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RESUMO

O poliacido lactico (PLA) é um polimero que vem recebendo aten¢do da comunidade
cientifica devido a suas propriedades mecénicas e térmicas. E um poliéster alifatico
termoplastico, derivado de recursos renovaveis como o milho, beterraba e outros amidos.
Este trabalho teve o objetivo de preparar e caracterizar scaffolds (suporte polimérico) de
PLA obtidos por manufatura aditiva funcionalizados por plasma de oxigénio. Para criar
um scaffold com o PLA foi usada prototipagem rapida. Essa manufatura aditiva constroi
camada a camada com alto nivel de detalhamento e precisdo do defeito a ser
reconstruido. Os scaffolds foram modelados no software Autodesk Inventor CAD. O PLA
apresenta limitacbes como hidrofobia, que leva a falta de sinais de reconhecimento
celular; fazendo-se necessaria a modificacdo da superficie. Trés rotas foram utilizadas
para a funcionalizacdo da superficie do scaffold de PLA: plasma de oxigénio, sol-gel
(isopropoxido de titanio) e coacervato (polifosfato de calcio). As rotas selecionadas
propiciaram mudancas na rugosidade, no pH, no angulo de contato e na introducao de
grupos reativos (facilitadores de adesédo e proliferacdo celular). Funcionalizacdo em
condicbes moderadas de temperatura ambiente e pH controlado propiciaram estabilidade
do polimero de PLA mantendo sua composi¢do quimica inalterada. A caracterizacao foi
realizada por microscopia de for¢a atomica (MFA), angulo de contato, espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), proliferacdo e viabilidade celular (in
vitro) e termogravimetria (TGA). O PLA é um material promissor para a engenharia de
tecidos, pois é passivel de varias rotas de funcionalizacdo a temperatura ambiente, além
de ser passivel de manufatura para a constru¢éo 3D de scaffolds.

Palavras-chave: Filamentos de poliacido lactico. Prototipagem rapida. Coacervatos. Sol-
gel.



ABSTRACT

Lactic polyacid (LPA) is a polymer that has been receiving attention from the scientific
community due to its mechanical and thermal properties. It is a thermoplastic aliphatic
polyester, derived from renewable resources such as corn, beets and other starches. This
work aimed to prepare and characterize scaffolds (polymeric support) of LPA obtained by
additive manufacturing functionalized by oxygen plasma. Rapid prototyping was used to
create a scaffold with LPA. This additive manufacturing builds layer by layer with high
level of detail and accuracy of the defect to be reconstructed. The scaffolds were modeled
in Autodesk Inventor CAD software. The LPA has limitations such as hydrophobia, which
leads to a lack of cellular recognition signals; therefore, surface modification is necessary.
Three routes were used to functionalize the surface of the PLA scaffold: oxygen plasma,
sol-gel (titanium isopropoxide) and coacervate (calcium polyphosphate). The selected
routes provided changes in roughness, pH, contact angle and the introduction of reactive
groups (facilitators of cell adhesion and proliferation). Functioning under moderate
ambient temperature and controlled pH conditions provided stability to the LPA polymer
while maintaining its chemical composition unchanged. Characterization was performed
by atomic force microscopy (AFM), contact angle, Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), cell proliferation and viability (in vitro) and thermogravimetry (TGA). The PLAis a
promising material for tissue engineering, as it is capable of various routes of operation at
room temperature, in addition to being manufactured for 3D scaffold construction.

Keywords: Lactic polyacid filaments. Rapid prototyping. Coacervates. Sol-gel.
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APRESENTACAO

Este trabalho consistiu em modificar a superficie de scaffolds de poliacido lactico
(PLA) obtidos por manufatura aditiva e funcionalizados por diferentes rotas para
aplicacoes biomédicas. O PLA é um poliéster muito estudado pela engenharia de tecidos,
por ser biocompativel, termoplastico e economicamente viavel. Foi utilizado filamento de
PLA em uma impressora 3D de manufatura aditiva para a confec¢do dos scaffolds.

Esta tese estd dividida em quatro capitulos. O primeiro capitulo denominado
“Biomateriais empregados na engenharia de tecidos, impressdo 3D e scaffolds de
poliacido lactico” disserta sobre a construgao de scaffolds utilizando o filamento de PLA
através da manufatura aditiva. Os scaffolds de PLA impressos por manufatura aditiva
serdo utilizados nas trés rotas biomédicas aqui propostas nos capitulos 2, 3 e 4.

O capitulo 2, “Scaffold de poliacido lactico impresso por manufatura aditiva,
funcionalizado por plasma de oxigénio”, é um estudo sobre a ablacdo do plasma de
oxigénio sobre a superficie do scaffold, as modificacdes que o plasma de oxigénio causa
na superficie do scaffold de PLA, a hidrofobia, a rugosidade e a adesao e a proliferacéo
celular.

O capitulo 3, “Scaffold de poliacido lactico impresso por manufatura aditiva,
funcionalizado por coacervato de polifosfato de calcio” avaliou como o coacervato pode
modificar a hidrofobia, quanto consegue impregnar de agua em suas amostras e se ele
serve de reservatério dos ions Ca?* e PO? utilizados na regeneracgdo dssea.

No capitulo 4 denominado “Scaffold de poliacido lactico impresso por manufatura
aditiva, funcionalizado por sol-gel com isopropéxido de titanio”, pode-se constatar
mudancas na rugosidade ao se impregnar a superficie do scaffold de PLA com o
isopropoxido de titanio sem alterar as propriedades estruturais do PLA. Analisou-se o
filamento de PLA antes e depois da impressdo 3D (manufatura aditiva) e avaliaram-se as

alteracdes que a extrusdo pode provocar nesse polimero.
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CAPITULO 1 - BIOMATERIAIS EMPREGADOS NA ENGENHARIA DE TECIDOS,
IMPRESSAO 3D E SCAFFOLDS DE POLIACIDO LACTICO

RESUMO

O objetivo principal da engenharia de tecidos € a regeneracdo ou a substituicdo de
tecidos ou orgaos danificados por doencas, lesbes ou anomalias congénitas. Atualmente,
a engenharia de tecidos repara tecidos e 6rgaos danificados com estruturas de suporte
artificiais chamadas scaffolds. Essas estruturas sao utilizadas para ligacdo e
subsequente crescimento de células apropriadas. Durante o crescimento celular, ocorre
a biodegradacao gradual do scaffold e o produto final € um novo tecido com a forma e as
propriedades desejadas. Nos Ultimos anos, grupos de pesquisa nessa area estao focados
no desenvolvimento de scaffolds por técnicas de biofabricacéo para se obter fabricacéo
automética, rapida, precisa e barata dessas estruturas. O poliéster que vem sendo
estudado por possuir propriedades desejaveis como ser termoplastico, barato e
ecologicamente correto € o polidcido lactico (PLA). O filamento de PLA tem sido
largamente utilizado na impressdo de scaffolds através da manufatura aditiva. A
manufatura aditiva possui alto nivel de precisdo e controle (geometria e porosidade).
Neste capitulo serdo abordados os materiais utilizados para a confeccéo de scaffolds de
PLA.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos. Scaffolds de PLA. Manufatura aditiva.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos cria possibilidades para regenerar, repor e construir
orgaos e tecidos. Utilizando-se células indiferenciadas (mesenquimais) e diferenciadas
(osteoblastos), scaffolds e moléculas terapéuticas para a constru¢cdo de um material
sintético que promova migragéo, adesao e proliferacao celular (Figura 1.1) (LU; MIKOS,
1996).

Os biomateriais ttm como objetivo imitar a fisiologia 6ssea em todas as suas
propriedades mecéanicas e quimicas para que 0sso do hospedeiro possa ser depositado
em camadas ao longo da reabsor¢ao do material que ocorrera sobre o scaffold ou suporte
celular. A natureza dos biomateriais pode ser das mais variadas origens (autégena,
alégena, xendgena e sintética) (GREGOR et al., 2017; LU; MIKOS, 1996).

O biomaterial autégeno representa o padrdo ouro, pois possui todas as
propriedades necessarias para a plena remodelacao 6ssea com células osteogénicas,
matriz osteocondutora e proteinas com fatores enddgenos. A elegibilidade desse
biomaterial tange nas condicBes para obté-lo, pois necessita de um segundo sitio
cirdrgico, sendo assim um quadro pés-operatério com possiveis complicacdes cirurgicas
que envolvem dor, morbidade do sitio doador e edema. Uma das limitagbes envolve o
volume, que pode ser obtido desse biomaterial, sabendo que o sitio doador é fonte uma
restrita (FREYMAN; YANAS; GIBSON, 2001).

O biomaterial alégeno é obtido de cadaver da mesma espécie. A morbidade
envolvendo essa modalidade de enxerto € menor, mas possui fatores limitantes, como o
risco de transmissédo (apesar de minimo) e as complicacées que podem surgir ao longo
do tempo (10 anos — 30 a 60%) (KHAN et al., 2008).

Figura 1.1 — A engenharia de tecidos e seus componentes
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Engenharia "} Celulas diferenciadas
de tecidos e indiferenciadas

e

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O material xendgeno é captado de uma espécie diferente do receptor, possui a
vantagem de ndo necessitar segundo sitio cirargico, mas também apresenta a
desvantagem das possiveis reacdes inflamatérias advindas de proteinas e restos
celulares estranhos ao corpo do hospedeiro (KHAN et al., 2008).

O enxerto sintético possui a possibilidade de mimetizar tecidos e 6rgdos a partir
da sua matriz. Esta pode ser formada por uma variedade de materiais: polimeros naturais,
polimeros sintéticos, metais, ceramicas e compositas. (KHAN et al., 2008).

Os polimeros biodegradaveis (naturais e sintéticos) em geral apresentam
resisténcia mecanica, potencial para drug delivery e morphogenetic delivery (KHAN et al.,
2008).

O polimero natural possui desvantagens em relacdo ao polimero sintético. Eles
apresentam maior resposta imunogénica, possibilidade de transmissdo de doenca e
dificuldade no processo de purificacdo. Em contrapartida, o polimero sintético é
biologicamente inerte, possui ligacdes hidroliticamente instaveis e capacidade de sofrer
adaptacdes dependendo da necessidade bioldégica. No grupo dos hidroliticamente
instaveis estdo: ésteres, anidridos, ortoésteres e as amidas (BOSE; ROY;
BANDYOPADHYAY, 2012; MORENT et al., 2011).

Entre os polimeros sintéticos ha um grupo com excelentes aplicacdes biomédicas:
0s poliésteres alifaticos. Os poliésteres sdo termoplasticos e hidrolisaveis, propriedades
gue validam esse biomaterial para reconstrucdes extensas e com formas variadas que
sejam passiveis de biomodulagéo pelo hospedeiro (BOSE; ROY E BANDYOPADHYAY,
2012; MORENT et al., 2011).

2 POLIACIDO LACTICO

O poliacido lactico (PLA) é um poliéster alifatico derivado de mondémero natural. A
Figura 1.2 mostra que o L-lactico é obtido mediante polimerizacdo ao abrir o anel do
dimero ciclico do acido lactico. Alguns fontes de PLA séo vegetais ricos em carboidratos
como a beterraba, o milho e a cana-de-agucar. Além de ser um promissor substituto dos
materiais advindos do petréleo, o PLA possui baixa toxicidade, processabilidade, baixo
impacto ambiental, estabilidade térmica e possibilita a utilizacdo de carga (MATOS et al.,
2019). A flexibilidade e a habilidade para adaptacdo quimica fazem do PLA uma
excelente escolha (CASTILLO RODRIGUEZ, 2005). Segundo Wolf et al. (2005), as
principais aplicagbes do PLA em 2003 e estimativa para 2020 s&o: embalagens,
construgdo, agricultura, transporte, mobilia, aparelhos elétricos e eletronicos, utensilios
domésticos, fibras e tecidos. O PLA tem aplicabilidade nas areas farmacéutica e médica,
na composicao de suturas, peles artificiais, fixagao interna de fraturas 0sseas, scaffolds

na engenharia de tecidos e drug delivery (LIU et al., 2009).
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Figura 1.2 — Polimeriza¢&o do poliacido lactico
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O PLA na forma de filamento € largamente utilizado em novas técnicas de
prototipagem rapida, como a construcdo de scaffolds por manufatura aditiva (MA)
(ZEIN et al., 2002), que é o método mais comum de impressao tridimensional (3D) com

filamento polimérico (NGO et al., 2018).

3 MANUFATURA ADITIVA (MA)

A tecnologia da manufatura aditiva (MA) surgiu pela primeira vez em 1977, quando
Wyn Kelly Swainson sugeriu um método de criar objetos 3D diretamente usando dois
feixes de radiacdo eletromagnética e um polimero sensivel que se solidifica na presenca
do feixe. Esse método é considerado o ancestral da estereolitografia moderna. Em 1981,
Hideo Kodama criou dois métodos aditivos para objetos solidos (modelos plasticos)
através da manufatura aditiva. Em 1984, Chuck Hull da 3D Systems Corporation
aprimorou 0 modelo de Kodama e criou seu proprio sistema de fabricacdo da
estereolitografia. Nas ultimas quatro décadas, as técnicas de MA evoluiram ainda mais,
como pode ser visto na Figura 1.3. A variedade de novas técnicas e materiais tornou-se
possivel devido a engenharia mecéanica e a ciéncia dos materiais (KODAMA,1981;
WONG; HERNANDEZ, 2012).

Figura 1.3 — Processos de impressao tridimensional
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Legenda — MA: manufatura aditiva; OMC: objeto manufaturado em camadas; EL: estereolitografia; FFE:

fusdo por feixe de elétrons; FLPL: forma liquida projetada por laser; ITM: Instituto de Tecnologia de
Massachussets. * Forma de manufatura utilizada por este estudo.
Fonte: Modificada de Wong e Hernandez (2012).
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A mudanca de fabricacdo de objeto sélido para fabricacéo de forma livre e direta
ocorre quando as partes sdo impressas camada a camada guiadas por um sistema CAD
(desenho assistido por computador, do inglés computer aided design) que pode criar e
modificar o objeto a ser construido. O sistema CAD norteia a deposi¢cdo da impressora
para a obtencdo do objeto projetado. A impressédo tridimensional contribui de forma
significativa para a engenharia de tecidos, bioimpressdo e “drug delivery” (dispersao
controlada de medicamentos) (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015; LI et al., 2015;
ZEIN et al., 2002).

A facilidade na manipulacédo, na operacdo do equipamento, as varias opcdes de
trabalho com materiais de diferentes caracteristicas e a personalizacdo sdo outros
atributos dessa forma de impresséo, pois € possivel produzir desenhos especificos para
cada paciente (menor escala) sem que haja aumento de custo devido a isso
(CHANJUAN; YONGGANG, 2016).

A impresséo tridimensional progrediu em algumas aplicacdes para os tecidos
0sseo, cartilaginoso, dentério, epitelial, traqueal e vascular (CHANJUAN; YONGGANG,
2016). Ha técnicas convencionais variadas como ligacao de fibras, fundi¢cdo de solventes,
lixiviagcdo de particulas, laminacdo de membranas, moldagem por fuséo, separacdo de
fases induzida termicamente, espuma de gas para a construcdo de um suporte celular,
bloco polimérico ou scaffold. Essas técnicas convencionais ndo sao capazes de
reproduzir a rede de interconexao entre 0s poros e canais que formam o trabeculado
0sseo, devido a baixa capacidade de mimetizacdo e consequente imprecisdo em sua
reprodutibilidade (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015; LI et al., 2015; ZEIN et al.,
2002).

As técnicas convencionais requerem um solvente para misturar o pé do poliéster
alifatico e produzir um filamento termoplastico de impressao tridimensional. Entre as
impressoes tridimensionais de prototipagem rapida, a modelagem por MA foi selecionada
neste estudo para a constru¢do do scaffold, por ndo necessitar de nenhum tipo de
solvente e poder ser utilizada com uma infinidade de materiais para formacdo do
filamento de impresséo, como destaca a Figura 1.4 (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS,
2015; Ll et al., 2015; WONG; HERNANDEZ, 2012; ZEIN et al., 2002).

A impressao tridimensional ou manufatura aditiva realiza a extruséo controlada de
um filamento termoplastico. O bico da impressora deposita sobre uma mesa sucessivas
camadas para construir objetos. O pistdo com dois rolamentos move o monofilamento,
que é guiado e extrudado na posicdo que o CAD determina. A plataforma abaixa
sucessivamente a cada deposicao de camada. Essa impressora realiza a construgcéo do
scaffold para a utilizacdo na engenharia de tecidos. O PLA puro é um polimero hidrofébico
extremamente eficaz nesse tipo de impressao tridimensional (ZEIN et al., 2002).
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Figura 1.4 — Impressora de manufatura aditiva

Fonte: Adaptada de Cuiffo et al. (2017).

4 SCAFFOLD DE PLA PARA REGENERACAO OSSEA

O implante polimérico pode ser também chamado de bloco polimérico, suporte
polimérico, arcabouco polimérico ou scaffold biodegradavel (KHAN et al., 2008; ZEIN et
al., 2002).

O scaffold deve apresentar macroporos abaixo de 100 micrémetros (um) e
microsporos abaixo de 20 um em sua estrutura, e esses poros devem apresentar
interconectividade. As propriedades almejadas seriam a biocompatibilidade (Figura 1.5),
a resisténcia mecanica e a degradacdo controlada em um ambiente estéril para o
desenvolvimento celular no scaffold (HA et al., 2013; ZEIN et al., 2002).

A porosidade influencia na distribuicdo de oxigénio (HUTMACHER; SITTINGER;
RISBUD, 2004) e nutrientes, e, ao possuir de 200 a 350 pm, permite crescimento
satisfatorio do tecido 6sseo, sendo o arcabouco celular osteocondutivo, osteogénico e
osteoindutor (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; KHAN et al., 2008; ZEIN et al.,
2002).

A propriedade mecanica é aferida pelo médulo de Young na regido cortical 15-2-
GPa e na regidao medular de 0,1 a 2 GPa. O mdédulo de compressao € de 100 a 200 MPa
na regido cortical e 2 a 20 MPa na regido de osso medular. A reabsorcédo controlada
consiste na hidrolise que o scaffold sofre, sendo lentamente reabsorvido pelo hospedeiro,
ao mesmo tempo em que tecido 6sseo neoformado é depositado sobre esse suporte
(BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; GUNTILAKE; ADHKARI, 2003).

O material sintético, para ser considerado biocompativel (Figura 1.5), deve
degradar-se, ndo ser toxico, permitir adesdo, desinfeccdo ou esterilizacdo, possuir
estabilidade primaria ao ser fixado no tecido a ser reparado e permitir a proliferacéo e
adesdao celular (HA et al., 2013; POLO-CORRALES; LATORRE-ESTEVES; RAMIREZ-
VICK, 2014).
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Figura 1.5 — Propriedades ideais do scaffold biodegradavel
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5 CONCLUSAO

O poliécido lactico é um polimero biocompativel, biorreabsorvivel e biodegradavel,
caracteristicas esperadas na construcdo de scaffolds. E o filamento utilizado pela
manufatura aditiva que fornece a melhor performance na fabricacdo do scaffold para a
regeneracao 6ssea. Utilizou-se trés rotas de funcionalizacdo sobre a superficie dos
scaffolds de PLA: plasma de oxigénio, coacervato de calcio e sol-gel de nanoparticulas
de TiOs..
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CAPITULO 2 — SCAFFOLD DE POLIACIDO LACTICO IMPRESSO POR
MANUFATURA ADITIVA, FUNCIONALIZADO POR PLASMA DE OXIGENIO

RESUMO

O objetivo da engenharia de tecidos € reparar, substituir e regenerar tecidos e 6rgaos.
Para isso, sdo utilizados materiais como o poliacido lactico (PLA). O PLA é um polimero
termoplastico que apresenta biodegradabilidade, biocompatibilidade e boa
processabilidade. Os scaffolds de PLA podem ser construidos com precisdo pela
manufatura aditiva. Os objetivos deste trabalho foram modificar a superficie hidrofobica
dos scaffolds de PLA usando plasma de oxigénio e estudar a viabilidade e a proliferagao
celular. A caracterizacéo foi realizada por microscopia de forga atbmica (MFA), angulo de
contato, FTIR e estudos de proliferacdo e viabilidade celular. Os resultados mostraram
gue o material adquiriu propriedades hidrofilicas pela presenca de espécies reativas ao
oxigénio e pela diminui¢cdo do &ngulo de contato. Também foi observado um aumento na
rugosidade da superficie. Pode-se concluir que, embora as modificagbes superficiais
tenham sido eficazes e os scaffolds de PLA ndo tenham sido citotoxicos, ndo houve

melhorias no processo de proliferacdo com as células da linhagem osteo-1 estudadas.

Palavras-chave: Poliacido lactico (PLA). Manufatura aditiva. Plasma de oxigénio.
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1 INTRODUCAO

O poliacido lactico (PLA) apresenta limitagdes como a hidrofobia, que leva a falta
de sinais de reconhecimento celular, fazendo, assim necessaria a modificacdo por
plasma da superficie para a introdugcédo de grupos reativos. Toda superficie polimérica
inerte pode ser oxidada, com excec¢ao dos fluorinatos. O plasma tem a vantagem de
modificar somente a superficie em nanémetros (oxidagdo controlada), funcionalizar o
PLA sem exposicdo termal do polimero (temperatura ambiente), sem alterar as
propriedades do polimero e escarificar facilmente sua superficie, tornando-o rugoso
(bulk) (YANG; BEI; WANG, 2002; KISS; BERTOTI; VARGHA-BUTLER, 2002;
MORTAZAVI; NOSONOVSKY, 2012; FRIEDRICH, 2012).

A superficie que sofreu ablacéo por plasma de oxigénio sofre modificacdo pelos
ions, elétrons e outras moléculas que alteram a hidrofilicidade do polimero (Figura 2.1).
Grupos funcionais promovem a ativacao da superficie tornando-a reativa pela presenca
de substancias polares como carbonila, carboxila, éter, amina e hidroxila (CHEN et al.,
2010; WANG et al., 2016; FRIEDRICH, 2012).

Figura 2.1 — Ablag&o de espécies geradas pelo plasma sobre a superficie do polimero
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Fonte: Modificada de Friedrich (2012).

O crosslinking é ativado devido a presenca de espécies de gases inertes, com a
vantagem de alterar a superficie, pois realiza funcionalizagdo em nanémetros. Sendo
assim, nao afeta o bulk, preservando suas caracteristicas originais (as propriedades
mecanicas, por exemplo). O plasma de oxigénio cria essa superficie reativa em um
ambiente seguro para formacao de vasos sanguineos e células que ali queiram se instalar
(Figura 2.2), sem a necessidade de solventes (PETLIN; TVERDOKHLEBOV;
ANISSIMOV, 2017).
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Figura 2.2 — Esquema ilustrativo da acao do plasma sobre o PLA
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A funcionalizag&o por plasma de oxigénio apresenta vantagens na engenharia de
tecidos no que tange a acéo bactericida que afasta qualquer possibilidade de infeccao do
sitio cirargico e a inducao da célula cancerosa a apoptose. ISso aumenta a seguranca ha
instalacdo do biomaterial em regifes destruidas por tumores malignos quando estes
apresentam ou n&o restos remanescentes. Na primeira situagdo, o tratamento com o
plasma de oxigénio elimina o residuo celular canceroso e, na segunda situagao, previne
a possibilidade de recidiva (PETLIN; TVERDOKHLEBOV; ANISSIMOV, 2017).

2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a preparagéo e caracterizagcédo de scaffolds de
poliacido lactico (PLA) obtidos por manufatura aditiva funcionalizados por plasma de
oxigénio.

Os obijetivos especificos foram: a) obtencéo dos scaffolds de PLA por manufatura
aditiva; b) funcionalizacao dos scaffolds de PLA por plasma de oxigénio; c) caracterizacéo
fisico-quimica dos scaffolds de PLA puro e funcionalizado; e d) estudos in vitro dos
scaffolds de PLA funcionalizados.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Fabricacao de scaffolds de PLA por impressao 3D

Impressora 3D, modelo Stella, Curitiba/PR. Bico extrusor com diametro de 0,2 mm
e temperatura inicial 200 °C (primeira camada) e deposi¢ao a temperatura de 195 °C (em
demais camadas). Os scaffolds foram projetados no software Autodesk Inventor CAD e
exportado no formato STL. O filamento de PLA, marca Movitech, possui diametro de
1,75 mm.
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3.2 Plasma de oxigénio

A funcionalizacdo da superficie do scaffold de PLA pelo plasma de oxigénio foi
realizada no Laboratério de Plasmas Tecnolégicos (LaPTeC) do Campus Experimental
de Sorocaba da Unesp. Utilizou-se reator de aco inoxidavel nas dimensdes 5,2 x 10 mm?,
A presséo interna do reator foi reduzida com uma bomba Edwards E2M18 com sensor
tipo Pirani modelo APGX. O gas de oxigénio tem seu fluxo controlado para dentro do
reator através de valvulas Edwards modelo L-10K. Foi utilizada fonte de radiofrequéncia
Tokyo Hy-Power RF-300 e um cacgador de impedancia Tokyo Hy-Power modelo MB-300
que realiza a ignicao do plasma. Para gerar os pulsos retangulares e com largura de 1
€100 ps utilizou-se uma fonte RUP6 20. O parametro do sinal de polarizacao foi ajustado

com um osciloscépio de quatro faixas digitais (Figura 2.3).

Figura 2.3 — Reator de plasma de ablacéo
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Fonte: Modificada de BATTAGLIN, 2016.

Parametros do plasma de ablagcdo sdo mostrados no Quadro 3.1. A composicao
guimica é oxigénio. Sinal de excitacdo de plasma eletrodo inferior aterramento paredes
do reator, tempos de 0,5; 1; 5; 10 e 20 min. Poténcia de RF 50 W 25. Aparato experimental
utilizado nas deposic¢des dos filmes. Foi utilizada poténcia de 50 W a uma presséo de
2,5 x 102 Torr com pressao de fundo de 0,905 x 10 Torr.



Quadro 2.1 — Parametros do plasma de ablacao
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Composicao ~ Pressédo de Presséo de A Tempos de
. Pressao Poténcia ~
guimica fundo trabalho ablacéo
-2
100% 02 | 25x102Torr | 9902 X 10% | 5 4 102 Torr 50 W 05, 1,5 10e
Torr 20 min

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica
3.3.1 Angulo de contato

As medidas do angulo de contato foram realizadas no Laboratério de Plasmas
Tecnoldgicos (LaPTeC) do Campus Experimental de Sorocaba da Unesp em um
goniébmetro Ramé-Hart 100-00. Cinco gotas de agua foram depositadas em diferentes
posicbes da amostra. Para cada queda, foram realizadas 20 medidas de angulo de

contato, totalizando 100 valores.

3.3.2 Microscopia de forga atbmica (MFA)

As medicbes foram realizadas no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM) usando um equipamento do fabricante Park Systems, modelo NX-10,

e 0 modo de operagéo foi o contato intermitente (toque).

3.3.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de transmitancia (resolucéo de 4 cm, faixa de nimero de onda 400—
4000 cmt) foram obtidos usando um espectrofotdmetro de absorcdo VERTEX 70, Bruker,

com um acessorio ATR e um detector DLaTGS.

3.3.4 Viabilidade e proliferagéo celular (testes in vitro)

A viabilidade e a proliferacdo celular, utilizando a linhagem osteo-1 (obtida
diretamente de camundongos), foram avaliadas pelo método de deteccdo de
fluorescéncia da reducdo do sal de sédio resazurina (Sigma-Aldrich) pelas enzimas
mitocondriais das células viaveis. Primeiro, todos os scaffolds foram esterilizados sob luz
UV por 1 h (30 min de cada lado) antes do ensaio celular. Segundo, usando uma placa
de cultura celular de 24 pocos (diametro: 16,25 mm; altura: 17,3 mm e volume maximo:
3,5 mL), cada poco foi preenchido com scaffolds PLA esterilizados (funcionalizados por
plasma de oxigénio) e 1 x 10° células por pogo foram semeadas e cultivadas no meio de
cultura DMEM com 10% de soro bovino fetal por 24 horas para aderir aos scaffolds.

Depois da adesao, o meio foi removido e as células foram incubadas na presenca
de solucao de resazurina a 10% (v/v) em meio de cultura por 4 h. Na incubacéo, a solugéo
de resazurina foi transferida para uma placa de 96 pocos e a fluorescéncia foi detectada
em uma placa de leitura (excitacdo de 570 nm e emissao de 590 nm). Foi adicionado

meio DMEM e as células foram mantidas em cultura por mais 48 h. Em seguida, a
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fluorescéncia foi repetida e detectada. O experimento foi realizado em duplicata e, para

0 processo de fixacao, foi utilizado paraformaldeido a 4%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Angulo de contato

A molhabilidade das amostras foi determinada pelo método da gota séssil,
utilizando as amostras do scaffold de PLA funcionalizadas pelo plasma de oxigénio. Os
resultados corresponderam a média aritmética e ao desvio padrdo, como mostra a

Figura 2.4.

Figura 2.4 — Angulos de contato do scaffold de PLA impressos em 3D modificados pelo plasma de oxigénio
em diferentes tempos de ablag&o de O2
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O scaffold de PLA nédo funcionalizado tem um angulo de contato de 70°. Os
resultados corroboram aqueles encontrados na literatura, em que a superficie se torna
reativa ao sofrer ablagdo em menor tempo de trabalho, conforme demonstrado nos
angulos de contato em 0,5 e 5 min, e aumentando o tempo de trabalho para 10 min. No
entanto, verificou-se que esse periodo é suficiente para o plasma ativar toda a superficie
do PLA exposto, proporcionando o menor angulo de contato (8,64° + 0,03°) e, portanto,
maior hidrofilicidade. Quando esse periodo foi estendido para 20 min, observou-se uma
diminuicao dessa superficie ativa, uma vez que o tempo excessivo de trabalho do plasma
de oxigénio provoca a recombinacéo das espécies geradas pelo plasma, prejudicando a
hidrofilicidade (LAI et al., 2006).

4.2 Microscopia de forga atdmica
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A morfologia da superficie do scaffold foi modificada durante a exposicdo ao
ataque quimico no reator de plasma. Essas morfologias séo apresentadas em diferentes
momentos na Figura 2.5. A rugosidade formada na superficie possui altura, largura e
espessura, que sdo modificadas ao longo dos intervalos de tempo.

Figura 2.5 — Imagens MFA de scaffolds de PLA impressos em 3D
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Nota: Os scaffolds foram modificados pelo plasma de Oz em diferentes momentos: 0,5, 5, 10 e 20 min.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode-se observar que exposicbes mais altas no tempo do plasma foram
responsaveis por um aumento na rugosidade. Esse aumento foi diretamente proporcional
ao tempo do scaffold submetido ao plasma. A ablagéo do plasma promove a incorporacao
de grupos funcionais bem como a escarificacdo da superficie. Essa gravacao pode
modificar significativamente a topografia e a rugosidade (Quadro 2.2). A rugosidade é
causada pelo plasma na dimensdo nanométrica, como observado por Lai et al. (2006).
Ao funcionalizar na dimensdo nanométrica, a superficie do scaffolds se tornou mais

reativa (Figura 2.5).

Quadro 2.2 — Valores de rugosidade da superficie dos scaffolds do PLA impressos em 3D em diferentes
tempos de modificacdo do plasma de Oz

Ablacdo por plasma (min) 0 0,5 5 10 20
Rugosidade superficial (nm) 92 | 100 | 500 | 1000 | 800

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi obtida rugosidade de 92 nm para o scaffold que nao recebeu tratamento com
plasma, mesmo valor relatado por Jaidev e Chatterjee (2019). Quanto aos scaffolds que
recebem o tratamento com plasma de oxigénio, a rugosidade aumentou para 100, 500 e
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1000 nm por tempos de 0,5, 5 e 10 min, respectivamente. Com esse aumento da
rugosidade, a hidrofilicidade se comportou de maneira inversa e progressiva, atingindo o
pico em 10 min com angulo de contato de 8,64° + 0,30°. Lai et al. (2006) afirmam que a
diminuicdo da rugosidade leva ao aumento da hidrofilicidade. Por outro lado, os
resultados aos 20 min de ablacdo mostraram uma desmontagem da superficie, com
diminuicdo da rugosidade e aumento do angulo de contato para 29,87° + 0,08°
(Figura 2.2), com consequente diminui¢cdo da hidrofilicidade.

O decréscimo da rugosidade esta relacionado as caracteristicas do PLA ao sofrer
a ablacdo do plasma de oxigénio (JORDA-VILAPLANA et al., 2014). O plasma de
oxigénio produz muitas espécies, como elétrons, fétons e ions, que causam eroséo na
superficie do polimero. Friedrich (2012) explica que a energia aplicada ao sistema (KW)
e a cristalinidade s@o constantes; a erosdo acontece primeiro na superficie que tem
menor dureza e depois avanca para partes mais rigidas e internas do filamento do

scaffold de PLA, reduzindo, dessa forma, a rugosidade, como mostrado na Figura 2.5.

4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos scaffolds de PLA néo funcionalizados (0 min) e em
diferentes momentos de ablacdo do plasma de oxigénio sdo mostrados na Figura 2.6.
Eles mostram as seguintes bandas relacionadas ao oxigénio: o trecho C=0 do grupo
éster a 1740 cm, deformacBes angulares de COH em 1452 e 1363 cm™!, deformacdes
axiais assimétricas do grupo éster (OCC) em 1180 e 1080 cm, e outros resultados
semelhantes (MATOS et al., 2019).

Figura 2.6 — Espectros de infravermelho por transformada de Fourier dos scaffolds de PLA em diferentes
momentos da ablac¢édo do plasma de Oz
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os espectros mostraram diminuicdo na intensidade dessas ligacdes carbono—
oxigénio (C—0) com o aumento do tempo de acdo plasmatica, semelhante ao descrito
por Lai et al. (2016) exceto para a amostra com 10 min de O2. Uma vez que o tempo é
aumentado para 20 min, observa-se maior diminui¢do na intensidade dessas bandas,
sugerindo perda de ligagbes C-O. Essas perdas podem ser explicadas por quebras
dessas ligagbes com subsequente recombinacdo de radicais sem a formacdo de
espécies oxigenadas na superficie (INAGAKI et al., 2002).

No caso do scaffold de PLA com 10 min de tratamento, foram observados
aumentos nas intensidades de pico e pequenos deslocamentos de diferentes bandas de
CO, evidenciando aumento na quantidade de espécies oxigenadas, 0 que sugere a
oxidac&o da superficie do material por acdo do plasma de oxigénio (JORDA-VILAPLANA
et al.,, 2014). Assim, o aumento das ligacbes do tipo C=0O na superficie do polimero
aumenta a hidrofilicidade do PLA (LAI et al., 2006). Esse aumento de hidrofilicidade ja foi
observado em nossos resultados anteriores, com maior diminui¢cdo do angulo de contato

e aumento da rugosidade da superficie dos scaffolds de PLA em 10 min.

4.4 Viabilidade e proliferacao celular

O comportamento fisiolégico e a biocompatibilidade do biomaterial consistem em
nao apresentar citotoxicidade, ndo ser alergénico, ndo ser cancerigeno e nao causar
nenhum dano ao local hospedeiro ao longo do tempo. O teste in vitro visa medir as
respostas celulares na presenca do biomaterial, o que oferece, por sua vez, um nivel de
seguranca devido a reacdes causadas pelo biomaterial em situagdes clinicas. Os
processos fisioldgicos dependem da saude do hospedeiro, da superficie do biomaterial e
de seu processo fisico-quimico (WANG et al., 2013).

O uso de células da linhagem osteo-1 ocorre porque o scaffold pode ter potencial
para regeneracao 0ssea. A resazurina foi usada para avaliar a viabilidade e a proliferacao
celular. A resazurina (azul e ndo fluorescente) é reduzida a resorufina (rosa e altamente
fluorescente), que, por sua vez, é reduzida a hidrorresorufina (incolor e nao fluorescente).
Esse corante altera sua pigmentacdo no meio devido a atividade das células vivas, sendo
aceito como teste padrao para viabilidade e proliferacéo celular (O’BRIEN et al., 2000).
Os resultados da fluorescéncia sdo mostrados na Figura 2.7. Observou-se que todos as
amostras apresentaram viabilidade celular, pelos valores de fluorescéncia, indicando que
os scaffolds de PLA n&o tém efeitos citotoxicos. Esses resultados corroboram estudo de
Queiroz et al. (2019), que verificaram que as membranas de PLA ndo apresentam

citotoxicidade in vitro e também promovem proliferacdo de osteoblastos.
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Figura 2.7 — Viabilidade e proliferacéo de scaffolds de PLA impressos em 3D
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A proliferacao foi estimada pela diferenca de fluorescéncia entre o primeiro e o
terceiro dia de cada grupo. Para o grupo-controle, a fluorescéncia (F) comeca em
6,8 x 107 e aumenta até 55 x 107 (p = 0,0114); no grupo de 0,5 min, F comeca em
5,8 x 107 e aumenta até 46 x 10’ (p = 0,0156); no grupo de 5 min, o F minimo comecou
em 17 x 107 e alcancou 49 x 107 (p = 0,0898); no grupo de 10 min, o F comegcou em
13 x 107 e aumentou até 54 x 10’ (p = 0,0670); e no grupo de 20 min, 0 F comecou em
10 x 107 e atingiu 67 x 107 (p = 0,0194). Verificou-se que a proliferacdo nos scaffolds
tratados com 5 e 10 min n&o apresenta diferenga estatisticamente significante (com 95%
de nivel de confianca) e melhora na proliferacéo do scaffold ndo tratado (controle) e dos
scaffolds tratados com 0,5 e 20 minutos. Esses ultimos grupos apresentaram angulos de
contato superiores a 29°, indicando que as células da linhagem osteo-1 preferem os
materiais menos hidrofilicos para proliferar.

Para analisar a eficiéncia do método, foram utilizados os valores de fluorescéncia
do terceiro dia para comparar o controle com cada grupo. Os valores de probabilidade
obtidos foram de 0,3310 (0,5 min), 0,6190 (5 min), 0,9416 (10 min) e 0,3313 (20 min),
indicando que néo foram obtidas diferencas estatisticamente significativas na proliferacao
com a modifica¢do do plasma de oxigénio para essas células osteoblasticas.

Observou-se que a ablacdo da superficie do scaffold de PLA impressa pela
manufatura aditiva mostrou-se facil, versatil e com excelente relacdo custo-beneficio,
como no estudo de Gregor et al. (2017). Recomenda-se o uso de substancias e
processos de facil acesso, baixo custo e ecolégico (MATOS et al.,, 2019) para a

otimizacao da rugosidade, hidrofilicidade, viabilidade e proliferagéo celular.

5 CONCLUSAO

A modificacdo do plasma de oxigénio na superficie dos scaffolds de PLA

impressos em 3D é um método facil e versatil que permitiu aumentar a hidrofilicidade do
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PLA e a rugosidade da superficie. O melhor resultado foi obtido usando um tempo de
exposicdo ao plasma de 10 min. Embora as modificacdes superficiais tenham sido
eficazes e os suportes de PLA nédo sejam citotoxicos, ndo houve melhorias no processo
de proliferacdo com as células da linhagem osteo-1 estudadas. Portanto, para validar o

meétodo, estudos futuros serao realizados com outros tipos de células.
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CAPITULO 3 - SCAFFOLD DE POLIACIDO LACTICO IMPRESSO POR
MANUFATURA ADITIVA FUNCIONALIZADO POR COACERVATO DE
POLIFOSFATO DE CALCIO

RESUMO

O poliacido lactico (PLA) é um polimero que vem recebendo aten¢do da comunidade
cientifica devido a suas propriedades mecéanicas e térmicas. E um poliéster alifatico
termoplastico derivado de recursos renovaveis como o milho, beterraba e outros amidos.
Este estudo teve como objetivo preparar e caracterizar scaffolds de PLA obtidos por
manufatura aditiva (MA) funcionalizados por coacervato de polifosfato de célcio (CPCa).
A MA é a forma de impressdo 3D com melhor resultado para a construcdo de scaffolds
de PLA. Neste estudo, a superficie foi modificada com o CPCa com a finalidade de alterar
a hidrofilicidade, o que se conseguiu com a amostra C4-TA. A funcionalizagdo com CPCa
ocorreu a temperatura ambiente, o que evita alteragcfes estruturais e quimicas no scaffold
de PLA. Ao se analisar as amostras macroscopicamente, notou-se que o CPCa
impregnou na superficie e também nos poros do scaffold de PLA. A microscopia
eletrOnica de varredura revelou que a estrutura da amostra de PLA funcionalizada com o
CPCa manteve sua morfologia preservada. A espectrometria de raios X (EDS) detectou
a presenca de oxigénio, sédio, fésforo, cloro, carbono e célcio, elementos presentes na
composicdo do CPCa. A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)
caracterizou picos do CPCa apenas na amostra funcionalizada, demonstrando total
impregnacao desse material no scaffold de PLA. As modificagbes na amostra nao
apresentaram diferencas significativas do PLA puro, embora algumas variagcées tenham
sido encontradas nas amostras imersas durante 24 h no CPCa com secagem a

temperatura ambiente.

Palavras-chave: Poliacido lactico (PLA). Manufatura aditiva. Coacervato de polifosfato de
calcio (CPCa).
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1 INTRODUCAO

1.1 Polifosfato de sédio

O polifosfato de sodio (NaH2PO4H20), também denominado sal de Graham, é
um polifosfato condensado, com estrutura linear obtida por aquecimento do NaH2PO4H20
a 625 °C seguida de um resfriamento rapido, tornando-se um polimero inorganico vitreo
(FRANCO et al., 2020; GOMEZ; VAST; BARBIEUX, 1995).

Com quatro oxigénios em seus veértices e um atomo de fosforo no centro, o
polifosfato de sodio é um fosfato condensado que possui a forma linear pelo fato de o
fosfato formar tetraedros que compartiham no maximo dois atomos de oxigénio
(Figura 3.1a). O tetraedro de POarealiza ligacdo dupla com o oxigénio e possui apenas
trés oxigénios para fazer ligacdes entre si, dessa forma a cadeia de polifosfato de sodio
assume a forma linear (FRANCO et al., 2020).

Figura 3.1 — Representac¢édo e rota de preparacdo da cadeia linear de polifosfato de sddio
? e
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Nota: a) Representacdo de cadeia linear de polifosfato, b) rota de preparacao, c) reacéo de condensacao
e (d) polimerizacao de polifosfato de sodio.
Fonte: Modificada de Franco et al. (2020).
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O polifosfato € um polimero inorganico e também um fosfato condensado. Os
polifosfatos condensados sédo divididos em trés categorias: linear, metafosfato (estrutura
ciclica), ultrafosfato (estrutura tridimensional). A reacdo de polimerizacdo ocorre apos a
liberacdo de agua com posterior formacdo das ligacbes entre P-O-P, conforme
representado na Figura 3.1¢ (JAGER; PRISLOO, 2001).

O polifosfato é classificado baseado no numero de unidades poliméricas [POs]n
constituintes das cadeias polifosfaticas, ou seja, pode ser considerado um polifosfato
condensado de cadeia linear de tamanho curto n < 10, como intermediario, chamado de
oligofosfato, cujo tamanho da cadeia é estimado entre (n = 10 — 50) e cadeias longas de
polifosfato com n > 50. O polifosfato de sédio € um oligofosfato que tem nimero médio
de unidades poliméricas entre (n = 3 — 30) (WILLOT et al., 2002, DIAS FILHO et al.,
2005).

O interesse pela bioceramica como potencial uso para enxertos 0sseos cresceu
na década de 1960 devido a sua propriedade biomecéanica. A primeira geracdo de
bioceramica apresentava limitagbes em substituir o osso danificado. Os estudos
caminharam para o desenvolvimento da biodegradacao, reabsorcdo e osteoinducéo do
polifosfato de célcio (CaP). A porosidade foi outra caracteristica desenvolvida para que o
CaP pudesse ser colonizado por células e reabsorvido para ser substituido por 0sso novo.
Além disso, a vantagem do CaP em comparacdo com outras bioceramicas € sua
semelhanca quimica com ossos e dentes de mamiferos (DOROZHKIN, 2013; CANILLAS
et al., 2017).

O polifosfato tem habilidade para agir como um material estimulante aos
osteoblastos (osteoindutor e osteocondutor) (HACCHOU et al., 2007; USUI et al., 2010;
SCHRODER et al., 2000; OMELON; GRYNPAS, 2008).

As aplicacdes do polifosfato s&o variadas: a versatilidade desse composto permite
ser que ele seja empregado como agente removedor de metal toxico (Pb*?) do meio
ambiente (FRANCO et al., 2020; OSORIO; OLIVEIRA, 2001), na industria de alimentos
como aditivo conservante e potencializador de sabor (SMITH; BOWERS, 1972,
HUFFMAN, 1987).

Desde 1769, quando Johan Gottlieb descobriu a primeira evidéncia do fosfato de
calcio nos 0ss0s, essa bioceramica vem sendo pesquisada e aplicada na engenharia de
tecidos (CANILLAS et al., 2017; DOROZHKIN, 2013). O CaP possui biocompatibilidade,
bioatividade e afinidade por drogas, proteinas e células (SAMAVEDI; WHITTINGTON,;
GOLDSTEIN, 2013).

Vérios estudos in vivo demonstraram que a bioceramica de CaP promove
vascularizacédo generalizada e infiltracdo de tecido conjuntivo nos poros do biomaterial
(NELSON et al.,1993; GRYNPAS et al., 2002). As aplicacdes em terapias na area de
saude sdo inumeras; alguns exemplos sdo: reducdo da dor, tratamentos de fraturas,
tratamento das articulagbes, aumento Osseo, cirurgia espinal, otorrinolaringologia,
oftalmologia, dispositivos percutaneos, restauracdes dentarias (cimentos) e tratamentos
periodontais (CANILLAS et al., 2017; DOROZHKIN, 2013).
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O polifosfato de calcio vem sendo usado como veiculo de compostos
farmacoldgicos na forma de drug delivery, terapia genética ou na aquisicdo de imagens
para diagnéstico. A Figura 3.2 mostra como o polifosfato de calcio protege os
medicamentos e 0S genes que serao transportados no drug delivery, os quais ndo podem
degradar até atingirem o tecido ou o 6rgéo-alvo. O CaP facilita a entrada das substancias
ou genes que carreia pela membrana plasmatica e ajuda na liberacdo controlada do
farmaco (PALAZZO et al., 2009).

Figura 3.2 — Diferentes mecanismos de drug delivery com o polifosfato de célcio
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Legenda: (A) difusdo, (B) difusdo lenta devido a camada de hidroxiapatita, (C) drug delivery durante a
degradacéo da particula de polifosfato de célcio (CaP).
Fonte: Modificada de CANILLAS et al. (2017).

O CaP possui também a propriedade de formar um gel de polifosfato a partir da
interacdo de solucdes aquosas de polifosfato com ions metélicos (KOPP et al., 2012;
GOMEZ; VAST; BARBIEUX, 1995; LIMA et al.,1995).

1.2 Coacervato

E denominada “coacervato” (do latim co “unido” e cerv “agregacéo”) a substancia
de natureza coloidal macromolecular formada pela separacdo de duas fases liquidas,
uma com maior viscosidade (maior concentracéo de coloide) chamada coacervato e outra
com menos viscosidade chamada sobrenadante (menor concentracao de coloide) (KISS;
BERTOTI; VARGHA-BUTLER, 2002). A coacervagéo tem como significado:

solucéo coloidal de substancia macromolecular, a separacéo, pela adicdo de uma
substancia ou pela variagéo de temperatura, de duas fases liquidas, uma rica em
coloide e que apresenta maior viscosidade é chamada coacervato, e a fase com
menor viscosidade e pobre em coloide é chamada de sobrenadante ou liquido de
equilibrio (KISS; BERTOTI; VARGHA-BUTLER, 2002).

O termo e conceito “coacervagao” foi introduzido em 1929 por Bungenberg de Jong
e Kruyt. Os coacervatos possuem duas fases de separag¢ao, uma sobrenadante e a outra

densa; e esta ultima contém a maioria das cadeias poliméricas (GOMEZ; VAST,
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BARBIEUX, 1995). A interacdo de solucdes de um polieletrdlito e sais multivalentes tem
como produto a separacdo de fases (coacervato e sobrenadante) e € chamada de
coacervacao simples. A coacervacdo complexa € o resultado de interagc6es entre dois
polieletrdlitos com cargas opostas. Se apenas um polieletrolito estiver presente na
solucéo, as interacdes entre ions e solvente podem induzir uma coacervacao simples
(GOMEZ; VAST; BARBIEUX, 1995; MOMENI; FILIAGGI, 2016).

1.3 Coacervato de polifosfato de célcio

O coacervato do polifosfato de sddio (CPCa) é um sistema coloidal precursor de
um material amorfo transparente. A interacdo entre solucdo de polifosfato e diferentes
fons metdlicos (Ca?*, Mn?*, Sr?*, Co?*, Ni**) leva a formacédo do coacervato. A fase de
separacdo do coacervato ocorre a temperatura ambiente. A fase densa é rica em coloides
e contém longas cadeias de polifosfatos coordenadas com ions metélicos (GOMEZ;
VAST,; BARBIEUX, 1995). A fase sobrenadante possui menor viscosidade e cadeias
curtas de polifosfatos (LIMA; GALEMBECK, 1994).

A Figura 3.3 mostra como ocorre a formacao das cadeias e subsequente gaiola de
CaP. A primeira regido apresenta em alternancia as terminacées com oxigénio e com
fésforo ligado ao oxigénio. A segunda regido € composta por ions metélicos que se
coordenam com a cadeia de polifosfato, formando a gaiola e coordenam fora com outra
gaiola, surgindo a terceira regido devido ao excesso de ions metalicos. A terceira regido
atrai moléculas de agua (ligacbes de Van der Walls) conferindo a solucdo de CPNi o

aspecto coloide com um liquido sobrenadante (FRANCO et al., 2020).

Figura 3.3 — Cadeias ou gaiolas de polifosfato de niquel
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Fonte: Modificada de Franco et al. (2020).
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O processo de secagem do coacervato acontece a temperatura ambiente. Com a
eliminacdo da agua, obtém-se como produto um material solido com caracteristicas de
um precursor vitreo (FRANCO et al., 2020; VAST; BARBIEUX; GOMEZ, 1996) ou de uma
variedade de aplica¢des bioldgicas, incluindo microencapsulacdo (MOMENI; FILIAGGI,
2016).

Franco et al. (2020) descrevem aplicacdes para o CPCa na engenharia de tecidos
como: producédo de filmes, substitutos 6sseos e drug delivery (Figura 3.4). Foram feitos
grandes esforgos para desenvolver biomateriais inteligentes que atendam aos critérios
para atuar como suporte para as pessoas com deficiéncia, sendo biologicamente ativos
e gerando ativamente estimulos que respondem adaptativamente ao meio extracelular
dindmico (FURTH et al., 2007).

Figura 3.4 — Aplicag8es do coacervato de polifosfato de célcio
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Fonte: Adaptada de Franco et al. (2020).

O meio extracelular dissolve o polifosfato de célcio e libera Ca?* e PO?® para as
células mesenquimais. A degradacdo na presenca das proteinas do fluido corpéreo faz
com que ele retorne ao estado coloide do coacervato, que é um estado fisiologico ativo.
O CPCa comporta-se como um reservatorio de ions e um nicho para as células,
propiciando, assim, o processo de crescimento e proliferacdo celular e acelerando a
regeneracdo 6ssea (FRANCO, 2011; MULLER et al., 2018).0 CaP libera energia
metabdlica (ATP) ao ser quimicamente clivado no meio extracelular, atuando também
como um sistema de liberacdo de energia (MULLER et al., 2018).

O coacervato de polifosfato tem grande potencial para um biomaterial que possui
uma cadeia linear com grupos fosfatos e pontes com oxigénio (CHOW et al., 2001). Sao
encontrados polifosfatos nas plaquetas apds estas serem ativadas. Eles desempenham

um papel fundamental na cascata de coagulacao, o que sugere potencial do coacervato
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de polifosfato na hemostasia (HENCH, 1977). Histologicamente, observam-se
vascularizacdo generalizada e infiltracdo do tecido conjuntivo dentro das matrizes. O
fosfato de calcio participa da cascata de coagulacdo de forma significante nos fatores
VIII, XII, V e Xa, promovendo a homeostase e aumentando a estabilizacdo do coagulo de
fibrina (alta adesao plaquetaria) (FRANCO et al., 2020).

A impressao 3D tem causado um impacto significante na pesquisa da engenharia
de tecidos ha mais de 30 anos (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015). E uma
tecnologia que tem resolucédo e efetividade, e tem sido utilizada na construcdo de
scaffolds para a reparacdo de 0ssos, cartilagens, vasos sanguineos, pele e dentes (LI et
al., 2015). A manufatura aditiva, que realiza a prototipagem rapida CAD/CAM, confere
precisdo no design que tem como vantagem poder utilizar uma grande variedade de
materiais (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015).

2 OBJETIVOS

O objetivo principal desta pesquisa foi a preparacdo e a caracterizacdo de
scaffolds de poliacido lactico (PLA) obtidos por manufatura aditiva funcionalizados por
coacervato de polifosfato de calcio. Os objetivos especificos do trabalho foram a)
obtencao dos scaffolds de PLA por manufatura aditiva, b) funcionalizacdo dos scaffolds
de PLA por coacervato de polifosfato de calcio e c) caracterizacao fisico-quimica dos

scaffolds de PLA puro e funcionalizado.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao do coacervato de polifosfato de calcio

Para a preparacdo do coacervato foi utilizado o método estabelecido por Franco
(2011), em que a solucédo de CacCl: é titulada pela solucao de NaPOs por gotejamento
(utilizando uma bureta) e agitacédo (utilizando um agitador magnético). Essas solucées

foram mantidas em agitacao até que a separacédo de fases fosse notada.

3.1.1 Preparacéao da solucao de CacCl:z

Para preparar a solucédo de cloreto de calcio, utilizou-se 75,51 g de CaClz-2H20 da
marca Quimica Moderna para 250 mL de agua destilada. Essa solugéo foi mantida em
agitacdo até que estivesse completamente homogénea, sendo posteriormente

conservada a temperatura ambiente.

3.1.2 Obtencao do coacervato de célcio

Os coacervatos de célcio foram obtidos a partir da interacdo entre uma solucéo de
polifosfato de sédio NaH2P0O4.H20 (4,0 M) com diferentes solucdes de cloreto de calcio
CaCl2-2H20 (4,0, 2,0 e 1,0 M). A mistura se deu através da adicéo lenta da solugcéo do

sal de célcio na solugcdo de polifosfato de sodio sob constante agitagdo, como
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demonstrado na Figura 3.5. Essa solu¢éo foi mantida em descanso por 24 h no béquer a
temperatura ambiente; ao final de 24 h, as fases estavam separadas em sobrenadante e
coloide de coacervato. O coacervato foi lavado duas vezes com agua destilada e logo
utilizada para a funcionalizagdo do PLA. Assim, foram obtidos coacervatos com relag&o
V(PO*)/V(Ca?*) de 1, 2 e 4, que foram chamados de C1, C2 e C4, respectivamente.
Como se pode observar na Figura 3.6, a fase rica em coloides € devidamente chamada

de coacervato.

Figura 3.5 — Preparacéo do coacervato de calcio

Y

a) b) mant
Nota: a) Titulagdo do cloreto de calcio sobre a solucdo de polifosfato de sddio; b) solu¢cao do coacervato
de polifosfato de célcio com aspecto coloidal.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 3.6 — Preparacao do coacervato de célcio

Nota: A) A solucdo de Na—polyP foi vigorosamente agitada e depois submetida a uma solugéo de CaClz ¢
2H20. B) Apds cerca de metade do volume de CaClz, sdo formados os primeiros depdsitos mucoides. C)
ApoOs a conclusdo da reagédo, a almofada de borracha foi removida da fase aquosa e lavada em agua. D)
O coacervato mostrou uma consisténcia viscosa a temperatura ambiente.

Fonte: Modificada de Muller et al. (2018).
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3.2 Funcionalizacdo do PLA com os coacervatos de calcio

Os scaffolds de PLA foram imersos nos coacervatos de polifosfato de calcio por 3
e 24 h. Apos esse periodo, foram retirados e lavados com agua destilada para tirar o
excesso na superficie. Nessas sinteses, 0s seguintes parametros foram testados:
composicdo, V(PO*)/V(Ca?*), dos coacervatos: relacdes VIV = 1, 2 e 4, que foram
chamados de C1, C2 e C4, respectivamente. As formas de secagem foram liofilizacédo

(LF) e secagem a temperatura ambiente (TA).

3.3 Caracterizacao do scaffold de PLA

Os scaffolds de PLA foram caracterizados por andlises térmicas por
termogravimetria (TGA/DTG/DTA), espectroscopia de absorcdo na regidao do
infravermelho (FTIR), grau de intumescimento e angulo de contato, microscopia

eletrbnica de varredura (MEV) e espectrometria de raios X (EDS).

3.3.1 Angulo de contato

As medidas do angulo de contato da superficie do PLA e uma gota de agua foram
realizadas em um instrumento Contact Angle System OCA, Dataphysics. O angulo de

contato representa uma medida gquantitativa do processo de molhabilidade.

3.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros em transmitancia foram coletados na regido de 4000 a 370 cm™ com
resolucdo de 4 cm™, utilizando o médulo de ATR do espectrometro Vertex 70 da Bruker

do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara.

3.3.3 Analises térmicas (TGA/DTG-DTA)

As medidas de TGA/DTG-DTA foram realizadas em um instrumento SDT Q600 da
TA. Os ensaios foram efetuados com aquecimento controlado entre 30 e 800 °C com
uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de

100 cm® mint).

3.3.4 Grau de intumescimento ou swelling (S)

Expresso em termos da quantidade de agua absorvida nos materiais, o swelling
foi determinado gravimetricamente pela diferenca de massa antes e ap0s 24 h de imersao

na agua utilizando-se a Equacéo 1:

§ = L)% 100 (%) (1)

0
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onde: S = grau de intumescimento (%), M = massa de amostra intumescida e Mo = massa

de amostra seca antes do teste de intumescimento.

3.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Microscopia eletrébnica de varredura (MEV) € uma das principais ferramentas
disponiveis para o estudo da estrutura fina da morfologia de materiais. As micrografias
serdo obtidas no microscépio eletrbnico modelo JEOL JMF-6700F. A amostra sera
colocada em suporte de cobre recoberta com uma camada de ouro com espessura de
1 nm durante 60 s; tensdo de 3 kV e corrente de 9,5 pA. As analises foram realizadas no

Instituto de Quimica da Unesp em Araraquara.

3.3.6 Espectrometria de raios X (EDS)

Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) e a espectroscopia de
raios X de dispersédo por comprimento de onda (WDS) sdo duas técnicas nas quais 0s

raios X caracteristicos gerados a partir da interacéo feixe-amostra de elétrons.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise macroscopica

A Figura 3.7a mostra scaffold de PLA puro (transparente) apds o processo de
manufatura aditiva. Através da andlise macroscopica, é possivel destacar a presenca de
pequenos poros, delimitados previamente a impressédo. A Figura 3.7i exibe amostra de
scaffold funcionalizada com o gel de coacervato logo apos a liofilizacao realizada no
Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara. O processo de liofilizacédo faz com que o
scaffold fique todo impregnado com o coacervato de polifosfato ao se retirar toda a agua
do gel de coacervato.

A opacidade e a coloracdo branca séo caracteristicas do coacervato de polifosfato
(LIMA; GALEMBECK,1994). A amostra partida ao meio (Figura 3.7i) revela seu interior
com tom bem esbranquicado, sugerindo que o0 coacervato estd presente tanto na
superficie do scaffold quanto internamente aos poros. A macroporosidade do scaffold de
coacervato de polifosfato aqui revelada na Figura 3.7i, facilita a colonizagédo por células
0sseas tanto na parte interna quanto na superficie do bloco de PLA (GAUTHIER et al.,
1998).

Apoés a lavagem com agua estes coacervatos mostraram diferentes texturas. O C1
era um po concentrado (Figura 3.7c e d), o C4 (Figura 3.7g e h) um po6 diluido, enquanto
C2 mostrou-se como um gel. Nestes foram inseridos os discos de scaffolds de PLA. O
coacervato C2 sendo um gel recobriu totalmente o PLA e grudou nele, enquanto para os
outros foi necesséario formar uma pasta, utiizando o mesmo sobrenadante, para

conseguir recobrir os scaffolds. A lavagem seguinte conseguiu tirar 0 excesso dos
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coacervatos C1 e C4, por serem p6, mas parte do C2 (Figura 3.7e e f) ficou na superficie

do PLA. Os scaffolds de PLA obtidos sdo mostrados na Figura 3.7.

Figura 3.7 — Analise macroscépica dos scaffolds de PLA puro e funcionalizados por coacervato de calcio

Nota: a e b: fotografia dos scaffolds de PLA puros; ¢ e d: coacervatos nas relagbes C1 (LF e TA); ee f: C2
(LF e TA); g e h: C4 (LF e TA); i) scaffold de PLA funcionalizado com polifosfato de célcio (partido ao meio).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Angulo de contato

Através de medidas do angulo de contato de uma gota de agua e uma superficie
€ possivel caracterizar a superficie. As gotas apresentam formatos diferentes para cada
superficie em que se espalham, dependendo das interacBes entre elas, o que permite
determinar a molhabilidade da superficie do material em que foi depositada. Observou-
se que o PLA puro apresentou resultado do angulo de contato (74,4°), semelhante ao
encontrado por Belibel et al. (2016). O PLA_C1 aumentou o angulo de contato do scaffold,
diminuindo a molhabilidade da superficie (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Angulo de contato do PLA puro e funcionalizado com os coacervatos C1, C2 e C4

angulo de contato
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O PLA com C4 (Figura 3.8) mostrou comportamento diferente, o C4_ LF aumentou
a molhabilidade da superficie com angulo de contato de 60,4°, enquanto o C4_TA
diminuiu, com angulo de contato de 86,5°.

4.3 Intumescimento em agua

O grau de intumescimento ou a porcentagem de agua absorvida dos scaffolds de
PLA puro modificados com os coacervatos foi determinado. O comportamento hidrofobico
do PLA ja era esperado (MORTAZAVI; NOSONOVSKY, 2012; KISS; BERTOTI;
VARGHA-BUTLER, 2002), e pbde-se constatar 0 mesmo comportamento nos
coacervatos C1 e C2. O scaffold de PLA puro absorveu apenas 1% de agua, cujo valor
muda apos as modificagdes. O PLA com C1 ndo absorveu agua, o PLA com C4 absorveu
um pouco, e o PLA com C2 teve perda de massa (Figura 3.9). Esses resultados sugerem
gque o coacervato Cl pode ter modificado o material tornando-o um pouco mais
hidrofébico, e que o coacervato C4 pode ter modificado o material tornando-o0 um pouco
mais hidrofilico. Esse aumento é observado no coacervato seco por liofilizacdo e ndo a
temperatura ambiente. A perda de massa do PLA com coacervato C2 pode ser explicada
pela saida de coacervato que fica recobrindo o scaffold. O coacervato C2 apresenta a
diferenca de consisténcia em comparacdo a C1 e C4; o C2 em estado de gel fica na
superficie mesmo apés a lavagem, como observado na Figura 3.9.
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Figura 3.9 — Grau de intumescimento do scaffold de PLA (puro) e funcionalizado com coacervatos C1, C2
eC4
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O grau de intumescimento corrobora o estudo do angulo de contato das solucdes
C1, C2 e C4. Ao se analisar o angulo de contato, observa-se que o coacervato C4_LF
apresenta maior hidrofilicidade, comportamento que se comprova na caraterizagao por
grau de intumescimento.

As investigacdes anteriores, ao estudarem o PLA impresso por MA, focaram nas
propriedades da superficie do PLA. Esses estudos estabeleceram comparagdo com
diferentes polimeros fabricados para serem utilizados como scaffold. Velioglu et al. (2019)
realizaram um estudo com PLA impresso por MA que estabeleceu a relacdo entre
hidrofilicidade e tamanho do poro, e concluiu que, quanto maior o tamanho do poro menor
o angulo de contato, ou seja, quanto maior o poro mais hidrofilico € o material. No
presente estudo, verificou-se que o C4_LF teve comportamento semelhante ao relatado
por Velioglu et al. (2019), pois ele absorveu maior volume de agua, provavelmente por
possuir maior poro e permitir maior penetragéo do liquido no corpo do scaffold, traduzindo

em um angulo de contato menor (60,4°).

4.4 FTIR

O espectro FTIR do scaffold de PLA puro € mostrado na Figura 3.10. Pode-se
observar no espectro uma banda intensa em 1750 cm™, que estd associada ao
estiramento C=0 do grupo éster da cadeia do PLA. A banda em 1450 cm-* é atribuida a
deformacgédo angular assimétrica do grupo CHs. As bandas observadas em 1178 e
1081 cm? estdo associadas a deformacgées axiais assimétricas do grupo éster (O—C—-C).
As bandas entre 1300 e 1500 cm™ sdo referentes a deformacdo angular simétrica da
ligagdo C—H do metileno (CH2) e da metila (CHs) (MATOS et al., 2019).

Os espectros FTIR dos scaffolds de PLA modificados com os coacervatos, com

tempos de imerséo de 3 e 24 h, sdo mostrados na Figura 3.10. Nota-se que 0s espectros
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sdo muito similares e ndo apresentam diferencas apos a modificacdo em nenhum dos

casos estudados.

Figura 3.10 — Espectros FTIR do PLA puro e modificado por 3 e 24 h com os coacervatos C1, C2 e C4,
com secagem por liofilizacdo e a temperatura ambiente
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os coacervatos também foram estudados por FTIR. A Figura 3.10 mostra todos
0s espectros dos coacervatos da modificacdo por 3 h e dos precursores: o polifosfato de
sédio (NaPOs3)n e o cloreto de célcio (CaClz). Nessa nomenclatura estd a concentracao
de CaCl: utilizada. Nos espectros sao observados alguns deslocamentos nos picos de
absorcdo quando comparados ao polifosfato de sodio, sugerindo a formacdo dos
coacervatos. As bandas entre 3500-3000 cm™ e perto de 1618 cm™ sdo atribuidas ao
estiramento O—H da 4gua, e mostram modificacdes segundo o tipo de secagem utilizado,
evidenciando que a liofilizacdo permite maior retirada de 4gua da amostra.

4.5 Analises térmicas (TGA/DTG-DTA)

As propriedades térmicas dos scaffolds de PLA e dos compésitos de
PLA/coacervato foram avaliados por TG/DTG em diferentes tempos de incubacao secos
pelo processo de liofilizagdo ou a temperatura ambiente. As curvas obtidas s&o
mostradas nas Figuras 3.11b-g e 3.12b-e. As curvas TG, tanto para o material de partida
(Figura 3.11a) quanto para os compoésitos secos nos diferentes processos (Figura 3.11b-
f) apresentam apenas um evento com perda de massa (proximo a 350 °C), o qual
corresponde a decomposicédo total do PLA (MATOS et al., 2019). As curvas TG/DTG
evidenciam que o processo de incorporacao/secagem do coacervato de polifosfato aos
scaffolds de PLA ndo causa mudancga térmica significativa as propriedades térmicas do

polimero. Os valores das diferentes temperaturas sdo mostrados nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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Figura 3.11 — TGA de scaffolds de PLA puro funcionalizados por 3 h com coacervato de polifosfato de
célcio em diferentes concentracdes molares e com secagem por liofilizacao (LF) e temperatura ambiente
(TA)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 3.12 — Curvas TG/DTG/DSC do PLA puro e modificado por 24 h com os coacervatos C1 e C2, com
secagem por liofilizacdo (LF) e a temperatura ambiente (TA)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 3.1 — Valores das diferentes temperaturas dos scaffolds de PLA, puro e modificado por 24 h, obtidas

por DTG/DSC.

DTG DSC
Toi Tpmax | Residuo Tgi Tg Tm; Tm Toi Tpmax
PLA puro 330,40 | 359,80 | < 5% 62,44 | 65,31 [ 142,91 | 148,86 | 337,64 | 365,37
PLA C1 LF |[329,13 (359,17 | <5% 62,88 | 65,30 | 142,50 | 149,12 | 336,48 | 364,85
PLA C1 TA [ 296,51 [ 339,29 | <5% 61,29 | 65,80 | 143,15 | 149,37 | 303,14 | 34545
PLA C2 LF | 330,38 | 351,35 | <5% 61,91 | 65,33 | 142,50 | 147,93 | 334,48 | 355,56
PLA C2 TA | 337,33 | 366,03 | 15% 62,01 | 65,69 | 14191 | 147,82 | 342,25 | 371,12

Legenda: Tg = temperatura de transicdo vitrea; Tm = temperatura de fusdo; To = temperatura de

decomposicgéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3.2 — Valores das diferentes temperaturas dos scaffolds de PLA, puro e modificado por 24 h, obtidas
por DTG/DSC

TG DSC
Thi Tpmax | Residuo Tgi Tg Tmi Tm Toi TDmax
PLA puro 338,08 | 364,34 | <5% 60,07 | 62,75 | 142,56 | 147,44 | 343,98 | 369,57
PLA C1 LF |337,94 | 362,34 - 60,50 | 63,33 | 142,23 | 148,34 | 342,76 | 367,29
PLA Cl1 TA | 337,57 | 35437 | <5% 60,59 | 63,04 | 142,61 | 147,63 | 341,51 | 361,24

PLA C2 LF | 341,01 | 366,21 | <5% 59,60 | 62,15 | 142,30 | 146,69 | 345,17 | 371,14
PLA C2 TA | 342,29 | 366,42 | <5% 59,33 | 62,72 | 142,88 | 148,25 | 346,05 | 371,17
PLA C4 LF | 337,81 | 364,13 - 59,18 | 61,94 | 142,97 | 147,61 | 342,93 | 369,07
PLA C4 TA | 335,78 | 362,95 - 59,07 | 62,47 | 142,76 | 147,12 | 341,70 | 368,54

Legenda: Tg = temperatura de transicdo vitrea; Tm = temperatura de fusdo; To = temperatura de
decomposigéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores obtidos mostram que néo houve variagdo na Tm das amostras com as
modificacdes realizadas e que a Tg varia muito pouco. A diferenca de valores de Tg entre
as modificacdes por 3 e 24 h pode ser explicada pela utilizacdo de dois tipos diferentes
de filamentos nas sinteses dos scaffolds de PLA, que foram impressos em momentos
diferentes e com filamentos de PLA diferentes.

As maiores variacdes foram obtidas nas temperaturas de decomposicao desses
materiais. Na modificacdo por 24 h foram observadas as maiores diferencas na
estabilidade térmica das amostras. Os scaffolds com coacervato C2 mostraram que a
estabilidade térmica diminui com a secagem no liofilizador e aumenta com a secagem a
TA. Com coacervato C1, a estabilidade térmica diminui com a secagem a TA e nao se
modifica com a secagem no liofilizador. Nas modificagcdes por 3 h, ndo se observaram
essas diferencas, ocorre apenas uma diminuicao na estabilidade térmica para o scaffold
PLA_C1 TA (coacervato C1 a TA) e a diferenca no valor € 10 °C menor que com a

modificacdo por 24 h.

4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Na Figura 3.13, as imagens a, ¢ e e sdo referentes a superficie da amostra de
scaffold puro, onde é possivel observar os poros da estrutura e também a regularidade
da geometria com que a deposicao do filamento de PLA foi realizada pela manufatura
aditiva, formando grids camada a camada, como nos estudos de Gregor et al. (2017) e
Velioglu et al.(2019).

Afim de estudar a presenca dos grupos fosfato dentro do scaffold de PLA, a
amostra C2_TA foi selecionada para a caracterizacédo pelo MEV. As imagens b, d e f
referem-se a superficie da amostra de scaffold de PLA funcionalizado com coacervato de
polifosfato de célcio. Nessas imagens, pode-se observar a presenca do coacervato de
polifosfato de célcio sobre a superficie da estrutura e dentro do scaffold de PLA. Nos
maiores aumentos é possivel destacar que a estrutura néo teve sua morfologia alterada
apos a funcionalizagdo. A porosidade demonstrada na Figura 3.13 tem como objetivo

viabilizar a adeséo e a proliferacdo celular e também promover a neoangiogénese.
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Figura 3.13 — Micrografia eletrbnica de varredura da superficie das amostras de scaffolds de PLA branco
(puro, sem coacervato) e scaffolds de PLA funcionalizados com coacervato (NPC: 2)

Nota: As imagens a e b estdo aumentadas em 40 x; c e d em 100 x; e e f em 350 x.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Outro fator importante € o tamanho dos poros. Polifosfatos de calcio com macro-
(> 100 pm), micro- (<10 um) e nanoporosidades (< 100 nm) foram desenvolvidos com
objetivos diferentes (WOODARD et al., 2007), uma vez que os objetivos principais da
macroporosidade na bioceramica sao a colonizacdo e a vascularizagao celular. Com
base no tamanho médio do 6steon humano (cerca de 220 um), uma faixa ideal de poros
entre 200 e 400 um foi sugerida por Holmes em 1979; Tsurga e colaboradores concluiram
em 1997 que a faixa ideal de tamanho de poro esta entre 300 e 400 pm (DOROZHKIN,
2013). Em caso de microporosidade, facilita a impregnacdo dos materiais por fluidos
(HING et al., 2005) proporciona maior superficie para adsor¢ao de proteinas e aumenta
a solubilidade (DOROZHKIN, 2013). Com relacdo a nanoporosidade, foram relatadas
melhorias da adeséo, proliferacéo e diferenciacdo celular (MURUGAN; RAMAKRISHNA,;
PANDURANGA, 2006).

A porosidade do biomaterial proporciona a interconectividade, importante para
aplicacdo biomédica pelo fato de aumentar a area de contato com o tecido hospedeiro,

com consequente melhoria da fixacdo do implante. Assim, a adesao e a proliferacao
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celular, a vascularizacdo e a biorreabsorcdo sobre o biomaterial sdo otimizadas
(TANCRED; MCCORMACK; CARR, 1998; OTSUKI et al., 2006; PANZAVOLTA et al.,
2013).

Na Figura 3.14, as imagens a, ¢ e e sao referentes a superficie da amostra de
scaffold puro, onde é possivel observar os poros da estrutura com mais precisdo. E
possivel também observar a deposicdo do PLA, formando grids, camada a camada. As
imagens b, d e f sdo referentes a superficie da amostra de scaffold funcionalizada com
coacervato e mostram com clareza a presenca do coacervato sobre a superficie da
estrutura do scaffold, destacando seus poros preenchidos. O scaffold impresso por MA
neste estudo apresenta porosidade suficiente para que haja osseointegracao.

A microporosidade facilita a impregnacédo dos materiais por fluidos (HING et al.,
2005), proporciona maior superficie para adsorcao de proteinas e aumenta a solubilidade
(DOROZHKIN, 2013). Com relacdo a nanoporosidade, foram relatadas melhorias da
adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (MURUGAN; RAMAKRISHNA;
PANDURANGA, 2006).

Figura 3.14 — Micrografia eletrdnica de varredura da porcao transversal das amostras de scaffolds de PLA
branco (puro, sem coacervato) e scaffolds de PLA funcionalizados com coacervato (NPC: 2)

Nota: As imagens a e b estdo aumentadas em 40 x; c e d em 100 x; e e f em 350 x.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 3.14, o scaffold encontra-se partido ao meio. As imagens a, C e e Sao
referentes a porcédo transversal da amostra de scaffold puro; ja as imagens b, d e f séo
referentes a porgdo transversal da amostra de scaffold funcionalizada com coacervato.

Ao se analisar o scaffold (partido ao meio) pelo MEV, obteve-se resultado
semelhante ao de Kopp et al. (2012), onde se pode observar fragmentos de coacervato
no interior do scaffold. Na Figura 3.14e, pode-se visualizar o filamento do scaffold de PLA
(partido ao meio) sem poros, bolhas ou qualquer dano estrutural interno ao filamento de
PLA, como em Gregor et al. (2017). Os scaffolds de PLA desse estudo apresentaram
espaco com dimensfes semelhantes a Velioglu et al. (2019), com maior tamanho em
comparacao ao 0sso trabecular (300-600 um. Esses espacos permitem que haja area
para a impregnacgédo de substancia osteoindutora (bioceramicas) e a migragéo de células
gue irdo depositar matriz extracelular no interior do scaffold de PLA.

4.7 Espectrometria de raios X (EDS)

Pode-se comprovar pela técnica de EDS a presenca de elementos quimicos na
estrutura das amostras, confirmando sua composicao quimica. Para a analise de EDS foi
utilizada a amostra C2_TA. Na Figura 3.15, os gréficos c e d demonstram a presenca de
oxigénio (O), fésforo (P), cloro (CI), calcio (Ca) e sbdio (Na), elementos presentes na
composi¢do quimica do coacervato de polifosfato de calcio. Nota-se também
homogeneidade na solugéo, pois as quantidades em que os elementos aparecem nos
gréaficos c e d sdo semelhantes. A presenca de carbono (C) é justificada pela técnica para

a realizacéo da analise.

Figura 3.15 — Espectrometria de raios X da amostra C2_TA

200+

150 4 150 4

100 4

Intensidade (0.u.)
2
S
Amplitude (v.a.)

&
S

Na | . [ L LA ~
kR || Cl Ca 0 ALY VY o M e o o

CI‘ '<.A‘A'\0»~‘1 WAL A
S x ;

o
'3
-
=
~
4o
>
o
~

keV

Nota: imagens (a e b) da superficie do scaffold impregnado com o coacervato de polifosfato de calcio,
regido analisada corresponde ao retangulo azul. Grafico que corresponde a regido analisada em “a” (c) e
gréfico que corresponde a regido analisada em “b” (d).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Conseguiu-se atingir neste estudo algo que € crucial para a engenharia de tecidos,
isto €, a presenca do fosfato de calcio no scaffold. Segundo o estudo de Mitragotri e
Lahan (2009), para que ocorra a adesao inicial de polimero e a deposi¢cdo de matriz
extracelular no scaffold, este tem que estar recoberto de ceramica de fosfato de caélcio.
O oxigénio encontrado em grandes quantidades qualifica essa funcionalizacdo de
coacervato de polifosfato como bactericida e cicatrizante. O atraso no inicio da necrose
pelo fato de as células ndo apresentarem estresse oxidativo sdo beneficios da presenca
do oxigénio na superficie do scaffold para que ocorra o reparo da ferida onde o
biomaterial foi enxertado (HARRISON et al., 2007).

5 CONCLUSAO

Os resultados mostram que nao foram encontradas diferengas significativas nas
propriedades dos scaffolds modificados com PLA quando comparados ao PLA puro com
as condicles de sinteses estudadas, embora algumas variacdes tenham sido obtidas
quando se utilizou o maior tempo de imerséo dos PLA nos coacervatos (24 h) e secagem

a temperatura ambiente.
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CAPITULO 4 - SCAFFOLD DE POLIACIDO LACTICO IMPRESSO POR
MANUFATURA ADITIVA FUNCIONALIZADO POR SOL-GEL COM ISOPROPOXIDO
DE TITANIO

RESUMO

O poliacido lactico (PLA) vem sendo utilizado ultimamente em larga escala nas pesquisas
da engenharia de tecidos. O PLA é um poliéster que apresenta biocompatibilidade, mas
é hidrofébico e possui pouca rugosidade em sua superficie. Atualmente, existem formas
economicamente viaveis e ecorresponsaveis para se obter scaffolds para a utilizacéo na
engenharia de tecidos. Este estudo teve como objetivo utilizar scaffolds de PLA
impressos por manufatura aditiva com a finalidade de modificar as caracteristicas
superficiais do polimero com nanoparticulas de isopropéxido de titanio puro, pela via sol-
gel. A microscopia de forca atdbmica (MFA) apresentou rugosidade de 79 nm, o FTIR
apresentou picos com padrao pouco menos intensos e com novas caracteristicas quando
comparado com o PLA antes de sofrer extrusdo pela manufatura aditiva. O MEV e a
microscopia 6ptica comprovaram que a manufatura aditiva constréi um scaffold de PLA
com geometrias internas e externas regulares. O MEV também mostrou que a
funcionalizac&o de isopropoxido de titanio recobre o filamento tanto na dimenséao micro
como nano. O scaffold de PLA funcionalizado com isopropéxido de titanio se mostrou um

biomaterial promissor para a engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Poliacido lactico (PLA). Manufatura aditiva. Sol-gel. Isopropéxido de

titanio.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos recria tecidos e 6rgaos através de biomateriais em forma
de scaffold (WANG et al., 2014; BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012). O scaffold é
um suporte constituido por um biomaterial que tem como funcao guiar a regeneracéo dos
tecidos permitindo a proliferacdo, adesao e diferenciacdo celular. O scaffold ideal é
osteocondutor, osteogenitor e osteoindutor, permite a proliferacdo de vasos sanguineos,
apresenta propriedades mecéanicas, porosidade e é reabsorvivel. A deposicdo de
coldgeno e hidroxiapatita sobre o scaffold é fundamental para o éxito dessa terapia, pois
imita a matriz extracelular (MEC) condicdo sine qua non para a osseointegracao do
scaffold do paciente (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

A manufatura aditiva (MA) é uma impressao 3D rapida (LI et al., 2015) guiada por
computador, com a qual os pesquisadores podem criar, modificar prot6tipos e reconstruir
diretamente partes funcionais do corpo humano. A MA exerce um impacto significante na
pesquisa biomédica com projetos e dispositivos, bioimpressdo e drug delivery
(BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015; ZEIN et al., 2002).

Algumas das vantagens da MA é ndo requerer nenhum solvente e a possiblidade
de processar uma variada gama de materiais. A MA trabalha com extrusédo do filamento
polimérico para a constru¢do do scaffold, que é fundido e depositado em camadas
estratificadas sobre uma plataforma (ZEIN et al., 2002).

Os materiais processados pela engenharia de tecidos s&o estruturas e
biopolimeros. Os polimeros podem ser associados a diversos materiais, como ceramicas
e metais (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015). Os polimeros apresentam a
vantagem de serem reabsorviveis e, por isso, evitam um segundo ato cirdrgico,
diminuindo a morbidade para o paciente. Os polimeros sintéticos sao biologicamente
inertes, hidroliticamente instaveis, ndo necessitam passar por processos de purificacao e
nem expdem o paciente a transmissdo de doencas ou respostas imunogénicas como,
pode ocorrer com 0s polimeros naturais. Dentre os polimeros artificiais, os poliésteres
alifaticos, por serem termoplasticos e hidrolisaveis, sdo uma aplicacdo biomédica muito
utilizada (MORENT et al., 2011).

O poliacido lactico (PLA) é um poliéster alifatico linear que se obtém mediante
polimerizacéo, abrindo o anel do dimero ciclico do &cido lactico. E um polimero derivado
de um mondmero natural, L-lactico, tem propriedades que o fazem adequado para
aplicacdes que necessitam suportar carga, como suturas e fixacbes ortopédicas.
Largamente utilizado na manufatura aditiva, pode ser fundido em alta temperatura e nao
necessita de solugéo aglutinante (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

O PLA tem suscitado o interesse de pesquisadores para torna-lo biocompativel,
pois, em estado puro, € um polimero hidrofébico, o que dificulta as células emitirem sinais
de reconhecimento sobre sua superficie, limitando seu uso na engenharia de tecidos
(WANG et al., 2016). Para aumentar a rugosidade da superficie do PLA utilizou-se acido

hialurdnico, colageno e ions bioativos como célcio, estréncio, silica, prata e cobre, com a
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finalidade de melhorar a adeséo e a proliferacao celular (KUMAR et al., 2012; DENG et
al., 2017; JAIDEV; CHATTERJEE, 2019).

Uma das funcionalizacdes utilizadas para modificar a superficie do PLA € o
processo sol-gel. Esse processo € simples de ser preparado, em que a condensacao de
um metal ou de alcoxidos de silica ocorre por hidrélise, e se obtém os 6xidos inorganicos
e hibridos inorganico/orgéanico de alta pureza como resultado (BRINKER; SCHERER,
1990) (Figura 4.1). O processo sol-gel produz um material hibrido e homogéneo, permite
a incorporacao de varios compostos e € realizado a temperatura ambiente (VRANCKEN
et al.,1995; JACKSON et al., 1996).

Figura 4.1 — Representacao esquematica do processo sol-gel
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Fonte: Adaptada de Brinker e Scherer (1990).

A polimerizac@o do metal ou do alcéxido de silica pode ser realizada por hidrélise
acida ou basica (INNOCENZI, 2019). A funcionalizacdo da silica pode ser controlada em
sua forma e tamanho (NASSAR et al., 2003; MATOS et al.,, 2009). As diferentes
concentragbes na hidrolise basica e &cida afetam a estrutura sol e a estrutura gel.
Solucgdes acidas favorecem a formacéo linear ou uma forma fraca ramificada da silica. A
agregacdo e a gelificacdo dessas formas de silica parecem um enovelamento como
mostra a Figura 4.2. No meio basico, a gelificagdo forma aglomerados que, ao

condensarem, formam uma estrutura 3D interconectada (INNOCENZI, 2019).
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Figura 4.2 — Diferentes formas de se obter estruturas sol através de catélise acida e basica
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Fonte: Adaptada de Innocenzi (2019).

E desejavel que o processo de polimeriza¢do do sol-gel ocorra em condi¢bes
moderadas de temperatura ambiente e pH controlado. Cria-se, assim, uma associacao
de fases minerais com sistemas bioldégicos ou organicos com possibilidade para
imobilizar drogas, enzimas, anticorpos e até mesmo células inteiras sem perda de
atividade biologica. As condi¢cdes de temperatura e pH controlados permitiram recentes
avancos envolvendo dispositivos multifuncionais “inteligentes” que combinam
biocompatibilidade, atividade bioldgica e materiais de resposta estimulada (AVNIR et al.,
2006).

O sol-gel produz revestimentos bioativos que permitem a incorporacdo de
proteinas e células em sua superficie e podem ser utilizados como implantes e sensores
(HENCH, 1998; CARLA et al., 2007). O sol-gel € uma 6tima opcéo de funcionalizac¢éo por
sua acessibilidade, confiabilidade, reprodutibilidade e pelo fato de ser processado a
temperaturas abaixo de 100 °C, o que confere as moléculas da matriz do sol a habilidade
de aderirem outras moléculas e controle na homogeneidade da solu¢cdo (BEHNAJADY et
al., 2011; LAURENT et al., 2008; LI et al., 2009).

Um dos Oxidos de metais semicondutores que podem ser utilizados para
funcionalizar a superficie do polimero é o oxido de titanio ou titania (TiOz). A titania é
conhecida por ter estabilidade quimica, biocompatibilidade, propriedades fisicas, épticas
(LI et al., 2008; MACWAN; DAVE; CHATURVERDI, 2011) e elétricas (bandgap 3,1 eV)
(PATIL et al., 2008). E empregado pela industria na confeccéo de tintas, papéis, plasticos,
cosmeticos e possui aplicacbes biomédicas (atoxico) além de aplicacbes ambientais,
sendo utilizado em sensores e fotocatalisadores (LI et al.,, 2008; MACWAN; DAVE;
CHATURVERDI, 2011; BEHNAJADY et al., 2011).
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O TiO2 é preparado com a hidrélise do isopropoxido de titdnio e o pH influencia o
tamanho da particula, a morfologia e o tamanho. Como nanomaterial, tem despertado
grande interesse, pois também apresenta propriedades dielétricas e cataliticas (BARBE
et al.,, 2005; RUIZ et al.,, 2004). Os materiais reduzidos a escala nano apresentam
diferentes propriedades se comparados a quando estdo na dimensao micro. A superficie
nano possui maior taxa de atomos, maior energia livre disponivel, maior area superficial
atdmica e, consequentemente, maior reatividade (MACWAN; PRAGNESH; DAVE, 2011).
O fendmeno fotocatalitico do TiO2 foi descoberto em 1972 por Fujishima e Honda, e
permitiu um crescimento exponencial das pesquisas com esse metal (CHEN; MAO,
2007).

O preparo sol-gel é classificado como liquido-foto-catalisador (TRUNG; CHO; HA,
2003, ARNAL et al.,, 1997). Normalmente, sol-gel é utilizado para a preparacao
nanométrica do po de TiO2 (MHALANGA; RAY, 2014). O dioxido de titdnio € uma
ceramica que suporta altas temperaturas (acima de 400 °C) (SEELEY; CHOI; BOSE,
2009).

A Figura 4.3 mostra trés polimorfos do TiO2 (anatase, rutilo e brookita) (PUMA et
al., 2008; BEHNAJADY et al., 2011), que apresentam estrutura tetragonal, sendo que
anatase possui um habito dipiramidal, rutilo possui um habito prismatico e brookita uma
estrutura cristalina ortorrombica (MEACOCK et al., 1997).

Figura 4.3 — Diferentes formas de TiO2
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O tamanho, a estabilidade e a morfologia do sol produzido a partir dos alcéxidos
tém influéncia direta da agua de titanio e sua taxa molar (DING; QI; HE, 1995;
VORKAPIC; MATSOUKAS, 1998).

A sinergia entre PLA e nanoparticulas de titanio € grande, pois o PLA estabiliza as
particulas de TiO2 quando incorporadas a ele; ja as nanoparticulas aceleram o processo
de degradacéo devido a espécies reativas de oxigénio do TiO2 atacarem as cadeias
poliméricas interfaciais que formam radicais centrados em carbono, que, por sua vez,
aceleram a clivagem da cadeia polimérica (NAKAYAMA; HAYASHI, 2007).

O poliacido lactico (PLA) € um polimero que possui larga aplicacdo na engenharia
de tecidos por ser biocompativel, bioabsorvivel, biodegradavel e ter como residuo final o
acido lactico, uma substancia enddgena que resulta da fermentacdo da glicose
(eliminacéo segura) (CHEN; MAO, 2007, LU et al., 2008). A fonte do PLA é abundante,
ecorresponsavel e de baixo custo, pois ele é extraido do amido de batata, cana-de-
acucar, milho e outros vegetais ricos em amido. O PLA € um poliéster termoplastico, ideal
para a confeccédo de filamentos para extrusao e confeccao de scaffolds para regeneracéo
0ssea (CHEN; MAO, 2007).

A impressdo 3D possibilita a personalizacdo do scaffold com as dimensbes
anatébmicas do paciente (CHEN; MAO, 2007), ja que a MA pode ser modificada para que
o scaffold tenha maior porosidade e, com isso, otimizar a regeneracao 6ssea (ZEIN et al.,
2002). A MA constréi scaffolds poliméricos com resisténcia mecéanica, arquitetura e
porosidade controlados (LU et al., 2008).

Este estudo reporta a impregnagédo de TiOz (grau V) por diferentes formas de
funcionalizacdo sobre scaffolds de PLA impressos por manufatura aditiva e realiza

caracterizagdes microscopia eletronica de varredura (MEV) e termogravimetria (TGA).

2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi a preparacao e a caracterizacao de scaffolds
de poliacido lactico (PLA) obtidos por manufatura aditiva funcionalizados pelo método sol-
gel. Os objetivos especificos foram: a) obtencdo dos scaffolds de PLA por manufatura
aditiva; b) funcionalizacdo dos scaffolds de PLA pelo método sol-gel com impregnacéo
de TiO2 (grau 1V); c) caracterizagdo fisico-quimica dos scaffolds de PLA puro e

funcionalizado.

3.MATERIAL E METODOS

O filamento utilizado foi o Movitech “Boa impressdo” com diametro de 1,75 mm.
Os scaffolds foram modelados no software Autodesk Inventor CAD, exportados no
formato STL e impressos via manufatura aditiva (MA) usando uma impressora 3D (Stella,
Curitiba/PR, Brasil).

Nanoparticulas (NP) comerciais de Oxido de titanio (IV) (Sigma-Aldrich), uma

mistura de nanoparticulas de rutilo e anatase, tamanho de particula <150 nm
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(distribuicdo de volume, DLS), dispersédo 40% em peso, % em H20, ensaio com 99,5%
tracos de metais. Isopropéxido de titanio (IV) (Sigma-Aldrich) na forma liquida, ensaio
com 99,999% tracos de metais (TTIP).

A morfologia da superficie das amostras foi observada em microscopio eletrénico
de varredura (JEOL JMF-6700F). Todas as amostras foram depositadas em suportes de
cobre, cobertos por uma camada de carbono com um microscopio operando a tenséo de
2 kV. Para a termogravimetria foi usado o equipamento TAG/SDTA-851E, Mettler Toledo,
de 25 a 800 °C a ordem de 10 °C mint, ar e nitrogénio. A calorimetria de varredura
diferencial (DSC) foi analisada no equipamento 3+ Mettler Toledo, com
aquecimento/arrefecimento/aquecimento de 25 a 200 °C a ordem de 20 °C min?. Foi
usado o microscopio de forga atdbmica Dimension Icon Nanoscope, Bruker, tapping mode:
em condi¢cdes ambientes. Para o FTIR, usou-se o espectrometro Nicolet Nexus 670
equipado com um acessoério MKIl Golden Gate (Specac) de 650 a 4000 cm™* com
resolucdo de 8 cm ! por uma média de 32 varreduras.

A solucdo sol-gel foi preparada em um béquer misturando-se 3,55 g de
isopropoxido de titanio (IV), 1,25 g de acido cloridrico e 50 mL de isopropanol, sob
agitacao constante durante 1 h.

O scaffold de PLA foi pré-tratado com NaOH antes de sua superficie ser

funcionalizada (preparacao descrita na Figura 4.4).

Figura 4.4 — Preparacédo do scaffold de PLA com NaOH.
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2-3 vezes

|

Scaffold de PLA tratado com NaOH

Fonte: Elaborada pelo autor.

O scaffold de PLA foi seco por 24 h a 45 °C. O pré-tratamento de imersao com
solucéao de NaOH foi realizado por 1 h sob agitacdo constante. Os scaffolds foram lavados
com agua destilada de 2 a 3 vezes; depois disso, o scaffold tratado com NaOH foi
designado por PLA-OH.
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O scaffold de PLA-OH foi sujeito a trés funcionalizacdes laboratoriais diferentes:
solucado sol-gel, isopropoxido de titanio (TTIP) e solugcdo aquosa de nanoparticulas de
TiO2 (NP) (Figura 4.5). As solucdes sol-gel, TTIP e a aquosa de nanoparticulas de TiO2
ficaram sob agitagéo constante por 2, 4 e 2 h, respectivamente. Os scaffolds modificados
com TiO2zforam secos a vacuo por 100 h, depois lavados com 4gua destilada sob agitacéo
constante por 2 ciclos de 2 h. Foi realizada secagem a vacuo adicional dos scaffolds a
uma temperatura de 45 °C por 24 h. Ap6s a secagem, os scaffolds foram tratados

termicamente a uma temperatura de 100 °C por 24 h.

Figura 4.5 — Preparacao do PLA modificado com TiO2

Scaffolds de PLA com pré tratamento de Na OH
+ soluco sol-gel + Solucdo aquosa de NP TiO2
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Secagem
100 h, vacuo

Lavagem com agua destilada em agitacéo

4 h. agitacdo
+ diretamente TTIP

2 horas em agitacdo por 2 vezes

|

Secagem
45°C por 24 h, vacuo I

Tratamento térmico a 100°C durante 24 h

Fonte: Elaborada do autor.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O scaffold de PLA apresentou uma camada de material com aspecto opaco e

poroso (Figura 4.6).

Figura 4.6 — Aspecto visual do PLA modificado com TiO2

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1 FTIR

Os espectros de FTIR do PLA ndo modificado sdo mostrados na Figura 4.7. As
bandas relacionadas ao oxigénio sdo o trecho C=O do grupo éster em 1740 cm,
deformacgdes angulares de COH em 1450,86 e 1374,33 cm™, deformacdes axiais
assimétricas do grupo éster (OCC) a 1074,08 cm1, semelhantes aos resultados de Matos
et al. (2019). Os espectros mais destacados na figura sdo as bandas 1074,27 e
1742,27 cm™.

Figura 4.7 — FTIR do scaffold de PLA
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A curva de FTIR analisa o PLA quando ja impresso pela manufatura aditiva, tendo
como resultado o scaffold. Os espectros encontrados foram semelhantes ao obtido por
Santana et al. (2018), Cuiffo et al. (2017) e Sharifah et al. (2017), que analisaram o PLA
apos ser impresso por manufatura aditiva. A intensidade do FTIR € um pouco menor
guando comparada ao filamento que néo sofreu o processo de extrusdo (CUIFFO et al.,
2017). O estudo realizado apresentou resultado semelhante ao de Cuiffo et al. (2017) ao
ter o filamento de PLA aquecido a 230 °C e resfriado a temperatura ambiente e se
cristalizar novamente. O aquecimento do filamento do PLA seguido de um resfriamento
leva mudancas em arranjos e ligacdes moleculares em sua superficie. O FTIR mostrou
um pico C-O-C (668 cm™), uma deformacdo CHs com sobreposicdo C—-O-C com
alongamento em (1074,08 cm™) e um pico C—COO (865,09 cmt) que pode ser atribuido
ao CaCOas. Encontrar o CaCOs na andlise FTIR do scaffold de PLA permite que ele seja

utilizado para adeséo e proliferagéao celular (CUIFFO et al., 2017).

4.2 TGA

Os scaffolds de PLA puro e os compositos de PLA/TiO2 foram avaliados por TG.
As curvas obtidas tanto para o PLA puro quanto para os compositos PLA/TiO2 sdo muito
semelhantes (Figuras 4.8 e 4.9). As curvas TG indicam que a funcionalizacdo com
nanoparticulas de titdnio ndo altera as propriedades térmicas dos scaffolds

funcionalizados.



Figura 4.8 — Analise termogravimétrica dos scaffolds
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Figura 4.9 — Analise termogravimétrica dos scaffolds
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O principal estagio de decomposicao térmica do PLA avaliado neste estudo inicia-
se a uma temperatura (T inicial) de 307 °C (ar), 314 °C (nitrogénio) e finaliza (T final) em
390 °C (ar e nitrogénio), com uma variacdo da massa de aproximadamente 99% (ar e
nitrogénio).

4.3 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do PLA puro e dos
compositos de PLA/TiO2 pouco mudaram com adicdo das particulas de titanio, e
apresentaram o mesmo comportamento térmico. A estabilidade térmica encontrada neste
estudo deve-se a adicdo de nanoparticulas de TiO2 ao composito PLA-TiO2 (Zhuang et
al., 2019). Segundo o estudo de Zhuang et al. (2019), as nanoparticulas de TiO2 reduzem
a mobilidade da cadeia molecular do PLA, o que implica em uma melhora da estabilidade
térmica do compdésito PLA-TiO2. Os scaffolds puros e funcionalizados com as particulas
de TiO2apresentaram picos em Tc em 60 °C e Tm em 150 °C, propriedades semelhantes
as encontradas por Matos et al. (2019) (Figura 4.10 e Tabela 4.1).

Figura 4.10 — DSC dos scaffolds de PLA puro e tratados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4.1 — Tabela DSC do scaffolds de PLA (puro) e tratados com TiO2

Nome da amostra Tm (°C) AHm (J/g) Tc (°C)
NP 151 22 60
TTIP 152 16 60
SG 151 21 60
PLA 151 19 59

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Microscopia 6ptica

A microscopia foi utilizada para averiguar a superficie do scaffold com relacdo a
morfologia e possiveis defeitos de impressao pela manufatura aditiva. Como se pode
observar na Figura 4.11a, o scaffold apresentou uniformidade dos filamentos. Visualizou-
se intervalos regulares e previsiveis na geometria interna e externa dos scaffolds
depositadas pela manufatura aditiva: (a) PLA puro e os que tiveram o PLA funcionalizado
com sol-gel de titanio (b), nanoparticulas de titanio (c) e isopropoéxido de titanio direto (d)

como no estudo de Cuiffo et al. (2017).

Figura 4.11 — Microscopia Optica com aumento de 5 x

o
e

Nota: a) PLA puro; b) PLA funcionalizado com sol-gel de titdnio; ¢) nanoparticula (NP-aqua) de TiOz; d)

isopropoxido de titanio direto.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Microscopia de forga atomica (MFA)

O scaffold de PLA foi analisado no MFA com amostras de dimensé&o de 5 x 5 mm.
A superficie do PLA apresentou 1 nm de rugosidade (Figura 4.12), ao ser submetido a
funcionalizacdo com sol-gel de isopropoxido de titanio (Figura 4.13), atingiu a rugosidade
de 79 nm e, com a funcionalizacdo de nanoparticulas de isopropoxido de titanio
(Figura 4.14), apresentou rugosidade de 67 nm. As amostras analisadas na Figura 4.13
e 4.14 (sol-gel de isopropéxido de titdnio e nanoparticulas de isopropoxido de titanio)
apresentaram valores de rugosidade muito proximos.

Recomenda-se que a superficie tenha 90% de porosidade de sua area, para que
o scaffold seja utilizado na regeneracdo de tecido 6sseo, segundo estudo de Polo-

Corrales, Latorre-Esteves e Ramirez-Vick (2014).
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Figura 4.12 — Imagem do scaffold de PLA sem tratamento, rugosidade: 1 nm (5 x 5 mm)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4.13 — Imagem de scaffolds de PLA recobertos com sol-gel de TiO2, rugosidade: 79 nm (5 x 5 mm)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 4.14 — Imagem de scaffolds de PLA recobertos com TiO2 NP, rugosidade: 67 nm (5 x 5 mm)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Microscopio eletrénico de varredura (MEV)

A Figura 4.15a mostra a imagem do scaffold do PLA com sua geometria interna e
externa integras, bem como a precisédo na forma e na repeticao das dimensdes dos poros,
semelhantes ao estudo de Gregor et al. (2017). Na superficie do scaffold de PLA pode-
se visualizar a presenca de pequenos esferoides caracteristicos de nanoparticulas do
isopropoxido de titdnio. A analise superficial do scaffold permite a visualizagdo
(Figura 4.15b) de microparticula de titanio. Na Figura 4.15c e d pode-se comprovar a
rugosidade da superficie que a funcionalizacdo com nanoparticula de isopropoxido de
titdnio confere a superficie do scaffold de PLA. A Figura 4.15d mostra granulos esferoides

em agrupamentos. E possivel comprovar também que a funcionaliza¢io esteve restrita &
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superficie do filamento do scaffold de PLA, ndo demonstrando grumos ou acumulados

da substéancia obliterando os poros na area interna do scaffold.

Figura 4.15 — MEV do scaffold de PLA NP aqua
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X 50,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 4.2mm 9:09:04 X 100,000

Nota: a) 50 %, b) 5.000 x, ¢) 50.000 %, d) 100.000 x.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 4.16 mostra uma imagem (a) caracteristica do scaffold de PLA com

acumulo de material da funcionalizacdo com nanoparticula de isopropoxido de titanio em

seu interior. Ao se analisar a superficie, foram detectadas microparticulas e pequenos

granulos de caracteristica opaca, que aparentam ser o sol-gel de isopropéxido de titanio.

Nas imagens c e d, pode-se avaliar a regularidade das formas do scaffold pela geometria

apresentada e observar uma camada fina da funcionalizacdo sol-gel de isopropo6xido de

titanio.
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Figura 4.16 — MEV do scaffold de PLA funcionalizado com nanopatrticula de TiO2 (NP aqua)

Nota: a) 50 X, b) 5.000 x, ¢) 50.000 x, d) 100.000 .

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na Figura 4.17a nota-se material do sol-gel de isopropéxido de titdnio aprisionado
no interior do scaffold de PLA, obliterando os poros do scaffold. Na Figura 4.17b
percebem-se as mesmas particulas opacas encontradas no tratamento com
nanoparticulas, mas em maior niumero e também maior rugosidade da superficie do
scaffold de PLA. Na Figura 15c e d nota-se o material do sol-gel de isopropdxido de titanio
aderido em toda a superficie do scaffold de PLA, mostrando que a funcionalizacdo

recobriu grande parte do scaffold de PLA.
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Figura 4.17 — MEV de scaffold sol-gel do isopropéxido de titanio

Nota: a) 50 %, b) 5.000 x, ¢) 50.000 %, d) 100.000 x.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao se analisar as Figuras 4.15c e d e 4.17c e d, pode-se constatar rugosidade de

dimens&do micrométrica e nanométrica, o que torna a superficie funcionalizada.

5 CONCLUSAO

Este estudo mostrou a funcionalizacdo do scaffold de PLA impresso por
manufatura aditiva com o isopropoéxido de titanio. A manufatura aditiva se mostrou precisa
e previsivel, conferindo geometria interna e externa regulares (microscopia optica).

Foi encontrada no FTIR uma banda de 865,09 cm™, pico que pode ser associado
ao carbonato de célcio (CaCOs). Tal possivel associacédo da a seguranca de que o PLA
pode ser usado como suporte para adesao e proliferacao celular.

O scaffold de PLA funcionalizado com o isopropoxido de titnio é uma técnica
promissora para a engenharia de tecidos por atingir rugosidade ideal e por recobrir toda
a superficie do scaffold de PLA. Novos estudos e caracterizagbes sdo necessarios para

validar a associacdo desses materiais.
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CONCLUSOES FINAIS

O poliacido lactico € um polimero que apresenta caracteristicas esperadas na
construcdo de scaffolds, é biocompativel e de facil acesso. E o filamento utilizado pela
manufatura aditiva que fornece a melhor performance na fabricacdo do scaffold para a
regeneracao 6ssea. Utilizou-se trés rotas de funcionalizacdo sobre a superficie dos
scaffolds de PLA: plasma de oxigénio, coacervato de calcio e sol-gel de nanoparticulas
de TiOs..

A modificagdo do plasma de oxigénio na superficie dos scaffolds de PLA
impressos em 3D manteve uma relacdo direta e proporcional entre rugosidade e
hidrofilicidade tendo como melhor resultado o periodo de 10 min. As caracteristicas do
PLA mantiveram-se inalteradas sendo a funcionalizacdo aplicada somente em sua
superficie.

Os suportes de PLA nédo sédo citotoxicos, ndo houve melhorias no processo de
proliferacdo com as células da linhagem osteo-1 estudadas. Portanto, para validar o
método, estudos futuros serdo realizados com outros tipos de células.

Os resultados mostram que os scaffolds de PLA ficaram impregnados com o
coacervato de calcio superficialmente e internamente. Detectou-se a presenca de calcio
e fésforo nas amostras analisadas de coacervato de célcio corroborando com a premissa
de que este precursor vitreo é fonte destes ions constituintes da hidroxiapatita.

A funcionalizacdo por coacervato ndo alterou as propriedades do PLA apesar dos
diferentes processos de secagem (liofilizacdo e temperatura ambiente a que foram
submetidas as amostras. O scaffold de PLA funcionalizado com o isopropoxido de titanio
€ uma técnica promissora para a engenharia de tecidos por atingir rugosidade ideal e por
recobrir e aderir a toda a superficie do scaffold de PLA.

O PLA apresentou boa estabilidade térmica e regularidades nas formas
geomeétricas dos scaffolds comprovando que a funcionalizacdo com as nanoparticulas de

TiO2 nédo alteraram suas propriedades quimicas.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Novos estudos e caracterizacfes sdo necessarios para validar a associacao
desses materiais. As perspectivas futuras sédo avaliar a citotoxicidade dos scaffolds
funcionalizados pelos coacervato de célcio e sol-gel de TiO2. Realizar MFA no coacervato
de célcio para determinar a rugosidade e estudo bioldgico com ratos nas amostras de

plasma de oxigénio, coacervato de calcio e sol-gel de TiOa2.



