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RESUMO

Com o objetivo de contribuir para futuros trabalhos envolvendo a impressao 3D de estruturas
poliméricas — sobretudo na obtencdo de biomodelos (empregados no planejamento cirirgico)
ou impressdo de scaffolds (confeccao de pecas de reparacdo Osseas) para a engenharia de
tecidos — foi feita neste trabalho uma revisdo das principais técnicas de impressdao 3D, com
enfoque na producgdo e caracterizacdo de scaffolds de poli(acido latico) (PLA) pela técnica
FDM. A impressora XYZ Da Vinci 1.0 foi utilizada para a confec¢do dos protétipos,
projetados no AutoCAD e impressos em Acrilonitrila-Butadieno-Estireno (ABS). J4 para a
impressao em PLA foi utilizada a impressora Sethi3D AiP A3. A degradacdo dos scaffolds
foi avaliada por imersd@o em solucdo tampao fosfato salino (PBS) e a caracterizacao fisico-
quimica foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Difracdo de Raios X
(DRX) e Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). A perda de
massa ap6s 21 dias de imersdao em PBS foi de apenas 0,28%. A porosidade da peca projetada
foi calculada, obtendo-se um valor de 56,3%. Todos os ensaios de caracteriza¢do indicam que

nenhuma altera¢do quimica ou morfoldgica ocorreu apds o ensaio de degradacao.

Palavras-chave: Scaffold, FDM; PLA; ABS; Degradacao.



ABSTRACT

Aiming the contribution to future works involving the 3D printing of polymeric structures —
especially in obtaining biomodels (employed in surgical planning) or printing scaffolds
(fabrication of bone repair pieces) for tissue engineering — a review of the main 3D printing
techniques was made, mainly focusing on the production and characterization of poly (lactic
acid) (PLA)scaffolds by FDM technique. XYZ Da Vinci 1.0 printer was used for producing
the prototypes, designed in AutoCAD and printed on Acrylonitrile-Butadiene-Styrene (ABS).
Sethi3D AiP A3 printer was used for PLA printing. Scaffold degradation was evaluated by
immersion in phosphate buffered saline (PBS) and the physical-chemical characterization was
performed by Scanning Electron Microscopy (SEM), X-ray Diffraction (XRD) and Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). The weight loss after 21 days of immersion in PBS
was only 0.28%.The porosity of the projected part was calculated, obtaining a value of
56,3%.All characterization assays indicate that no chemical or morphological changes

occurred after the degradation assay.

Keywords: Scaffold, FDM; PLA; ABS; Degradation.
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1 INTRODUCAO

A manufatura tradicional envolve diversas etapas na producdo de um objeto final,
sendo algumas dessas etapas: processamento das matérias-primas por moagem, usinagem,
moldagem, etc; distribuicdo desses materiais para os fabricantes que os transformam em
componentes; montagem desses componentes em um produto final; e envio para as lojas e
distribuidoras. Os produtos da manufatura tradicional sd@o produzidos em grandes quantidades
e de forma padronizada para que os custos de producao sejam diluidos e o custo unitédrio seja
reduzido. (GIORDANO, C. M.; ZANCUL, E. S.; RODRIGUES, V. P, 2016).

Ja a manufatura aditiva permite a fabricacdo de produtos personalizados, em poucas
etapas mesmo quando estruturas complexas sdo produzidas, como furos e cavidades internas.
Como o produto € construido a partir do zero, a manufatura aditiva reduz a quantidade de
material que € perdida nos processos tradicionais. Ela também elimina a necessidade de
moldes para a obtencdo da peca final, uma vez que as pecas podem ser diretamente criadas de
maneira fécil e rapida. (GIORDANO; ZANCUL; RODRIGUES, 2016).

Na engenharia de tecidos, a manufatura aditiva encontra aplicacdo na producdo de
moldes escaffolds, apresentando como vantagem a producdo de pecas complexas e
personalizadas, j4 mencionada anteriormente. Tais estruturas sdo utilizadas para o
crescimento celular tridimensional ordenado, que leva a regeneragdo do tecido vivo (GROSS,
2014).Segundo Horvarth (2014), um dos materiais mais utilizados na impressdo 3D € o
poli(acido latico) (PLA), polimero biocompativel e biodegradédvel, caracteristicas importantes
dentro do contexto da regeneracdo tecidual.

Neste trabalho, foram projetados e impressos, em uma impressora 3D do tipo FDM
(Modelagem por Fusdo e Deposicdo — FusedDepositionModeling), scaffolds de PLAcom
estrutura de colmeia. Foi realizado o ensaio de degradacdo por imersao em solucdo tampao
fosfato salino (PBS), sendo os resultados analisados em termos de perda de massa e alteracdes
morfoldgicas ao longo do tempo.

A escolha da estrutura do tipo colmeia se deu pela preferéncia de desenvolvimento do
trabalho dentro da 4rea da biomimética, ci€ncia que busca na natureza formas, fungdes ou
comportamentos que podem ser aplicados em seus produtos. A estrutura Honeycomb, criada a
partir da geometria dos favos de colmeias, foi desenvolvida para solucionar o problema de
alta resisténcia e leveza simultaneas de pecas mecanicas (DETANICO; TEIXEIRA;
KOLTERMANN DA SILVA, 2010).



1.1 Objetivos

GERAL: Obtengao de estruturas biomiméticas produzidas em poli(acido latico) (PLA)
para potencial uso como scaffolds através da técnica demodelagem por fusdo e deposi¢ao

(FDM), investigando a degradacao em solucdo tampao fosfato salino (PBS).

ESPECIFICOS:

® Projetar em plataforma CAD (Computer Aided Design) estruturas 3D complexas para
uso em impressdo FDM visando aplicacdoes nas dreas clinicas (empregados no
planejamento cirtrgico e/ou na confecc¢ao de pecgas de reparacdo Ossea);

e Obter protétipos em ABS e scaffolds em PLA com estrutura de colmeia;

e Avaliar por DRX, FTIR e MEV a degradacdo das pecas em solu¢do tampao fosfato
salino (PBYS);

e (aracterizar os scaffolds produzidos quanto ao comportamento biolégico pelo ensaio

de toxicidade utilizando microrganismos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impressao 3D

A prototipagem répida, ou impressdo 3D', é uma das formas de manufatura aditiva,
através da qual um objeto é construido, a partir do zero, camada por camada. Horvath(2014)
faz uma analogia entre a impressdo 3D e a constru¢do de uma parede de tijolos ou processos
naturais como a formagao de rochas sedimentares.
A fabricacdo de uma peca por impressdo 3D segue, de maneira geral as seguintes
etapas: design e projeto do objeto final, na forma de um modelo virtual tridimensional;
defini¢cdo de como as camadas serdo construidas, de maneira que a estrutura nao colapse; e
por fim, a impressao propriamente dita (HORVATH, 2014).
Os processos de prototipagem rdpida se dividem em trés categorias gerais
(OLIVEIRA, 2008):
® Processos com matérias-primas em pd — as camadas de pd, que pode ser tanto de
material polimérico quanto ceramico ou metdlico, sd@o aglutinadas por aquecimento
causado por um laser ou um feixe de elétrons, ou pela aplicacdo de liquido adesivo.
Como exemplos podem ser citadas as tecnologias de prototipagem ripida a
Sinterizagdo Seletiva a Laser (SLS — Selective Laser Sinter), a tecnologia LENS
(Laser Engineered Net Shaping), a Manufatura por Feixe Eletronico (EBM —
Electron Beam Manufacturing) e a Impressao 3D (3DP — 3-Dimensional Printing);

® Processos com matérias-primas liquidas — os liquidos utilizados como matéria-
prima sdo resinas fotossensiveis, que sao solidificadas camada por camada pela
aplicacdo de energia (na forma de luz). Sdo tecnologias usadas nesses processos a
Estereolitografia (SLA — Stereolithography Apparatus), a SGC (Solid Ground
Curing) e a Modelagem com Jatos Multiplos (MIM — Multi-Jet Modeling);

e E processos com matérias-primas sélidas — os materiais s6lidos podem ser

fornecidos na forma de fios ou blocos, que sdo extrudados para a fabricacdo da

peca, ou na forma de folhas, que sdo empilhadas, coladas e cortadas. As respectivas

1 ey tE 1 . .

O termo “impressora 3D”, apesar de ser utilizado frequentemente para se referir aos equipamentos de
prototipagem rdpida, indica uma classe especifica desses equipamentos, que sio rdpidos e faceis de usar, além de
relativamente baratos (RAULINO, 2011).
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tecnologias utilizadas nesses processos sdao a Modelagem por Fusdo e Deposi¢ao
(FDM — Fused Deposition Modeling), que seréd descrita em mais detalhes no tépico,
a Manufatura de Objeto Laminado (LOM - Laminated Object Manufacturing) e a
Tecnologia de Laminacdo de Papel (PLT — Paper Lamination Technology).

A impressdao 3D encontra aplicacdo em diferentes dreas como, por exemplo,
“engenharia, andlise, planejamento, manufatura direta de protétipos funcionais [...] inddstria
aeroespacial, automobilistica, de bioengenharia (medicina e odontologia), de produtos
elétricos, de produtos eletrdnicos em geral, setor de joalheria, artes, arquitetura, etc.”

(BERTOL, 2008).

2.1.1 Histérico da tecnologia

A primeira impressora 3D era do tipo SLA, foi patenteada em 1984 por Charles W.
Hull e comercializada pela 3D Systems (a primeira companhia de impressdao 3D do mundo)
em 1987. No ano de 1989, a mesma empresa registrou a patente da tecnologia SLS (3D
SYSTEMS, 2017). No mesmo ano, S. Scott e Lisa Crump descreveram a tecnologia FDM,
que apds 2005 se tornou a base para o movimento RepRap (HORVATH, 2014). A partir de
entdo, diversas novas impressoras foram introduzidas no mercado.

O movimento RepRap surgiu da ideia de um professor de Engenharia Mecanica da
Universidade de Bath no Reino Unido, Adrian Bowyer, apds a patente do método de
impressao FDM caducar. Bowyer divulgou projetos das partes da sua impressora FDM na
internet para que as pessoas pudessem construir suas proprias impressoras FDM. Assim elas
poderiam aprimorar o projeto da impressora e divulgar as melhorias alcancadas (conceito
Open Source — Cddigo Aberto). O financiamento coletivo acelerou o avango da tecnologia e,
junto ao fim das principais patentes de impressio 3D, gerou uma onda de inovagdo
(HORVATH, 2014).

Atualmente, estdo disponiveis no mercado, ndo somente os kits RepRap, que exigem
certo grau de conhecimento de automacao, mas também as impressoras desktop, mais simples

de serem usadas (user-friendly), por ja virem previamente configuradas.

2.1.2 Impressora 3D do tipo FDM

A modelagem por fusdo e deposicio (FDM)tem como matéria-prima o filamento de

material polimérico termoplastico,sendo os mais comuns o ABS (Acrilonitrila-Butadieno-
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Estireno), o PLA (Poli Acido Latico), o PVA (Polivinil Alcool), o nylon e materiais
compdsitos. (HAUSMAN e HORNE, 2014; GARRE et al, 2016). Ceras, materiais metalicos e
cerdmicos também tem sido estudados para a impressdo 3D do tipo FDM (KRUTH, 1998
citado por HUANG et al, 2012).

O processo de FDM consiste no aquecimento do filamento a temperaturas pouco
acima da sua temperatura de fusdo, extrusao do material fundido por um cabecote e deposi¢dao
de finas camadas sobre uma plataforma, formando um sélido (LIRA, 2008). O cabecote se
movimenta nas dire¢des X e Y para depositar o material fundido formando uma camada plana
e, uma vez que esta é finalizada, a plataforma se movimenta para baixo, na direcdo Z,
permitindo a construcdo da camada seguinte (ALVES, 2014).Idealmente, o material se
solidifica quase instantaneamente apds a deposi¢ao.

Produtos com geometria complexa, contendo partes que se projetam para fora da peca
(geometrias em overhang), requerem um suporte para que a estrutura ndo colapse. Esse
suporte € impresso junto a peca e pode ser removido apds a impressdo por corte ou por
diluicdo do material de suporte quando este € feito com material diferente do material da
peca’ (LIMA, 2015).

Como em todos os processos de prototipagem rapida, a producdo de uma peca por
FDM comeca com o desenho em 3D da peca em uma plataforma de CAD (Computer Aided
Design ou Desenho Assistido por Computador) como SolidWorks, AutoCAD 3D, Catia,
Google Sketchup Pro, etc. O arquivo é convertido para o formato .STL e exportado para outro
software que realiza o fatiamento da peca, ou seja, divide a peca em camadas finas e paralelas
ao plano de referéncia (LIMA, 2015; TAKAGAKI, 2012 citado por RITTER, 2014). Por fim,
“o software gera um conjunto de instrucdes de trabalho para a impressora, que a partir dai
imprime uma camada e realiza a movimentacdo da mesa de trabalho para que se imprima a
camada subsequente sobre a anterior”, essas instru¢des sao chamadas G-code (LIMA, 2015).

O processo FDM esquematizado pode ser visto na Figura 1:

? Impressoras com mais de um cabecote imprimem dois ou mais materiais (ou o mesmo material em cores
diferentes) simultaneamente e, nesse caso, o segundo material, mais barato e de facil remocgdo, serve como
suporte para a peca feita do primeiro (PHAM e GAULT, 1998 citado por HUANG, 2012).
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Figura 1 — Processo FDM

Por dentro de uma impressora 3D
Como funciona uma impressora FDM

..................

3. Um filamento plastico &
derretido no bico extrusor.
O plastico demretido & usado
para formar uma fina
camada.

1. Um computador processa um arquivo com
estrutura do objeto desejado e inicia o
processo de impressao.

-

2. Um bico extrusor se
move nas direches
horizontais sobre uma
plataforma de trabalho

de altura ajustavel. 5. Usando este método, o

objeto toma forma camada
a camada.

4. A plataforma afunda o
equivalente a uma camada
apos a construcdo de cada
camada, e na sequéncia o bico
comeca a aplicar a camada
seguinte.

Um segundo bico extrusor contendo um matenal
gue pode ou nao ser diferente do prmeiro &
utilizado para crnar uma estrutura de suporte
descartavel, que permitira a construgdo de
estruturas em overhang.

Fonte: http://www.spiegel.de/fotostrecke/photogallery-printing-your-own-pistol-fotostrecke-97636.html
traduzido por Lima, 2015.

As principais vantagens do processo de impressdo 3D por FDM segundo Lira (2008)
sdo a fabricacdo répida de protétipos sem a geracdo de residuos ou agentes toxicos; a peca
final ndo requer limpeza a ndo ser pela remocdao dos suportes; o tamanho compacto do
equipamento de impressdo e a facilidade de instalacdo. Hausman e Horne (2014) apresentam
como vantagens a personalizacdo dos produtos de acordo com as preferéncias individuais dos
clientes e a possibilidade de producdo de estruturas internas complexas que ndo seriam
possiveis de se produzir por processos tradicionais. Entretanto, esta complexidade € limitada e

a precisdo € restrita pela forma do material. Tais limitagdes sdo desvantagens citadas por Lira
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(2008). O mesmo autor ainda aponta a necessidade de estruturas de suporte, o que leva a um

gasto maior de material e a operagdes de acabamento para a remocado do suporte.

2.1.3 Parametros do processo

A qualidade final da peca (em termos de forma, dimensdes e tolerancias) produzida
por FDM depende diretamente dos parametros escolhidos para o processo de impressao. Esses
parametros sdo determinados com base nas caracteristicas do material a ser impresso e do
equipamento. Lira (2008) lista os seguintes parametros para o FDM: “Tempo de aquecimento,
vazao do material, pressdo de trabalho, velocidade de deslocamento no eixo X, Y e Z, e tempo
de pausa, vazdo de deposicdo, entre outros.” (LIRA, 2008 p.62). Lima (2015) diz ainda que a
espessura de camada € um dos parametros chave na fabricacdo das pecas.

Diversos trabalhos sdo realizados na busca da melhor combinac¢do dos parametros de
impressdo para se alcangar pecas com qualidade superficial e propriedades mecanicas

adequadas.Alguns parametros de impressao podem ser vistos na Figura 2.

Figura 2 — Parametros do processo FDM

Lacuna de ar entre os contornos

Fonte: Mohamed et al., 2015 adaptado pro Coutinho, 2017.

Coutinho (2017) descreve os principais parametros encontrados na literatura:

¢ Orientacdo de construcio (build orientation) — se refere a maneira como a pega é
orientada sobre a plataforma na qual a mesma é construida, em relacio aos eixos
X, Y, Z.

e Espessura de camada (layer thickness) — espessura da camada depositada pelo
bico extrusor da impressora, a qual depende do material utilizado e do didmetro
da ponta do bocal.

e Lacuna de ar (air gap) — refere-se & lacuna entre caminhos adjacentes em uma
mesma camada.

e Angulo de arraste / fabricacio (raster angle) — angulo padrio de arraste em
relacdo ao eixo X da camada inferior da peca. Tipicamente, estd entre 0° a 90°.
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e Largura do filamento de arraste (raster width) — largura do filamento que
preenche a pega, também determinada pelo didmetro da ponta do bocal.

e Largura do contorno (contou width) — largura do contorno que circunda a peca.

e Numero de contornos — total de contornos internos e externos necessarios para a
construcdo da peca. Contornos adicionais podem reforgar as paredes do
perimetro.

e Lacuna de ar entre os contornos — espago entre os contornos definidos para a
peca.

e Tacunas de ar entre o perimetro e os filamentos de deposicio — espago
remanescente entre o contorno mais interno a peca e o filamento de
preenchimento da peca (MOHAMED, OMAR A. et al., 2015)[...]

e Velocidade de impressao — velocidade de deposicao e construgdo da pega.

e Densidade de enchimento — define a quantidade de material que serd depositada
para o preenchimento da peca. A escolha de um padrdo de preenchimento
dependerd do tipo de modelo, da resisténcia estrutural desejada, da velocidade de
impressdo e da especificacio desejada da pega.

e Espessura da primeira camada — espessura com que a camada base da peca é
depositada influencia diretamente na aderéncia da pega com a plataforma.

® Espessura de camada — espessura das camadas seguintes da pega influencia
diretamente na qualidade das pecas produzidas. (COUTINHO, 2017).

2.1.4 Caracteristicas das pecas fabricadas por FDM

As pecas produzidas por FDM apresentam defeitos inerentes ao processo. As camadas
impressas ficam visiveis na peca e resultam em excessiva rugosidade. Este defeito pode ser
amenizado ao reduzir a espessura das camadas e ao calibrar a impressora para que a distancia
entre o bico da extrusor e o plano de impressdo permanecga constante durante todo o processo
e as camadas impressas sejam uniformes (ALVES, 2014 e LIMA, 2015).

Outros defeitos comuns das pecas sdo os overhangs e o efeito escada (staircaseeffect).
Osoverhangs sao partes proeminentes na peca, com angulo elevado de impressdo, que quando
sdo impressas formam descontinuidades entre as camadas (Figura 3) — as primeiras camadas
sdo impressas sobre o ar, sem apoio, e se solidificam de forma aleatéria, prejudicando a
estrutura final da peca. Este defeito pode ser evitado com o uso de suportes para a impressao

das estruturas em balanco (LIMA, 2015).

Figura 3 — Exemplo de Overhangs

Fonte: XZYprinting, 2017.
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Ja o efeito escada aparece principalmente em faces curvas ou inclinadas. Para a
impressao de superficies curvas, as camadas sdo ligeiramente deslocadas umas em relacio as
outras, formando degraus. Assim como a rugosidade superficial, o efeito escada pode ser

reduzido ao diminuir a espessura das camadas, como mostrado na Figura 4 (LIMA, 2015).

Figura 4 — Efeito da espessura da camada sobre o Staircaseeffect

Fonte: https://www.slideshare.net/sanjeev13apr/minimization-of-
form-errors-in-additive-manufacturing.

Lira (2008) descreve também o acimulo de material nos cantos de parada do cabecote
para mudanca de direcdo ou inicio de uma nova camada (Figura 5). Este defeito ocorre
quando o tempo de pausa — necessdrio para o deslocamento do eixo na direcdo Z ou para a
mudanca de direcao — é muito longo. Como a extrusdo do material ocorre de forma continua,
devido ao tempo “longo” de pausa, uma quantidade de material maior do que a necessaria

para a producdo da camada se encontra na saida do cabecote (LIRA, 2008).

Figura 5 — Acimulo de material nos cantos de parada
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Fonte: LIRA, 2008 p.92.

Por serem construidas em camadas e apresentarem “air gaps” em sua estrutura, as
pecas impressas por FDM apresentam comportamento anisotrépico. Consequentemente, suas
propriedades mecanicas sdo inferiores as de pecas moldadas por métodos convencionais,

como observado no trabalho de Coutinho (2017).
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As propriedades mecanicas da peca impressa dependem da densidade de enchimento e
do tamanho e nimero de contornos escolhidos. Quanto menor a densidade, menos material
serd necessdario para a producao da peca e mais leve ela ficard, porém esta terd menos suporte
para a impressdao das camadas superiores e serd mais fragil. Os contornos garantem a
resisténcia da superficie externa dos modelos impressos, quanto mais espesso O contorno,
maior a resisténcia fornecida a estrutura (XZYprinting, 2017). A Figura 6 abaixo apresenta

exemplos das diferentes densidades de preenchimento.

Figura 6 — Exemplos de densidade de enchimento

Fonte: XZYprinting, 2017.

2.2 Engenharia de tecidos

O objetivo da engenharia de tecidos € criar enxertos funcionais, capazes de regenerar
ou substituir tecidos ou 6rgdos defeituosos ou danificados, sem que haja a necessidade de se
lesionar outra parte do corpo para a obten¢do de um autoenxerto ou o risco de rejeicao de
aloenxertos e xenoenxertos® (RATNER et al., 1996). Para que isso seja possivel, é preciso
simular o ambiente in vivo, fornecendo para as c€lulas os estimulos fisicos e bioquimicos,
além do suporte mecanico necessdrio ao crescimento e diferenciagdo adequados
(GRAYSSON et al, 2009 e LOH; CHONG, 2013).

Os chamados scaffolds apresentam estrutura tridimensional que deve ser adequada
para a proliferacdo e diferenciacdo celular, sendo o material escolhido de acordo com as

caracteristicas do tecido que serd regenerado, por exemplo: o tecido cardiaco requer scaffolds

30s autoenxertos sdo células ou tecidos retirados do proprio paciente. J4 os aloenxertos sio células ou tecidos da
mesma espécie, porém de individuos diferentes. E os xenoenxertos tém origem em outra espécie. (RATNER et
al., 1996)
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de material mais flexivel, enquanto o tecido dsseo requer uma estrutura com poros grandes
interconectados e maior estabilidade mecanica (GRAYSSON et al, 2009).

Os scaffolds podem ser de origem natural ou sintética e devem apresentar
caracteristicas de alta porosidade, biocompatibilidade e, em alguns casos, bioatividade e
biodegradabilidade. Os poros interconectados facilitam a difusdo de nutrientes e oxigénio até
as células e a saida de residuos, além de permitirem a proliferacdo e migracdo celular,
contribuindo para a vascularizacio e crescimento do tecido (LOH; CHONG, 2013).

O tamanho dos poros influencia diretamente na proliferacdo e diferenciacdo das
células tanto in vitro quanto in vivo. Se muito pequeno, dificulta a difusdo de nutrientes e
residuos, levando a necrose, mas se muito grande limita a adesdo celular devido a menor drea
superficial (MURPHY; HAUGH; O’BRIEN, 2010). A melhor combinagdo entre porosidade,
tamanho de poros e propriedades mecanicas deve ser avaliada para cada aplica¢do dentro da
engenharia de tecidos, de forma a garantir um resultado satisfatério (LOH; CHONG, 2013).

Idealmente, o scaffold deve ser bioabsorvivel, para que, depois de decorrido o tempo
de crescimento e regeneracdo do tecido, o material implantado se degrade diminuindo o risco
de reacdes adversas do organismo a presenga de um material estranho (LEPCOM, 2017), um
problema relacionado a biocompatibilidade a longo prazo de implantes permanentes, que
requerem uma segunda cirurgia para sua remogdo ou substituicio (PELEIASJUNIOR, 2017).
Além disso, essa degradacdo pode levar ao aumento da porosidade do material, que contribui
para a vascularizagao do tecido em desenvolvimento.

Os polimeros bioabsorviveis sdao gradativamente degradados, metabolizados e
eliminados pelo organismo. Como exemplos, podem ser citados os polimeros bioabsorviveis
naturais: coldgeno; amido; quitosana; quitina; celulose; alginato, e os sintéticos: poli(acido
glicélico) (PGA); poli(acido latico) (PLA); poli(acido latico co-acido glicdlico) (PLGA);
poliuretanos; e polianidridos (PELEIAS JUNIOR, 2017).

2.2.1 Impressao 3D na engenharia de tecidos

Scaffolds porosos podem ser produzidos tanto por técnicas tradicionais quanto por
técnicas de prototipagem rdpida, sendo a escolha da melhor forma de producdo baseada no
tipo de material usado e na estrutura desejada (LOH; CHONG, 2013). Dentre as técnicas de
prototipagem rdpida, ja apresentadas no topico 2.1, sdo aplicadas na engenharia de tecidos:
impressao 3D; Sinterizacdo Seletiva a Laser; Estereolitografia; e Modelagem por Fusdo e

Deposicao (LOH; CHONG, 2013 e MORENO, 2014).
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Rosenzweig et al., (2015) estudaram o comportamento celular e a deposi¢cdo de matriz
extracelular em scaffolds de ABS e PLA impressos em impressora FDM. Foi demonstrado
que condrocitos e células do nicleo pulposo do disco intervertebral conseguem proliferar e se
manterem vidveis, produzindo proteoglicano e coldgeno do tipo II sobre os dois materiais.

Na tltima década, a manufatura aditiva se mostrou uma tecnologia promissora no
campo da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa devido a possibilidade de se criar
formas complexas e scaffolds customizados para cada paciente utilizando termoplasticos
biodegraddveis e materiais compésitos. O PLA € utilizado na producdo de scaffolds por
biomanufatura aditiva para a regeneracdo de tecidos Osseo, cartilaginoso, adiposo, vascular
etc. (POH et al., 2016).

Novas tecnologias permitem a incorporagdo de agentes bioativos nos scaffolds em um
unico passo. Tal processo recebe diferentes nomes na literatura como: bioprinting;

biomanufacturing; impressao de tecidos; ou impressao de células (POH et al., 2016).

2.3Poli(acido latico)

O PLA ¢ um dos polimeros sintéticos mais utilizados na engenharia de tecidos, por
possuir caracteristicas de citocompatibilidade e biodegradabilidade (SANTORO et al., 2016).
O PLA € um polimero termoplastico produzido com fontes naturais renovdveis, obtidas pela
fermentacdo de polissacarideos extraidos de milho, batata, beterraba, cana de acucar, etc
(MURARIU; DUBOIS, 2016). Além da area biomédica, “as aplicacdes do PLA vao desde
filmes, bandejas termoformadas de frutas e legumes, sacos de lixo biodegradaveis, até a
producdo de cdpsulas para a liberacdo tempordria de fertilizantes e pesticidas no solo.”
(SILVA; OLIVEIRA; ARAUIJO, 2014).

Por possuir um carbono quiral, o 4cido latico possui duas formas estereoisoméricas
(Figura 7): L-acido latico (levogiro) e D-acido lético (dextrogiro). O dimero de lactideo pode
ter 3 configuracdes: L-lactideo, formado por duas unidades de L-acido latico; D-lactideo,
formado por duas unidades de D-4cido latico; e meso-lactideo, formado por uma unidade de
L-lactideo e uma de D-lactideo. Sendo assim, dependendo dos mondmeros utilizados, é
possivel obter polimeros com diferentes propriedades mecanicas, térmicas e de degradacdo

(SANTORO et al., 2016 e PELEIAS JUNIOR, 2017).
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Figura 7 — Isomeros do acido latico e do lactideo
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Fonte: PELEIAS JUNIOR, 2017.

O PLLA e o PDLA sdo polimeros semicristalinos, de cardter hidrofébico, com
aproximadamente 35% de cristalinidade. Ambos possuem propriedades quimicas e fisicas
iguais, que variam de acordo com a rota de sintese e a massa molar. A Temperatura de
transicao vitrea (Tg) varia de 50-70°C e a temperatura de fusdo varia de 170-190°C. J4 o
PDLLA € um polimero amorfo, portanto nao possui temperatura de fusao, e sua Tg nao varia
em relacio ao PLA semicristalino(PELEIAS JUNIOR, 2017).

O PLLA possui alto médulo de elasticidade (4,8GPa), e € utilizado na fabricacdo de
suturas, pinos, parafusos, placas, dentre outras aplicacdes biomédicas (PELEIAS JUNIOR,
2017). A taxa de degradacdao do PLLA ¢ dependente da sua cristalinidade, massa molar e
porosidade. O PLLA de alta massa molar pode levar de 2 a 6 anos para ser completamente
absorvido in vivo, mas a perda de resisténcia mecénica se inicia apds aproximadamente 6
meses do implante (PELEIAS JUNIOR, 2017).

O PDLLA, por ser um polimero amorfo, se degrada mais rapidamente que o PLLA e
possui propriedades mecanicas inferiores, como menor resisténcia a tracdo e menor médulo
de elasticidade (1,9GPa). Apdés 2 meses de degradagdo, o PDLLA comega a perder
resisténcia, e com cerca de 12-16 meses comeca a apresentar perdas de massa significativa.
Sendo assim, o PDLLA ¢ utilizado como dispositivos de liberacdo controlada de drogas e
scaffolds para tecidos de baixa rigidez (PELEIAS JUNIOR, 2017).

O PLA foi descoberto por um quimico sueco, Scheele, por volta do ano 1700 (TYLER
et al., 2016). Segundo Santoro et al. (2016), o PLA foi sintetizado por Carothers em 1932 e
pode ser produzido pela polimerizacio por policondensacdo direta do &cido latico,
policondensacdo por desidratacdo azeotropica ou pela abertura e polimerizagdo do anel do

dimero lactideo, como mostrado na Figura 8:
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Figura 8 — Rotas de polimerizacao do PLA
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A condensacgdo do 4cido latico é uma reagdo de equilibrio, e, por isso, sdo encontradas
dificuldades na remocao da dgua nos estdgios finais da reacdo, limitando a massa molecular
obtida por essa rota (ELSAWY et al., 2017).

A destilagdo azeotrépica foi patenteada pela Mitsui Toatsu Chemicals e utiliza um
solvente com alto ponto de ebuli¢do que leva a remocdo da dgua no processo de esterificagao,

obtendo o PLA de alto peso molecular (ELSAWY et al., 2017).

2.3.1 Degradacao do PLA

O PLA se degrada hidroliticamente em meio fisiologico. Seus grupos ésteres sio
hidrolisados de acordo com a Reagdo 1, o que leva a clivagem das cadeias poliméricas

(CIFUENTES, 2015).

Reacio 1 — Clivagem hidrolitica dos grupos ésteres
—-COO- +H,0 — —COOH + HO-

A taxa de degradacdo do PLA € inversamente proporcional a massa molecular, a
cristalinidade e a hidrofobicidade (RAMOT et al., 2016). A clivagem da cadeia molecular
acontece preferencialmente nas regides amorfas, o que leva ao aumento da cristalinidade do
polimero. Os grupos carboxilicos formados apds a clivagem da cadeia catalisam a reacdo de

hidrélise do PLA. Essa degradacdo acontece de forma heterogénea no material, sendo mais
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rdpida no interior da estrutura e mais lenta na superficie, devido a concentracdo dos grupos
carboxilicos e reduc@o do pH no interior (ELSAWY et al., 2017).

O tnico produto da degradacao do PLA € o 4cido latico, que é metabolizado no ciclo
do 4cido citrico. Por esse motivo, o PLA € muito pesquisado no campo biomédico

(CIFUENTES, 2015 e JAMES; MANOUKIAN; KUMBAR, 2016).

2.3.2 PLA na engenharia de tecidos

A primeira aplicacdo médica do PLA foi para o reparo de fraturas de mandibulas de
cachorros (TYLER et al., 2016).Diversos trabalhos empregando o PLA podem ser
encontrados na literatura, desde estudos de degradacdo in vitro até estudos de aplicacdes in
vivo do PLA e seus compdsitos. James, Manoukian e Kumbar (2016) fizeram uma revisao do
uso do PLA como sistema de liberagdo de macromoléculas bioativas, e Tyler et al. (2016)
apresentam uma revisdo de trabalhos que utilizaram o PLA como dispositivo de liberacdo
controlada de drogas em aplicacdes ortopédicas, cardiacas, na cirurgia pléstica e na oncologia.
Hoshiba e Gong(2017) produziram matrizes descelularizadas derivadas de células sobre
scaffolds de PLA feitos por impressdo 3D do tipo FDM, obtendo a macroestrutura desejada
para a matriz. Santoro et al. (2016) escreveram um artigo de revisdo “Poly(lactic acid)
nanofibrous scaffolds for tissue engineering” abordando as aplicagdes de scaffolds
nanofibrosos de PLA na engenharia dos tecidos musculoesqueletal, nervoso, cardiovascular e

cutaneo.
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3 METODOLOGIA

Para a producdo dos protétipos e scaffolds foram utilizados os filamentos de ABS e de
PLA, ambos com 1,75mm de didmetro, fornecidos pela empresa XYZprinting. E no preparo
da solu¢do tampao fosfato salino (PBS) foram utilizados os sais cloreto de sédio (NaCl),
cloreto de potéssio (KCl), fosfato de sodio anidro (Na,PO,) e fosfato de potdssio (KH,POy).

O desenvolvimento da parte experimental do trabalho, desde o projeto e impressao dos
scaffolds, até sua caracterizacdo, antes e apds o ensaio de degradacdo, pelas técnicas de
Microscopia Eletronica de Varredura, Difracdo de Raios X, Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fouriere Teste de Citotoxicidade, se deu da forma apresentada no

fluxograma (Figura 9) e descrita a seguir.

Figura 9 — Fluxograma da parte experimental
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Fonte: Préprio autor.
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3.1 Producao dos scaffolds

A estrutura foi projetada utilizando-se o software AutoCAD 2016®* da Autodesk, que
permite a criacdo de objetos tridimensionais. O projeto foi exportado no formato .STL
(StereoLithography), reconhecido pelos softwares de impressao 3D.

Inicialmente as pecas foram impressas com filamento de ABS, para verificar a
viabilidade da impressao do modelo desejado. Para isso o arquivo em formato .STL foi aberto
no software XYZware". Neste software, foram inseridos os valores de espessura da camada
(0,Imm), velocidade de impressdo (lenta) e densidade de enchimento (30%), e a partir de tais
informacdes, foi feito o fatiamento do sélido projetado e criado o cdédigo numérico

computadorizado para a impressdo na impressora modelo Da Vinci 1.0®° (Figura 10).

Figura 10 — Impressora 3D Da Vinci 1.0°

Fonte: XYZprinting.

Uma vez definida a estrutura com melhor resultado de impressdao do protétipo em
ABS, foi realizada a impressdo de 20 pecas usando o filamento de PLA de diametro de
1,75mm. Para isso, o arquivo em formato .STL foi aberto no software Repetier-Host V1.0.6

que recebe os parametros de impressao e gera o codigo numérico computadorizada para a

* Software da Autodesk inc.
> Software da empresa XYZprinting.
® Impressora da empresa XY Zprinting.
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impressora de modelo AiP A3 (Figura 11). A mesa foi aquecida a 60°C e a extrusora a

195°C, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Figura 11- Impressora 3D Sethi3D AiPA3®

Fonte: Sethi3D, 2017.

3.2 Preparo da solucio de PBS

A solucdo de tampao fosfato salino (PBS) foi preparada de acordo com o volume 3 do
manual “Molecular Cloning: A laboratory manual”: 8g de NaCl, 0,2g de KCI, 1,44g de
Na,POy e 0,24g de KH,PO,4 foram adicionados a 800mL de dgua destilada. O pH foi ajustado
para 7,4 com acido cloridrico (HCI) e o volume final foi ajustado para 1L com 4gua destilada
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).A solucdo foi acondicionada em um recipiente pléstico e

mantida na geladeira.

3.3 Ensaio de degradacao

O ensaio de degradacdo foi realizado de acordo com a norma ISO 10993-13
“Biological evaluation of medical devices”. Inicialmente as pecas foram identificadas e
tiveram sua massa seca aferida. Todas as pecas foram previamente secas em estufa a 37°C %
5°C por no minimo 72 horas para garantir que o PLA ndo tivesse nenhuma umidade

absorvida. O ensaio de degradacgao foi realizado por meio de imersdo das pecas, em solucdo

7 Impressora da empresa Sethi3D.
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de PBS por intervalos de tempo determinados: 0, 7, 14 e 21 dias. Para cada intervalo, cinco
pecas foram utilizadas. Cada peca foi acondicionada em um tubo com tampa devidamente
identificado com o nimero da peca e o tempo de ensaio. A solu¢do de PBS foi adicionada aos
tubos mantendo-se a relacdo de 10mL de solu¢do para cada grama de amostra (massa da
peca). Os tubos foram mantidos em estufa a aproximadamente 37°C + 5°C e, periodicamente,

foi realizada a troca da solucdo de PBS.

3.4 Perda de massa

Apds o tempo de ensaio, as pecas foram retiradas da solucdo, lavadas com &dgua
destilada, secas em estufa a 37°C £ 5°C por no minimo 72 horas e pesadas em balanca
analitica. As massas registradas foram comparadas com aquelas obtidas antes da imersao,
obtendo-se assim o percentual de massa perdida para cada peca. Os valores encontrados

passaram pelos testes estatisticos ANOVA e Teste Tukey, ambos realizados no software Past.

3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As imagens das amostras apds 0, 7, 14 e 21 dias de degradagcdo foram obtidas no
microscopio eletronico de varredura SSX-550 Superscan da marca Shimadzu, pelo método de
elétrons secundérios, com tensao de aceleracdo do feixe de 15kV. Foram obtidas imagens das
superficies inferior e lateral das pecas, com o objetivo de verificar a superficie do material, a
qualidade das camadas impressas, além do tamanho e formato dos poros. Para tornar a
superficie do polimero condutora, as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro
na metalizadora SC701 Quick Coater da marca Sanyu Electron. A deposi¢do foi realizada

com uma corrente de 3mA por intervalo de 3 minutos.

3.6 Difracao de Raios X (DRX)

Para caracterizar o PLA utilizado na impressao quanto a sua cristalinidade, uma peca
de PLA foi analisada no difratdmetro XRD-7000 da marca Shimadzu, com alvo metalico de
cobre, voltagem de aceleracdo do feixe de 40kV e corrente de 30mA. Foi realizada uma
andlise continua com angulo de varredura (20) de 5 a 50°, velocidade de 2°/min e passo de

0,02°. A andlise foi realizada a temperatura ambiente.



27

3.7 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras, ap6s 0, 7, 14 e 21 dias de degradagdo, foram cortadas com auxilio de
uma tesoura e enviadas para a andlise de espectroscopia de infravermelho para verificar se
houve alguma alteracdo na estrutura quimica do material ao longo do tempo de imersao em

PBS.

3.8 Teste de Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado pelo método de difusdo em disco, descrito na
norma M2-A8 da NCCLS: “Padronizacdo dos testes de sensibilidade a antimicrobianos por
disco-difusao”. Neste teste, uma amostra plana do material foi colocada sobre uma placa de
petri contendo o meio de cultura ja inoculado com os microrganismos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans.

Os ensaios de toxicidade usando bactérias foram desenvolvidos baseando-se em
inibicdo de crescimento, consumo de oxigénio, formac¢do de coldnia, morbidade,
bioluminescéncia e genotoxicidade.

As amostras foram cortadas, esterilizadas em autoclave e distribuidas em 3 placas de
petri. A montagem das placas consistiu no preenchimento de cada uma com respectivo tipo de
agar e distribuicdo das amostras nas trés placas, seguido de inoculagdo das culturas para
armazenagem na estufa.

Ap6s 18 horas de incubacdo em estufa a 37°C, verificou-se o resultado do teste: o
crescimento ou a inibicdo do crescimento dos microrganismos (verificagdo da existéncia de

halos de inibi¢do), identificando a citotoxicidade ou nao do material.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao dos scaffolds

O projeto da peca feito no AutoCAD 2016 é apresentado na Figura 12.

Figura 12— Projeto da peca no AutoCAD

Fonte: Préprio autor.

Esta peca possui as dimensdes: volume sélido de 709,188mm3; altura de 10,000mm;
parede com 0,800mm de espessura; poros superiores com formato hexagonal com didmetro da
circunferéncia inscrita de 2,132mm e circunscrita de 2,462mm; poros hexagonais laterais
maiores com as respectivas medidas de 1,039mm e 1,200mm; e poros hexagonais laterais
menores com didmetros minimo € maximo de0,520mm e 0,600mm.

A porosidade tedérica da peca projetada pode ser calculada pela férmula (LOH;

CHONG, 2013):

Volumesoélido
Porosidade =1 —
Volumetotal
P idade =1 709,1878 =0,5631
orosiaate = L T 1326.2600

A Figura 13 mostra o scaffold de PLA impresso por FDM com formato de colmeia (ou
estrutura Honeycomb), que tem como vantagem a geometria dos favos de colmeias,
desenvolvida com o propésito de para solucionar o problema de alta resisténcia e leveza

simultaneas de pecas mecanicas (design biomimético).
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Figura 13-Scaffold de PLA com formato de colmeia

a) Scaffold de PLA, b) Detalhe poros
maiores, ¢) Detalhe poros menores
Fonte: Préprio autor.

A impressdo das pecas em PLA precisou ser feita com um aumento de 30% nas
dimensdes da peca para que os poros menores se mantivessem abertos. Foram observados
alguns defeitos de impressao, ja explicados no tépico 2.1.4 da revisdo bibliogréafica, como a
alta rugosidade superficial e o acimulo de material nos pontos de parada, além da formacao
de fios no interior dos poros. Este é um defeito comum na impressio FDM, chamado
“stringing” causado pelo polimero fundido que escoa para fora do bico da extrusora enquanto

este se move para um novo local (HORVATH, 2014).
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4.2 Perda de massa

O resultado da andlise de perda de massa apds o ensaio de degradagdo é apresentado

na Tabela 1abaixo:

Tabela 1- Massa perdida no ensaio de degradaciao

Massa média Massa média % de massa Desvio
inicial (g) perdida (g) perdida padrao

0 Dias 2,0231 - - -
7 Dias 2,0133 0,00418 0,2073 0,0621
14 Dias 2,0444 0,00488 0,2387 0,0133
21 Dias 2,0443 0,00574 0,2809 0,0337

Fonte: Préprio autor.

O percentual de massa perdida estd de acordo com o estudo realizado por Cifuentes et
al. (2015), que estudou a degradagdo de compdsitos de PLDA e magnésio em PBS e em dgua
destilada. Neste estudo, o PDLA puro teve 0,26% de perda de massa depois de 28 dias de
imersdao em PBS, valor considerado insignificante pelos autores.

Outro estudo sobre a degradacdo de PLA, realizado por Zhang e Cui (2012) mostrou
que o PLA apresenta perda de massa relativamente lenta durante a degradacio mesmo em
PBS contendo solucao de lisozima. Neste estudo, a perda de massa apds 4 semanas foi de
aproximadamente 10% e ao final de 16 semanas, 27,4%. Zhang e Cui (2012) testaram
também a degradacdo do PLA in vivo, obtendo como resultado uma perda de massa de
16,67% apds 16 semanas.

No Grifico 1, € possivel notar também que houve diferenca pequena, porém
estatisticamente significativa, entre os percentuais de massa perdida das amostras de 7, 14 e

21 dias de ensaio.
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Grafico 1- Percentual de Massa Perdida
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Fonte: Préprio autor.

Este resultado estd de acordo também com o teste de varidncia ANOVA, que
apresentou valor p = 0,04804 (p<0,05), e com o Teste Tukey, que demonstrou existir
diferenca significativa entre os valores de massa perdida das amostras de 7 dias e de 21 dias

(p =0,0395).
4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura ndo mostraram grandes

diferengas morfoldgicas entre as amostras antes e depois do tempo de imersdao em PBS, como

pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14-MEYV da superficie das amostras apods o ensaio de degradaciao

B
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Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das amostras de 0, 7, 14 e 21 dias de ensaio,
respectivamente a), b), ¢) e d), com ampliagdo de 1000 vezes.
Fonte: Préprio autor.

Alguns poros puderam ser observados na superficie do material, porém ndo foi
possivel identificar uma relagdo direta entre o surgimento desses defeitos e o tempo de
degradacdo. Pode-se verificar apenas a inexisténcia desses poros na amostra de 0 dias e a
presenca destes, em semelhante propor¢cdo, nas amostras apds a imersdo em PBS. Este
resultado, quando associado aos valores encontrados para perda de massa, indica que ndo
ocorreu degradacao significativa das pecas de PLA mesmo ap6s 21 dias de imersao.

Foi possivel verificar também a altura da camada depositada e o tamanho dos poros

das pecas(Figura 15 e Figura 16).
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Figura 15 - MEV dos poros laterais
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a) Poro lateral maior. b) Poro lateral menor.
Fonte: Préprio autor.

As medidas dos poros foram menores do que as do projeto da peca, apesar das pecas
terem sido impressas em uma escala 30% maior (1,00mm em relacdo a aproximadamente
1,35mm do projeto, e 375um comparado a aproximadamente 675um). O formato dos poros
também sofreu alteracdes no processo de impressdo, devido a baixa precisdo da técnica FDM
para a impressdao de furos menores que 1mm. Segundo Horvarth (2014), a técnica FDM
permite imprimir com boa qualidade (em termos de erros dimensionais) apenas furos maiores
que Imm.

A Figura 16 mostra a resolu¢do da impressdo com o PLA pela técnica de FDM com
respeito a altura da camada depositada. Imagem obtida por MEV com ampliacio de 200

vezes. Camada depositada com altura de 101pum.

Figura 16 — Altura da camada depositada
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Fonte: Préprio autor.
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Com relagdo aos parametros de impressdo, foi possivel observar que a medida da
altura da camada foi condizente com o valor escolhido para a impressdao dos scaffolds de

PLA.

4.4 Difracao de Raios X (DRX)

O resultado de DRX, apresentado no Grafico 2 abaixo, estd de acordo com o trabalho

de Buzarovska, Bogoeva-Gaceva e Fajgar(2016).

Grifico 2- Difracao de Raios X da amostra de PLA

1600 A
1400
1200
1000
800
600
400
200

Intensidade

Fonte: Préprio autor.

O material se mostrou majoritariamente amorfo, com uma banda préxima de 20 igual
a 15,5° e nenhum pico de difracdo, o que pode ser um indicativo de que o PLA utilizado para
a producdo dos scaffolds foi o PDLLA.

Outra justificativa para a baixa cristalinidade apresentada pelo polimero pode ser
baseada na velocidade de resfriamento do PLA apds a impressdao. O polimero, se aquecido
acima da sua temperatura de cristalizacdo e resfriado rapidamente, pode apresentar estrutura

totalmente amorfa ou pouco cristalina.

4.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O resultado de FTIR (Gréfico 3) mostrou que nio houve alteracdes nas bandas com o

tempo de degradacdo, nem alteragdo na intensidade da transmitancia.
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Foram identificadas as bandas caracteristicas do PLA: estiramento da carbonila (C=0)

em 1751 cm’, estiramento assimétrico da ligacdio C-O-C em 1195 cm’' e estiramento

simétrico da ligacao C-O-C em 1110 cm™! (DRUMOND; WANG; MOTHE, 2004).

Grafico 3- Espectro de FTIR
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Fonte: Préprio autor.

Assim como os ensaios anteriores, o espectro de FTIR indica que a degradacdo do

PLA nao foi significativa no periodo de 21 dias.

4.6 Teste de Citotoxicidade

O teste utilizando os microrganismos € um indicativo da citotoxicidade do material,

uma vez que o PLA ndo apresenta atividade antimicrobiana, a morte dos microrganismos

indicaria que o material € citotéxico. De acordo com Ribeiro-Santos (2017) o resultado do

teste, quanto a inibi¢do do crescimento bacteriano, € verificado pela formagdo de um halo de

inibicdo apods a incubagdo quando uma amostra com propriedades antimicrobianas € colocada

na placa. Os resultados do teste de citotoxicidade podem ser vistos na Figura 17.
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Figura 17- Placas de petri antes e apds incubacao em estufa a 37°C por 18 horas

- ERB Y

Figuras a), b) e c) respectivas as culturas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans antes da
incubagido e apés incubagio, respectivamente, d), e) e f).
Fonte: Imagens fornecidas pelo Laboratdrio de Biomateriais do DEMAT.

Como esperado, nenhuma das amostras apresentou um halo de inibicio do
crescimento microbiano nas placas cultivadas com Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candidaalbicans ap6s 18 horas de incubacio a 37°C, confirmando que o PLA ndo apresenta

comportamento antimicrobiano.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, os scaffolds de PLA foram caracterizados pelas técnicas de difracdo de
raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). O PLA se mostrou um polimero amorfo,e
possuindo caracteristicas microestruturais razoavelmente estavel durante o tempo de imersao
(21 dias) em solugdo tampao fosfato salino(PBS), resultado este de acordo com a literatura.
Pela avaliag¢do dos espectros de FTIR ap6s o tempo de degradacdo em solugdo tampao fosfato
salino (PBS), € possivel afirmar que a perda de massa da degradacdo quimica, no periodo de
até 21 dias, ndo alterou as bandas vibracionais dos espectros obtidos. Quanto ao
comportamento biolégico dos scaffolds de PLA pelo ensaio de toxicidade utilizando bactérias,
nao foram observadas inibicdo de crescimento ede formacdo de col6nia ou morbidade.
Conclui-se, portanto, pelo ensaio, auséncia de comportamento antimicrobiano, resultado este
também de acordo com a literatura.

A principal limita¢do encontrada neste trabalho foi a dificuldade de se imprimir pecas
com tamanhos de porosabaixo 370um. Tanto os protétipos para mimetizacdo de biomodelos
em ABS e quanto os scaffolds em PLA foram produzidos dentro desses limites dos
equipamentos disponiveis.Experimentalmente,a manufatura aditivade biomodelos e scaffolds
em impressoras 3Dé limitadapelatécnica de impressdoquanto a razodvel qualidade
(conectividade de poros), reproducdo dimensionale repetitividade morfolégica. A técnica de
modelagem por fusdo e deposi¢do (FDM) utilizando uma impressora do tipo desktoppermite
obter poros com aproximadamente até 0,37mm de didmetro, dimensdo adequada para a
producdo de scaffolds, uma vez que estas estruturas, dependendo do tecido onde serdo
aplicadas, devem possuir tamanho de poros de escala submicrométrica superior a este valor.
No entanto, abaixo do valor de Imm, a peca passa a apresentar defeitos de forma e poros
abaixo de 0,37mm sao fechados.As medidas dos poros laterais foram sempre menores do que
as do projeto original da peca, apesar das pecas terem sido impressas em uma escala 30%
maior, ou seja, houve uma contragdo de borda dos hexdgonos de 1,350mm e 675um do
projeto paral,000mm e 375um na peca obtida por FDM, respectivamentepara os poros
laterais, um erro de aproximadamente 26% nos poros maiores € 44% nos poros menores.

A impressio FDM € uma técnica promissora na drea biomédica por permitir a
producdo de pecas complexas, personalizadas de maneira relativamente rdpida. A impressao
FDM pode ser utilizada, por exemplo, com resultados satisfatérios, na produgdo de scaffolds

para tecido dsseo, que devem possuir tamanho de poro acima de 400um.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para melhor determinacdo do comportamento de degradagao do PLA, um novo ensaio
de degradacdo por imersao em PBS deve ser realizado, com maior tempo de imersao (acima
de 20 semanas).

Também hd necessidade de melhor entendimento dos parametros datécnica FDM,
como a velocidade, espessuras menores de camada, temperatura da mesa de impressao e do
bico extrusor, para possibilitar a fabricacao de pecas com menos defeitos.

Sugere-se também a execucdo de ensaios de angulo de contato e picnometria para
medi¢do da porosidade e a melhorada resolucdo das medidas por MEV através de softwares

de tratamento de imagens, além de ensaios mecanicos.
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