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Resumo

A Engenharia de Tecidos (ET) visa o desenvolvimento de tecidos e 6rgdos artificiais,
incluindo os scaffolds, que servem como suporte para o crescimento e proliferagéo celular
para restaurar e reparar funcdes de orgaos e tecidos comprometidos. O poli (acido latico) tem
sido comercializado na forma de filamentos com a finalidade de ser utilizado na impresséo
tridimensional (3D), produzindo o scaffold. Os scaffolds foram modificados pelo método de
gelatinizacdo ionotropica com adicdo de nanoparticulas (NNP’s) de Quitosana (QS)
/polifosfato de sodio (NaPP). A QS é um polimero natural obtido a partir da desacetilagdo
quimica da quitina (polissacarideo). O NaPP (NaPQOs) é um polimero inorgénico, que pertence
ao grupo de fosfatos condensados. O presente trabalho objetivou o estudo estrutural, térmico e
morfologico, primeiramente dos filamentos de PLA comercialmente disponiveis e
posteriormente dos scaffolds incorporados com NNP’s de QS/NaPP. Foram realizadas
andlises de caracterizacdo dos filamentos por diferentes técnicas, a saber: Microscopia
confocal (MO), Anélise Termogravimétrica (TG/DTG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). As caracterizacOes estruturais foram realizadas
por Difracdo de Raio-X (DRX), Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho
(FTIR) e Espectroscopia por Disperséo de Energia de Raios X (EDS). Na MO observou-se o
aspecto homogéneo adquirido do PLA, apds processo de extrusdo. A TG/DTG, observou-se
um aumento da estabilidade dos filamentos coloridos. A DTA, identificou que ndo houve
perda de massa das amostras. O DSC identificou que o PLA é um polimero semi-cristalino,
onde o DRX observou um pico semi-cristalino do PLA. O FTIR determinou que a
composicdo quimica do PLA estudado condiz com a estrutura quimica. O EDS mostrou que
ha presenca de metais nos filamentos coloridos, e no filamento natural ndo ha. As anélises que
foram realizadas dos scaffolds modificados, sdo: TG/DTG, DTA, DRX, FTIR, Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Analise gravimétrica e Experimento de viabilidade celular
(Citotoxicidade). O DLS apresentou NNP’s, com tamanhos médios, estaveis e homogéneas. O
DRX observou picos de baixa intensidade e halos amorfos, sendo entdo um material amorfo.
O MEV apresentou a morfologia das amostras, indicando que conforme aumentava o tempo
de imersdo das amostras nas NNP’s de QS/NAPP, mais NNP’s cobriam o scaffold de PLA. O
TG/DTG/DTA, indicou que com a presenca das NNP’s nos scaffolds diminuiu a estabilidade
térmica das amostras. Na analise gravimétrica o scaffold tratado com NaOH teve uma perda
de massa, devido ao aumento da porosidade, e nos scaffolds funcionalidados ndo houve
alteracdo de massa significativa. O FTIR revelou bandas caracteristicas do polimero PLA, QS
e NaPP, conforme esperado, de acordo com a composi¢do das amostras. O experimento de
viabilidade celular ndo apresentou grau de toxicidade das amostras. Os estudos mostraram que
o material é PLA em todas as amostras, e diferem-se pela diferenca na estabilidade e adicdo
de corantes. Foi possivel observar que o PLA natural é livre de metais, evidenciando sua
pureza. Devido as suas caracteristicas, ele foi escolhido para modificagdo. Os scaffolds de
PLA foram modificados com sucesso com nanoparticulas de QS/NaPP mostrando uma
distribuicdo homogénea. Conclui- se que as amostras estudadas e analisadas foram
apresentadas atoxicas, sendo possiveis materiais para implantar futuramente na Engenharia de
Tecidos.

Palavras-chave: PLA; Filamento; Impressdo 3D; Quitosana; Polifosfato de sodio; Scaffold,;
Engenharia de Tecidos.



Abstract

Tissue Engineering (ET) aims to develop artificial tissues and organs, including scaffolds,
which serve as a support for cell growth and proliferation to restore and repair functions of
compromised organs and tissues. Poly (lactic acid) has been commercialized in the form of
filaments for the purpose of being used in three-dimensional (3D) printing, producing the
scaffold. The scaffolds were modified by the ionotropic gelatinization method with addition
of Chitosan (QS) / sodium polyphosphate (NaPP) nanoparticles (NNP's). QS is a natural
polymer obtained from the chemical deacetylation of chitin (polysaccharide). NaPP (NaPO3)
Is an inorganic polymer, which belongs to the group of condensed phosphates. The present
work aimed at the structural, thermal and morphological study, firstly of the commercially
available PLA filaments and later of the scaffolds incorporated with NNP's of QS / NaPP.
Characterization analyzes of the filaments were carried out by different techniques, namely
Confocal Microscopy (OM), Thermogravimetric Analysis (TG / DTG), Differential Thermal
Analysis (DTA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The structural
characterizations were performed by X-ray Diffraction (XRD), Infrared Region Vibrational
Spectroscopy (FTIR) and X-ray Energy Dispersion Spectroscopy (EDS). In the OM, the
homogeneous appearance of the PLA was observed after the extrusion process. At TG / DTG,
an increase in the stability of the colored filaments was observed. The DTA identified that
there was no mass loss of the samples. The DSC identified that PLA is a semi-crystalline
polymer, where XRD observed a semi-crystalline peak of PLA. The FTIR determined that the
chemical composition of the PLA studied corresponds to the chemical structure. The EDS
showed that there is presence of metals in the colored filaments, and in the natural filament
there is not. The analyzes that were performed of the modified scaffolds are: TG / DTG, DTA,
DRX, FTIR, Scanning Electron Microscopy (SEM), Gravimetric Analysis and Cell Viability
Experiment (Cytotoxicity). DLS presented NNPs, with average, stable and homogeneous
sizes. The XRD observed low intensity peaks and amorphous halos, being then an amorphous
material. The SEM showed the morphology of the samples, indicating that as the samples'
immersion time increased in the NNS of the SQ / NAPP, more NNPs covered the scaffold of
PLA. TG/ DTG / DTA indicated that the presence of NNPs in the scaffolds decreased the
thermal stability of the samples. In the gravimetric analysis the scaffold treated with NaOH
had a mass loss, due to the increased porosity, and in the functional scaffolds there was no
significant mass change. The FTIR revealed bands characteristic of the PLA, QS and NaPP
polymer, as expected, according to the composition of the samples. The cell viability
experiment did not show degree of toxicity of the samples. Studies have shown that the
material is PLA in all samples, and differ by the difference in stability and addition of dyes. It
was possible to observe that the natural PLA is free of metals, evidencing its purity. Due to its
characteristics, it was chosen for modification. The PLA scaffolds were successfully modified
with QS / NaPP nanoparticles showing a homogeneous distribution. It is concluded that the
studied and analyzed samples were presented non-toxic, being possible materials for future
implantation in Tissue Engineering.

Keywords: PLA; Filament; 3D printing; Chitosan; Sodium polyphosphate; Scaffold; Tissue
Engineering.
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1. INTRODUCAO

1.1 Engenharia de tecidos (ET)

A Engenharia de Tecidos visa restabelecer, manter ou melhorar a fungéo do tecido ou
orgdo. A ET envolve a regeneracdo de tecidos e 6rgdos vivos, onde séo utilizadas as células
do préprio paciente. Elas sdo cultivadas em um suporte biolégico ou sintético, conhecido
como scaffolds, de modo que uma parte do tecido é regenerada a partir de células
(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

Em alguns casos, a estrutura bioldgica de um tecido ou 6rgdo, ndo tem a capacidade de
se regenerar, como o0 tecido cartilaginoso, nesses casos uma alternativa para o0
restabelecimento desse 6rgdo ou tecido € estimular a regeneracdo utilizando um biomaterial
(SANTOS, 2003).

A engenharia de tecidos segue as seguintes etapas: selecdo/processamento do suporte,
inoculacdo da populagdo celular sobre o suporte, crescimento do tecido prematuro,
crescimento do tecido maturado em sistema fisiologico (bioreator), reimplante cirdrgico e

assimilacdo do produto, como mostra a Figura 1 extraida de (BARBANT], 2005).



Figura 1. Etapas da engenharia de tecidos.

Engenharia de Tecidos

Tecido Doador Suporte Polimérico

Cultura de Células
in vitro

Fonte: (BARBANT]I, 2005).



O scaffold é um andaime com estrutura tridimensional porosa, que fornece suporte
mecanico para as fungdes celulares. Esses scaffolds ddo suporte para proliferagdo de células,
para futura regeneracéo de tecidos (ALBUQUERQUE, 2015).

A utilizacdo de suportes porosos tridimensionais é essencial dentro da engenharia de
tecidos. Nesses suportes sdo cultivados fatores de crescimentos e células para a formacdo de
tecidos (MARTIN et al., 2004), na Figura 2, é apresentado a triade da engenharia de tecidos.

Figura 2. Triade da Engenharia de tecidos

Scaffold
(biomaterial)

Células

Engenharia de
Tecidos

Fatores
de
Crescimento

Fonte: Elaboragdo propria.

As tecnologias de impressdo tridimensional tém contribuido de forma consistente para
0s avancos das abordagens da medicina regenerativa 6ssea, no transcorrer dos Gltimos anos. A
vantagem é poder manufaturar objetos com formas customizadas as necessidades especificas
de cada lesdo, sejam eles metalicos para utilizacdo como implantes ortopédicos (dispositivos
de osteossintese) ou 0s proprios suportes bioldgicos (scaffolds), dentro das estratégias de
medicina regenerativa (CHIA; WU, 2015) (BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015).

O item obrigatorio da estratégia da medicina regenerativa para reparo 0sseo € a
utilizagéo suportes bioldgicos (scaffolds), constituidos
de biomateriais poliméricos, biocompativeis e biodegradaveis para o preenchimento dos

defeitos 6sseos. Além da estruturacéo tridimensional compativel com o preenchimento, esses



suportes podem ainda contribuir com geragdo (potencial osteogénico) e inducdo
(potencial osteoindutor) do processo osteogénico que determinard a neoformacdo dssea e,
consequentemente, regeneracéo tecidual (CHIA; WU, 2015).

Dentre as novas estratégias para tratamento dos defeitos 0sseos ressalta-se a utilizacéo
na medicina regenerativa, que preconiza a utilizacdo de suportes bioldgicos, associados ou
ndo a terapia celular e utilizacdo de moléculas bioativas, para aperfeicoar o reparo
musculoesquelético (BHATT; ROZENTAL; 2012).

Os substitutos 06sseos biocompativeis podem promover a regeneracdo 0ssea, podendo
ser naturais ou sintéticos, que imitam a matriz extracelular dos 0ssos. Esses substitutos fazem
a reparacdo e reconstrucdo Ossea, desempenhando um excelente papel na engenharia de
tecidos, proporcionando uma matriz tridimensional, onde as células vao se ligar e proliferar
mais facilmente. Hoje em dia os suportes, como scaffolds sdo biodegradaveis, isto &,
degradam no local onde foram implantados e, com o passar do tempo, o local retorna a seu
perfeito estado (LOPES; JARDINI; FILHO, 2012).

Segundo Karageorgiou e Kaplan, para o crescimento de células dsseas nos scaffolds, o
tamanho minimo dos poros é de 100 — 200 um (KARAGEORGIOU, 2005). Essa porosidade
da matriz tridimensional faz com que os substitutos 6sseos tenham uma porosidade para
facilitar o transporte de células, fatores de crescimentos, oxigénio e nutrientes, para que esse
tecido tenha um crescimento 0sseo que favoreca a regeneracdo. A estrutura porosa do scaffold
€ uma imitacdo do 0sso esponjoso, para servir como ambiente ideal das células (BRUNELLO
et. al, 2016). Na Figura 3 ¢é apresentado um scaffold de PLA.

Figura 3. Scaffolds de PLA.

Fonte: http://www.njbiomaterials.org/3d_printing.htm

A impressdo 3D vem sendo bastante utilizada no desenvolvimento de produtos para

Engenharia de tecidos, visando a reparacéo de tecidos danificados.



1.2 Manufatura Aditiva - Impressédo 3D

A impressdo 3D, também conhecida como prototipagem rapida ou manufatura aditiva,
utiliza um meétodo de fabricacdo, no qual sdo construidos modelos tridimensionais, por meio
de camadas de um dado material, por exemplo, filamentos poliméricos. Esse processo camada
por camada cria um modelo 3D no computador, que por meio de um programa especifico,
sera transferido para impressédo, e depois modificado, conforme a necessidade (CHIA; WU,
2015). A Figura 4 mostra alguns objetos que foram impressos por uma impressora 3D,
utilizou-se o filamento de PLA.

Figura 4. Impresséo 3D.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A inovacdo da impressdo 3D permite aos consumidores intervir no processo de
producéo, desde o inicio até o produto final, podendo assim evoluir o papel dos consumidores
na producdo de qualquer objeto. Os objetos criados podem ser variados, dependendo do que
cada consumidor estiver interessado em desenvolver (RAYNA; STRIUKOVA,
DARLINGTON, 2015).

Atualmente, existem varias técnicas de impressédo 3D, como Modelagem por Fus&o e Deposito
(FDM), Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS) e Estereolitografia (SLA). Algumas, como a FDM
executam fatiamentos da Figura obtendo uma camada fina, onde a Figura sera impressa, até concluir o
modelo final desejado (TAKAGAKI, 2012). Entre as técnicas, esta incluido o processo FDM, essa
técnica esta apresentada na Figura 5.



Figura 5. O processo de modelagem por deposi¢cdo de material fundido.
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Fonte: http://www.librasebraille.com.br/conteudo/1501-supereficiente-acessibilidade-libras-e-

braille/19143-impressora-3d-acessibilidade-libras-e-braille

A FDM ¢é uma das técnicas que utiliza um software CAD, onde impressora 3D é
conectada ao computador que manda todas as informacdes para impressora. O bico extrusor
vai depositando os fios do material, camada por camada, quando finalizada uma camada, a
plataforma desce, iniciando a deposicdo de mais camadas de material, assim repetidamente,
até a conclusdo do modelo. Néao é desperdicado nenhum material durante a producéo, e nao
ficam residuos significativos de materiais na maquina, somente exige uma limpeza basica,

tirando os residuos com a espatula, apds o uso da impressora (MELLO, 2010).

O processo FDM consiste na deposicdo do material/polimero que é aquecido, e se
deposita em estado liquido pelo bico extrusor, com movimentacdio no plano XY
(FOGGIATTO, 2009).

O principio da fabricacdo por camada da prototipagem rapida esta representado na
Figura 6.


http://www.librasebraille.com.br/conteudo/1501-supereficiente-acessibilidade-libras-e-braille/19143-impressora-3d-acessibilidade-libras-e-braille
http://www.librasebraille.com.br/conteudo/1501-supereficiente-acessibilidade-libras-e-braille/19143-impressora-3d-acessibilidade-libras-e-braille

Figura 6. Principio da fabricacdo por camada da Prototipagem Répida: (a) modelo 3D,

(b) “fatiamento”, (c) adicdo das camadas e (d) prototipo fisico final.

Fonte: (FOGGIATTO, 2009).

O processo FDM, uma das técnicas que caracterizam a tecnologia de prototipagem
rapida, representa um dos métodos de impressdo tridimensional mais acessivel devido ao
custo, para aplicacBes biomédicas, com elevado potencial para utilizacdo em Medicina
Regenerativa Ossea (MELLO; SILVA; COSTA, 2006). Essa técnica se baseia na utilizagio
de filamentos termoplasticos, constituidos de polimeros ou compésitos polimeros/ceramica,
que sdo depositados camada por camada, constituindo estruturas tridimensionais especificas
(BANDYOPADHYAY; BOSE; DAS, 2015).

Entre as vantagens desse método FDM esta o baixo custo do processo e dos materiais
poliméricos utilizados. Em contrapartida, restricGes inerentes a natureza, processabilidade e
qualidade dos polimeros representam uma de suas desvantagens (HOQUE; CHUAN;
PASHBY, 2011).

Existem varios tipos de biomateriais, como os polimeros, entre eles, o poli (acido
latico) (PLA) que também é apresentado na forma de filamentos.

1.3 Poli (acido latico) (PLA)

O PLA pode ser obtido por fontes renovaveis, como milho, amido, beterraba e outros
polissacarideos (ARRIETA, 2016). Existem dois tipos de PLA's comerciais: o PLLA
(&cido L-latico) e o PDLA (acido D, L-latico, eles se diferenciam pelas propriedades, como
cristalinidade e temperatura de fusdo (CARRASCO, et al. 2010). O PLA comercial &

sintetizado a partir da polimerizacdo da abertura de anel (ROP) do mondmero de lactideo,



obtido por policondensacédo de acido latico. A partir da abertura do anel (ROP) possibilita a
formagdo da cadeia polimérica. (MAHARANA, MOHANTY, NEGI, 2009).

O PLA ¢é um biopolimero solivel em solventes organicos, possuindo um grupo metila
na estrutura quimica, como apresentado na Figura 7 (a) (DRUMOND; WANG; MOTHE,
2004). O écido lactico ¢ uma molécula quiral na forma de dois estereoisdmeros D
(dextrogiro)- e L (levogiro) -acido latico, como apresentado na Figura 7 (b), diferenciando-se
pelo efeito de luz polarizada. O L-acido latico (PLLA), é um poliester alifatico, muito
utilizado em aplicacbes biomédica. A cinética de hidrolise do PDLLA mostra-se ser mais
répida do que o do PLLA (JAHNO, 2005).

Figura 7. (a) Estrutura quimica do PLA,; (b) Estéreoisomeros do acido latico, b1 (&cido L-
latico) b2 (acido D-latico).

(a) (b1) (b2)

Fonte: (a) Elaborada pelo autor; (b) Rasal et al, 2010.

O PLA é um polimero bioabsorvivel, biodegradavel e biocompativel sendo degradado
por hidrélise simples e metabolizado pelo corpo humano. E produzido por meio do acido
latico, produzido por fermentacdo. E bastante utilizado na area médica, em substituicdes de
implantes/proteses, sendo um dos polimeros mais promissores para essa area. (LOPES, 2012).
Sendo que o PLA pode levar de dez meses a quatro anos para se degradar dentro do
organismo, dependendo de fatores micro estruturais, como a cristalinidade, composicédo
guimica e porosidade (LOPES; JARDINI; FILHO, 2012).

Além das caracteristicas de biocompatibilidade do PLA, ele tem como vantagem o
baixo custo, proporcionando 6timos resultados de impressédo 3D. (LASPRILLA et al., 2012).



Para melhorar as propriedades mecéanicas do PLA, pode ser proposto adicionar um
agente nucleante, para acelerar a cristalizagdo do PLA, implementando um balanco entre a
fase cristalina e amorfa (JARI'YASAKOOLROQJ, 2014). O nucleante aumentam a temperatura
de cristalizacdo e diminuem o tempo de cristalizacdo e atuam alinhando as cadeias do
polimero. Com isso, vai aumentar o nimero de nucleos do polimero e como consequéncia, 0s
esferulitos vao diminuir de tamanhos, e com cristais menores as propriedades fisicas dos
polimeros vao ser melhoradas, dentre elas a resisténcia ao impacto (AZEREDO, 2010). Na

Figura 8 é apresentado o PLA na forma de filamentos comercialmente disponiveis.

Figura 8. Fotografia digital dos filamentos de PLA.

Fonte: (a) (WEBTRONICO, 2016).

O PLA pode ser modificado com células/biomateriais para reproduzir tecidos naturais,
para substituicdo de tecidos comprometidos. Segundo Wang 2016, foi demonstrada uma
modificacdo de scaffolds de PLA com plasma, Figura 9, com objetivo de alterar a rugosidade
do PLA. O scaffold modificado mostrou alteracdes nas propriedades de superficie, resultando
em uma superficie mais hidrofilica. Essa alteragdo ocorreu devido a alteracdes nos grupos
quimicos da superficie do PLA, o grupamento CHs, foi convertido em CH,OH, CHO e
COOH. A rugosidade do PLA foi aumentada ap6s o tratamento com o plasma. Comparando o
PLA modificado com plasma e o PLA puro, o PLA/PLASMA aumentou a adesdo das células,
melhorando as propriedades de ades&o celular, crescimento celular cito-compatibilidade.
(WANG, 2016).
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Figura 9. (a) Scaffold PLA modificado com plasma. (b) Comparacao do scaffold controle e
do scaffold com plama.

(b) Control

Fonte: WANG, 2016.

As informacdes adquiridas, a partir das analises, podem apontar filamentos de PLA
como excelentes materiais para a constru¢do de implantes para aplicacdo na engenharia de
tecidos.

1.4 Quitosana (QS)

Os polimeros se dividem em dois principais grupos, os polimeros naturais e sintéticos
(RODRIGUES, 2012). A quitina, apresentada na Figura 10 (a), por sua vez é um dos
polissacarideos, polimeros naturais, mais importantes, encontrada no exoesqueleto de

artropodes. (AZEVEDO, 2007).

Figura 10. Estrutura quimica da Quitina (a) e Quitosana (b).

Fonte: Propria.
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A quitina é obtida apds processos de purificacdo, onde sdo removidas impurezas (resto
de proteinas, minerais), que podem provocar modificacdes na sua estrutura. A quitina atoxica,
biodegradavel e insoluvel em agua e alguns solventes organicos. Sendo a quitosana o
principal produto obtido da quitina. (ASSIS, 2012).

Para extracdo da quitina do exoesqueleto de artrépodes existem trés etapas
(Desmineralizacdo, desproteinizacéo e despigmentacéo), representadas na Figura 11, que sdo:
desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo, para eliminar qualquer substancia
residual. Para a desproteinizagdo € utilizada solucdes aquosas, como o hidroxido de sodio ou
potassio. Na desmineralizacdo sdo utilizados &cidos, como, cloridrico ou acético, para
remover o0s sais mineiras. Na despigmentacédo sdo utilizados solventes como etanol e acetona,

para remocdo dos pigmentos (BLANCO, 2011).

Figura 11. Esquema do processo de extracdo comercial da quitina

By —— (L)

Quitina

Desmineralizacio NHCOCH;  CH0d n

(HCT)
Desproteinizaciio
(NaOH)
Despigmentag fo

Fonte: (AQUADA, 2009).

A Quitosana (QS), apresentada na Figura 10 (b) é um polissacarideo, apresentada,
composto por um arranjo linear de unidades de glucosamina, sendo a forma desacetilada da
quitina. A quitina é um polissacarideo encontrado abundantemente na natureza, ela é formada
por mondmeros de B-(1-4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glicose (N-acetilglicosamina), pode ser
encontrada no exoesqueleto de crustaceos, como camardes e caranguejos, sendo insoltvel em
solventes organicos e agua. (DIAS, Kleydiane Braga et al. 2013).

A quitosana difere-se da quitina, pois no processo de obtencdo da quitosana ocorre a
desacetilacdo na posicdo do carbono-2 de cada unidade glicosidica por grupos aminas
(ANTONIO, 2007).
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Além de outras propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade e ser
atoxica. A quitosana também é bastante utilizada para tratamento de lesGes na pele, pois ela
possui algumas propriedades como cicatrizante a antimicrobiana, podendo ser aplicada sobre
ferimentos (LIMA, 2015).

A quitosana também tem um papel importante na coagulacao, reduzindo o tempo de
coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetéria, devido a interacdo das cargas positivas dos
grupos aminicos livres da quitosana com as cargas negativas de receptores dos eritrocitos. Ja
na analgésia, estudos sugerem que o efeito analgésico na quitosana € causado, pois a
quitosana teria a capacidade de absorver a bradicinina liberada na inflamagéo. (SILVA, 2006).

A quitosana ¢ um material muito utilizado para sistemas de liberacdo de farmacos,
podendo, as nanoparticulas serem utilizadas, proporcionando liberacdo prolongada e
controlada. Os biomateriais de quitosana estdo sendo considerados como aceleradores da
reparacao tecidual, sdo capazes de aumentar a producdo da matriz extracelular com o aumento
dos fatores de crescimento (SPIN-NETO, 2008). Devido as propriedades da quitosana, ela
pode atuar como substituto 6sseo, onde com o passar do tempo os biomateriais de quitosana,
vao ser substituidos por osso natural (MUZZARELLI, 2002).

1.5 Gelatinizacao ionotrépica

As nanoparticulas estdo relacionadas a nanotecnologia, que é a escala de medida
nanométrica (CHAU et al., 2007). As nanoparticulas tem uma maior area superficial, que
resulta em uma maior interagdo com a matriz (ASSIS, 2012). Elas estdo sendo muito
estudadas pelas suas propriedades de alcancar sitios especificos para liberacdo de farmacos e
sustentadas (DAMIAN et al., 2005).

Na sintese de nanoparticulas, existe uma tendéncia a aglomeracdo na area superficial
do material, mas para que ndo ocorra essa aglomeracdo, é adicionado um agente estabilizante,
como nesse caso o polifosfato de sédio, que é utilizado com estabilizante das nanoparticulas
(ERSHOV, 2006).

A gelificacdo ionotropica envolve a interacdo de um polimero idnico, com ions de
cargas opostas para a reticulacdo (AHIRRAO, 2014). Essa interacdo deve-se a reticulagéo,
inter e intramolecular mediada por polianions especificos, onde as ligacdes entre as moléculas
lineares produzem polimeros tridimensionais. Na Figura 12, é apresentado a reticulagdo da
QS/TNAPP, que envolve a adicdo de um polianion tripolifosfato, o mais utilizado. As

nanoparticulas se formam imediatamente apds a mistura das fases, pelas ligacdes inter e
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intramoleculares formadas entre 0s grupos amino da quitosana, e 0s grupamentos do fosfato
do tripolifosfato (KIILLL, 2012).

Figura 12. Reticulacdo da quitosana com o tripolifosfato.

0 0 0
O P O P O-P-0O

+ OH OH OH

Tripolifosfato

Quitosana .
Quitosana

Fonte: (CALVO et al., 1997).

Conforme a citacdo de CALVO et al. (1997), que mostra a formacéo de nanoparticulas
de quitosana ocorre para concentragdes especificas de quitosana e tripolifosfato. A formagéo
de particulas em tamanhos menores, deve-se a quantidade menor de QS/TNAPP adicionados
na solucdo. A determinacdo do tamanho de nanoparticulas é determinada conforme a
concentracdo de quitosana e tripolifosfato (CALVO et al., 1997).

Nesse trabalho, as nanoparticulas foram obtidas por geleificacdo ionotrdpica, onde a
solucdo de polifosfato de sddio (cargas negativas) foi dispersa sobre a solucdo de quitosana
(base fraca), formando nanoparticulas (KIILLL, 2017). As cargas negativas do polifosfatos,
interagiram com 0s grupos amino protonados da quitosana por forcas eletrostaticas e ligacdes
de hidrogénio (MAINARDES, 2010).

Utilizamos o polifosfato de sodio, por ser um polifosfato orgénico soltivel em agua,
utilizado como reticulante (KIILLL, 2017).

1.6 Polifosfato de sodio (NaPO3),
Os fosfatos sdo classificados em fosfatos condensados e ortofosfatos. Os ortofosfatos

apresentam apenas o fon (PO,%). Os fosfatos condensados sdo divididos em metafosfatos,

ultrafosfatos e polifosfatos. O polifosfato de sddio, apresentado na Figura 13, é constituido
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por uma distribuicdo de cadeias lineares de fosfatos. O polifosfato de sodio comercial, é
conhecido como sal de Graham, polifosfato de cadeia longa. Ele € o unico polifosfato soltvel
em agua, e o grau de solubilidade do polifosfato de sddio, depende do tamanho de sua cadeia
(DIAS FILHO, 2003). O polifosfato de sddio € um composto, com diferentes comprimentos
de cadeia, onde a unidade (PO3) se repete ao longo da cadeia por 15 vezes. Um atomo de
fésforo (P) em posicao central é envolvido por quatro atomos de oxigénio (O), onde um deles
forma uma ligacdo dupla (P=0) e repetidas unidades de (PO3-) formam a cadeia, que a torna
negativa (MELO, 2011). O polifosfato de sdédio age como agente estabilizante de
nanoparticulas (ERSHOV, 2006).

Figura 13. Estrutura quimica do polifosfato.
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Fonte: www.icb.usp.br

Os polifosfatos tem varias aplicagdes, dentre elas, na inddstria alimenticia, tratamento
de agua, formulagdes de detergente, fertilizante de plantas, entre outros. Mas na area médica e
farmacéutica, ele tem aplicacGes na industria farmacéutica, como producdo de cosméticos,
usados como agente quelante. (PEREIRA, 2007). O polifosfato de sédio € também muito
utilizado na preparacdo de matrizes e copolimeros, para a liberacdo controlada de farmacos
(DION, 2005).

Neste trabalho foram obtidos nanoparticulas de Quitosana e polifosfato de sodio,
conforme (Kill et al) e posteriormente, incorporadas a scaffolds de PLA, com a finalidade de
associar as propriedades dos precursores na obtencdo de um biocompoésito, com potencial

aplicacdo na Engenharia de Tecidos.


http://www.icb.usp.br/~benys/joomla/index.php/component/content/article/35/95-polip
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi a obtencéo de scaffolds de PLA modificados com NNP's
de QS/NaPP para aplicacdo na engenharia de tecidos.

2.2 Objetivos especificos

- Estudo estrutural, térmico e morfoldgico dos filamentos de PLA comercialmente
disponiveis.

- Desenvolvimento de scaffolds de PLA, por impressdéo 3D modificados com
nanoparticulas de Quitosana/NAPP (Polifosfato).

- Avaliagcdo do potencial das amostras obtidos por diferentes ensaios in vitro

(citotoxidade e adesao celular)

3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Foram adquiridos filamentos comercialmente disponiveis de diferentes empresas. As
amostras foram renomeadas como: PLA-1 (azul), PLA-2 (Cinza), PLA-3 (transparente), PLA-
4 (laranja), PLA-5 (Natural). Os pellet’s de PLA, usados como recebido, foram gentilmente
doados pela Braskem.

As nanoparticulas foram obtidas, utilizando como reagentes a quitosana de baixo peso
molecular (50Kda) e grau de desacetilacdo (75 a 85%) (Sigma-Aldrich®), acido acético
glacial (Synth®) e polifosfato (MERCK). Os equipamentos que foram utilizados: bomba
peristaltica (GE Healthcare®), agitador magnético (Quimis®), agitador mecanico (Quimis®),
pHmétro (Gehaka®), papel de filtro (125 mm), funil, estufa, béquer, provetas, pipetas e

frascos.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao da solucao de Quitosana 2,0 mg/mL

Foi obtida a solucdo de quitosana dissolvendo 0,5 g de quitosana em um béquer de 500
mL e foi adicionado 25 mL de &cido acético glacial 0,75 % (v/v) (0,1 M), essa solucdo de QS
foi colocada no agitador mecanico. Em seguida completou-se a suspensdo com agua destilada
até 250 mL, ndo ultrapassando o valor final de 250 mL. Deixou-se agitar a solucdo de
quitosana durante 6 horas a temperatura ambiente (25° C). Em seguida o pH da solucdo de
quitosana 2 mg/mL (m/v) foi ajustado a 4,4 com solucdo aquosa de hidroxido de sédio 0,1 M
e completado o volume de 250 mL com agua destilada (CALVO, 1997; KIILLL, 2016). Essa

solucdo de quitosana foi filtrada em papel filtro de 125 mm.

3.2.2 Preparacao das solucdes de NaPP 0,6 mg/mL

Pesou-se 0,1 g de polifosfato em um béquer de 100 mL, em seguida foram adicionado
60 mL de agua destilada, a solucdo foi submetida a agitacdo em um agitador magnético com a
400 rpm, durante 30 minutos para dissolucdo. A solucéo foi filtrada, utilizando-se um papel
filtro de 125 mm.

3.2.3 Preparacao das nanoparticulas QS/NaPP

As nanoparticulas de QS/NAPP foram preparadas de acordo com o método de
gelatinizacdo idnotropica descrita por Calvo et al. (1997) e Kiilll et al. (2016). Nesse trabalho,
as nanoparticulas foram obtidas por gelatinizacdo ionotropica, onde a solugdo de polifosfato
de sodio (cargas negativas) foi dispersa sobre a solucdo de quitosana (base fraca), formando
nanoparticulas (KIILLL, 2017). As cargas negativas do polifosfatos interagiram com o0s
grupos amino protonados da quitosana por forcas eletrostaticas e ligacGes de hidrogénio
(MAINARDES, 2010).

Foi colocado 35 mL da suspensédo de quitosana (2mg/mL) em um béquer sob agitacéo
magnética a 400 rpm. Em outro béquer foi adicionado 14 mL da solucdo de Polifosfato de
sodio (0,6 mg/mL). Em ambos foram anexados a bomba peristaltica (a flore rate x 1 e em

velocidade 5 rpm) para formag&o das nanoparticulas.
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A solucdo de NaPP foi gotejada sobre a solugdo de quitosana (bomba peristaltica) sob
agitacdo magnética (quitosana ficou em agitacdo), promovendo desta forma a complexagéo

entre espécies de carga oposta. Esse esquema esta representado na Figura 14.

Figura 14. Esquema do processo de gelatinizacdo lonotropica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.4 Producéo dos scaffolds de Poli (&cido latico) (PLA)

Foram produzidos os scaffolds de PLA Natural de tamanho 10 mm de diametro (1
cm), através da impressora 3D (Stella — Boa Impressao 3D), por prototipagem rapida.
3.2.5 Tratamento dos scaffolds com NaOH

Os scaffolds de PLA foram tratados em NaOH (0,1 M) com volume de 100 mL de

agua destilada, em béquer, durante 1 hora, foram lavados em &gua destilada e secos em estufa
(37°C), durante 1 hora.
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3.2.6 Incorporagdo das Nanoparticulas Quitosana/NAPP aos scaffolds de PLA

Ap0s a producéo dos scaffolds de PLA e tratamento prévio com solucdo de NaOH, os
scaffolds foram imersos em solucdo de quitosana/NaPP, com algumas variacdes de tempo
6/12/24 horas. Apo6s a incorporagdo das nanoparticulas de QS/NaPP, os scaffolds foram secos

na estufa por 37° C, durante 1 hora.

3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.3.1 Microscopia Confocal

A Microscopia Confocal foi realizada utilizando o Olympus LEXT OLS4100
laser scanning digital microscope non-contact 3D. A Microscopia Confocal foi realizada no
laboratério NUMA (nlcleo de manufatura avancgada), localizado na Escola de Engenharia de
Sdo Carlos da Universidade de S&o Paulo — Campus Sé&o Carlos.

3.3.2 FTIR (Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho)

A Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho foi realizada utilizando
0 Espectrometro FT-IR Vertex 70 da Bruker, com acessorio ATR (refletancia total atenuada).
Essa analise também foi realizada no Instituto de Quimica, da Universidade Estadual Paulista

— Campus Araraquara.

3.3.3 DRX (Difracdo de Raio-X)

As andlises das amostras dos filamentos comercialmente disponiveis das amostras
foram medidas usando um difratdbmetro de raios-X D8-Advance, Bruker. Essa andlise estava
em 20 intervalo entre 20° e 80° com um tamanho de passo de 0.02° em modo continuo de 1 °/
minuto, um 2,5 ° divergéncia Soller fenda e detector sensivel a posicdo. Todos 0s
refinamentos, ajustes e calculos relacionados a cristalinidade e tamanho foram realizados com
TOPAS Academic 5.0 (Coelho A, 2016).
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3.3.4 TG (Termogravimetria)/ DTG (termogravimetria derivada)/ DSC (Calorimetria
Exploratoria Diferencial)

Curvas TG/DTG-DTA foram obtidas utilizando o instrumento TA SDT
2960 Simultaneo, com fluxo de nitrogénio de 100 mL.min™. Curvas DSC foram obtidas em
DSC1 STARe da Mettler com massa em torno de 6mg, cadinho de aluminio aberto e
atmosfera de nitrogénio. J& na analise dos scaffolds/NNP's QSNaPP, foi utilizado ar estéatico.
Essas analises foram realizadas no Instituto de Quimica, da Universidade Estadual Paulista —

Campus Araraquara, com auxilio do Prof. Dr. Didgenes dos Santos Dias.

3.3.5 Medidas de espessura filamentos

A avaliacdo das medidas foi realizada com o Paquimetro digital — ZAAS Precision,
disponibilizado pelo laboratério QUIMMERA, localizado na UNIARA- Unidade 2 -
Araraquara. Foram feitas cinco repeticbes de medidas da espessura de cada filamento. Foi
avaliado a espessura média e o desvio padrdo da média da espessura, dos filamentos de cada

amostra.

3.3.6 EDS (Espectroscopia por Disperséo de Energia de Raios X) e Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

O MEV e EDS das amostras foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura
MEV (FEG-MEV; JEOL modelo 7500) no Instituto de Quimica de Araraquara/Unesp, em
uma tenséo de 2 kV. As amostras foram colocadas em um suporte de cobre e recobertas com

uma camada de ouro, por meio de uma corrente de 40 mA durante 60 segundos.
3.3.7 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O tamanho das particulas (DP), indice de polidispersidade (Pdl) e potencial zeta (PZ),
foram determinados pela técnica de espalhamento dinamico de luz. As amostras foram
diluidas em agua purificada (1:100) e analisadas. As andlises foram realizadas em triplicata.
Foi realizado os célculos de desvio padrdo e valores médios das NPs. As analises foram
realizadas em triplicata. Foi realizado os calculos de desvio padrédo e valores médios das NPs.
As analises foram realizadas em Analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern

Instruments acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator
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3.3.8 Andlise gravimétrica

Os scaffolds foram analisados pela andlise gravimétrica, onde foram imersos em
nanoparticulas de quitosana/polifosfato, por 6, 12 e 24 horas. Apos a imersao, foi lavado em
agua corrente e seco em estufa a 37°C durante 1 hora. Quando seco completamente, 0s
scaffolds foram pesados em balanca semi-analitica e foi verificado a diferenca de massa entre
as 5 amostras (6 horas, 12 horas e 24 horas). Etapas: Imersdo > Lavagem > Secagem >

Pesagem. E em seguida foram analisados pelo test t-Student.

Um teste t-student € um teste de hipdtese da média de uma ou mais populacdes, ele é
realizado para comparar os valores das varidveis, a fim de verificar se existe diferencas
significativas entre as amostras (CARDOSO, 2012).

3.3.9 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)

Foram utilizadas 7 amostras: Amostra 1 — scaffold de PLA puro, amostra 2 — scaffold
tratado com NaOH, amostra 3 — scaffold imerso em solucdo de nanoparticulas de QS/NAPP
por 6 horas, amostra 4 — scaffold imerso em solucdo de nanoparticulas de QS/NAPP por 12
horas, amostra 5 — scaffold imerso em solucdo de nanoparticulas de QS/NAPP por 24 horas,
solucdo controle negativo (DMEM + SORO BOVINO FETAL + ANTIBIOTICOS) e solugio
controle positivo (DMEM + 30% DE DMSO). Os scaffolds foram esterilizados em luz UV
por 6 horas, fazendo inversdo das pecas a cada 1 hora. Apds esterilizacdo, os scaffolds foram
acondicionados em placas de cultura de 48 pocos.

Um contingente celular de aproximadamente 1x10° foi semeado sobre os scaffolds e
foram, entdo, mantidos em condicdes de cultura por 48 horas (37°C em atmosfera umidificada
contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico, por 24 horas). As amostras foram preparadas
triplicata.

Apds 48 horas os scaffolds foram lavados com PBS 1x, e foram adicionados 50 pL de
MTT, a placa de cultura foi novamente incubada em estufa 37°C por 4 horas. Apos
incubacdo, 100 pL de isopropanol foram adicionados aos pogos e homogeneizados
delicadamente para a solubilizagéo dos cristais de formazan.

Os valores de densidade optica (DO) obtidos em um comprimento de onda (1) de 570
nm num espectrofotémetro foram convertidos em percentagens de viabilidade celular relativa

amostra controle negativo.
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4. Resultados e Discussao
4.1 Filamentos de PLA

4.1.1 Caracterizacdo morfoldgica

A Figura 15 (a) mostra uma fotografia digital das amostras dos filamentos de PLA
estudados. Todos os filamentos s&o macroscopicamente homogéneos e tem um didmetro
médio de 1,72-1,76 mm, o que é consistente com relatorios fornecidos pelos fabricantes.

A Figura 15 (b) mostra os dados de Microscopia Confocal de todos os filamentos de
PLA antes e apds a extrusdao. Como visto em imagens bi (a), bi (b), bi (c), Bi (d) e bi (e), antes
da extrusdo havia ranhuras e tracos de grédos em todos os filamentos de PLA. Assim, 0s
filamentos antes da extrusdo mostraram um aspecto heterogéneo. Foi possivel observar que,
apos a extrusdo de filamentos na impressora 3D, pelo bico extrusor, os filamentos ficaram
com um aspecto mais uniforme aparente, mostrado nas imagens bll (a) bll (b) bll (c) bll (d) e
bll (e).

Figura 15 - (a) Fotografia digital dos filamentos de PLA. (b) Microscopia confocal dos
diferentes tipos de filamentos de PLA. A barra branca apresentada nas imagens dos
filamentos antes da extrusao equivale a 500 micrometros.
(a)

( b ) PLA-1 PLA-2 A— A«4 ) PLA-5

Filamentos
antes da
extrusdo

Filamentos
apos
extruséo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foram observadas diferencas em relacdo a qualidade de impress@o ap6s aquecimento a
240°C pela impressora 3D, em que a extrusora tem diametro nominal de 0,6 milimetros.
A Tabela 1 mostra os dados de espessura (media), o desvio padrdo e rugosidade da

superficie de cada um dos filamentos PLA antes e ap0s a extruséo.

Tabela 1 - Dados de espessura (média), o desvio padrdo e rugosidade da superficie de cada um dos
filamentos PLA antes e ap6s a extrusao.

FILAMENTOS DIAMETRO (MEDIO) mm RUGOSIDADE RUGOSIDADE

ANTES DA APOS

EXTRUSAO EXTRUSAO
PLA-1 1,72 +0,02 mm 0,27 +0,3 um 0,08 + 0,02 um
PLA-2 1,76 £0,04 mm 0,54%0,1 um 0,06 + 0,04 um
PLA-3 1,76 £ 0,04 mm 1,72+ 1,1 ym 0,07 +0,03 um
PLA-4 1,73+0,01 mm 0,44+ 0,2 um 0,10+ 0,01 pm
PLA-5 1,74+0,02 mm 0,10+ 0,5 um 0,11+ 0,02 um

*mm: milimetro

4.2 Caracterizacao Estrutural

421FTIR

A banda mais intensa observada no espectro da Figura 16 localiza-se em 1750 cm-1,
que esta associada ao estiramento C=0 do grupo éster, esse grupo pertence a cadeia do PLA.

A banda em 1460 cm™ ¢é atribuida a deformacéo angular assimétrica do grupo CHs. As
bandas em 1180 cm™ e 1085 cm™ observada est&o associadas a possiveis modos deformacées
axiais assimétricas do grupo ester (O-C-C).

As principais bandas entre 1300-1500 cm™ sdo referentes & deformagdo angular
simétrica da ligacdo C-H do metileno (CH2) e da metila (CH3). Os picos 1180, 1359 e 1270
cm™ representam o alongamento (C-C) e o pico de 1454 cm™ é a articulagdo (CH).
(CHANAPPLE, ANANDJIWALA E RAY, 2013).

Esses picos foram observados em todas as amostras de filamentos de PLA disponiveis
comercialmente. Portanto, o ensaio de FTIR confirmou que os picos sdao semelhantes em

todas as amostras de PLA.
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Figura 16 - Espectro de infravermelho de todos os filamentos de PLA comerciais. a) PLA-1,
b) PLA-2, ¢) PLA-3, d) PLA-4, e) PLA-5 e f) PLA-6.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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4.2.2 DRX (Difracdo de Raio-X)

Na Figura 17, é possivel observar o halo amorfo e o pico caracteristico do cristalino de
todos os filamentos amostras PLA (CHANAPPLE, ANANDJIWALA E RAY, 2013).

Tanto a cristalinidade e o tamanho de cristalito foram calculados utilizando rotinas
implementadas em TOPAS Academic 5.0. O tamanho de cristalito é calculado com a

aproximacéo de Doble-Voigt.

Figura 17 - Curvas DRX para os filamentos de PLA-1; PLA- 2; PLA- 3; PLA- 4 e PLA-5.
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Fonte: Elaboragdo propria.

A mudanga de cristalinidade e o tamanho do cristalito exibiram a mesma ordem de
grandeza com pequenas diferencas na amostra experimental (Tabela 2). As comparacdes dos
difratogramas sugerem que o processo de fabricacdo utilizado para a obtencdo do filamento
comercial ndo afeta significativamente a cristalinidade do PLA, exceto a amostra 5 (PLA
natural), que obteve uma diferenca significativa. Sugere-se que a amostra 5 (PLA natural)
teve esse comportamento pois € livre de pigmentos, sendo uma amostra natural, comparado
com o PLA-1, 2, 3 e 4. Todas as amostras se mostram semi-cristalinas, isso é uma
caracteristica tipica de um polimero.
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Tabela 2 - Cristalinidade e tamanho de cristalito.

Amostras Cristalinidade %0 Tamanho de

cristalito (nm)

PLA-1 39.78 31.65
PLA-2 36.61 28.26
PLA-3 33.76 28.04
PLA-4 38.46 42.68
PLA-5 25.35 27.05

Fonte: Elaboracdo prépria.

4.3 Caracterizacdo térmica

4.3.1 Curvas TG (termogravimetria) / DTG (termogravimetria derivada) e DTA (anélise
térmica diferencial)

As curvas TG e DTG mostrados nas Figuras 18 a-e permitiram verificar as diferencas
na estabilidade térmica dos filamentos de PLA contendo diferentes pigmentos. As curvas
TG/DTG para as amostras de PLA de 1 a 5 mostraram um Unico evento de decomposi¢do
térmica na gama de 240°C a 390°C. Pode ser observado que a presenca de pigmento colorido
aumentou a estabilidade do filamento de PLA comparando com o PLA natural, como mostra a
Tabela 3.

Tabela 3 - Dados obtidos a partir de curvas TG/DTA para amostras de PLA.
PLA PLA-1 PLA-2 PLA-3 PLA-4 PLA-5

Temperatura 326,0 333,6 338,8 327,9 288,9

Ti 270,8 274,2 278,7 258,3 248,7

T¢ 395,6 372,3 376,9 372,2 341,1

Residuo %  0.4275  1.129 0.5943 0.4013  0.8575
(600 °C)

Temperatura; T;=temperatura inicial; T{=temperatura final.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As curvas DTA, Figuras 19 a-e, mostraram mudancas na linha de base entre 100 e
200°C sem perda de massa em curvas TG que é caracteristica da transicao vitrea embora 0s
resultados de TG de PLA apresentaram algumas variacGes dependendo da composicdo do
pigmento de polimero. Esse aspecto teve melhor avaliacdo nas curvas de DSC, Figuras 21a-e.
Entre 200 e 300°C, € possivel observar o pico endotérmico relacionado com a decomposi¢do

térmica dos polimeros em uma atmosfera de nitrogénio.

Figura 18 - TG / DTG Curva de filamentos de PLA. PLA-1(a); PLA- 2(B); PLA- 3(C); PLA-
4(D) e PLA- 5(E), em atmosfera de nitrogénio (100 mL min-1) a uma taxa de
aquecimento de 20 ° C min-1.
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Figura 19 - Curvas DTA para filamentos de PLA. (PLA-1(a); PLA- 2(B); PLA- 3(C); PLA-
4(D) e PLA- 5 e PLA-6, em atmosfera de nitrogénio (100 mL min-1) a uma taxa
de aquecimento de 20 ° C min-1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Curvas de DSC (Calorimetria Exploratoria Diferencial)

As curvas de DSC, Figuras 20a-e, mostraram o primeiro aquecimento entre 25 e 80°C
indicando a transicao vitrea do polimero juntamente a um pico de relaxacéo.

A amostra foi aquecida e reaquecida a 130°C. Na segunda amostra 0 aquecimento
pode ser observado a cerca de 60°C e esta também relacionada com uma transicao vitrea, sem
a presenca do pico de relaxagdo, seguida por cristalizacdo parcial do polimero até 130°C. A
amostra foi novamente aquecida a temperatura ambiente, e um terceiro aguecimento pode ser
observado perto de 60°C, o que ainda indica transicdo vitrea presente, mas com menos

intensidade, tipico de um polimero semi-cristalino. Ja ndo é observado pico de cristalizagéo
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exotérmica, mas apenas o pico endotérmico de fusdo 140-180°C, dependendo do pigmento
contido em PLA’s. A Tabela 4 mostra a temperatura de transi¢ao vitrea ¢ a entalpia de
cristalizacdo (AHc J/g), calculada por meio das segundas curvas de aquecimento. A amostra
padrdo ndo apresentou pico de cristalizacdo, indicando que o filamento ja é cristalino, antes
do tratamento térmico em meio de curva de DSC.

Com curvas de DSC, pode-se calcular a temperatura de fusdo e o grau de

cristalinidade, mc,h, que sdo dados por:

TAH,. 1)

Em que AHss é a entalpia de fusdo especifica da amostra e AHss.c € a entalpia
especifica de fusdo do polimero completamente cristalino por meio da mesma gama de
temperaturas (ALLEGRA, et al, 1989). O calor de fusdo tedrica considerado 100% do PLA
cristalino tinha um valor de 93 J/g (FISCHER; STERZEL, WEGNER, 1973). Os valores
calculados para o grau de cristalinidade estdo na Tabela 4 e mostram que os pigmentos na
amostra aumentam a cristalinidade. Os filamentos de laranja também apresentaram alguma
cristalinidade como pode ser observado pelo baixo valor para AHc.

Esse comportamento, como a diferenca de cristalinidade, desde que o filamento pode

indicar condi¢Oes diferentes durante a impressdo numa impressora 3D.

Tabela 4 - Os dados obtidos a partir de curvas de DSC para amostras PLA.

Grau de Fusao Temperatura de AHc
cristalinidade transicdo vitrea 80 -120 °C
(\)c’h /%
PLA (°C) (Temperatura de J/9)
inicio/°C)
PLA-1 34.26 173,9 58,06 23.83
PLA-2 49.03 181,0 59,29 26.64
PLA-3 32.84 1739 58,32 6.61
PLA-4 26.72 156,3 59,29 20.07
PLA-5 16.96 154,0 60,06 0

Fonte: Elaboracdo propria.
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Figura 20 - Curvas de DSC, primeiro, segundo e terceiro aquecimento de filamentos de PLA.
(PLA-1(a); PLA- 2(B) ; PLA- 3(C); PLA- 4(D) e PLA- 5, em ar estatico a uma
taxa de aquecimento de 10 ° C min-1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.3 EDS (Espectroscopia por Dispersdo de Energia de Raios X)

Através da técnica de EDS sdo verificados certos elementos quimicos presentes na
estrutura, como mostra na Figura 21, confirmando a presenca algumas composi¢des quimicas
como mostram nas Figuras: C (carbono), O (oxigénio), Al (aluminio), Si (silicio), Na (sddio),
S (enxofre), Cl (cloro), K (potéssio), Ni (niquel) e Fe (ferro). A EDS mostra a presenga
predominante de O e C, presente em todas as amostras da Figura 22. J& na amostra PLA-2,
existe um elemento quimico com maior predominancia, o Ni. Podemos observar que no
filamento PLA-5, s6 ha existéncia de dois componentes quimicos, o C e o O, mostrando que 0

PLA-5 esté livre de pigmentos.

E possivel perceber que o Carbono (C) e o Oxigénio (O) estdo presentes em todas as
amostras de PLA analisadas, que podem ser provenientes da estrutura quimica do Poli (Acido
Latico) (SILVEIRA., et al 2014). Os dados de MEV combinados com os espectros de EDS
mostram a contaminacdo dos filamentos com alguns pigmentos, que é mostrado exatamente

nas imagens, comparando com PLA-5, que ndo ha nenhum contaminante (DUARTE, 2003).

H& alguns tipos de cargas que sdo adicionadas a polimeros, fazendo com que melhore
a resisténcia mecanica e estabilidade térmica dos polimeros, um exemplo de material utilizado
como carga, € o pd de silica (BOSCARO, 2014). Podemos observar que algumas amostras,
como os filamentos PLA-1, PLA-4 e PLA-3, apresentaram o silicio em sua composi¢do, com
isso podemos supor que a presenca de silica estd relacionada as cargas adicionadas no
processo de obtencdo do polimero.

E utilizado o cloro no tratamento da &gua, para possivel destruicdo de alguns
microrganismos, sendo esse 0 objetivo mais comum para utilizacdo do cloro na agua
(MEYER, 1994). Nas amostras PLA-1 e PLA-4, é significativo o aparecimento de Cloro, isso

deve ser devido a lavagem dos equipamentos com agua.

Quase todos os metais de transicdo sdo capazes de formar substancias coloridas, mas
s0 alguns sdo usados como colorantes, que sdo 0s colorantes inorganicos, onde podemos citar:
Ferro e Niquel (SARON, 2006). Estes elementos estdo presentes nos filamentos de PLA de
cor cinza, sendo assim, pode-se observar que a presenca desses dois compostos (Fe e Ni)

indica que é devido ao pigmento utilizado para dar cor ao PLA cinza.

No PLA-2 e PLA-4, podemos notar a presenca do S (enxofre), acredita-se que esse

elemento esteja presente nessas amostras de PLA, pois existem alguns catalisadores que
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contém enxofre em sua composicdo. O Al (aluminio), Na (sédio) e K (potéssio), presentes nas
amostras, PLA-1, PLA-2, PLA-3 e PLA-4, sdo possiveis contaminantes, oriundos de corantes

que podem ter sido empregados nos filamentos de PLA.

Figura 21. Espectroscopia por Dispersdo de Energia de Raios X. PLA-1 (a); PLA-2 (b); PLA-3 (c);
PLA-4 (d) e PLA-5(e).
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5. SCAFFOLDS INCORPORADOS COM NANOPARTICULAS DE
QUITOSANA/POLIFOSFATO

As Nanoparticulas estdo sendo cada vez mais utilizadas, principalmente a quitosana,
por suas propriedades antimicrobianas (DAMIAN et al., 2005). Neste trabalho, utilizou-se a
QS e o NAPP para obtencdo de nanoparticulas. A Figura 22 apresenta a solugdo de NNP’s

obtida e utilizada neste trabalho.

Figura 22. Solucao de nanoparticulas de QS/NAPP.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1 Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS)

As nanoparticulas de QS/NAPP foram preparadas pela mistura de solucdo de
Quitosana com a solucdo de NAPP (polifosfato), sendo a quitosana carregada positivamente.
A QS se unira com o polifosfato (negativamente carregado), por meio da gelificacdo
ibnotrodpica.

O potencial zeta mostra informacdes da carga superficial das nanoparticulas, para
verificar cargas para ligaces com outros materiais, podendo medir as interac6es repulsivas
entre particulas e a estabilidade das nanoparticulas em solucdo (NEVES, 2013). O valor
obtido do potencial zeta foi de 37,6 mV. O potencial zeta mostra se o material apresenta uma
estabilidade eletrostatica em suspensdo, a faixa ideal de potencial zeta é de +/- 30 mv,

consequentemente as amostras que foram analisadas estao estaveis (BEDE, 2010).

O indice de polidispersividade verifica a homogeneidade da distribuigdo do tamanho

das nanoparticulas. Onde o PDI, foi menor que 1, indicando que a amostra € homogénea
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(KILLL, 2017). O indice de polidispersidade obtido foi de 0,34 + 0,10, sendo esse valor
baixo (<1), indicando que a disperséo foi homogénea. Quanto menor o Pdl mais homogénea é
a amostra. O valor obtido € indicativo de homogeneidade das nanoparticulas (Malvern, 2004).
Obteve-se pelo potecial zeta um valor médio de 37,6 + 4,47 mV, esse valor é acima de 25

mV, entdo pode-se considerar uma substancia estavel (MIRHOSSEINI et al., 2008)

O tamanho das nanoparticulas é muito importante por causa da aplicabilidade dos
materiais, com a diminuicdo do tamanho das nanoparticulas a eficacia de absorcdo é maior
(WEN FAN et al., 2012). O didmetro médio das nanoparticulas QS/TNAPP, e os valores
observados ficaram na faixa de 242,7 £ 25,7 nm. Os valores de polidispersao relevam a
homogeneidade e o tamanho das nanoparticulas, indicando a estabilidade das mesmas. Esse
valor de polidispersdo que foi obtido provavelmente é referente a aglomerados, e ndo a

nanoparticulas isoladas, e isso podemos confirmar fazendo o MEV. (BEDE, 2010).

De acordo com estudos anteriores as nanoparticulas de Quitosana/NAPP obtidas, séo
semelhantes as encontradas na literatura, comparando a estabilidade, tamanho e polidispersédo
(KIILLL, 2016).

5.2 Difracéo de raio-x

No difratograma da Figura 23 (b), (c), (d) e (e), em 15° 26 Theta apresenta um pico de
baixa intensidade. Entre 15 a 40° 26 Theta para (a) e de 10 a 30° 2 Theta para (b), (c), (d) e
(e), apresenta o halo amorfo. Os difratogramas sdo caracteristicos de um material amorfo. O
desaparecimento do padrdo do PLA indica que alterou a caracteristica da amostra (b), (c), (d)
e (e) ou porque esta encoberto pelas NNP’s de QS/NaPP, que é um material amorfo.

Os scaffolds de PLA foram tratados com NaOH antes da modificagdo com
nanoparticulas. Devido ao tratamento com o NaOH, formou-se poros dentro do scaffolds de
PLA. Esses poros formados foram preenchidos pelas NNP’s de QS/NAPP quando imersas na
solucéo. Sugere-se que os picos do PLA ndo foram evidenciados pela presenca das NNP’s de
QS/NAPP dentro dos poros e na superficie dos scaffolds.

E possivel observar no difratograma de DRX, o halo amorfo em todos os filamentos
amostras PLA.

Figura 23. Difracdo de Raio-X. (a) Nanoparticulas de QS/NAPP; (b) Scaffold de PLA/NaOH;
(c) Scaffold de PLA QS/NAPP-6; (d) Scaffold de PLA QS/NAPP-12 e (e) Scaffold de PLA
QS/NAPP-24,
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Através das imagens de MEV, pode-se observar que as nanoparticulas de QS/NAPP,

evidenciadas na Figura 24 (a), estdo em tamanhos variados, devido a aglomeracdo das
nanoparticulas.

Pode-se observar na Figura 25 (b), o scaffold de PLA puro, sem tratamento, oberva-se
uma estrutura lisa. Comparado com os scaffolds com NNP’s QS/NAPP, que estdo
visivelmente cobertos de nanoparticulas.

Na Figura 24 (c), pode-se observar o scaffold tratado com NaOH, onde foi

evidenciado a "corrosdo" do PLA pelo NaOH, formando porosidade no scaffold, sendo que a

estrutura do scaffold ficou claramente porosa, apds o tratamento com NaOH (hidroxido de
sodio).
Na Figura 24 (d), 24 (e) e 24 (f) pode-se observar as nanoparticulas presentes nos

scaffolds, conforme foi aumentado o tempo de imersdo dos scaffolds na solucdo de
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nanoparticulas de quitosana/polifosfato, apresentou uma maior concentracdo de
nanoparticulas presentes nos scaffolds, aparentemente, com base nas imagens obtidas. Na
gravimetria, ndo se obteve aumento da concentracdo de nanoparticulas. Sendo que a Figura 25
(f), aparentemente apresentou uma maior quantidade de nanoparticulas, comparado com as

outras amostras, as amostras a apresentaram o recobrimento homogéneo pelas nanoparticulas.

As nanoparticulas observadas nos scaffolds sdo redondas e dispersas. Pode-se observar
que as nanoparticulas foram adsorvidas nos scaffolds e através dessas Figuras também se
pode observar que o tamanho das nanoparticulas realmente estd em escala manométrica e
tamanhos variados, devido a algumas aglomeracfes. Utilizamos o software Image J para
verificar o tamanho médio das nanoparticulas de QS/NAPP nos scaffolds, o tamanho médio
obtido foi de 41 nm %= 10 nm, o objetivo foi atingido. Conforme (RAI, 2013), uma
nanoparticula tem dimensdo da ordem de 1000 nm ou menos, entdo o tamanho das

nanoparticulas desse trabalho, se enquadra na ordem nanométrica.
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Figura 24. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura. (a) Nanoparticulas de
QS/NAPP; (b) Scaffold PLA puro; (c) Scaffold de PLA/NaOH; (d) Scaffold de PLA
QS/NAPP-6; (e) Scaffold de PLA QS/NAPP-12 e (f) Scaffold de PLA QS/NAPP-24.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Curvas TG (termogravimetria) e DTA (termogravimetria derivada)

As curvas TG e DTA s&o representadas nas Figuras 25 a, b e ¢. As analises permitiram
verificar as temperaturas de decomposi¢édo térmica, estabilidade térmica e presenca, ou ndo de
residuos apos tratamento térmico dos scaffolds analisados.

Na TG/DTG do PLA puro, sem adicdo das NNP’s, a temperatura de degradagdo ¢
maior (356°C), comparado com a temperatura do scaffold/NNP’s.

As curvas TG/DTG para as amostras de PLA/nanoparticulas QS/NAPP mostraram
um Unico evento de decomposicdo térmica no intervalo de temperatura entre 250°C a 340°C,
para as quais, 0 a temperatura de maxima degradacao térmica foi 310,97, 309,46 e 311,73 C°,
para as amostras a, b e c, respectivamente. Este resultado indica que a presenca das
nanoparticulas diminuiu a estabilidade térmica das amostras, comparadas ao PLA puro,
conforme resultados apresentados na Figura 18. A diminuicdo da estabilidade térmica pode
estar relacionada com a dissipacdo de calor no interior das amostras, considerando que as
nanoparticulas estdo uniformente distribuidas na matriz de PLA e estas, além da
descontinuidade da propria matriz, gerada pelo processo de incorporagio das particulas. E
possivel observar que ndo houve presenca de residuos ap6s o tratamento térmico devido a
total degradacdo das amostras, o que é esperado, visto que Sd0 compostas apenas por
nanoparticulas de QS/NAPP e PLA, que degradam-se a estas temperaturas.

As curvas DTA, das Figuras 25 a, b e ¢, mostraram mudancas na linha de base entre
50 e 150°C sem perda de massa em curvas TG que é caracteristica da transi¢do vitrea embora
os resultados de TG de PLA apresentaram algumas variacdes. Entre 309 e 312°C, é possivel
observar o pico endotérmico relacionado com a decomposi¢ao térmica dos polimeros em uma
atmosfera de nitrogénio. O aquecimento pode ser observado a cerca de 60°C e estd
relacionado com uma transicdo vitrea, seguida por cristalizacdo parcial do polimero até
130°C. Em torno de 160 °C é observado o pico de fusdo do polimero. Por volta de 310 °C, é

observado o pico de degradacéo.
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Figura 25. TG/ DTA Curva de scaffolds PLA. (a) QS/NAPP-6, (b) QS/NAPP-12 e

(c) QS/INAPP-24.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Analise gravimétrica

Foi realizado um ensaio de gravimetria para verificar a % ou a massa de NNP’s
incorporadas aos scaffolds de PLA. Para validagéo do ensaio foi usado o teste t de Student. O
teste mostrou que existe diferenca estatistica significativa, ou seja, o scaffold puro tem peso
significativamente diferente do scaffold com NaOH. A diferenca entre o scaffold puro
comparado com o NaOH foi siginificativa, em média o valor do scaffold diminuiu 0,2251 g,
cerca de 77% da amostra. Ja o scaffold tratado com NaOH comparado com o scaffold com
NNP’S/QS/NAPP 6 horas, a massa de incorporacdo media, foi de 0,00032 g, equivalente a

menos de 1%. Ja a diferenca entre o scaffold NaOH comparado com o scaffold com

NNP’S/QS/NAPP 12 horas e 24 horas, ndo houve porcentagem significativa de incorporagéo.
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Comparando o scaffold puro com o scaffold contendo NNP’s de QS/NAPP, a perda de
massa aproximada foi de 80%, em média 0,2250 g por scaffold. O método de incorporacéao
comparando a massa dos scaffolds, ndo obteve diferenca significativa. Quanto ao peso das

nanoparticulas néo se obteve diferenca estatistica.

Tabela 5. Comparacdo entre a massa dos scaffolds puros, tratados com NaOH, 6

horas, 12 horas e 24 horas.

(A) Scaffolds Puro (g) NaOH (g) 6 horas ()

1 0,2915 0,058 0,0578
2 0,2665 0,0528 0,0537
3 0,2605 0,0523 0,0516
4 0,2915 0,0577 0,0586
5 0,295 0,0589 0,0596

(B) Scaffolds Puro (g) NaOH (g) |12 horas (g)

1 0,279 0,055 0,0551
2 0,2915 0,0599 0,0579
3 0,286 0,0587 0,0574
4 0,2775 0,056 0,0545
5 0,2815 0,0567 0,0561
(C) Scaffolds Puro (g) NaOH (g) |24 horas (g)

1 0,2725 0,0543 0,055

2 0,276 0,0546 0,0546
3 0,258 0,054 0,0533
4 0,297 0,0619 0,0602
5 0,2675 0,0532 0,0533

Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela 6. Teste T para 2 amostras para Puro e NaOH.

N Média DesvPad EP Média
Puro 15 0,2794 0,0126 0,0033

NaOH 15 0,05627 0,00285 0,00074
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Grafico 1. Comparacéo scaffold puro e scaffold tratado com NaOH.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Comparou-se 0s trés grupos, divididos pelo tempo de 6h, 12h e 24h. Nesta comparacao
(ANOVA) nédo houve diferenca entre 0s grupos, ou seja, 0 tempo ndo ocasiona nenhuma
diferenca no peso dos scaffolds. Isso pode ser visto pelo gréfico a seguir (box-plot), pela

comparacgédo dos grupos dois a dois, utilizando o método de Tukey.

Gréfico 2. Comparacao scaffolds 6 horas, 12 horas e 24 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 3. Comparacéo scaffolds 12 horas/6 horas, 24/6 horas e 24/12 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para confirmar os resultados anteriores, conduziu-se outro teste (ANOVA
hierarquica), em que foi comparado novamente o0s grupos, considerando o tratamento (puro e
NaOH) e também as repeti¢des, como blocos (6, 12 e 24 horas). Houve grande diferenca entre
os tratamentos (puro e NaOH), devido que o NaOH ele "dissolve™" parte do PLA, formando
uma estrutura porosa e ndao houve diferenca entre os blocos 6, 12 e 24 horas). Assim, pode

dizer que os grupos tém reprodutibilidade.

5.6 FTIR

Observa-se no espectro, na Figura 26 (b), (c), (d) e (f) em relacdo ao PLA (poli (acido
latico)), a banda mais intensa observada no espectro localiza-se em 1750 cm-1, que esta
associada ao estiramento C=0 do grupo éster, esse grupo pertence a cadeia do PLA. As
principais bandas entre 1300-1500 cm™ sdo referentes & deformacdo angular simétrica da
ligacdo C-H do metileno (CH,) e da metila (CH3). O grupo CHs aparece em 1460 cm™, ele
representa a deformacao angular assimétrica. A banda 1180 cm™ e 1085 cm™ observada esta
associada a possiveis modos deformacGes axiais assimétricas do grupo éster. (CHANAPPLE,
ANANDIJIWALA E RAY, 2013).
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Em relacdo a Quitosana, Figura 26 (a), (c), (d) e (f), as bandas em, 1260 cm™, 1321
cm™ e 1379 cm™ correspondem s vibraces de dobramento das aminas. A banda de 1154 cm”
1 ¢ 896 cm™, corresponde a ligagdo C-H, devido a estrutura sacaridea. As bandas 1100 e 1500
cm™ representam o estiramento C-N presente no carbono 2 do anel glicopiranosideo (BISPO,
2009).

Em relacdo ao polifosfato de sédio, na Figura (a), (c), (d), (e) e (f). A banda em torno
de 523 cm™ é atribuida & deformacéo dos modos P-O no PO4. As bandas na regido de 723 e
783 cm™ sdo atribuidas a vibracdes de estiramento simétrico dos grupos P-O-P. A banda em
903 cm™ é atribuida ao estiramento assimétrico dos modos P-O-P do meio da cadeia. A banda
em 1091 cm™ é atribuida & vibracéo de estiramento do grupo (P-O-) do final da cadeia do
polifosfato. A banda em 1028 cm-1 é dos grupos PO3 terminais da cadeia de fosfato. Na
banda de 1161 cm™, sdo atribuidas as unidades (PO,) as, aos modos de estiramento simétrico
e assimétrico, dos oxigénios de um fosforo, ndo ligado (BARUD,2006).

Esses picos foram observados em todas as amostras das nanoparticulas e scaffolds de
PLA. Esses picos revelaram bandas caracteristicas do polimero PLA, quitosana e polifosfato

de sodio, conforme esperado, de acordo com a composi¢do das amostras.
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Figura 26 - Espectro de infravermelho das nanoparticulas e scaffolds de PLA. a)
nanoparticulas de quitosana/polifosfato, b) scaffold puro, ¢) scaffold NaOH, d)
scaffold QS/NAPP-6, e) scaffold QS/NAPP-12 e f) scaffold QS/NAPP-24.
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As amostras analisadas para verificar a citotoxidade, foram scaffold de PLA puro (1),
scaffold de PLA/NaOH (2), scaffold de PLA QS/NAPP-6 (3), scaffold de PLA QS/NAPP-
12(4), scaffold de PLA QS/NAPP-24 (5), Controle negativo (6) e controle positivo (7),

comparou-se 0s sete grupos.

Uma ANOVA one way (Analise de Variancia com um fator) foi realizada para

comparar 0s cinco grupos de amostras (que também chamamos de tratamentos), ndo

considerando o grupo controle positivo e o grupo controle negativo. Pela analise dos residuos,

verificamos validade das suposicOes para a aplicagdo do método. A andlise de variancia
mostrou que, em um nivel de significancia de 5%, ndo existe diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.
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Figura 27. Viabilidade.

% de viabilidade

I I I I I m % de viabilidade
A 12 24 C+ C-\

120

100

8

o

&

o

4

o

2

o

0 4
PL NaOh 6

DMSO — Mata as células/ DMEM — Condicdo normal para
substancia toxica celulas se proliferarem

Fonte: Elaborada pelo autor.

PLA NaOh 6 12 24 C+ C-
Media 76,0514 84,25908 79,83521 71,94481 79,90484 44,31254 100
DESVPAD 7,716734 12,31287 4,678907 0,554453 8,501477 0,474872 0

O ensaio citotoxico é extremamente importante para avaliar o comportamento dos
materiais com o tecido, para saber se polimero podera ser utilizado como biomaterial
(GARCIA, 2009). A quitosana é dada como um material ndo-toxico (LARANJEIRA, 2009).

Nenhuma das amostras analisadas apresentou efeito toxico, ndo foi observado
toxicidade, e apresentaram comportamento parecido com o controle negativo, ndo toxico.
Sugere-se que as amostras/scaffolds ndo possuem grau de toxicidade, ndo sdo toxicos para as
células. Entdo poderdo ser utilizados para uma possivel implantacdo na Engenharia de

Tecidos.
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6. Conclusao

- Filamentos
Por analise na Microscopia Confocal, foi possivel observar que depois do processo de

extrusdo dos filamentos de PLA, eles adquiriram um aspecto mais homogéneo.

As curvas TG/DTG mostraram gque com a presenca de pigmentos coloridos nos
filamentos de PLA, houve um aumento da estabilidade do filamento, comparado com o PLA
natural. As curvas DTA mostraram mudangas na linha de base dependendo da temperatura

submetida, mas néo houve a perda de massa das amostras.

As curvas de DSC apresentaram a transicao vitrea do polimero juntamente a um pico
de relaxacdo, isso é tipico de um polimero semi-cristalino. Os difratogramas de DRX foram
capazes de determinar a cristalinidade dos filamentos de PLA comercialmente disponiveis,
onde foi possivel observar o halo amorfo e o pico caracteristico do cristalino de todos os
filamentos amostras. Foi possivel determinar a composi¢do quimica dos PLA’s
comercialmente disponiveis, e compara-los quanto a sua morfologia e estrutura.

O FTIR determinou que a composicao quimica do PLA estudado condiz com a

estrutura quimica.

A Espectroscopia por Dispersdo de Energia de Raios X (EDS), mostrou que ha muitos
componentes e metais nos filamentos coloridos, mas no filamento natural ndo a nenhum

componente, evidenciando a pureza do PLA.

- Nanoparticulas de quitosana/polifosfato incorporadas aos scaffolds de PLA

A distribuigdo de tamanho das NNP’s de QS/NAPP observadas por DLS, apresentou
um tamanho médio, que esta entre o tamanho referente a tamanhos nanométricos. O PDI
apresentou uma boa homogeneidade. O potencial zeta mostrou que as amostras sao estaveis.
As amostras sdo semelhantes as encontradas na literatura, comparando a estabilidade,

tamanho e polidispersao

No DRX, foi apresentado picos de baixa intensidade na fase cristalina, e halos

amorfos, concluindo que o DRX é caracteristico de um material amorfo.

No MEV é apresentada a morfologia da amostra, onde no scaffold/NaOH, foram

observados poros, e nos demais scaffolds indica que quanto maior o aumento de tempo de



51

imersdo das amostras nas NNP’s de QS/NAPP, mais nanoparticulas cobriram o scaffold de
PLA.

No TG/DTA, o resultado indicou que a presenca das nanoparticulas nos scaffolds,

diminuiu a estabilidade térmica das amostras.

Na andlise gravimétrica, mostrou que o NaOH causou a perda de material (scaffold),
devido a formacéo de poros. Mas comparando os scaffold com as NNP’s, ndo houve alteragio

de massa signicativa.

No FTIR, os picos revelaram bandas caracteristicas de acordo com a composi¢do das
amostras.
No Experimento de viabilidade celular (citotoxidade), ndo foi apresentado toxicidade

nas amostras analisadas.

Conclui- se que as amostras estudadas e analisadas, sdo possiveis matérias para

implantar futuramente na Engenharia de Tecidos.
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