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RESUMO

A remodelacdo dssea é um processo dindmico que acontece durante toda a vida e também no
reparo de lesbes. O reparo fisioldgico do tecido 6sseo nem sempre é possivel dependendo da
extensdo e da gravidade da lesdo. Uma alternativa aos tratamentos convencionais € a utilizacédo
de scaffolds que auxiliem na colonizacéo e proliferacdo de células dsseas para a regeneracao do
tecido. A Engenharia Tecidual tem o objetivo de desenvolver esses substitutos bioldgicos que
restauram, mantém ou melhoram a funcdo de diferentes Orgdos, tecidos e estruturas
multicelulares. O poli (&cido latico) - PLA - é um polimero biocompativel, biodegradavel e
biorreabsorvivel amplamente utilizado na engenharia de tecidos. Foram realizados ensaios de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TGA)
e Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) para a caracterizagéo do filamento de PLA. Neste
trabalho foram produzidas pecas cilindricas de PLA com filamentos horizontais e verticais
utilizando a técnica de Modelagem por Fusdo e Deposi¢do em uma impressora 3D. As pecas
produzidas foram caracterizadas através de Microscopia Optica, Microscopia Eletronica de
Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva (MEV/EDS), Anélise da
Porosidade pelo método de Arquimedes e Ensaio de Compressdo. As analises de microscopia
indicaram que as pecas com filamentos horizontais e verticais apresentaram filamento com
espessura de 100 um e internamente poros regularmente distribuidos e com 600 um de tamanho.
Nas analises de EDS foram observados a presenca somente de oxigénio e carbono, constituintes
do polimero PLA. N&o foram encontrados outros elementos que pudessem indicar
contamina¢do ou impureza do material utilizado. A porosidade teérica das pecas com
filamentos horizontais e verticais foi de 82 %. A peca de PLA com filamentos horizontais
apresentou maior resisténcia mecanica no ensaio de compressdo. Os resultados indicam que as
pecas de PLA produzidas por impressdo 3D apresentam potencial aplicacdo como scaffold para
a engenharia de tecido 6sseo compacto.

Palavras Chave: Tecido 6sseo, scaffold, Poli (acido latico), Impressédo 3D, Modelagem por
Fuséo e Deposicao.



ABSTRACT

Bone remodeling is a dynamic process that happens throughout life and in injury repair. The
physiological repair of the bone tissue is not always possible depending on the extent and
severity of the lesion. An alternative to conventional treatments is the use of scaffolds that assist
in the colonization and proliferation of bone cells for tissue regeneration. Tissue Engineering
aims to develop these biological substitutes that restore, maintain or enhance the function of
different organs, tissues and multicellular structures. Poly (lactic acid) - PLA - is a
biocompatible, biodegradable and bioresorbable polymer widely used in tissue engineering.
Infrared Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR), Thermogravimetry (TGA) and
Differential Exploration Calorimetry (DSC) were used to characterize the PLA filament. In this
work were produced PLA cylindrical pieces with horizontal and vertical filaments using the
technique of Fusion Modeling and Deposition in a 3D printer. The pieces produced were
characterized by Optical Microscopy, Scanning Electron Microscopy coupled to Dispersive
Energy Spectroscopy (SEM/EDS), Porosity Analysis by the Archimedes Method and
Compression Test. Microscopy analyzes indicated that the horizontal and vertical filaments
pieces presented filaments with a thickness of 100 um and internally regularly distributed pores
with 600 pum in size. In the EDS analyzes, the presence of oxygen and carbon were observed,
constituents of the PLA polymer. There were no other elements that could indicate
contamination or impurity of the material used. The theoretical porosity of the pieces with
horizontal and vertical filaments was 82%. The PLA piece with horizontal filaments presented
higher mechanical strength in the compression test. The results indicate that PLA pieces
produced by 3D printing present potential application as scaffold for the engineering of compact

bone tissue.

Key words: bone tissue, scaffold, Poly (lactic acid), 3D printing, Fusion Modeling and

Deposition.
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1. INTRODUCAO

Os 0ss0s sdo estruturas vascularizadas que executam um papel fundamental no corpo
humano, desempenhando as funcbes de protecdo de Orgaos vitais, suporte, movimento,
hematopoiese e homeostase metabolica. Os 0ssos tém como principal constituinte o tecido
6sseo, um tecido dindmico e que constantemente sofre remodelagdo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Lesdes no tecido 6sseo sdo muito comuns e decorrem de diversos fatores como acidentes
automobilisticos, pratica esportiva, doencas congénitas e aumento da fragilidade durante o
envelhecimento (HOOLINGER et al., 1999). As lesdes no tecido 6sseo acarretam dores,
comprometimento de movimentos e fungdes, induzindo morbidade e até mesmo a mortalidade
nos casos mais extremos. O tecido 6sseo pode se recuperar naturalmente em condicdes
fisioldgicas para danos de pequena extensdo, entretanto, em fraturas de grande extensdo com
comprometimento de tecidos adjacentes, somente a remodelacdo éssea ndo é suficiente
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Nesses casos é necessario a utilizacdo de biomateriais

como pinos, placas, parafusos, hastes intramedulares e enxertos 0sseos.

Alternativamente aos tratamentos existentes, a engenharia de tecidos surge como uma
estratégia de pesquisa promissora. Nessa abordagem, a primeira etapa € o desenvolvimento de
scaffolds, estruturas porosas tridimensionais, que servem como suportes temporarios
conduzindo a formacdo de um novo tecido. Os scaffolds devem ser biocompativeis,
biodegradaveis e permitir a colonizacdo, a proliferacdo e a diferenciacao das células (COSTA-
PINTO et al, 2011). Diversos materiais podem ser utilizados para a obtengéo de scaffolds, como
polimeros, ceramicas e compdsitos. Dentre os polimeros, o poli (&cido latico) - PLA - tém sido
amplamente utilizado por ser biocompativel, biodegradavel, biorreabsorvivel e ter baixo custo
(ROCHA, et al., 2012). Para a construcdo de scaffolds poliméricos diferentes métodos podem
ser utilizados. A impressao 3D € uma técnica que possui inUmeras vantagens como rapidez,
capacidade de obtencdo de estruturas complexas, baixo custo e possibilidade de customizacao

das pecas produzidas.

Nesse sentido, a producéo de estruturas tridimensionais que suportem o crescimento e a
diferenciacdo de celulas utilizando tecnicas de prototipagem réapida é uma alternativa

interessante para o reparo de lesdes 0sseas extensas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Produzir e caracterizar pecas porosas de PLA a partir de impressdo 3D para possivel
aplicacdo como scaffold na engenharia de tecido 6sseo.

2.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar os filamentos de PLA utilizando as técnicas de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TGA) e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC).

e Produzir pecas porosas de PLA a partir da impressdo 3D utilizando o método de
Modelagem por Fusdo e Deposicdo (FDM) com deposicdo horizontal e vertical dos
filamentos.

o Caracterizar as pegas de PLA produzidas utilizando as técnicas de Microscopia Optica,
Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(MEV/EDS), Analise da Porosidade através do Método de Arquimedes e Ensaio de
Compresséo.

e Comparar as propriedades fisico-quimicas das pecas de PLA impressas com deposi¢do
horizontal e vertical dos filamentos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TECIDO OSSEO

Os o0ssos constituem aproximadamente de 15 a 20% do peso corporal e sdo ricos em
vasos sanguineos. Por ser uma estrutura inervada e irrigada, 0s 0ssos apresentam sensibilidade,
alto metabolismo e capacidade de regeneracio. E considerado uma estrutura anatbmica e um

orgao fisiologico, formando estruturalmente o esqueleto (DEMPSTER, 1999).

Os ossos sdo formados predominantemente por tecido 6sseo, um tecido conjuntivo
rigido e altamente especializado, constituido por células caracteristicas e matriz extracelular
(DEMPSTER, 1999). Dentre os principais componentes da matriz extracelular que determinam
as propriedades do tecido 6sseo pode-se destacar a fragdo inorganica mineralizada (65%)
constituida principalmente por hidroxiapatita, que confere resisténcia e rigidez ao tecido. E a
fracdo organica (35%), constituida por biomoléculas como fibras colagenas tipo |,
glicoproteinas, proteoglicanos. A presenca das fibras de colageno garante ao tecido certo grau
de elasticidade e flexibilidade (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; LIRANI, 2004). Uma
diminuicdo na composicao da fase mineral faria com que 0 0sso dobrasse sem ocorrer a quebra.
Caso a quantidade de colageno sofresse diminuicéo, contribuiria para o aumento da fragilidade
do 0sso e, consequentemente, este tecido poderia romper facilmente (SEELEY & STEPHENS,
2008). Logo, as duas fases, inorganica e organica, sdo fundamentais para a fisiologia do tecido
6sseo. A influéncia da composicdo de fases para as propriedades mecanicas do 0sso pode ser

exemplificada na Figura 1.

Figura 1 Composicao de fases do tecido 6sseo.

[Sem ‘ Sem
| Hidroxiapatita |,

b)

a) Osso normal, b) Osso sem hidroxiapatita, c) Osso sem colageno

FONTE: CARLOS, 2013.



14

Funcionalmente, o tecido dsseo estd associado ao suporte e sustentacdo de tecidos
moles, protecdo do sistema nervoso central, visceras vulneraveis e da caixa toracica onde reside
Orgdos vitais como pulméo e coracao. O tecido 0sseo € responsavel pela producao de células
sanguineas, através de um processo denominado hematopoiese. Possui um depdsito de fésforo,
magnésio e outros ions, liberando-os no organismo de forma controlada, além de possui a maior
reserva primaria de célcio do organismo, ion que participa intensamente da manutencdo do pH
interno do corpo, assim como da transmissao e conducdo do impulso elétrico em nervos e
musculos (DEMPSTER, 1999). Associados aos musculos estriados compdem o sistema
musculo-esquelético, participando da coordenacdo de movimentos voluntarios, ampliacdo da
forca muscular e sistema de alavancas (NOVAIS & JUNIOR, 2009).

3.1.1. Classificacdo do tecido 6sseo

Em funcdo da densidade da matriz dssea, 0 0sso pode ser classificado em: i) cortical ou
compacto e ii) trabecular ou esponjoso. Osso cortical e trabecular apresentam a mesma
constituicdo histoldgica, entretanto diferem no grau de compactacdo de suas lamelas. O 0sso
cortical constitui cerca de 80% do esqueleto e 0 0sso trabecular representa os outros 20% do
esqueleto total. Este Gltimo possui uma rede de trabéculas contendo espagos intercomunicantes
que abrigam a medula 6ssea, na qual ha producéo ativa de células sanguineas a partir de células
mesenquimais, possuindo, assim, metabolismo mais intenso (BETTI, 2004). O osso trabecular
tem uma elevada porosidade (cerca de 50-90%), menor densidade e menor resisténcia a

compressdo, quando comparado com o 0sso cortical. (KAPLAN, 1994; LIRANI, 2004)

Nos o0ssos longos, como o fémur, o corpo ou diafise consiste em 0sso
compacto formando um cilindro oco com espaco medular central, chamado de cavidade ou
canal medular. As extremidades dos 0ssos longos, chamadas de epifises, consistem em 0sso
esponjoso revestido por uma fina camada de osso compacto (Figura 2). As superficies
articulares, nas extremidades dos ossos longos, sdo revestidas por cartilagem hialina, a
cartilagem articular. Exceto nas superficies articulares e nos locais de inser¢édo dos tenddes e
ligamentos, a maioria dos 0ssos €é revestida pelo peridsteo, uma camada de tecido conjuntivo
especializado com potencial osteogénico. A cavidade medular da diafise e 0s espagos no interior
do o0sso esponjoso sdo revestidos pelo endosteo, também com potencial osteogénico
(KIERSZENBAUM & TRES, 2016).
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Figura 2: Representagdo dos aspectos macroscopicos de um 0sso longo.

Catiagem
&501\.1‘&!
\} Osso
J =~ e3poOnjoso
Epifise
"N Linha epifisana
Metéfice
[ « == Dss0 compacto
Didfise ¢

— p——

Epifise

FONTE: http://www.sobiologia.com.br/figuras/Corpo/osso%20longo.gif

De acordo com a organizacdo das fibras de colageno, o tecido Gsseo pode ser
classificado em: i) primario, imaturo, reticular ou ndo-lamelar e ii) secundario, maduro,
haversiano ou lamelar. O tecido primario apresenta disposicao irregular, desorganizacéo das
fibras colagenas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita. J& o tecido 6sseo secundario
possui fibras colagenas dispostas em lamelas paralelas ou concéntricas em torno de um canal
vascular central, constituindo o canal de Havers. Os canais centrais, contendo nervos e vasos
sanguineos, comunicam entre si e com a cavidade medular 6ssea através de canais denominados
canais de Volkmann (COTRAM et al., 2005). A organizacdo das fibras de colageno e das
células no tecido Gsseo primario e secundario é demonstrada na Figura 3.
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Figura 3: Organizagdo dos componentes do tecido dsseo.
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3.1.2. Células do tecido 6sseo

De acordo com Andia et al. (2006), as principais células do tecido dsseo sao:
osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (Figura 4). Essas células estdo

diretamente ligadas aos processos de formacao, reabsor¢do, manutencao e remodelacéo 0ssea.

Figura 4: Principais células do tecido 6sseo
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e Células osteoprogenitoras

As células osteoprogenitoras sdo de origem mesenquimal e possuem propriedades
semelhantes as células tronco: potencial para proliferacdo e capacidade para diferenciacéo. Elas
dao origem aos osteoblastos por meio de um mecanismo regulador que envolve fatores de
crescimento e de transcricdo, e estdo presentes na camada interna do peridsteo e do enddsteo
(ANDIA et al., 2006; AKERS & DENBOW, 2008). As celulas osteoprogenitoras persistem por
toda a vida como células Osseas de revestimento e sdo reativadas quando adultas durante o
reparo de fraturas dsseas e outras lesdes (KIERSZENBAUM & TRES, 2016).

e Osteoblastos

Séo células mononucleadas, ligeiramente alongadas, de origem mesenquimal e formam
uma camada celular continua sobre a superficie dssea que esta sendo formada. Os osteoblastos
sdo responsaveis pela producdo da porcdo organica da matriz 0ssea, bem como pela sua
mineralizacdo (MACKIE, 2003; CERRI, 2005). Sintetizam a matriz organica, constituida de
varias proteinas, tais como colageno tipo I, proteoglicanas, fosfoproteinas, citocinas, entre
outras. Estes componentes interagem entre si e organizam-se, fornecendo um arcabouco que
permite a deposicdo de sais minerais, além de algumas destas moléculas atuarem diretamente
na mineralizacéo do tecido (RAISZ & RODAN, 1998; KATCHBURIAN & CERRI, 2002).

e Ostedcitos

Os ostedcitos sdo o tipo celular mais abundante no tecido 6sseo. Sdo células elipticas,
menores que 0s osteoblastos, possuem diversos prolongamentos citoplasmaticos que se
estendem em direcdo aos prolongamentos de outros ostedcitos adjacentes, estabelecendo
juncles tipo gap entre estas células. Estas juncbGes permitem que mesmo 0s ostedcitos
localizados nas por¢des mais profundas do 0sso possam responder as modificacfes sistémicas,
bem como as modificacdes na superficie 0ssea, para que funcionem de modo coordenado e
harmonico (RAISZ & RODAN, 1998; KATCHBURIAN & CERRI, 2002). Dessa maneira, 0S

ostedcitos sdo considerados essenciais para manutencéo e vitalidade da matriz 6ssea.
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e Osteoclastos

Os osteoclastos sdo ceélulas gigantes multinucleadas derivadas dos macréfagos e
responsaveis pela degradacdo do 0sso, processo denominado osteoclasia (BANKS, 1992).
Adjacente a superficie 6ssea, sua membrana celular exibe numerosas invaginagdes, formando
uma borda em escova. Perifericamente a esta borda, ha uma regido do citoplasma que se
assemelha a uma faixa, denominada de zona clara que é uma porc¢éo desprovida de organelas e
rica em actina e miosina. Assim, ela é responsavel pela adesao do osteoclasto a superficie 0ssea,
delimitando essa borda em escova, onde ocorre a desmineralizagdo bem como a degradacéo da
matriz do tecido 6sseo (KATCHBURIAN & CERRI, 2002). Acredita-se que o osteoclasto
bombeie ions hidrogénio e cloreto através da borda em escova, originando acido cloridrico, que
promove um ambiente acido, degradando a hidroxiapatita, além de secretar colagenase e outras

proteases que degradam a porcao organica da matriz 6ssea (BETTI, 2004).

3.2 REMODELACAO OSSEA

O tecido 6sseo é um tecido dinamico que constantemente sofre remodelacdo. A
remodelagdo dssea € um processo de aposi¢do no qual ha remocdo localizada do osso velho
(reabsorgé@o) e sua substituicdo por 0sso recentemente formado (MEGHJI, 1992; HILL &
ORTH, 1998). O processo de remodelacdo € acentuado e, envolve um complexo evento de
diferenciacdo celular, regulado por varios fatores bioguimicos e mecéanicos (KOBAYASHI,
2005). E provavel que a principal razdo para a remodelacdo seja permitir que 0s 0SS0s
respondam e se adaptem as forcas mecanicas quando estas ocorrem como um resultado do
exercicio fisico e durante a aplicacdo de carga mecanica (GROSSO, 1998). No tecido 6sseo de
adultos normais ocorre regulacdo da mobilizacédo e deposicdo mineral, sofrendo um processo

continuo de renovacéo e remodelacdo (HENN, 2010).

Em doencas como osteoporose, periodontite, artrite e oste6lise induzida por tumor, é
possivel constatar irregularidades no ciclo da remodelacdo dssea. As anormalidades 0sseas tém
como consequéncia uma diminui¢do da capacidade de regeneracdo do 0sso e sua remodelacéo
(RALSTON, 2005). Embora estas disfun¢fes sejam perceptiveis e comuns, ainda ndo se sabe

completamente 0s motivos e mecanismos envolvidos nesses distarbios (GROSSO, 1998).

O sinal que inicia a remodelacdo 0ssea ainda ndo foi completamente elucidado, mas

evidéncias mostram que a forga mecénica pode alterar a arquitetura 0ssea local (PERKA et al,
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2004). Recentemente, foi demonstrado que a forca mecénica pode ser percebida pelos
ostedcitos e que estas células secretam fatores parécrinos, tal como o fator de crescimento do
tipo insulina (IGF)-1 em resposta as forcas mecanicas (LEAN et al., 1996). O processo de
remodelacdo ocorre pela interacdo de certas células conhecidas como Unidade Ossea
Multicelular (BMU- Bone Multicelular Unit). In vitro osteoclastos reabsorvem 0sso em
resposta a fatores liberados por osteoblastos estimulados. Por outro lado, a reabsor¢do 6ssea

libera fatores que recrutam e ativam os osteoblastos (BETTI, 2004).

A sequéncia de eventos no ciclo da remodelagdo fisioldégica comega com a fase de
reabsorcdo (Figura 5). Os osteoclastos ativados degradam tanto os componentes minerais
guanto os organicos atraves da secrecdo de enzimas acidas e hidroliticas, liberando fragmentos
minerais dsseos e de coldgeno (BANDEIRA et al. 2000). Em seguida, na fase reversa, células
mononucleares da linhagem de mondcitos e macrofagos preparam a superficie para novos
osteoblastos iniciarem a formacdo 0ssea, produzindo glicoproteinas as quais 0s osteoblastos
podem se aderir (BANDEIRA et al. 2000). A fase formadora, por conseguinte, resulta na
complexa cascata de eventos que envolvem a proliferacdo de células mesenquimais primitivas,
diferenciacdo em células precursoras osteoblésticas (pré-osteoblasto), maturacdo dos
osteoblastos, formacao de matriz e mineralizacdo. Por ultimo, a fase de repouso caracteriza-se
pelo amadurecimento dos osteoblastos em ostedcitos (KOBAYASHI & KRONENBERG,
2005; HILL & ORTH, 1998).

Figura 5: Estagios da remodelagéo dOssea.

Ativacdo dos
\)steoclastos
' Y

Osteoblastos FASE DE REPOUSO

Células de revestimento e
~ osteodcitos

Osteoclastos

- . Precursores dos -
FOR"'ACAO 05[(50[)'85‘05 REABSORCAO

FASE REVERSA

FONTE: GROSSO, 1998



20

A remodelagdo 6ssea é regulada por hormonios sistémicos e por fatores locais que
afetam as células da linhagem dos osteoclastos e osteoblastos e exercem seus efeitos sobre (i)
a replicacdo de células ndo diferenciadas, (ii) o recrutamento de células e (iii) a funcéo
diferenciada das células (CABALIS, 1983). O produto final da remodelacéo é a manutencéo de
uma matriz 6ssea mineralizada e do componente organico maior desta matriz, o colageno do
tipo I (GROSSO, 1998).

3.3. LESOES EM TECIDOS OSSEOS

A remodelacdo dssea é um processo fisiologico, que acontece durante toda a vida, mas
que acontece também no reparo de lesdes. As lesdes podem ser definidas como uma ruptura
parcial ou total do osso e podem ser classificadas de acordo com o lesionamento da pele ou nao.
Ocorre perda da integridade com consequente perda funcional varidvel, podendo ainda
comprometer estruturas musculares, nervosas e vasculares adjacentes (NETTO et al, 2011). As
lesGes podem ser causadas por fadiga ou estresse, causadas pela aplicacdo sobre 0 0sso de uma
forca maior que sua resisténcia ou por pequenos esforcos aplicados ciclicamente sobre 0 0sso,
enfraquecendo-o progressivamente, lesdes comuns em atletas (HOOLINGER et al., 1999). As
lesGes ocorrem também por causa patoldgica, decorrente da alteracdo pregressa da estrutura
Ossea e devido ao envelhecimento do individuo (HOOLINGER et al., 1999).

A restituicdo 0ssea € um processo extremamente complexo, a lesdo celular culmina em
alteracdo no metabolismo e liberacdo dos mediadores quimicos (PRENTICE, 2012) e ¢é
composta por trés estagios ou fases principais: (i) fase inflamatéria, (ii) reparo e (iii)
remodelacao.

A fase inflamatdria comeca imediatamente apds a lesdo e é caracterizada pelos seguintes
sinais cardinais: calor, rubor, edema, sensibilidade alterada, dor e até perda da funcionalidade
(PRENTICE, 2012). No periodo de 48 horas o exsudato do hematoma contém Varios
mediadores inflamatdrios, fatores angiogénicos e de crescimento liberados pelas plaquetas,
células locais, mastocitos, macrofagos, neutrofilos e linfocitos (SOUSA, 2003; DYCE et al.,
2004). Esses mediadores quimicos irdo iniciar o processo de remocao das particulas estranhas
e tecido morto, além de atrair os osteoclastos, responsaveis pela reabsor¢do Ossea, € 0S

precursores osteoblasticos, cuja funcao é formar o novo tecido (MCARDLE et al, 2011).
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Os leitos circulatérios, nos estagios de reparo ap6s lesdo, tanto medulares, quanto
periosteais proliferam muito, conferindo um papel fundamental no suprimento sanguineo para
a formacdo do calo dsseo. O predominio desse suprimento medular aumenta a medida que
progride a fase de reparacdo (GUIRRO, 1995; CROCI et al., 2003; SOUSA, 2003). A
cicatrizagdo ndo ocorre sem a angiogénese, passo essencial na osteogénese, sendo que as células
dos capilares possuem relacdo direta na formacdo Ossea devido a sua proximidade com o0s
osteoblastos e células osteoprogenitoras nos sitios de nova formacao 6ssea (PELISSIER et al.,
2004). O fator de crescimento vascular endotelial atua induzindo a angiogénese, a formacao de
uma rede de capilares no inicio do processo de reparacdo é necessaria para que o tecido 6sseo
possa ser regenerado e tenha nutrientes para seu desenvolvimento (DYCE et al., 2004,
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; SOJO, et al., 2005). A caracteristica mais evidente nos
estagios iniciais do processo de reparo é a proliferacdo de células do periosteo proximo a fratura.
Tais células sdo precursoras de osteoblastos, que posteriormente secretardo a substancia
intercelular (CROCI et al., 2003).

No terceiro estagio ocorre a remodelagem do ferimento, e esta fase pode durar até um
ano. Se os tecidos cicatriciais forem mantidos imdveis por muito tempo, o reparo fibroso ficara
enfraquecido (DUTTON, 2012). O calo ésseo é reabsorvido e remodelado, neste processo,
atuam os osteoclastos e osteoblastos, removendo e depositando 0sso, respectivamente (SOUSA,
2003).

A falha destes processos bioldgicos, bem como erros na cirurgia ortopédica podem
causar distarbios na reparacdo das lesdes, tendo como consequéncia a ocorréncia de unido
retardada, ndo-unido ou defeitos (PERKA et al., 2004; MORAES, 2002; SCHMAEDECKE, et
al., 2003; MORAES, 2006).

3.4. TRATAMENTO DAS LESOES DO TECIDO OSSEO

O processo de desenvolvimento e reorganizacdo da lesdo pode ser considerado uma
forma de regeneracdo 0Ossea. No entanto, esse processo pode falhar e as fraturas podem
cicatrizar em posi¢des anatbmicas desfavoraveis, ter um atraso no tempo de cicatrizacdo, ou até
mesmo desenvolver uma pseudoartrose ou nao unido 6ssea (MARSELL & EINHORN, 2011).

O reparo da fratura relembra o desenvolvimento embrionario normal com a participacao
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coordenada de varios tipos de células provenientes do cortex, peridsteo, tecidos moles
circundantes e medula 6ssea (FERGUNSON et al., 1999; GERSTENFELD et al., 2003).

O tratamento ird depender das caracteristicas e da gravidade da lesdo dssea, e a cirurgia
deve ser a ultima opcdo. No tratamento conservador, ndo cirdrgico, sdo feitas imobilizacdes
com o0 uso de gesso e drteses que proporcionam bons resultados em mais de 90% dos casos de
unido de fraturas isoladas (AYOTUNDE et al., 2012). Caso ndo possa realizar o tratamento
conservador, recomenda-se o tratamento cirirgico por meio da inser¢cdo de biomateriais na
forma de placas, parafusos, pinos ou hastes metélicas, com o intuito de imobilizar, estabilizar e

fixar segmentos de tecido 6sseo.

Apesar desses biomateriais serem amplamente utilizados no reparo de fraturas dsseas,
inimeros estudos tém sido realizados na busca de métodos eficazes para acelerar a cicatrizacao
do o0sso, buscando-se preencher as falhas 6sseas segmentares quando existe perda muito grande
de tecido 6sseo ou dificuldade em sua regeneragdo (PERKA et al., 2000; MORAES, 2002;
SCHMAEDECKE, et al., 2003; MORAES, 2006). Nesse sentido, as proteses ortopédicas e 0s
enxertos 6sseos passaram a ser uma opgao para o reparo de lesdes, reconstrugdo e reconstituigdo
(DOMIT, 2008).

Proteses sdo implantes ortopédicos que permitem grande avango no tratamento de
pacientes portadores de fraturas, deformidades ou distarbios articulares que comprometam total
ou parcialmente sua funcdo (GOMES, 2010). A cirurgia de substituicdo pode ser feita por
componentes metalicos, poliméricos e/ou ceramicos, tentando assimilar da melhor forma
possivel as fungdes perdidas (SOUZA, 2011).

Enxerto 6sseo pode ser definido como um material biocompativel que é inserido no
tecido Osseo através de procedimento cirdrgico visando reconstruir uma area lesionada,
devolvendo a morfologia e a fisiologia originais. Os enxertos 0sseos sao classificados em:
enxerto autdgeno, obtido e transplantado no mesmo individuo; enxerto alégeno ou homélogo,
obtido de um individuo e enxertado em outro individuo da mesma espécie; enxerto xendgeno
ou heterogeno, caracterizado pelo transplante dsseo entre individuos de diferentes espécies
(DOMIT, 2008). O principal fator limitante para utilizacdo de enxertos autdgenos é a baixa
disponibilidade de tecidos. Enxertos alégenos e xendgenos possuem fatores limitantes, como
por exemplo, a compatibilidade do doador e do receptor, 0 que pode desencadear severas
reacOes imunologicas e inflamatdrias, ocasionando a rejei¢éo do enxerto e em casos mais graves

a morte do paciente.
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Alternativamente aos tipos de enxerto anteriormente descritos, diversos materiais tém
sido utilizados como enxertos 6sseos com o intuito de estimular a osteogénese (implantes
osteogénicos e osteoindutores) ou mesmo direcionar de forma mais répida e apropriada a
cicatrizacao do 0sso (enxertos e implantes osteocondutores) (PERKA et al., 2000; MORAES,
2002; SCHMAEDECKE, et al., 2003; MORAES, 2006). Diversos estudos foram realizados
utilizando polimeros biocompativeis adicionado as células de medula dssea (DEL CARLO et
al., 2003), matriz 6ssea desmineralizada (CARRO, 1998; SILVA et al., 2003), biovidros e
bioceramicas (GUIRRO, 1995; MORAES, 2002; ALBAROVA et al., 2005; MORAES, 2006).

Em casos de destruicdo muito severa do tecido com perda de grande guantidade de
massa 0ssea é mais apropriado a utilizacdo de substitutos do que reparar a funcdo dos tecidos
danificados, devido as limitacGes associadas as técnicas de reparo e a propria regeneragdo do
tecido (CHIARA, 2012; GIANNOUDIS, 2005). Nesse sentido a engenharia de tecidos

apresenta-se como uma estratégia de pesquisa promissora para superar essas limitacdes.

3.5. ENGENHARIA DE TECIDOS

O combate a faléncia de 6rgdos e perda de tecidos por les6es, doencas ou ma formacdes
congénitas € um dos principais desafios que a humanidade enfrenta na busca pela satde e pelo
envelhecimento saudavel. A juncdo da engenharia, biologia celular e medicina regenerativa,
originando a Engenharia de Tecidos apresenta-se como uma alternativa interessante de

pesquisa.

A engenharia de tecidos é uma area de conhecimento multidisciplinar que tem como
objetivo desenvolver substitutos bioldgicos que restauram, mantém ou melhoram a funcédo de
diferentes oOrgdos, tecidos (KAIGLER & MOONEY, 2001) ou estruturas multicelulares
(CARVALHO, 2009). Os tecidos repostos e/ou reconstruidos aliviam a dor dos pacientes,
restauraram mecanicamente a estabilidade e a funcdo, além de produzirem bons resultados
estéticos (CARDOSO & ARRUDA, 2009). A triade da engenharia tecidual (Figura 6) é baseada
em trés principios basicos: (i) FONTE celular; (ii) fatores de indugdo para o crescimento e
diferenciagéo celular, chamados de mecanismos de sinalizag&o; (iii) scaffolds, material que ira
atuar como um arcabouco para as celulas (LAVIK & LANGER, 2004; NAKASHIMA &
REDDI, 2003).
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Figura 6: Os trés pilares da Engenharia Tecidual
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3.5.1. Fonte celular

O ponto de partida para qualquer tentativa de criar um substituto de tecido ou 6rgéo € a
escolha das células a serem utilizadas (LANZA et al, 2000). As células com condigdes e sinais
adequados para sua viabilidade irdo secretar componentes de matriz extracelular, criando um
tecido vivo adequado para substituir o sitio defeituoso do paciente (KAWACHI et al, 2000). A
FONTE celular pode ser de origem autéloga, alégena ou xendégena (CARVALHO, 2009). As
vantagens e desvantagens de cada tipo celular encontram-se descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Tipos de FONTE celular

TIPO DE CELULA DESCRICAO

Células do proprio paciente, pequena chance de rejeicdo do
implante ou transmissdo de doencas; pode ter baixa
disponibilidade devido ao estado do paciente, necessidade de
realizar procedimento cirdrgico em outra area.

Autdloga

Células de um doador da mesma espécie, necessidade de
Albgena compatibilidade genética; grande dificuldade em encontrar doador
compativel, pode ocasionar resposta imunologica severa.

Células de um doador de espécie diferente; risco de transmissdo de

Xenodgena . : -
doencas, pode ocasionar resposta imunologica severa.

FONTE: LANZA et al, 2000 (Adaptado)

As principais células utilizadas na engenharia de tecidos 6sseos sdo as células autdlogas
osteoprogenitoras e as células-tronco. As células osteoprogenitoras sdo as mais ativas no
periodo de crescimento dsseo (PAGLIOSA & ALVES, 2007), sdo morfologicamente
semelhantes aos fibroblastos, se multiplicam por mitose e se diferenciam em osteoblastos, que
iniciam a sintese da matriz 6ssea. Deste modo, essas células, por possuirem potencial
osteogénico (COOPER et al., 2001) desempenham um papel importante no crescimento dos
0ss0s € no reparo de lesdes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). O desenvolvimento da
engenharia de tecido 6Osseo baseada na cultura in vitro das células osteoprogenitoras,
previamente semeadas em uma matriz tridimensional, propicia um microambiente apropriado
para as células se organizarem em estruturas funcionalmente similares ao tecido original
(BURG et al., 2000; GOMES et al., 2003).

As células-tronco sdo definidas como células com baixo grau de diferenciacéo e grande
capacidade de reproducdo. Sendo assim, o papel principal das células-tronco é manter uma
reserva constante de células que podem se diferenciar em células especializadas, de acordo com
os estimulos fisico-quimicos recebidos (MORRISON et al, 1997; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2000).

As células-tronco podem ser embrionarias ou células-tronco adultas (CHEN et al, 2013).
As primeiras sdo células encontradas apenas em embrides, sao relativamente homogéneas e
pluripotentes, sendo capazes de gerar qualquer célula do organismo (CARVALHO, 2001).

Entretanto, fatores éticos e religiosos limitam a utilizagdo dessas celulas em pesquisas. As



26

células-tronco adultas também s&o pluripotentes, porém, heterogéneas. S&o encontrados dois
tipos de células-tronco na medula éssea, a FONTE mais utilizada para a extracao, as células
hematopoiéticas e as mesenquimais. O potencial dessas células e a facilidade de isolamento e
expansdo sdo propriedades inestimaveis para a medicina regenerativa (CARDOSO &
ARRUDA, 2009). Aléem disso, quando células-tronco sdo removidas de seus nichos originais e
transplantadas para uma nova regido, elas podem se reprogramar e mudar sua linha de producéo.
Por exemplo, células-tronco da medula éssea podem produzir células epiteliais. Essas novas
descobertas sobre a plasticidade de células-tronco adultas abrem novos horizontes e estratégias
terapéuticas na engenharia tecidual (BJORNSON et al, 1999; ANDERSON et al, 2000;
CAMARGO et al, 2004).

3.5.2. Mecanismos de sinalizacao

Os mecanismos de sinalizagdo permitem a comunicagdo célula-célula e célula-matriz
necessarios para a regulacdo e a integracdo funcional dos organismos pluricelulares. Quando
uma molécula sinalizadora se liga a seu receptor, inicia-se uma cascata de reacdes intracelulares
que regulam funcbes importantes como proliferacdo celular, diferenciacdo e movimento
(KIERSZENBAUM & TRES, 2012).

Uma estratégia utilizada pela engenharia tecidual para aumentar o potencial
osteoindutivo e osteocondutivo das células precursoras é a adicdo de fatores de crescimento
(HUGHES, 2005). Estes sdo polipeptideos sintetizados e liberados em quantidades fisioldgicas,
que funcionam como reguladores locais da acdo das células estando presentes naturalmente na
matriz 0ssea saudavel e sendo também liberados durante o processo de reparacédo da lesdo para
induzir a diferenciacdo das células 6sseas (SOLHEIM, 1998). Deste modo, células expostas a
combinac@es especificas de fatores de crescimento e diferenciacdo in vitro, poderiam formar
tecidos, que seriam transplantados para o paciente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000;
THESLEFF & TUMMERS, 2003; NAKASHIMA & REDDI, 2003).

3.5.3. Scaffolds

Muito embora o cultivo de células in vitro seja feito ha muitos anos, a possibilidade de
cultivar tecidos tridimensionais complexos é recente (CARVALHO, 2009). As células quando

isoladas in vitro adquirem conformacdes em duas dimensdes, estrutura insuficiente para exercer
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a mesma fungéo de certos tecidos, limitando seu uso. Neste contexto, a utilizagdo de matrizes
porosas tridimensionais denominadas scaffolds proporcionam um ambiente adequado para a
migracdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (COSTA-PINTO et al, 2011). Os
scaffolds devem possuir uma estrutura tridimensional que mimetize os meios fisicos e quimicos
do tecido saudavel (VUNJAK-NOVAKOVIC & KAPLAN, 2006; TAYLOR et al, 2009), com
as mesmas caracteristicas da matriz extracelular local. A figura 7 representa o cultivo de células

in vitro utilizando uma matriz tridimensional.

Figura 7: Representacdo esquematica do ciclo de cultivo de células aut6logas em um scaffold

FONTE: http://www.stevensgroup.org/index.php/research/bioactive (Adaptada).

As caracteristicas ideais para um scaffold ser utilizado na engenharia de tecidos, em
particular do tecido 6sseo, sdo: biocompatibilidade, porosidade, resisténcia mecanica,
biodegradacdo, osteoconducao, osteoinducdo, osteogénese e angiogénese (BOSE, 2012; CHEN
et al, 2013; LIAO et al, 2014).

Primeiramente, o material de que sera feito o scaffold tem que ser biocompativel, ou
seja, deve interagir com os tecidos sem causar citotoxicidade ou reacdes inflamatorias e
imunoldgicas severas. O biomaterial utilizado devera ser bioativo, isto €, ser capaz de
estabelecer ligacGes quimicas com o tecido 6sseo, levando a um processo de osteointegracdo
(WILLIAMS, 1999).
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A porosidade, o tamanho dos poros e a interconectividade entre 0s poros sao
caracteristicas primordiais para permitir a proliferagdo das células na estrutura tridimensional,
a difusdo de nutrientes e oxigénio e a remoc¢édo de residuos (SALGADO et al., 2004). Para
aplicacdes em tecido 0sseo é necessaria uma porosidade superior a 50% e poros com tamanho
entre 200 e 400 um. No entanto, a porosidade esta intimamente relacionada com a resisténcia
mecanica dos scaffolds: uma elevada porosidade reduz significativamente suas propriedades
mecanicas, colocando-se em risco sua integridade estrutural (BOSE et al. 2012; LIU & MA,
2004; NAVARRO et al. 2008). A estrutura do scaffold deve proporcionar uma resisténcia
mecanica adequada para ter um bom desempenho durante o processo de implantacdo e
manipulacdo cirdrgica. Além disso, a integridade mecéanica deve ser suficiente para resistir as

condigdes de carga fisiologica normal no local de implante (ATTAF, 2011).

Outra propriedade que esta relacionada com o tamanho dos poros é a vascularizagdo. A
proliferacdo dos vasos sanguineos ¢ uma condi¢do basica para o crescimento tecidual. Além de
fornecer nutrientes, a vascularizacdo, ira coordenar a atividade das células Gsseas e sua
migracao para o sitio de implantacdo (MASTROGIACOMO et al., 2006). Poros de tamanho
maior aceleram a vascularizacdo, estimulando diretamente a osteogénese. Por outro lado, poros
menores induzem mais dificuldades de vascularizacdo, resultando em situacdes de hipdxia, que
conduzem a um processo osteocondral antes da osteogénese ocorrer (COSTA-PINTO et al.
2011; IKADA, 2006).

Quanto a biodegradacao, o scaffold deve ter uma taxa de degradacgéo sincronizada com
a taxa de crescimento do novo tecido, de modo que, quando o local da lesdo estiver todo
regenerado, o scaffold também esteja totalmente degradado (THOMSON et al., 1995;
IAKADA, 1994). A biorreabsorcdo permite eliminar o material degradado ap6s a
metabolizacdo (ATTAF, 2011).

Dentre as propriedades de osteoconducdo, osteoinducéo e osteogénese, a primeira é a
mais comumente encontrada nos biomateriais. Materiais osteocondutores funcionam como
arcabouco para o crescimento de celulas osteoblasticas. A propriedade de osteoinducéo se
refere a capacidade de promover a diferenciacdo de células mesenquimais em células
osteoblasticas, normalmente biomateriais associados a mediadores quimicos desempenham esta
funcdo (BOSE et al, 2012). Por altimo, a osteogénese é a capacidade de produzir tecido dsseo,
processo realizado por células osteoblasticas viaveis, e que pode ser realizado in vitro através
da utilizacéo de scaffolds (RATNER et al., 2004).



29

Diversos tipos de materiais podem ser utilizados para a construgdo de scaffolds.
Materiais metalicos como titanio, tantalo e aco inoxidavel apresentam elevada forca
compressiva e excelente resisténcia a fadiga. Todavia, possuem caracteristicas fisico-quimicas
que os tornam inutilizaveis pela engenharia tecidual. Materiais metalicos nao permitem a
incorporacédo de biomoléculas, ndo sdo biodegradaveis e apresentam um modulo de elasticidade
diferente do osso natural, o que se traduzird numa reduzida estimulagdo do crescimento de novo
0sso0 (BOSE et al, 2012; POLO-CORRALES et al, 2014). Além disso, em contato com fluidos
biolégicos podem liberar ions ou particulas tdxicas devido ao processo de corrosao, podendo
causar inflamacgao ou alergias (POLO-CORRALES et al, 2014).

Os materiais ceramicos possuem semelhanca quimica com a porc¢do inorganica do tecido
6sseo, motivo pelo qual sdo muito utilizados na engenharia de tecidos. Sdo biocompativeis,
osteocondutores e ndo apresentam proteinas em sua composic¢do, 0 que proporciona auséncia
de resposta imunoldgica (ABUKAWA et al., 2006). Muitos deles possuem baixa taxa de
degradacéo in vivo, permitindo a remodelacdo 6ssea no sitio do implante (SANTOS, 2011).
Suas limitacGes estdo relacionadas a sua fragilidade, ndo podendo ser utilizadas em regifes de
grande esfor¢o mecénico e a sua natureza porosa, 0 que aumenta o risco de fraturas (WAN et
al., 2006). Como exemplos deste tipo de biomaterial pode-se citar os biovidros e os fosfatos de
calcio (BOSE et al, 2012; POLO-CORRALES et al, 2014).

Até 1960 polimeros susceptiveis a degradacdo por hidrélise eram considerados uma
descoberta desastrosa. Entretanto, com o avanco dos estudos, esses materiais passaram a ter
aplicacdo na area médica, principalmente devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade,
bioabsorcdo e biorreabsorcdo (LUCIANO, 1997).

Biodegradavel € um termo utilizado para polimeros e dispositivos sélidos que devido a
degradacdo macromolecular sofrem dispersdo in vivo, mas sem a eliminacdo dos produtos e
subprodutos pelo organismo. Polimeros biodegradaveis podem ser atacados por elementos
biolégicos de forma que a integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou
outros subprodutos de degradacédo, que podem ser removidos do seu local de a¢do, mas nao
necessariamente do organismo. Bioabsorviveis sdo materiais poliméricos e dispositivos que
podem se dissolver em fluidos corpéreos sem qualquer clivagem da cadeia macromolecular ou
diminuicdo de massa molecular, como no caso da dissolucgéo lenta de implantes solGveis em
fluidos orgénicos. Biorreabsorviveis sdo materiais poliméricos que mostram degradacédo e

eliminacdo total do material e dos subprodutos de degradacdo (compostos de baixa massa
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molar) sem efeitos colaterais residuais. O material é eliminado por rotas metabdlicas do
organismo (VERT et al, 1992).

Assim, polimeros com essas caracteristicas tém atraido grande atencdo no mundo
inteiro, tanto do ponto de vista cientifico como tecnolégico (MACHADO et al, 2010). Dentre
esses polimeros, os mais empregados sdo os baseados em poliésteres alifaticos sintéticos,
derivados dos poli (a-hidréxi &cidos), como o poli (acido latico) (PLA), poli (acido glicolico)
(PGA), poli (4cido latico-co-acido glicolico) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL), seus
copolimeros, entre outros (MIDDLETON & TIPTON, 2000; ELKE et al, 2003).

Diversos polimeros naturais e sintéticos tém sido utilizados para a producdo de
scaffolds. Polimeros naturais como colageno ou fibronectina apresentam biocompatibilidade e
bioatividade, enquanto os polimeros sintéticos permitem controle preciso das propriedades
fisico-quimicas, como a taxa de degradacdo, porosidade, microestrutura e propriedades
mecanicas (SHARMA & ELISSEEFF, 2004). Dentre os polimeros sintéticos utilizados para a
construcdo de scaffolds pode-se destacar o poli acido-latico (PLA), polimero semicristalino,
biodegradavel, bioabsorvivel, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso
clinico e muito utilizado na &rea biomédica (REZWANA et al., 2006). Este polimero é ainda
muito utilizado para a producdo de materiais compo6sitos, pois possui propriedades fisicas e

mecanicas ajustaveis (CRUZ, 2010).

Um material composito é fabricado pela combinacdo de dois ou mais materiais
diferentes, como ceramicas e polimeros, combinando as propriedades interessantes de ambos
materiais, e assim visando obter uma sinergia nas propriedades finais (BOSE et al, 2012;
POLO-CORRALES et al, 2014). Normalmente sdo utilizados quando a aplicagdo exige uma
combinacdo de propriedades que ndo podem ser obtidas se os materiais forem usados
isoladamente (RATNER et al., 2004). Do ponto de vista bioldgico e da ciéncia dos materiais, é
bastante comum combinar polimeros e cerdmicos para produzir compdsitos para engenharia de
tecido Gsseo, pois 0 0sso € o resultado da combinacdo de polimeros como colageno e

glicoproteinas e de uma apatita bioldgica, a hidroxiapatita (CHEN et al., 2008).

3.5.4. Técnicas de producéo de Scaffolds

InUmeras técnicas de producdo de scaffolds a partir de materiais poliméricos foram

descritas na literatura. Diferentes técnicas podem conferir diferentes propriedades estruturais,
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deste modo a escolha do método de producgdo terd que atender 0s requisitos necessarios e a
finalidade da sua aplicagdo (YANG et al. 2001, TAVARES, 2014). Assim, os scaffolds devem
ser fabricados a partir de biomateriais com propriedades adequadas aos tecidos que se pretende
reparar. Caracteristicas importantes para os scaffolds como biocompatibilidade, porosidade,
resisténcia mecanica e biodegradacdo, associadas as exigéncias geométricas tornam a
fabricacdo do scaffold um processo complexo que exige elevados conhecimentos sobre as
caracteristicas dos materiais, podendo interferir com as interagdes entre tecido e scaffolds (MA,
2004; IRSEN et al, 2004).

A producdo de scaffolds pode ser feita através de métodos convencionais e métodos
avancados. Muitos dos processos convencionais para fabricacdo de scaffolds estdo limitados a
fabricacdo de estruturas de geometrias simples ou aleatorias. As principais técnicas de producao
de scaffolds convencionais sdo: evaporacao de solvente, separacdo de fases, electrospinning,
liofilizacdo e lixiviacdo de particulas; métodos em que a geometria do material pode variar
muito de uma regido para outra (SENEDESE, 2010).

A técnica de evaporacdo do solvente é uma das mais utilizadas para a preparacdo de
scaffolds para engenharia de tecido 6sseo (MIKOS et al., 1994). O polimero €é dissolvido em
um solvente adequado podendo adicionar-se a solucdo particulas inorganicas ou organicas. A
mistura é vazada em um molde com a forma desejada, ocorrendo posteriormente a remocéo do
solvente por evaporacdo ou liofilizacdo, e obtendo-se a estrutura porosa pretendida. A partir
desta técnica é possivel obter scaffolds com uma porosidade superior a 90%, dependendo do
tipo de polimero e do tamanho dos cristais utilizados (SALGADO et al., 2004). As principais
desvantagens sdo a limitacdo nas formas (planas e tubos), a possibilidade de retencdo de
solvente toxico no interior do polimero e a desnaturacdo das proteinas e outras moléculas

incorporadas no polimero pela utilizacdo de solventes (CHEN et al., 2008).

O método de separacdo de fases baseia-se na dissolu¢do de um polimero em um solvente
(como por exemplo, fenol, naftaleno ou dioxano) a uma elevada temperatura, seguida de um
arrefecimento rapido, que origina a divisdo do composto numa fase liquido-liquido ou solido-
liquido consoante a sua natureza e os valores da temperatura usada. Posteriormente é feita a
exclusdo do solvente por sublimacdo. Esta técnica permite a produgdo de scaffolds porosos,
com boas caracteristicas mecanicas, no entanto, os poros gerados sdo de pequenas dimensdes
(MIKOS & TEMENOFF, 2000; YANG et al. 2001).
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A técnica de electrospinning, ou eletrofiliacdo, € um metodo simples que se baseia no
principio eletrostatico, em que um jato de uma solucdo polimérica eletricamente carregada,
depois de seca ou solidificada forma uma fibra (DOSHI et al., 1995). O electrospinning produz
estruturas com elevada porosidade e area superficial, imitando a estrutura de uma matriz
extracelular (como as fibras de colageno), o que torna esta técnica muito promissora para
engenharia de tecidos. Duas caracteristicas atrativas desse método séo a versatilidade e a
simplicidade de seu aparato. A técnica pode ser aplicada a um grande espectro de materiais tais
como diferentes polimeros sintéticos ou naturais, ligas poliméricas, polimeros carregados com
nanoparticulas, enzimas, fatores de crescimento, assim como drogas ou outras moléculas
biologicamente ativas (BOUDRIOT et al, 2006). Os principais desafios sdo o controle da
uniformidade do didmetro das fibras e da sua orientacdo e a necessidade de aumentar a taxa de
producdo (AGARWAL et al., 2008).

A formacdo de scaffolds por liofilizacdo baseia-se na dissolucdo de uma solucgédo
polimérica em um solvente organico, seguida da adicdo de agua e subsequente remocao dos
solventes por sublimacéo sob o vazio. As estruturas tridimensionais formadas por este método
podem apresentar poros pequenos e baixa estabilidade mecéanica (MIKOS & TEMENOFF,
2000; SALGADO et al. 2004).

A lixiviacdo de particulas é um processo pelo qual a arquitetura interna é determinada
pela incorporagdo de uma alta densidade de cristais de sal dissolvido num polimero ou matriz.
A mistura é dissolvida, e em seguida, colocada em um molde onde é tratada sob calor e pressao
para a formatacdo externa. As particulas de sal sdo posteriormente lixiviadas para deixar canais
interiores interconectados. Desta forma pode-se obter um conjunto especifico de diametro dos
poros, embora a aglomeracdo de particulas de sal possa alterar 0 tamanho dos poros e a sua
distribuicdo durante a lixiviacdo. A lixiviacdo de particulas esta limitada a producdo de
membranas finas (2-3 mm), devido a dificuldade em assegurar a completa remocao das
particulas incorporadas. Além disso, h& pouco controle sobre a orientacdo e 0 seu grau de
interligacdo (IRSEN et al, 2004).

Com o objetivo de ultrapassar as limitagdes inerentes aos métodos convencionais na
fabricacdo de scaffolds como utilizagéo de solventes organicos toxicos, limitagdes geomeétricas,
propriedades mecénicas inadequadas, entre outras, surgiram 0s métodos avancados ou de
prototipagem rapida (BARTOLOVIC, 2010; HALL et al, 2008). A prototipagem rapida

permite a obtengdo de scaffolds com geometria uniforme e com maior complexidade. Além
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disso, extrai informagdo anatdmica do paciente utilizando tomografia computadorizada ou
imagens por ressonancia magnética, que permite obter scaffolds personalizados de acordo com
a necessidade do paciente (NARAYAN et al., 2010).

As técnicas de prototipagem rapida sdo computadorizadas e regem-se por trés
principios: i) o uso de um software de desenho assistido por computador (Computer Assisted
Design) para a criacdo de um protdtipo virtual, com a geometria e porosidade pretendidas para
o scaffold a ser construido; ii) a transformacdo do protétipo criado em continuas camadas
através de um software de execugdo assistida por computador (Computer Assisted
Manufacturing); iii) a elaboragdo do scaffold fundamentada na concepcdo de camada por
camada pela adicdo de varias porcdes de material (AMINI et al. 2012; BOSE et al. 2012;
MORENO, 2014). Os principais processos da prototipagem rapida sdo: impressdo a trés
dimens@es, a modelagem por fusédo e deposicdo, a sinterizacdo a laser e a estereolitografia
(MELCHELS et al. 2010).

3.5.5. Modelagem por Fusao e Deposicdo (FDM)

A tecnologia de impressdo 3D por Modelagem de Fusdo e funciona em um principio
"aditivo", colocando material em camadas. Essa tecnologia foi desenvolvida por Scott Crump
no final da década de 1980. A técnica FDM precisa de software que processa um arquivo STL
(formato de arquivo de estereolitografia). O modelo é produzido por extrusdo de material
termopléstico para formar camadas a medida que o material se endurece ap6s a extrusdo do
bico (KUM, 2016).

Assim, a técnica de FDM envolve a incorporacdo de um material fundido depositado
em camadas ultra-finas. O principio da técnica baseia-se na utiliza¢do de filamentos de material,
que sé@o movidos por dois cilindros rotativos e pode ser movido em direc¢des horizontal e vertical
por um mecanismo de comando numérico, controlados pelo software CAM e uma extremidade
que é aquecida para derreter o material, que comp0e a cabeca de extrusdo. Por sua vez, é esta
gue procede a extrusdo da matéria fundida em pequenas gotas, que rapidamente solidifica e se
deposita em camadas. Posteriormente a plataforma de construcdo desce para a adi¢do de uma
nova camada, repetindo-se este processo sucessivamente, logo, a peca é construida de baixo

para cima, uma camada de cada vez (Figura 8).
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Figura 8: Esquema do processo de deposicdo FDM.
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A sua principal vantagem é a ndo utilizacdo de solventes organicos. Contudo, a
dificuldade de associar principios ativos durante a constru¢do do scaffold, as temperaturas
elevadas e a gama restrita de polimeros passiveis de aplicacdo constituem limitacGes dessa
técnica (HUTMACHER, 2000; SALGADO et al. 2004).

Existem muitas opcBes de polimeros a serem utilizados para impressdo através do
processo de FDM. Dentre eles pode-se destacar o poli (acido latico) — PLA, polimero mais
utilizado na producdo de implantes estruturais, pois apresenta étimas propriedades mecanicas,
é altamente biocompativel e seus produtos de degradac&o s&o eliminados facilmente (SIMOES
et al, 2010). Pecas de PLA produzidas através da técnica FDM tém sido de grande interesse
para o campo médico, ndo s6 em aplicacGes na engenharia de tecidos, mas também no uso de
implantes feitos sob medida para se adequar as necessidades dos pacientes (TOO et al, 2002;
DRUMMER et al, 2012). Inimeros estudos de producéo e caracterizacdo de pecas de PLA
fabricadas por FDM foram realizados. Torres e colaboradores (2016) relataram que a variagdo
nos parametros de impressdo como temperatura, velocidade de impressdo, direcdo de
preenchimento e densidade de preenchimento na técnica FDM afetam a rigidez, a resisténcia e

a ductilidade da peca produzida.
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3.6. POLI (ACIDO LATICO) - PLA

O poli (&cido latico) - PLA - foi descoberto em 1932 por Carothers e colaboradores que
produziram um produto de baixo peso molecular por aquecimento de &cido latico sob vacuo.
Em 1954 Du Pont produziu o polimero com peso molecular maior e o patenteou
(SODERGARD & STOLT, 2002). Em 1966, Schulgens patenteou nos Estados Unidos o
processo de sintese do poli (&cido latico) a partir de mondémeros que fazem parte do
metabolismo natural do organismo (LUCIANO, 1997). Em 1968, Santis e Kovacs relataram a
estrutura cristalina como sendo uma conformacdo de hélice esquerda para a forma o
(SODERGARD & STOLT, 2002). A figura 9 representa a estrutura quimica do poli (acido

latico).

Figura 9: Estrutura quimica do PLA

'
HO ——C|T—C—O——H
CH;

— n
FONTE: RUDNIK, 2008

A producdo do PLA envolve o processamento e a polimerizacdo do monémero de acido
latico (BOUAPAO et al., 2009). O acido latico € uma molécula quiral existente como dois
estereoisdmeros, L- e D- acido latico, que podem ser biologicamente ou quimicamente
sintetizados. O acido latico usado na producdo do PLA é proveniente de FONTES naturais
renovaveis contendo amido ou acglcar como: milho, trigo, cana-de-agUcar, beterraba e batata
(RUDNIK, 2008). O acido latico sintetizado biologicamente produz quase exclusivamente o L-
acido latico, levando a producédo do L-poli (acido latico) — PLLA, com baixo peso molecular.
Por outro lado, a sintese quimica produz diferentes proporc¢des de L- e D- acido latico. Este tipo
de processo tem a vantagem de produzir polimeros com maiores pesos moleculares e permitir
o controle das propriedades finais do PLA pelo ajuste das propor¢des e sequéncias das unidades
de L- e D- 4cido latico (BORDES et al, 2009; GROOT et al, 2010; JIANG et al, 2010).

A polimerizacdo do &cido latico pode ser realizada por: i) condensacdo direta, ii)
polimerizacdo de abertura de anel e iii) polimerizagdo enzimatica. Atualmente, a condensacao

direta e de abertura do anel sdo as técnicas de producdo mais utilizadas (LASPRILLA, 2011).
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A polimerizacdo por condensacéo direta, também chamada de policondensacéo, é a via de
menor custo. Contudo, é muito dificil obter um acido poli-latico de elevado peso molecular
isento de solventes (AURAS et al., 2004). Na condensacéo direta, o solvente é usado sob alto
vacuo a elevadas temperaturas para a remoc¢édo da agua produzida na condensacdo (GUPTA et
al, 2007). O método de policondensacdo produz oligdbmeros de acido latico que podem ser
controlados pela utilizacdo de diferentes catalisadores e agentes de funcionalizagéo, bem como

pela variacdo das condicGes de polimerizacdo (MEHTA et al, 2005).

Polimeros de peso molecular elevado e/ou controlado devem ser submetidos a
polimerizacéo por abertura do anel ciclico de acido latico na presenca de catalisadores, o que é
relativamente complicado e dispendioso (KIM et al., 2009). O controle do tempo de
permanéncia e das temperaturas em combinagdo com o tipo de catalisador e concentracao,
possibilitam determinar a propor¢do e a sequéncia de unidades de &cido D- e L-latico no
polimero final (GUPTA et al, 2007). Ja a polimerizacdo enzimatica surge como uma alternativa
viavel por ser um método ambientalmente seguro, que pode ser realizado em condi¢des suaves

e pode proporcionar controle adequado do processo de polimerizacdo (CHENG et al, 2009).

As propriedades fisico-quimicas do PLA dependem, dentre outros fatores, da proporcéo
dos isdbmeros, da temperatura de processamento, do tempo de recozimento e do peso molecular
médio (Mw) (NAMPOOTHIRI et al, 2010). O peso molecular médio tem um impacto
significativo nas propriedades dos polimeros, tais como, taxa de degradacdo, resisténcia
mecanica e solubilidade (MAINIL-VARLET, 1997; BERGSMA et al, 1995). E interessante
notar que distintos polimeros com valores similares de Mw, mesmo preparados por diferentes
processos de polimerizacdo, apresentam propriedades mecanicas parecidas (AJIOKA et al,
1995).

PLA pode ser produzido totalmente amorfo ou com grau de cristalinidade de até 40%
(AURAS et al., 2004). Uma propriedade muito importante de polimeros é a taxa de
cristalinidade, uma vez que esta caracteristica influencia muitas propriedades do polimero,
incluindo dureza, médulo de elasticidade, resisténcia a tracdo, rigidez, vincos e pontos de fuséo
(JAMSHIDIAN et al, 2010). Desta forma, polimeros semicristalinos possuem unidades
repetitivas regulares que permitem que as cadeias se dobrem em regides densas dando ao
polimero maiores resisténcias a tracdo e um maior médulo de rigidez em comparagdo ao
polimero amorfo (MIDDLETON & TIPTON, 2000). O PLA semicristalino apresenta modulo

de elasticidade aproximado de 3 GPa, resisténcia a tragdo de 50-70 MPa, modulo de flexdo de
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5 GPa, resisténcia a flexdo de 100 MPa e alongamento a ruptura de cerca de 4% (SODERGARD
& STOLT, 2002; JACOBSEN & FRITZ, 1999).

A temperatura de fusdo (Tm) e a temperatura de transicéo vitrea (Tg) sdo importantes
para determinar algumas caracteristicas fisicas do PLA, tais como densidade, capacidade
calorifica, e propriedades mecanicas e reoldgicas (HENTON et al, 2005). Para o PLA amorfo,
a Tg € um dos pardmetros mais importantes, uma vez que as mudancas dramaticas na
mobilidade da cadeia de polimero ocorrem proximas da Tg. Para o PLA semicristalino, Tg e
Tm sdo pardmetros fisicos importantes para predizer o comportamento do PLA (AURAS et al,
2004; BOUAPAO et al, 2009; YAMANE & SASAI, 2003). A Tm é o valor médio da faixa de
temperatura em que, durante o aquecimento, desaparecem as regides cristalinas com a fusédo
dos cristalitos. Neste ponto, a energia do sistema atinge o nivel necessario para vencer as forgas
intermoleculares secundarias entre as cadeias da fase cristalina, destruindo a estrutura regular
de empacotamento, mudando do estado borrachoso para o estado viscoso (fundido). Esta
transicdo s6 ocorre na fase cristalina, portanto, s6 tem sentido se aplicada para polimeros
semicristalinos (CANEVAROLO, 2002). O entendimento da temperatura de fusdo do PLA é
essencial para este estudo, pois como falado anteriormente, a impressdo 3D utilizada sera a

FDM cuja fabricacdo do scaffold é através da solidificacdo do material polimérico fundido.

Uma das caracteristicas do poli (acido latico) que justificam sua ampla utilizacdo como
biomaterial é que a sua degradacdo por hidrolise gera produtos que sdo absorvidos pelo
organismo, como o acido latico que ¢ atéxico (MANO et al, 2004). O processo de degradacao
dos poli (o-hidréxi &cidos) ocorre da seguinte forma: exposto aos fluidos aquosos do corpo,
inicialmente o material sofre hidratacdo, e em seguida acontece a degradacdo através da
hidrolise das ligacdes ésteres, originando produtos na forma de oligbmeros ou monémeros
soltveis e ndo toxicos (Figura 10). A degradagdo prossegue por um processo biologicamente
ativo por enzimas ou pela clivagem hidrolitica passiva, sendo caracterizada pela perda de
massa, diminuicdo de massa molar ponderal média (Mw) e consequente perda das suas
propriedades mecanicas, como a resisténcia a tracdo e a compressdo (ELKE et al, 2003;
HUANG et al, 2004).
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Figura 10: Degradagdo dos poli (a -hidroxi acidos) pelo processo de hidrolise
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FONTE: BARBANTI et al., 2005

A biorreabsorcdo pelo organismo ocorre quando a biodegradacdo gera produtos e
subprodutos com as caracteristicas dos metabolitos organicos, especificamente os acidos do
Ciclo do Acido Citrico. Terminada a hidrélise do PLA, o &cido latico sera convertido em
piruvato, que dentre outras vias metabdlicas da célula, pode em presenca da coenzima A, ser
descarboxilado a acetil CoA e seguir a rota do Ciclo do Acido Citrico com consequente
liberagdo de CO; e H2O (figura 11).

Figura 8: Rota metabdlica de biorreabsor¢éo do PLA
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Deste modo, aliado as caracteristicas fisico-quimicas ja descritas do PLA, as
propriedades de biocompatibilidade, biodegradacdo e biorreabsorcdo em meio aquoso
justificam o aumento expressivo das aplicagdes clinicas desse polimero nos Ultimos anos, em
especial no campo da ortopedia como dispositivo para fixacdo de fraturas, dispositivo para

liberacdo controlada de drogas e suporte para crescimento celular (SCHALDACH, 2000).

Nas diferentes aplicacGes biomédicas o PLA pode ser utilizado puro ou composito com
outros componentes poliméricos (copolimero) ou ndo poliméricos para se obter o
comportamento desejado (GUPTA et al, 2007; CHENG et al, 2009). O PLA para aplicacdes de
tecido 6sseo comumente ¢ utilizado para a producao de biocompdsitos com fosfatos de célcio.
Tanodekaew et al (2004) avalia a potencialidade do compdsito PLA e hidroxiapatita (HA) para
substitutos 6sseos. Ao incorporar HA a matriz de PLA pode-se observar aumento ndo apenas
na osteoindutividade e osteocondutividade, mas também nas propriedades mecanicas do
material compoésito (HONG et al, 2005; SHIM et al, 2012).

Devido as caracteristicas anteriormente descritas do PLA, este polimero é amplamente
utilizado na Engenharia de Tecidos. Rocha e colaboradores (2012) fizeram um levantamento
bibliografico de 1113 artigos cientificos publicados demonstrando que o PLA € o polimero mais

utilizado na Engenharia de Tecidos e Medicina Regenerativa (Figura 12).

Figura 12: Polimeros sintéticos mais citados entre 1113 artigos
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O longo caminho para a producédo de scaffolds por impressdo 3D j& esta sendo tragado,
de acordo com CHUA, et al. (2015), que propds um artigo de revisdo sobre designes de
scaffolds por impressdo 3D para engenharia de tecidos. Analises in vivo e in vitro também ja
estdo sendo feitas utilizando scaffolds de PLA feitos por impressdo 3D para engenharia de
tecido 6sseo (GHANAATI et al., 2017).

Diante do exposto, a proposta do presente trabalho é a producdo de pecas de PLA a
partir da prototipagem rapida utilizando a técnica de Modelagem por Fuséo e Deposi¢do (FDM)
para possivel aplicacdo na engenharia de tecido 6sseo como scaffold.
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3.7. TECNICAS DE CARACTERIZACAO
3.7.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os picos de absorcdo em um espectro de infravermelho correspondem as frequéncias de
vibracgdes entre as ligacdes dos atomos que compdem o material. J& que cada diferente material
€ uma combinacdo Unica de atomos, dois compostos ndo produzem 0 mesmo espectro
infravermelho. Portanto, a espectroscopia de infravermelho, através do tamanho dos picos no
espectro, pode ser uma excelente ferramenta para identificar materiais desconhecidos,
determinar a qualidade ou a consisténcia de uma amostra e determinar a quantidade de

componentes em numa mistura (NICOLET, 2001).

Este método € baseado na interferéncia da radiacéo entre dois feixes resultando em um
interferograma. Um interferograma é o registro do sinal produzido pela combinacdo das
multiplas frequéncias possiveis de se obter com a transformada de Fourier, assim como seu

tratamento matematico para a conversdo em espectro (LEITE , 2008).

Um espectro no infravermelho é comumente obtido pela passagem de radiacédo
infravermelha através de uma amostra e determinacgdo da fragdo da radiacdo incidente que €
absorvida em cada frequéncia (energia) ou comprimento de onda. Ao absorver radiacdo
infravermelha as moléculas sdo excitadas a estados de energia maiores. Esse processo €
guantizado, ou seja, apenas certas frequéncias (energias) sdo absorvidas e essa absor¢do

corresponde a variagdes de energia na ordem de 8 a 40 kJ/mol (PAVIA, 2009).

3.7.2. Termogravimetria (TGA)

As analises termogravimétricas no campo de materiais poliméricos vém sendo
largamente empregada desde a década de 60, no desenvolvimento de diversos tipos de estudos,
relacionados a variagcdo de massa de uma substancia, em fungéo da temperatura enquanto esta
é submetida a uma programacdo controlada (CANEVAROLO, 2004). Este ensaio permite
avaliar a agua adsorvida, &gua de cristalizagdo, a estabilidade térmica de substancias e de
reacOes de decomposicdo e oxidacédo, e a faixa de temperatura de processamento do material
sem que 0 mesmo se decomponha (NEUMANN et al., 2004).

O equipamento utilizado na andlise termogravimétrica é constituido por uma

microbalanca, um forno, termopares e um sistema de fluxo de gas. A microbalanca ird medir a
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variacdo da massa em uma faixa de temperatura e o termopar, dispositivo constituido de dois
condutores elétricos tendo duas juncbes, em que um a temperatura deve ser medida, e outra a
uma temperatura conhecida, a variacdo da temperatura entre essas duas juncdes € determinada

pelas caracteristicas do material e o potencial elétrico estabelecido (WENDHAUSEN, 2002).

3.7.3. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) é uma técnica na qual se mede a diferenca
de energia fornecida a substancia e a um material de referéncia, termicamente inerte, em funcéo
da temperatura enquanto a substancia e o material de referéncia sdo submetidos a uma

programacéo controlada de temperatura (IONASHIRO, 2004).

De acordo com o método de medicdo utilizado, ha duas modalidades: calorimetria
exploratoria diferencial com compensacao de poténcia e calorimetria exploratéria diferencial
com fluxo de calor. No presente estudo, foi utilizado o DSC por fluxo de calor, em que a amostra
e a referéncia sdo colocadas em capsulas idénticas, que se alojam em um disco termoelétrico e
sdo aquecidas por uma mesma FONTE de calor. A transferéncia de calor que ocorre do disco
para as capsulas é controlada por meio de termopares conectados ao disco. A variagdo da
temperatura, em um dado momento, é proporcional a variacdo da entalpia, a capacidade

calorifica e a resisténcia térmica total ao fluxo calérico (JUNIOR, 2004).

Através dessa técnica, pode-se acompanhar os efeitos de calor associados com
alteracOes fisicas ou quimicas da amostra, tais como transi¢des de fase (fusdo, ebulicdo,
sublimacéo, congelacéo), inversdes de estruturas cristalinas, transi¢des que envolvem variagoes
de entropia (transicdes de segunda ordem), das quais, as mais comuns sao transi¢oes vitreas ou
reacOes de desidratacdo, de dissociacdo, de decomposicdo, de 6xido-reducao, etc; capazes de
causar variagdes de calor. Em geral transicGes de fase, desidratacdes, reducdes e certas reacoes
de decomposicdo produzem efeitos endotérmicos, enquanto que cristalizacGes, oxidacOes e

algumas reacgdes de decomposi¢do produzem efeitos exotérmicos (IONASHIRO, 2004).
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3.7.4. Microscopia Optica (MO)

Apesar desta ser uma das mais antigas técnicas, 0 microscopio Optico ainda é muito
utilizado para a caracterizacdo de superficies. A principal funcdo de qualquer microscopio é
tornar visivel ao olho humano o que for muito pequeno para tal. A forma mais antiga e usual é
a lupa seguida do microscopio optico, que ilumina o objeto com luz visivel ou luz ultravioleta.
O limite méximo de resolucéo dos microscdopios opticos ¢ estabelecido pelos efeitos de difracéo
devido ao comprimento de onda da radiacao incidente. Os microscopios Opticos convencionais
ficam, entdo, limitados a um aumento maximo de 2000 vezes, porque acima deste valor,
detalhes menores sdo imperceptiveis. Para aumentar a resolugcdo pode-se utilizar uma radiacédo
com comprimento de onda menor que a luz visivel como FONTE de iluminacdo do objeto.
Além disso, a profundidade de campo é inversamente proporcional aos aumentos, sendo
necessario, entdo, um polimento perfeito da superficie a ser observada, 0 que as vezes é
incompativel com a observacao desejada (KESRENBACHK, 1994; DEDAVID et al, 2007).

Existem limitacdes fisicas que determinam a menor distancia entre dois pontos que
permita distingui-los separadamente. A esta distancia chama-se limite de resolucdo, e um
aumento maior ndo revelara nenhum detalhe adicional da estrutura. A imagem microscopica é
caracterizada por trés pardmetros: aumento, resolucdo e contraste. Defini-se aumento linear
para um sistema optico como a relacdo entre o tamanho da imagem e a do objeto. A resolucéo
quantifica a sua capacidade de separar individualmente detalhes adjacentes de uma imagem,
quanto menor, melhor. Por fim, denomina-se contraste a capacidade de distinguir tracos
caracteristicos da estrutura sobre o plano de fundo (MANNHEIMER, 2002).

3.7.5. Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia
Dispersiva (MEV/EDS)

O microscopio eletronico de varredura (MEV) € um dos equipamentos mais versateis
disponiveis para a observacéo e analise das caracteristicas microestruturais de materiais solidos,
como morfologia e determinacéo da estrutura atdmica. E geralmente utilizado para estudos de
estruturas superficiais ou subsuperficiais das amostras de analise. As imagens tém alta
profundidade de foco, o que significa obter diferentes relevos da superficie da amostra
simultaneamente em foco. S&o imagens tridimensionais e, portanto, mais faceis de interpretar.

O MEV também produz imagens de alta resolucdo, o que garante obter alta ampliacdo de
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detalhes préximos sem perda significativa da nitidez (CANEVAROLO, 2007; DEDAVID et
al, 2007).

O principio de funcionamento do equipamento consiste em uma FONTE de elétrons,
normalmente de tungsténio, operando sob vacuo, mediante a aplicacdo de uma diferenca de
potencial, o qual provoca o aguecimento do filamento de tungsténio. O sinal da imagem resulta
da interacdo do feixe incidente com a superficie da amostra, que provoca a emissao de elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados e de raios-X (Figura 13) (CANEVAROLO, 2007).
Constitui-se entdo um volume de interacdo cuja forma depende principalmente da tensdo de
aceleracdo e do numero atdbmico da amostra. Neste volume, os elétrons e as ondas
eletromagnéticas produzidas séo utilizados para formar as imagens ou para efetuar anélises
fisico-quimicas, mas para serem detectados, devem voltar a superficie da amostra e em seguida
atingirem o detector. A profundidade de deteccéo depende da energia com que essas particulas
ou raios atingem o detector. Assim, elétrons retroespalhados possuem maior energia que 0s
elétrons secundarios, logo o detector de elétrons retroespalhados ir4 operar em uma faixa de
energia maior (DEDAVID et al, 2007).

Figura 13: Volume de interagdo do feixe de elétrons emitidos na amostra

\ / feixe de
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FONTE: adaptada de KESTENBACH, 1994

O MEV utilizado no presente trabalho possui um integrador de EDS capaz de identificar
elementos quimicos presentes na amostra em analise. A técnica de EDS considera o principio

de que a energia de um foton (E) esta relacionada com a freqiiéncia eletromagnética (p) pela
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relagdo E = hp, onde “h” ¢é a constante de Planck. Fotons com energias correspondentes a todo
espectro de raios-X atingem o detector de raios-X presente no EDS quase que simultaneamente,
e 0 processo de medida é rapido, o que permite analisar os comprimentos de onda dessa
interacdo de modo simultaneo. Se estivermos trabalhando no modo de varredura (formacéo de
uma imagem), entdo a analise sera de toda a superficie da imagem. E possivel, também, parar
a varredura e analisar em um ponto (spot), area ou linha selecionada na imagem (DEDAVID et
al, 2007).

A interpretacdo dos espectros resultantes apds essa interagdo é facilitada por uma base
de dados que contém, para cada elemento, as energias e a intensidade das raias que as produziu.
E possivel localizar, para cada energia do espectro, a lista dos elementos que possuem uma raia
neste dominio energético (DEDAVID et al, 2007).

3.7.6. Ensaios Mecéanicos de Compressao

O ensaio de compressdo é realizado através da aplicacdo de carga compressiva uniaxial
em um corpo de prova. A taxa de deformacao de compressdo é controlada pelo mecanismo de
direcionamento, enquanto a tensdo de compressdo sustentada pela amostra é registrada pela
célula de carga, ambos acoplados a travessa fixa. Deste modo, de acordo com a Materials
Institute of Brazil (2014), este teste prové informacdes quanto a propriedades compressivas de
polimeros quando submetidos ao carregamento durante o teste. Os principais parametros
mecanicos que sdo medidos ou calculados através dos ensaios de compressdo sdo: tensdo de
compressdo nominal, resisténcia a compressdo nominal, ponto de escoamento, deformacéo
sobre compressdo e modulo de elasticidade (CANEVAROLO, 2007). As normas internacionais
que especificam os parametros a serem adotados nos ensaios de compressdo para materiais
poliméricos sdo a ISO 604 e ASTM D695. Neste trabalho serdo adotados os parametros da
norma ASTM D695 - Método de Teste Padrdo para Propriedades Compressivas de Plasticos

Rigidos.
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3.7.7. Ensaio para Determinagéo da Porosidade

O método de Arquimedes foi utilizado para determinar a porosidade das pecas de PLA
produzidas. Pelo principio de Arquimedes, quando um corpo esta total ou parcialmente
submerso em um fluido, uma forca de empuxo E exercida pelo fluido age sobre o corpo. A
forca é dirigida para cima e tera um modulo igual ao peso do fluido deslocado pelo corpo
(HALLIDAY, 2009).

Assim sendo, E = m;g, naqual m;=massado liquido deslocado. Comom; = p,V,

temos a Eq. (1):
E=pVg 1)
na qual p,= densidade do liquido e V = volume submerso.

O volume do corpo, que se encontra totalmente submerso, pode ser definido pela Eg. (2):

mgs
V=— 2
Ps @)
Substituindo a Eq. (2) na Eq. (1), obtém-se a Eq. (3):
E=p, _YZS 9 3
S

Como E = myg ,entdiom; g = % mgg . Simplificando essa expressao obtemos a Eq. (4):

ps = 2p (4)

gue € a equacdo da densidade do sélido em funcdo da sua massa e da massa do liquido

deslocado.

As variacOes dos métodos de deslocamento de liquidos baseados em principios de
Arquimedes séo ainda favoraveis devido a sua simplicidade, baixo custo e facilidade de uso
para a determinacdo da porosidade de materiais solidos com formas irregulares. Métodos de
suspensdo, nivel e transbordamento sdo trés diferentes formas de deslocamento liquido usando
0 mesmo principio de Arquimedes (Figura 14). Dentre as trés abordagens possiveis, a técnica
de suspensdo é amplamente utilizada devido a sua exatidao e precisdo (HUGHES, 2005).
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Figura 14: Diagrama esquematico dos métodos de (A) suspensdo, (B) nivel e de (C) transbordamento.
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FONTE: MURAD et al., 2014
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Materiais

O PLA da marca 3DLab usado nesse estudo foi disponibilizado pelo Laboratorio de
Bioengenharia (LABBIO) do Departamento de Engenharia Mecanica da UFMG com as
seguintes especificacdes: densidade de 1,24 g/cm3, temperatura de fusdo de 185 °C,
temperatura de transicao vitrea de 60 °C, tensdo de escoamento de 66 MPa, resisténcia a flexdo
de 130 MPa e médulo de elasticidade de 4,3 MPa.

O fluxograma abaixo (figura 15) representa o procedimento experimental utilizado neste
trabalho para a producdo e caracterizacdo das pecas de PLA obtidas a partir da técnica de

Modelagem por Fusdo e Deposicéo.

Figura 15: Fluxograma das etapas de trabalho

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

CARACTERIZAGAO PRODUCAD  CARACTERIZACAD

DO MATERIAL DA PECA DA PECA
b . FOM « MICROSCOPIA GPTICA
p o DEPOSCAONA o MEV/EDS
o T6A HORIZONTAL ,
e . DEposgiona  © ANASLEDAPOROSDADE
VERTICAL » ENSAID DE COMPRESSAD

FONTE: Prdpria autora.

4.2.Caracterizacao do filamento de PLA

A caracterizacdo fisico-quimica do filamento de PLA foi realizada através das seguintes
técnicas: Espectroscopia da regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC).
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4.2.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada no
equipamento IRPrestige-21 da marca Shimadzu, numero de Scan de 62, resolucdo espectral de
2.0 cm™1-1 e faixa de trabalho 4000 a 400 cm™.

4.2.2. Termogravimetria (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada no equipamento DTG-60H Shimadzu/ DTG-
TG Apparatus. A amostra foi aquecida desde a temperatura ambiente até 700 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

4.2.3.Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

A analise térmica diferencial foi executada no equipamento DSC-60 Plus Shimadzu. Na
analise, a amostra de PLA foi submetida a um aumento programado de temperatura:
aquecimento de 25 °C a 400 °C, seguido de resfriamento a 25 °C e novo aquecimento até 400
°C. A taxa de aquecimento foi mantida em 10 °C/min com fluxo de nitrogénio de 50 ml/min.

4.3. Producéo das pecas de PLA

O desenho das pecas cilindricas foram feitas no Software Repetier-Host VV2.0.1 (figura
16).

Figura 16: Desenho da peca cilindrica

FONTE: LABBIO/UFMG.
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Os parametros ajustados foram: 18 % de porosidade, espessura da camada de polimero
de 0,1 mm e tamanho de poro de 600 um. Duas direcGes de deposicdo do filamento de PLA

foram realizadas totalizando quatro pegas (duas horizontais e duas verticais).

Nos desenhos das pecas definiu-se o didmetro de 12,7 mm e a altura 25,4 mm, conforme
descrito na norma ASTM D695 - Método de Teste Padréo para Propriedades Compressivas de

Plasticos Rigidos (Figura 17).

Figura 17: Corpo de prova cilindrico de acordo com a norma ASTM D695

254 mm

FONTE: Prdpria autora.

Todas as pecas de PLA foram impressas na impressora 3 D da marca Sethi3D Aip
utilizando a técnica de FDM. As dimensdes das pecas impressas de PLA foram aferidas através
de oito medicdes da altura e oito medic¢Ges do didmetro utilizando um paquimetro Digital em
Aco Inox com resolucdo de 150 Mm 6 e registro 316119 Mtx. A massa das pe¢as também foi

aferida oito vezes utilizando uma balanca analitica da marca Bioscale com precisdo de 0,1 mg.

4.4. Caracterizacdo das pecas de PLA produzidas

Uma peca de PLA com os filamentos depositados na horizontal e uma com os filamentos
depositados na vertical foram caracterizadas utilizando as técnicas de Microscopia Optica,
Microscopia Eletrénica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia Dispersiva
(MEV/EDS) e Andlise da Porosidade. As outras duas peg¢as produzidas (uma vertical e uma
horizontal) foram utilizadas para a realizagdo do Ensaio de Compresséo. Todos 0s ensaios de
caracterizacdo foram realizados no Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET/MG.
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4.4.1.Microscopia Optica

As fotografias da estrutura dos poros foram realizadas no microscépio 6ptico modelo
IM713, série 0628894 da marca Kontrol, nas dependéncias do Laboratorio de Metalografia<a.
Utilizou-se a ampliacdo de 40 x para as escalas de 100 um e 200 um, e a ampliacdo de 100 x

para as escalas de 50 um e 100 pum.

4.4.2. Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(MEV/EDS)

As imagens de microscopia eletrénica de varredura foram obtidas no equipamento da
marca Shimadzu modelo SSX-550 Superscan, no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais.
As imagens foram obtidas na voltagem de 10KV, corrente de analise a 464A e corrente do
filamento a 2,25A. A analise de EDS foi realizada no equipamento acoplado ao MEV da marca
Shimadzu, modelo SEDX-500. O tempo de contagem para cada analise foi de 60s para obtencao

do mapa de composicao.

4.4.3. Andlise da Porosidade

A partir da definicdo das dimensdes das pecas no Software Repetier-Host V2.0.1
obteve-se 0 volume de 600,03 mm?3 para as pecas com poros e 0 volume de 3217,59 mm? para
as pecas macicas, ou seja, sem poros. Deste modo, foi definido o parametro de porosidade
tedrica em torno de 81 % para as pecas de PLA com filamentos depositados na horizontal e na
vertical. O calculo da porosidade pelo método deslocamento do liquido utilizando um aparato

de Arquimedes foi realizado no Laboratério de Biomateriais e apresentado na figura 18.
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Figura 18: Aparato utilizado para o calculo da porosidade pelo Método de Arquimedes

FONTE: propria autora.

Primeiramente as pecas secas foram pesadas, em seguida as pecas foram mergulhadas
em um béquer contendo agua destilada e novamente pesadas. Em seguida, as pecas foram
pesadas imersas dentro do mesmo béquer com agua utilizando o aparato de Arquimedes. Para
cada massa seca, Umida e submersa, foram realizadas medidas em triplicata e as médias foram

utilizadas para calcular a porosidade pela Eq. 5.

Massa Umida—Massa Seca

Porosidade = x 100 (5)

Massa Umida—Massa Submersa

4.4.4. Ensaio de Compressao

As propriedades mecénicas das pecas de PLA foram determinadas através do ensaio de
compressdo conduzido na maquina de ensaio da marca Solab, modelo SL-11, no Laboratério
de Polimeros no DEMAT7CEFET-MG. Os corpos de prova foram ensaiados a uma velocidade
de aplicacdo da carga igual a 1,0 mm/min, com uma célula de carga equivalente a 10 kN. O
equipamento € interligado ao software Trapezium X-Shimadzu. Os ensaios de compressao
foram baseados na norma ASTM D695 para os corpos de prova. O célculo do moédulo de
elasticidade foi feito através da inclina¢do da curva na regido elastica, o limite de escoamento
foi determinado a partir da intercesséo da reta, de inclinacdo igual ao mddulo de elasticidade
(que intercepta o eixo X em 2 %), tracada a curva tensao versus deformacao, e por fim, o limite
de resisténcia foi o valor madximo encontrado da tensdo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo do filamento de PLA

5.1.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho do filamento de PLA contendo as bandas caracteristicas

desse polimero esta representado na Figura 19.

Figura 19: Espectro na regiao do infravermelho do filamento de PLA
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FONTE: propria autora

As principais bandas observadas no espectro de infravermelho do filamento de PLA

encontram-se representadas na tabela 2.
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Tabela 2: Bandas observadas no espectro de infravermelho do filamento de PLA

FAIXA DE ESPECTRO (cm ‘1) ATRIBUIC}AO
2993; 2944; 2918; 2850 -C-H estiramento assimétrico/simétrico (-CH- e - CH3)
1749 -C=0 estiramento de carbonila
1448 -CHs3 dobramento assimétrico
1381; 1363 -CH- dobramento assimétrico/simétrico (-CH- e - CHa)
1267 -C-H dobramento +-C-O estiramento
1178 -C-O-C- estiramento
1106 -CHsbalanco
1080 -C-O-C- estiramento
1039 -C-CHg estiramento
955 -CHz balanco
865 -C-C- estiramento da fase amorfa
755 -C=0 dobramento da fase cristalina

FONTE: propria autora

A banda 1749 cm™! corresponde ao estiramento do grupo carbonila (C=0) (WENG et
al., 2013) e a banda 1448 cm™? é caracterizada como o dobramento assimétrico do grupo -CHs.
As bandas 1178 cm™?! e 1080 cm™! representam o estiramento do grupo -C-O-C-, uma vez que
0 C-O formou ligacGes com diferentes &tomos ou grupos funcionais para promover absorcdes
vibracionais mais complexas (WANG, et al., 2008). Todas essas bandas sdo caracteristicas da
funcdo éster na estrutura quimica do PLA. A auséncia de uma banda intensa na regido 3500-
3000 cm™? (estiramento do grupamento O-H) é um indicativo da auséncia de subprodutos de
hidrolise do PLA (DRUMOND et al., 2004), sugerindo que o material utilizado nesse estudo
ndo esta degradado.

5.1.2. Termogravimetria

A curva de perda de massa do filamento de PLA em funcdo da temperatura pode ser

visualizada na figura 20.
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Figura 20: Curva termogravimétrica do filamento de PLA
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FONTE: Propria autora

Na curva termogréfica foi possivel identificar a ocorréncia de dois eventos
significativos. O primeiro, na faixa de 150 °C — 200 °C, ocorreu uma reducdo da massa inicial
do filamento de PLA em torno de 7 %. No segundo evento, foi efetivado a decomposicdo do
PLA a uma faixa de 300 °C — 370 °C. Utilizando o artigo de ZHOU et al. (2017), a faixa de
decomposic¢@o do nosso material se relacionou com a faixa de decomposi¢éo do PLA utilizado
por eles, que foi em torno de 300 °C — 350 °C. Salvo que essa diferenca de valores das faixas é
devido a massa molar do PLA utilizado. De acordo com as instru¢bes do fabricante a
temperatura de fusdo do filamento de PLA é de 185 °C. A analise termogravimétrica realizada
indica que nesta faixa de temperatura ndo ha perda de massa significativa do PLA utilizado,
indicando que esse material pode ser utilizado na técnica de impressdo de Modelagem por Fuséo
e Deposicdo. Na curva termogréafica € possivel ver que teve reducdo da massa do PLA abaixo
da porcentagem de 0 %, fato justificado pela probabilidade de mé conducao do equipamento
pelo operador do laboratério.

5.1.3. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O termograma da anélise térmica diferencial (DSC) do filamento de PLA encontra-se
representado na figura 21. O polimero foi submetido a dois aquecimentos até 400 °C, e um ciclo

de resfriamento a 25 °C.
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Figura 21: Curva DSC do filamento de PLA
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FONTE: propria autora

Pode-se observar uma transicdo de segunda ordem a 63 °C, caracteristica da transicdo
vitrea (Tg) do polimero. Como esse valor estd acima da temperatura ambiente, este material
provavelmente apresentara um comportamento fragil e vitreo (FALCONE, 2004). Observa-se
também um pico exotérmico em 94 °C caracteristico da temperatura de cristalizagdo (Tc) e um
pico endotérmico causado pela mudanca de fase a 174 °C, caracteristico de Tm. AURAS e
colaboradores (2004) relataram faixas de temperatura muito proximas tanto para Tg quanto para
Tm no PLA, entre 50 e 80 °C e entre 130 a 180 °C, respectivamente. De acordo com Qin et al.,
2010, o PLA apresenta um evento exotérmico que representa uma taxa de cristalizacdo a frio,
chamada de Tcc, em que o polimero ganha calor sem mudar de fase, atingindo o seu limite de
energia, durante a sua Tg. Com o aumento de temperatura, essa energia é liberada ocorrendo
uma reorganizacdo em sua estrutura até o0 momento que ocorre um pico endotérmico, causado

pela mudanca de fase (fuséo) do polimero.

Os picos exotermico (94 °C) e endotermico (174 °C) representam alteracfes de primeira
ordem e se assemelham com as propriedades térmicas do PLA observados por outros autores
(LEE, 2008; CORRE, 2011). A partir da area sob o pico, é possivel obter a entalpia exotérmica
e endotérmica do polimero. No termograma da figura 21 se encontram representados 0s picos
referentes as temperaturas de entalpia de cristalizagao a frio (AH,) e entalpia de fusdo (AH,,),

que foram utilizadas para o calculo do grau de cristalinidade de acordo com a equagé&o 6.
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|AHm | — |AH|
AHp®

Xc (%) = x 100 (6)

onde AH,,,*é a entalpia teérica do PLA 100% cristalino. Para os calculos de Xc adotou-se o
valor de 93 J/g, correspondente a entalpia da cristalizacdo a frio do PLA (HARRIS & LEE,
2008).

O grau de cristalinidade do PLA utilizado neste trabalho foi calculado em 31 %. Este
resultado foi consistente com resultados anteriormente publicados na literatura. Este valor é
explicado pela preferéncia na formacdo de longas sequéncias isotaticas do polimero.
(SARASUA, 2008).

5.2. Caracterizagdo das pegas de PLA produzidas
5.2.1. Analise dimensional

Nas figuras 22 e 23 sdo mostradas as fotografias das perspectivas frontal e superior das
pecas produzidas com os filamentos de PLA na direcdo horizontal e vertical, respectivamente,
onde é possivel visualizar a estrutura porosa das pecas produzidas.

Figura 22: Pega de PLA impressa com os filamentos na dire¢édo horizontal
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FONTE: propria autora.
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Figura 23: Pega de PLA impressa com os filamentos na direcao vertical
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FONTE: propria autora.

As dimensdes das pecas de PLA com os filamentos na direcdo horizontal e vertical

produzidas por impressdo 3D sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Dimensdes das pecas de PLA produzidas

Peca Altura (mm) Diametro (mm)
Horizontal 25,77 £ 0,20 12,65 + 0,23
Vertical 25,13 +0,17 12,77 £ 0,15

FONTE: Prépria Autora

Para construir o desenho das pecas no Software Repetier-Host VV2.0.1 foi determinada
as dimensdes de 25,4 mm de altura e 12,7 mm de diametro, dimens6es definidas pela norma
ASTM D695 para ensaios de compressdo em polimeros. Apds a impressdo, as medidas
realizadas nas pecas indicaram uma diferenga de cerca de 1 % na altura, 0,5 % no didmetro em
relacdo aos valores determinados no desenho, indicando uma grande precisdo na impresséo das
pecas em PLA. De acordo com o artigo de GAAL et al. 2016 que também utilizou o PLA para
fabricacdo de dispositivos utilizando a técnica FDM, o PLA é um filamento bem estabelecido
para impressoras 3D aplicando o método de FDM garantindo boa reprodutibilidade e um
material pronto para.



59

5.2.2. Microscopia Optica

Anaélises de microscopia optica foram realizadas no intuito de verificar a morfologia dos
poros (painéis A a C) e do filamento de PLA (painéis D a E) nas pecas que foram produzidas

com deposicao dos filamentos na horizontal e na vertical (Figuras 24 e 25, respectivamente).

Figura 24: Imagens de microscopia éptica das pecas de PLA com deposicao horizontal

Morfologia dos poros: A) vista lateral, B) vista superior, C) vista interna.
Morfologia do filamento: D) vista lateral, E) vista superior, F) vista interna.

FONTE: propria autora.

Figura 25: Imagens de microscopia Optica das pecas de PLA com deposi¢ao vertical dos

.E 7 ' ‘
D]

B
.
Morfologia dos poros: A) vista lateral, B) vista superior, C) vista interna.

Morfologia do filamento: D) vista lateral, E) vista superior, F) vista interna.
FONTE: propria autora.

E possivel observar uma estrutura regular de poros e um alargamento no ponto de
insercdo dos filamentos nas duas direcdes de deposicao.
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5.2.3. Microscopia Eletrénica de Varredura e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (MEV/EDS)

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) das pecas de PLA com a
deposicdo horizontal e vertical do filamento sdo apresentadas nas figuras 26 e 27,

respectivamente.

Figura 26: Micrografia eletronica das pecas de PLA com deposi¢do horizontal dos

filamentos
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Figura 27: Micrografia eletrénica das pecas de PLA com deposicdo vertical dos

filamentos
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FONTE: propria autora.

A andlise de MEV confirma os resultados obtidos na microscopia éptica em relacéo ao
alargamento do ponto de insercéo dos filamentos e distribuicdo regular dos poros. Além disso,
observa-se que a espessura do filamento de PLA é em torno de 100 um e o diametro interno do
poro em torno de 600 um, conforme determinado nos parametros de impressao. O tamanho do

poro é um paradmetro importante para o funcionamento de um scaffold, pois, um tamanho
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adequado pode favorecer a colonizagdo celular e a posterior proliferacdo de células para a
formag&o de um tecido. Na literatura encontra-se uma ampla discussao a respeito do tamanho
de poro adequado para scaffolds aplicados na engenharia de tecido 6sseo. Concluiu-se que
tamanhos de poros superiores a 100 um, favorecerem a colonizacao e a proliferacéo de células
do tecido 6sseo sobre um scaffold, otimizando a formacao de tecido 6sseo (KARAGEORGIOU
& KAPLAN, 2005). A peca de PLA produzida por impressdo 3D apresenta distribuicao regular
de poros e didmetro de poro em torno de 600 um, tamanho adequado para a colonizacéo e a

proliferacdo de células do tecido dsseo.

As andlises da espectroscopia de energia dispersiva das pecas de PLA com a deposicao
horizontal e vertical do filamento sdo apresentadas nas figuras 28 e 29, respectivamente.

Figura 28: Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da peca de PLA no
arranjo horizontal
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Figura 29: Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da peca de PLA no arranjo
vertical
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FONTE: propria autora

Nas andlises observa-se a presenca de somente dois atomos: oxigénio e carbono. A
técnica ndo permite a deteccdo do elemento hidrogénio, e, portanto os resultados encontrados
sdo compativeis com a amostra de PLA cuja formula molecular é: (CzH402)n. Além disso, a
inobservancia de outros elementos quimicos sugere que o PLA ndo apresenta nenhum

contaminante.

5.2.4. Andlise da Porosidade

A média das massas e a porcentagem da porosidade obtida pelo método de Arquimedes

estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Massa e porosidade das pecas de PLA

Submersa Porosidade

Peca Seca (mQ) Umida (mg) (mg) Arquimedes
] (%)
Horizontal | 0,43 +0,001 | 0,71£0,003 | 0,25+ 0,004 61
Vertical 0,42 +0,000 | 0,560,004 | 0,130,001 32

FONTE: Propria Autora

As massas seca, Umida e submersa foram utilizadas para calcular a porosidade de acordo
com a equacao 5 anteriormente descrita. A porosidade da peca com deposi¢do horizontal dos
filamentos calculada pelo método de Arquimedes foi de 61 %, e a porosidade de peca com
deposicdo vertical de filamentos foi de 32 %, valores superiores a porosidade tedrica. A
diferenca entre a porosidade tedrica e a obtida pelo método de Arquimedes pode ser a0 menos
em parte explicada pelo acesso da &gua ao interior do material e consequentemente o

preenchimento dos espagos vazios ao submergir as pecas no béquer contendo agua.

As pecgas produzidas com deposicdo horizontal e vertical de filamentos apresentam
internamente tamanho e distribuicdo de poros iguais, entretanto, devido a posi¢do das pecas na
bandeja no método de impressao 3D de Modelagem por Deposicdo e Fusdo a superficie das
pecas apresentou diferencas no tamanho do poro, e consequentemente diferengas no acesso da
agua ao interior da peca e nos valores de porosidade calculados. Deste modo, 0 método de
Arquimedes ndo foi adequado para se calcular a porosidade das pecas e novos ensaios devem

ser realizados para se obter a porosidade das pecas.

As pecas de PLA produzidas por impressao 3D apresentaram internamente poros com
cerca de 600 um de didmetro, tamanho amplamente aceito na literatura como adequado para
suportar a colonizacéo e a proliferacdo das células do tecido 6sseo, além de porosidade tedrica
de 18 %. O tecido 6sseo compacto apresenta porosidade entre 3 e 12 % e o tecido 0sseo
esponjoso, a porosidade varia de 50 a 90 % (KAPLAN, 2005). Desta forma, as pecas produzidas
tém potencial aplicacdo para serem utilizadas como scaffold na engenharia de tecido dsseo,

especificamente tecido 6sseo compacto.



5.2.5. Ensaio

As figuras 30
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de Compressao

e 31 representam as curvas de tensdo versus deformagéo das pegas de PLA

com deposicdo horizontal e vertical dos filamentos, respectivamente. O estudo do

comportamento mecanico das pegas encontra-se sumarizado na Tabela 5.

Figura 30: Curva tensdo versus deformacéo para a peca de PLA com deposicdo
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Figura 31: Curva tensdo versus deformacdo para a peca de PLA com deposi¢éo vertical

de filamentos
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Tabela 5: Propriedades mecanicas das pecas de PLA com arranjo na horizontal e na

vertical
PARAMETROS MECANICOS (GPa) HORIZONTAL VERTICAL
Madulo de Elasticidade 0,24 0.16
Limite de Escoamento 0,10 0,09
Limite de Resisténcia 0,25 0,11

FONTE: Propria Autora

Os mddulos de elasticidades foram marcados na figura 30 como um ponto azul. Para a
analise do limite de escoamento para a deposicdo na vertical, como a regido de escoamento foi
bem visivel, o ponto de maior tensdo (assinalado na figura 31 como um ponto amarelo), foi
definido como o limite de escoamento (CALLISTER, 2007).

A peca com deposicdo horizontal dos filamentos resistiu bem & tenséo aplicada pelo
equipamento demonstrando estabilidade quando ocorreu redugdo nos espagcamentos entre 0s
poros, apresentando uma leve queda da tensao sem a interrupcao da curva. Este comportamento
é caracteristico de polimeros que apresentam comportamento ductil. Na peca com deposicédo
vertical de filamentos ocorreu uma ruptura da peca, mas ainda assim a tenséo cresceu ao longo
da deformacdo. Novamente, esse fendmeno é caracteristico de polimeros ducteis. Apds esta
gueda na curva tensdo x deformacdo, observa-se oscilacbes da tensdo para a peca com
deposicdo vertical de filamentos, demonstrando maior instabilidade em comparacao com a peca

produzida por deposicéo horizontal.

A peca de PLA produzida com a deposi¢do horizontal dos filamentos apresentou
modulo de elasticidade maior que a peca produzida com deposicdo vertical dos filamentos,
sugerindo que a primeira peca € mais rigida que a segunda. Além disso, a peca com deposi¢do
vertical apresentou menor valor no limite de resisténcia, confirmando a maior fragilidade da

peca em comparagio com a outra.

A peca de PLA com deposicdo horizontal foi mais resistente e uniforme que a pega com
deposicdo vertical, este apresentando diversos filamentos arrebentados. A aparéncia
macroscopica das pegas de PLA com deposicdo de filamentos na horizontal e na vertical apos

0 ensaio de compressdo é mostrada na figura 32.
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Figura 32: Pegas de PLA apds ensaio de compressdo (arranjo horizontal a esquerda e
arranjo vertical a direita)

FONTE: propria autora
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O filamento de PLA utilizado no presente trabalho apresentou propriedades térmicas
semelhantes as descritas anteriormente na literatura e ndo se observou contaminantes no
material a partir das andlises de FTIR e EDS. As pegas de PLA produzidas por FDM
apresentaram elevada precisdo em relacéo ao desenho, confirmando a acuracia da técnica, que
aliada ao baixo custo e a facilidade de execucdo tornam a prototipagem rapida uma excelente

alternativa para a producéo de diferentes scaffolds.

As pecas produzidas atraves de deposicdo horizontal e vertical dos filamentos de PLA
apresentaram altura, diametro e massa muito semelhantes. A distribuicdo e o tamanho dos poros
no interior do material também foram semelhantes entre as duas pecas. Entretanto, devido a
posicdo das pecas na bandeja durante a impressdo, as superficies das pecas apresentaram
porosidades diferentes, o que se refletiu na acessibilidade da agua durante o ensaio de
Arquimedes e consequentemente nos valores de porosidade obtidos para o material. A
porosidade de 82 % foi definida como parametro de impresséo, esse valor associado ao tamanho
interno dos poros de 600 wm sugere que as pecas produzidas possuem parametros ideais para
uma possivel aplicagdo como scaffold para a Engenharia de Tecido Osseo Esponjoso. Os
ensaios de compressao realizados indicam que a pega com deposicao horizontal dos filamentos

apresentou melhores propriedades mecanicas que a peca com deposicao vertical.

Como perspectivas futuras deste trabalho pode-se destacar: realizacdo de outros ensaios
para a afericdo da porosidade, determinacdo da taxa de degradacdo das pecas produzidas e da
biocompatibilidade do material; ensaios necessarios para a obtencdo de um material que pode
ser utilizado como scaffold para a engenharia de tecido 6sseo.
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