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“You know what happens when you dream of falling? Sometimes you wake up.
Sometimes the fall kills you. And sometimes, when you fall, you fly.”

Neil Gaiman, The Sandman, Vol. 6: Fables and Reflections


http://www.goodreads.com/author/show/1221698.Neil_Gaiman
http://www.goodreads.com/work/quotes/181895

RESUMO

Visando responder a crescente necessidade do surgimento de uma tecnologia
aplicada a regeneracao tecidual 6ssea, foram impressos arcaboucos de polilactideo
com uma impressora 3D de filamento fundido que permite controlar a arquitetura e a
geometria dos poros. Esses arcaboucos foram recobertos com nanocompositos a
base de poli(alcool vinilico) e trés diferentes nanoparticulas (6xido de zinco, 6xido de
titAnio e oxido de zircbnio). Os nanocompodsitos foram obtidos a partir de uma
solucéo aquosa de PVA 7% e de duas diferentes concentracdes das nanoparticulas
(0,1% e 0,2% m/m). Eles foram caracterizados por Difracdo de Raios X (DRX),
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), Analise Termogravimétrica (TGA), com base nas propriedades determinadas
e na dinamica molecular dos sistemas, escolheu-se a concentracdo de 0,1% por
apresentar melhor dispersdo nesta matriz. Assim, a cobertura com a concentragdo
escolhida foi aplicada sobre os arcaboucos de PLA com o objetivo de aumentar a
hidrofilicidade do arcabouco e gerar bioatividade na sua superficie, uma vez que as
particulas adicionadas apresentam capacidade de osteoindugdo. Apds a cobertura,
os arcaboucos foram caracterizados pelas técnicas de relaxometria por RMN, TGA,
DSC, MEV, bem como tiveram sua atividade biolégica mensurada através da
avaliacdo da deposicao de hidroxiapatita sobre a superficie do arcabouco. Com base
nos resultados pode-se determinar que foi possivel recobrir os arcaboucos com a
matriz de PVA e que estas coberturas se mostram capazes de gerar atividade de
deposicao de sais a base de calcio e fosfato.

Palavras-chave: Arcabouco, Impressé&o 3D, Engenharia tecidual, Tecido Osseo



ABSTRACT

Aiming to respond to the growing need for the development of a technology applied
to bone tissue regeneration, polylactide (PLA) scaffolds were printed with a 3D fused
filament printer that allows better control of the architecture and pore geometry.
These scaffolds were coated with poly(vinyl alcohol) based nanocomposites and
three different types of nanopatrticles (zinc oxide, titanium oxide and zirconium oxide).
The nanocomposites were obtained from a 7% PVA aqueous solution and two
different concentrations of the nanoparticles (0.1% and 0.2% m/m). They were
characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared (FTIR), nuclear
magnetic resonance (NMR), thermogravimetric analysis (TGA). Based on their
properties and the molecular dynamics of the systems, the 0.1% concentration was
chosen because it presents better dispersion in this matrix. Thus, the coverage with
the chosen concentration was applied to the PLA scaffolds in order to increase the
hydrophilicity of the framework and to generate bioactivity on its surface, since the
added patrticles have the osteoinduction capacity. After the coverage, the scaffolds
were characterized by NMR, TGA, DSC, SEM, and had their biological activity
measured by the evaluation of the deposition of hydroxyapatite on the surface of the
scaffold. Based on the results, it can be determined that it was possible to cover the
scaffold with the PVA matrix, and that these coatings can generate calcium and

phosphate-based salt deposition activity.

Keywords: Scaffold, 3D printing, Tissue Engineering, Bone Tissue
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1. INTRODUCAO

Arcaboucos sdo estruturas tridimensionais biocompativeis que conseguem
mimetizar as propriedades da matriz extracelular (extracellular matrix - ECM) de um
determinado tecido, como suporte mecanico e bioatividade, proporcionando uma
plataforma para adesao, proliferacao e diferenciacdo celular. Assim, arcabougos séao
muito utilizados em engenharia tecidual visando auxiliar a regeneragcao de tecidos
lesados, sendo largamente aplicados a regeneracéo 6éssea (HUBBELL, 2010; MANO et
al., 2004; MELCHELS et al., 2012; PATRICIO et al., 2013; PATTERSON; MARTINO;
WILLIAMS, 2004).

A metodologia tradicional para fabricacdo de arcaboucos inclui técnicas como:
evaporacao do solvente (DEL GAUDIO et al., 2011; HUANG et al., 2014), lixiviacdo
de particulas (NAM et al., 2000; SALERNO et al., 2015), eletrofiacdo (FOUAD et al.,
2013; WANG; WANG, 2014) ou uma combinacdo de todas essas técnicas
(MENDOZA-BUENROSTRO; LARA; RODRIGUEZ, 2015). Embora essas técnicas
apresentem larga aplicabilidade na area, nos dias atuais, as mesmas trazem varias
desvantagens, tais quais: uso de solventes organicos toxicos, dificuldade de
remocao de particulas residuais na matriz do arcabouco (CASTILHO et al., 2011; LEE
et al., 2007; MONMATURAPOJ; YATONGCHAI, 2011; SCALERA et al., 2013; SWAIN et al.,
2011), longo periodo de fabricacdo, baixa reprodutibilidade da técnica (LEONG;
CHEAH; CHUA, 2003) e formacé&o de poros irregulares e estruturas finas (RYAN et al.,
2008). A técnica de evaporacao por solvente, por exemplo, depende da forma do
molde, ndo se podendo alterar tanto o grau de porosidade, quanto o tamanho dos
poros, sem fabricacao e utilizagdo de um novo molde (LAM et al., 2002).

Uma grande variedade de estudos mostra que a interacdo célula material
rege um papel importante na engenharia tecidual, ajudando a célula migrar,
proliferar e se diferenciar (ANSELME, 2000; CURRAN et al., 2006; GLASS-
BRUDZINSKI et al.,, 2002; KOMMAREDDY et al.,, 2010; RUMPLER et al., 2007).
Assim, o tamanho, desenho e interconectividade dos poros sao fatores essenciais
que precisam ser considerados durante a fabricagdo de um arcabouco (LEONG;
CHEAH; CHUA, 2003). A impresséao 3D (em trés dimensdes) permite maior controle
da arquitetura do arcabougo, uma vez que o objeto impresso € fiel ao modelo

desenvolvido. Além disso, a rapidez e facilidade do processo de modelagem e
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impressao permitem ao pesquisador desenvolver varios testes (LAM et al., 2002).
Assim, arcabougos com poros de diversos tamanhos e desenhos podem ser criados
e testados, servindo como uma plataforma para estudar o efeito da geometria e da
arquitetura na resposta celular e no comportamento mecanico dessas estruturas
(HOLLISTER, 2005).

Revisando a literatura, percebe-se que polimeros como policaprolactona
(PCL), polilactideo (PLA), poli(acido glicolico) (PGA), quitosana e seus copolimeros,
sdo os mais utilizados como matriz de arcaboucos (SERRA et al., 2013). A larga
utilizacdo dessas matrizes poliméricas deve-se a sua biocompatibilidade e a sua
biodegradabilidade em especial, que constitui um importante fator para que o
arcabouco sintético possa ser substituido pelo novo tecido sem deixar residuos
(BOSE et al., 2013). Neste aspecto, destaca-se o PLA que, ao ser biodegradado in
vivo, gera acido latico, substancia intermediaria no ciclo metabdlico natural dos
carboidratos no organismo humano (KUMARI et al.,, 2010) e j& apresenta larga
utilizacao na area de liberacédo de farmacos e engenharia tecidual.

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis viabiliza, ainda, contornar o
problema da forgca mecénica versus a permeabilidade a nutrientes, a partir da
fabricacdo de compdsitos e nanocompoésitos tendo essas matrizes como base
(CHEN et al., 2008).

Um dos critérios mais importantes para desenvolver um implante ortopédico é
a osteointegracdo entre o material sintético e o tecido 6sseo. Sob este aspecto,
existem varios estudos que demonstram que materiais nanoestruturados promovem
interagcBes protéicas favoraveis ao crescimento ésseo devido as suas propriedades
de superficie. Isso se deve ao fato de que quando se diminui um material até a
escala nanométrica, ocorre um aumento significativo na sua area de contato, o que
proporciona um aumento nas propriedades fisico-quimicas, comparadas as do
material macrométrico (ZHANG; WEBSTER, 2009).

Desta forma, a evolucdo que a bioimpressdo pode trazer a éarea de
arcaboucos é enorme, pois ela torna factivel um maior controle da arquitetura,
possibilitando assim a constru¢do de microestruturas que mimetizem a porosidade e
a interconectividade entre os poros existentes no corpo humano (PATI et al., 2013).

Dentre as técnicas de impressao 3D, destaca-se a de Filamento Fundido, em
gue o material € fundido, extrusado e depositado em uma mesa, camada por

camada. Com o resfriamento do material, ele culmina por se solidificar sozinho
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assim que é extrusado, ndo se fazendo necessaria a utilizagcdo de uma fonte de luz
nem de uso de solvente, que poderia deixar residuos toxicos na estrutura do
arcabouco (SHOR et al., 2007).

Essa técnica apresenta certas limitacdes a respeito dos materiais que podem
ser utilizados, jA que poucos polimeros apresentam as propriedades térmicas e
reoldégicas para serem processados. O PLA e o terpolimero de acrilonitrila-
butadieno-estireno (ABS) sao os mais utilizados (POSTIGLIONE et al., 2015).

Entretanto, para imprimir arcaboucos nanoestruturados € preciso realizar uma
etapa extra; produzir filamentos sélidos de nanocompadsitos para serem fundidos e
extrusados pela impressora, 0 que aumenta a complexidade, além de encarecer o
processo (POSTIGLIONE et al., 2015).

Para contornar este empecilho pode-se realizar a cobertura de arcaboucos
obtidos por filamento fundido com uma camada de nanocompdsito polimérico sem a
necessidade de uma etapa extra. Uma boa opcéo para a cobertura dos arcaboucos
€ a utilizacdo do poli(alcool vinilico) (PVA) que é um polimero biodegradavel,
hidrofilico, atoxico e biocompativel. Devido a essa capacidade de degradar no corpo
sem deixar residuos toxicos, esse polimero ja é largamente utilizado em sistemas de
liberacé@o de farmacos (KAYAL; RAMANUJAN, 2010).

O PVA pode apresentar bioatividade quando aditivado por nanoparticulas
com capacidades osteocondutoras como a hidroxiapatita, fosfatos de célcio, di6xido
de titdnio (OH; JIN, 2006), 6xido de zinco (AINA et al., 2009) e diéxido de zircbnio
(LIU et al., 2006). A cobertura de arcaboucos hidrofébicos a base das matrizes
convencionalmente utilizadas para a confec¢cdo de arcabougos com as matrizes de
PVA traz ainda a vantagem de reduzir o reconhecimento e rea¢cao imune contra 0s
mesmos, bem como facilita o processo de adeséo celular na superficie por tornar a

superficie do material mais hidrofilica (PATEL, 2012).

2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal desta pesquisa sera avaliar a influéncia de coberturas a

base de nanocompdsitos de PVA com diferentes nanoparticulas sobre as



19

propriedades térmicas e na bioatividade de arcaboucos de PLA visando sua
aplicacdo em regeneracao 0ssea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a dispersdo das nanoparticulas (os oxidos TiO,, ZnO, ZrO, nas
concentragdes de 0,1% e 0,2%) na matriz polimérica de PVA, suas interacdes
guimicas e propriedades térmicas no nanocompdésito polimérico, obtido sob
forma de filme.

2. Avaliar as caracterizagcbes e inferir qual concentracdo obteve melhor
dispersédo e melhores propriedades de deposicéo de calcio e fosfato na matriz
de PVA para servir como melhor cobertura para os arcaboucos.

3. Obter arcaboucos de PLA com uma impressora 3D de filamento fundido com
trés diferentes graus de porosidade (30%, 40% e 50%), para estudar o maior
controle da porosidade conferido pela técnica de impressdao 3D e como a
porosidade rege as propriedades biolégicas do arcabouco.

4. Caracterizar os arcaboucos recobertos para investigar a homogeneidade da
cobertura de PVA sobre os arcaboucos, e avaliar o efeito das nanoestruturas

nas propriedades térmicas, e na deposi¢éo de calcio e fosfato.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ARCABOUCOS PARA REGENERACAO OSSEA

O o0sso nao s6 desempenha um papel na mobilidade e na protecdo de outros
orgaos, mas ele também desempenha um papel fundamental controlando funcdes
fisiologicas, dentre elas o armazenamento de minerais, formacdo de células do
sangue, homeostase e regulacdo do pH sanguineo (PORTER; RUCKH; POPAT,
2009). O tecido 0sseo € composto por diversos elementos, dando destague aos
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos; os dois primeiros sdo responsaveis pela
formacdo Ossea, enquanto que os Ultimos s@o responsaveis pela reabsor¢do do
tecido 0sseo ja existente no corpo visando sua remodelagem e garantindo ao corpo
o equilibrio dos ions envolvidos na neoformacdo 0ssea. Combinando esses efeitos

em um processo completo, € possivel afirmar que o 0sso é constituido por um tecido



20

dindmico que possui habilidades de manter-se em constante ciclo de
remodelamento/regeneracdo. Todavia, essa capacidade de regeneracao € limitada,
de forma que grandes defeitos ndo conseguem ser reparados de maneira
espontanea pelo corpo, levando a necessidade de uma intervencéo externa (BOSE
et al., 2013, KIEBZAK, 1991, SANTOS et al., 201)

Devido a essa limitagdo quanto a extensao de sua regeneragao e Vvisto que
com o aumento da idade o organismo reduz sua capacidade de neoformacdo de
tecido 6sseo, as fraturas 0sseas apresentam um grave problema de saude publica
(CURREY, 2004). Desse modo, a necessidade de uma tecnologia de regeneracéo
tecidual cresce dramaticamente junto a populacdo mundial e ao aumento da
expectativa de vida (Figura 1). Essas fraturas sdo as principais responsaveis pelas
altas taxas de morbidade e deficiéncia fisica em pacientes idosos, o que diminui
drasticamente sua qualidade de vida (AREALIS; NIKOLAOU, 2015; WANG et al.,
2014).

Dentre as possibilidades de tratamento para fraturas oriundas de patologias
como a osteoartrite, a osteoporose e 0s canceres 0sseos, a utilizacdo de enxertos
gue substituam o tecido danificado é bastante comum. Enxerto 6sseo € o segundo
tecido mais transplantado, perdendo apenas para 0 sangue (GIANNOUDIS;
DINOPOULQOS; TSIRIDIS, 2005). Aproximadamente 2,2 milhdes de procedimentos sé&o
realizados mundialmente a cada ano e os gastos, nos Estados Unidos, estdo em
torno de 2,5 bilhdes por ano (LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006).
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Figura 1 - Incidéncia de fraturas 6sseas em diversas idades Fonte: ENSRUD, 2013

Um dos problemas de utilizar enxertos para substituir o tecido original séo as
complicagbes que surgem devido ao seu afrouxamento, o que leva a

inflamacéo/infeccdo local seguida de ostedlise, ou seja, morte do tecido 0sseo,
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acarretando no aumento dos danos existentes (FUCHS; NASSERI; VACANTI, 2001,
NAVARRO et al.,, 2008). Soma-se a isso o fato de que materiais sintéticos nao
interagem bem com o organismo humano e fracassam com o tempo devido a fadiga
ou a uma resposta adversa do organismo. Assim, faz-se necessaria uma nova
geracdo de implantes, para substituir os tradicionais, que sejam biodegradaveis e
biocompativeis, eliminando a necessidade de submeter o paciente a uma segunda
cirurgia para remover o implante, juntamente com 0s riscos associados a uma
segunda intervencao cirdrgica (KIM et al., 2009; KROEZE et al., 2009; NAUGHTON;
TOLBERT; GRILLOT, 1995; VACANTI, 1996).

O conceito de engenharia tecidual emergiu no ano de 1990 para tratar das
limitac6es enfrentadas por enxertos e reparo de tecido, focando em métodos para
sintetizar e/ou regenerar tecido e ampliar suas fungdes in vivo (DUAN; WANG, 2010).
Ele se traduz em transplantar biofatores (células, genes, ou proteinas) junto com um
material tridimensional poroso, biocompativel e biodegradavel, conhecido como
arcabouco (Figura 2). Os biofatores estimulam o reparo tecidual, enquanto que o
papel dos arcaboucos e da sua arquitetura porosa esta longe de ser passivo, pois 0s
mesmos devem mimetizar as propriedades da matriz extra celular (ECM),
preservando o volume de tecido e fornecendo suporte mecéanico para as células
aderirem e proliferarem (BOSE et al., 2013; REZWAN et al., 2006; SALGADO;
COUTINHO; REIS, 2004).

Assim, a regeneracao tecidual € uma area interdisciplinar, que visa combinar
conhecimento de biologia celular, biomateriais e fatores bioquimicos para criar um

arcabouco funcional (COX et al., 2015).
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Figura 2- Fatores mais importantes na fabricacdo de um arcabougo para engenharia
tecidual 6ssea Fonte: CHEN et al., 2008
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Os requisitos para a construcdo de um arcabouco ideal séo: (i)
biocompatibilidade, pois o arcaboucgo deve sustentar atividade celular, favorecendo
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo, sem causar efeitos toxicos para o tecido
normal, (ii) cinética controlada de biodegradacdo de modo que o arcabouco se
degrade a medida que o tecido se regenere e assuma o0 seu lugar, (iii) forca
mecanica suficiente para que o arcabougo possa sobreviver a esterilizagdo, ao
manuseio e transporte pré-cirurgia, e que também possa suportar forcar fisicas in
vivo, e, por fim, ele também deve possuir (iv) interconectividade entre os poros que
permita a difusdo de nutrientes essenciais e de oxigénio para a sobrevivéncia das
células (LI et al., 2013).

Um grande desafio encontrado na producdo de arcaboucos é que existe uma
relacdo inversamente proporcional entre a forga mecéanica de um arcabougo e sua
bioatividade; materiais fortes mecanicamente tendem a ser bioinertes, enquanto que
materiais biodegradaveis sdo mecanicamente fracos (IGUAL; MEDRANO; PLAZA,
2013; WOO; CHEN; MA, 2003). Em outras palavras, a forca mecéanica de um
arcabouco é inversamente relacionada com a sua porosidade, enquanto sua
bioatividade é diretamente correlata (MACCHETTA; TURNER; BOWEN, 2009). Nessa
perspectiva, Zhang e colaboradores (2009) mediram as propriedades mecéanicas de
arcaboucos ceramicos para regeneracdo Ossea, fabricados por estereolitografia,
com um teste de compresséo realizado sobre tensdo axial a uma velocidade de 1
mm/min. Foram obtidos diferentes arcaboucos com a area de porosidade variando
de 0 a 60% do volume total da peca. Com base nos resultados, os autores puderam
observar que o modulo de compressdo para o espécime contendo 30% de
porosidade € de 18,4 MPa (Figura 3a), esse valor se compara a resisténcia do 0sso
natural, fornecendo bom suporte mecéanico para o reparo celular. A Figura 3b, por
sua vez, mostra as propriedades mecéanicas de arcaboucos ceramicos impressos 3D
por sinterizacdo a laser seletivo convencional e em micro-ondas, e apresenta
resultados semelhantes; demonstrando que, quanto mais denso 0 arcabouco,
melhores as propriedades mecéanicas finais obtidas para ambas as formas de
sinterizacdo (BOSE et al., 2013).
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Figura 3- Influéncia da porosidade nas propriedades mecanicas. Fonte: (a) ZHANG et al.,
2015; (b) BOSE et al., 2013

Embora a porosidade represente um aspecto negativo sob a perspectiva
mecanica, seu aumento esta relacionado a uma elevacdo de sua bioatividade,
porque, quanto mais poroso é um arcabouco, maior € a area superficial disponivel
qgue incentiva a adesdo e proliferacado celular (CHEN; ROETHER; BOCCACCINI,
2008).

Nesse sentido, o estudo realizado por Lin e colaboradores (2013) visou
avaliar a relacdo entre a porosidade de arcaboucos e atividade celular estimulada
pelos mesmos. Para isso, foram obtidos por estereolitografia arcaboucos a base de
polietilenoglicol (PEG), um arcabouc¢o solido e outro com porosidades de 500 pm.
Apés a realizacao dos testes de atividade celular pode-se observar que ha uma
maior atividade celular no arcabouco poroso em detrimento do sélido (Figura 4); tal
comportamento deve-se ao aumento da area disponivel para a permeacao celular,
visto que, nos arcaboucos sélidos o crescimento tecidual da-se apenas em sua
superficie, enquanto nos porosos ha a entrada das células e proliferacéo por entre a

estrutura do mesmo, viabilizando um reparo tecidual mais extenso.
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Figura 4- Influéncia da porosidade na atividade celular. Fonte: LIN et al., 2013

Dentre os biofatores mais utilizados na regeneracdo tecidual O&ssea,

destacam-se: proteinas angiogénicas que regulam proliferacdo de células
endoteliais; e proteinas morfogénicas 6sseas que estimulam a osteogénese, por
meio da diferenciacdo de osteoprogenitoras e de mesenquimais em osteoblastos.
Assim, o arcabouco deve ser poroso para permitir ndo s6 o transporte desses
biofatores, mas também a vascularizagdo que visa fornecer suporte sanguineo para
regeneracdo do tecido e viabilizar a remocdo do material residual oriundo do
metabolismo celular local (BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013).
Para que ocorra formacédo tecidual de maneira adequada, € necessario que 0s
arcaboucos sejam estruturas extremamente porosas, com uma porosidade média de
30-60%. A macroporosidade do arcabouco desempenha um papel critico na
regeneracao de tecidos danificados, uma vez que permite a penetracao das células,
0 gue, por sua vez, permite a integracdo com o tecido hospedeiro (BOSE et al.,
2013; MURPHY; HAUGH; O’BRIEN, 2010; Tarafder et al., 2013). Enquanto poros e
suas interconexdes na faixa de 100 a 300um séo interessantes porque estimulam as
células a migrarem e proliferarem, poros menores também desempenham papéis
fundamentais (BOSE et al., 2013; MURPHY; HAUGH; O’'BRIEN, 2010; TARAFDER
et al., 2013). Esses poros de poucos microns de comprimento sao importante na
adsorcdo de proteinas na superficie do material na etapa incial da regeneragéo
(BARRADAS et al., 2011; CHANG et al., 2007; YUAN et al., 1998). Além de possuir
essa habilidade de adsorver proteinas, esses poros menores também sao
conhecidos por regular o comportamento celular, desempenhando um papel
fundamental no diferenciamento de células tronco (PEREZ; MESTRES, 2015).
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Arcaboucos também podem ser usados para entrega local de farmacos. A
vantagem desses sistemas € a possibilidade de reduzir a dose de farmaco
necessaria para obter eficacia terapéutica, bem como seus possiveis efeitos toxicos,
produzindo um padréo de liberacdo modificada (GBURECK et al., 2007; GHALANBOR
et al.,, 2012, JONATHAN; KARIM, 2016;GITTENS; ULUDAG, 2001; GROENEVELD et al.,
1999; HENCH, 2002; LUGINBUEHL et al., 2004; WESTEDT et al., 2006).

Para contornar o problema do desempenho mecéanico versus a atividade
biologica, surgiu a fabricacdo de compdsitos de polimeros biodegradaveis que, com
a adicdo de uma fase inorganica a matriz polimérica, conseguiram preencher ambos
0s requisitos de um arcabouco (CHEN et al., 2008; TSIVINTZELIS et al., 2007). Serra e
colaboradores (2013) obtiveram arcaboucos de PLA pela técnica de evaporacao de
solvente, com a finalidade de observar a variacdo de dois diferentes fatores. O
primeiro fator avaliado dizia respeito a arquitetura de suas camadas que foram
obtidas em dois padrdes distintos; o ortogonal (ORTH) e a camada dupla deslocada
(DISPL). A diferenga entre espécimes causou uma variagdo no volume dos poros
final. O segundo fator variante foi a inser¢cdo de particulas de ceramicas G5 na
matriz de PLA nas mesmas arquiteturas descritas anteriormente (ORTH-G5 e
DISPL-G5). Apés o teste de resisténcia a compressao (Figura 5), os autores
puderam observar que arcaboucos contendo a ceramica G5 apresentaram melhor
modulo de compressédo do que os arcaboucos que ndo possuiam a fase inorganica

para ambas as arquiteturas avaliadas.
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Figura 5- Influéncia da adi¢cdo de carga nas propriedades mecénicas de um arcabouco.
Fonte: SERRA et al., 2013
Devido a semelhanca de fosfatos de calcio (CaPs) com os minerais presentes

nos 0ssos, especialmente a hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH), — HA], esse grupo de
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ceramicas € bastante usado como a fase inorgéanica para a producdo de compositos
(ARIFIN et al., 2014; BEN-NISSAN, 2003; COX et al., 2015; FRANCO et al., 2010; FU; SAIZ;
TOMSIA, 2011; KIM; KNOWLES; KIM, 2004; MARTINEZ-PEREZ et al., 2012; MORADI et
al., 2013; RAJZER, 2014; SEBDANI; FATHI, 2011; VALLET-REGI; GONZALEZ-CALBET,
2004)

Ao revisar a literatura, percebe-se que polimeros como poli(caprolactona)
(PCL), poli(acido latico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), quitosana e seus
copolimeros, sdo 0s mais utilizados como matriz de arcaboucos (SERRA; PLANELL;
NAVARRO, 2013). PLA, por exemplo, tem sido utilizado in vérias aplica¢cbes tanto na
area de regeneracdo 6ssea (RAGHOEBAR et al., 2006, SALERNO et al., 2015;
SHAH MOHAMMADI; BUREAU; NAZHAT, 2014; TANODEKAEW et al., 2013;
TANODEKAEW et al., 2013), quanto na area de liberacao de farmacos (KIM; PACK,
2006; LASSALLE; FERREIRA, 2007; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
OUCHI et al., 2004; VILAR; TULLA-PUCHE; ALBERICIO, 2012). A larga utilizacao
dessas matrizes poliméricas deve-se a sua biodegradabilidade (Figura 6), que
constitui um importante fator para que o arcabouco sintético possa ser substituido
pelo novo tecido, sem deixar residuos. Além do tempo de degradacdo de cada
material, outro fator que influencia o tempo de biodegradacdo é a porosidade do
arcabouco, umas vez que aumenta a probabilidade da entrada de fluidos na
estrutura (BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013). Idealmente, um
arcabouco deveria degradar na mesma taxa que o tecido 6sseo se forma
(BONFIELD, 2006; PEREZ et al., 2013).

Assim, as propriedades conseguidas pelo arcabouco variam entre 0 maximo
previsto pela quimica do material e 0 zero previsto por teorias de compdsitos. Tendo
dito isso, é necessario pensar em um design para o arcabouco que consiga
balancear as propriedades mecanicas com as propriedades de transporte de massa
e com a sua biodegradacéo (BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013).
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Figura 6- Arcabouco degradando depois de um més implantado em camundongo. Fonte:
SEYEDNEJAD et al., 2012

3.2 POLIMEROS PARA FABRICACAO DE ARCABOUCOS OSSEOS

3.2.1 Poli(acido lactico)

O poli(acido lactico) ou poli(lactideo) € um polimero biodegradavel devido as
suas ligacOes ésteres hidrolisaveis, sendo assim uma alternativa sustentavel para
substituir polimeros derivados do petréleo (NAMPOOTHIRI; NAIR; JOHN, 2010).
Além disso, € um polimero compostavel e reciclavel, contribuindo para preservacéo
do meio ambiente (AURAS; HARTE; SELKE, 2004).

Ele pode ser obtido diretamente a partir da policondesacéo do acido latico ou
da polimerizacdo por abertura de anel do lactideo (Figura 7), que é derivado do
acido latico, proveniente da fermentacdo da glicose presente em recursos
renovaveis, como o milho, a beterraba e o bagaco da cana de acucar (CARRASCO
et al., 2010). O Brasil foi 0 maior produtor de cana de acucar em 2008, produzindo
648.921.280 milhdes de toneladas por ano de acordo com a divisédo estatistica da
FAO. A Figura 7 mostra o ciclo completo do PLA, desde a sua sintese até a sua

biodegradacéo em gas carbénico e agua.
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Figura 7 - Ciclo do PLA

O acido lactico € uma molécula quiral e existe na forma de dois isdmeros; L-
D-4cido-lactico (LUNT, 1998). Essas duas formas opticamente ativas estédo
representadas na Figura 8 exibida a seguir.
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Figura 8 - Estereo-isémeros levogiro e dextrogiro do acido lactico

As duas formas, ao serem polimerizadas, formam o poli(L-&cido lactico) (PLLA) e
o poli(D-acido lactico) (PDLA), ou uma mistura entre os tipos de estrutura, o poli(L,D-
acido lactico) (PDLLA)(LUNT, 1998). A razéo entre as fracdes de L- e D-, que denota
a pureza optica do PLA, influencia diretamente nas propriedades do polimero, como
na temperatura de transicéo vitrea (Tg), na cristalinidade e consequentemente na
temperatura de fusao cristalina (Tn,).

O PLA tem sido amplamente usado na biomedicina devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e capacidade de ser reabsorvidas pelo corpo
humano, nas areas de enxertos, entregas de medicamentos e engenharia tecidual,

uma vez que seu produto degradado, o acido lactico, € in6cuo (LOPES; JARDINI;
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FILHO, 2012). Além disso, ele se biodegrada simplesmente com a hidrélise de seus
ésteres, sem precisar da presenca de enzimas, 0 que evita uma reacao inflamatoria
(LASPRILLA et al., 2012).

3.2.2. Poli(alcool vinilico)

Poli(alcool vinilico) (PVA) é um polimero solivel em agua atoxico,
biocompativel e biodegradavel. (YE; MOHANTY; GHOSH, 2014). Foi obtido pela
primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, a partir da hidrélise do poli (acetato
de vinila), uma vez que o mondmero, o “alcool vinilico” ndo existe no estado livre.
Em 1961, Staudinger pesquisou a transformacdo reversivel entre o poli(alcool
vinilico) e o poli(acetato de vinila) por meio das reacdes de esterificacdo e
saponificacdo (GAAZ et al., 2015). A quantidade de hidrolizacdo determina as
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas; quanto maior a hidroxilacdo, menor a

solubilidade em agua e mais dificil € a cristalizacdo (BAKER et al., 2012).

Este polimero € um excelente adesivo, possui boa resisténcia a solventes
organicos e sua resisténcia a passagem de oxigénio € superior a de qualquer
polimero conhecido. E um dos poucos polimeros semicristalinos solGveis em agua
com boas caracteristicas interfaciais (MARTEN, 1985). E amplamente utilizado na
industria téxtil, na industria de embalagens e em aplicac6es biomédicas como lentes
de contato, medicamentos, materiais ortopédicos, engenharia tecidual e na
fabricacdo de 6rgaos artificiais (YE; MOHANTY; GHOSH, 2014).

3.3. APLICACAO DA NANOTECNOLOGIA EM REGENERACAO TECIDUAL

O uso de materiais nanoestruturados em engenharia tecidual tem como
inspiracdo a arquitetura natural do 0sso, uma vez que, da perspectiva bioldgica, a
matriz natural 6ssea € um nanocomposito formado por uma fase inorganica de
nanocristais de hidroxiapatita (HA), dispersos na fase organica, constituida por
nanofibras de colageno, cujo diametro varia de 5-50 nm (Figura 9) (WEGST; ASHBY,
2004; VENUGOPAL et al., 2010). Essa combinacdo complexa de uma matrix elastica
(médulo elastico E = 1-2 GPa e tenséo na ruptura TR=50-1000 MPa) com uma fase
mineral forte e quebradica (E=130 GPa, TR=100 Mpa) leva a um material compésito
com caracteristicas ducteis e boa resisténcia a fratura (VLIERBERGHE et al., 2011).

Assim, a criagdo de um nanocompédsito pode mimetizar adequadamente as
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propriedades apresentadas pelo 0sso natural e combinar as vantagens de ambos 0s
componentes, alcancando propriedades maiores que as apresentadas por seus
componentes individuais (SINHA RAY; OKAMOTO, 2003; WANG et al., 2014)

Figura 9 - Organizacao hierarquica dos componentes do tecido 6sseo, da escala macro para

a nanomeétrica

O uso de nanocompdsitos € vantajoso, entdo, porque ainda nao existe um
anico material que seja biocompativel, biodegradavel e que apresente boas
propriedades mecanicas para substituir o osso, como ilustra a Figura 10
(VLIERBERGHE et al., 2011).

L] [l
magnesia(MgO) sta obalt-base-superalloy

tantalum
bioglass cerarmic :

titanium

= 100—---- NATURAL MATERIALS |l r=

% calcium phosphate bio-ceramic|

b= . shell

g . cortical bone

=]

'g 10 cccccnnnnns . .................................. Fessssammnn

E POLYMERS 1

—w -

o PLA (polylactide) PEEK ( Polyetheretheketone)

c

g PC (polycarbonates).

> PU (polyurethane)

-
1
T
-
'
'
'
.
'
.
.
.
.
.
.
.
.
-
.
.
.
.
.
'
'
'

PE (high density, ultra high molecular weight)

PIFE (polytetrafluorethylene) | PCL (poly caprolactone) E

1 1'0 100
Fracture toughness (MPa.m"1/2)

Figura 10 - Propriedades mecéanicas de materiais naturais comparadas a de materiais
utilizados na area biomédica.

Um dos critérios mais importantes para desenvolver um implante ortopédico é
a osteointegracdo entre o material sintético e o tecido 6sseo. Sob este aspecto,
existem varios estudos que demostram que materiais nanoestruturados promovem
interacdes proteicas favoraveis ao crescimento 6sseo devido as suas propriedades
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de superficie. Isso se deve ao fato de que, quando se diminui um material até a
escala nanométrica, ocorre um aumento significativo na sua area de contato, o que
proporciona um aumento nas propriedades fisico-quimicas, comparadas as do
material macrométrico (ARMENTANO et al., 2010, 2013; ZHANG; WEBSTER, 2009).

Assim, valer-se da nanotecnologia € vantajoso porque, devido as suas
propriedades de superficie favoraveis, ela melhora a funcdo, adeséo e proliferacédo
das células 6sseas (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005; ZHANG; WEBSTER, 2009;).
Como o nanomaterial apresenta uma superficie bioativa, que mimetiza a superficie
de ossos naturais, ele promove uma melhor adsor¢cdo de proteinas e biofatores
(Figura 11), estimulando uma formacédo 6ssea melhor do que qualquer outro material
convencional (HULE; POCHAN, 2007; KUBINOVA; SYKOVA, 2010; MURUGAN;
RAMAKRISHNA, 2005; TJONG, 2006). Além disso, nanoestruturacdo geralmente
aumenta a forca mecanica de materiais compdésitos (CHO et al., 2006; JO et al.,
2009; HULE; POCHAN, 2007; DAVIS; LEACH, 2008).

Em 2011, a Comissao Europeia definiu um nanomaterial como um material
natural, acidental ou manufaturado, que contém particulas, sozinhas ou agregadas,
gue contenham pelo menos uma dimensédo entre 1 e 100 nm. Entretanto, existem
outras definicbes na literatura que ampliam a definigdo do prefixo nano, para incluir
estruturas que excedem 100 nm, abrangendo assim, uma grande variedade de
estruturas (WANG et al., 2014).

Adsorg¢do imediata Ades3o e proliferagio Diferencia¢do dos osteoblastos
de proteinas no substrato de osteoblastos (0-3 dias) e remodelagdo dssea (> 21 dias)

Figura 11 - llustragdo mostrando como 0s materiais nanoestruturados s&o superiores aos
materiais convencionais. Fonte: LI et al., 2013
Entre os nanomateriais conhecidos, encontram-se nanoparticulas, nanotubos,
nanocristais, nanofibras e nanofios, que podem ser integrados a engenharia tecidual
para produzir arcaboucos bioativos, devido as suas propriedades Unicas de
superficie (BULTE et al., 2001; HARRISON, 2007). Para isso, existem diversas

tecnologias de nanofabricagcdo, tanto top-down, quanto bottom-up, como, por
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exemplo: eletrofiacdo, separacdo de fases, automontagem (self-assembly),
deposicdo de filme nanoestruturado, deposicdo quimica por vapor, entre outras
(ARMENTANO et al., 2013).

A nanotecnologia € uma das responsaveis pelo grande progresso feito na
area biomédica nos ultimos anos e, como consequéncia, hanomateriais agora se
encontram em producdo industrial em massa e alguns produtos j& estdo sendo
comercializados (MOTHERSILL; SEYMOUR; O&APOS;BRIEN, 1991). Entretanto, é
preciso cuidado porque atualmente existem poucos estudos acerca da toxicidade de
nanomateriais. S&8o0 necessarias mais informacdes sobre: as nanoparticulas
provenientes da degradacéo de arcaboucos, sua interacdo com biomoléculas in vivo
e provavel aglomeracdo, sua captura por macréfagos, sua entrada em células
endoteliais e os efeitos toxicos decorrentes (ZHANG; WEBSTER, 2009).

3.3.1. Oxidos Metalicos

A zircobnia (ZrO;) é uma ceramica amplamente disseminada no planeta,
inclusive no corpo humano, presente no tecido 6sseo, em quantidade de 2-20 mg/kg.
(GHOSH; SHARMA; TALUKDER, 1992). Desde 1970, ZrO, tem sido utilizada como
um material biomédico devido a sua versatilidade; ela pode ser encontrada nas
formas polimorficas monoclinica, tetragonal e cubica. Ela é um material
biocompativel e bioativo, sendo capaz de induzir adesdo, diferenciacdo e
proliferacdo celular, contribuindo para uma melhor osteointegracdo. Além disso,
guando submetida a estresse, sua forma metaestavel tetragonal se transforma na
polimorfa monoclinica, fechando-se ao redor da rachadura, o que causa uma
expansdo de volume e de estresse compressivo e impede a rachadura de se
propagar.

As propriedades fisicas da zircOnia e 0 sucesso que ela veio fazendo como na
area de implantes introduziu o material como revestimento para implantes metalicos
ou poliméricos. Em 2006, Liu et al depositou filmes finos de zircbnia e conseguiu,
ndo apenas uma grande deposicdo de hidroxiapatita por fluido biolégico simulado
(simulated body fluid - SBF), mas também uma grande adesdo e proliferacdo de

células mesenquimais, como mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Deposicao de células BMMSC em filmes de ZrO, apos 4 dias

O titanio (TiO), por sua vez, € um material ceramico que apresenta trés
estruturas cristalinas (Figura 13) anatase (tetragonal), rutilo (tetragonal) e brookite
(ortorrombica) (MENDONCA, 2009), sendo que a fase brookite é dificil de ser
sintetizada, instavel e de baixo interesse, enquanto que rutilo e anatase sdo as mais
pesquisadas e podem ser sintetizadas em laboratério e sdo semicondutoras,
apresentando atividade catalitica (COSTA et al., 2006).

Figura 13 - Formas Estruturais do TiO2: (a) Rutilo, (b) Anatase, (c) Brookite

Os oOxidos de titanio sdo amplamente aplicados na engenharia tecidual devido
a sua atoxicidade, baixo custo, atividade fotocatalitica, mas principalmente pelas
suas propriedades bactericidas, que foram estudadas e relatadas em diversos
artigos. Haldorai et al. (2016) fez nanohibridos de quitosana com TiO,, para testar a
atividade bactericida contra a E. Coli e conseguiram um resultado positivo, como
mostra a Figura 14.
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Figura 14 - Foto da E. Coli (a) sem e (b) com o hibrido quitosana-TiO, por 12h Fonte:
HALDORAI; SHIM, 2016

O 6xido de zinco (ZnO) é um material semicondutor polimorfico, que pode ser
encontrado nas seguintes formas: wurtzila (hexagona), blenda de zinco (cubica) ou
sal de rocha (cubica), sendo que somente a wurtzila € termodinamicamente estavel
em condi¢cdes ambientes. Esse material apresenta boa compatibilidade, estabilidade
quimica, atividade antibacteriana e antifUngica, com a habilidade de ser atéxico in
vitro e in vivo. Tais caracteristicas tornam o 6xido de zinco bastante atrativo para a
area biomédica, podendo ser aplicado em cosméticos, farmacos, materiais
ortopédicos, arcaboucos e bioimageamento. Além disso, o 6xido de zinco é
biodegradavel; Zn*? é um elemento indispensavel no corpo humano, fazendo parte
de diversas etapas do metabolismo adulto (ZHANG et al., 2014).

Como o Oxido de zinco nanométrico exibe fluorescéncia, ele tem sido
largamente utilizado em pesquisas pré-clinicos por ser barato e conveniente. Zhang
et al., em um estudo prévio (2011), sintetizou nanofios de ZnO para o imageamento
de células cancerosas, usando o antagonista da integrina av3 como o ligante. A
Figura 15a mostra a fluorescéncia dos nanofios de ZnO. Além disso, foi adicionado o
isétopo ®*Cu(1/2t=12,7h) para avaliar a biodistribuicdo em camundongos. A Figura
15b mostra que os nanofios acumularam no sistema reticulo-endotelial e se

degradam, eliminando-se do corpo do camundongo (HONG et al., 2011).
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Figura 15 - (a) Fluorescéncia de nanofios de ZnO, (b) Biodistribuicdo dos nanofios de ZnO e
sua biodegradacao depois de 20h Fonte: HONG et al., 2011

3.4. IMPRESSAO 3D

Impressdo 3D é um termo que abrange diversas técnicas usadas para se criar
um objeto 3D a partir de um modelo computacional renderizado (SERRA; PLANELL,;
NAVARRO, 2013). E uma tecnologia de prototipagem rapida considerada
revolucionéria e que difere das demais existentes por ser um método de manufatura
aditivo. Ao contrario de tecnologias subtrativas, que se baseiam na remocdo de
material excessivo e supérfluo até chegar ao objeto desejado, a impressdo 3D é
uma técnica de manufatura aditiva (BILLIET et al., 2012; BUTSCHER et al., 2012;
CHUMNANKLANG et al., 2007; KUMAR; KRUTH, 2010; MALEKSAEEDI et al., 2014), que
constréi o objeto bloco por bloco; utilizando somente o material que fara parte do
mesmo e evitando perda de material no processo (KIETZMANN et al., 2014;
STANSBURY; IDACAVAGE, 2015). Além disso, 95% a 98% do remanescente da
impressao 3D, como estruturas anexas para suporte da peca impressa, pode ser
reciclado, processado e reutilizado em uma nova impressao (BERMAN, 2012).

A tecnologia de uma impressora 3D esta atrelada com a de softwares de
projeto assistido por computador (computer-aided design - CADs), onde o design do
objeto é feito. A geometria do objeto pode ser conseguida através de softwares de
modelagem, equacOes matematicas ou escaneamento (MELCHELS; FEIJEN;
GRIJPMA, 2010). A frase “tudo o que pode ser desenhado pode ser impresso” é
considerada a base da impressao 3D, mas na verdade, é uma utopia que ainda ha
de ser alcancada; atualmente, para ser impresso, € necessario que o0 objeto seja
completamente sélido. Uma vez modelado, o objeto € “fatiado” por um programa

especifico denominado slicer, que tem o intento de dividir o objeto modelado em
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fatias bidimensionais, a fim de determinar o caminho de impresséo (BERMAN, 2012;
KIETZMANN et al., 2014; STICKLAND et al., 2003; WATSON, 2014).

O que inicialmente impulsionou o desenvolvimento da impressao 3D foi a
necessidade de Charles W. Hull, inventor da estereolitografia, por um tipo de
prototipagem rapida comercial, tendo visto que havia uma grande necessidade de
testar e produzir modelos de maneira mais veloz sem que fosse preciso estoca-los.
Sob este aspecto, a impressao 3D supriu essa demanda, 0 que trouxe vantagens
tanto para as grandes empresas, quanto para pequenos empreendedores,
pesquisadores e cientistas (KIETZMANN; PITT; BERTHON, 2015). Assim, a
combinacado de flexibilidade, rapidez e baixo custo é o que torna a impressao 3D
uma tecnologia disruptiva.

Rifkin e colaboradores (2011) consideram a impressdo 3D como parte da
terceira revolucao industrial, pois proporciona uma mudanca de material e energia,
cuja significancia remete ao aumento de produtividade conseguida na primeira
revolugdo industrial, e um aumento da velocidade de transmissao de informagéo,
gue se assemelha ao conseguido durante a segunda revolugao industrial.

Hoje em dia, essa tecnologia de impressao € acessivel a uma parcela grande
da populacdo mundial, possuindo modelos cujos pregcos variam de 500 a 2000
dolares (KIETZMANN; PITT; BERTHON, 2015). O processo de impressdo 3D é
altamente automatizado e sé se faz necesséario forca de trabalho humana em
pré/pés processamento; essas facilidades no processo impulsionam seu
crescimento e sua expanséo (GEBLER et al., 2014).

Por outro lado, a alta disponibilidade e facil acesso de designs 3D na internet
torna dificil a tarefa de proteger a propriedade intelectual do usuario; como o design
do objeto é descrito e disponibilizado digitalmente, é facil dele ser copiado, plagiado
e revendido (BERMAN, 2012).

Gershenfeld (2012) descreve a impressdo 3D como parte de uma transicao
social, que transforma dados em objetos e objetos em dados (GEBLER;
UITERKAMP; VISSER, 2014).

A impresséo 3D é ideal para confeccionar pecas de reposicdo, uma vez que,
ao se utilizar técnicas convencionais, como a injegcdo em moldes, por exemplo,
pecas de reposicao precisam ser feitas em grande quantidade e de uma unica vez.
Diante de uma demanda incerta e a fim de reduzir os gastos com armazenamento, a

impressao 3D torna-se uma ferramenta fundamental, pois viabiliza a construgéo de
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pecas apenas quando necessario, 0 que otimiza a producdo e elimina gastos
(BERMAN, 2012). Sob esta perspectiva, Gebler e colaboradores (2014) fizeram uma
projecdo mundial para 2025 e constataram que a reducdo dos gastos proporcionada
pela impresséo 3D estaria na faixa de 170 a 593 bilhdes de dolares.

Outra vantagem da impressdo 3D é a grande variedade de materiais que
podem ser usados. S&o utilizados polimeros, dentre os quais se destacam o
copolimero de acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) e o poli(acido latico) (PLA).
Todavia, ainda existe a possibilidade de se utilizar outros materiais como as resinas
epoxidicas, nylons, ceras, metais (como titanio, prata), chocolate e também tecidos
corporais como a cartilagem (KIETZMANN; PITT; BERTHON, 2015). A selecao do
material, 0 que é uma parte vital do processo, é regida pelo tipo da impressora e
pelos requisitos do produto final (SHAFIEE; ATALA, 2016).

Devido as elevadas possibilidades de aplicacdo e a ampla variedade de
materiais que podem ser utilizados no processo (YAN; GU, 1996; YANG et al., 2008). A
impressao 3D emergiu das areas automotiva, microeletronica e aeroespacial para a
area biomédica. Dessa forma, a técnica de impressdao 3D ganhou uma ampla
diversidade de aplicacdes para uso bioldgico, que inclui: o estudo da bioimpressao
de orgaos artificiais para transplante (REZENDE et al., 2015); a producdo de
préteses com menor custo final; producdo de instrumentos cirdrgicos (MALIK et al.,
2015) e producéo de bioarcaboucos (Figura 16), que funcionam como analogos ao
tecido danificado visando a regeneracéo tecidual (PATI et al., 2013). Na verdade,
varias técnicas de impressdo 3D ja estdo sendo usadas para desenhar e fabricar
arcaboucos para aplicagbes médicas, dentre elas: filamento fundido (FDM),
esterolitogafia (SLA), aglutinacdo por jato de tinta e sinterizacdo a laser seletivo
(SLS) (CIURANA; SERENO; VALLES, 2013; KRUTH et al., 2007; MELCHELS; FEIJEN;
GRIJPMA, 2009).

Figura 16 - Exemplos de arcaboucos fabricados por impressdo 3D Fonte: HUSAR et al.,
2014
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Tal aplicacdo € possivel porque a técnica de impressdao 3D permite a
superacao das limitacGes relacionadas ao desenho e processamento do arcabouco
apresentadas pelas técnicas tradicionais (GAUVIN et al., 2012; OKABE et al., 2009).
Sendo assim, a evolugdo que a bioimpressédo pode trazer a 4rea de arcabougos €
enorme, pois ela torna factivel um maior controle da arquitetura (Figura 17),
possibilitando assim a construcao de microestruturas que mimetizem a porosidade e

a interconectividade entre os poros existentes no corpo humano (PATI et al., 2013).

Arcabouco obtido por lixiviagao de porégenos

Figura 17 - Observacao de arcaboucos obtidos por lixiviagdo de por6genos e por impressao

3D demonstrando a arquitetura mais precisa do impresso. Fonte: HOLLISTER, 2005

Kim et al (1998) foram pioneiros em imprimir arcaboucos 3D de PLGA com
poros de 800 ym. Diversos estudos seguiram, inspirados pelo controle da arquitetura
conseguido com a técnica da impressédo 3D (LAM et al., 2002; PARK et al., 2011,
ZELTINGER et al.,, 2001). Uma vez que o desenho do arcabouco é feito por
computador, sua estrutura pode ser minuciosamente controlada, modificada, testada
e reproduzida. A facilidade de desenho e sua modificacédo foi o atrativo principal ao
campo da engenharia tecidual, tendo em vista que as propriedades do arcabouco
final, incluindo a adesao celular, estdo intimamente atreladas a sua arquitetura (LAM
et al., 2002).

Existe a possibilidade de imprimir células simultaneamente a impressao da
matriz polimérica sustentadora, camada por camada, e isso faz o produto final

alcancar uma densidade celular na matriz mais alta do que outras técnicas de
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sedimentacao celular, que sdo sempre realizadas apos a fabricacdo do arcabouco
polimérico (MURPHY; ATALA, 2014; SELIKTAR et al., 2013; TANG et al.,, 2016). As
primeiras tentativas foram feitas em 2D por Odde et al (1999) que imprimiu, com
ajuda de um laser, células de medula espinhal em um meio de cultura em uma
bandeja de vidro. Em 2003, Boland et al modificou uma impressora de aglutinacao
por jato de tinta comercial e usando a “cabeca” de impressdo da HP e da Epson
conseguiu imprimir proteinas e células de mamiferos. Entretanto, para imprimir
células vivas, ele precisou modificar a cabeca de impressdo para ejetar gotas
maiores que 100um. Saunders et al (2004) conseguiu imprimir condrocitos,
osteoblacitos e fibroblacitos em uma suspensao de células com uma cabeca de
impressao com 30- 60 ym de diametro.

O problema € que as técnicas de impressao 3D disponiveis atualmente, tais
como FDM, SLA, SLS, aglutinacéo por jato de tinta e outras, ndo permite impressao
de células concomitante a impressdo do arcabouco devido a alta presséo, a alta
temperatura ou ao uso de solventes citotoxicos (YANG et al., 2002).

Hopkinson e colaboradores (2006) descreveram 18 tipos de impresséao 3D,
que podem ser divididos pelo estado fisico do material a ser impresso (sélido ou
liquido), ou pelo método aplicado para fundir a matéria em um nivel molecular
(térmico, radiacdo UV, laser, entre outros), mas apenas 0s cinco mais conhecidos e
mais largamente utilizados no campo biomédico (sinterizacdo seletiva a laser,
estereolitografia, filamento fundido, evaporacdo de solvente, aglutinacéo por jato de

tinta) serdo descritos na presente Dissertacao.
3.4.1 Sinterizacao seletiva a laser

Como o nome ja diz, nesta técnica faz-se uso de um laser para sinterizar o
material, que se encontra em formato de p6. O laser atinge regides determinadas,
seguindo um caminho pré-determinado, e aquece o material proximo da sua
temperatura de fusdo, criando e unindo as camadas do objeto a ser formado (Figura
18). Depois de cada secao transversal ser desenhada atraves da irradiacdo do laser
no leito de pd, a mesa se movimenta no eixo z e uma nova camada de material é
aplicada por cima. Assim, 0 processo se repete até que a peca seja concluida
(CHUA et al., 2004; KIETZMANN et al., 2014; SHUAI et al., 2011;TAN et al., 2003).

Assim que a peca é completa, a camara é resfriada vagarosamente para maximizar
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a cristalizagdo polimérica, visando aumentar sua resisténcia mecanica
(RAGHUNATH, PANDEY, 2007; SOE et al., 2013).

O uso de um laser faz da sinterizacdo uma das técnicas de maior resolucao
entre as técnicas de impressao 3D (Figura 19), permitindo a construcdo de pecas
com geometrias complexas (KIETZMANN; PITT; BERTHON, 2015).

X

Figura 18 - Representacdo esquematica da técnica de Sinterizacao.

Adicionalmente, essa técnica permite uma maior variedade de materiais,
desde que estejam em po, sendo possivel utilizar vidro, metal, ceramica, polimero e
assim, pode ser adaptado para a producao de arcaboucos (DUPIN et al., 2012). Essa
técnica também apresenta melhor produtividade, visto que ndo € necessaria a
construcdo de suportes porque o pdé serve tanto como reagente quanto como
suporte para o material construido (BUTSCHER et al., 2011). Uma grande variedade
de cargas, tal como silica, aluminio, fibra de carbono, vidro podem ser incorporados
ao po de polimero visando modificar a aparéncia e as propriedades das pecas
impressas. Entretanto, conseguir uma dispersdo homogénea entre a carga e a
matriz ndo é trivial (STANSBURY; IDACAVAGE, 2015).
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Figura 19 - Exemplo de arcabouco de PCL, produzidos por SLS, comparando o design

computacional e o arcabouco impresso. Fonte: HOLLISTER, 2005
3.4.2 Estereolitografia

Foi a primeira técnica de impressado 3D a ser desenvolvida e patenteada (em
1986, por Hull), e continua sendo a mais precisa entre todas as outras técnicas.
Devido a seu pioneirismo como técnica de impressdo, a primeira impressora 3D a
ser comercializada foi a estereolitografica (LIN et al., 2013). Logo, essa técnica foi
amplamente utilizada na area de engenharia tecidual para fabricacdo de arcaboucos
(GITTARD; NARAYAN, 2010; SELIMIS et al., 2015).

O principio da estereolitografia é baseado na fotopolimerizacdo de
mondmeros vinilicos, que é ativada pela decomposicdo de fotoiniciadores em
radicais livres quando expostos a radiacdo UV ou luz visivel (COOKE et al., 20083;
FISHER et al., 2002; LIN et al., 2013; MAPILI et al., 2005). Radiacdo UV varre e
solidifica regibes correspondentes as secfes transversais do objeto final,
construindo o objeto uma microcamada de cada vez (Figura 20). Depois que uma
camada é irradiada e curada com a radiacdo UV, o elevador desce o comprimento
de uma camada (aproximadamente 0,05 mm a 15 mm), e 0 processo € repetido
sobre uma nova camada liquida (MELCHELS; FEIJEN; GRIJPMA, 2010).
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Figura 20 - Esquematica da técnica de estereolitografia.
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Depois que o processo é finalizado, o objeto € lavado para retirar o excesso
de resina. O artefato obtido ndo apresenta conversdo dos grupos reativos completa
e uma pos-cura com UV pode ser realizada para aumentar as propriedades
mecanicas da estrutura (MELCHELS; FEIJEN; GRIJPMA, 2010).

E uma técnica bastante usada para produzir arcaboucos poliméricos.
Entretanto, a maioria dos fotoiniciadores € insolivel em &gua e precisam ser
dissolvidos em solventes orgéanicos, o que os torna toxicos para células. Soma-se a
isso o risco de gerar quebras na dupla-hélice de DNA, devido ao uso de radiacdo UV
(IKEHATA et al., 2011). Assim, ndo € aconselhavel realizar a impressao das células
ao mesmo tempo em que a impressdo do arcabouco e as células sdo sedimentadas
ao arcabouco depois da sua fabricacéo (LIN et al., 2013).

Para contornar esses problemas e realizar a impressao simultanea de células,
€ preciso: (i) utilizar luz visivel, (ii) que o fotoiniciador seja sensivel a luz visivel,
eficiente e solivel em agua, mas ndo pode ser citotoxico, (iii) conseguir uma
suspensao uniforme das células na solugdo mondémero/iniciador, (iv) que o material
do arcabouco seja hidrofilico e que nédo seja citotoxico para manter a viabilidade
celular apds a sedimentacédo. Hidrogéis sdo muito usados por serem capazes de
reter 4gua e por apresentarem propriedades que mimetizam a dos tecidos vivos
(VLIERBERGHE et al., 2011).

Este método é um dos mais promissores para fabricacdo de arcaboucos, pois
permite fabricar objetos com uma precisdo de 20 um, enquanto que outras técnicas

permitem detalhes de 50-200 um (Figura 21). Entretanto, € uma técnica que nao
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permite uma grande variedade de materiais e nem que mais de uma resina seja
usada ao mesmo tempo (MELCHELS; FEIJEN; GRIJPMA, 2010).

Figura 21 - Precisdo de microbmetros conseguida por estereolitografia (a) 5mm, (b) 1mm, (c)
500 pm, (d) 100 um Fonte: LIN et al., 2013

3.4.3. Filamento fundido

Neste processo, o material € fundido, extrusado e depositado em uma mesa,
camada por camada. A cabeca de extrusdo e a mesa se movem nos eixos X, y e z,
permitindo assim que o material seja depositado em qualquer posi¢ao (Figura 22).
Com o resfriamento do material, ele culmina por se solidificar sozinho, assim que é
extrusado, ndo se fazendo necessaria a utilizacdo de uma fonte de luz (SHOR et al.,
2007).

filament

/\/

filament driver
(extruder)

nozzle

o

3D printed obJect

Figura 22 - Esquemética do método de impressédo 3D por filamento fundido

O fato de usarem-se filamentos reduz o tempo de residéncia no
compartimento de aquecimento, 0 que permite uma deposi¢do continua e rapida, o

que é essencial para uma producdo comercial (ZEIN et al., 2002).
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Essa técnica apresenta certas limitacdes a respeito dos materiais que podem
ser utilizados ja que poucos polimeros apresentam as propriedades térmicas e
reologicas para serem processados. PLA e ABS sdo o0s mais usados
(POSTIGLIONE et al., 2015).

E possivel que ocorra uma orientacdo das cadeias poliméricas durante a
extrusdo do filamento fundido e, se esse for o caso, 0 material produzido
apresentara propriedades estruturais Unicas que excedem as propriedades de um
objeto feito com o mesmo material, mas por qualquer outra técnica, como por
exemplo, moldagem por compressao (POSTIGLIONE et al., 2015).Trabalhos rcentos
mostraram que é possivel trabalhar com outras misturas poliméricas e até polimeros
commodities reciclados (HUNT et al., 2015).

Além de se controlar a arquitetura do arcabouco através do design, é possivel
variar parametros como a velocidade de deposicdo; quanto maior a velocidade,
menor o didmetro do filamento e maior a porosidade (Figura 23). Tal controle é
importante, pois, como foi dito anteriormente, a porosidade influencia diretamente
nas propriedades do arcabouco, como no modulo elastico e na sua cinética de
degradacdo (MORONI; WIIN; BLITTERSWIJK, 2006).
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Velocidade de deposi¢do (mm/min)

Figura 23 - Efeito da velocidade de deposicdo na porosidade do arcabouco. Fonte: MORONI
et al., 2006

A técnica de filamento fundido se encaixa na realidade dos laboratérios de
pesquisa brasileiros por apresentar uma boa relacédo custo/beneficio na producgéo de
objetos 3D, com resolucdo consideravel; o equipamento em si € mais barato em
comparacao com 0s outros supracitados, sua manutencao e reposicao € facil e, em
alguns casos, a prépria impressora pode ser usada para produzir as pecas de
reposicao, diminuindo o custo, e a impressora gasta menos energia por se tratar de
uma maquina simples (POSTIGLIONE et al., 2015).
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Além disso, 0 que faz dessa técnica de prototipagem rapida tdo atraente é a
possibilidade de imprimir objetos com sensores embutidos e/ou funcionalidades
elétricas de uma forma facil. Porém, para tal € preciso realizar uma etapa extra,;
produzir filamentos solidos de compoésitos ou de nanocompdésitos para serem
fundidos e extrusados pela impressora, o que aumenta a complexidade, além de
encarecer o processo (POSTIGLIONE et al., 2015).

3.4.4. Evaporacéao de solvente

Essa técnica foi desenvolvida como uma estratégia de baixo custo para
superar as limitacdes da técnica de filamento fundido. Ela consiste na deposicao
aditiva de camadas de material diretamente de uma solugéo feita em um solvente
volatil (Figura 24). Assim, ela apresenta um potencial gigantesco nas areas de
microeletrénica e engenharia biomédica, uma vez que permite a fabricacdo direta de
compositos e nanocompdsitos versateis a um baixo custo (POSTIGLIONE et al.,
2015).

— 2

Figura 24 - Representacdo esquematica do processo de impressao por evaporacgao de

solvente

O solvente precisa ser volatil para garantir a sua evaporacdo durante a
deposicao e, consequentemente, um aumento na viscosidade do material e a rapida
formacdo de uma microestrutura 3D rigida (SERRA; PLANELL; NAVARRO, 2013).

A viscosidade da solugdo é um parametro importante, uma vez que, ela esta
inversamente relacionada com a fluidez; se a viscosidade for muito alta, existe o

risco de causar entupimento da cabeca de impressédo, mas se a mesma for muito
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baixa, a evaporacdo de solvente sera lenta e a estrutura 3D corre o risco de
colapsar. Assim, € importante caracterizar o comportamento reolégico da solucao
em diferentes taxas de cisalhamento (Figura 25) para se certificar de que em
nenhum momento do processo a viscosidade ultrapasse esses valores extremos e
comprometa a técnica (GUO et al., 2013).

Outro cuidado importante a se tomar com essa técnica € alcancar uma
dispersdo homogénea da carga no polimero; se houver aglomeragcédo, perde-se o
efeito nano e pode causar entupimento da cabeca de impresséo, prejudicando o
processo (POSTIGLIONE et al., 2015).
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Figura 25 - Caracterizacdo das solugfes poliméricas a base de PLA com nanotubos de
carbono. Fonte: GUO et al., 2013

Serra e colaboradores (2013) produziram arcaboucos de PLA/PEG como
matriz polimérica e particulas de ceramica G5 como a fase inorganica, utilizando
essa técnica. PEG foi utilizado como plastificante para abaixar a Tg do material e
facilitar o seu processamento. Os arcaboucos obtidos possuiam filamentos mais
finos do que o didmetro de outros arcaboucos obtidos por outras técnicas e esse fato
foi devido, principalmente, a viscosidade da solugdo utilizada e a evaporacdo do
solvente, que acontece apos a deposicao dos filamentos. Tal efeito € desejavel, pois
gera arcaboucos de maior resolugcdo, aumentando a area de contato e a sua
interacdo com o0 meio biologico. Na fabricacdo de arcaboucos por técnica de
filamento fundido, ndo ocorre o efeito de encolhimento dos filamentos depositados

de forma significativa.
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3.4.5 Impresséao 3D por aglutinacéo por jato de tinta

Fabricacdo de objetos 3D pela deposicdo de um binder liquido em uma
camada de po (Figura 26) (BERGMANN et al., 2010; VAEZI; CHUA, 2011). Como
guase todos os materiais se encontram no estado sélido ou liquido, essa técnica
permite que seja utilizada uma grande variedade de materiais, o0 que ja € um grande
avanco em comparacao com as outras técnicas de manufatura aditiva (BOLAND et
al., 2006; CHIA; WU, 2015; NAKAMURA et al., 2005). CHIA; WU, 2015).

ApGs a impressdo de uma camada, ela deve ser aguecida para secar o binder
e evitar que ele se espalhe entre as camadas. Esse processo € repetido, camada
por camada, até o objeto estar completo. Mas mesmo assim pode sobrar um
residuo, o que pode ser prejudicial, principalmente para a area de biomateriais
(BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013). Para imprimir arcaboucos
poliméricos, o binder usado € um solvente; o polimero € dissolvido, mas, assim que
o solvente evapora, o polimero reprecipita para formar estruturas solidas (LEE et al.,
2005; WU et al., 1996).

inkjet printhead
(releases the binder
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Figura 26 - Representacdo da impressora 3D por aglutinagdo por jato de tinta.

Segundo Asadi-eydivand e colaboradores (2015), apesar do potencial
massivo da fabricacdo de arcaboucos poliméricos com poros no tamanho micro, na
pratica a maioria dos arcabouc¢os produzidos com sucesso possuem poros maiores
do que 500 pum. Além do tamanho dos poros, outro fator limitante é a necessidade
da utilizacdo de um solvente organico para solubilizagdo dos polimeros que pode vir
a danificar a cabeca de impressédo (LEE et al.,, 2005) e pode deixar residuos no
objeto impresso (COX et al., 2015). Para contornar esse problema, Lam e
colaboradores (2002) criaram arcaboucos poliméricos de amido, utilizando agua

destilada como o hinder.
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7

Uma possibilidade para contornar o primeiro problema €& a impresséo de
moldes que possuam cavidades nas quais o material final é vertido (Figura 27).
Depois, € preciso remover o molde, dissolvendo-o em um material que nédo dissolva
o material do arcabouco (CHU et al., 2002; LEE et al., 2005; LIU et al., 2008;
TABOAS et al., 2003; TAMJID; SIMCHI, 2015).

Figura 27 - Molde impresso 3D e arcabouco de PLGA obtido através dele. Fonte: LEE et al.,
2005.

Ao final do processo de impressédo, € necessario realizar mais uma etapa, a

retirada do p6 em excesso do objeto (Figura 28), utilizando ar comprimido (COX et

al., 2015).

Figura 28 - Demonstracdo da importancia da retirada do p6 em excesso (a) estrutura
recoberta pelo po; (b) estrutura apds a etapa de remoc¢ao do p6. Fonte: COX et al., 2015
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIAIS
Para realizac&o deste trabalho foram utilizados os materiais descritos a seguir:

e Poli(acido latico) adquirida na forma de filamento da RoHS- PLA 3D

e Poli(alcool vinilico) adquirida da VETEC (Quimica fina) com grau de hidrdlise
entre 86,5 e 89,5%

e Oxido de titanio adquirida da Sigma Aldrich contendo um tamanho de
particula superior a 100 nm.

e Oxido de zinco adquirida da Sigma Aldrich contendo um tamanho superior a
particulal00 nm.

e Oxido de zirconia adquirido da Sigma Aldrich contendo um tamanho de

particula superior a 100 nm.

4.2. EQUIPAMENTOS

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

e Balanca eletronica AV264P, Okaus Corporation, Brasil;

e Placa de agitacdo magnética Fisaton, modelo 752, Brasil;

e Difratdmetro de raios X Rigaku Miniflex I, Japé&o;

¢ Difratbmetro de raios X Lab X - XRD — 6100, Schimadzu;

e Analisador Termogravimétrico TA Instruments TGA Q500 - V6.7 Build 203,
EUA,

e Calorimetro diferencial de varredura, Rigaku, modelo TAS 100, EUA,

e Espectrometro de RMN Varian Mercury VX, 300 MHz, EUA;
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e Espectrometro de baixo campo Maran Ultra 23 MHz, Oxford;

e Estufa microprocessada Marte Cientifica, Modelo 40L, com precisdo de +/-

2,5 °C, Brasil;

e FTIR Perkin Elmer Spectrum Versao: 10.4.2 — Modelo: Frontier FT-IR/FIR,

Reino Unido;

e Impressora KOIOS modelo 3D para filamento fundido do tipo Grabber, Brasil,

e Microscopio eletrbnico de varredura da marca HITACHI, modelo TM3000,

EUA;

e Ultrassom Eco Sonics Ultroniqgue QR500, Poténcia 500W, Frequéncia 20 KHz

microponta de titanio 4 mm de diametro, Brasil.

4.3. METODOS

A metodologia foi dividida em duas etapas principais. A primeira delas pautou-
se na obtencdo e caracterizacdo de nanocompositos de PVA com Oxidos que
apresentam capacidade osteoindutoras a fim de avaliar os sistemas mais
promissores para empenharem o papel de cobertura dos arcaboucos de
regeneracdo. A segunda etapa, por sua vez, consistiu em avaliar a influéncia da
cobertura destes nanocompdsitos a base de PVA nas propriedades de arcaboucos
de PLA com trés diferentes graus de porosidades.

12 Etapa

Na primeira etapa, foram obtidos nanocompdsitos de PVA via solucdo aquosa
com trés diferentes 6xidos (0xido de zinco, oxido de zirconio e didxido de titanio) nas
concentracdes de 0,1% e 0,2% m/m. Para tal, o PVA com 88% de grau de hidrélise

foi solubilizado na metade do volume de agua necesséario para obtencdo dos
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sistemas a 7% m/v e mantido sobre agitacdo magnética por 1,5h na temperatura de
80°C; apds esta etapa, as solucdes foram mantidas em repouso por 24 h.

Transcorridas as 24 h, as nanoparticulas de cada grupo foram adicionadas na
outra metade da agua deionizada e dispersas com auxilio de ultrassom de ponta
com a poténcia de 99%, por 1 minuto, aplicando um pulso de intensidade 3 a cada
15 segundos. A suspensao de nanoparticulas foi, entdo, vertida nas solugcbes de
PVA e essa mistura permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente por 1,5 h.

Uma vez obtidas as solucdes filmogénicas de cada grupo, as mesmas foram
vertidas em placas de petri plasticas e colocadas em estufa a 60°C por 4 dias para a
completa remocdo do solvente. Finalizado esse processo, esses sistemas foram
analisados pelas técnicas de: difracdo de raios X, analise termogravimétrica,
infravermelho por transformada de Fourier, ressonancia magnética nuclear no
dominio do tempo, avaliacdo de deposicdo de calcio, a fim de determinar as
particulas e concentracdes mais promissoras dos oxidos escolhidos.

Tabela 1 - Sistemas de PVA/6xidos obtidos

Nomenclatura da amostra  Nanoparticula dispersa na % da
matriz de PVA nanoparticulas(m/m)
PVA puro - -
PVA + 0,1% TiO, Dioxido de titanio (TiO,) 0,1
PVA + 0,1% ZrO, Oxido de zirconio (ZrO,) 0,1
PVA + 0,1% ZnO Oxido de zinco (ZnO) 0,1
PVA + 0,2% TiO, Dioxido de titanio (TiO,) 0,2
PVA + 0,2% ZrO, Oxido de zirconio (ZrO,) 0,2
PVA + 0,2% ZnO Oxido de zinco (ZnO) 0,2
22 Etapa

Foram impressos, em uma impressora de filamento fundido, a partir de um
filamento de PLA comercial (RoHS- PLA 3D filament), blocos porosos, modelados de
forma a conseguir um grau de porosidade variavel (de 30% a 50%). O design do

preenchimento € do tipo honeycomb, pelo fatiador Slic3r, conseguindo assim a
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interconectividade entre os poros, necessdria para que ocorra penetracdo e difusdo
de nutrientes em um arcabouco.

A impressao dos arcaboucos foi realizada em uma impressora KOIOS 3D,
com 0s seguintes parametros de impresséao: velocidade de 4800 mm/min da cabeca
de impresséo, taxa de alimentacdo do filamento de 100 mm/min, temperatura de
extrusdo de 200°C e aquecimento da mesa em 60°C.

Esses blocos foram recobertos com as solu¢cdes de nanocompdsitos de PVA
escolhido na etapa 1. Depois da secagem em estufa a 60°C por quatro dias, os
mesmos tiveram o recobrimento realizado uma segunda vez para garantir uma
completa cobertura da peca. Findo todo esse processo, esses arcaboucos foram
analisados pelas técnicas: calorimetria diferencial de varredura (DSC), analise
termogravimétrica (TGA), infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletrnica de varredura (MEV), ensaio mecanico de compressdo e
avaliacdo da deposicao de calcio ap6s imersdo em fluido biol6gico simulado.

4.4.CARACTERIZACOES

4.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A andlise de MEV foi realizada com o objetivo de identificar a morfologia dos
arcaboucos impressos antes e apds sua cobertura com PVA. Para tal, fragmentos
dos arcaboucos foram fixados na superficie de stubs metalicos com auxilio de uma
fita de carbono, devido a sua superficie adesiva e condutora. Os stubs contendo as
amostras foram levados ao equipamento Sputer Coater da BAL-TEC, modelo SDC
005, sendo recobertos com uma camada de aproximadamente 20nm de ouro, a fim
de tornar as superficies condutoras, possibilitando a obtencdo das imagens. As
imagens das amostras foram obtidas a partir do uso do detector de elétrons
secundéarios (ETD) e foi utilizada uma diferenca de potencial 25 kV para a

aceleracgdo dos elétrons.
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4.4.2 Difracédo de Raios X (DRX)

A técnica de DRX foi utilizada para verificar as modificacdes estruturais
causadas na matriz de PVA pela adicdo das particulas. A obtencdo dos
difratogramas deu-se a partir de um difratdmetro de raios X operado a 40 kV e 30
mA, 0,05°/s, em temperatura ambiente. Como fonte de raios-X, utilizou-se a radiacao
CuKa que apresenta 0,15418 nm como comprimento de onda, cujo intervalo de
analise compreendeu de 26 = 2 a 60°. ApGs a obtencdo dos difratogramas, a
cristalinidade dos sistemas a base de PVA foi determinada através do método de
Ruland (BUNN, 1948).

4.4.3 Anélise de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram efetuadas na faixa de nimero de onda de 400 cm™
a 4000 cm™, a fim de avaliar a possibilidade de interacéo das nanoparticulas com o
polimero do recobrimento e, posteriormente, para acompanhar a deposicdo de
hidroxiapatita nessas estruturas ao realizar ensaio em fluido biologico. Para tal, os

arcaboucos foram analisados a 25°C.

4.4.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi utilizada a fim de delimitar a faixa de analise
da DSC. Medidas de TGA foram obtidas através do equipamento Analisador
Termogravimétrico TGA Q-500 (TA Instruments), no intervalo de 40°C a 700°C e
taxa de aquecimento de 10°C/min sob o fluxo de N, de 50 ml/min.

4.4.5 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As temperaturas de transi¢cOes vitreas dos constituintes do arcabouco (PLA e
PVA) e a temperatura de fusé@o cristalina do PLA. Essa andlise também foi
importante para determinar a cristalinidade desses materiais, uma vez que este
parametro altera a taxa de biodegradacdo do arcabouco. As analises foram
realizadas no equipamento TA-Instruments Q.1000 sob o fluxo de N, de 50 ml/min.,

com a taxa de aquecimento de 5 °C/min, na faixa de 0 °C a 100 °C. Para realizacao
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destas andlises foram pesados em balanca analitica 10 mg (+ 0,2 mg) de cada
arcaboucos recoberto.

Apenas foi realizado um aquecimento, pois, apds 0 primeiro aguecimento com a
fusdo de ambos os materiais os sistemas se tornariam uma mistura de PLA com
PVA, perdendo a estrutura e a conformagdo em forma de revestimento.

O grau de cristalinidade (X.;) dos arcabougos puros e dos recobertos foi
calculado pela Equacéo 1, pela obtengao da entalpia de cristalizagao (AH.), entalpia
de fusdo (AH;) e através da entalpia de fuséo cristalina do PLA assumindo como
100% cristalino, AHsi000 = 94,0 J/g (STOCLET; SEGUELA; LEFEBVRE, 2011). O
PLA foi escolhido porque ele € o componente em massa predominante do
arcabouco, enquanto que a cobertura representava apenas 2% do sistema geral,

podendo assim ser desconsiderada nessa analise.

AHf — E AHe
Wepa xAHg 00

X. (%) = x 100 (Eg. 1)

Onde,

Xc (%) = grau de cristalinidade;

AH, = entalpia de fuséo do PLA na amostra, em J/g;

AHgg00, = entalpia de fuséo do PLA hipoteticamente 100% cristalino, em J/g;

AH_ = entalpia de cristalizagéo do PLA na amostra, em J/g;

Wy, s = fracdo do PLA na amostra obtido pela média da analise de TGA, em %;
Os valores das entalpias e das temperaturas foram obtidos pelo software

TA7000 e os graficos foram gerados pelo software Origin 8.0.

4.4.6 Relaxometria por Ressonancia Magnética Nuclear no dominio do tempo
(RMN)

As analises de RMN no dominio do tempo foram efetuadas por meio da
determinacao do tempo de relaxacao longitudinal ou spin-rede (T;H), empregando a
sequéncia de pulso de inversdo-recuperagdo no equipamento de RMN Resonance
Maran Ultra 0,54 T para RMN de baixo campo. As amostras foram colocadas em um
tubo de 18 mm, sendo este colocado na sonda. A frequéncia de observacdo do
nicleo de 'H foi de 23 MHz e a faixa de intervalo do tempo de espera entre os
pulsos foi de p180x - T - p90x e variou de 0,01 — 10.000 ms com intervalo de reciclo
de 3 s.
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A realizagdo da andlise da relaxometria dos sistemas teve como principal
intuito avaliar a dinamica molecular dos sistemas obtidos a fim de estabelecer os
sistemas com melhores dispersbes das nanoparticulas na cobertura dos

arcaboucos.

4.4.7 Teste de deposicao de Calcio e Fosfato na superficie dos arcaboucos

As amostras foram armazenadas em contato com fluido biolégico simulado a
37°C a fim de avaliar a deposicdo de calcio e fosfato na superficie das mesmas.
ApoOs a inclusdo neste meio, apds 30 dias, foi retirada uma amostra e ela foi
analisada pela técnica de EDX para determinar a existéncia e quantidade desta

deposicao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS DE PVA/OXIDOS METALICOS

5.1.1 Difragao de Raios X (DRX)

O padréao de difracdo do PVA foi analisado com base na estrutura monoclinica
para a célula unitaria (a=0,781nm; b=0,252nm; ¢=0,551nm e =91, 42°) descrito por
BUNN (1948) e posteriormente relatado em diversos estudos (ASSENDERT;
WINDLE, 1998; NASAR; KHAN; KHALIL, 2009).

Os filmes foram analisados por DRX a fim de avaliar o efeito da insercéo das
nanoestruturas sobre a matriz polimérica (Figuras 29, 30 e 31). Com base no
resultado do polimero puro, percebe-se que ele apresenta picos cristalinos,
caracteristicos de um sistema com baixo grau de cristalinidade, aproximadamente
centrados em 26 =19,5°, e 26 = 40,8° e um ombro menos intenso centrado em 22,2°.
Esse perfil do difratograma obtido indica a presenca tipica de uma estrutura semi-
cristalina e se assemelha a outros resultados ja descritos previamente na literatura,
por ser majoritariamente atatico, o que reflete no seu baixo grau de cristalinidade
(Tabela 2).
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Figura 29 - DRX dos nanocompdésitos de PVA com 6xido de titanio, em comparacdo com o

Intensidade (u.a.)

filme de PVA puro
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Figura 30 - DRX dos nanocompdésitos de PVA com 6xido de zinco, em comparagdo com o

filme de PVA puro
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Figura 31 - DRX dos nanocompdésitos de PVA com oxido de zirconia, em comparagdo com o

filme de PVA puro

Os sistemas dos nanocompdésitos, tanto de 0,1% quanto de 0,2%, mantiveram
0 mesmo comportamento do polimero puro, apresentando oS mesmos picos, com
intensidade e largura bastante semelhantes entre si. Entretanto, é possivel observar
gue a adicdo da nanocarga provoca um deslocamento do pico centrado em 26 =
19,5° a concentragcdo de 0,1% movimenta este pico para angulos menores,
enquanto a de 0,2% causa um deslocamento para angulos maiores, indicando que a
presenca destas particulas foi capaz de causar alteracdes nos planos cristalinos do
PVA.

No primeiro caso (0,1%), quando inseridas na matriz polimérica, as
nanoparticulas podem ter atuado como agente nucleantes, favorecendo assim a
organizacdo estrutural do polimero, o que acarreta na formacdo de um numero
maior de cristais de menor tamanho.

Entretanto, quando inseridas na matriz polimérica em uma concentracdo mais
elevada (0,2%), os valores de 26 aumentam, o que indica a formacao de cristais de
tamanhos maiores, o que pode ter sido causado pela ma dispersdo das nanocargas
na matriz poliméricas, prejudicando a interacdo entre as nanoestruturas e o PVA,
formando clusters. Assim, as nanoparticulas possivelmente elevam a distancia entre
as lamelas cristalinas devido a inclusdo de pequenos aglomerados de carga por
entre a estrutura cristalina do PVA. Esse efeito ja foi observado previamente no
trabalho de Hemalatha et al.,, (2014), ao dispersar nanoparticulas de ZnO, em

concentracgOes altas, variando de 5% a 20%, em uma matriz de PVA.
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Tabela 2- Grau de cristalinidade das amostras baseadas nos difratogramas

Amostra X (%0)
PVA puro 11
PVA + 0,1% TiO, 16
PVA + 0,2% TiO, 9
PVA + 0,1% ZnO 12
PVA + 0,2% ZnO 10
PVA + 0,1% ZrO, 14
PVA + 0,2% ZrO, 8

No que tange o grau de cristalinidade dos sistemas, pode-se determinar que a
inclusdo dos 6xidos na concentracdo de 0,1% nos sistemas levou ao aumento do
grau de cristalinidade, o que esta interligado a possivel acdo nucleante destas
nanoparticulas. Em contrapartida, a adicdo destas particulas na concentracdo de
0,2% levou a uma queda da cristalinidade do PVA, possivelmente em decorréncia de
sua aglomeracdo, que levou a formacédo de clusters que podem atuar como um
empecilho fisico a organizacdo das cadeiais. Ahmad et al. (2014) relataram um
efeito similar em seus sistemas foi possivel avaliar que, quando a concentracdo de
TiO, é alta, as nanoparticulas interferem e atrapalham o empacotamento das
cadeias poliméricas, causando assim uma diminuicAo na cristalinidade do

nanocompaosito.

5.1.2 Analise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR do PVA apresenta todas as bandas caracteristicas da estrutura deste
polimero conforme indicado na Tabela 3. Com base nos espectros de FTIR obtidos
para o PVA puro e cada um de seus nanocompositos (Figuras 32-34), é possivel

estabelecer que ndo ocorreu nenhuma alteracéo na forma ou no posicionamento das
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bandas referentes & matriz de PVA. Este comportamento indica que possivelmente a
interacdo entre a matriz polimérica e as nanoparticulas prevalece de maneira fisica,
ou que a interacdo quimica entre as fases se da através de forcas de baixa

intensidade, de forma que a técnica ndo consegue detectar.

Tabela 3- Assinalamento das bandas do infravermelho referentes ao PVA

Amostra Bandas (cm™)
O-H 3450
C—-H 2930
C=C 2050
Aldeido ou cetona insaturado 1705
Cc=cC 1640
C = C conjugado 1585
-CH, — 1450
—C-O—H— 1080

Todavia, deve-se destacar que outra possibilidade para inalteracdo das
bandas reside no fato de que no presente estudo as particulas de 6xidos metalicos
foram utilizadas em concentracdes bem reduzidas (0,1% e 0,2%). A diminuta
concentracdo desses Oxidos nos sistemas pode ter ficado aguém do limite de

deteccdo do equipamento.
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Figura 32 - FTIR dos nanocompoésitos de PVA com 6xido de titanio
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Figura 33 - FTIR dos nanocompositos de PVA com 6xido de Zinco
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Figura 34 - FTIR dos nanocompoésitos de PVA com 6xido de Zircdnia
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5.1.3 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Essa analise teve como objetivo aferir a influéncia da incorporacdo dos oxidos
metalicos sobre a estabilidade térmica do material. Os termogramas encontram-se

nas Figuras 35-37 a seguir.

100 —PVA
——PVA+0,1% TiO2
804 ——PVA +0,2% TiO,
9
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Figura 35 - Termogramas dos nanocompa@sitos de PVA com 0Oxido de titanio

100 —— PVA puro
—PVA +0,1% ZnO
—PVA +0,2% ZnO
80
X 60
©
»
»
S 40-
20
0 T T T T T T T T T v
100 200 300 400 500 600
Temperatura(°C)

Figura 36 - Termograma dos nanocompoésitos de PVA com 6xido de Zinco
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Figura 37 - Termograma dos nanocompositos de PVA com 6xido de ZircOnia

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a degradacdo da
matriz de PVA apresenta trés eventos de perda principais, como descrito na
literatura (HOLLAND; HAY, 2001). O primeiro deles ocorre a cerca de 100°C e
relaciona-se com a saida de 4gua remanescente no sistema. A maior parte de perda
de massa acontece por volta de 300°C, devido a saida do grupo lateral acetato,
seguida de uma terceira perda de massa, entre 350°C e 450°C, correlacionando-se
com a degradacdo da rede polimérica de PVA propriamente dita (ASSENDERT;
WINDLE, 1998). O segundo evento de perda foi considerado como temperatura de
inicio de degradacao real para o calculo da temperatura de onset, pois corresponde

ao momento onde ocorre de fato a degradacdo da matriz polimérica (Tabela 4).
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Tabela 4 — Pardmetros do TGA dos filmes de nanocompdsitos

Amostras Tonset (°C) Tpeak (°C) Residuo (%)

PVA 301 334/440 5%
PVA + 0,1% TiO» 301 333/440 5%
PVA + 0,2% TiO, 302 335/441 5%
PVA + 0,1% ZnO 302 333/442 5%
PVA + 0,2% ZnO 299 333/440 5%
PVA + 0,1% ZrO, 300 334/441 5%
PVA + 0,2% ZrO, 299 333/439 5%

Os resultados dos nanocompdsitos mostrados da Tabela 4 indicam que a
presenca dos 6xidos na matriz de PVA néo foi capaz de alterar a resisténcia térmica
dos sistemas obtidos sob a perspectiva da resisténcia térmica do material, uma vez
que os valores de Tonset para todas as amostras permaneceram constantes, num
valor em torno de Tonset = (301 + 2)°C. De maneira similar, ndo houve diferenca entre
os valores de Tpeak €ntre os filmes de PVA puro e os nanocompositos. Entretanto,
observando os termogramas exibidos anteriormente, é possivel destacar que a
presenca destas nanoparticulas alterou grandemente o percentual de &gua

remanescente ou adsorvido nos sistemas.

Os resultados obtidos nessa Dissertagéo contradizem a maioria dos trabalhos
estudados (AHMAD; DESHMUKH; HABIB, 2014; GONG et al, 2014
MOHANAPRIYA et al.,, 2016; RADOICIC et al., 2012), que mostram que a
incorporagdo de nanoparticulas na matriz polimérica causa um aumento na
estabilidade térmica do material, pois diminui sua mobilidade molecular e limita o
fluxo de gases durante o processo degradativo. Contudo, 0 comportamento exibido
pode ser atribuido a natureza das particulas avaliadas, uma vez que, 0S atomos
metalicos destas particulas podem atuar como aceleradores do processo
degradativo de algumas matrizes (MARRAS et al., 2008; FUKUSHIMA; TABUANI,
CAMINO, 2009; SILVA et al., 2016).
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5.1.4 Relaxometria por Ressonancia Magnética Nuclear no dominio do tempo
(RMN)

O estudo da Relaxometria por ressonancia magnética nuclear pelo dominio
do tempo foi realizado com o intuito de avaliar a dinamica molecular dos
nanocompositos a base de PVA com o6xidos de zinco, zircbnia e titanio. Apos a
realizacdo deste ensaio, foi calculado o tempo de relaxacdo (T;H) apdés o
decaimento exponencial (Tabela 5) e foram obtidas as curvas de dominios exibidas

na Figura 38.

/\ PVA +0,2% Zr0,
PVA +0,1% Zr0,

J\ PVA + 0.2% ZnO

PVA +0,1% ZnO

/\ PVA +0,2% TiO,
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/\ PVA puro
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Figura 38 - Curva de dominio dos sistemas a base de PVA e 6xidos metalicos

Observando a Figura 38, pode-se notar que ambas as concentracdes de
nanoparticulas (0,1 e 0,2%) alteram o tempo de relaxacdo T;H em comparacdo com
o filme de PVA puro, mas seus efeitos sdo opostos; enquanto as menores
concentracdes elevam o tempo de relaxacao, as maiores causam sua reducao.

No primeiro caso (0,1%), quando inseridas na matriz polimérica, as
nanoparticulas culminam em um maior valor de T;H, o que se traduz em um
aumento da rigidez molecular do material, uma vez que as nanoparticulas
conseguem uma melhor dispersdo no polimero, conseguindo assim uma melhor

interacdo entre a nanoestrutura e a matriz polimérica.
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Quando inseridas na matriz polimérica em uma concentracdo maior (0,2%),
os valores de T;H cairam, devido & aglomeragdo das nanoparticulas, formando um
cluster, o que pode ter ocasionado uma separacdo de fases, o que provoca um
afastamento das cadeias do polimero e um aumento do volume livre, o que acarreta
no aumento da mobilidade molecular. Explicando, assim, como o aumento da
quantidade de nanoparticulas repercute em uma diminui¢cdo no tempo de relaxacéo,
também descrito na literatura (SILVA et al., 2016; SOARES et al., 2015).

Tabela 5 — Tempos de relaxac&o spin-rede dos sistemas PVA/Oxidos metélicos

Amostra TiH (ms)
PVA puro 312
PVA + 0,1% TiO, 895
PVA + 0,2% TiO, 307
PVA + 0,1% ZnO 341
PVA + 0,2% ZnO 150
PVA + 0,1% ZrO, 1190
PVA + 0,2% ZrO, 945

5.1.5 Teste de deposicao de Calcio e Fosfato na superficie dos arcaboucos

A bioatividade dos arcaboucos foi avaliada a partir da imersdo dos mesmos
em SBF (simulated body fluid — Fluido biolégico simulado), uma solugdo com
concentracbes de ions que simula o plasma sanguineo muito utilizado para
mensurar a capacidade de atracdo a deposicdo de sais de fosfato como a
hidroxipatita (TADASHI; TAKADAMA, 2006). Esse ensaio é largamente utilizado com
a finalidade de avaliar a capacidade de osteoinducdo de materiais, visando

aplicagdo como arcabougos 0sseos.
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A adicdo de O6xidos metalicos sobre estruturas implantares ou materiais
poliméricos para regeneracdo 6ssea demonstra atividade de deposicdo de sais a
base de calcio e fosfato no organismo humano, sobretudo na forma de
hidroxiapatita. Tal comportamento se deve, possivelmente, a presenca da cobertura
de PVA contendo 6xidos metalicos; nestes sistemas, tanto as nanoparticulas quanto
a matriz polimérica apresentam-se ricos em terminais OH que apresentam uma
carga parcial negativa. Tais cargas tendem a melhorar a deposicdo desses sais na
superficie do material.

Mas quando se aumenta a concentracdo dos Oxidos, ndo se aumenta a
efetividade, como seria 0 esperado (Tabela 6). Quando a nanocarga se encontra
bem dispersa na matriz polimérica, os oxidos se encontram separados uns dos
outros e assim existe uma area superficial bem grande para atrair e reagir com 0
fosfato de célcio. Porém, quando se aumenta a concentracdo para 0,2%, a
dispersdo é comprometida e clusters sdo formados, ou seja, as hidroxilas sao
perdidas na interacdo carga-carga, e a area superficial é reduzida.

A bioatividade no que tange a deposicdo de calcio é de grande importancia
para arcaboucos dsseos, pois a deposicdo de sais a base de célcio e fosfato pode
representar 0 mecanismo inicial de osteointegracdo e serve como sinalizagao
biolégica para os osteoblastos e osteoclastos, responsaveis pelo reparo da area

lesada.
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Tabela 6- Deposicéo de sais de Célcio e Fosfato nos sistemas de PVA/6xidos

metalicos
Sistemas Ca (%) P (%)
PLA 0 0

PLA + PVA 11 0,6
Titanio 0,1% 12,6 5,6

Zinco 0,1% 4.8 2,1
Zirconia 0,1% 7,6 3,5
Titanio 0,2% 154 6,3

Zinco 0,2% 3,6 1,8
Zirconia 0,2% 8,5 4,2

5.1.CARACTERIZACAO DOS ARCABOUCOS RECOBERTOS COM
NANOCOMPOSITOS

5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar o padrdo poroso dos
arcaboucos impressos (Figuras 39-41), bem como avaliar que seu padrdo de
preenchimento correspondia ao formato honeycomb, caracterizado pela utilizacdo de

estruturas hexagonais similares ao formato casa de abelha.
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2016/10/25 13:53 HL D9.7 x30 2mm  CETEM 2016/10/25 1406 HD12.5 x3

2016/10/25 14:16 HL D9.8 2016/10/25 14:28 HL D12.1 x30 2mm

Figura 39 - Imagens de MEV de arcaboucos 30% de porosidade (a) puro, (b) 0,1% ZnO, (c)
0,1% de Zr02, (d) 0,1%T|02

201601025 1414 HL D17.5x30

CETEM 201611025 1405 HL D125 x30 2mm CETEM 20161026 1427 HL D121 x30 2mm

Figura 40 - Imagens de MEV de arcaboucos 40% de porosidade (a) puro, (b) 0,1% ZnO, (c)
0,1% de ZrO,, (d) 0,1%TiO,
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Figura 41 - Imagens de MEV de arcaboucos 50% de porosidade (a) puro, (b) 0,1% ZnO, (c)
0,1% de ZrO2, (d) 0,1%TiO2

Dentre os preenchimentos padrdes que o software de modelagem oferece, o
honeycomb foi o escolhido porque € o que possibilita um ganho maior de resisténcia
mecanica, pois € uma estrutura voronoica, que por mais que nao seja um voronoi
tridimensional perfeito, ainda é mais resistente do que os outros infills que seguem
padrées com menores resisténcias.

O Voronoi é uma decomposicdo do espaco, um diagrama matematico
formado a partir de pontos. O voronoi tem a capacidade de distribuir a energia
mecanica de maneira homogénea por toda a estrutura da peca, aliviando as tensdes
em pontos especificos, conferindo assim uma maior resisténcia a resisténcia
intrinseca do material.

Esses desenhos hexagonais seguem o preceito da biomimética, que é um
ramo da ciéncia que se apropria de estruturas encontradas na natureza e de seus
desenhos para atingir caracteristicas especificas. No caso do honeycomb, assim
como sugere seu nome, a inspiracdo do desenho vem dos favos de mel que as
abelhas fabricam, mas este desenho também ¢é encontrado espalhado pela
natureza; a grande diferenca € que muitas estruturas da natureza tém o voronoi
gerado de maneira aleatéria, mas os favos de mel seguem um padrdo, uma

conformacao, como mostra a Figura 42.
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Figura 42- Configuracao voronoi (a) dos favos de mel e (b) aleatéria

Outro fator importante evidenciado pelas imagens € o tamanho dos poros;
com base nas eletromicrografias de cada grupo, é possivel observar que o tamanho
dos poros diminui, conforme se aumenta porcentagem do infill (50%-70%). O valor
do tamanho de cada poro foi estimado a partir do uso do software de imagem

IMAGE J e encontra-se listado na Tabela 7 a seguir.

Tabela 7 — Diametro do poro x porosidade dos arcaboucos obtidos

Porosidade Diametro do poro (mm)
50% 1,54
40% 1,06
30% 0,58

Os resultados obtidos para o tamanho dos poros sdo maiores que 0s
presentes na literatura, que determinam que, para garantir uma boa penetragéao
celular e osteogénese, o tamanho ideal de um poro deve variar de 100-400 pm
(BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY, 2013). Um trabalho recente estudou o
efeito do tamanho de poros (100, 200, 350 and 500 um) em um arcabouco a base
de polipropileno. Os resultados mostraram uma proliferacdo Otima de células
MC3T3-E1 para os arcabougcos com o0s poros de 200 e 350, enquanto que 0s
arcaboucos com poros com 500 ndo conseguiram sustentar células por mais de 7
dias (LEE et al., 2010). Outro trabalho corroborou esse resultado, ressaltando que
poros de 500 ou maiores sao grandes demais para células interagirem (LIM; CHIAN;
LEONG, 2010).
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No que tange os arcaboucos apos a cobertura de PVA, pode-se observar que
a partir do método proposto conseguiu-se recobrir as estruturas do arcabougo com a
matriz polimérica hidrofilica, pois 0os arcaboucos recobertos apresentam uma grande
parte de seus poros recobertos e aparentam ser mais eletrondensos que 0s puros
devido a adicdo dessa cobertura. Além disso, embora possa ser observada uma
cobertura de grande parte da estrutura, pode-se determinar que a mesma néo se
deu de forma homogénea, uma vez que, deixou poros remanescentes. Isso se deve,
possivelmente, a forma de obtencdo da cobertura que se baseou na imersdo da
amostra em uma solugéo.

E possivel também notar irregularidades e falhas nas camadas, e isso se
deve ao fato da técnica de impresséo 3D por filamento fundido ndo ser uma técnica

tdo precisa quanto, por exemplo, estereolitografia ou sinterizacdo a laser seletivo.

5.2.2 Andlise termogravimétrica (TGA)

Essa andlise teve como objetivo aferir a influéncia da incorporacdo da
cobertura do nanocompa@sito ao arcabouco impresso de PLA. Em todas as amostras,
as curvas apresentaram apenas um processo de degradacéo, entre 300°C e 400°C,
muito semelhante ao processo de degradacdo do PLA descrito na literatura, e isso
provavelmente se deve pelo fato do PLA ser o componente majoritario dos sistemas
obtidos. Entretanto, as Figuras 43-45 mostram que a adicdo da cobertura de PVA
influencia negativamente nas propriedades térmicas do arcabouco de PLA. Tal
comportamento pode estar relacionado com a menor resisténcia térmica do PVA,
utilizado na cobertura dos arcaboucos, que pode ter contribuido para reduzir a
resisténcia térmica do material puro (Tabela 8).

N&o foram encontrados na literatura outros sistemas em forma de arcaboucos
recobertos para comparar os resultados obtidos. Todavia, 0 presente resultado
corrobora a pesquisa de Yeh et al., (2008), que produziu misturas de PLA/PVA e
avaliou a estabilidade térmica das mesmas, realizando analise de TGA do PVA puro,
PLA puro e das misturas de ambos os polimeros em diversas concentracdes. Os
resultados obtidos demonstraram que a temperatura de onset do PVA é mais baixa
que a do PLA puro, bem como determinou que a ordem decrescente de estabilidade
térmica dos sistemas obtidos foi: PLA > PLAgy/PVA2o > PLAGg/PVA4 > PLA4o/PVAeo

> PLA2o/PVAg, > PVA. Assim, com base nestes resultados pode-se ressaltar que a
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presenca de PVA no sistema compromete as propriedades térmicas da mistura
PLA/PVA (YEH et al., 2008).
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Figura 43 - Termograma dos arcaboucgos 30% recobertos com nanocompagsitos
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Figura 44 - Termograma dos arcaboucgos 40% recobertos com nanocompagsitos
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Figura 45- Termograma dos arcaboucos 50% recobertos com nanocomp@sitos

Tabela 8 — Parametros do TGA dos arcaboucgos

Amostra Tonset °C)  Tpea °C)  Residuo (%)

Arcabouco 30% 357 374 1
Arcabougo 30% + PVA 0,1% TiO, 341 361 1
Arcabouco 30% + PVA 0,1% ZnO 339 360 1
Arcabougo 30% + PVA 0,1% ZrO, 327 356 1
Arcabougo 40% 361 374 1
Arcabougo 40% + PVA 0,1% TiO, 345 363 1
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZnO 342 359 1
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZrO, 343 359 1
Arcaboucgo 50% 336 358 1
Arcabouco 50% + PVA 0,1% TiO, 322 349 1
Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZnO 321 347 1

323 346 1

Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZrO,

73
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Com base no resultado dos arcaboucgos puros pode-se determinar que o
sistema contendo 50% de porosidade apresentou resisténcia térmica inferior aos
demais (30% e 40% de porosidade), tal comportamento pode decorrer da menor
espessura das paredes dos poros que sao impressas de espessura mais delgada a
fim de conferir maior porosidade ao arcabouco, conforme evidenciado pela analise
de MEV.

Comparando-se a resisténcia térmica dos arcabougcos com mesma
porosidade pode-se determinar que nao ha diferenca significativa entre as diferentes
particulas analisadas em nenhum dos sistemas propostos. Esse comportamento
pode refletir a baixa concentracdo destes compostos, que representam 0,1% em
massa da cobertura, que compde um pequeno percentual da massa total do
arcabouco. Assim, sua influéncia é provavelmente desprezada sob a perspectiva de

resisténcia térmica dos sistemas.

5.2.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram realizadas
para os arcaboucos recobertos e néo recobertos a fim de se obter os valores das
respectivas temperaturas de transigdo vitrea (Tg), temperaturas de fusdo cristalina
(Tm) e de calcular os graus de cristalinidades (X;), para determinar como 0 processo
de adicdo da cobertura influenciou nas transic6es térmicas dos arcaboucos obtidos.
Tendo por base que a maior parte do sistema era composto pelo PLA que
conformava a base do arcabouco, as transicfes térmicas relativas a este polimero
foram o foco da analise de DSC.

Segundo a Tabela 9, pode-se notar que as T4s dos arcaboucos puros de 30%
e 50% encontram-se na faixa estabelecida na literatura para o PLA, que estabelece
a Ty = 58°C. Os arcabougos recobertos apresentam uma unica T4, mas em valores
mais elevados, na faixa de 58°C a 79°C (XIAO et al., 2006), ou seja, apresentam
uma Tg intermediéaria entre a Tg do PLA e a do PVA.

Abdal-Hay et al. (2015) também encontraram resultados semelhantes ao
produzirem arcaboucos de PLA por eletrofiacdo, recobertos por PVA; eles acreditam
que o aparecimento de uma unica T4 se deve ao fato de que houve uma boa
interacédo entre o PLA e o PVA (ABDAL-HAY et al., 2015). Assim, é possivel que o
resultado encontrado no presente trabalho indiqgue que os polimeros apresentam

boa compatibilidade entre si, conseguindo providenciar um sistema miscivel.
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Todavia, deve-se destacar que ha a possibilidade de haver apenas uma T4 nos
sistemas obtidos como decorréncia da baixa massa de PVA, que pode ter se
encontrado aquém da capacidade de deteccdo do DSC.

Observando as Figuras 46, 47 e 48, percebe-se que, apds a T4, existe um
pico exotérmico e um endotérmico, referindo-se a cristalizagdo e a fusdo cristalina
do material, respectivamente. A fuséo cristalina acontece na faixa de 166°C a 171°C
para todas as amostras, valores muitos semelhantes a temperatura de fuséo
cristalina (T,) para o PLA descrito na literatura (ELAKKIYA et al., 2012). Assim, &
possivel afirmar que a fusdo observada se refere ao componente de PLA do
sistema, enquanto que a fusdo da cobertura de PVA n&o pode ser observada dentro
da faixa de temperatura escolhida.

O processo de cristalizacdo em aquecimento observado neste estudo € um
evento comum em poliésteres como o PLA, PHB e PCL, e reflete a facilidade de
cristalizacdo destes materiais, que lhes concedem a capacidade de gerar um
processo de organizacao e cristalizacdo de seu material como resposta ao ganho de
mobilidade decorrente do aguecimento do sistema.

O grau de cristalinidade dos arcaboucos € um parédmetro importante a ser
calculado uma vez que a cristalinidade est4 inversamente relacionada a sua
biodegradacéo, que para o presente estudo é de grande importancia uma vez que
este evento deve acontecer na mesma taxa que a regeneracdo do tecido 6sseo.
Assim, foi calculado o grau de cristalinidade dos sistemas segundo a equacéo 1,
usando AHpyi00% = 106J/m relativa ao PLA (PARANHOS et al., 2007) e o0s resultados
apresentados na tabela 9 exibida a seguir.

Nota-se que a incorporacdo da cobertura causa um aumento bastante
significativo na cristalinidade e isso pode ser explicado com base no processo de
obtencdo destes arcaboucos. A fim de secar adequadamente a cobertura de PVA,
os arcaboucos foram armazenados em estufa a 80°C por 3 dias, sendo esse
processo realizado duas vezes para cada arcabougco. Como a temperatura de
secagem da cobertura estava entre a T4 e a T, do PLA, este processo
possivelmente levou ao processo de recozimento do material, causando o aumento

de cristalinidade observado.
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Amostra Tg(°C) Twm(°C) AH:(J/g) AHm(J/g) Xc (%)

Arcabouco 30% 58 169 22 29 7
Arcabougo 30% + PVA 0,1% TiO, 67 166 2 26 25
Arcabouco 30% + PVA 0,1% ZnO 67 167 1 18 18
Arcabouco 30% + PVA 0,1% ZrO, 69 17 1 21 21
Arcabouco 40% 69 167 20 25 5
Arcabougo 40% + PVA 0,1% TiO, 1 170 2 28 28
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZnO 71 167 2 35 35
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZrO, 71 167 2 32 32
Arcabouco 50% 56 170 25 34 9
Arcabouco 50% + PVA 0,1% TiO, 65 167 3 34 33
Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZnO 68 168 1 22 22
67 169 1 16 16

Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZrO,

Com base nas curvas dos termogramas exibidos nas Figuras 46 a 48 pode-se

observar que o perfil das curvas de DSC néo se altera para nenhum dos sistemas

analisados, indicando que a heterogeneidade e perfeicdo cristalina ndo foram

significativamente alteradas pela presenca da cobertura de PVA nos sistemas.
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Figura 47 - Curvas de DSC dos arcaboucos com 40% de porosidade
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Figura 48 - Curvas de DSC dos arcabougos com 50% de porosidade

5.2.4. Ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN)

Comparando-se os arcaboucos com as diferentes porosidades, ndo se nota
diferenca no tempo T;H, ou seja, a porosidade nao influenciou na mobilidade

molecular das cadeias poliméricas (Tabela 10).

Tabela 10 — Tempos de relaxacao spin-rede dos arcaboucos com diferentes porosidades

Amostra T:H (ms)
Arcabouco 30% 512
Arcabouco 40% 512
Arcabouco 50% 503

O mesmo € observado quando se compara o0s arcaboucos contendo os
diferentes Oxidos (Tabela 11). Ndo ha diferencas significativas para nenhuma das
porosidades investigadas; todos os valores de TiH encontram-se dentro do valor de
erro de medida do equipamento (5% do valor de tempo estimado). O mesmo é
observado na curva de dominios exibida nas Figuras 49 a 51 que demonstram um

perfil similar para todas as amostras, ndo indicando alteracbes significativas da
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rigidez molecular ou aumento de heterogeneidade do sistema. Este comportamento
indica que a presenca do 6xido ndo alterou a mobilidade molecular dos arcabougos
ou ainda que a baixa concentracdo dos mesmos, somada a reduzida massa de PVA
no sistema, possa ter limitado a identificacdo de seu efeito sobre os sistemas de

maneira similar ao ocorrido com a andlise de TGA.

Tabela 11 — Tempos de relaxacao spin-rede dos arcaboucos recobertos com PVA

Amostra T:H (ms)
Arcabouco 30% 512
Arcabouco 30% + PVA 0,1% TiO, 525
Arcabouco 30% + PVA 0,1% ZnO 541
Arcabouco 30% + PVA 0,1% ZrO, 532
Arcabouco 40% 512
Arcabouco 40% + PVA 0,1% TiO, 524
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZnO 534
Arcabouco 40% + PVA 0,1% ZrO, 526
Arcabouco 50% 503
Arcabouco 50% + PVA 0,1% TiO, 523
Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZnO 543

Arcabouco 50% + PVA 0,1% ZrO, 530
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Figura 49 - Curvas de dominio dos arcaboucos com 30% de porosidade
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Figura 51 - Curvas de dominio dos arcaboucos com 50% de porosidade

6. CONCLUSOES

Com bases nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

Os 6xidos foram bem dispersos em concentragcdes menores (0,1%) na matriz
de PVA, porém as concentracbes maiores (0,2%) geraram aglomerados que

comprometeram a mobilidade das cadeias poliméricas.

Os resultados de DRX, RMN e TGA provam que a incorporacdo das
nanocargas a matriz polimérica foi efetiva, embora ndo tenham sido observadas
distorcBes das bandas e picos dos nanocompésitos, quando comparados com o
polimero puro, obtidos na técnica de FTIR, o que infere que as interagdes entre 0s

dois componentes se deram de forma fisica.

A incorporacdo de Oxidos na matriz polimérica de PVA ndo alterou a
estabilidade térmica, uma vez que os valores de Tonset PEFManeceram constantes,
num valor Tonset = (301 £ 2) °C. Devido as melhores dispersbes, as concentragbes
menores (0,1%) apresentaram melhor desempenho como agente nucleante e
também uma melhor deposicédo de calcio e fosfato na sua superficie, enquanto que
as concentracdes maiores (0,2%) geraram aglomerados, perdendo o efeito nano.
Assim, os filmes de 0,1% foram escolhidos para seguir para a segunda etapa do
projeto; o recobrimento dos arcaboucos.
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Os arcaboucos foram impressos por filamento fundido e caracterizados por
MEV, mostrando que sua porosidade seguiu o desenho honeycomb pré-
determinado, corroborando com a afirmacdo que a impressao 3D permite um maior
controle sobre a arquitetura e geometria dos arcaboucos. A microscopia tambéem
permitiu confirmar que as coberturas com os nanocompoésitos foram bem sucedidas,
todavia, ocorreram de forma heterogénea. Os tamanhos dos poros, variaram de 0,58

a 1,54 mm, para as porosidades de 30 a 50%, respectivamente.

A presenca de PVA provocou uma diminuicdo da estabilidade térmica,
enquanto que o DSC mostrou a presenca de uma so T4 € que 0 aumento no grau de
cristalinidade para os arcaboucos recobertos foi devido ao recozimento conseguido

durante o recobrimento.

Em virtude dos fatos mencionados, € possivel inferir que os objetivos
propostos nesta Dissertacdo foram cumpridos e executados com sucesso. Com
base nos resultados obtidos, a cobertura de arcaboucos impressos 3D com o6xidos
metélicos melhora suas propriedades, tornando-0s mais vantajosos para a area de
regeneracao tecidual 6ssea.

7. SUGESTOES

Como sugestdes futuras para a complementacao das investigacdes iniciadas nesta

dissertacdo encontram-se:

- Avaliacdo da resisténcia a compresséo dos arcaboucos obtidos a fim de avaliar o

impacto da cobertura de PVA nas mesmas;
- Realizacéo de ensaios Live/dead para avaliar a biocompatibilidade dos sistemas;
- Avaliacdo do tempo de biodegradacéo in vitro dos arcaboucos obtidos;

- Realizar ensaios com cultura de fibroblastos para determinar a capacidade de

adesao celular nas superficies dos arcaboucos recobertos.
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