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RESUMO

Os scaffolds, principal classe de biomateriais aplicadas para regeneracdo tecidual, permite o
cultivo celular em area danificadas a partir de células tronco do proprio paciente, reduzindo
assim as fontes de rejeicdo e infeccOes. Assim, esse presente trabalho visa a obtencdo de
scaffolds de Poli(acido latico) ou PLA, com forma de trelicas e produzidos por impressdo 3D
pelo método de modelagem por fusdo e deposicdo (FDM). A caracterizacdo do material foi
realizada por meio de ensaios de: difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV), biodegradacdo com analise de perda de
massa, teste de citotoxicidade e analise da porosidade dos scaffolds. A partir dos resultados
dos ensaios DRX e FTIR foi possivel constar que o PLA utilizado antes e apds 0s ensaios
biodegradacdo continua com carater predominantemente amorfo e verificar que sua imersao
em solugédo fosfato salina (PBS), ndo alterou seus parametros de cristalinidade (DRX) ou
levou a supressdo e/ou aparecimento de novas bandas no seu espectro de infravermelho. Neste
estudo, o tempo maximo, de 21 dias, de degradacdo utilizado levou a uma baixa degradacéo,
cerca de 0,30626%, o que é coerente com o tempo de degradacdo do PLA em meio fisiologico
e adequado para sua aplicacdo como arcabouco para crescimento celular. A porosidade
obtida, 64,186%, é proxima ao indicado na literatura para aplicagdes como scaffolds. A
utilizacdo do método de FDM se mostra adequada para obtencdo dos scaffolds, porém é

necessario a adaptacdo dos parametros a fim de otimizar as propriedades da peca obtida.

Palavras chave: Scaffolds, PLA, FDM, biodegradacéo.



ABSTRACT

Scaffolds, the major class of biomaterials applied to tissue regeneration, allow damaged cell
culture to be harvested from the patient's own stem cells, thereby reducing sources of
rejection and infection. Thus, this work aims to obtain scaffolds of poly (lactic acid) or PLA,
in the form of trusses and produced by 3D printing by the fusion and deposition modeling
(FDM) method. The characterization of the material was performed by X-ray diffraction
(XRD), infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), biodegradation
with mass loss analysis, cytotoxicity test and porosity analysis of the scaffolds. From the
results of the DRX and FTIR tests it was possible to observe that the PLA used before and
after the biodegradation tests continues with predominantly amorphous character and verified
that its immersion in phosphate saline solution (PBS) did not alter its crystallinity parameters
(XRD) or led to the suppression and / or appearance of new bands in their infrared spectrum.
In this study, the maximum time of 21 days of degradation used led to a low degradation,
about 0.30626%, which is consistent with the degradation time of PLA in physiological
medium and suitable for its application as a framework for growth cell phone. The obtained
porosity, 64.186%, is close to that indicated in the literature for applications as scaffolds. The
use of the FDM method is adequate to obtain the scaffolds, however it is necessary to adapt
the parameters in order to optimize the properties of the obtained part.

Keywords: Scaffolds, biodegradation, FDM, PLA.
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1 INTRODUCAO

Com os constantes avangos da medicina, torna-se possivel o tratamento de diversas
enfermidades que antes eram a causa de Obitos, o que faz com que a expectativa de vida da
populacéo se torne cada vez maior. Com 0 aumento do tempo de vida, as pessoas tornam-se
cada vez mais susceptiveis ao comprometimento de 6rgdos e tecidos, tornando necessarias
intervencdes para reestabelecimento das funcdes e reparacdo dos tecidos danificados. Com a
necessidade cada vez maior de tais intervenc@es, tornam-se imprescindiveis os estudos nas
areas envolvidas, como salde e ciéncia e engenharia de materiais (CARLOS, 2016).

A regeneracdo ou substituicdo de tecidos pode ser realizada de diferentes formas, seja
ela por meio de transplantes, que podem ser autdgenos, aldgenos ou xendgenos e que podem
levar a rejeicdo do tecido pelo organismo ou infec¢fes, ou pelo uso da engenharia de tecidos,
qgue permite o uso de arcaboucos para crescimento celular e regeneracdo do tecido. Os
scaffolds, que sdo os arcaboucos tridimensionais utilizados, oferecem suporte fisico e
ambiente adequando, permitindo que as células, que podem ser do proprio paciente,
colonizem o implante e sintetizem a matriz extracelular, regenerando o tecido. A medida em
que o tecido é regenerado, os scaffolds sdo degradados e o produto de tal degradacdo €
metabolizado e excretado do organismo, permitindo assim que 0 novo tecido assuma
gradativamente sua funcdo (CARLOS, 2016; MORENO, 2014).

Os scaffolds podem ser produzidos utilizando diversos tipos de materiais, desde que
esses sejam considerados biocompativeis. O poli(acido latico) € um polimero da classe dos
ésteres, sendo um dos polimeros biorreabsorviveis mais estudado para aplicacfes biomédicas.
Esse polimero ja é amplamente utilizado em suturas reabsorviveis e sofre degradagcdo em
meio fisiologico, atendendo a necessidade dos scaffolds de se degradarem apds um tempo.
Além disso o PLA é altamente hidrofilico, possui boas propriedades mecanicas tanto seu
precursor, o acido latico, quando o produto de sua degradacdo sdo encontrados nos
mamiferos, sendo uma importante molécula no ciclo de fornecimento de energia ao tecido
muscular (GOES FILHO, 2016).

A impressdo 3D utilizando o método de modelagem por fuséo e deposic¢ao consiste na
fusdo do material em um bico extrusor e a deposicdo de camadas sucessivas seguindo o
projeto, formando assim a peca desejada. Com essa teécnica € possivel criar prototipos
tridimensionais de alta precisdo e complexidade, alcancando os parametros predeterminados
no projeto. Assim, seu uso tem se tornado cada vez mais comum na engenharia de tecidos,
principalmente na producédo de arcaboucos para crescimento celular. Com o uso dessa técnica

é possivel a criagdo dos scaffolds com porosidade controlada, visto que a partir do projeto
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criado em softwares é possivel determinar a morfologia, tamanho dos poros, a forma com que
estdo dispersos na matriz e a porosidade final da peca. Com a impressdo 3D também é
possivel obter reprodutibilidade das pecas criadas, o que ndo é obtido com os métodos
comuns de obtencdo dos scaffolds (GOES FILHO, 2016; SILVEIRA; HOWART,;
MOLINARI, 2014; LOH; CHOONG, 2013).
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2 OBJETIVOS
GERAL.: Obtencdo de scaffolds de poli(acido latico) (PLA) com forma de trelicas,
produzidos a partir do método de fusdo e deposicdo (FDM), para possiveis aplicacbes na
engenharia de tecidos.
ESPECIFICOS:
» Obtencdo de pegas microprocessadas de poli(acido latico) (PLA) com forma de
trelicas a partir do método de fuséo e deposicdo (FDM).
» Caracterizacdo do PLA e dos scaffolds obtidos por meio das técnicas de DRX,
FTIR e MEV
» Auvaliacdo por DRX, FTIR, TGA da degradacéo sofrida pelos scaffolds imersos em
PBS por até 21 dias.
» Caracterizacdo da topografia dos scaffolds por MEV apdés a degradacéo.
» Caracterizacdo do comportamento bioldgico pelo ensaio de toxicidade utilizando
bactérias.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Poli(acido lactico)

O poli(4cido latico), também conhecido como acido polilatico (PLA), é um polimero
da familia dos poliésteres, contendo um grupo funcional éster na cadeia principal. E
conhecido como um dos principais polimeros biorreabsorviveis, sendo alvo de diversas
pesquisas para uso na bioengenharia, como parafusos, placas, fios de sutura e dispositivos de
liberacdo de farmacos. As pesquisas visando seu uso na &rea médica se iniciaram na década
de 60, com a aplicacdo em fios de sutura reabsorviveis, combinando o PLA com o acido
glicolico. Contudo, o PLA apresenta 0 melhor desempenho estrutural, sendo mais utilizado
(PERES, 2016; GOES FILHO, 2016).

O PLA pode ser produzido a partir de matérias-primas agricolas renovaveis, possuindo
duas rotas de producdo distintas, a policondensacdo do &cido latico e a polimerizagdo por
abertura do anel do lactideo. A policondensacdo do acido latico é uma rota menos utilizada,
visto que ha a dificuldade da remocdo de vestigios de agua nos estagios iniciais de
polimerizag&o, o que limita a massa molar maxima alcancével. Por essa rota utiliza-se o acido
lactico, que é polimerizado formando uma cadeia linear. J& pela segunda rota, o anel de um
lactideo ciclico é aberto com auxilio de um catalizador, dando origem a0 mondmero que ira
ser polimerizado. Essa rota € mais comumente usada e pesquisada. A Figura 1, apresentada
abaixo, demonstra o mondmero utilizado para formacdo do PLA (OLIVEIRA, 2016;
PERES,2016; GOES FILHO, 2016).

Figura 1 — Precursores e monémero de PLA

O
HO-CH—E-OH Acido latico
I 0]
- lisad 1]
catalisador —(—O-CllH—C )
(o)
"N« CH,

0}} lactideo Poli(acido latico)
O CH,4

Fonte: OLIVEIRA, 2016.
O processo de obtencdo via abertura do anel do lactideo se inicia com a obtendo do
mondmero acido lactico, que ocorre pela da fermentacdo de carboidratos seguido da obtencédo
de oligdbmeros por policondensacdo. Com o uso de catalizadores, € realizada a conversao dos

oligbmeros em uma mistura de lactideos que entdo sdo polimerizados pela abertura do anel
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em sua estrutura. A Figura 2 abaixo indica a rota de producdo a partir da dextrose de milho,
passando por todas as fases até a obtencdo do PLA (SANTOS, 2016).

Figura 2 — Esquema do processo de producéo do PLA por abertura do anel lactideo
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Quando se fala sobre o PLA, ndo se refere somente a um Unico material, e sim uma
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Fonte: SANTOS, 2016.

familia de materiais poliméricos. O &cido latico possui um atomo de carbono assimétrico, o
que torna sua estrutura quiral, assim esse polimero pode existir em duas formas distintas, D-
PLA e L-PLA, devido aos diferentes arranjos dos atomos na molécula. O PLA comercial
pode, entdo, ser composto de blendas com diferentes proporcdes dos isomeros, de uma
mistura racémica dos mesmos ou apresentacdes individuais. O L-PLA apresenta maior
resisténcia mecéanica e maior periodo de degradacdo, sendo mais utilizado em implantes
estruturais, enquanto o D-PLA possui menor resisténcia e menor periodo de degradacéo,
sendo aplicado em dispositivos de liberacdo de drogas. A combinacdo de ambos permite a
modulacdo das propriedades mecanicas e do tempo de degradacdo, de acordo com a
necessidade da aplicacdo (OLIVEIRA, 2016; PERES, 2016; GOES FILHO, 2016).

O PLA pode apresentar diferentes propriedades, devido a diversos fatores, como
método e temperatura de processamento, massa molecular e sequencia enantiomérica da
cadeia. O L-PLA apresenta cristalinidade proxima de 37%, o que induz a uma Tg entre 50-
80°C e Tm entre 170-178°C, tais propriedades sdo resultado de sua estereoregularidade.
Quando maior a quantidade do isdmero L, maior os valores de Tg em comparagdo com o teor
de isdbmeros D. De forma geral, o PLA apresenta excelentes propriedades de barreira, alta
transparéncia quando amorfo e elevada energia de superficie, o que torna facil o processo de
impressdo. Contudo, independente da cristalinidade, este material apresenta comportamento

fragil e rigido quando a temperatura ambiente. A cristalinidade e a massa molar s&o os
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principais fatores que influenciam as propriedades do PLA, assim, o material semicristalino
apresenta melhores propriedades mecanicas que o amorfo. Quando maior a massa molar e
maior a pureza enantiomerica, maior modulo elastico e resisténcia a tracdo (SANTOS, 2016).
3.1.1 Biodegradacéao do PLA

Como o PLA é um poliéster alifatico, assim, seus grupos ésteres sdo susceptiveis a
degradacdo hidrolitica em ambiente fisiol6gico. A degradagdo se inicia com a infiltracdo da
agua na estrutura do material, atacando preferencialmente as ligacGes das zonas amorfas, 0
que transforma as cadeias longas em pequenos fragmentos solUveis em agua. Essa reducdo da
massa molar inicial ndo interfere totalmente nas propriedades mecéanicas do material, devido
as regides cristalinas que permanecem intactas. Posteriormente tais cadeias cristalinas sdo
atacadas, com fragmentacdo das moléculas e reducdo das propriedades mecanicas. O produto
da degradacdo € entdo metabolizado no ciclo do &cido tricarboxilico e porteriormente
excretado do organismo. Caso o produto acido da degradacéo fique aprisionado no interior do
dispositivo, pode funcionar como catalisador, acelerando o processo de quebra das cadeias,
com a degradacdo ocorrendo de forma mais rapida no interior do dispositivo que em sua
superficie. Assim, materiais porosos apresentam taxa de degradacdo mais lenta que o0s
materiais de baixa porosidade, visto que os produtos &cidos da degradacdo sdo difundidos
para fora do dispositivo mais rapidamente (PERES, 2016; FARAH; ANDERSON; LANGER,
2016; CIFUENTES et al., 2016).

Ainda que o PLA seja considerado um polimero biodegradavel, essa degradacdo sé
ocorre em ambientes com condicBes adequadas, assim € possivel modular quando essa
degradacdo ocorrera. O ambiente de degradacdo deve apresentar temperatura, umidade, pH,
micro-organismos e disponibilidade de oxigénio adequadas para que 0 processo se inicie e se
mantenha. In vivo, os dispositivos comerciais de PLA demoram de 2 a 4 anos para completa
absorcdo, com resisténcia mecanica preservada por 18 semanas (OLIVEIRA, 2016; GOES
FILHO, 2016).

A Figura 3, apresentada abaixo, demonstra a degradacéo do PLA com incorporacdo do

produto no ciclo do acido tricarboxilico.
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Figura 3 — Degradacao do PLA e ciclo do acido tricarboxilico
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Fonte: BARBANTI, 2005 apud GOES FILHO, 2016.
Uma preocupacdo com o uso de implantes de PLA e seus copolimeros é a possivel

toxicidade devido a acumulacdo do produto de sua degradacdo acida. Ao ser degradado, o
PLA libera componentes &cidos, assim, quanto mais rapida a taxa de degradacdo e quanto
maior o tamanho do implante, maior o risco de toxicidade. Contudo, a acidez do acido latico
liberado tem pH entre 4 e 5, 0 que faz com que seja rapidamente neutralizada pelos fluidos
corporais locais. O produto da degradacdo do &cido latico é entdo incorporado ao ciclo do
acido tricarboxilico e posteriormente excretado. A toxicidade proveniente do PLA, com
posterior inflamagédo do tecido adjacente, ocorrem quando o tecido ndo consegue eliminar o

acumulo dos subprodutos &cidos, sendo reagdes raras de se ocorrerem (RAMOT et al., 2016).

3.2 Impressora 3D

Nos anos 80, foi desenvolvida a prototipagem rapida, sendo o primeiro processo de
fabricacdo capaz de criar objetos tridimensionais, também conhecida como manufatura aditiva
ou tecnologia de impressdo 3D. Nesta técnica, o produto final é obtido pela adicdo de

material, fazendo uso eficiente de matéria prima, possibilitando um menor gasto de material e
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obtencdo de pegas com geometria complexa e variada. Com a impressdo 3D € possivel
produzir uma peca final diretamente de um projeto computacional, sem necessidade de
producdo de pecas intermediarias, como moldes. Seu funcionamento € muito semelhante ao
das impressoras convencionais para impressao de textos, que recebem o arquivo digital e
realizam o processo. A principal diferenca é que, enquanto a impressora tradicional imprime
textos e imagens sobre papel, a impressora 3D cria um solido tridimensional a partir de
inimeros materiais (COUTINHO, 2017 e RITTER, 2014).

A primeira impressora 3D foi construida em 1986, por Charles Hull, utilizando a
técnica de estereolitografia. Juntamente com esse dispositivo, foi criado o formato de arquivo
STL — Standart Tesselation Language — que é derivado de um sistema CAD e posteriormente
seria usado em outros métodos de impressdao. A técnica de FDM foi patenteada ja em 1990
por Scott Crump. Somente em 1993 Michel Cima e Emanuel Sachs criaram o primeiro
equipamento chamado Impressora 3D, que podia imprimir pecas de metais, ceramicos e
polimeros. A partir desse marco, diversas industrias passaram a desenvolver dispositivos
semelhantes (COUTINHO, 2017).

Algumas das etapas utilizados nessa tecnologia sdo comuns a todas as técnicas
aplicadas. Inicialmente é necessario confeccionar o desenho do objeto que se deseja produzir
em software de CAD 3D, para isso pode-se utilizar diversos softwares disponiveis, como
AutoCAD e SolidWorks. Caso esteja disponivel, é possivel também o uso de objetos obtidos
por escaneamento 3D ou tomografia. O arquivo deve entdo ser convertido para um formato
gue seja comum a impressora 3D, sendo atualmente o formato stl. Esse formato descreve as
superficies da peca em superficies triangulares, em que, quanto maior o niumero de superficies
triangulares, maior a precisdo da figura transformada. J& no software da impressora escolhe-se
um plano de referéncia e realiza o fatiamento da superficie. A espessura em que esse
fatiamento é realizado depende da tecnologia utilizada, sendo que, quanto menor a espessura
das fatias, maior a precisdao. As superficies fatiadas sdo entdo transformadas em uma
linguagem conhecida como gcode, que as descreve como comandos de movimento e faz com
gue a impressdo ocorra no plano e espessura corretas. Todas as superficies fatiadas sdo
descritas em um Unico arquivo, que € interpretado pela impressora. O arquivo é entdo enviado
para impressora, que recebe o trabalho e o interpreta, imprimindo camada por camada, até que
0 objeto desejado seja formado (TAKAGAKI, 2012).

3.2.1 Método de modelagem por deposi¢do de fundido (FDM)
Considerado o segundo método mais utilizado no mundo, a modelagem por deposi¢ao

de fundido (FDM) é utilizada para prototipagem usando polimeros termoplasticos. Seu
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funcionamento ocorre devido ao aquecimento e amolecimento, em temperaturas proximas a
200°C, do filamento, que geralmente tem secdo circular e é armazenado em bobinas. O
filamento é colocado no interior de um extrusor e aquecido até temperatura adequada para que
possa ser depositado pelo bico extrusor. A velocidade de deposicdo e espessura das camadas
sdo parédmetros escolhidos durante a programagdo da impressdo (RAULINO, 2011 e
FOGGIATTO, 2005).

O equipamento utilizado neste método é composto por duas unidades distintas. A
primeira, conhecida como cabecote, é onde se localiza o bico extrusor que fara a fusdo e
deposicdo do material. Essa unidade é responsavel pela movimentagcdo nos eixos x ey,
fazendo o desenho das superficies de cada camada e o preenchimento do objeto, quando
necessario. Ja a outra unidade € conhecida como plataforma, que é o local onde o objeto
produzido € depositado. Essa unidade realiza o0 movimento no eixo z, movimentando uma
distancia correspondente a espessura da deposicdo, sempre que uma camada termina de ser
produzida, permitindo que a proxima camada seja depositada diretamente sobre a camada
anterior. Esse movimento ocorre quantas vezes necessario para que o objeto seja formado.
Um esquema simplificado do funcionamento de uma impressora 3D pelo método FDM pode
ser observado na Figura 4 (PAEZ, 2013, FOGGIATTO, 2005 e LIMA, 2009).

Figura 4 — Esquema simplificado da impressao 3D pelo método FDM
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Fonte: Adaptado de FOGGIATO, 2005.

E comum que alguns modelos de impressora possuam dois cabecotes distintos, um
para construcdo da estrutura do objeto a ser impresso e outro para construcdo de suportes de
sustentacdo da estrutura. O material usado como suporte geralmente possui propriedades
mecanicas inferiores ao material de construcdo, para que os suportes possam ser facilmente
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extraidos apds o fim do processo. A extracdo dos suportes pode ser realizada mecanicamente
ou pelo uso de solventes exclusivos do material, que ndo atuem no material utilizado para
producdo da peca desejo (FOGGIATTO, 2005 e LIMA, 2009).

3.2.2 Outros métodos de impressao 3D

Além do método de impressdo por FDM, j& apresentado, diversas outras técnicas estao
hoje disponiveis, as principais sdo: estereolitografia (SLA), sinterizacdo direta de metal a laser
(DMLYS), sinterizacdo seletiva a laser (SLS), impressdo 3D (3DP) e fusédo por feixe de elétrons
(EBM). O primeiro a ser criado, conhecido como estereolitografia (SLA), consiste em uma
plataforma perfurada, logo abaixo de uma cuba contendo polimero liquido. Um feixe de laser
ultravioleta é direcionado aos pontos onde deve formar a camada, realizando a cura do
polimero e formando a primeira camada. Na medida em que as camadas sdo formadas, a
plataforma se movimenta uma distancia equivalente a espessura da camada, dando inicio a
uma nova fatia do objeto. Apesar do custo mais elevado, com essa técnica é possivel obter
pecas com maior qualidade, devido a capacidade de producdo de camadas mais finas
(TAKAGAKI, 2012).

Ja a impressdo 3D por Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS), foi patenteada em 1989 e
tem como processo a fusdo de material particulado pela aplicacdo de energia advinda de raios
laser de didxido de carbono. Uma fina camada de p6 é distribuida pela superficie da
plataforma, sendo aquecida pelo laser e aglutinando, formando a camada da peca. A
plataforma entdo se movimenta para baixo uma distancia equivalente a espessura da camada
formada, dando inicio a producdo da nova camada. Os po6s que ndo foram aglutinados
funcionam como suporte e sdo removidos ap6s o fim da producdo. Uma vantagem da
utilizacdo dessa técnica é a possibilidade da utilizacdo de diversos materiais, como ceramicas
e metais, além de polimeros (PAEZ, 2013).

Ja na manufatura de objetos laminados (LOM), a matéria prima para producao da peca
sdo folhas de papel laminado impregnadas de cola termoplastica. O papel € colocado sobre a
base e um rolo compressor aquecido é utilizado para realizar a fixacdo. Entdo, um raio laser
percorre a superficie cortando o0s contornos e caracteristicas da camada. Apds esse processo, a
base se movimenta para baixo, possibilitando que a nova camada seja formada, por meio do
mesmo metodo, até que a peca seja formada por completo. A vantagem desse processo é a
velocidade em que ocorre, sendo cerca de cinco a dez vezes mais rapido que 0s outros.
Existem diversos outros métodos além dos apresentados, com técnicas totalmente distintas ou
adaptacdes (PAEZ, 2013).
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3.2.3 Parametros do processo

As condicBes em que a impressdo sera realizada podem ser alteradas durante a
programacéo do projeto, variando de acordo como material que serd usado e a aplicacéo final
da peca. A selecdo dos parametros & extremamente importante, visto que afetam as
propriedades finais e a qualidade do objeto, como rugosidade e precisdo dimensional, além de
alterar a quantidade de material necessario, 0 tempo de producdo e, consequentemente, 0
custo. Por meio do controle de tais parametros é possivel otimizar as propriedades finais de
acordo com as necessidades do projeto, porém algumas mudancas em parametros podem ser
conflitantes e ndo resultarem em uma influencia direta nas propriedades, devido a natureza
complexa do método (COUTINHO, 2017).

O primeiro parametro que pode ser modificado é a orientacdo da construcdo, que
consiste na posicdo da peca na plataforma, interferindo na forma e direcdo em que é
construida. A espessura da camada que sera depositada também pode ser alterada, sendo
dependente do diametro do bico extrusor. Quanto mais fina a espessura utilizada, mais
camadas de material serdo necessarias na construcdo, mas o acabamento superficial tende a
ser melhor. A largura do filamento também pode ser modificada, mas como é dependente do
bico extrusor, € necessario que essa peca seja trocada para que a mudanga ocorra
(COUTINHO, 2017).

O contorno da peca também pode ser modificado, pela alteracdo da sua largura e do
numero de contornos que sdo usados. Tais parametros interferem no reforco das paredes do
perimetro da peca. A velocidade da impressdo dita a velocidade em que a deposicdo e
construcdo da peca ocorre, sendo que, qudo menor a velocidade, melhor o acabamento e
menor a incidéncia de defeitos. A densidade de enchimento € definida como a quantidade de
material que sera depositada no interior da peca, realizando seu enchimento. Esse parametro
interfere na resisténcia estrutural final do projeto e esse enchimento pode ser usado como
suporte para as partes superiores da peca. Ainda que todos os parametros apresentados
interfiram de alguma forma na peca final, é necessario testes para identificar a real influencia
de cada um nas propriedades desejadas, além da influencia de um parametro em outro
(COUTINHO, 2017).

3.2.4 Caracteristicas da peca produzida pelo método FDM

As pecas produzidas pelo método de modelagem por fusdo e deposicdo possuem
algumas caracteristicas, em maior parte superficiais, que sdo inerentes ao processo. Um dos
defeitos que a peca pode apresentar ¢ conhecido como efeito escada e ocorre em pecas

produzidas por todos os métodos em que as camadas s@o produzidas uma a uma. Consiste no
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aparecimento de degraus em superficies curvas e inclinadas, devido a aproximacao das curvas
por meio de segmentos de retas. Essa aparéncia pode ser amenizada pelo uso de camadas mais
finas, que propiciam uma melhor aproximacdo a curva, ou pela mudanca da posi¢do do corpo
na base. Posi¢Ges em que a curvatura fique horizontalmente apresentam uma menor aparéncia
desse defeito. O defeito e a possibilidade de mudanga da posicéo séo apresentados na Figura
5 (LIMA, 2015 e FOGGIATO, 2005).

Figura 5 — Apresentacéo do efeito escada e uma possivel solucdo
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Fonte: Adaptado de FOGGIATO, 2005.

Um outro defeito possivel é decorrente da triangularizacdo que é feita quando se
transforma o projeto em CAD para o formato stl. Como nesse formato a superficie passa a ser
composta por diversos elementos triangulares, o tamanho desses elementos interfere na
aproximacdo da peca produzida com o que foi projetado. Quando menor os elementos, mais
préximos ficardo a peca e o projeto. A auséncia de camadas de apoio sobre a base também
podem causar defeitos, sejam eles marcas na superficie inferior devido a base de poliuretano,
ou 0 escorregamento das primeiras camadas quando depositadas diretamente na base lisa. Tal
fato pode ser atenuado pelo uso de uma camada de apoio, que sera retirada da peca final
(FOGGIATO, 2005).

Quando h& uma presséo residual dentro do cabecgote extrusor, o material fundido pode
ser expelido quando n&o deveria, criando assim pontos com material excedente e imperfei¢oes
na camada. Outro problema, que pode interferir diretamente nas propriedades mecanicas da
peca, sdo 0s vazios dentro dos contornos. Como o preenchimento é feito linha por linha, pode
ser que o bico ndo va distante suficiente antes de mudar sua direcéo, criando regifes sem
material, que se tornardo vazios. Esse defeito pode ser resolvido com o aumento da
velocidade de impressdo ou por mudangas nos parametros que fagam com que o contorno e o
preenchimento sejam levemente sobrepostos, sendo ambos apresentados na Figura 6
(FOGGIATO, 2005).
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Figura 6 — Apresentacéo do defeito de vazios e sobreposi¢ao de contorno e

preenchimento

1 Varredura

Fonte: Adaptado de FOGGIATO, 2005.

O inicio da deposicdo geralmente ocorre sempre em um mesmo ponto, 0 que faz com
que apareca um efeito semelhante ao de uma costura vertical, que atrapalha tanto nas
propriedades mecanicas, por ser uma regido de maior fragilidade, quanto no acabamento
superficial. Alguns equipamentos permitem que o inicio da camada seja modificado, o que faz
com que a costura seja distribuida, minimizando o efeito. Mas a caracteristica mais comum
nas pegas produzidas por FDM ¢ a possibilidade de verificacdo da interface entre as camadas,
0 que aumenta quanto maior a espessura das camadas. Essa interface € facilmente observavel
a olho nu, criando uma maior rugosidade da superficie externa, e pode ser observada tanto nas
superficies laterais, quanto na superficie superior. Essa aparéncia se deve a forma arredondada
do filete ao sair do bico extrusor (FOGGIATO, 2005 e LIMA, 2015).

3.3 Engenharia de tecidos

Quando um tecido sofre algum tipo de injuria e ndo consegue naturalmente se reparar,
é necessaria uma intervencdo para auxiliar esse reestabelecimento de funcbes. A engenharia
de tecidos é uma area que tem como objetivo o estudo e desenvolvimento de materiais e
métodos de regeneracao de 6rgdos e tecidos, utilizando biomateriais. Tal area é uma ciéncia
multidisciplinar, que envolve conhecimentos nas areas de salde, engenharia e ciéncia de
materiais. E engenharia de tecidos tem como base a utilizacdo da capacidade natural de
regeneracdo dos tecidos do proprio paciente, por meio do uso de scaffolds, células e fatores de
crescimento para reparacdo dos tecidos danificados (CARLOS, 2016; MORENO, 2014;
ASSMAR et al, 2017; NASCIMENTO; LOMBELLO, 2017).

As principais estruturas utilizada na engenharia de tecidos sdo os scaffolds, que sé&o

arcaboucos, estruturas tridimensionais, que fornecem o0 apoio necessario para a adesdo e
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proliferacdo de células, contribuindo para a migracdo celular e atividade regenerativa com
suprimento adequado de oxigénio e nutrientes. Geralmente esses materiais possuem
propriedades osteocondutivas, que é a capacidade do material de servir de arcabouco para
migracao celular, e raramente possuem propriedades osteoindutivas, que € a capacidade de
induzir a diferenciacdo celular no local, e osteogénicas, que é a capacidade do material de
formar osso por si so, tendo como principal funcdo o suporte mecéanico (ASSMAR et al,
2017; INPN, 2017).

A engenharia de tecidos tem inicio no desenvolvimento, selecdo e processamento dos
scaffolds, que s&o criados geralmente com uso de polimeros, metais, ceramicas ou
compdsitos. O material deve ser biocompativel, permitindo uma resposta adequada do tecido
hospedeiro, e que os residuos de sua degradacdo nao sejam citotoxicos, tumorigénicos ou
causem efeitos indesejaveis no organismo. Os polimeros sdo a principal classe de materiais
utilizados, podendo ter origem natural ou sintética. Alguns materiais naturais possuem
propriedade de biocompatibilidade devido a sua presenca na matriz extracelular, o que cria
um ambiente adequado para adesédo, proliferacdo e diferenciacdo celular, contribuindo para
regeneracdo do tecido (NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016).

Os biomateriais podem ser considerados como permanentes, onde sdo utilizados por
tempo indeterminado sem perdas de propriedades mecanicas e fisico-quimicas, e temporarios,
onde sdo utilizados como suporte somente até a regeneracdo tecidual. As propriedades
mecanicas requeridas nos scaffolds sdo determinadas pelo material utilizado e morfologia
utilizada na construcdo, sendo importantes para o sucesso do implante. Ja as propriedades
fisico-quimicas devem ser semelhantes as do ambiente em que sera implantada, para obtencéo
de melhores resultados de desenvolvimento tecidual. Os scaffolds podem ser porosos ou néo,
sendo a porosidade fator fundamental para migracdo celular e interacdo do material com as
células, além de permitir transporte de nutrientes e gases pela matriz, sendo necessario sua
modulacdo para que ndo afete a estabilidade mecanica do arcabougo (NASCIMENTO;
LOMBELLO, 2016).

Os macroporos sdo responsaveis pelo fornecimento de nutrientes e remocdo de
residuos do metabolismo celular, enquanto os microporos sdo responsaveis pelo ingresso
celular e interacdo célula-matriz. O tamanho e morfologia dos poros sdo determinantes para o
desempenho da matriz ap6s implantagdo, sendo a porosidade e o tamanho dos poros ideal
dependente do tecido para o qual o biomaterial sera produzido e das células que o compde. Os
poros devem ser abertos e interligados, permitindo assim a nutricdo, migragéo e proliferacéo
celular, levando a vascularizacdo tecidual (NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016; LOH;
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CHOONG, 2013). Um exemplo de adequacdo do tamanho de poro é dado por Murphy,
Haugh e¢ O’Brien (2010), que indicam que para regeneracdo de tecido 6sseo ndo ha um
consenso do faixa de tamanho de poro ideal, mas que ja foram identificado usos com tamanho
de poro médio de 20 pum a 1500 um. Estudos indicam que o tamanho minimo de poro para o
crescimento 6sseo adequado é de 75um a 100um, mas Sa0 Nnecessarios Poros maiores que
300um para que ocorra vascularizagéo.

Como os scaffolds fornecem suporte mecanico para a proliferacdo celular, € ideal que
0 material seja degradado e metabolizado a medida que as células produzam a matriz
extracelular, permitindo que o tecido seja reestabelecido. Assim, é importante que o tempo de
degradacdo do material seja sincronizado com o tempo de regeneracdo do tecido, de forma
com que o tecido formado assuma gradativamente as suas fun¢des. Na escolha do material €
necessario levar em consideracdo a forma com que ocorre a degradacdo, analisando se é
adequada para 0 meio em que o material sera implantado. Os scaffolds podem ser produzidos
por meio de diversas técnicas distintas, desde técnicas tradicionais até técnicas de
prototipagem rapida, como impressdo 3D por fusdo e deposicdo e sinterizacdo seletiva a laser
(NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016; LOH, CHOONG, 2013).

3.4 Forma de trelicas

Trelicas sdo estruturas formadas por uma série de elementos estruturais retos, com
comprimento muito superior as dimensdes de sua secdo transversal, que sdo conectados uns
aos outros em suas extremidades, formando uma estrutura reticulada. Dessa forma, as forgas
externas atuantes sao aplicadas nos nos, que sdo as juncdes dos elementos, sendo submetidas
a forcas de tracdo e compressao. Essas estruturas possuem ampla aplicacdo na engenharia,
seja para construcdo de pontes, estruturas de cobertura ou torres de transmissdo, sendo
comumente construidas de aco ou madeira. Sao relativamente leves e geralmente indicadas
para aplicacdes onde € necessario superar grandes vaos e suportar cargas elevadas, sendo uma
solucdo econdmica e pratica. Como é possivel desenvolver diversas solucGes estaticas para
tais estruturas suportarem as solicitacfes determinadas, é passivel da utilizacdo de técnicas de
otimizacdo da estrutura e dos materiais (KRIPKA et al, 2013; SOUZA, 2009).

Pesquisas realizadas no Massachussetts Institute of Technology (MIT) utilizam a
estrutura de trelicas para montar estruturas complexas e resistentes. A técnica desenvolvida
utilizada pequenas pecas de fibra de carbono com matriz polimérica como blocos de
construcdo, podendo ser ligadas umas a outras para obter diferentes geometrias e respostas a

cargas na estrutura final. As trelicas foram criadas em forma de cruz e encaixadas em uma
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rede cubica de células octaédricas, estrutura chamada de ‘“cuboct”, sendo semelhante a
estrutura cristalina da perovskita. Diferentemente dos compdsitos tradicionais, que ao serem
estressados até a ruptura sofrem falhas abruptas e em grande escala, essa estrutura, em
decorréncia do sistema modular, tende a falhar de forma isolada, permitindo reparo e
aumentando sua confiabilidade. A Figura 7 abaixo apresenta a forma unitaria dos
componentes das trelicas, uma simulacdo da montagem e uma peca final obtida com essa
estrutura (CHEUNG; GERSHENFELD, 2013).

Figura 7 — Estrutura de trelica desenvolvida no MIT

Fonte: CHEUNG; GERSHENFELD, 2013.
No California Institute of Technology (Caltech), foi desenvolvido um metamaterial

que permite a utilizacdo de ceramicas em nanoescala que sdo, simultaneamente, ultraleves,
forte e absorvem energia recuperando sua forma final apds esforgos de compressdo. A criagdo
desse material s6 foi possivel a partir da criagdo de nano estruturas de trelicas com geometria
fractal, com inspiracdo na microestrutura 6ssea de organismos marinhos (MEZA; DAS;
GREER, 2014).

A Figura 8, apresentada abaixo, mostra a modelagem da estrutura e imagens da
estrutura obtidas por microscopia.
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Figura 8 — Estrutura de trelicas desenvolvida pelo Caltech

Fonte: MEZA; DAS; GREER, 2014.

A técnica desenvolvida consiste na producdo de um scaffold tridimensional de
polimero, obtido por impressdo tridimensional por litografia de interferéncia de dois fotons, e
recobrimento da estrutura por uma fina camada de 6xido de alumina. A estrutura polimérica é
entdo dissolvida por plasma de oxigénio, resultando em uma rede de tubos ocos extremamente
leves e extremamente fortes. A espessura extremamente fina da parede dos tubos permite que

a estrutura retome sua forma apds sofrer compressdo (MEZA; DAS; GREER, 2014).
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4 METODOLOGIA

Para producéo dos scaffolds foi necessario o uso de filamentos de ABS e de PLA, ambos
da empresa XYZprinting, com diametro de 1,75mm. Ja para producdo da solucdo de PBS,
foram utilizados os sais NaCl, Na,PO, e KH,PO,, adicionados a quantidade suficiente de agua
destilada para se obter 1L de solugéo.

A Figura 9, abaixo apresenta um fluxograma béasico da producdo e caracterizacdo dos
scaffolds.

Figura 9 - Fluxograma da metodologia utilizada
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Fonte: Préprio autor.

4.1 Obtencao dos corpos de prova

Os corpos de prova foram projetados usando o software AutoCAD 2018 da Autodesk,
que permite a obtencgéo de estruturas tridimensionais. Os corpos de prova foram projetados a
partir da forma de treligas, de forma com que o0s véos entre as barras da estrutura funcionem
como porosidade no corpo de prova. A partir do AutoCAD o projeto foi exportado no formato
.stl, reconhecido pelos softwares utilizados para impressdao 3D. A Figura 10 abaixo é uma
representacdo da estrutura criada no AutoCAD.
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Figura 10 — Vistas do projeto criado no autoCAD

Fonte: Préprio autor.

Para verificar a viabilidade da impressdo da estrutura criada, foram realizas inimeras
impressdes em filamento de acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS), da empresa XY Zprinting,
utilizando uma impressora 3D modelo DaVinci 1.0, da mesma empresa, que pode ser
observado na Figura 11 abaixo. Para codificacdo do projeto em um G-code, formato lido pela
impressora, foi utilizado o software XYZware, também da XY Zprinting. Neste software, foi
possivel escolher e modificar pardmetros, como velocidade de impressdo, porcentagem de
preenchimento e espessura das camadas. Variando tais parametros e proporcGes das
dimensGes da estrutura projetada foi possivel adequar o projeto, a fim de se obter os corpos de

prova com tamanho reduzido, respeitando as caracteristicas dimensionais e estruturais.

Figura 11 — Impressora 3D modelo da Vinci 1.0

Fonte: Adaptado de XYZprinting, 2017.
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A estrutura inicial possuia dimensdes de 17mm e com espessura das paredes e
elementos de 1mm. Para impresséo dos corpos de prova em PLA, foi utilizada uma reducéo
de escala, que fez com que as dimensdes se tornassem 13,09mm e a espessura das paredes e
elementos de 0,77mm.

Os corpos de prova utilizados nos ensaios foram obtidos usando filamento de PLA, da
empresa XYZprinting, e uma impressora Sethi3D AiP A3, apresentada abaixo pela Figura 12.
Foi utilizado uma reducdo de escala para 77% do modelo inicial, a fim de se obter uma
estrutura com menores dimensdes e poros menores. Foi utilizada uma velocidade de
impressdo de 40mm/s, com espessura de camadas de 0,Jmm. A mesa de impressdo foi
aquecida a 60°C e o bico extrusor a 195°C, padr@es descritos pelo fabricante.

Figura 12 — Impressora 3D modelo Sethi3D AiP A3

Fonte: Sethi3D, 2017.
Foram confeccionados 20 corpos de prova, de forma com que 5 corpos de prova foram
utilizados para cada tempo de degradacéo.

4.2 Preparacao da solucédo de PBS

A solugdo de tampao fosfato salino foi produzida seguindo o “Preparation of buffers
and stock solutions for use in molecular biology”, do volume 3 do manual “Molecular
Cloning: A laboratory manual”. Foram utilizados 8g de NaCl, 1,44g de Na,PO, e 0,249 de
KH,POy,, que foram dissolvidos em 800mL de agua destilada. O pH da solugéo foi corrigido
para aproximadamente 7,4 com HCI e o volume final foi corrigido para 1L com adicdo de
agua destilada (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).
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4.3 Ensaio de degradacéo

O ensaio de degradacdo foi realizado seguindo a norma ISO 10993-13. Para isso foi
utilizada uma solucdo de PBS e cinco corpos de prova para cada tempo de degradacéo,
respeitando a necessidade de no minimo triplicata. O volume de solucdo sugerido pela norma
é de 10mL por grama de amostra. Assim, foram utilizados 15mL de solugdo para cada
amostra, colocados em tubos individuais. As solu¢des foram trocadas a cada 3 ou 4 dias, de
acordo com as datas disponiveis. Os tubos com os corpos de prova imersos em solucéo foram
colocados em uma estufa, a uma temperatura de 37 £ 5°C, com varia¢Ges de temperatura de

até mais 5°C, por periodos de tempo de 0, 7, 14 e 21 dias.

4.4 Analise da reducéo de massa

Para analisar a reducdo de massa proveniente da degradac@o dos corpos de prova, 0s
corpos foram secos em estufa por 72 horas, antes e ap6s a exposi¢do em solucdo de PBS.
Apdbs serem secos, os corpos de prova foram pesados em balanca analitica, e os resultados
comparados seguindo a formula abaixo, a fim de detectar a porcentagem da reducéo de massa.

massa inicial — massa final

%reducdo de massa = —
massa inicial

Para analisar se a diferenca obtida nos resultados para os diferentes tempos de imersao
é significativa, foi realizada uma analise estatistica através do teste ANOVA, realizado por

meio do software Excel.

4.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

O ensaio de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
realizado no Departamento de Quimica do CEFET-MG, em equipamento IR Prestige 21, da
empresa Shimadzu. Foi utilizado o preparo da amostra em ATR sélido, com uma faixa de

trabalho de 4000-400cm™. Para plotagem dos gréficos foi utilizada a correcdo ATR.

4.6 Microscopia eletrénica de varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas em um equipamento
SSX-550 Superscan, da empresa Shimadzu, no Laboratorio de Caracterizacdo de Materiais,
localizado no Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET-MG. As imagens foram
obtidas utilizando voltagem de aceleracdo do feixe de 15kV. Foram utilizados aumentos de
40x e 1000x. As imagens foram inicialmente realizadas nas superficies inferior e lateral do
corpo de prova. Posteriormente, os corpos de prova foram seccionados e novas imagens foram
realizadas das duas novas superficies internas obtidas. Antes de se realizar as imagens, 0s

corpos de prova foram submetidos a metalizacdo de uma camada de ouro, na metalizadora



30

SC701 Quick Coater, da marca Sanyu Electron, com uma corrente de 3mA durante 3 minutos,

permitindo que a superficie se tornasse condutora.

4.7 Difracgao de raios X

O ensaio de difracdo de raio-x foi realizado no Laboratério de Caracterizacdo, do
Departamento de Engenharia de Materiais do CEFET-MG, utilizando um equipamento XDR-
7000, da Shimadzu. A varredura foi feita com um 20 de 10° a 80°, com velocidade de

2°/minuto e passe de 0,02°. A analise foi realizada para todos os tempos de exposic¢éo.

4.8 Analise da porosidade

A andlise da porosidade foi realizada segundo Loh e Choong (2013), por meio do
calculo da porosidade tedrica, que leva em consideracdo o volume tedrico total do sélido e o
volume do sélido, ambos de acordo com o projeto e com dados obtidos no software, segundo
a formula abaixo:

Volume sélido

Porosidade tebérica = 1 —
Volume total

4.9 Analise de citotoxicidade

A andlise da citotoxicidade das amostras foi realizada no laboratdrio de Biomateriais,
seguindo a norma M2-A8 — Padronizacdo dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos por
Disco-difusdo, NCCLS. A analise foi realizada pelo método de teste de Difusdo em Disco
(Agar), em que a amostra é apoiada sobre o meio, inoculado com 0s microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans, durante um periodo de 18 horas,
em estufa a 37°C.

A preparacdo das amostras consistiu no corte de cada um dos corpos de prova das
amostras em triplicata, esterilizados em autoclave, previamente a distribuicdo em cada uma
das 3 placas de petri de 150 x 30 mm. A montagem das placas consistiu no preenchimento de
cada uma com respectivo tipo de agar e distribuicdo das amostras nas trés placas, seguido de
inoculacéo das culturas com cada tipo de microrganismo, para armazenagem na estufa.

Em seguida, cada uma das placas foi incubada em estufa a 36°C por 18 h, para
verificacdo da existéncia de halos de inibicdo. Apds esse periodo foram realizadas as leituras

do resultado, identificando a citotoxicidade ou ndo do material.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao dos corpos de prova
A Figura 13, apresentada abaixo mostra diferentes vistas do protétipo do scaffold
impresso em ABS, em escala superior ao que foi projetada.

Figura 13 — Diferentes vistas do prototipo em ABS

Fonte: Préprio autor.

Essa peca foi impressa com o intuito de verificar a viabilidade da obtencdo das
caracteristicas estruturais de scaffolds pretendidas ao se fazer o projeto. Pela figura acima, é
possivel observar com clareza as trelicas formadas no interior da peca, o que deveria ser
repetido para os corpos de prova impressos em PLA utilizados para as analises. Para garantir
que os aspectos estruturais fossem de facil visualizacéo, a peca foi impressa em um tamanho
muito superior ao tamanho do projeto inicial e ao tamanho utilizado para impresséo dos
corpos de prova utilizando PLA. A partir desse protétipo é possivel perceber as caracteristicas
estéticas das pecas produzidas pelo método FDM de impressao 3D, como o efeito escada que
ocorre devido a deposicdo de cada camada individualmente. Por essa peca foi possivel
determinar que ndo era necessario a construcdo de estruturas de suporte para as trelicas, que
se sustentam por si s6. Foram impressas pecas com tamanho inferior ao determinado no
projeto inicial, visando obter a menor peca possivel que ainda mantivesse 0s aspectos
estruturais requeridos, encontrando que a escala méaxima de reducdo do projeto inicial para
impressdo dos corpos de prova era de 77%, parametro esse que foi utilizado na impressédo dos
corpos de prova em PLA.

J& a Figura 14, apresentada abaixo, é referente a producdo dos corpos de prova em

PLA, com dimensdes adequadas para os testes realizados.



32

Figura 14 — Diferentes vistas do corpo de prova de PLA

Fonte: Préprio autor.

A partir da figura acima é possivel observar que a estrutura de trelicas pretendida no
projeto foi mantida, porém, devido aos parametros de impressdo e numero de amostras
impressos por processo realizado, sendo impressos mais de um corpo de prova na cama de
impressdo por tempo de impressao, houve a formacéo de fios entre as estruturas de trelicas e
entre as pecas. Esses fios sdo formados devido aos efeitos reoldgicos que ocorrem no bico de
extrusdo em funcdo da presséo utilizada para saida do material plastificado. Assim, mesmo
apos a finalizacdo dessa pressao, o material permanece saindo do bico, levando a formacao de
fios entre partes da estrutura e entre uma peca e outra. Tais fios prejudicam o fator estético
das pecas produzidas, mas podem ter acdo benéfica, reduzindo o tamanho dos poros internos
do componente. Os corpos de prova foram impressos no menor tamanho possivel em que as
caracteristicas estruturais fossem mantidas, o que fez com que as pecas fossem impressas em
um tamanho maior do que o planejado inicialmente. Tal fato fez com que os poros internos da

estrutura ficassem maiores que o indicado para as possiveis aplicacdes.

5.2 Analise da reducéo de massa
A Tabela 1, abaixo, apresenta a média das massas iniciais, média das massas finais e 0s

desvios padrdes para cada periodo de tempo de exposicao.
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Tabela 1: Perda de massa média apds tempos de imersao

Tempode Média da massa Média da Média da % de perda Desvio

imersao inicial (g) massa final (g) massa perdida média Padrao
0 dias 1,0134

7 dias 0,9968 0,9945 0,00236 0,23599 0,04712

14 dias 0,9945 0,9916 0,00294 0,29382 0,10792

21 dias 1,0203 1,0172 0,00312 0,30626  0,02748

Fonte: Proprio autor.

A partir da tabela, acima apresentada, é possivel verificar que a degradagdo ocorrida
durante o tempo de imersdo em PBS foi muito baixa, sendo o maior valor, referente aos 21
dias de imersdo, uma perda de massa de 0,30626%. Os valores obtidos estdo de acordo com o
indicado por CIFUENTES (2016), que obteve degradacdo méaxima de 0,26% de degradagéo
em 28 dias de imersdo em PBS.

A partir do teste de variancia ANOVA, foi obtido um valor de p=0,27449, que é maior
que 0,05, considerando assim que ndo houve variacdo significativa de perda de massa entre as
amostras de 7, 14 e 21 dias.

A Figura 15, apresentada abaixo, indica o gréafico de barras da porcentagem de perda de massa
média para cada tempo de imersdo em PBS, com indicativo do desvio padrdo entre as
amostras.

Figura 15 — Gréfico de barras da média da porcentagem de perda de massa por tempo

de imerséo, com indicativo de desvio padréo.
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Fonte: Proprio autor.

A partir da figura acima, é possivel observar que, considerando o desvio padrdo, a
porcentagem de perda de massa média para os diferentes tempos de imersdo se mantem na

mesma faixa, indicando que ndo houve aumento progressivo na degradacdo sofrida. A
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degradacdo pode ser considerada como insignificante, ndo levando a mudangas nas
propriedades mecéanicas da estrutura, o que condiz com o apresentado por GOES FILHO
(2016), que indica que o PLA mantem suas caracteristicas mecanicas por até 18 semanas,

necessitando de 2 a 4 anos para total degradacdo e absorcdo pelo organismo.

5.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier

A Figura 16, apresentada abaixo, representa os espectros FTIR das amostras para cada
tempo de imersdo. A escala de intensidade foi retirada e os espectros deslocados no eixo v,
para facilitar a visualizagcdo e comparacdo entre as curvas.

Figura 16 — Espectro FTIR das amostras para os tempos de imersdo em PBS

Espectro FTIR das amostras

—— M  1DIAS

14 DIAS

- W ——7DIAS
—— \/vj\\/‘v""‘”“\ ——0DIAS

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Comprimento de onda (cm™)

Fonte: Préprio autor.

Pela figura acima, é possivel identificar que o espectro caracteristico do PLDLLA foi
observado para todos os tempos de imersdo em PBS, o que demonstra que ndo houve
mudanca nas ligacOes caracteristicas no material devido a degradagdo. A Unica mudanca
ocorrida foi na intensidade das bandas. Para o tempo de imersdo de 21 dias houve uma
reducdo consideravel na intensidade das bandas, porém as bandas caracteristicas do material
se mantiveram. O espectro obtido é coerente com o apresentado na literatura, como em Peres
(2016), em que as bandas visualizadas entre 2997 e 2985 cm™ sdo caracteristicas do

estiramento do —CH, enquanto as bandas em 1094cm™ sdo referentes ao estiramento simétrico
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do C-O e em 1753cm™ séo referentes ao estiramento do C=0. J4 as bandas indicadas em 1375
e 1450cm™ séo caracteristicas do —CH3, as bandas equivalentes ao C-O-C séo identificadas
em 1175cm™ e ao C-C em 1200cm™. Esse ensaio foi realizado com o intuito de verificar a

ocorréncia de alteragdes quimicas no material devido a degradacdo em meio fisiol6gico.

5.4 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 17, apresentada abaixo, € referente as superficies dos corpos de prova para
cada tempo de imersdo em PBS, em um aumento original de 1000x. Tais imagens foram
realizadas com o intuito de verificar mudancas ocorridas nas caracteristicas superficiais do
material, provenientes da degradacgdo ocorrida.

Figura 17 — Imagem de MEV da superficie dos corpos de prova

v

------

Fonte: Proprio autor.

Na figura acima, é possivel verificar que ocorreu o aparecimento de pequenos poros na
superficie dos corpos de prova apds a imersdo em PBS, porém, ndo existem relatos na
literatura relacionando tais poros com a degradacéo ou evidencias que comprovem tal relacéo.
Na imagem acima também é possivel perceber que ndo ha aumento progressivo da quantidade
de poros com o aumento do tempo de imersdo, porém ndo se observa tal caracteristica na

superficie da amostra de 0 dias, que ndo foi imersa em PBS.
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A Figura 18, apresentada abaixo, mostra uma visdo da superficie superior dos corpos
de prova para os tempos de imersdo, com aumento original de 40x. Essas imagens foram
realizadas para verificar o menor tamanho de poro obtido com a estrutura de trelicas.

Figura 18 — Imagem do MEYV da vista superior dos corpos de prova, com aumento

original de 40x

Fonte: Préprio autor.

Por meio da figura acima, é possivel perceber que, devido a estrutura de trelicas, o
tamanho dos poros reduz a medida que se aproxima do nd entre as barras. O tamanho médio
dos menores poros obtidos estd entre 258um e 500um, contudo, a maior parte do scaffold
obtido possui tamanhos de poros muito superiores a esse valor. Conforme indicado por Loh e
Choong (2013), para tecido 0sseo, o faixa de tamanho de poros ideal é entre 2um e 400um, de
acordo com as células utilizadas. Assim, os menores poros obtidos com os scaffolds
projetados estdo dentro da faixa de tamanho ideal, porém os demais poros tem dimensdes
muito superiores, ndo sendo adequados para tal aplicacdo. O tamanho dos poros obtidos foi
funcdo da escala utilizada para impressdo 3D. Inicialmente, a estrutura projetada seria
reduzida a uma escala muito inferior e entdo associada a outras estruturas iguais, formando
uma peca final composta de pequenas trelicas. Contudo, 0 método de impressdao FDM possui

algumas limitac6es devido ao tamanho do seu bico extrusor, como a largura das camadas que
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tem o mesmo valor o didmetro do bico e a espessura da camada que tem valor minimo de
Imm. Assim, ndo é possivel realizar paredes com dimens@es inferiores a essas e 0S poros,
qguando muito pequenos, acabando se fechando a medida que a estrutura é construida. Alguns
outros métodos, como a sinterizacdo seletiva a laser permite producdo de pecas com maior
rigor dimensional e menores dimensdes das paredes e poros.

A Figura 19, apresentada abaixo, mostra a regido lateral dos corpos de prova, para
cada tempo de exposicdo. Tais imagens foram feitas para identificar a existéncia das
caracteristicas estruturais de trelica nos corpos de prova

Figura 19 — Imagem do MEV da visao lateral dos corpos de prova, com aumento

original de 40x

Fonte: Proprio autor.

A partir das imagens obtidas e apresentadas acima, é possivel observar que, para todos
0s corpos de prova obtidos para realizagdes dos ensaios, a estrutura de trelica se manteve, o
que é indicado pela estrutura em X observada nas imagens. Contudo, devido aos parametros
de impressdo, houve grande formacéo de fios entre as partes das estruturas, bem como entre
as pecas impressas, 0 que é perceptivel pelos fios que cruzam a estrutura na imagem. Segundo
Foggiato (2005), este defeito € decorrente da pressdo residual que permanece no interior do
cabecote, expelindo material quando néo é necessario. J& segundo o site 3DLAB (2015), esse
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efeito pode ser decorrente dos pardmetros de processo utilizados para realizar a impresséo,
podendo ser amenizado com o aumento da velocidade de impressdo ou reducdo da
temperatura de impressdo, que faz com que a viscosidade do material se torne maior e

dificulte a saida do material quando nédo é necessaria a deposi¢do o mesmo.

5.5 Difracgdo de raios X

A Figura 20, apresentada abaixo, é referente aos graficos de DRX para os diferentes
tempos de imersdo em PBS. Esse ensaio foi realizado para caracterizar o tipo de PLA
utilizado e a influéncia da degradacdo nos parametros de cristalinidade do polimero. Foi
retirada a escala de intensidade, de forma a tornar mais facil a comparacdo entre as curvas
para os diversos tempos de imers&o.

Figura 20 — Grafico de DRX das amostras para os diferentes tempos de imersao em PBS

Analise de DRX

21 DIAS
14 DIAS
7 DIAS
Sl 0 DIAS

Fonte: Préprio autor.

A partir da figura acima é possivel identificar que ndo ha picos cristalinos do
difratograma do PLA, o que indica que o PLA utilizado é predominantemente amorfo e a
curva obtida é coincidente com o apresentado na literatura para esse material com
caracteristicas amorfas, como em Carlos (2016). Tal caracteristica se manteve ap0s imersao
em PBS, o que indica que a degradacdo ocorrida ndo levou a modificagcbes na estrutura
cristalina do material. Conforme apresentado por Goes Filho (2016) e Peres (2016), a
caracteristica amorfa do PLA utilizado indica que sua composicéo é feita com uma mistura
das formas levogiras e dextrogiras do PLA e que a velocidade de resfriamento ap0s impressao
ndo foi propicia para cristalizacdo de parte do material. A caracteristica amorfa do material
faz com que seu tempo de degradacdo seja reduzido, visto que ndo € necessario o rompimento

dos cristais durante a degradacao.



39

5.6 Analise da porosidade

A andlise da porosidade foi realizada de acordo com o projeto no autoCAD, com o
intuito de verificar se a porosidade obtida com o projeto é compativel com os tecidos nos
quais o scaffold pode ser aplicado. Para isso, foi utilizado o volume solido informado pelo
software para o calculo da porosidade. JA o volume total foi calculado considerando as
dimensGes do corpo de prova, considerando como um corpo denso. Os valores obtidos foram:
Volume sdélido: 803.2875 mm3
Volume total: 2242.9466 mm?

Volume sélido

Porosidade teérica = 1 —
Volume total

P idade tebérica = 1 803,2875 = 0,64186 = 64,186%
oroSsiaade teorica = 2242,9466_ B = , 0

Considerando o scaffold para uso em tecido 6sseo, segundo Loh e Choong (2013), a
porosidade geralmente utilizada para osteogénese deve ser entre 65% e 88% e a proliferacéo
celular necessita de porosidade entre 84,9% e 99%, dependendo, em ambos, do tipo de célula
utilizada. Assim, a porosidade tedrica esta abaixo do descrito na literatura, o que ndo indica
que seja totalmente inadequada para tal aplicacdo, visto que se encontra préxima ao intervalo
de porosidade indicado para osteogénese. Ainda que a porosidade obtida néo seja ideal para
aplicacdo para regeneracdo do tecido 6sseo, seu uso pode ser associado a regeneracao de

outras regides do corpo humano.

5.7 Analise da citotoxicidade
As figuras, Figura 21, Figura 22 e Figura 23, apresentadas abaixo, mostram as placas
antes e apds o tempo de incubacdo dos microrganismos. Esse teste foi realizado com o intuito

de verificar se o material apresentou comportamento citotdxico ap6s a degradacgéo sofrida.
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Figura 21 — Teste de citotoxicidade utilizando Candida albicans

Fonte: Proprio autor.

Figura 22 — Teste de citotoxicidade utilizando Escherichia coli

Fonte: Préprio autor.
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Figura 23 — Teste de citotoxicidade utilizando Staphylococcus aureus

Fonte: Proprio autor.

Nas figuras acima é possivel verificar a auséncia do halo de inibicdo nas culturas de
Candida albicans, Figura 21, Escherichia coli, Figura 22, e Staphilococcus aureus, Figura 23.
Conforme o apresentado por Teles e Costa (2014), quando o material testado apresentada
atividade antimicrobiana, hd a inibicdo ou reducdo do crescimento das coldnias dos
organismos testados, formando um halo ao redor do material, com crescimento diferente do
restante da placa. Assim, como ndo houve o aparecimento de tais caracteristicas para 0s
microrganismos testados e o PLA ndo é considerado como um material antimicrobiano,
considera-se que 0 material ndo apresenta comportamento citotoxico, antes ou apds

degradacéo, o que impediria o crescimento celular em aplica¢bes como scaffolds.
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6 CONCLUSAO

A partir do trabalho desenvolvido, foi possivel obter uma ampla revisdo sobre a utilizagéo
da impressdo 3D aplicada a engenharia de tecidos, focando na utilizacdo do PLA como
matéria prima para fabricacdo de arcaboucos para crescimento celular e regeneracao tecidual.
A partir da revisao, o scaffold poroso com estrutura de treligcas foi projetado e produzido pela
técnica de modelagem por fusdo e deposicdo em ABS e posteriormente em PLA, utilizando
uma escala de 77% do projeto inicial, buscando otimizar o processo de biofabricacdo e obter
uma peca compativel com as aplica¢fes. O tamanho dos poros obtidos foi funcdo do método
de impressdo e dos parametros utilizados no processo.

Por meio da caracterizacdo realizada foi possivel identificar que o PLA utilizado é
amorfo e se manteve com essa caracteristica mesmo apds os periodos de degradacao e que as
bandas caracteristicas do PLA no FTIR se mantiveram apds a degradacdo, sem supressdo ou
aparecimento de novas bandas. Pelas imagens obtidas pelo MEV foi possivel identificar que a
estrutura caracteristica de trelicas foi mantida no scaffold impresso com escala reduzida,
porém os poros obtidos possuiam dimensdes superiores ao indicado para aplicacbes como
scaffold. Também foi possivel observar que ocorreu formacao de fios entre partes da estrutura
e entre as pegas, devido aos fendmenos reoldgicos que ocorrem no interior do bico extrusor e
aos parametros utilizados.

Pela perda de massa foi possivel identificar que a degradagdo sofrida até os 21 dias de
imersdo em PBS € coerente com o indicado na literatura, ndo levando a modificacdes nas
propriedades mecanicas do material. Pelas imagens de MEV foi possivel perceber que nédo
houveram mudangas estruturais devido a degradacdo, mantendo as mesmas caracteristicas
estruturais. Ja o teste de citotoxicidade ndo apresentou halo de inibicdo ou morbidade de
colbnias, o que indica que material ndo é tdéxico ou antibactericida, viabilizando
possivelmente o crescimento celular.

A estrutura esperada ao inicio do projeto seriam pequenas estruturas de trelicas
acopladas, porém o método de impressdo 3D por FDM na impressora utilizada tem resolugéo
baixa, ndo permitindo criar poros muito pequenos, abaixo de 250nm. Seria necessario
verificar a impressdo pelo mesmo método em impressoras com maior resolucdo para ver a
possibilidade da impressao da estrutura ideal, ou utilizacdo de outros métodos de impresséo,
como o SLS. Ainda sim, o método de FDM vem se mostrando como uma excelente
alternativa para aplicagdes em engenharia de tecidos, devido a possibilidade de impresséo de

formas complexas e rapidez do processo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como foi necesséria a impressdo de estruturas maiores que o desejado e houve formagao
de fios entre partes da estrutura e entre as pecas, € indicada a avaliacdo de outros parametros
de impressdo na FDM, com aumento da velocidade de injecdo, reducdo a espessura das
camadas e reducdo da temperatura da mesa de impressao e do bico extrusor, além de testes em
outras impressoras, para verificar a resolucdo de impressao.

Como a degradacdo sofrida apos os tempos de imersdo foi muito pequena, € indicado a
realizacdo de testes utilizando um maior tempo de imersdo em PBS, com periodos maiores
que 180 dias, verificando assim o comportamento da degradagio ap6s longos periodos. E
indicada também a anélise das propriedades mecéanicas a medida em que 0s corpos de prova

sdo degradados, identificando o tempo maximo em que a estabilidade mecénica se mantem.
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