA10TCP 95000 171000 ~1,8

* Valores foram arredondados para o numero inteiro mais proximo.

Nota-se também que a degradacgéo dos biocompdsitos contribuiu para um
pequeno aumento no indice de polidispersividade (Pdi), ou seja, na razao
Mn/Mw. A degradacao termo-mecanica contribuiu significativamente para o
aparecimento de radicais livres, que, por meio de reag¢des de recombinacgao,
geram um polimero mais polidisperso, como observado para PLA10HA, onde o
indice de polidispersividade aumentou de aproximadamente 1,6 para 2,1 e
houve uma redugao significativa do patamar de viscosidade a baixas taxas de
cisalhamento [111].

A Figura 5.17(b) apresenta as curvas de SEC para PLA e biocompdsitos
PLA/TCP. Em relacéo aos resultados do SEC, observa-se que as curvas quase
se sobrepdem e os resultados apresentados na Tabela 5.6 mostram que apenas
para o biocompdsito PLA10TCP é observada uma ligeira diminuicdo da massa
molecular. Ferri et al. [104] observaram que a alta hidrofilicidade do TCP é capaz
de induzir a clivagem hidrolitica das cadeias de PLA durante o processamento
térmico, o que resulta em uma diminui¢cao da estabilidade térmica do compdésito.
No entanto, esses efeitos ndo alteram a massa molar e ndo comprometem o uso
de biocompdsitos na fabricagao de filamentos.

O ensaio de TGA foi realizado nos materiais processados por misturador
interno a fim de se analisar o impacto da adicdo das biocargas na estabilidade
térmica destes biocompositos. As principais caracteristicas analisadas na curva
de TGA foram a Tonset, que € relacionada a degradacgao térmica irreversivel do

material, Tpicoque € a maxima variagao de massa do material e € dada pelo pico
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da derivada da curva de variacdo de massa pela temperatura, e o residuo do
material a temperatura final de analise, em nosso caso, 800 °C.

Os resultados de TGA séo apresentados na Tabela 5.7 e na Figura 5.18.

100 4 ez = PLA
L) o PLA5SHA
:\S 80 A PLA10HA
~ ©
T
@ 60+
©
S A
S 40 P
o
AT
O
© A
=204
e .
DO
[esceccccessccsscccscccccasssscecto)
0 v T v v 1 v 1
0 200 400 600 800
Temperatura (°C
(a) P (°C
190 = PLA
] § o PLA5TCP
< %01 4 PLA10TCP
~r n
(0]
2 60 - @
©
€
3 40 o
o A
AT
O
©
g = 20 4
©
> MVWWVWVVWWWVWWW\/W
[Ssecscecccececcccscecccscccccccole s
0 T T T v 1 X 1
0 200 400 600 800
Temperatura (°C

Figura 5.18 - Curvas de TGA para PLA e biocompésitos PLA/HA (a) e PLA e
biocompdsitos PLA/TCP (b)

O PLA apresenta elevada estabilidade térmica, sendo que a Tonset deste
material € 357,9 °C e Tpico € de 375,9 °C, e a adicdo de HA ndo modificou a
decomposicado térmica dos biocompodsitos durante o processamento, ou seja,
embora tenham sido observadas variagdes sensiveis no comportamento

reolégico e no peso molecular, a estabilidade térmica dos biocompdsitos
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permaneceu inalterada (Figura 5.18(a)). Os valores apresentados na Tabela 5.7
mostram uma redug&o na média de Tonset, NO entanto, o teste ANOVA apresentou
valor de p = 0,17, o que significa que os grupos sao idénticos. Uma interpretacéo
plausivel para esses resultados é que o comportamento observado no
misturador interno envolve um nivel significativo de cisalhamento, o que pode

levar a reagdes de degradagdo, mesmo no PLA puro [112].

Tabela 5.7 - Resultados de TGA para o PLA e biocompésitos PLA/HA e

PLA/TCP.
Amostras Tonset(°C)*  Tpico(°C)  Residuo (%)
PLA 3579+0,5 3759%6,7 0,4010,22
PLA5SHA 361,0+2,2 383,7+0,2 4,91+0,07
PLA1OHA  359,3+1,6 3828%1,1 9,42+0,03
PLASTCP  3555+0,2 3784+0,1 5,06+0,05
PLA10OTCP 351,2+0,1 375,1+0,7 10,10+0,12

Para o caso dos biocompdsitos com TCP, esta biocarga aparentemente
induziu uma redugdo da Tonset. Nota-se que o biocompédsito PLASTCP néo
apresenta alteragdo significativa na estabilidade térmica, embora no
biocompdésito PLA10TCP se observe uma ligeira reducao, cerca de 6 °C de Tonset
quando comparado ao puro PLA. Uma hipétese para esse comportamento € que
a adicdo de maiores teores de TCP possam catalisar reagbes de
termodegradacdo e a energia de ativagdo para degradagédo térmica seja
reduzida.

Ferri et al. [104] observaram comportamento similar em seus compdsitos
com TCP e relataram que isto é devido a sua alta hidrofilicidade que induz quebra
hidrolitica das cadeias do PLA. No entanto, essa degradagao nos compdsitos de
PLA com TCP n&o resultou em modificagdes significativas no material como
observado nas curvas de viscosidade por taxa de cisalhamento e resultados de
SEC. Huang et al. [113] observaram comportamento semelhante relacionado a
reducao da Tonsetinduzida pela adigao tanto de HA como de TCP em matriz de

PCL, mas nao relataram a possivel causa para este comportamento. Uma vez
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que a temperatura de operagao para esses materiais € da ordem de 180-200 °C,
as redugdes apresentadas nao sao tecnologicamente significativas.

Em relagdo ao residuo, todas as amostras foram completamente
decompostas a 400 °C e todos os biocompadsitos apresentaram valores proximos
das composi¢des nominais propostas.

A sequir, realizou-se o ensaio de DSC a fim de se verificar a influéncia a
adicao das biocargas nas propriedades térmicas da matriz do PLA. A Figura 5.19
apresenta um exemplo de termograma de DSC exemplificando as propriedades
térmicas que podem ser avaliadas, resumidamente, transigéo vitrea (Ty), entalpia
de recristalizagdo (4H. ) e temperatura de fusédo (Tm) cristalina e os resultados
de DSC, os quais sdo apresentados na Tabela 5.8. As demais curvas sao

apresentadas no apéndice na Figura A.1.
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Figura 5.19 - Exemplo de termograma de DSC exemplificando as propriedades

térmicas que podem ser medidas.

Analisando-se os dados da Tabela 5.8, observa-se que a adi¢cao das
biocargas nos biocompositos praticamente nao resultou em alteragdes
significativas na Ty dos materiais processados no misturador interno, de modo

que a Tq4 destes materiais se situou entre 60-61 °C.



83

Tabela 5.8 - Resultados de DSC para o PLA e biocompédsitos de PLA/HA e
PLA/TCP.
Amostras T4 (°C) Tm (°C) Xc (%)
PLA 60,2+0,1 149,1+0,1 0,6+0,1
PLASHA 60,3+0,1 150,1+0,2 0,8+0,3
PLA1OHA 59,6+0,3 1475+0,9 0,7+0,2
PLASTCP 60,3+0,2 148,7+0,5 0,9z%0,1
PLA10TCP 60,8+0,1 149,4+0,1 0,8+0,1

O PLA apresenta uma cinética de cristalizagdo muito lenta e € comum
durante o aquecimento da amostra ocorrer o processo de recristalizagdo, de
modo que para se calcular o valor da fragao cristalina total dos materiais deve-
se descontar o valor de entalpia de recristalizacao a frio. Para todos os materiais
o valor de fracéo de cristalinidade de todas as amostras foi pequeno, <1% [83].
Além disso, o baixo grau de cristalinidade apresentado pelos biocompdsitos
favorece a producéao de scaffolds via FFF de duas maneiras diferentes, a saber:
para aplicagdes FFF, o baixo grau de cristalizagao resulta em melhor precisao
de impressdo, pois quase ndo ha contragdo linear durante o resfriamento;
segundo, porque € descrito que a taxa de biodegradacéo esta relacionada a
cristalinidade do polimero e a area superficial, que é acelerada em scaffolds

amorfos com alta area superficial [83,114,115].

- Analise dindmico mecénica (DMA)

A caracterizagdo mecanica do PLA e dos biocompédsitos PLA/HA e
PLA/TCP foi realizada por testes de DMA. Durante o ensaio, avaliou-se o médulo
de armazenamento, que € uma propriedade termomecanica relacionada ao
comportamento elastico do material. Desse modo, maiores valores de modulo
de armazenamento indicam que o material requer maiores niveis de solicitacédo
mecanica para serem deformados, ou seja, apresentam maior capacidade de

resistir ao deslizamento intermolecular [116].
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Para fins de comparacdo, o modulo de armazenamento de todas as
amostras foi medido a temperatura ambiente (25 °C) e os resultados sao

apresentados na Figura 5.20 e Tabela 5.9.
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Tabela 5.9 - Resultados de DMA para o PLA e biocompoésitos PLA/HA e

PLA/TCP.
Amostras Médulo de armazenamento (MPa) Tan(5) (°C)
PLA 3151 £ 65 655+ 14
PLASHA 3227 + 247 64,2+0,7
PLA10HA 3552 + 66 65,9+ 0,4
PLASTCP 3391 £ 59 65,1+0,6
PLA10TCP 3567 + 118 64,9+0,9

As amostras de PLASHA nao apresentaram alteracdes significativas no
modulo de armazenamento comparado ao PLA puro, embora o biocompdsito
PLA10HA apresentou aumento no modulo de armazenamento na ordem de 12%
(Figura 5.20(a)) [107]. Esse aumento apresentado pelo biocompdsito PLA10HA
mostra que, apesar da degradacgao induzida pelo HA durante o processamento,
0 que levou a uma diminuicdo do seu patamar de viscosidade e da massa
molecular, esse biocomposito apresentou melhoria nas propriedades mecanicas.
O teste ANOVA foi realizado para os grupos e um valor de p=0,036 foi
determinado, evidenciando que a melhora resultante da adigdo de HA tem
significancia estatistica.

A adicao de TCP nos biocompdsitos levou a um sensivel aumento no
modulo de armazenamento. O biocompédsito PLASTCP exibiu um aumento de
7,6% em comparagéo ao PLA puro, enquanto no PLA10TCP o incremento foi
ainda maior, 13,2% (Figura 5.20(b)). Vale ressaltar que esse comportamento
posterior apresentado pelo PLA10TCP mostra que a interagdo do TCP nos
biocompadsitos foi capaz de superar os efeitos negativos, como a leve reducéo
da massa molar e, deste modo, houve um balanco positivo e as propriedades
termomecanicas foram sensivelmente melhoradas [105]. No entanto, os
biocompdsitos PLA10HA e PLA10TCP nao apresentaram diferencas estatisticas
entre si. Em relagao aos resultados de Tan (8), ndo houve alteracao significativa
na Tgcomparando-se o PLA com os biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP. Vale
ressaltar que a T4 estimada por duas diferentes técnicas (DSC e DMA)

apresentaram pequenas diferencas de valorese entre si, mas essa diferenca ja
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era estimada uma vez que no DSC existe apenas uma analise puramente
térmica, enquanto que no DMA existe uma solicitagdo mecéanica e térmica, no
entanto os valores de T4 se mantiveram na ordem 60-61 °C para DSC enquanto
que para DMA de 64 - 66 °C.

O enxerto 6sseo ideal deve imitar a matriz extracelular natural do osso,
tanto quanto possivel, para permitir a ligagao, proliferacdo e diferenciacéo
celular. Para isso, sdo necessarias propriedades especificas para permitir o
controle celular e o comportamento do tecido ao interagir com as células
hospedeiras [9]. A sinalizagdo e ligagao celular ocorrem primeiro na superficie
dos materiais, portanto, este deve fornecer propriedades adequadas como alta
molhabilidade para melhorar a adeséo tecido-polimero [117]. Deste modo, as
propriedades da superficie tem um papel significativo no desenvolvimento de
biomateriais, uma vez que a primeira a interacdo das células ocorrem
inicialmente na superficie do material [118,119]. A Figura 5.21 apresenta o

ensaio de angulo de contato para o PLA e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP.

Angulo de contato (°)

50

T T T T T T T T T -1,
PLA PLASHA PLA10HA PLASTCP PLA10TCP

Figura 5.21 - Ensaio de angulo de contato para o PLA, e biocompésitos PLA/HA
e PLA/TCP.

O PLA apresenta comportamento hidrofébico e um angulo de contato
na faixa de 75 a 85°, portanto, durante testes de contato direto usando linhas
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celulares, a adesao celular € diminuida e também pode levar a respostas
inflamatdrias [120—122]. Avancgos recentes combinando PLA e TCP mostram que
o TCP tem potencial para aumentar a molhabilidade da superficie do PLA,
reduzindo os angulos de contato com a agua e aumentando a fixagao das células
[123-125].

A adi¢cao de HA no biocompdsito PLA10HA aumentou a hidrofilicidade,
e 0 angulo de contato sofreu uma ligeira reducédo quando comparado ao PLA
puro (p <0,01) e PLA 5% HA (p <0,001), apresentando um ambiente adequado
para ligacdo e proliferagdo celular [117]. No biocompdsito PLA10TCP, a
incorporagao de uma carga mais hidrofilica na matriz do PLA leva a um aumento
na hidrofilicidade geral e, portanto, o angulo de contato sofreu uma reducao de
aproximadamente de 10° comparado ao PLA puro (p <0,001), apresentando um

bom ambiente para ligagao e proliferagcéo celular [100].

5.3 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE FILAMENTOS PARA
IMPRESSAO 3D

-Caracterizacéo reolégica

Como apresentado anteriormente, foi possivel a obtencdo de
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP com comportamento térmico e reoldégico
adequado para a producgao de filamentos de impressao 3D. As composi¢des com
maior probabilidade de sucesso para a producio de filamentos para impressao
3D foram as composigdes com 5 e 10% em massa de HA e 5 e 10% em massa
de TCP. Maiores teores de biocargas podem levar a aglomeragao dessas
biocargas na matriz polimérica deteriorando, assim, as propriedades mecanicas
dos biocompdsitos e ocasionando problemas de impressdo, como entupimentos
e baixa qualidade de impressao advinda de ma homogeneizagao

A Figura 5.22 apresenta as curvas de viscosidade versus taxa de
cisalhamento para os filamentos de PLA, e biocompdsitos de PLA/HA e
PLA/TCP. Observa-se que o comportamento de viscosidade do filamento de PLA
nao é sensivel ao aumento da taxa de cisalhamento de 0,01 s™' para 10 s™'. No
entanto, para os biocompésitos PLA/HA, a adicao de 5% e 10% em massa de
HA, resultou em uma diminuicdo no patamar de viscosidade. Essa reducgao foi
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intensificada por maiores teores de HA resultando em uma redugédo de
praticamente 1/3 do valor do PLA puro. Comportamento semelhante ao
observado nas amostras processadas no misturador interno, nos quais a
reducao foi menos intensa [95,101,126]. Os filamentos foram processados por
extrusado e este processamento envolve taxas de cisalhamento muito superiores
comparados as taxas de cisalhamento empregadas no misturador interno, além
de experenciar aumento no aquecimento viscoso (gerado por maior atrito) que

pode acelerar as reacdes de termodegradacao.
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Figura 5.22 - Curvas de viscosidade versus taxa de cisalhamento para os
filamentos de PLA e biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP.

Em relagao a caracterizacao reoldgica dos biocompdésitos PLA/TCP, estes
apresentam comportamento semelhante ao dos biocompédsitos PLA/HA; no
entanto, a adicado de TCP resultou em um ligeiro aumento na viscosidade e, para
o biocompésitos PLA10TCP o aumento da viscosidade foi de aproximadamente
17% em comparacao com o PLA puro.

O PLA e os biocompésitos apresentaram comportamento pseudoplastico
a altas taxas de cisalhamento e observa-se uma diminuicdo constante da
viscosidade para todas as composi¢des. No caso do biocompdsito PLA10HA a
reducao foi mais significativa e essa amostra esta deslocada para menores

valores de viscosidade em relagdo as outras. A Tabela 5.10 apresenta os
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resultados de viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01 s para os filamentos

processados por extrusao.

Tabela 5.10 - Viscosidade a taxa de cisalhamento de 0,01 s™' para os filamentos

processados via extrusao

Amostras Viscosidade (Pa.s)@ y (0,01 s™)
a190 °C
PLA 2817 £ 26
PLASHA 1943 £ 71
PLA10HA 1056 £+ 106
PLASTCP 3107 + 85
PLA10TCP 3316 + 89

A analise do comportamento viscoelastico € apresentado na Figura 5.23
e observa-se que a componente elastica (g') aumenta para maiores frequéncias
angulares, e para altas frequéncias os valores de g’ se aproximam de g”, num
comportamento equilibrado entre a componente elastica e viscosa, no entanto,
para PLA e PLA10HA em baixas frequéncias angulares os valores de g’ decaem
mais rapidamente. Outro fato que deve ser destacado é que o biocompdsito
PLA10HA apresentou sensivel reducdo de viscosidade no comportamento a
baixas taxas de cisalhamento e para o comportamento oscilatorio esse
comportamento também foi observado e resultou em deslocamento para
menores valores tanto de g’ como de g”, enquanto que para as outras amostras
houve um pequeno aumento tanto de g’ quanto de g” com a incorporagao das
biocargas.

As amostras também apresentaram baixos tempos de relaxacgao, isto €, o
ponto de cruzamento g’ e g” ocorre em altas frequéncias angulares, pouco
menores de 100 rad/s, resultando em tempos de relaxacdo da ordem de 0,01 s.
Isto indica que durante o processo de impressao, apos a saida do material pelo
bico extrusor, os materiais estardo praticamente sem deformagéo residual

devido a esse baixo tempo de relaxagao.
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Adicionalmnete, a velocidade de impressao esta relacionada com a
velocidade dos rotores que alimentam o filamento que é depositado. Dessa
forma, € necessario um balango entre a velocidade dos rotores, capacidade de
transferéncia de calor para fundir o filamento e o comportamento viscoso do
material. Maior viscosidade resulta em maiores torques e, consequentemente,
maior pressao na saida do bico de impressao e alguns autores estimaram que a
taxa de cisalhamento durante o processo de extrusdo pode ser da ordem de
1000 a 1500 Pa.s [127-129].
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Figura 5.23 - Curvas de g’ e g” versus frequéncia angular para os filamentos de
PLA e biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP.

-Caracterizacdo macromolecular e térmica

A Figura 5.24 apresenta as curvas SEC para os filamentos de PLA, PLA/
HA e PLA/TCP, respectivamente. Os resultados apresentados na Figura 5.24(a),
para amostras de PLA e PLA/HA estdo de acordo com os resultados mostrados
anteriormente, onde se observa uma redugao da Mn para PLA/HA que é similar
a observada nos biocompdsitos produzidos por misturador interno. Tanto o
filamento de PLA quanto o PLA produzido por misturador interno apresentarem

valores de Mn praticamente idénticos.
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Com relagcdo aos biocompdsitos PLA/TCP, estes também exibiram
pequena diminuicdo no Mn de modo analogo aos biocompdsitos de PLA/TCP
processados por misturador interno e a reducao foi maior para o biocompdsito
de PLA10TCP. A Tabela 5.11 apresenta as massas molares dos filamentos de
PLA e dos biocompdsitos PLA/HA e PLA/TCP.
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Figura 5.24 - Curvas de SEC para os filamentos de PLA e biocompésitos PLA/HA
(a), e PLA biocompésitos PLA/TCP (b).
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Tabela 5.11 - Massa molar dos filamentos de PLA e dos biocompdésitos PLA/HA

e PLA/TCP.
Amostras Mn (g/mol)* Mw (g/mol)* Pdi*
PLA 105000 183000 1,7
PLA5SHA 91000 166000 1,8
PLA10HA 70000 141000 2,0
PLA5TCP 97000 173000 1,8
PLA10TCP 94000 163000 1,7

* Valores foram arredondados para o numero inteiro mais proximo.

A Figura 5.25 apresenta as curvas de perda de massa em funcédo da
temperatura obtidos por TGA para os filamentos de PLA e dos biocompdésitos de
PLA HA e PLA/TCP e a Tabela 5.12 apresenta os resultados da analise TGA.

Pode-se notar novamente que o HA e o TCP n&o alteraram
significativamente as propriedades térmicas do PLA. O inicio da degradacéao
(Tonset) dos biocompdsitos apresentou pequena reducéo, enquanto que a Tpico
praticamente nao sofreu alteragdo. Com relacdo a temperatura de uso dos
filamentos, determinou-se a variagdo de massa da temperatura ambiente (RT)
até 200 °C, com o objetivo de analisar a estabilidade térmica desses materiais
durante as condi¢cdes de impressao. Os resultados mostram que a variagao de
massa até 200 °C, tanto para o filamento de PLA quanto para os biocompdsitos,
foram pequenas, de modo que as variagbes em Tonset € Tpico @apresentadas
anteriormente ndo s&o tecnologicamente significativas. Em relagdo a
incorporagao das biocargas, a analise do residuo a 800 °C, com a corregao do
residuo do PLA, observa-se que para o biocompdsito PLASHA obteve-se
aproximadamente 6,2 + 0,8 e para o PLA10HA 8,6 + 0,8 de incorporacao de HA.
Para os biocompdsitos com TCP o biocompdsito proposto com 5% em massa de
TCP teve aproximadamente 4,9 + 0,6 em massa e o biocompdsito PLA10TCP
resultou em 10,6 £ 2,0 em massa de TCP. Vale ressaltar que apesar da mistura
durante o processo de extrusdo ser muito mais eficiente do que no misturador
interno, o misturador interno é operado através de bateladas enquanto que a

extrusdo é um processo continuo e a alimentagcdo dos materiais ocorre por um
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dosador volumétrico (a mistura de PLA com as biocargas foi realizada via

tamboreamento em um saco plastico antes de ser inserido no dosador).
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Figura 5.25 - Curvas de TGA para os filamentos de PLA e dos biocompdsitos
PLA/HA (a) e biocompdsitos PLA/TCP (b).
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Tabela 5.12 - Resultados de TGA para os filamentos de PLA e dos biocompdsitos
PLA/HA e PLA/TCP.

Variagdo de massa Residuo

Amostras Tonset (°C) Tpico (°C) ]

RT até 200 °C (%)

PLA 355,7+21 381,8%27 0,14 £ 0,09 0,4+0,1
PLA5SHA 359,0+1,6 382,8+238 0,06 £ 0,03 6,2+0,8
PLA1OHA 3596 +0,2 384,9+0,3 0,09 £ 0,01 8,6+0,8
PLASTCP 3534+29 379,7+t4/4 0,09 £ 0,01 4,9+0,6
PLA10TCP 3519+0,5 376,2+1,9 0,08 £ 0,01 10,6 £2,0

A Tabela 5.13 e Figura 5.26 apresentam os resultados de DSC para os
filamentos produzidos por meio de extrusado de dupla rosca. Analisando a Tabela
5.13 ¢é possivel observar que os filamentos produzidos apresentaram
comportamento semelhante as suas composi¢des processadas em misturador
interno. Nao foram observadas modificagdes na Ty, no entanto, as amostras com
HA aparentemente apresentaram maior tendéncia a recristalizacdo durante o
aquecimento, no entanto, novamente os valores de fragcdo cristalina dos
materiais foram bem pequenos (< 1%).

Visando analisar-se de maneira mais completa a influéncia das biocargas
na cinética de cristalizacao dos filamentos e seu comportamento na confecgcao
de scaffolds realizou-se ensaios de DSC com diferentes taxas de resfriamento
apos fusado do PLA e do biocompésitos, isto €, apds a fusao do PLA e completa
aniquilacédo da histéria térmica, as amostras foram resfriadas utilizando-se
diferentes taxas de resfriamento, 10, 5 e 2,5 °C/min.

Os resultados sao apresentados no apéndice Tabela A.1 e optou-se por
apresentar apenas os resultados da menor taxa de resfriamento, pois, nesta taxa
de resfriamento, desde 200 °C até a Tg do material, o material permaneceu por
cerca de 56 min durante cristalizacdo nao-isotérmico quiescente, que é
praticamente o dobro de tempo utilizado para a confeccdo dos scaffolds
utilizados neste trabalho (~ 28 min para 4 pecas).

Devido a baixa cinética de cristalizacdo os biocompdsitos, estes nao

sofreram variagdes significativas do grau de cristalinidade quando submetidas a
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esta programacgéo de menor taxa de resfriamento, apresentando comportamento

majoritariamente amorfo, independente da incorporagéo das biocargas.

Endotérmico

Fluxo de calor (W/g)

o PLA10TCP

0 l 50 ' 1(I)O ' 150 l 2(I)0
Temperatura ( °C)
Figura 5.26 - Curvas de DSC para os filamentos de PLA, e biocompdsitos
PLA/HA e PLA/TCP.

Tabela 5.13 - Resultados de DSC para os filamentos produzidos via dupla rosca

Tg AHcrist.a frio Tm AHm Xc
Amostras
(°C) (J/9) (°C) (J/9) (%)
PLA 61,1+0,3 7,2+0,3 150,8 £ 0,2 76105 0,4+0,2

PLASHA 60,1+03 13,1+0,3 150,1+0,1 13,3+ 0,3 0,2+01

PLA1OHA 598+08 151+0,1 150,0+0,1 15,2+ 0,1 0,1+0,1

PLASTCP 58,5+04 9,3+0,1 150,2 + 0,2 94+0,1 0,1+0.1

PLA10TCP 58,6+0,2 7,8%0,1 150,1+0,4 8,3+0,3 0,7+04

54 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS SCAFFOLDS
DESENVOLVIDOS VIA FFF
A Figura 5.27 apresenta diversos modelos impressos em PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP. Foram fabricados a titulo de
exemplificagdo também modelos de parafusos utilizados usados na cirurgia de
fixagdo de ligamento cruzado anterior além dos scaffolds com geometrias de 0-

90° e 0-45°. Vale ressaltar que também produziu-se uma geometria totalmente
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preenchida (100% de preenchida) para comparagdo das propriedades

mecanicas desse modelo com os scaffolds.

PLA  PLASHA  PLA10HA PLASTCP PLA10TCP

Figura 5.27 - Modelos impressos via FFF/FDM®. (1) Parafusos usados na cirurgia
de fixagdo de ligamento cruzado anterior, (Il) e (lll) scaffolds com

geometria 0-45° e 0-90°, respectivamente.

Com relagao as propriedades mecanicas, os scaffolds desenvolvidos
foram testados sob carga compressiva, que simula as condi¢gbes impostas pelo
organismo durante o uso, isto €, enxertia 6sseo. As trés geometrias diferentes
acima mencionadas foram produzidas e testadas. A Tabela 5.14 apresenta o
modulo elastico especifico das amostras com geometria 100% preenchida, 0-90°
e 0-45°.

As amostras de PLA10HA e PLA10TCP com 100% de preenchimento
apresentaram uma ligeira diminuigdo no modulo de compressdo quando
comparadas ao PLA, e uma possivel explicagdo para isso € a taxa de
resfriamento, uma vez que os filamentos aquecidos sdo depositados lado a lado

e mantidos em temperaturas mais altas por mais, isto pode levar a maior
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tendéncia de termodegradacdo. Além disso, para os biocompdsitos, os
filamentos tiveram sua massa molar reduzida pela adigcdo de HA e TCP (maior

reducao para HA) durante o processo de fabricagédo dos filamentos.

Tabela 5.14 — Médulo elastico especifico dos scaffolds de PLA, e biocompdsitos
de PLA/HA e PLA/TCP.

Maédulo elastico especifico

Amostras Incremento
(MPalg)

P PLA 64,1+ 1,3

£ PLASHA 64,4 0,9

2

g PLA10HA 58,1+ 1,5

< PLA5TCP 63,4 + 1,2

S PLA10TCP 59,2+ 0,4

o PLA 91,7 + 3,4 43,2%
> PLASHA 88,957 38,0%
2 PLA10HA 81,4+ 1,0 40,0%
% PLA5STCP 88,4 + 3,4 39,4%
& PLA10TCP 91,1 + 3,4 53,8%
o PLA 91,5+ 1,6 42,8%
ﬁ PLA5SHA 89,8+ 1,9 39,4%
2 PLA10HA 81,72 1,0 40,5%
% PLA5STCP 87,7+1,0 38,2%
& PLA10TCP 85,9+ 2,2 45,1%

Em relagdo as geometrias 0-90° e 0-45°, a producdo de geometrias

porosas diminuiu o peso final das amostras em cerca de 40%, no entanto, a
reducao do modulo de compressao foi de cerca de 15 a 20%, resultando em
equilibrio positivo do moddulo elastico especifico dos scaffolds. Ambas as
geometrias apresentaram um aumento consideravel nas propriedades
mecanicas em comparagao com as suas referéncias preenchidas a 100%, de 38
a 53,8% e um modulo especifico na faixa de 88-92 MPa, correspondendo as
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propriedades mecanicas necessarias para enxertos 0sseos esponjosos sob
compressao [26,28].

Tanto para os scaffolds como as amostras 100% preenchidas, o teste de
compresséao foi realizado até a carga maxima de 2 kN sem falha e os valores de
a resisténcia a compressao estdo na faixa de 10 a 11 MPa, que é compativel
com as propriedades 6sseas humanas [130].

A porosidade e a interconectividade dos scaffolds sao atributos
importantes do ponto de vista biolégico, uma vez que ndo apenas influenciam as
propriedades mecanicas deles, mas também desempenham um papel
significativo na adeséo, proliferagéo e vascularizagéo celular [87,131].

A arquitetura do scaffold impacta diretamente na osteocondutividade, isto
€, na capacidade de proliferacado de células 6sseas, dessa forma, € desejado
que o scaffold possua poros na ordem de 150-500 um em didmetro e porosidade
interconectada de 60-80% [24—26].

Como pode ser visto na Tabela 5.15, os scaffolds com geometria 0-90° e
0-45° apresentam porosidade tedrica de 36% e 32%, respectivamente, e 100%
de interconectividade. O Micro-CT foi utilizado para avaliar a morfologia dos
scaffolds e os dados coletados revelaram um alto nivel de precisao, pois os
valores de porosidade obtidos estao préximos do calculado pelo SolidWorks. A
Figura 5.28 apresenta as imagens 3D reconstruidas por Micro-CT de scaffolds
de PLA para ambas as geometrias. As Figuras 5.28(a) e 5.28(b) apresentam as
imagens reconstruidas do scaffold com geometria de 0-90°, enquanto que a
Figura 5.28(c) apresenta a porosidade apresentada no mesmo scaffolds. As

Figuras 5.28(d-f) sdo as reconstrugdes do scaffold do PLA com geometria 0-45°.
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Tabela 5.15 — Resultados de Micro-CT para os scaffolds de PLA, e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP.
Porosidade (%)

Amostras Geometria Tedrico Geometria Teérico

0-45° 0-45° 0-90° 0-90°
PLA 42 +2 39+3
S5HA 46+ 3 42+5
10HA 42+5 32 45 +4 36
5TCP 42+ 3 40+ 2
10TCP 39+3 43+3

5 & @b &8 65

\,-7
b On & &b ci

Figura 5.28 - Reconstru¢des de Micro-CT do PLA, (a-c) geometria 0-90° e (d-f)
geometria 0-45°. As imagens (a,b,d,e) apresentam as
reconstrugcdes da parcela solida para cada uma das geometrias de
scaffolds, enquanto que as figuras (c,f) representam a

reconstrugao da porosidade total de cada uma das geometrias.

A Figura 5.29 apresenta a arquitetura dos scaffolds analisados por MEV

e os resultados das medidas morfolégicas sdo apresentados na Tabela 5.16.
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PLASHA PLA10HA

PLASTCP _ PLA10TCP

Vista Superior

Seccéao transversal

Figura 5.29 - Micrografias dos scaffolds obtidas através de MEV. Vista superior
e seccgao transversal dos scaffolds de PLA, e biocompdésitos de
PLA/HA e PLA/TCP (Magnificagoes de 50x e 200x).

A vista superior dos scaffolds e as micrografias de secao transversal
mostram um elevado nivel de reprodutibilidade entre as geometrias projetadas
via SolidWorks e os scaffolds fabricados, como também foi observado pelos
resultados de Micro-CT dos modelos reconstruidos.

A morfologia dos scaffolds foi avaliada por duas abordagens para ambas
as geometrias, analisando-se a vista superior e a segao transversal de amostras
fraturadas. Somente para os biocompdsitos, foram observados valores menores
de tamanho dos poros (menor distancia entre extremidades dos filamentos) e,
nesses casos, a largura do filamento foi um pouco maior, mostrando que durante
a impressao de materiais biocompodsitos alguns efeitos de relaxagao podem
ocorrer e com isso ocorre uma pequena deformagao e achatamento do mesmo
[132]. Outro aspecto que reduz marginalmente a precisdao da impressao € o
controle de espessura dos filamentos. Visando reduzir essa variabiliade utilizou-
se apenas a quantidade de filamento necessaria para cada impressao e realizou-
se a 10 medidas do didmetro do filamento ao longo do comprimento e em 2

pontos diferentes (reduzir os efeito de ovalidade do filamento). No entanto, essas
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pequenas diferengas ndo comprometem o desempenho dos scaffolds para na

engenharia de tecidos.

Tabela 5.16 - Medidas morfologicas dos scaffolds de PLA, e biocompdsitos de
PLA/HA e PLA/TCP.

Tamanho de Largura de Altura de
Amostras
Poro (um) filamento (um) camada (um)

o PLA 197 £ 14 376 +12 307 £ 15
§ PLA5HA 175+ 15 396 + 10 277
-g PLA10HA 178 + 16 395 + 26 293+ 10
% PLASTCP 184 + 27 402 + 16 316 £ 13
)
O PLA10TCP 181 £ 12 406 + 18 270+ 20
o PLA 183+ 15 389 +12 302 +15
g PLASHA 214 + 16 384 + 14 307 + 23
-g PLA10HA 183 + 20 386 +17 280+ 16
% PLA5TCP 204 £ 12 381 +19 306 + 20
)
O PLA10TCP 206 + 13 379 + 14 300 + 20

O mapeamento de EDS é uma técnica de caracterizagcao que através da
andlise elementar dos principais constituintes permite a classificacdo
composicional.

Esta analise foi realizada na superficie da secao transversal dos
filamentos dos scaffolds e os resultados sdo apresentados na Figura 5.29. Esta
técnica permite investigar a distribuicado de HA e TCP no interior do filamento e
a partir de seus elementos consituintes, como Ca e P e estes podem ser
observados juntos ou em canais separados.

Como observado na Figura 5.30, o sinal vermelho apresenta a localizagao
do elemento Calcio (Ca) enquanto que a cor azul apresenta o fésforo (P),
principais constituintes dos fosfatos de calcio (tanto HA quanto TCP). Logo, nos
pontos onde ocorre sinais tanto vermelho quanto azul é a localizagédo das
biocargas. Vale ressaltar que esta técnica apesar de ser utilizada conjuntamente

com MEV fornece informacdo da composicdo ndo somente das camadas de
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superficie da amostras mas também do interior da mesma (até cerca de 1 mm).
Para ambas as amostras observa-se que tanto HA e TCP estdo bem dispersos

na estrutura dos scaffolds.

PLASHA

PLA10HA

PLASTCP

PLA10TCP

Figura 5.30 - Mapeamento de EDS para os scaffolds de biocompdsitos de
PLA/HA e PLA/TCP. Sinal vermelho representa regides nos quais
se encontra o elemento quimico calcio, enquanto que o elemento

quimico fésforo é representado na cor azul.
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A bioatividade dos scaffolds produzidos foi avaliada atraves do método do
ensaio de fluido corporal simulado (SBF) e analisando-se a formacgao de fosfatos
de célcio em sua superficie apos diferentes tempos de imersado. Os resultados
sédo apresentados na Figura 5.31. O ensaio de teste de SBF é geralmente a
primeira abordagem para avaliar a capacidade dos materiais para serem
utilizados na engenharia de tecidos 6sseos [133,134].

Nos scaffolds produzidos, observou-se o desenvolvimento de fosfatos de
calcio na superficie dos scaffolds de PLA/HA e PLA/TCP apds imersao das
amostras em SBF por 7 dias. Como o PLA nao € bioativo, ndo foi observada
formacgao de fosfatos de calcio [133,134]. Os resultados obtidos sugerem que o
HA e o TCP, devido as suas propriedades biolégicas, desencadearam o
desenvolvimento de fosfatos de calcio na superficie dos andaimes e, para os
biocompdsitos de HA no 7° dia, é possivel observada uma camada espessa

composta por varias particulas pequenas de fosfatos de calcio.

PLA5HA PLA10HA PLASTCP PLA10TCP

Figure 5.31 — MEV da superficie dos scaffolds de PLA, e biocompdésitos de
PLA/HA e PLA/TCP apds diferentes tempos de imerséao em SBF
(magnificagdo 500x). Apds 7 dias € observada intensa formacao

1d

3d

7d

de fosfatos de calcio na superficie das amostras de PLASHA,
PLA10HA, enquanto que em menor concentragéo para PLASTCP
e PLA10TCP.
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Uma das abordagens mais bem-sucedidas para o desenvolvimento de
dispositivos para engenharia de tecidos € o uso de materiais biodegradaveis e
biocompativeis; no entanto, estudos recentes mostraram que as propriedades
fisico-quimicas, bem como a rugosidade da superficie, 0 volume e o tamanho
dos poros, também afetam a fixagao, proliferacdo e a diferenciacdo das células
[135—-138]. Diante disso, o desenvolvimento de scaffolds 3D com geometria bem
controlada usando FFF e materiais bioativos, ou seja, o PLA combinado com
biocargas (HA e TCP) torna-os materiais adequados para aplicagdes médicas.

A Figura 5.32 apresenta a micrografia do ensaio de vivo/morto para os
scaffolds de PLA, e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP analisados em dois

diferentes tempos de analise, 1 e 7 dias.

PLA PLASHA PLA1OHA  PLASTCP _ PLA10TCP

1d

Secgao transversal

Figura 5.32 - Micrografias do ensaio de vivo/morto para os scaffolds de PLA, e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP em dois diferentes tempos
de andlise, 1 e 7 dias. Para as amostras com 7 dias de cultura o
sinal verde representa elevada proliferagdo celular de células

viaveis.

Como pode ser visto, usando-se uma abordagem de plagueamento
celular do tipo top-down, primeiro as células se ligam a superficie e depois se
espalham e colonizam a parte interna dos scaffolds. E importante notar que a
selecao de tamanho de poro adequado também auxilia na fixagao e proliferacéo
celular [139]. Os saffolds apresentaram um ambiente adequado que permitiu a

proliferacédo celular em um curto periodo de tempo e baixa mortalidade.
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Observou-se para o PLA10HA que apods 7 dias de cultura ocorre uma alta
confluéncia celular e, em alguns pontos, o poros dos scaffolds estdo quase
fechados. Estudos recentes também mostram a capacidade de bioatividade da
combinagao de PLA/HA, mesmo HA como revestimento, em que alguns casos
observados aumentam a proliferacdo celular e o crescimento 6sseo sem
inflamacéao [89,140,141].

Mais evidéncias a respeito da fixagao e proliferagao celular podem ser
encontradas nas micrografias de MEV (Figura 5.33) de amostras fixadas em 10%
v/v de formalina apds 1 e 7 dias de cultura celular, sendo que nos ensaios de 7
dias a superficie dos scaffolds de PLA, PLA/HA e PLA/TCP encontra-se

completamente recoberta por células fixadas.

1d

PLA

PLASHA

PLA10HA

PLASTCP

PLA10TCP

Figura 5.33 - Micrografias de MEV da superficie dos scaffolds de PLA e
biocompdésitos de PLA/HA e PLA/TCP fixados em formalina apos
dois diferentes tempos de cultura, 1 e 7 dias. As setas vermelham
exemplificam lugares onde se observa células fixadas na
superficie do scaffolds ou entre diferentes superficies como

juncgao de filamentos depositados.
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A quantificacdo do DNA foi realizada para corroborar o ensaio qualitativo
vivo/morto, e esta apresentado na Figura 5.34. No entanto, ndo foram
observadas diferencas consideraveis na concentragcao de DNA entre os scaffolds
de PLA, e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP durante curtos periodos de
analise (1 e 3 dias). Ao que parece, a proliferagao e colonizagdo celular requerem
tempos mais longos (maior doubling time), como observado na diferenga de

expansao celular entre as amostras de 1 e 7 dias na Figura 5.33.
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Figura 5.34 - Concentracdo de DNA por tempo para os scaffolds de PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP. (* p<0,01,*** p< 0,0001).

n=3 para 3 experimentos independentes.

ApoOs 7 dias de cultura celular, as amostras PLA10HA e PLA10TCP
demonstraram uma concentragdo significativamente maior de DNA quando
comparadas com a amostra de PLA, PLASHA e PLASTCP (p <0,001). No
entanto, ndo foi observada diferenca estatistica entre PLA10HA e PLA10TCP.
Esse resultado indica que as maiores concentragdes de HA e TCP podem
orientar uma boa resposta celular, aumentando a citocompatibilidade do material
[72,89,139]. Resumidamente, a combinagdo de uma abordagem biomimética
para o desenvolvimento scaffolds com materiais bioativos e tamanho poroso

adequado ajuda na fixagado e proliferacdo de células osteoblasticas [139]. O
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apéndice A apresenta a estatistica completa dos ensaios realizados (Tabelas
A.2-A4).

Uma vez que os scaffolds PLA10HA e PLA10TCP apresentaram elevada
biocompatibilidade em contato com células osteoblaticas de ratos, procedeu-se
com a caracterizacdo in vitro dos materiais utilizando-se hASCs. As células
tronco podem ser totipotentes, pluripotentes, multipotentes ou onipotentes,
sendo que a ordem apresentada evidencia o poder decrescente de diferenciacao
celular dessas células. Este potencial € advindo do tecido a partir do qual as
células sao isoladas, deste modo células menos diferenciadas como as obtidas
do 6vulo recém fecundado déo origem a células totipotentes que tem capacidade
de se diferenciar em praticamente qualquer tipo de células/tecidos, desde que
estimuladas adequadamente [119].

As trés fontes principais de células-tronco autélogas em humanos adultos
sao a meédula 6ssea, tecido adiposo e hematopoiético e estas sao classificadas
como pluripotentes devido a sua elevada capacidade de diferenciagdo em outras
células/tecidos desde que tenham os estimulos adequados. As células-tronco
derivadas de tecido adiposo humano (human adipose tissue-derived stem cells
(hASCs)) utilizadas neste trabalho foram isoladas de amostras de tecido
lipoaspirado, seguindo um protocolo estabelecido com o Departamento de
Cirurgia Plastica do Hospital da Prelada (Porto, Portugal) e foram utilizadas
visando a sua diferenciacdo em tecido 6sseo [93,94].

Diversos fatores internos e externos afetam o destino das células (cell
fate), que devido ao potencial de diferenciagcdo pode se diferenciar em outras
células. Algumas das variaveis que afetam a diferenciagao celular sdo o contato
célula-célula, o microambiente celular e a sua complexidade microvascular [142].
Ao se controlar o ambiente mecanico dos scaffolds pode-se melhorar o destino
das células-tronco in vitro e diversos autores investigaram esse controle através
de estimulos eletromagnéticos ou com scaffolds que respondem a estimulos
quimicos, pH ou luz [137,142,143].

Também vale ressaltar que para os testes de diferenciagao celular é

amplamente reportada a utilizacdo de maiores tempos de cultura celular, até 21
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dias, a utilizagdo de um controle com um meio basal (a-MEM), um meio
osteogénico e geralmente maior densidade celular [92].

Baseando-se nos resultados in vitro anteriormente obtidos optou-se por
analisar somente os scaffolds de PLA e biocompdésitos PLA10HA e PLA10TCP.
A Figura 5.35 apresenta as micrografias do ensaio de vivo/morto para os
scaffolds de PLA, PLA10HA e PLA10TCP apés diferentes tempos de cultura
utilizando-se hASCs

o-MEM Meio osteogénico
PLA PLA10HA PLA10TCP PLA PLA10HA PLA10TCP

/d

14d

21d

/d

14d

21d

200um
—

Figura 5.35 - Micrografias do ensaio de vivo/morto para os scaffolds de PLA, e
biocompésitos de PLA/HA e PLA/TCP em dois diferentes tempos
de analise, 7, 14 e 21 dias, cultivados com hASCs. Para as
amostras com 7, 14 e 21 dias de cultura, o sinal verde representa
elevada proliferagao celular de células viaveis, enquanto que 14 e
21 dias ha intensificagéo do sinal vermelho (células mortas) para
amostras cultivas meio o-MEM (PLA10HA e PLA10TCP),

comparativamente as amostras em meio osteogénico.
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E interessante notar que pelo fato de neste caso utilizar-se maiores
tempos de cultura € provavel que ocorrera maior mortalidade de células e
visando-se observar de maneira mais facil apresentou-se o canal de Pl (células
mortas) separado na parte inferior da Figura 5.35.

E possivel observar que para 7 dias de cultura tanto os scaffolds de PLA
quanto os biocompdédsitos PLA10HA e PLA10TCP apresentaram proliferagéo
similiar, inclusive para os dois diferentes meios de cultura utilizados. Para 14 dias
de cultura observou-se maior proliferacdo de modo que para os scaffolds
biocompdsitos de PLA10HA e PLA10TCP em a-MEM ha inclusive indicios de
fechamento dos poros dos scaffolds pelas células. Nestas amostras também se
observa maior sinal vermelho (PI) indicando que a medida que ocorre maior
proliferacdo de células estas também estdo sob maior estresse e podem vir a
morrer.

Para as amostras com meio de cultura osteogénico a adicdo de
componentes que induzem a diferenciacéo celular reduzem a proliferacéo celular
e estas adquirem tendéncia a se diferenciar [144]. Por fim, para as amostras
ensaiadas em 21 dias em a-MEM é observada ampla proliferagdo, uma vez que
os poros dos scaffolds estao praticamente fechados e isto leva também a uma
intensificagdo da quantidade de células mortas. Para as amostras em meio
osteogénico observa-se maior proliferacdo das células neste periodo, no
entanto, em menor quantidade aos ensaiados em o-MEM.

Visando analisar melhor a proliferacao das hASCs nos scaffolds realizou-
se a fixagao das amostras em 10% v/v de formalina para 7, 14 e 21 dias de
cultura celular. Os resultados sao apresentados na Figura 5.36 e estao de acordo
com os apresentados no ensaio de vivo/morto. Nota-se, de forma mais clara, que
de 7 para 14 dias ocorre ampla proliferagao celular nos scaffolds cultivados com
o-MEM e que somente para a amostra PLA10HA em meio osteogénico isso

acontece de 14 para 21 dias.
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Figura 5.36 - Micrografias de MEV dos scaffolds de PLA e biocompodsitos de
PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs sob diferentes tempos

de cultura, 7, 14 e 21 dias, e fixados em formalina.

Uma vez que os ensaios de vivo/morto e as micrografias de MEV das
amostras fixadas em formalina apresentaram resultados qualitativos do

desempenho bioativo dos scaffolds realizou-se a quantificagdo de DNA para os
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diferentes tempos de cultura celular e para os dois meios de cultura diferentes.

Os resultados sao apresentados na Figura 5.37.

o-MEM Osteogénico

-t
o
1

Concentragao de DNA (ng/mL)

Figura 5.37 - Concentracdo de DNA por tempo para os scaffolds de PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs sob
diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias. n=3 para 3

experimentos independentes.

Analisando-se as amostras apoés 7 dias de cultivo, observa-se que o0 meio
o-MEM proporcionou maior proliferacado celular quando comparado as mesmas
amostras cultivadas em meio osteogénico. O scaffold do biocompdsito de
PLA10HA foi o que apresentou maior concentracdo de DNA evidenciando a
capacidade bioativa da HA no biocompésito (p< 0,0001 comparado aos outros
biocompadsitos). A estatistica completa € apresentada no apéndice nas Tabelas
A5-AT.

No entanto, para maiores tempos de cultura, os scaffolds cultivados em
o-MEM tiveram um grande decréscimo na concentracao de DNA e esta foi maior
para os biocompésitos PLA10HA e PLA10TCP que por sua vez foram os que
apresentaram maiores concentragdes em 7 dias de cultivo.

Existem trés possiveis explicagcdes possiveis para esse efeito, a primeira
€ que devido a elevada confluéncia das células elas podem estar fechando os

poros e com isso as células no interior tem restricado de oxigénio e nutrientes e
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podem vir a morrer. Comportamento similar ja foi observado por Liu et al. [145].
Outra possivel explicagao consiste na metodologia de extragado e analise de DNA
que pode ndo ter sido eficiente uma vez que as hASCs tendem a ter maior
interacdo com os scaffolds e portanto sdo mais dificiilmente rompidas. Por fim a
ultima hipotése consiste que as células comegaram a se diferenciar, logo o valor
de DNA se mantém praticamente constante, como observado de 14 para 21 dias.

Com relagao as amostras cultivadas em meio osteogénico, observa-se um
leve decréscimo de 7 para 14 dias e um incremento de 14 para 21 dias. Esses
efeitos foram observados nas amostras dos scaffolds de PLA e PLA10TCP,
enquanto que para o biocompdsito de PLA10HA a concentracdo de DNA se
manteve praticamente constante e superior aos demais scaffolds cultivados no
mesmo meio de cultura. Esse comportamento apresentado pelo biocompdsito
PLA10HA exemplifica novamente a capacidade que este material tem de
fornecer um ambiente favoravel para a proliferagédo celular.

O crescimento e a diferenciagcao dos osteoblastos sdo caracterizados por
trés eventos principais da matriz extra celular: (i) proliferagao, (ii) maturagao e
(iii) mineralizagao [146]. A mineralizagdo pode ser avaliada pela formagéo de
fosfatase alcalina (ALP), uma enzima que existe em diversos tecidos e tem papel
na formacéao de tecidos duros. Sua fungao tem sido debatida ao longo de anos,
no entanto, apesar de nao se saber o mecanismo detalhado de como a ALP atua
na criagdo de tecidos duros e existem muitas evidéncias do seu papel como
marcador da atividade osteogénica [147,148]. A ALP atua nos primeiros estagios
de mineralizagcado do osso e € amplamente reportada que uma vez atingido o seu
onset de mineralizagdo (geralmente 14 dias) ocorre um decréscimo na sua

expressao [146].
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2.0 o-MEM Osteogénico

Concentracao de ALP/DNA

Figura 5.38 - Concentragcdo de ALP/DNA para os scaffolds de PLA e
biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP cultivados com hASCs
sob diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21 dias. n=3 para 3

experimentos independentes.

A Figura 5.38 apresenta a concentracao de ALP para diferentes tempo de
cultivo celular com e sem adicdo de elementos osteogénicos e observa-se
gueamostras cultivadas em o-MEM o pico de ALP ocorre para 7 dias e sofrem
um decréscimo para maiores tempos de cultura. As amostras de PLAT10HA
apresentaram elevada concentragcao de DNA e também elevada expressao de
ALP de modo que para esta composicao foi o maior valor observado. Enquanto
que as amostras em meio osteogénico, devido a menor concentragcdo de DNA
apresentado nas amostras de PLA, estas apresentaram crescimento da
concentracado de ALP de 7 para 14 dias e os valores se mantiveram de 14 a 21
dias constantes. As amostras de PLA10HA cultivadas em meio osteogénico
apresentaram pico de ALP em 14 dias e devido a sua maior proliferagao celular
relativa as amostras de PLA e PLA10TCP (Figura 5.37) estas amostras
apresentam valor de ALP/DNA menor do que os scaffolds de PLA cultivados em
mesmo meio. Para as amostras de PLA10TCP em meio osteogénico observou-
se um comportamento antagdnico de modo que nao houve grande expressao de

ALP e quando estes foram normalizados pela concentracdo de DNA se tornaram
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0s menores observados. A estatistica da concentracao total de ALP para ambos
meios de cultura e para diferentes tempos de analise é apresentada no apéndice
e tabelas A.8-A.10.

Nakagawa et al. [149] investigaram os efeitos biolégicos de micro
particulas de TCP em diferentes concentragcdes na proliferacéo, citotoxicidade e
calcificacdo de células-tronco mesenquimais sinoviais humanas. As
microparticulas em concentragdo de 1,0 mg/mL de TCP inibiram
significativamente a proliferagdo e aumentaram a quantidade de células mortas,
enquanto que para menores concentragdes, como de 0,1 mg/mL TCP
promoveram a calcificacdo das células. Resultados similares foram obtidos por
Li et al. [150] com a utilizagdo de nanoparticulas de HA em alta concentracao (de
40-200 pg de particulas por mL de meio). De acordo com os autores,
nanoparticulas de HA diminuiram as concentragdes de calcio e fosfato no meio
de cultura em vez de aumenta-las e isso pode ser resultado da absorcéo de ions
calcio e fosfato na superficie do HA durante o processo de crescimento cristalino
e mineralizagado. No entanto, para menores concentragdes, as nanoparticulas de
HA promoviam o crescimento celular devido a absorgao de proteinas e a ligagao
dessas células na superficie da HA.

No entanto, alguns autores mostram que apesar do ALP ser amplamente
utilizado para determinar a diferenciagao osteogénica, considerar somente este
valor pode ser uma conclusdo prematura [151]. Deste modo, optou por uma
analise complementar da mineralizacao dos scaffolds utilizando-se Alizarin Red
(AR). A AR é um pigmento utilizado para localizar depdsitos de calcio nos tecidos
e € um importante indicador da produgdao de matriz extracelular mineralizada
pelas células osteoblasticas maduras. [152]. Adicionalmente calcio e fosféro
podem promover a mineralizar¢ao de tecidos dsseos [153].

A Figura 5.39(a) apresenta os scaffolds de PLA, PLA10HA e PLA10TCP

apos 14 dias cultivados em meio osteogénico.
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(b)
Figura 5.39 - Scaffolds de PLA, PLA10HA e PLA10TCP apés 14 d cultivados em

meio osteogénico (a). Concentragdo de AR em mM para os
scaffolds de PLA e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP
cultivados com hASCs sob diferentes tempos de cultura, 7, 14 e 21

dias. (b). n=3 para 3 experimentos independentes.

Como pode-se notar, os scaffolds de PLA10HA e PLA10TCP devido a
adicdo dos fosfatos de calcio, HA e TCP, respectivamente, tiveram elevados
niveis de mineralizagdo, enquanto que o PLA puro apresenta apenas vestigios
quase imperceptiveis sem a utilizacdo de microscépio.

A quantificacdo da mineralizacdo dos scaffolds foi realizada através do
“destingimento” das amostras com uma solugdo de cloreto de cetilpiridinio
(CPC). Vale lembrar que pelo fato dos scaffolds ja possuirem em sua
composigao materiais que podem levar ao tingimento expontaneo, foram

realizados ensaios dos scaffolds para os mesmos tempo de cultura, no entanto,
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sem células. Como apresentado na Figura 39(b) a utilizagdo de um meio
osteogénico levou a uma concentragao muito maior de matriz mineralizada, e os
valores foram maiores para a composicdo com HA, enquanto que para os
scaffolds com TCP, houve uma grande evolugao de 7 para 14 dias e um pequeno
acréscimo para 21 dias. Vale lembrar que para os scaffolds de PLA/HA e
PLA/TCP mesmo sem a adicdo de meio osteogénico essas amostras
apresentaram potenciacao de osteogénese.

Em especial, as amostras de PLA/HA apresentaram biocompatibilidade e
bioatividade superior as de PLA/TCP, tanto durante as analises com células
MC3T3 quanto humanas. Apesar de ser amplamente reportado na literatura que
a HA possui menor velocidade de absorgéo pelo organismo, aparentemente pelo
fato da HA ter desencadeado maior termodegradagao na matriz de PLA, esta se
apresenta mais disponivel para influenciar o comportamento celular, enquanto
que nos biocompdsitos de PLA/TCP o TCP encontra-se encapsulado e sua
influéncia no comportamento bioativo é reduzido [55,56,62]. Em contrapartida,
pelo fato dos filamentos biocompédsitos de PLA/TCP apresentarem melhores

propriedades reoldgicas estes sdo mais facilmente impressos
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6. CONCLUSOES

Scaffolds de biocompodsitos de PLA com diferentes teores de biocargas
(HA e TCP) foram obtidos com sucesso por impressdo 3D com potencial uso
para a engenharia de tecidos 6sseos. Durante o desenvolvimento dos filamentos
de biocompdsitos de PLA/biocargas realizou-se de forma inédita uma intensa
investigacao das principais caracteristicas de processamento, percorrendo
técnicas de processamento no estado fundido como misturador interno acoplado
a um rebmetro de torque e extrusdo dupla rosca, além da correlagcdo das
propriedades reologicas, térmicas e moleculares com as caracteristicas
necessarias para fabricagcdo e impressao de filamentos com propriedades
bioativas.

Biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP processados via misturador interno
apresentaram comportamento térmico e mecanico similar. No entanto, durante
a analise reoldgica e via SEC, se observou que tanto para os biocompdsitos de
PLA/HA o patamar de viscosidade a baixas taxas de cisalhamento e massa
molar foram sensivelmente reduzidos. Enquanto que os biocompdsitos de
PLA/TCP apresentaram propriedades reoldgicas e térmicas similares ao PLA e
somente para 10% m/m de TCP observou pequena redugdo da massa molar das
amostras e manutencao do patamar de viscosidade.

Filamentos de PLA e biocompdsitos de PLA/HA e PLA/TCP, foram
preparados por extrusao de dupla rosca e caracterizados de forma similar aos
biocompdsitos processados em misturador interno. Os filamentos biocompdsitos
de PLA/HA apresentaram redugdo na viscosidade a baixas taxas de
cisalhamento, e além disso, a adicdo de HA resultou em reducdo das
componentes g’ e g”, fato que pode ser associado a redugéo da massa molar via
SEC.

Os scaffolds produzidos por impressao 3D utilizando-se os filamentos de
PLA e biocompésitos de PLA/HA e PLA/TCP apresentaram elevada fidelidade
ao desenho CAD projetado, porosidade da ordem de 39-46% além de
propriedades mecanicas como moédulo de compressao e limite de escoamento

similares e comparaveis ao 0sso humano.
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A bioatividade e biocompatibilidade foram analisadas realizando-se
ensaios de bioatividade em SBF e testes com linhagens celulares,
respectivamente. O teste de SBF demonstrou que os scaffolds sdo capazes de
originar a formacéo fosfatos de calcio em tempos de até 7 dias, indicando um
ambiente adequado para suportar crescimento celular. Além disso, os testes
com linhagens celulares mostraram que os scaffolds PLA10HA e PLA10TCP
apresentaram maior proliferagao celular e capacidade de diferenciagao celular,
de modo que uma maior quantificagdo de DNA e marcadores ostedgenicos foram
obtidos para essas composigoes. Assim, os scaffolds obtidos por impressao 3D
dos filamentos desenvolvidos das composi¢cdes PLA10HA e PLA10TCP
mostram-se alternativas promissoras para a aplicagédo em engenharia de tecido

0sseo.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A area de engenharia de tecidos € uma area que carece do desenvolvimento de
materiais e procedimentos para sua translacédo para a area medica.
e Explorar diferentes tamanhos de poros e a confecgao de um scaffold com
porosidade variavel entre as camadas
e Realizar ensaios de degradacdo catalisada pela adigdo de proteinas
como as lipases presentes no plasma sanguineo e analisar sua influéncia
nas propriedades mecanicas, reoldgicas e massas molares dos scaffolds.
e Realizar ensaios com os scaffolds usando modelos animais (in vivo).
e Confeccionar filamentos biocompdsitos com materiais de menor rigidez
(PCL, PBAT) e realizagao impressao de scaffolds com variagao de
propriedades (impressao com 2 materiais diferentes alternados entre

camadas ou por regides) para simular regiao de interface do osso.



120



121

8. REFERENCIAS

[11 WU, S. et al. Biomimetic porous scaffolds for bone tissue engineering.
Materials Science and Engineering: R: Reports, v. 80, p. 1-36, Jun. 2014.
[2] BALDWIN, P. et al. Autograft, Allograft, and Bone Graft Substitutes. Journal
of Orthopaedic Trauma, v. 33, n. 4, p. 203—-213, Apr. 2019.

[3]AIMAR, A.; PALERMO, A.; INNOCENTI, B. The Role of 3D Printing in Medical
Applications: A State of the Art. Journal of Healthcare Engineering, v. 2019, p.
1-10, 21 Mar. 2019.

[4] ORTHOWORLD INC. Orthopaedic Industry Annual Report. [s.I: s.n.].

[5] MINISTERIO DA SAUDE. Datasus -Tecnologia de informagido a Servigo
da Saude. Disponivel em:
<http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sih/cnv/fruf.def>. Acesso em: 5
may. 2020.

[6] COHEN, M. Tratado de ortopedia. [s.l.] Editora Roca, 2007.

[71 HANNINK, G.; ARTS, J. J. C. Bioresorbability, porosity and mechanical
strength of bone substitutes: What is optimal for bone regeneration? Injury, v.
42, p. S22-S25, Sep. 2011.

[8] JONES, J. R. et al. Bioactive glass scaffolds for bone regeneration and their
hierarchical characterisation. Proceedings of the Institution of Mechanical
Engineers. Part H, Journal of engineering in medicine, v. 224, n. 12, p. 1373
1387, 2010.

[9] LI, X. et al. Nanostructured scaffolds for bone tissue engineering. Journal of
Biomedical Materials Research Part A, v. 101A, n. 8, p. 2424-2435, Aug. 2013.
[10] HUTMACHER, D. W. Scalolds in tissue engineering bone and cartilage.
Biomaterials, v. 21, p. 2529-2543, 2000.

[11] FILHO, H. N. et al. Engenharia tecidual dos biomateriais. Innovations
Implant Journal, v. 1, n. 1, p. 55-62, 2006.

[12] CARDOSO, L. et al. Implante de membranas de PLLA/Trietil-citrato como
alternativa no tratamento de feridas cutaneas. Polimeros Ciéncia e Tecnologia,
v. 23, n. 6, p. 798-806, 2013.

[13] NEJATI, E.; MIRZADEH, H.; ZANDI, M. Synthesis and characterization of



122

nano-hydroxyapatite rods/poly(l-lactide acid) composite scaffolds for bone tissue
engineering. Composites Part A: Applied Science and Manufacturing, v. 39,
n. 10, p. 15689-1596, 2008.

[14] CUI, Y. et al. The nanocomposite scaffold of poly (lactide-co-glycolide) and
hydroxyapatite surface-grafted with L-lactic acid oligomer for bone repair. Acta
biomaterialia, v. 5, n. 7, p. 2680-2692, 2009.

[15] KIM, M. H. et al. Quantitative analysis of the role of nanohydroxyapatite
(nHA) on 3D-printed PCL/nHA composite scaffolds. Materials Letters, v. 220, p.
112-115, 2018.

[16] DZIADEK, M.; STODOLAK-ZYCH, E.; CHOLEWA-KOWALSKA, K.
Biodegradable ceramic-polymer composites for biomedical applications: A
review. Materials Science & Engineering C, v. 71, p. 1175-1191, 2017.

[17] CHARLES-HARRIS, M. et al. A PLA/calcium phosphate degradable
composite material for bone tissue engineering: an in vitro study. Journal of
Materials Science: Materials in Medicine, v. 19, n. 4, p. 1503-1513, 12 Apr.
2008.

[18] LAKHTAKIA, A.; MARTIN-PALMA, R. J. Engineered Biomimicry. [s.|]
Elsevier, 2013.

[19] ASHBY, M. Selecao de materiais no projeto mecanico. [s.l.] Elsevier
Brasil, 2013. v. 1

[20] LOPES, D. et al. Bone physiology as inspiration for tissue regenerative
therapies. Biomaterials, v. 185, p. 240-275, Dec. 2018.

[21] MEYERS, M. A. et al. Biological materials: Structure and mechanical
properties. Progress in Materials Science, v. 53, n. 1, p. 1-206, Jan. 2008.
[22] KOKUBO, T.; KIM, H.-M.; KAWASHITA, M. Novel bioactive materials with
different mechanical properties. Biomaterials, v. 24, n. 13, p. 2161-2175, 2003.
[23] KARAGEORGIOU, V.; KAPLAN, D. Porosity of 3D biomaterial scaffolds and
osteogenesis. Biomaterials, v. 26, n. 27, p. 5474-5491, 2005.

[24] DOROZHKIN, S. S. V. Bioceramics of calcium orthophosphates.
Biomaterials, v. 31, n. 7, p. 1465-85, Mar. 2010.

[25] DENRY, |.; KUHN, L. T. Design and characterization of calcium phosphate
ceramic scaffolds for bone tissue engineering. Dental Materials, v. 32, n. 1, p.



123

43-53, 2016.

[26] KUMAR, A. et al. Low temperature additive manufacturing of three
dimensional scaffolds for bone-tissue engineering applications: Processing
related challenges and property assessment. Materials Science and
Engineering: R: Reports, v. 103, p. 1-39, May 2016.

[27] PELTOLA, S. M. et al. A review of rapid prototyping techniques for tissue
engineering purposes. Annals of medicine, v. 40, n. 4, p. 268-280, 2008.

[28] BOCCACCINI, A. R.; BLAKER, J. J. Bioactive composite materials for tissue
engineering scaffolds. Expert review of medical devices, v. 2, n. November, p.
303-317, 2005.

[29] SALINAS, A. J. et al. Evolution of ceramics with medical applications.
Zeitschrift fur Anorganische und Allgemeine Chemie, v. 633, n. 11-12, p.
1762-1773, 2007.

[30] WONGWITWICHOT, P. et al. Comparison of TCP and TCP/HA Hybrid
Scaffolds for Osteoconductive Activity. The open biomedical engineering
journal, v. 4, p. 279-285, 2010.

[31] SIQUEIRA, R. L.; ZANOTTO, E. D. Biosilicato®: histérico de uma
vitroceramica brasileira de elevada bioatividade. Quimica Nova, v. 34, n. 7, p.
1231-1241, 2011.

[32] ERLAGEN BIOMATERIALS DEPARTMENT. Bioglass Fabrication.
Disponivel em: <https://www.biomat.tf.fau.de/bioglas-fabrikation/>.

[33] GRANITO, R. N. et al. In vivo biological performance of a novel highly
bioactive glass-ceramic (Biosilicate®): A biomechanical and histomorphometric
study in rat tibial defects. Journal of Biomedical Materials Research - Part B
Applied Biomaterials, v. 97 B, n. 1, p. 139-147, 2011.

[34] CROVACE, M. C. et al. Biosilicate® — A multipurpose, highly bioactive
glass-ceramic. In vitro , in vivo and clinical trials. Journal of Non-Crystalline
Solids, v. 432, p. 90-110, Jan. 2016.

[35] ARMENTANQO, I. et al. Biodegradable polymer matrix nanocomposites for
tissue engineering: A review. Polymer Degradation and Stability, v. 95, n. 11,
p. 2126-2146, 2010.

[36] REZWAN, K. et al. Biodegradable and bioactive porous polymer/inorganic



124

composite scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials, v. 27, n. 18, p.
3413-3431, 2006.

[37] ELSAYED, H. et al. Biosilicate ® scaffolds produced by 3D-printing and direct
foaming using preceramic polymers. Journal of the American Ceramic
Society, v. 102, n. 3, p. 1010-1020, Mar. 2019.

[38] URIST, M. R. Bone: Formation by Autoinduction. Science, v. 150, n. 3698,
p. 893-899, 12 Nov. 1965.

[39] DOROZHKIN, S. V. Calcium orthophosphates. Biomatter, v. 1, n. 2, p. 121—
164, 27 Oct. 2011.

[40] CORREA, R. U. SINTESE DO MINERAL B B B B-TRIFOSFATO DE CALCIO
PARA USO EM BIOMATERIAIS RODRIGO ULLMANN CORREA. [s.d.].

[41] ZAVAGLIA, F. DE C. Sintese, caracterizacdo e processamento de beta
fosfato tricalcico para manufatura de implantes personalizados. 2011.

[42] CHEMTUBES3D. Hydroxyapatite Model. Disponivel em:
<http://www.chemtube3d.com/images/craigimages/CraigMichael/i624fg51.png>.
[43] YOUSEFI, A.-M. et al. Physical and biological characteristics of
nanohydroxyapatite and bioactive glasses used for bone tissue engineering.
Nanotechnology Reviews, v. 3, n. 6, p. 527-552, 2014.

[44] HOPPE, A. et al. Areview of the biological response to ionic dissolution
products from bioactive glasses and glass-ceramicsBiomaterialsElsevier
Ltd, , 2011. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2011.01.004>

[45] GHOSH, R. et al. Biocompatibility and drilling performance of beta tricalcium
phosphate : Yttrium phosphate bioceramic composite. Ceramics International,
v.42,n.7, p. 8263-8273, May 2016.

[46] KOVACS, K. et al. Comparative study of B-tricalcium phosphate mixed with
platelet-rich plasma versus B-tricalcium phosphate, a bone substitute material in
dentistry. Acta Veterinaria Hungarica, v. 51, n. 4, p. 475-484, 2003.

[47] MATSUNAGA, K. et al. First-principles calculations of divalent substitution of
Ca 2+ in tricalcium phosphates. Acta Biomaterialia, v. 23, p. 329-337, Sep.
2015.

[48] ZUZA, E.; MEAURIO, E.; SARASUA, J. Biodegradable Polylactide-Based



125

Composites. In: Composites from Renewable and Sustainable Materials. [s.1.]
InTech, 2016.

[49] HENCH, L. L. Bioceramics: From Concept to Clinic. Journal of the
American Ceramic Society, v. 74, n. 7, p. 1487-1510, Jul. 1991.

[50] COSTA, H. S. et al. Morphological, mechanical, and biocompatibility
characterization of macroporous alumina scaffolds coated with calcium
phosphate/PVA. Journal of Materials Science, v. 43, n. 2, p. 510-524, 2008.
[51] MICHNA, S.; WU, W.; LEWIS, J. A. Concentrated hydroxyapatite inks for
direct-write assembly of 3-D periodic scaffolds. Biomaterials, v. 26, n. 28, p.
5632-5639, 2005.

[52] KWON, B. et al. Biological advantages of porous hydroxyapatite scaffold
made by solid freeform fabrication for bone tissue regeneration. Artificial
organs, v. 37, n. 7, p. 663-670, 2013.

[53] GUNAWIDJAJA, P. N. et al. Local structures of mesoporous bioactive
glasses and their surface alterations in vitro: inferences from solid-state nuclear
magnetic resonance. Phil. Trans. R. Soc. A, v. 370, n. 1963, p. 1376-1399,
2012.

[54] RAHAMAN, M. N. et al. Bioactive glass in tissue engineeringActa
Biomaterialia, 2011.

[55] OGOSE, A. et al. Comparison of hydroxyapatite and beta tricalcium
phosphate as bone substitutes after excision of bone tumors. Journal of
Biomedical Materials Research - Part B Applied Biomaterials, v. 72, n. 1, p.
94-101, 2005.

[56] HSIEH, Y. et al. Healing of osteochondral defects implanted with biomimetic
scaffolds ofpoly(¢ -caprolactone)/hydroxyapatite and glycidyl-methacrylate-
modified hyaluronic acid in a minipig. Int. J. Mol. Sci., v. 19, p. 1125, 2018.

[57] SULAIMAN, S. BIN et al. Tricalcium phosphate/hydroxyapatite (TCP-HA)
bone scaffold as potential candidate for the formation of tissue engineered bone.
Indian Journal of Medical Research, v. 137, n. 6, p. 1093-1101, 2013.

[58] RAQUEZ, J.-M. et al. Polylactide (PLA)-based nanocomposites. Progress
in Polymer Science, v. 38, n. 10-11, p. 1504-1542, Oct. 2013.

[59] LIM, L.-T.; AURAS, R.; RUBINO, M. Processing technologies for poly(lactic



126

acid). Progress in Polymer Science, v. 33, n. 8, p. 820-852, 2008.

[60] TAUBNER, V.; SHISHOO, R. Influence of processing parameters on the
degradation of poly (L-lactide) during extrusion. Journal of applied polymer
science, v. 79, n. 12, p. 2128-2135, 2001.

[61] KOPINKE, F.-D. et al. Thermal decomposition of biodegradable polyesters -
11. Poly(lactic acid). Polymer Degradation and Stability !, v. 43, p. 329-342,
1996.

[62] MCNEILL, I. C.; LEIPER, H. A. Degradation studies of some polyesters and
polycarbonates—2. Polylactide: degradation under isothermal conditions,
thermal degradation mechanism and photolysis of the polymer. Polymer
degradation and stability, v. 11, n. 4, p. 309-326, 1985.

[63] GUNATILLAKE, P. A.; ADHIKARI, R. Biodegradable synthetic polymers for
tissue engineering. Eur Cell Mater, v. 5, n. 1, p. 1-16, 2003.

[64] GENTILE, P. et al. An overview of poly(lactic-co-glycolic) Acid (PLGA)-based
biomaterials for bone tissue engineering. International Journal of Molecular
Sciences, v. 15, n. 3, p. 3640-3659, 2014.

[65] CARAMELLA, C. et al. Controlled delivery systems for tissue repair and
regeneration. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 32, p.
206-228, 2015.

[66] ARMENTANO, I. et al. Multifunctional nanostructured PLA materials for
packaging and tissue engineering. Progress in Polymer Science, v. 38, n. 10—
11, p. 1720-1747, Oct. 2013.

[67] BARBANTI, S. H.; ZAVAGLIA, C. A. C.; DUEK, E. A. R. Polimeros
Bioreabsorviveis na Engenharia de Tecidos. Polimeros, v. 15, n. 1, p. 13-21,
2005.

[68] MENG, D. et al. Processing Technologies for 3D Nanostructured Tissue
Engineering Scaffolds. n. 9, p. 467—487, 2010.

[69] BOSE, S.; VAHABZADEH, S.; BANDYOPADHYAY, A. Bone tissue
engineering using 3D printing. Materials Today, v. 16, n. 12, p. 496-504, 2013.
[70] DINARVAND, P. et al. New approach to bone tissue engineering:
Simultaneous application of hydroxyapatite and bioactive glass coated on a

poly(L-lactic acid) scaffold. ACS Applied Materials and Interfaces, 2011.



127

[71] SIQUEIRA, L. et al. Influence of the addition of B-TCP on the morphology,
thermal properties and cell viability of poly (lactic acid) fibers obtained by
electrospinning. Materials Science and Engineering C, v. 52, p. 135-143, Jul.
2015.

[72] SIQUEIRA, I. A. W. B. et al. Porous membranes of the polycaprolactone
(PCL) containing calcium silicate fibers for guided bone regeneration. Materials
Letters, v. 206, 2017.

[73] KORPELA, J. et al. Biodegradable and bioactive porous scaffold structures
prepared using fused deposition modeling. Journal of Biomedical Materials
Research - Part B Applied Biomaterials, v. 101, n. 4, p. 610-619, 2013.

[74] DRUMMER, D.; CIFUENTES-CUELLAR, S.; RIETZEL, D. Suitability of
PLA/TCP for fused deposition modeling. Rapid Prototyping Journal, v. 18, n.
6, p. 500-507, 28 Sep. 2012.

[75] BLAKER, J. J. et al. In vitro evaluation of novel bioactive composites based
on Bioglass-filled polylactide foams for bone tissue engineering scaffolds.
Journal of biomedical materials research. Part A, v. 67, n. 4, p. 1401-11,
2003.

[76] LIAO, C.-J. et al. Fabrication of porous biodegradable polymer scaffolds
using a solvent merging/particulate leaching method. Journal of Biomedical
Materials Research, v. 59, n. 4, p. 676-681, 15 Mar. 2002.

[77] MA, P. X. Scaffolds for tissue fabrication. Materials Today, v. 7, n. 5, p. 30—
40, May 2004.

[78] MENG, S. et al. Effect of nanoparticles on the mechanical properties of
acrylonitrile— butadiene—styrene specimens fabricated by fused deposition
modeling. Journal of Applied Polymer Science, v. 134, n. 7, p. 1-9, 2017.
[79] MAS, B. A. et al. Biological Evaluation of PLDLA Polymer Synthesized as
Construct on Bone Tissue Engineering Application. Materials Research, v. 19,
n. 2, p. 300-307, 2016.

[80] ZHANG, R.; MA, P. X. Porous poly(L-lactic acid)/apatite composites created
by biomimetic process. Journal of Biomedical Materials Research, v. 45, n. 4,
p. 285—-293, 1999.

[81] TYMRAK, B. M.; KREIGER, M.; PEARCE, J. M. Mechanical properties of



128

components fabricated with open-source 3-D printers under realistic
environmental conditions. Materials and Design, v. 58, n. June 2014, p. 242—-
246, 2014.

[82] T. CAMPBELL, C. WILLIAMS, O. IVANOVA, B. G. Could 3D Printing
Change the World?Atlantic Council. [s.: s.n.]. Disponivel em:
<http://www.atlanticcouncil.org/publications/reports/could-3d-printing-change-
the-world>.

[83] ESPOSITO CORCIONE, C. et al. The feasibility of printing polylactic acid-
nanohydroxyapatite composites using a low-cost fused deposition modeling 3D
printer. Journal of Applied Polymer Science, v. 134, n. 13, p. 1-10, 5 Apr.
2017.

[84] KALITA, S. J. et al. Development of controlled porosity polymer-ceramic
composite scaffolds via fused deposition modeling. Materials Science and
Engineering C, 2003.

[85] SAUDE, C. DA et al. UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR Produgéo de
Scaffolds de B-TCP/Alginato para uso na Regeneracdo Ossea por Prototipagem
Rapida. 2013.

[86] HUTMACHER, D. W. et al. Mechanical properties and cell cultural response
of polycaprolactone scaffolds designed and fabricated via fused deposition
modeling. Journal of Biomedical Materials Research, v. 55, n. 2, p. 203-216,
May 2001.

[87] SERRA, T.; PLANELL, J. A.;; NAVARRO, M. High-resolution PLA-based
composite scaffolds via 3-D printing technology. Acta Biomaterialia, v. 9, n. 3,
p. 5521-5530, 2013.

[88] CHEN, X. et al. 3D printed porous PLA/nHA composite scaffolds with
enhanced osteogenesis and osteoconductivity in vivo for bone regeneration.
Biomedical Materials, v. 14, n. 6, p. 065003, 9 Sep. 2019.

[89] LIU, A. et al. 3D Printing Surgical Implants at the clinic: A Experimental Study
on Anterior Cruciate Ligament Reconstruction. Scientific Reports, v. 6, n. 1, p.
21704, 15 Apr. 2016.

[90] LI, D. et al. Role of mechanical factors in fate decisions of stem cells.
Regenerative Medicine, v. 6, n. 2, p. 229-240, Mar. 2011.



129

[91] GARLOTTA, D. A Literature Review of Poly(Lactic Acid). Journal of
Polymers and the Environment, v. 9, n. 2, p. 63-84, 2001.

[92] DIOGO, G. et al. Marine Collagen/Apatite Composite Scaffolds Envisaging
Hard Tissue Applications. Marine Drugs, v. 16, n. 8, p. 269, 3 Aug. 2018.

[93] SILVA, L. P. DA et al. Engineering cell-adhesive gellan gum spongy-like
hydrogels for regenerative medicine purposes. Acta Biomaterialia, v. 10, n. 11,
p. 4787-4797, Nov. 2014.

[94] CERQUEIRA, M. T. et al. Human Adipose Stem Cells Cell Sheet Constructs
Impact Epidermal Morphogenesis in Full-Thickness Excisional Wounds.
Biomacromolecules, v. 14, n. 11, p. 3997-4008, 11 Nov. 2013.

[95] FAN, Y. et al. Pyrolysis kinetics of poly(l-lactide) with carboxyl and calcium
salt end structures. Polymer Degradation and Stability, v. 79, n. 3, p. 547-562,
Mar. 2003.

[96] FAN, Y. et al. Racemization on thermal degradation of poly(L-lactide) with
calcium salt end structure. Polymer Degradation and Stability, v. 80, n. 3, p.
503-511, 2003.

[97] OLIVEIRA, M. et al. The role of shear and stabilizer on PLA degradation.
Polymer Testing, v. 51, p. 109-116, May 2016.

[98] TIRAPELLI, C. et al. A novel bioactive glass-ceramic for treating dentin
hypersensitivity. Brazilian Oral Research, v. 24, n. 4, p. 381-387, Dec. 2010.
[99] MARTINS, C. H. G. et al. Assessment of antimicrobial effect of Biosilicate®
against anaerobic, microaerophilic and facultative anaerobic microorganisms.
Journal of Materials Science: Materials in Medicine, v. 22, n. 6, p. 1439-1446,
10 Jun. 2011.

[100] BLAKER, J. J. et al. Premature degradation of poly(a-hydroxyesters) during
thermal processing of Bioglass®-containing composites. Acta Biomaterialia, v.
6, n. 3, p. 756-762, 2010.

[101] BACKES, E. H. et al. Analysis of the Degradation During Melt Processing
of PLA/Biosilicate® Composites. Journal of Composites Science, v. 3, n. 2, p.
52, 16 May 2019.

[102] MURARIU, M.; DUBOIS, P. PLA composites: From production to
properties. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 107, p. 17-46, 2016.



130

[103] IGNJATOVIC, N. et al. Evaluation of hot-pressed hydroxyapatite/poly-I-
lactide composite biomaterial characteristics. Journal of Biomedical Materials
Research Part B: Applied Biomaterials: An Official Journal of The Society
for Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials, and The
Australian Society for Biomaterials and the Korean Society for
Biomaterials, v. 71, n. 2, p. 284-294, 2004.

[104] FERRI, J. et al. The effect of beta-tricalcium phosphate on mechanical and
thermal performances of poly(lactic acid). Journal of Composite Materials, v.
50, n. 30, p. 4189-4198, 28 Dec. 2016.

[105] HUANG, B.; BARTOLO, P. J. Rheological characterization of
polymer/ceramic blends for 3D printing of bone scaffolds. Polymer Testing, v.
68, n. February, p. 365-378, Jul. 2018.

[106] GEVEN, M. A. et al. Micro-porous composite scaffolds of photo-crosslinked
poly(trimethylene carbonate) and nano-hydroxyapatite prepared by low-
temperature extrusion-based additive manufacturing. Polymers for Advanced
Technologies, v. 28, n. 10, p. 1226-1232, Oct. 2017.

[107] JIANG, W. et al. Morphology, wettability, and mechanical properties of
polycaprolactone/hydroxyapatite composite scaffolds with interconnected pore
structures fabricated by a mini-deposition system. Polymer Engineering &
Science, v. 52, n. 11, p. 2396-2402, Nov. 2012.

[108] CICALA, G. et al. Polylactide (PLA) Filaments a Biobased Solution for
Additive Manufacturing: Correlating Rheology and Thermomechanical Properties
with Printing Quality. Materials, v. 11, n. 7, p. 1191, 11 Jul. 2018.

[109] DIAZ, E. et al. In vitro degradation of PLLA/nHA composite scaffolds.
Polymer Engineering & Science, v. 54, n. 11, p. 2571-2578, Nov. 2014.

[110] RAGAERT, K. et al. Design and thermoregulation of a new microextrusion
dispense head for 3D-plotting of thermally sensitive thermoplastics. Polymer
Engineering & Science, v. 53, n. 2, p. 273-282, Feb. 2013.

[111] YU, H. et al. Modeling of poly(L-lactide) thermal degradation: Theoretical
prediction of molecular weight and polydispersity index. Journal of Applied
Polymer Science, v. 88, n. 11, p. 2557-2562, 13 Jun. 2003.

[112] LI, G. et al. Preparation and properties of



131

polylactide/hydroxyapatite/polydopamine composites. Polymer Engineering &
Science, v. 58, n. 12, p. 22562263, Dec. 2018.

[113] HUANG, B. et al. Polymer-ceramic composite scaffolds: The effect of
hydroxyapatite and B-tri-calcium phosphate. Materials, v. 11, n. 1, p. 129, 14 Jan.
2018.

[114] FERREIRA, J. et al. Effect of in vitro enzymatic degradation on 3D printed
poly(epsilon-caprolactone) scaffolds: morphological, chemical and mechanical
properties. Journal of Applied Biomaterials & Functional Materials, v. 15, n.
3, p. E185-E195, 2017.

[115] SALGADO, A. J. et al. Influence of Molecular Weight and Crystallinity of
Poly(L-Lactic Acid) on the Adhesion and Proliferation of Human Osteoblast Like
Cells. Materials Science Forum, v. 514-516, p. 1020-1024, May 2006.

[116] SHENQY, A. V. Rheology of Filled Polymer Systems. Dordrecht:
Springer Netherlands, 1999.

[117] GOSWAMI, J. et al. Processing and characterization of poly(lactic acid)
based bioactive composites for biomedical scaffold application. Express
Polymer Letters, v. 7, n. 9, p. 767-777, 2013.

[118] JAMMALAMADAKA, U.; TAPPA, K. Recent Advances in Biomaterials for
3D Printing and Tissue Engineering. Journal of Functional Biomaterials, v. 9,
n. 1, p. 22, 1 Mar. 2018.

[119] CECCARELLI, G. et al. Emerging Perspectives in Scaffold for Tissue
Engineering in Oral Surgery. Stem Cells International, v. 2017, p. 1-11, 2017.

[120] BURG, K. J. L. et al. Parameters affecting cellular adhesion to polylactide
films. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, v. 10, n. 2, p. 147-
161, Jan. 1999.

[121] BARAN, E.; ERBIL, H. Surface Modification of 3D Printed PLA Objects by
Fused Deposition Modeling: A Review. Colloids and Interfaces, v. 3, n. 2, p. 43,
29 Mar. 2019.

[122] ZHOU, H.; LAWRENCE, J. G.; BHADURI, S. B. Fabrication aspects of PLA-
CaP/PLGA-CaP composites for orthopedic applications: A review. Acta
Biomaterialia, v. 8, n. 6, p. 1999-2016, Jul. 2012.

[123] ZHOU, Y. et al. In vitro bone engineering based on polycaprolactone and



132

polycaprolactone—tricalcium phosphate composites. Polymer International, v.
56, n. 3, p. 333-342, Mar. 2007.

[124] IDASZEK, J. et al. How important are scaffolds and their surface properties
in regenerative medicine. Applied Surface Science, v. 388, p. 762-774, 2016.
[125] HAAPARANTA, A.-M. et al. Porous polylactide/B-tricalcium phosphate
composite scaffolds for tissue engineering applications. Journal of Tissue
Engineering and Regenerative Medicine, v. 4, n. 5, p. 366-373, 18 Jan. 2010.
[126] LIN, P.-L. et al. Effects of hydroxyapatite dosage on mechanical and
biological behaviors of polylactic acid composite materials. Materials Letters, v.
61, n. 14-15, p. 3009-3013, Jun. 2007.

[127] BELLINI, A.; GUCERI, S.; BERTOLDI, M. Liquefier Dynamics in Fused
Deposition. Journal of Manufacturing Science and Engineering, v. 126, n. 2,
p. 237, 2004.

[128] RAMANATH, H. S. et al. Melt flow behaviour of poly-e-caprolactone in fused
deposition modelling. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, v.
19, n. 7, p. 2541-2550, 10 Jul. 2008.

[129] SANCHEZ, L. C. et al. Rheological approach for an additive manufacturing
printer based on material extrusion. The International Journal of Advanced
Manufacturing Technology, v. 105, n. 5-6, p. 2403-2414, 30 Dec. 2019.

[130] MISCH, C. E.; QU, Z.; BIDEZ, M. W. Mechanical properties of trabecular
bone in the human mandible: Implications for dental implant treatment planning
and surgical placement. Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, v. 57, n. 6,
p. 700-706, Jun. 1999.

[131] WUBNEH, A. et al. Current state of fabrication technologies and materials
for bone tissue engineering. Acta Biomaterialia, v. 80, p. 1-30, 2018.

[132] N. TURNER, B.; STRONG, R.; A. GOLD, S. A review of melt extrusion
additive manufacturing processes: |. Process design and modeling. Rapid
Prototyping Journal, v. 20, n. 3, p. 192-204, 14 Apr. 2014.

[133] ROETHER, J. . et al. Development and in vitro characterisation of novel
bioresorbable and bioactive composite materials based on polylactide foams and
Bioglass® for tissue engineering applications. Biomaterials, v. 23, n. 18, p.
3871-3878, Sep. 2002.



133

[134] HONG, Z.; REIS, R. L.; MANO, J. F. Preparation and in vitro
characterization of scaffolds of poly(l-lactic acid) containing bioactive glass
ceramic nanoparticles. Acta Biomaterialia, v. 4, n. 5, p. 1297-1306, Sep. 2008.
[135] HOLLISTER, S. J. Porous scaffold design for tissue engineering. Nature
Materials, v. 4, n. 7, p. 518-524, Jul. 2005.

[136] YANG, G. H.; LEE, H.; KIM, G. H. Preparation and characterization of spiral-
like micro-struts with nano-roughened surface for enhancing the proliferation and
differentiation of preosteoblasts. Journal of Industrial and Engineering
Chemistry, v. 61, p. 244-254, 2018.

[137] HENDRIKSON, W. J. et al. Towards 4D printed scaffolds for tissue
engineering: Exploiting 3D shape memory polymers to deliver time-controlled
stimulus on cultured cells. Biofabrication, v. 9, n. 3, 2017.

[138] HENDRIKSON, W. J. et al. Biological and Tribological Assessment of
Poly(Ethylene Oxide Terephthalate)/Poly(Butylene Terephthalate),
Polycaprolactone, and Poly (L\DL) Lactic Acid Plotted Scaffolds for Skeletal
Tissue Regeneration. Advanced Healthcare Materials, v. 5, n. 2, p. 232-243,
2016.

[139] GREMARE, A. et al. Characterization of printed PLA scaffolds for bone
tissue engineering. Journal of Biomedical Materials Research Part A, v. 106,
n. 4, p. 887-894, Apr. 2018.

[140] ZHANG, H. et al. Three dimensional printed macroporous polylactic
acid/hydroxyapatite composite scaffolds for promoting bone formation in a
critical-size rat calvarial defect model. Science and Technology of Advanced
Materials, v. 17, n. 1, p. 136-148, 8 Jan. 2016.

[141] NIAZA, K. V. et al. Long-Term Creep and Impact Strength of Biocompatible
3D-Printed PLA-Based Scaffolds. Nano Hybrids and Composites, v. 13, p. 15—
20, Jan. 2017.

[142] CLAUSE, K. C.; LIU, L. J.; TOBITA, K. Directed Stem Cell Differentiation:
The Role of Physical Forces. Cell Communication & Adhesion, v. 17, n. 2, p.
48-54, 21 Apr. 2010.

[143] TOMAS, A. R. et al. Magneto-mechanical actuation of magnetic responsive
fibrous scaffolds boosts tenogenesis of human adipose stem cells. Nanoscale,



134

v. 11, n. 39, p. 18255-18271, 2019.

[144] RUIUTENBERG, S.; HEUVEL, S. VAN DEN. Coordinating cell proliferation
and differentiation: Antagonism between cell cycle regulators and cell type-
specific gene expression. Cell Cycle, v. 15, n. 2, p. 196-212, 17 Jan. 2016.
[145] LIU, J. et al. Bionic cartilage acellular matrix microspheres as a scaffold for
engineering cartilage. Journal of Materials Chemistry B, v. 7, n. 4, p. 640-650,
2019.

[146] FONSECA, D. R. et al. Development of non-orthogonal 3D-printed scaffolds
to enhance their osteogenic performance. Biomaterials Science, v. 6, n. 6, p.
1569-1579, 2018.

[147] GOLUB, E. E., & BOESZE-BATTAGLIA, K. The role of alkaline
phosphatase in mineralization. Current opinion in Orthopaedics, v. 18, n. 5, p.
444-448, 2007.

[148] LONG, M. W. Osteogenesis and Bone-Marrow-Derived Cells. Blood Cells,
Molecules, and Diseases, v. 27, n. 3, p. 677-690, May 2001.

[149] NAKAGAWA, Y. et al. B -Tricalcium Phosphate Micron Particles Enhance
Caicification of Human Mesenchymal Stem Cells In Vitro. Journal of
Nanomaterials, v. 2013, p. 1-13, 2013.

[150] LIU, Y. et al. In vitro effects of nanophase hydroxyapatite particles on
proliferation and osteogenic differentiation of bone marrow-derived mesenchymal
stem cells. Journal of Biomedical Materials Research Part A, v. 90A, n. 4, p.
1083-1091, 15 Sep. 2009.

[151] WEIR, M. D.; XU, H. H. K. Osteoblastic induction on calcium phosphate
cement-chitosan constructs for bone tissue engineering. Journal of Biomedical
Materials Research Part A, v. 94A, n. 1, p. 223-233, Jul. 2010.

[152] SIQUEIRA, I. A. W. B. et al. In vitro bioactivity and biological assays of
porous membranes of the poly(lactic acid) containing calcium silicate fibers.
Polymer Bulletin, 13 Nov. 2019.

[153] CHANG, Y.-L.; STANFORD, C. M.; KELLER, J. C. Calcium and phosphate
supplementation promotes bone cell mineralization: Implications for
hydroxyapatite (HA)-enhanced bone formation. Journal of Biomedical
Materials Research, v. 52, n. 2, p. 270-278, Nov. 2000.



135

APENDICE A

Fluxo de calor (W/qQ)
Endotérmico

0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura A.1 - Curvas de DSC para as amostras processadas via misturador

interno Haake.
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Tabela A.1 - Cristalinidade de amostras ensaiadas com taxa de resfriamento a

2,5 °C/min.

Amostras Ty AHcrist.a frio Tm AHm Xe

(°C) (Jig) (°C) (JIg) (%)
PLA 61,2+02 16,8+12 1498+0,2 17,5+ 0,1 0,8+1,1
PLASHA  612+0,1 144+16 150,0%0,1 15,3+ 0,4 1,1+14
PLA1OHA 60,5+0,1 15408 149,8+0,2 17,0+ 0,1 1,7+1,0
PLASTCP 615+0,3 13,3+0,3 150,5+0,1 13,8+ 0,4 0,5+0,7
PLA10TCP 614+01 65+04 151,0+0,1 7,5+0,1 1,004
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Tabela A.2 - Analises estatisticas para 1 dia de cultura com células MC3T3.

Multiplas comparagées Meédiada Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga p <0.057? (95%)

PLA vs PLASHA 0,002149 Nao -0,005561 até 0,009858
PLA vs PLA10HA -0,001092 Nao -0,008599 até 0,006415
PLA vs PLASTCP -0,0005988 Nao -0,008106 to 0,006908

PLA vs PLA10TCP 0,002182 Nao -0,005528 até 0,009891
PLA5SHA vs PLA10HA -0,003241 Nao -0,01048 até 0,003997
PLA5SHA vs PLA5TCP -0,002748 Nao -0,009986 até 0,004490

PLA5SHA vs PLA10TcP 0,00003284 Nao -0,007415 até 0,007481
PLA10HA vs PLA5TCP  0,0004934 Nao -0,006529 até 0,007516
PLA10HA vs PLA10TCP  0,003274 Nao -0,003964 até 0,01051

PLA5TCP vs PLA10TCP  0,002781 Nao -0,004458 até 0,01002

Tabela A.3 - Analises estatisticas para 3 dias de cultura com células MC3T3

Multiplas comparagées Média da Significante?

Intervalo de confianga

(Tukey) diferenga p <0,05? (95%)

PLA vs PLASHA 0,02248 N&o -0,008529 até 0,05348
PLA vs PLAT0HA 0,007604 Nao -0,02285 até 0,03805
PLA vs PLASTCP 0,002065 Nao -0,02894 até 0,03307
PLA vs PLA10TCP  _0 004480 Nao -0,03493 até 0,02597

PLA5HA vs PLA10HA (01487 Nao -0,04466 até 0,01491

PLA5HA vs PLASTCP 0 02041 Nao -0,05076 até 0,009941
PLASHA vs PLA10TCP  _g 02695 Nao -0,05674 até 0,002829
PLA10HA vs PLASTCP 0 005539 Nao -0,03532 até 0,02425
PLA10HA vs PLA10TCP 0 01208 Nao -0,04129 até 0,01712
PLA5TCP vs PLA10TCP -0,006545 Nao -0,03633 até 0,02324
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Tabela A.4 - Analises estatisticas para 7 dias de cultura com células MC3T3

Multiplas comparagoes Médiada Significante?

Intervalo de confianga

(Tukey) diferenca  p <0,05? (95%)

PLA vs PLASHA -0,05454 N&o -0,2505 até 0,1414
PLAvs PLA10HA -0,3616 Sim -0,5552 até -0,1680
PLA vs PLASTCP 0,02574 N&o -0,1849 até 0,2364
PLAVs PLAIOTCP 4 2360 Sim -0,4489 até -0,02310

PLASHA vs PLATOHA o oo, Sim 10,4869 até 0,1272

PLASHA vs PLASTCP 10000 N3o -0.1179 até 0,2784
PLASHA vs PLATOTCP 0. Nio 10,3820 até 0,01906
PLA1OHA vs PLASTCP (200 Sim 0,1915 até 0,5832
PLA10HA vs PLATOTCP (1) o0 No -0,07261 até 0,3238
PLASTCP vs PLATOTCP ¢ .0 Sim L0,4767 até -0,04681
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Tabela A.5 - Analises estatisticas para 7 dias de cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes Média da Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga P <0,05? (95%)
PLA vs PLA10HA -0,7839 Sim -0,9648 até -0,6031
PLA vs PLA10TCP -0,2803 Sim -0,4611 até -0,09937
PLA vs PLA Osteo 0,3267 Sim 0,1724 até 0,4809
PLA vs PLA10HA Osteo -0,2314 Sim -0,3836 até -0,07915
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,1720 Sim 0,01881 até 0,3252
PLA10HA vs PLA10TCP 0,5037 Sim 0,3228 até 0,6846
PLA10HA vs PLA Osteo 1,111 Sim 0,9564 até 1,265
PLA10HA vs PLA10HA Osteo 0,5526 Sim 0,4003 até 0,7048
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,9560 Sim 0,8028 até 1,109
PLA10TCP vs PLA Osteo 0,6069 Sim 0,4527 até 0,7612
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo 0,04886 Nao -0,1034 até 0,2011
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo 0,4523 Sim 0,2991 até 0,6055
PLA vs PLA10HA Osteo -0,5581 Sim -0,6774 até -0,4387
PLA vs PLA10TCP Osteo -0,1547 Sim -0,2753 até -0,03403
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,4034 Sim 0,2854 até 0,5214
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Tabela A.6 - Analises estatisticas para 14 dias de cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes Média da Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga p <0,05? (95%)

PLA vs PLA10HA -0,3007 Sim -0,3676 até -0,2338

PLA vs PLA10TCP -0,1102 Sim -0,1796 até -0,04078
PLA vs PLA Osteo 0,1923 Sim 0,1146 até 0,2700

PLA vs PLA10HA Osteo -0,4480 Sim -0,5215 até -0,3745
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,1662 Sim 0,09271 até 0,2397
PLA10HA vs PLA10TCP 0,1906 Sim 0,1214 até 0,2597
PLA10HA vs PLA Osteo 0,4930 Sim 0,4156 até 0,5705

PLA10HA vs PLA10HA Osteo -0,1473 Sim -0,2205 até -0,07399
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,4670 Sim 0,3937 até 0,5402
PLA10TCP vs PLA Osteo 0,3025 Sim 0,2229 até 0,3821
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo -0,3378 Sim -0,4134 até -0,2623
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo  0,2764 Sim 0,2008 até 0,3519
PLA vs PLA10HA Osteo -0,6403 Sim -0,7235 até -0,5571

PLA vs PLA10TCP Osteo -0,02607 Nao -0,1093 até 0,05714
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,6142 Sim 0,5349 até 0,6936
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Tabela A.7 - Analises estatisticas para 21 dias de cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes Média da Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga p <0,057? (95%)
PLA vs PLA10HA -0,03649 Nao -0,1544 até 0,08145
PLA vs PLA10TCP -0,06724 Nao -0,1852 até 0,05070
PLA vs PLA Osteo 0,1049 Nao -0,01978 até 0,2295
PLA vs PLA10HA Osteo -0,3107 Sim -0,4322 até -0,1893
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,1255 Sim 0,004947 até 0,2460
PLA10HA vs PLA10TCP -0,03075 Nao -0,1470 até 0,08549
PLA10HA vs PLA Osteo 0,1414 Sim 0,01831 até 0,2644
PLA10HA vs PLA10HA Osteo -0,2743 Sim -0,3941 até -0,1544
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,1620 Sim 0,04309 até 0,2808
PLA10TCP vs PLA Osteo 0,1721 Sim 0,04906 até 0,2952
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo -0,2435 Sim -0,3633 até -0,1237
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo  0,1927 Sim 0,07385 até 0,3116
PLA vs PLA10HA Osteo -0,4156 Sim -0,5421 até -0,2892
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,02059 Nao -0,1049 até 0,1461

PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,4362 Sim 0,3138 até 0,5586
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Tabela A.8 - Analises estatisticas da concentracéo total de ALP para 7 dias de

cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes Média da Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga p <0,05? (95%)
PLA vs PLA10HA -0,2993 Sim -0,4077 até -0,1908
PLA vs PLA10TCP -0,1379 Sim -0,2464 até -0,02943
PLA vs PLA Osteo 0,2218 Sim 0,1218 até 0,3218
PLA vs PLA10HA Osteo 0,1351 Sim 0,03598 até 0,2343
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,2298 Sim 0,1307 até 0,3290
PLA10HA vs PLA10TCP 0,1613 Sim 0,05574 até 0,2669
PLA10HA vs PLA Osteo 0,5211 Sim 0,4242 até 0,6179
PLA10HA vs PLA10HA Osteo 0,4344 Sim 0,3384 até 0,5304
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,5291 Sim 0,4331 até 0,6250
PLA10TCP vs PLA Osteo 0,3597 Sim 0,2629 até 0,4566
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo 0,2730 Sim 0,1771 até 0,3690
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo  0,3677 Sim 0,2718 até 0,4637
PLA vs PLA10HA Osteo -0,08669 Sim -0,1729 até -0,0004514
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,007990 Nao -0,07825 até 0,09423
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo  0,09468 Sim 0,009405 até 0,1800
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Tabela A.9 - Analises estatisticas da concentracio total de ALP para 14 dias de

cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes Média da Significante? Intervalo de confianga
(Tukey) diferenga p <0,05? (95%)
PLA vs PLA10HA -0,1318 Sim -0,1748 até -0,08879
PLA vs PLA10TCP -0,005191 Nao -0,04819 até 0,03781
PLA vs PLA Osteo 0,1998 Sim 0,1517 até 0,2479
PLA vs PLA10HA Osteo -0,05017 Sim -0,09825 até -0,002097
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,3101 Sim 0,2621 até 0,3582
PLA10HA vs PLA10TCP 0,1266 Sim 0,08360 até 0,1696
PLA10HA vs PLA Osteo 0,3316 Sim 0,2835 até 0,3797
PLA10HA vs PLA10HA Osteo 0,08162 Sim 0,03354 até 0,1297
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,4419 Sim 0,3939 até 0,4900
PLA10TCP vs PLA Osteo 0,2050 Sim 0,1569 até 0,2531
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo -0,04498 Nao -0,09306 até 0,003094
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo 0,3153 Sim 0,2673 até 0,3634
PLA vs PLA10HA Osteo -0,2500 Sim -0,3026 até -0,1973
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,1103 Sim 0,05768 até 0,1630
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,3603 Sim 0,3076 até 0,4130
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Tabela A.10 - Analises estatisticas da concentragao total de ALP para 21 dias de

cultura com hASCs.

Multiplas comparagoes

Média da

Significante?

Intervalo de confianga

(Tukey) diferencga p <0,05? (95%)

PLA vs PLA10HA -0,03894 Nao -0,1147 até 0,03680

PLA vs PLA10TCP -0,03773 Nao -0,1135 até 0,03801

PLA vs PLA Osteo -0,1503 Sim -0,2271 até -0,07361
PLA vs PLA10HA Osteo -0,1731 Sim -0,2502 até -0,09603
PLA vs PLA10TCP Osteo 0,04375 Nao -0,03199 até 0,1195
PLA10HA vs PLA10TCP 0,001210 Nao -0,07453 até 0,07695
PLA10HA vs PLA Osteo -0,1114 Sim -0,1881 até -0,03467
PLA10HA vs PLA10HA Osteo -0,1342 Sim -0,2113 até -0,05709
PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,08269 Sim 0,006949 até 0,1584
PLA10TCP vs PLA Osteo -0,1126 Sim -0,1893 até -0,03588
PLA10TCP vs PLA10HA Osteo -0,1354 Sim -0,2125 até -0,05830
PLA10TCP vs PLA10TCP Osteo  0,08148 Sim 0,005739 até 0,1572
PLA vs PLA10HA Osteo -0,02277 Nao -0,1008 até 0,05528

PLA vs PLA10TCP Osteo 0,1941 Sim 0,1174 até 0,2708

PLA10HA vs PLA10TCP Osteo 0,2169 Sim 0,1398 até 0,2940




