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RESUMO

Espumas de PLA/Amido e PLA/Amido/Sepiolita (SEP) com distintas composi¢des foram
produzidas. As amostras foram caracterizadas pelas seguintes técnicas: i) microscopia
eletrénica de varredura (MEV); ii) medidas de densidade (p); iii) calorimetria diferencial
exploratoria (DSC), iv) andlise mecanica (flexdo e tragdo); v) andlise térmica dinadmico-
mecanica (DMTA); vi) testes in vivo. Nas imagens de MEV, tanto nos precursores quanto nas
espumas, a interface entre as fases foi eminentemente fisica com duas fases distintas e houve
ocorréncia de lacunas entre elas, sendo que um aumento no tamanho das lacunas foi observado
nas espumas. Observou-se que nas amostras com SEP ocorreu uma maior geragdo de células
com menores dimensdes ¢ mais compactas. Isto demonstra que a SEP apresentou, assim como
os granulos de amido, o comportamento de agente de nucleagdo. Nas medidas de p os menores
valores ocorreram com as amostras origindrias do autoclave e do banho de glicerina,
respectivamente. Essas diminui¢des foram consistentes com a expansdo da matriz de PLA
observada nas imagens de MEV. Nas medidas de DSC, em geral, a adi¢do do amido ao PLA
implicou no aumento da X.. Tal efeito sucedeu-se devido a interface entre o amido e o PLA ser
mais energética, o que facilitou a formacgdo de cristais na matriz de PLA. Nos compositos
contendo SEP, em geral, maiores valores de X. foram observados quando comparados com as
blendas de PLA/amido nas mesmas propor¢des de materiais. Esse comportamento
provavelmente estd associado ao efeito da SEP como agente nucleante no PLA. Na analise
mecanica, tanto no ensaio de flexdo quanto no de tragdo, com o aumento do conteido de amido
nas blendas menores foram a resisténcia e a deformacdo maxima, bem como a tensdo ¢ a
deformacdo de ruptura. Adicionalmente, 0 mesmo comportamento de diminui¢do foi mantido
para os compositos com a SEP. No entanto, no ensaio de tracdo, essas amostras apresentaram
medidas com valores maiores do que o das blendas. Nos resultados observados via DMTA, em
geral, a adicdo do amido e da SEP diminuiram a rigidez da matriz PLA, ou seja, valores de E'
menores nas blendas e nos compoésitos do que nas amostras de PLA puro. No estudo in vivo,
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da FCT/UNESP, Presidente Prudente,
Sao Paulo, Brasil (processo n° 02/2014), foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar
(Rattus novergicus, variedade albina, Rodentia, Mammalia) com idade de 120 dias, obtidos
junto a Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). Os animais foram submetidos a processo
cirirgico para a implantagdo das amostras e apés 40 semanas, contadas a partir da data da
cirurgia de implantac@o, as amostras foram removidas. Para a analise da morfologia estrutural
das amostras e tecidos removidos, medidas de MEV e microscopia 6tica (MO) foram realizadas,
respectivamente. Observou-se pela técnica de MEV que as superficies das amostras pos-
implante apresentaram um padrdo de recobrimento por tecido bioldgico com morfologia
capsular. Nas fotomicrografias obtidas pela MO estruturas como fibras musculares, tecido
adiposo (TA) e conjuntivo denso (TCD) foram observados. Além disso, em algumas
fotomicrografias foram observados poucos pontos focais de infiltrado inflamatdrio. Proximo ao
tecido muscular foi observada a presenca de TA permeado de TCD, caracterizando como um
tecido capsular.



viii

ABSTRACT

Foams of PLA/Starch and PLA/Starch/Sepiolite (SEP) with different compositions were
produced. The following techniques were used in the samples characterization: i) scanning
electron microscopy (SEM); ii) density (p) measures; iii) differential scanning calorimetry
(DSC), iv) mechanical analysis (flexion and traction); v) dynamic mechanical thermal analysis
(DMTA); vi) in vivo test. In the SEM images, in both foams and precursors, the interface
between the phases was eminently physic with two distinct phases with gaps between them,
and an increase in size of the gaps was observed in the foam. It was observed that in the samples
with SEP occurred greater generation of smaller cell and more compact. This demonstrates that
SEP presented, as well as the starch granules, the nucleating agent behavior. In p measures the
lowest values were found in samples originating from the autoclave and glycerine bath,
respectively. These decreases were consistent with the expansion of PLA matrix observed in
the SEM images. In the DSC measurements in general, the starch addition to PLA resulted in
increased X.. This effect happened because the interface between starch and PLA be more
energetic, which facilitated the crystals formation in the PLA matrix. In composites containing
SEP, generally larger X, values were observed when compared with the PLA/starch blends in
the same proportions materials. This behavior is probably related to the effect of the SEP as a
nucleating agent in the PLA. In the mechanical analysis, flexion and traction, with increasing
starch content in the blends lower resistance and maximum deformation as the tension and
rupture deformation were obtained. Additionally, the same decrease in performance was
maintained for composites SEP. However, in the tensile test, these samples showed values

greater than the blends. In the results observed via DMTA, in general, the addition of starch
and SEP resulted in a stiffness decrease of PLA matrix, that is, E' lower values for blends and
composites when compared with pure PLA samples. In the in vivo study, approved by the Ethics
Committee on Animal Use the FCT/UNESP, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brazil (process
No. 02/2014), 18 rats Wistar (Rattus norvegicus, albino variety, Rodentia, Mammalia) were
used with age of 120 days, obtained from the Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). The
animals underwent surgical procedure for samples implantation, after 40 weeks counted from
the implantation surgery date, the samples were removed. For structural analysis of removed
samples and tissues SEM morphology measurements and optical microscopy (OM) were
performed respectively. It was observed by SEM technique that the surfaces of post-implant
samples showed a pattern coating by biological tissue with capsular morphology. In the
photomicrographs obtained by OM, structures such as muscle fibers; adipose tissue (AT) and
dense connective (TDC) were observed. Furthermore, in photomicrographs were observed in
some few focal inflammatory infiltrate. Next to the muscle tissue was observed the presence of
AT permeated by the TDC, featuring as capsular tissue.
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Aumentos de 4X imagem (a) e 10X imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD =
tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH = fibras musculares arredondas
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Figura 51 — Fotomicrografias de tecido muscular e regides adjacentes de animais com implantes
de amostras de P10AS processadas em banho de glicerina. Coloragdo Hematoxilina e Eosina
(HE). Aumentos de 4X imagem (a) e 10X imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares;
TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH = fibras musculares arredondas
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APRESENTACAO

Em nosso grupo de pesquisa, Novos Materiais e Aplicagcdes, no Departamento de
Fisica da Faculdade de Ciéncias ¢ Tecnologia (FCT) de Presidente Prudente, algumas
dissertagdes e teses tém sido dedicadas ao estudo de materiais biocompativeis e nos ultimos
anos tém sido geradas publicacdes associadas ao tema. Em 2005 foi reportada a caracterizacao
estrutural de filmes de borracha natural com polifluoreto de vinilideno (PVDF) fabricados por
termoconformagio.! Observou-se que os materiais ndo interagem quimicamente, prevalecendo
as interacdes fisicas. Em outro artigo de 2009, blendas de PVDF, e de seu copolimero com o
trifluoretileno P(VDF-TrFE), com amido de milho ¢ borracha natural na forma de filme foram
caracterizadas estruturalmente. Nesse trabalho também foi observada a interagao fisica entre os
materiais, contudo o amido teve uma maior adesdo ao P(VDF-TrFE). Além disso, as estruturas
cristalinas das fases a do PVDF e ferroelétrica do P(VDF-TrFE) foram mantidas na blenda.?
Recentemente, em 2013, a citotoxicidade (in vivo), a reagdo tecidual de blendas compostas de
PVDF, P(VDF-TrFE), amido de milho e borracha natural implantadas em tecidos moles de
ratos foram avaliadas. Nesse trabalho, andlises por espectroscopia vibracional revelaram que
ndo ocorreram alteracdes na estrutura quimica dos materiais das blendas implantadas durante
60 e 100 dias. Os testes de citotoxicidade demonstraram boa tolerancia das células ao material.
Os testes in vivo indicaram uma resposta tecidual inflamatéria normal.? Nessa linha de pesquisa,
destaca-se o mestrado do aluno Jodo Domingos, cuja defesa ocorreu em margo de 2012. O
trabalho desenvolvido pelo aluno abordou, principalmente, a caracterizagao estrutural do PVDF
e do copolimero P(VDF-TrFE), ambos formando blendas com amido de milho, e a
possibilidade de aplicacdo destas blendas como biomaterial. Mostrou-se que a adi¢do do amido
ao PVDF e P(VDF-TrFE) permite variar as propriedades mecanicas da blenda, gerar poros
quando implantados em organismos vivos e que tais poros servem de sitios para o crescimento
de tecidos. Os valores de moédulo de armazenamento (E') obtidos sdo proximos ao do osso
trabecular humano e o processamento dos materiais, pela técnica de prensagem a quente, ndo
altera as propriedades fisicas e quimicas dos constituintes das blendas. Foi constatada também
a auséncia de interacdo quimica entre os polimeros e o amido, o que € positivo, pois favorece a
absor¢do do amido pelo organismo, gerando os poros na matriz polimérica.*

Desse modo, houve o interesse em continuar nesta linha de pesquisa, complementando

os estudos de blendas de amido com outros polimeros, tais como acido poli(lactico) (PLA),



dando origem a este projeto de doutorado desenvolvido pelo aluno Jodo Domingos. O projeto
de doutorado teve como objetivo principal o desenvolvimento de blendas e compositos a base
de PLA, amido e Sepiolita (SEP) visando a aplicacdo como biomaterial, além da caracterizacdo
estrutural destas blendas e compositos. O enantiomero L do PLA (PLLA) foi escolhido para
compor a blenda com amido por ser originado de fontes renovaveis, ¢ degradavel por hidrdlise
simples da ligacdo éster, ndo requerendo a presenca de enzimas catalisadoras, e absorvivel pelo
organismo em periodos superiores a 2 anos.> O PLLA tem boa resisténcia a tragio ¢ elevado
modulo de Young (4,8 GPa), sendo utilizado na area de biomateriais em aplicagdes de suporte
de carga, tais como dispositivos de fixagdo ortopédica.>®

O amido foi escolhido como aditivo ao PLA por também ser originado de fontes
renovaveis. Além disso, o amido permite ajustar as propriedades mecanicas da blenda pela
variagdo da quantidade de amido adicionada. Favorece a criagdo de poros por meio de sua
degradagio (bioabsorvivel” e biodegradavel®) e, durante o processo de espumagdo, com
adsorcdo prévia de COq, serve como centro de nucleagdo. Outra caracteristica importante
atribuida ao amido € de ser um material biocompativel.’

A utilizacdo da SEP aplicada como aditivo em polimeros e elastdmeros melhora o
processamento, a estabilidade dimensional, a resisténcia mecénica e a resisténcia térmica.'? A
adicao da SEP altera a anisotropia e aumenta a porosidade da blenda. Adicionalmente, existem
interagdes interfaciais fortes formando pontes de hidrogénio entre os grupos silanol na
superficie da SEP com as hidroxilas nos polimeros. Tais interacdes foram verificadas pelas
melhorias significativas na resisténcia a tracdo, oriundas de uma distribuicdo uniforme das
nanofibras de SEP. O modulo de Young e a energia na ruptura também podem aumentar
simultaneamente. No entanto, as propriedades mecanicas de espumas feitas de polimeros e SEP
podem deteriorar-se com adigdes de SEP, devido a maior porosidade, ao tamanho dos poros
dos nanocompdsitos e ao grau de anisotropia.'!

Como parte da formagao e execugdo do doutorado foi realizado um estagio, no formato
de doutorado sanduiche, via projeto bilateral CAPES/DGU n° 260/12. O proposito do estagio
foi permitir a atuacdo interdisciplinar envolvendo diferentes pesquisadores da FCT/UNESP,
sendo realizado na Universidad de Valladolid (UVa), Espanha, com pesquisadores do grupo do
Professor Miguel Angel Rodriguez Pérez. O grupo espanhol dispde de equipamentos
complementares aos existentes na FCT/UNESP, além de muita expertise na area de materiais
poliméricos, propiciando uma alternativa ao processamento e fabricagdo das blendas

poliméricas e a caracteriza¢do da microestrutura destas blendas de forma sistematica.



Considerando-se os temas abordados nesse doutorado, essa tese divide-se da seguinte
forma: o capitulo I traz uma introducdo sobre implantes, PLA, amido e SEP e suas respectivas
aplicagdes como biomateriais. O capitulo II traz o procedimento experimental realizado no
trabalho de fabricagdo das amostras de PLA/amido ¢ de PLA/amido/SEP em diferentes
proporg¢des e informagdes relativas aos equipamentos e parametros utilizados na caracterizagao
das amostras. Nesse capitulo também se encontram os procedimentos realizados no estudo in
vivo. O capitulo III apresenta os resultados da caracterizagdo das amostras: MEV, DSC, ensaios
de tragdo e flex@o. O capitulo IV apresenta os resultados das medidas de MEV das amostras de
PLA, PLA/amido e PLA/amido/SEP pré e p6s implantes. Também nesse capitulo encontram-
se as imagens obtidas pela técnica de microscopia otica (MO) do tecido muscular dos animais.

Por fim, encontram-se no capitulo V as conclusoes e perspectivas futuras do doutorado.



OBJETIVOS

Este projeto de doutorado teve como objetivo principal o desenvolvimento de
compdsitos a base de amido visando a aplicagdo como biomaterial. Inicialmente os polimeros
PLA e PVDF foram escolhidos para compor as respectivas blendas com amido por suas
propriedades distintas relativas a origem. Ambos sdo sintéticos, porém o PVDF ¢ originado de
fontes ndo renovaveis e ndo é absorvivel pelo organismo; o PLA ¢ originado de fontes
renovaveis (mondmeros bioderivados) e absorvivel pelo organismo.

Porém, ao invés da utilizagdo do PVDF, optou-se pela adicdo da SEP as blendas de
PLA/amido formando compositos, na expectativa de gerar poros com tamanhos distintos, em
maior quantidade e interconectados. Essa ultima caracteristica ¢ importante no processo de
crescimento 6sseo, permitindo a penetragdo do tecido na matriz polimérica (scaffold). A
sugestio do uso da SEP foi dada pelo Professor Miguel Angel Rodriguez Pérez, Universidad
de Valladolid (UVa), Espanha.

Para atingir tais objetivos, as etapas desenvolvidas foram as seguintes: 1) otimizacao
da fabricagdo (extrusdo — inje¢do — dissolucdo CO, — espumacio) de blendas de PLA/amido
e PLA/amido/SEP (SEP) (matriz/aditivo); ii) caracterizagdo das blendas de PLA/amido e
PLA/amido/SEP pelas técnicas de FTIR; analises térmicas (DMTA, DSC e, TGA);
microscopias (O0tica e MEV); medidas de porosidade e de esforco (tragdo e flexdo) em funcao
do tempo; iii) implante dos materiais em ratos objetivando entender a a¢do do organismo vivo
sobre as amostras e a contribui¢do de cada material (matriz e aditivo) na indug@o do crescimento
0sseo. Os itens (i) e (ii) foram desenvolvidos na Espanha entre setembro/2012 e agosto/2013.

O item (iii) foi desenvolvido no Brasil (a partir de setembro/2013).



CAPITULO1

INTRODUCAO

1.1 Osso e sua reparacio

O osso ¢ um tecido vivo que continuamente renova sua estrutura. A capacidade de
regeneragdo Ossea espontdnea permite que a maioria das lesdes, tais como fraturas, seja
reparada com a terapia convencional. Porém, no caso de grandes defeitos e deformidades
congénitas, enxertos ou substituto 6sseos sdo necessarios para ajudar na reparagdo.'> Da mesma
forma, no caso de uma descontinuidade da superficie articular do osso ou de defeitos
osteocondrais muito extensos, uma protese artificial é necessaria.!* Os tratamentos cirurgicos
de defeitos d6sseos grandes incluem o método de llizarov (transporte 6sseo) e transplante de
enxerto 0sseo. A osteotomia, seguida por distracdo Ossea (técnica de Ilizarov) aproveita o
potencial de regeneragdo do 0sso.'* Embora problemas relacionados com a integragdo do
enxerto possam ser minimizados, o procedimento ¢ altamente inconveniente para o paciente,
que exige um periodo de recuperagio longo, com uma alta taxa de complicagdo.!>!6

A implantagdo de enxerto emprega fontes autdogenas, alogénicas e exogenas de
diferentes biomateriais. A auto enxertia compreende a coleta do tecido 6sseo de uma area do
corpo do paciente (como a crista iliaca no quadril) e sua transplantag@o no local de defeito. Esse
procedimento cirtrgico € limitado pelo suprimento de osso doador, morbidade do sitio doador
e dor, complicagdes anatdmicas e estruturais e reabsor¢do do enxerto.'” Por causa dessas
complicagdes, o transplante alogénico (entre individuos geneticamente independentes) pode ser
usado como alternativa. Enquanto a transformag@o quimica e fisica dos tecidos minimiza as
complicagdes relacionadas a respostas imunes, os enxertos alogénico apresentam, em geral,
pobres propriedades mecanicas, dificil reabsor¢ao do enxerto, reduzida capacidade osteogénica
e o risco de transmissdo da doenga.'® A substitui¢do por osso sintético, feitos principalmente de
metal ou cerdmica de fosfato de calcio e vidros, possuem propriedades osteocondutora, mas
ndo osteoindutora, limitando assim a reparagdo de defeitos.!*2° Além disso, eles ndo remodelam
com o tempo, ou seja, ndo crescem com o paciente e ndo alteram a forma em resposta as cargas

colocadas sobre o implante.?!



1.2 Engenharia tecidual éssea (ETO) e scaffold

A ETO ¢ um processo complexo e dindmico que inicia com a migracdo € o
recrutamento de células osteoprogenitoras, seguida por sua proliferacdo, diferenciacdo e a
formag@o de matriz, juntamente com a remodelagdo 6ssea. Grandes avancos na ETO como uso
de scaffolds foram obtidos pela utilizagdo de fatores de crescimento, farmacos e entregas de
gene. Scaffolds 6sseos sao normalmente feitos de materiais porosos degradaveis que fornecem
o suporte mecanico durante a reparacio e regeneracdo do osso danificado ou doente.?? Durante
a reparacdo ocorrem processos, tais como a migracdo e a proliferagdo de osteoblastos ¢ de
células mesenquimais, bem como o transporte de nutrientes € oxigénio necessarios para
vascularizagio durante o desenvolvimento do tecido 6sse0.%32°

Scaffolds paraa ETO podem ser feitos de varios materiais.?® Os biomateriais cerimicos
tais como a hidroxiapatita € o B-tricalcio fosfato?’ sio conhecidos por sua biocompatibilidade e
bioatividade, mas elas sdo muito frageis para aplicacdes em que suficiente resisténcia mecanica
e resisténcia a fratura sdo necessarias.?*?%28 Os biomateriais poliméricos sdo biocompativeis e
biodegradaveis, mas a maioria deles possui pobres propriedades mecanicas.?® O sistema
biomecéanico 6sseo ¢ complexo, o que requer que um scaffold ideal apresente os seguintes
requisitos: i) biocompatibilidade; ii) boas propriedades mecanicas; iii) poros de dimensdes
adequadas e iv) bioabsor¢io.?

A biocompatibilidade de um scaffold é descrita como sua capacidade de suportar a
atividade celular normal, incluindo sistemas de sinalizagdo molecular sem quaisquer efeitos
toxicos locais e sistematicos para o tecido do hospedeiro.>* Um scaffold para o osso deve ser
osteocondutor, permitindo a adesdo de células dsseas, a proliferacdo e a formagdo de matriz
extracelular em sua superficie e poros. O scaffold deve também ser capaz de induzir a formagao
de osso novo através de sinalizacdo biomolecular e do recrutamento de células progenitoras,
uma propriedade conhecida como osteoindugdo. Além disso, necessita formar vasos sanguineos
dentro ou ao redor do implante, num prazo de algumas semanas de implantagdo, para suportar
ativamente nutrientes, oxigénio e residuos de transporte.?!

As propriedades mecanicas de scaffolds para ossos devem ser compativeis com as
propriedades do osso hospedeiro e com uma transferéncia de carga adequada. As propriedades
mecanicas variam amplamente entre as regides esponjosa e cortical. O modulo de Young da
regido cortical varia de 15 a 20 GPa e da regido esponjosa entre 0,1 e 2 GPa. A resisténcia a

compressdo varia entre 100 e 200 MPa para regido cortical e entre 2 e 20 MPa para a regido



esponjosa. A grande variagdo na propriedade mecanica e na geometria O0ssea torna dificil
projetar um scaffold 6sseo ideal.’!

Para que os poros de um scaffold sejam interligados € necessario que o tamanho dos
poros sejam de pelo menos 100 pm de diametro para que ocorra a difusdo de nutrientes
essenciais e de oxigénio.’> No entanto, o tamanho dos poros necessarios para o crescimento
6timo do tecido 6sseo deve variar de 200 a 350 um.?> Além disso, estudos recentes indicaram
que scaffolds porosos com porosidade escalar multipla, ou seja, poros de dimensdes macro e
micro, podem alcancgar melhores resultados do que scaffolds apenas com poros de dimensdes
macro.>? Infelizmente, a porosidade reduz as propriedades mecanicas, tais como a resisténcia a
compressdo, ¢ aumenta a complexidade para fabricagdo do scaffold. Pesquisadores tém
investigado scaffolds porosos poliméricos, ceramicos, de compdsitos e metalicos. Bioceramicas
fortes e densas apresentam propriedades mecanicas proximas ao do osso cortical, € os polimeros
ao do osso esponjoso, no entanto scaffolds de compositos de polimero e cerdmica sao
tipicamente mais fracos do que o 0sso. Scaffolds metalicos porosos satisfazem os requisitos
mecanicos dos ossos, mas falham ao prover a integracdo necessaria entre implante e tecido, e
adicionalmente tém a preocupacio da lixiviagdo de ions metalicos.?*

A bioabsorgdo € outro fator crucial para scaffolds na regeneragéo de tecidos do 0ss0.*°
Um scaffold ideal ndo deve apenas ter propriedades mecanicas similares ao tecido hospedeiro,
mas também ser capaz de degradar com o tempo in vivo, de preferéncia a uma taxa de
reabsor¢do controlada e eventualmente criando espago para o novo tecido dsseo crescer. O
comportamento de degradacao dos scaffolds deve variar com base nas aplicacdes, tais como,
de 9 meses ou mais para a fusdo espinhal ou de 3 a 6 meses para aplicagdes cranio-maxilo-

facial.3133



1.3 Polimeros

1.3.1 Acido poli(lactico) (PLA)

O polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), polietileno tereftalato (PET)
e policloreto de vinil (PVC) sdo polimeros derivados do petroleo. A utilizacdo de combustiveis
fosseis na fabricacgdo de plasticos ¢ responsavel por cerca de 7 % do consumo de petroleo e gas
no mundo.’® Esses recursos indiscutivelmente sdo finitos, com uma estimativa de apice da
produgdo mundial para as proximas décadas.’” A grande dependéncia dos polimeros direciona
consideraveis esfor¢os cientificos e de engenharia para a descoberta, o desenvolvimento e a
modifica¢do desses materiais.® Um exemplo desses esfor¢os pode ser observado na produgio
de transformados de plastico, que no Brasil no ano de 2014 foi 6,71 milhdes de toneladas.3®

Os polimeros oriundos do petroleo e derivados possuem algumas vantagens
industriais, tais como: 1) baixo custo e rapidez na produc¢do; ii) bom desempenho mecanico e
iii) boas propriedades de barreira. As desvantagens incluem: i) declinio das reservas e aumento
do prego do petroleo e gas nas ultimas décadas; ii) preocupacdes ambientais devido a
degradacdo ou incineragdo e ao aquecimento global; iii) custos altos e contaminagdes cruzadas
na sua reciclagem e iv) riscos de toxicidade ao consumidor devido a possibilidade de seus
monodmeros ou oligdmeros migrarem para outros materiais.>

Polimeros oriundos de recursos renovaveis tém atraido uma crescente atencdo nas
ultimas duas décadas. Geralmente, os polimeros provenientes de recursos renovaveis podem
ser classificados em trés grupos: i) polimeros naturais, extraidos diretamente de matérias-
primas naturais, tais como polissacarideos como o amido ¢ a celulose, proteinas como a caseina,
a gelatina e a seda, e procariontes marinhos; ii) polimeros sintéticos, produzidos por sintese
quimica de monomeros bioderivados, como o PLA e iii) polimeros de fermentagdo microbiana,
produzidos por micro-organismos ou bactérias geneticamente modificadas como os
polihidroxialcanoatos (PHA), o polihidroxibutirato (PHB), o polihidroxila-valerato (PHV), a
goma xantana e a celulose bacteriana. Assim como numerosos outros polimeros a base de
petréleo, muitas propriedades dos polimeros originarios de recursos renovaveis também podem
ser melhoradas através da formagio de blendas e comp6sitos.*

O PLA ¢ um biopolimero termopléstico, que na natureza pode ser semicristalino ou
totalmente amorfo ¢ produzido a partir do acido latico por fermentacdo de produtos agricolas.
O PLA pode ser preparado pelas técnicas de condensacdo direta do acido lactico e por

polimerizagdo por abertura de anel de lactideos ciclicos.*! Atualmente a produgéo industrial de



acido lactico baseia-se na fermentacdo microbiana de carboidratos. Tal processo ¢
economicamente mais viavel quando comparado com a rota quimica e permite a producdo de
acido lactico opticamente puro.*? Na sintese de PLA a primeira etapa € a conversdo do milho
(arroz, batata, beterraba, trigo, residuos agricolas, etc.) em glicose. Em seguida o acido lactico
¢ obtido através da fermentagdo da glicose que é convertida em lactideos na presenga de
catalisador.*! O lactideo, o anel formado do dimero de 4cido lactico é usado na produgdo de

PLA de elevada massa molar na rota de polimerizac¢do por abertura de anel (ROP) e, portanto,

¢ um importante intermediario na produ¢do industrial de PLA, como mostrado na Figura 1.4

Acido poli-lactico (PLA)

Acido lactico

H

AN

CH, O
I " Polimerizacdo direta
nOH — C — C—OH Condensagao C _ C— 0
I 0
n

Condensagio Pohmerlzacao por
\ abertura de anel
/ Catalisador
0) CH;
N O/
/>0
H,C
Lactideo

Figura 1 — Polimerizacdo do PLA. Adaptada: Ref. 42.

Devido a natureza quiral do acido lactico, existem lactideos de trés diferentes formas:
L, L-lactideo, D, D-lactideo e D,L-lactideo. Apds a purificagdo por destilacdo a vacuo, o
lactideo ¢ convertido no polimero PLA através de polimerizagdo na presenca de catalisador
apropriado. O PLA ¢ um polimero totalmente sustentavel e biodegradavel, sendo derivado de
matérias-primas renovaveis. Apos a compostagem, os materiais a base de PLA sdo convertidos
em agua e didxido de carbono que sdo consumidos no cultivo de produtos agricolas para futura
conversdo em PLA.#!

O PLA tem propriedades mecanicas comparaveis ao PET e ao PP, que sd3o materiais
frequentemente utilizados na industria automobilistica. A temperatura na qual o PLA pode ser
fundido em processamento, com equipamentos como extrusoras e injetoras, ¢ adequada para

fibras ou aditivos naturais, porque esses ndo degradam na temperatura de processamento. Além
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disso, o PLA ¢ um polimero hidrofobico devido a presenca dos grupos laterais CHs. Por causa
de todas essas propriedades favoraveis, o PLA tem sido escolhido, dentre outros biopolimeros,
como polimero matriz em compositos verdes.*?

O poli(acido L-latico) (PLLA) ¢ usado na engenharia tecidual 6ssea em associagdo
com outros materiais na producdo de scaffolds.® A associa¢do pode ser feita com polimeros,
como o poli(e-caprolatona) ou polimetilmetalicrato (PMMA), formando blendas; ou com outros
materiais como a hidroxiapatita ou o beta tricalcio fosfato formando compoésitos. 4% O PLLA
também foi estudado e aplicado clinicamente na reparagdo de ruptura dos ligamentos do joelho
de humano***°, como enxerto de tenddo artificial bioabsorvivel para o tratamento da ruptura
irreparavel do manguito rotador.’® Pesquisadores compararam a biocompatibilidade e
adequabilidade de uma malha tubular bioabsorvivel (stent) feita de PLLA® e uma ortese de
silicone convencional nas vias aéreas de coelho normal.’! Adicionalmente, parafusos, pinos e
hastes de PLLA projetados e auto-reforcados tém sido amplamente utilizados para fixacao dssea

e atualmente encontram-se disponiveis no mercado produtos de tamanhos e formas variados.

1.3.2 Amido

As preocupacdes ambientais e a escassez dos recursos fosseis implicaram no
crescimento da utilizagdo do amido em aplicagdes ndo alimentares nas Gltimas décadas.’> O
amido ¢ utilizado como aditivo natural em plasticos e particularmente em poliolefinas.” O
amido possui vantagens, tais como, baixo custo, grande disponibilidade, e ser totalmente
compostavel sem residuos toxicos. As técnicas convencionais utilizadas no processamento de
polimeros, tais como a extrusdo, a moldagem e a termoconformagao, podem ser aplicadas ao
amido para a fabricagdo de produtos com distintas finalidades.>*

Os materiais a base de amido possuem determinadas limitagdes, como o dificil
processamento e certas propriedades inferiores, por exemplo, pouca estabilidade a longo prazo,
alta sensibilidade a 4gua e pobres propriedades mecanicas. Adicionalmente, a concentracao de
amido na qual um produto 1til pode ser obtido, ¢ limitada a um pequeno valor, apds esse as
propriedades dos materiais sdo alteradas drasticamente.>* As pesquisas de formulagdes € a
compreensdo das propriedades térmicas e das propriedades reoldgicas podem ajudar na
resolucdo dessas limitacdes. Além disso, variadas blendas a base de amido e biocompositos t€m
sido desenvolvidas, demostrando desempenho aprimorado.>>

O amido é um polimero biodegradavel e renovavel produzido por muitas plantas®, cuja

sintese ocorre nos amiloplastos. O amido permite armazenar a energia obtida da fotossintese>®
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na forma de carboidratos.’” Os seres humanos e seus ancestrais sempre utilizaram produtos
ricos em amido. No ano de 2010, graos de amido foram identificados em moinhos de pedras na
Europa (Italia, Republica Checa e Russia) com data¢do de 30.000 anos atras.” A utilizagdo ndo
alimentar do amido foi desenvolvida pelos egipcios ao cimentarem tiras de papiro juntamente
com adesivo de amido de trigo.’® Mais tarde, em 700 D.C., o amido de arroz foi usado como
tratamento de superficie de jornais chineses. Os romanos também usaram em cremes
cosméticos e para engrossar molhos. Atualmente, as principais aplicagdes do amido nao
mudaram muito, sendo aproximadamente 60 % usado para fins alimenticios e 40% para
aplicagdes industriais.’® Em 2010, o mercado mundial de amido foi estimado em 68 milhdes de
toneladas®® com um valor de 48,8 bilhdes de ddlares por ano.*°

O amido ¢ digerivel por uma série de organismos vivos, variando de bactérias a
humanos.®® Além disto, os granulos de amido apresentam propriedades hidrofilicas®!,
higroscopicas®? e forte associa¢do intermolecular através das pontes de hidrogénio, devido aos
grupos hidroxila na superficie dos granulos. O ponto de fusdo do amido nativo ¢ superior a
temperatura de decomposicdo térmica, dai a pobre estabilidade térmica do amido nativo e a
necessidade de conversio para materiais baseados no amido com melhores propriedades.>

Estruturalmente heterogéneo, o amido ¢ composto de polimeros lineares (amilose, 20-
30%) e ramificados (amilopectina, 70-80%). A amilose tem uma estrutura de glicoses a-1,4
ligadas entre si por ligacdes glicosidicas a-D-(1—4), formando uma estrutura helicoidal devido
aos angulos de ligagdo entre as unidades de glicose. A amilopectina ¢ uma estrutura de cadeias
curtas a-1,4 (30 unidades de glicose) conectadas por ligagcdes o-1,6, aproximadamente a cada
20 ou 30 unidades de glicose, ao longo da cadeia. O amido sofre degradag¢do enzimatica em que
as ligagdes a-D-(1—4) sdo atacadas pela enzima a-amilase e as ligacdes a-1,6 sdo atacadas por

glucosidases (Figura 2).63-63



12

(a)
Ligacdo a-D(1 — 4)
CH,OH CH,OH
H OH H Oy
OH H OH H
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H—T1=0H CH,OH
Ligacdo a(1 > 6) H O
\ H
CH,OH CH, CH,OH
H Opn H Oy Oy
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—0 0 0 o—
H OH H OH H OH

Figura 2 — Estrutura da amilose (a) ¢ da amilopectina (b). Adaptada: Ref. 63-65.

Blendas a base de amido t€m demonstrado uma grande versatilidade de processamento
e utiliza¢do em diferentes campos de aplica¢do.®® A utilizagdo do amido como um biomaterial
na area biomédica encontra aplicagdo como polimero biodegradavel®®®’; como compdsito
associado a nanoargila montmorilonita®® em sistemas de liberagdo controlada de farmacos; em

0971 "em associa¢do

scaffolds de engenharia de tecidos para a regeneracdo ossea e de cartilagens
a celulose bacteriana microporosa como curativo e pele artificial temporaria’®, € como
implantes de substitui¢do 0ssea e cimentos Osseos.”? Especificamente para a area ortopédica foi
proposto o uso de blendas baseadas em amido como um material analogo ao osso para fixagdo

temporaria de fraturas.'>74



13

1.4 Mineral argiloso — Sepiolita (SEP)

A SEP ¢ uma argila muito incomum por causa de suas caracteristicas peculiares e
escassa ocorréncia. Existem muito poucos depositos comerciais no mundo e a maior parte da
producdo mundial dessa argila vem de depodsitos de origem sedimentar localizada nas
proximidades da capital da Espanha, Madrid.”> A SEP possui baixa massa molar, € porosa, com
uma grande area de superficie especifica. Ao contrario das demais argilas, as particulas
individuais de SEP t¢ém uma morfologia em formato de agulha. A elevada area superficial e
porosidade, bem como a forma incomum das particulas implicam na sua excelente capacidade
de adsor¢do e de propriedades coloidais que a tornam um material importante para uma ampla
gama de aplicagdes.”®

Quimicamente, a SEP ¢ um silicato de magnésio hidratado com a formula Si;
2MggO30(OH)4(OH 2)4-8H20. A SEP, ao contrario de outras argilas, ndo ¢ um filossilicato em
camadas. Sua estrutura pode ser descrita como um quincunce (um arranjo de cinco objetos,
colocados de modo que quatro ocupam os cantos e o quinto o centro de um quadrado ou

retangulo, Figura 3) de tipo folhas separadas por canais paralelos. 77-"°
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(2)
Estrutura da Sepiolita Projegdo [100]
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(b) Sepiolita

[ ] Laminas octaédricas
[ ] Laminas tetraédricas

Figura 3 — Estrutura cristalina (a) e célula unitaria (b) da SEP. Adaptada: Ref. 77-79.

A SEP possui a maior area de superficie dentre todos os minerais argilosos, variando
de 140 a 320 m?/g, com uma alta densidade de grupos silanol (-SiOH) que explica o destacado
carater hidrofilico dessa argila.’®’ A estrutura da SEP nio possui uma carga negativa
significativa e, portanto, a capacidade de permuta catidnica dessa argila ¢ muito baixa. As
minusculas particulas alongadas de SEP tém um comprimento médio de 1,0 a 2,0 um, uma
largura de 0,01 pm e contém canais abertos com dimensdes de 3,6 A x 10,6 A ao longo do eixo
da particula. As particulas de SEP sdo organizadas formando pacotes fracamente ligados e
agregados porosos, com uma extensa rede capilar que explica sua alta porosidade e leve peso

devido ao grande espago vazio.’°
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A SEP absorve vapores e odores e pode absorver aproximadamente seu proprio peso
em agua ou de outros liquidos. Os granulos de SEP ndo se desintegram mesmo quando
saturados com liquidos. As solugdes coloidais de SEP devem ser dispersas em agua ou em
outros sistemas liquidos usando misturadores de alto cisalhamento. Uma vez dispersos no
liquido, forma-se uma estrutura de particulas alongadas aleatoriamente entrelacadas que retém
o liquido, aumentando a viscosidade da suspensdo. Essa estrutura ¢ estavel mesmo em sistemas
com altas concentragdes de sal, condi¢des que produzem a floculagdo de suspensdes de outras
argilas, como a bentonita. A rede aleatoria de particulas de SEP contém particulas mais
grosseiras no liquido, impedindo sua sedimentacdo por gravidade e atuando como agente de
suspensdao. A SEP fornece para as suas suspensdes um comportamento pseudoplastico e
tixotropico que a torna um material de interesse em variadas aplicacdes com o intuito de
melhorar a processabilidade, a aplicagdo ou a manipulag¢do do produto final.!'”

As propriedades adsortivas e coloidais da SEP oferecem solucgdes especificas para uma
ampla variedade de aplicagdes industriais, tais como, i) absorventes industriais; ii) tratamento
de residuos; iii) transportador para produtos quimicos; iv) controle de umidade; v) ingredientes
de racdo para animais; vi) adubos (fertilizantes); vii) polimeros e elastdmeros; viii) aditivos de
construcdo; ix) aditivos reologicos para sistemas aquosos e x) aditivos reoldgicos para sistemas
organicos. '’

As interagdes da SEP com polimeros ndo ocorrem somente na superficie externa da
argila, devido ao ntimero significativo dos grupos silanol (Si-OH), mas também pela penetracao
nos canais estruturais dos blocos de fibra da SEP.#-82 Estudos demonstraram boa capacidade de
refor¢co de SEP nas matrizes poliméricas e tais reforcos foram obtidos com pequenos contetidos
de SEP, normalmente inferiores a 10 wt%.8%%* Por exemplo, com a presenga de 9,1 wt% de
SEP, o mddulo de elasticidade a compressdo e a resisténcia de espuma de gelatina com um
tamanho de célula de 159 um e uma porosidade de 98 % foram aumentados em 288 % e 308 %,
respectivamente. Tais melhorias foram atribuidos aos seguintes fatores: interagdes fortes entre
a gelatina hidrofilica e a SEP, o tamanho reduzido da célula e o efeito de refor¢co da SEP sobre
a gelatina.

A utilizacdo de argilas para fins medicinais tem inicio pré-histérico. Evidéncias
arqueologicas sugerem a aplicacdo de argila em feridas e irritagdes de pele feitas pelo Homo
erectus e pelo Homo neanderthalis. No mundo antigo, textos frequentes comprovam a ingestao
de argila, contida na terra, para o tratamento de problemas intestinais e estdmacais.®>¢ Dentre
os minerais de argila a SEP é usada em produtos farmacéuticos e cosméticos, por vias oral ou

topica, com as seguintes aplicagdes: antidcido, protetor gastrointestinal, antidiarreica, cremes
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cosméticos, pos e emulsdes.’” Além disso, a farmacologia moderna emprega argilas como
excipientes atuando diversamente como lubrificantes, diluentes, corretores de sabor,
emulsionantes, agentes reoldgicos e modificadores de entrega de drogas.®®

Foi demonstrado que a incorporagdo de SEP também aumentou a bioatividade de
filmes de gelatina devido a sua carga negativa de superficie, através da indu¢do de maior
quantidade de cristalitos de fosfato de calcio de menores dimensdes na superficie do polimero,
quando imerso em uma tampdo.®* Outros pesquisadores perceberam que nanoparticulas de
hidroxiapatita podem crescer na superficie de nanofibras de SEP, revelando a bioatividade da
argila.?® Além disso, foi demonstrado que a SEP é biocompativel e atoxico®®®!, indicando um

uso seguro no campo biomédico.
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CAPITULO II

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os materiais e amostras produzidas foram secos em estufa, a uma temperatura
de 50 °C antes de quaisquer processamentos ¢ medi¢des, pelo periodo de até 48 h. Esse
procedimento foi efetuado para minimizar o efeito da umidade dos materiais na rota de

processamento e nas medidas de caracterizagdo das amostras.

2.1 Materiais

O é4cido poli-lactico (PLA) utilizado foi o Ingeo 2003D da Nature Works LLC
(Estados Unidos da América), uma resina termoplastica adequada para extrusdo. O amido
nativo utilizado foi o obtido a partir do trigo, com nome comercial de Meritena 200 da Tereos
Syral (Espanha). A SEP (UNV-1), ndo modificada organicamente, ¢ constituida por SEP com
um comprimento médio de particula variando entre 1 e 2 pm e didmetro da ordem dos

nandmetros (cerca de 20-30 nm). As formulagdes produzidas sao mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 — Material e composigdo das amostras.

Material Composigo [wt%] Denominagdo
PLA2003D 100/0 PLA
PLA2003D/Amido 90/10 P10A
PLA2003D/Amido 80/20 P20A
PLA2003D/Amido 70/30 P30A
PLA2003D/Amido/SEP 89/10/1 P10AS
PLA2003D/Amido/SEP 79/20/1 P20AS

PLA2003D/Amido/SEP 69/30/1 P30AS
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2.2 Producao das amostras

A produgdo das amostras foi executada em uma sequéncia determinada de processos,
composta de extrusdo, inje¢do, adsor¢do de CO2 em autoclave e, por fim, espumacao por forno
ou espumacdo por banho de glicerina. A Figura 4 apresenta o esquema de processos até a

obtencdo das amostras espumadas.

Extrusora de eixo

MATERIAIS duplo de co-rotacio Peletizadora
PLA2003D
Péletes .
Amido de trigo PELETES
®5) EXTRUIDOS
Sepiolita
(po) |
Injetora

Amostra ESPUMADA

Autoclave

gy

Lﬂanho de Glicerina

Ou

orno de ar for¢ado ﬁ <:| |

Figura 4 — Esquema ilustrativo das etapas de processamento dos materiais e amostras.

 Amostra INJETADA

“precursor”

2.2.1 Extrusao

A mistura dos materiais componentes das amostras foi realizada em uma extrusora de
rosca dupla da marca Tech-Line®, modelo ZK 25T da empresa Collins com relacao L/D de 24.
Nessa etapa de processamento o perfil de temperatura aplicado foi o seguinte: T = 148 °C, T
=151 °C, T3 = 153 °C, T4 = 155 °C, Ts = 156 °C e Tr = 156 °C. A denominagdo T ¢ a
temperatura na regido de alimentacdo de materiais, as temperaturas de T> a Ts sdo os valores
nos distintos modulos e, Tr é a temperatura no orificio de saida. A velocidade de rotagdo na

rosca dupla foi de 30 rpm e a alimentacdo de materiais foi manual. A corrente elétrica do motor
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que gira a rosca durante o processo variou entre 4,2 e 4,3 A. A pressdo no orificio de saida, Pr,
variou de 140-150 bar. Valores acima desse implicaram em espumacao do material extruido. A
escolha dos pardmetros de processo de extrusdo, ou seja, temperaturas, velocidade de rotagdo e
tipo de alimentacdo foi determinada para a obtengdo da melhor mistura e para evitar que as
amostras apos a extrusdo espumassem devido a umidade presente nos materiais. Na extrusao
das amostras com SEP, primeiramente foram processados o PLA e a SEP na propor¢ao 99/1
wt%. Em seguida foi adicionado amido nas composi¢des apresentadas na Tabela 1. Tal
procedimento foi adotado porque na extrusdo dos trés materiais juntos, a extrusora apresentava

picos de corrente que automaticamente interrompiam o funcionamento do equipamento.

2.2.2 Injegdo

As amostras precursoras de espessura 2,0 mm e 4,0 mm foram produzidas por
moldagem por injecdo em uma maquina micro injetora da marca Babyplast, modelo 6/10P para
materiais termoplasticos. Para esta etapa de processo existe um conjunto de seis paradmetros
distintos que devem ser aplicados ao equipamento: 1) perfil de temperaturas; ii) parametros de
carro; iii) parametros de plastificante; iv) tempos e medidas de expulsdo; v) tempos e medidas
de injecdo; vi) tempo e medidas de fechamento, Tabelas de 2 a 6. As amostras com uma
espessura de 2,0 mm foram chamadas de precursores, adequadas para: i) permanéncia em
autoclave; ii) processos de espumacao; iii) realizacdo de medidas de DMA e iv) de ensaios
mecanicos de tragdo. As amostras com 4,0 mm foram utilizadas para realizar os ensaios

mecanicos de flexao.

Tabela 2 — Perfil de temperatura de inje¢do para as amostras de PLA, P(10-30)A e P(10-30)AS
de 2,0 € 4,0 mm.

PLA P(10-30)A P(10-30)AS
T1 (plastificagao) [°C] 195 195 195
T2 (camara) [°C] 205 205 205
T3 (bocal) [°C] 230 220 220
T4 (molde fixo) [°C] 35 25 25

T5 (molde mével) [°C] 35 25 25
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Tabela 3 — Parametros de carro de injegdo para as amostras de PLA, P(10-30)A e P(10-30)AS
de 2,0 ¢ 4,0 mm.

PLA P(10-30)A P(10-30)AS
Tempo do carro [s] 0 0 0
Velocidade do carro [%] 80 80 80
Tempo de 2 carga [s] 0 0 0
Velocidade do carro [%] 80 80 80

Tabela 4 — Tempo e medidas de expulsdo de injecdo para as amostras de PLA, P(10-30)A e
P(10-30)AS de 2,0 e 4,0 mm.

PLA P(10-30)A P(10-30)AS

Velocidade de expulsdo [%] 20 20 20
Numero de golpes 3 3 3
Pressdo de expulsdo [bar] 50 50 50
Tempo de expulsio [s] 0,5 0,5 0,5
Tempo de coleta dos expulsores [s] 0,5 0 0
Tempo de sopro de ar [s] 0 0 0
Pausa de expulsao [s] 0 0 0

Pausa de fim de ciclo [s] 0 0 0

Tabela 5 — Tempo e medidas de inje¢do para as amostras de PLA, P(10-30)A ¢ P(10-30)AS de

2,0 e 4,0 mm.
PLA P(10-30)A P(10-30)AS

Carga de material [s] 30 30 30
Tempo de resfriamento [s] 30 25 25
12 pressao de injegdo [bar] 110 110 110
Tempo de 1° pressao de injegao [s] 10 10 10
2% pressao de injecdo [bar] 110 110 110
Tempo de 2° pressdo de injecdo [s] 10 10 10

Succdo [mm] 0 0 0
Velocidade de injegao [%] 100 100 100
2% velocidade de injecao [%] 100 100 100

Medida de 22 velocidade de injegdo [%] 5 0 0
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Tabela 6 — Tempo e medidas de fechamento de injeg¢@o para as amostras de PLA, P(10-30)A e
P(10-30)AS de 2,0 e 4,0 mm.

PLA P(10-30)A P(10-30)AS
Abertura do carro [mm] 44 44 44
Pressdo de fechamento [bar] 110 120 120
Alarme de fechamento [bar] 130 130 130
Medida de pressdo de seguranca [bar] 10 10 10
Velocidade de fechamento 1 [%] 60 60 60
Velocidade de fechamento 2 [%] 20 20 20
Mudanga de velocidade de fechamento [%] 15 15 15
Velocidade de abertura [%] 20 20 20

2.2.3 Adsor¢do de CO; em autoclave

Testes relativos a cinética de adsor¢ao ¢ dessor¢do de CO; nas amostras foram
realizados para estabelecer os parametros utilizados no autoclave (Anexo I). A impregnacao de
COz nas amostras foi realizada utilizando-se de autoclave, 40 °C e 80 bar por um periodo de 24
h. As massas iniciais e finais das amostras foram medidas para a obteng¢do do percentual de
adsor¢@o nas amostras precursoras apos 24 h. Adicionalmente, a cinética de adsor¢do e de

dessorcdo também foram estudadas.

2.2.4 Espumacao

A fabricagdo das espumas ocorreu imediatamente apds a remogdo das amostras em
autoclave. Dois sistemas distintos de espumacao foram usados: i) banho de glicerina e ii) forno
de ar forgado. Em ambos os sistemas a temperatura utilizada foi de 170 °C durante um periodo

de 30 s. Na Figura 5 encontram-se amostras obtidas pelas duas vias utilizadas.



Figura 5 — Amostras de PLA espumadas por forno de ar for¢ado (a) e por banho de glicerina (b).

22



23

2.3 Técnicas de caracterizacao

2.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura foi caracterizada utilizando a técnica de MEV, permitindo avaliar a
morfologia e a distribui¢ao dos tecidos aderidos as amostras. Para a avaliacdo das amostras pré-
implante dois conjuntos de medidas foram realizados. O primeiro foi realizado na Espanha:
regido interior das amostras, as quais foram congeladas em Nz e cortadas para proporcionar
uma superficie lisa. O segundo foi realizado no Brasil: regido exterior das amostras utilizando
o equipamento da marca Carl Zeiss, modelo EVO LS 15 (Alemanha). A avaliacdo da regido
externa das amostras pés-implante em animais também foi realizada no Brasil. Em todas as

amostras a superficie foi revestida com uma deposicao de ouro a vacuo.

2.3.2 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

As medidas de DSC foram realizadas utilizando um equipamento da marca Mettler,
modelo DSC 862. As massas das amostras eram de aproximadamente 10,0 + 0,5 mg; obtidas
da regido das bordas dessas. A medida foi feita em 3 ciclos de temperaturas distintos: i) de - 40
a 250 °C (1° ciclo); ii) 250 a - 40 °C (2° ciclo); iii) de - 40 a 250 °C (3° ciclo). No 1° e 3° ciclos
arazdo de aquecimento foi de 10 °C/min; no 2° ciclo a razdo de aquecimento foi de -20 °C/min.
Adicionalmente, entre o fim do 1° ciclo e o inicio do 2° ocorreu a manuten¢ao da temperatura
em 250 °C por trés minutos. A atmosfera utilizada para todas as medidas era composta de N2

com fluxo de 60,0 mL/min.

2.3.3 Analise mecanica

Os ensaios de tracdo foram realizados de acordo com a norma ISO 527-1: 2012 e ISO
527-2:2012. Todas as medicoes foram realizadas a 5 mm/min. As medidas das amostras eram:
2,2+ 0,1 mm de espessura ¢ 5,1 + 0,1 mm de largura. Os ensaios de flexdo foram realizados de
acordo com a norma ISO 178:2010. Todas as medi¢coes foram realizadas a 5 mm/min. As

amostras foram 80,0 mm de comprimento; 3,9 +£ 0,1 mm de espessura € 9,9 £ 0,1 mm de largura.
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2.3.4 Analise térmica dindmico-mecanica (DMTA)

As medidas de DTMA foram realizadas em um equipamento Perkin Elmer modelo
DMAT7. O equipamento foi calibrado e utilizado, ambos via software, de acordo com os
procedimentos recomendados pelo manual do fabricante. Os modulos de armazenamento (E'),
de perda (E"), o complexo E* = (E'> + E"?)!"? ¢ a tangente de perda ou o fator de perda (tan §)
foram obtidos. O modo de deformacao aplicado foi o de flexdo em trés pontos. As amostras
foram preparadas para a andlise com as seguintes dimensdes: 4,0 mm de largura; 25,0 mm de
comprimento e 2,0 mm de espessura. A distancia entre pontos de contato do suporte da amostra
foi de 20,0 mm. A fim de obter as propriedades mecanicas dindmicas como uma funcdo da
temperatura, as experiéncias foram realizadas a 1 Hz de frequéncia, entre 30 e 70 °C (amostras
injetadas) e de 30 a 100 °C (amostras em autoclave), com uma taxa de aquecimento de 1 °C/min.
O equipamento tem um limite para a tensdo maxima aplicada (cerca de 30 kPa, para a geometria

usada).

2.3.5 Medidas de densidade

As medidas de densidade foram feitas em um equipamento picndmetro de gas da
marca Micromeritics, modelo AccuPyc 11 1340 com uma taxa de equilibrio de 0,005 psi/min,

utilizando 10 purgas, volume de célula de 37,8480 cm? e utilizando gas de No.
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2.4 Estudo in vivo

2.4.1 Animais de experimentagdo

Nesse trabalho foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, variedade albina, Rodentia, Mammalia) com idade de 120 dias, obtidos junto a
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). Os animais ficaram mantidos no biotério do
laboratorio de histologia da FCT/UNESP em gaiolas individuais suspensas, sob condi¢des de
temperatura ambiente média de 22,00 + 2,00 °C e alimentados com rag@o padrao (marca Primor,
racdo para coelhos e roedores) e agua potavel fornecida ad libitum. O presente estudo foi
aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da FCT/UNESP, Presidente Prudente,
Sdo Paulo, Brasil (processo n® 02/2014 — Anexo II) e foi conduzido de acordo com as

recomendagdes do National Institutes of Health (NTH).%?
2.4.2 Modelo experimental

Os animais foram submetidos a processo cirtirgico para a implantacdo das amostras.
As amostras utilizadas foram as de PLA; PLA/amido na proporg¢ao 90/10 e; PLA/amido/SEP
na propor¢do 89/10/1. A distribuicdo, descri¢do e quantidade de animais por grupo encontram-

se na Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuigdo, descrigdo e quantidade de animais no estudo in vivo

Amostra Numero de animais
PLA espumada em forno 3
PLA espumada em banho de glicerina
P10A espumada em forno
P10A espumada em banho de glicerina

P10AS espumada em forno

W W W W

P10AS espumada em banho de glicerina

2.4.3 Esterilizacao por 6xido de etileno (EtO)

Na esterilizacdo das amostras a técnica utilizada foi a EtO. Para verificar a
permanéncia do oxido de etileno no interior das amostras, uma andlise residual por

cromatografia gasosa foi realizada (Anexo III).
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A esterilizacdo foi realizada na empresa OXETIL Ltda. A seguir estdo os parametros
aplicados ao protocolo de esterilizagdo:

e Tempo total do ciclo de esterilizag@o: 5 horas + 30 minutos;

e Gas utilizado: EtO (de acordo com a portaria interministerial n°® 482 de
16/04/1999);

e Vacuo inicial: -0,55 + 0,10 bar;

e Tempo de condicionamento: 10 = 1 minutos;

e Tempo de pressurizagdo: 1 a 5 minutos;

e Tempo de fase de esterilizag@o: 210 = 1 minutos;

e Temperatura: 37,00 a 63,00 °C;

o Umidade relativa: 40,00 a 80,00 %;

e Vicuo final: -0,50 £+ 0,10 bar;

e Aecragdo mecanica: 60,00 = 10,00 minutos (composto por N, aeracdo e
hiperventilagio);

e Acracdo mecanica forcada: PO-07.021;

e Indicador bioldgico: Attest marca 3M (esporos de Bacillus atrophaeus ATCC
9372), resultado negativo;

e Indicador quimico multiparamétrico (Comply) e indicador quimico (fita Indox):
Dentro dos padrdes indicativos de esterilizagao eficiente;

e Concentragdo de EtO: 450 a 1200 mg/L, em conformidade com ANSI/AAMI ST
41:1999, 2000 Association for the Advancement of Medical Instrumentation.

2.4.4 Procedimentos cirurgicos

Os animais permaneceram em jejum pré-operatorio de 8 horas, sendo a seguir
submetidos & anestesia por meio de injecdo intramuscular de cloridrato de ketamina (50,0
mg/mL) e cloridrato de xilazina (20,0 mg/mL) na dose de 25,0 mg/Kg e 3,0 mg/Kg.”? A
manuten¢do do plano anestésico, quando necessario, foi feita com a utilizagdo de injegdo
intramuscular de ketamina com metade da dose inicial. Antes da cirurgia de implantacdo das
amostras realizou-se a tricotomia da pata posterior direita. Em seguida toda a area foi lavada
com solucdo de Polvedine e posteriormente com solugdo de alcool iodado a 2 %, seguindo-se

o isolamento da area cirargica por meio de campos estéreis. As incisdoes foram realizadas com
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a utilizacdo de bisturi, ldmina n°® 22, utilizando-se uma via de acesso medial, na pata posterior
direita entre os musculos tibial posterior - tibialis posteriori e triceps sural - triceps surae. Apos

o implante foram realizadas suturas dos planos musculares e da pele com fio mononylon 4-0

(Figura 6).

‘ # <o
Figura 6 — Procedimento cirtrgico de implantagdo da amostra. Em destaque a regido na qual foi realizada a
tricotomia isolada por campos estéreis (a); incisdo dos tecidos epitelial e muscular (b-c); alargamento do espago

intramuscular (d); implantacdo das amostras nos animais (e); suturas realizadas apods a cirurgia no plano

muscular (f) e plano da pele (g) e limpeza com a com solugdo de alcool iodado a 2 % (h).

2.4.5 Coleta do material

Para a coleta do material, ap6s 40 semanas contadas a partir da data da cirurgia de
implantacdo das amostras, os animais permaneceram em jejum pré-operatorio de 8 horas e
sofreram eutandsia, por meio de uma superdose do anestésico pentobarbital sddico via
intraperitoneal (150,0 a 200,0 mg/Kg), com a devida observagdo da cessdo dos batimentos
cardiacos para prontamente iniciar o procedimento cirtrgico.’*** Esse consistiu da retirada da
pele da regido medial da pata traseira direita, expondo a regido onde as amostras foram
implantadas. As amostras e os tecidos musculares adjacentes (Figura 7) foram retirados e
imediatamente armazenados em formol & 10 %. Em seguida foram encaminhados para os
procedimentos histologicos e posterior analise. A Figura 7 apresenta uma amostra que foi

implantada e removida apds o periodo de estudo estipulado.
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Amostra apds a
implantacio

i
LW

Figura 7 — Amostra removida da pata traseira dos animais apds o periodo de 40 semanas.

2.4.6. Descricao da técnica para corte histologico

Os procedimentos histologicos foram realizados no laboratério HISTOCELL -
Solugdes em Anatomia Patologica, Sdo Paulo. Nesse laboratorio no momento do recebimento
das amostras essas foram avaliadas tecnicamente e utilizadas de forma total ou parcial, de
acordo com a representatividade necessaria.

Em seguida os fragmentos foram inseridos em um cassete com a devida identificacio
do 6rgdo. Na sequéncia as amostras foram submetidas a um procedimento de desidratacdo
passando por 1 hora em alcool 70 %, depois em alcool 96 % e por fim em alcool absoluto. Em
seguida foram colocadas no reagente xilol onde permaneceram por 2 horas e depois colocadas
em um banho de parafina por um periodo minimo de 3 horas. Apds a conclusdo desse processo
foi feita a inclusdo das amostras no proprio cassete de forma que os fragmentos estivessem na
posigdo ideal para os cortes histoldgicos.

As amostras foram conferidas com a ordem de servigo do laboratdrio e colocadas em
uma bandeja com gelo para manté-las devidamente resfriadas. Em seguida as laminas foram
identificadas com as mesmas identificagdes dos cassetes. Esses com as amostras foram entdo
colocados no equipamento denominado microtomo onde foram feitos os cortes seriados entre
3 ou 4 micrometros e as fitas produzidas neste processo foram colocadas em um banho-maria
com temperatura de 56 °C; apos estirar as fitas no banho foram retirados o numero de

fragmentos necessarios e esses foram colocados sobre as laminas.
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Em seguida as laminas foram para uma estufa com temperatura variavel entre 60 °C e
70 °C por 30 minutos. Na sequéncia realizou-se a coloracdo das ldminas: i) uma sequéncia com
3 xilois por 5 minutos para cada cuba; ii) depois imersdo rapida em 5 cubas de alcool, lavadas
em agua corrente por 5 minutos e iii) posterior colocag@o no corante Hematoxilina (imersao de
1 minuto) e “contra coradas” com Eosina (imersdo de 1 minuto).

Para finalizar o processo de coloracgdo realizamos algumas passagens em alcool absoluto
¢ em seguida pelo xilol. As amostras coradas receberam a cobertura de laminulas para protecdo
e melhor visualizagdo no microscopio e finalizando as ldminas foram etiquetadas conforme a

identificacdo inicial.

2.4.7 Microscopia Otica

As laminas coradas foram destinadas para a analise da morfologia geral dos tecidos a
fim de se verificar a biocompatibilidade do material implantado. A analise microscopica
qualitativa do padrao de resposta tecidual frente ao implante foi realizada no laboratério de
histologia da FCT/UNESP, com a utilizagdo de fotomicroscopio da marca Nikon (modelo
Eclipse 50i) acoplado a uma camera digital da marca Nikon (modelo Infinity 1) e do software
NIS Elements D 3.0. As imagens foram processadas usando o software livie GNU Image

Manipulation Program (Gimp) versao 2.8.16.
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CAPITULO III

CARACTERIZACAO

As propriedades das amostras foram avaliadas pelas seguintes técnicas de
caracterizacdo: i) a microscopia eletronica de varredura (MEV) forneceu informagdes relativas
a estrutura morfologica; ii) a técnica de calorimetria diferencial exploratoria (DSC) permitiu
avaliar a cristalinidade (X), a temperatura de transi¢ao vitrea (7), e a temperatura de fusao (77)
em todas as etapas de processamento; iii) os ensaios mecanicos de flexdo e tragdo apresentaram
o comportamento mecanico. Adicionalmente, tal comportamento em func¢do da temperatura foi
medido via analise térmica dindmico-mecanica (DTMA); e iv) medidas de densidades das

amostras também foram realizadas nas diversas etapas da rota de fabricacao.
3.1 Microscopia eletronica de varredura

As Figuras 8 ¢ 9 mostram as imagens de MEV das amostras de PLA. Na Figura 8
encontram-se as imagens com aumentos de 20, 200 e 1000 vezes para as amostras injetadas
precursoras e das que estiveram em autoclave. Na Figura 9 encontram-se as imagens das
amostras em forno (aumentos de 25, 75 e 1000 vezes) e das espumadas em banho de glicerina
(aumentos de 20, 200 e 1000 vezes). As Figuras 10 e 11 mostram as imagens de MEV das
amostras de PLA/amido nas propor¢des 70/30, 80/20 e 90/10. Na Figura 10 encontram-se as
imagens das amostras injetadas precursoras com aumentos de 20, 200 e 1000 vezes. Na Figura
11 encontram-se imagens das amostras injetadas e espumadas por banho de glicerina e por
forno com aumento de 2000 vezes. A Figura 12 mostra as imagens de PLA/amido/SEP nas
proporcdes 89/10/1 e 79/20/1 com aumento de 1000 vezes. Nas Figuras 8 a 12 as imagens foram

feitas da regido interna das amostras a partir de fratura fragil criogénica.
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HY: I00KY Wi

1ura - magens de MEV (regido 1erna) e amostras de PLA: injeta imgens (a-c) e em autoclave,

imagens (d-f). Aumentos: de 20X nas imagens (a) e (d); de 200X nas imagens (b) e (e) ¢; de 1000X nas imagens
(c) e (.

100 um
2 mm ¢ WD:Z30mm

Figura 9 — Iens de MEV (regido interna) de amostras PLA: em forno, imagens (a-c) e espumadas em banho

de glicerina, imagens (d-f). Aumentos: de 25X e 75X nas imagens (a-b); de 20X e 200X nas imagens (d-¢) e;
de 1000X nas imagens (c) e (f). Legenda: CF = célula fechada e CA = c¢lula aberta.

Na Figura 8 as imagens (a-c) mostram as amostras precursoras de PLA e as imagens
(d-f) apresentam aquelas que estiveram em autoclave. Como era esperado, somente uma fase
foi observada e que corresponde a matriz polimérica de PLA. Na Figura 9 as imagens (a-c)
mostram as amostras de PLA em forno e as imagens (d-f) apresentam as amostras de PLA

espumadas em banho de glicerina. Também nas espumas, assim como nas imagens da Figura
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8, somente uma fase foi observada e que corresponde a matriz polimérica de PLA expandida.
Na Figura 9 ao comparar as imagens (d-f) com as imagens (a-c), verificou-se que as amostras
expandidas em banho de glicerina (d-f) apresentaram geracdo de células, tanto abertas como
fechadas. Por sua vez, as amostras que permaneceram em forno ndo apresentaram geragdo de
células. A diferenca morfoldgica das amostras processadas em forno com as espumadas por
banho de glicerina pode estar associada a melhor transferéncia de calor nesse ultimo processo.
Nesse caso, a glicerina liquida aquecida teve melhor contato com a amostra, ja para as amostras
em forno o calor foi transferido pelo ar aquecido e pelas placas de agco aquecidas que mantinham
as mesmas posicionadas dentro do forno.

Matuana (2008) estudou o efeito das condi¢des de formagdo de espumas (temperatura
e tempo) na fracdo de espacgos vazio, na relagdo de expansdo volumétrica, na resisténcia ao
impacto ¢ nas propriedades de tragdo de PLA espumado. Ele averiguou que as células com
maior didmetro médio foram produzidas na borda das amostras espumadas, independentemente
da temperatura de formacao da espuma. Isso era esperado, porque a temperatura ¢ sempre maior
na camada externa do que no nicleo da amostra na formacao da espuma em processos de estado
solido em lotes. O aumento da temperatura de formagdo de espuma resultou em um aumento
significativo do tamanho da célula.”> A temperatura mais elevada acelerou a taxa de difusido do

gas, o que favoreceu o crescimento das células.”
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igur 1—Iaens de MEV (regiﬁ intern) ostras injetadas de P10A, imagens (a-c); P20A, imagens
(d-f) e P30A, imagens (g-i). Aumentos: de 20X nas imagens (a), (d) e (g); de 200X nas imagens (b), (¢) e (h) e;
de 1000X nas imagens (c), (f) e (i). Legenda: GA = granulo de amido.

Na Figura 10 sdo apresentadas imagens de amostras precursoras em que foram
observadas duas fases distintas, uma para a matriz polimérica PLA e outra para o amido
(granulos). Notou-se também que houve uma boa dispersdo dos granulos de amido no PLA,
sendo que a visualizacdo de maiores quantidades de granulos ocorreu para as amostras P20A,
imagens (e) e (f) e; nas amostras P30A imagens (h) e (i), o que era esperado. Wootthikanokkhan
etal. (2012) estudaram a eficacia da compatibilizagdo de blendas de PLA e amido termoplastico
(TPS) também perceberam que quanto maior o teor de amido, maior a quantidade de granulos
de amido presentes nas blendas.®’

Em relagdo a interface entre as fases, essa foi eminentemente fisica com duas fases
distintas e a ocorréncia de lacunas entre elas. As lacunas observadas na interface entre os
materiais eram esperadas, uma vez que os amidos hidrofilicos e poliésteres alifaticos
hidrofobicos, como o PLA, s3o termodinamicamente imisciveis.”®. Mesmo em blendas de PLA

e TPS, a presenca de lacunas revela que os dois materiais s3o pouco misciveis.””.
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Figura 11— Imaens de MEV (regido interna) de amostras de P10A, imagens (a-c), PA, iagens (d-f) e P30A,
imagens (g-i). Aumentos de 1000X. Amostras: injetadas, imagens (a), (d) e (g); espumadas em forno, imagens
(b), (e) e (h) e; espumadas em banho de glicerina, imagens (c), (f) e (i). Legenda: CF = célula fechada, CA =

célula aberta e GA = granulo de amido.

Na Figura 11 as imagens (b-¢), (e-f) e (h-1) mostram amostras espumadas, as quais,
apresentaram as mesmas caracteristicas presentes nas amostras precursoras, ou seja, duas fases
distintas e a dispersdo dos granulos de amido. No entanto, ao comparar as lacunas entre as fases
das espumas com as amostras precursoras, imagens (a), (d) e (g), notou-se um aumento no
tamanho das lacunas nas espumas. Isto ¢ devido a expansdo da matriz de PLA pela liberagdo
do CO; adsorvido nas amostras precursoras durante o periodo de permanéncia no interior do
autoclave. Além disso, os granulos de amido atuaram como centros de nucleacdo para a
expansdo e geracao de poros, apos a remogdo dos granulos. Nas imagens (c) e (f) também foram
encontradas células abertas e fechadas criadas na expansao da matriz de PLA. Hao et al. (2007)
estudaram os efeitos de distintas condigdes de pressao e periodos na formagdo de espumas de
PLA/amido em CO; supercritico e relataram também a expansdo da matriz de PLA com a

criacdo de células abertas e fechadas.”
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0AS, imagens (d-f).

Aumentos de 1000X. Amostras: em autoclave, imagens (a) e (d); espumadas em forno, imagens (b) e (e) e;

e amostras de P10AS, imae (—c) e

igura 12 — Imagens de MEV (regla in erna

espumadas em banho de glicerina, imagens (c) e (f). Legenda: CF = célula fechada, CA = célula aberta e GA =

granulo de amido.

Nas imagens (b-c) das amostras espumadas de P10AS, e nas imagens (e-f) das
amostras espumadas de P20AS da Figura 12, percebeu-se também a presenca das duas fases
distintas, a dispersdo dos granulos de amido e 0 aumento no tamanho das lacunas nas espumas,
imagens (b-c) e (e-f). Na comparacdo das amostras espumadas de P10A, imagens (b-c), e P20A,
imagens (e-f) da Figura 11, com as de P10AS, imagens (b-c), e P20AS, imagens (e-f) da Figura
11; observou-se que nas amostras de P10AS ocorreu uma maior geragdo de células com
menores dimensdes ¢ mais compactas. Isto demonstra que a SEP apresentou, assim como os
granulos de amido, o comportamento de agente de nucleagao.

Lee e Hanna (2008) investigaram o efeito de distintas quantidades (1, 3, 5, 7, wt%) de
montmorilonita (MNT), uma nanoargila similar a SEP, em espumas de PLA e TPS de tapioca
(fécula extraida de mandioc) (90/10 wt%). Nesse trabalho os pesquisadores observaram que na
adicdo de MNT, os nanocompositos apresentaram um tamanho de célula visivelmente reduzida,
células mais compactas e aumento da densidade celular. Segundo os autores, as particulas de

MNT dispersas agiram como locais de nucleagio para formagio de células.!*
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3.2 Medidas de densidade

As Figuras 13 e 14 apresentam as densidades das amostras PLA, P(10-30)A e P(10-
30)AS em distintas etapas de processamento e a Tabela 8 apresenta os valores percentuais das
diferencgas das densidades das amostras entre os processos: i) autoclave em relagdo a injecdo e

i1) os processos de forno e banho de glicerina em relacdo a autoclave.

Tabela 8 — Diferenca percentual das densidades das amostras entra as etapas de

processamento.
Amostra Aut.-Inj [%] For.-Aut. [%] Bg.-Aut. [%]
PLA 0,00 -0,80 -23,20
P10A -1,56 1,59 -15,08
P20A 2,34 -0,76 -12,21
P30A -1,53 1,55 -6,98
P10AS 1,59 1,56 -28,13
P20AS -6,30 11,76 9,24
P30AS -3,08 5,56 -7,14

Legenda: Inj. = Injegdo; Aut. = Autoclave; For = Forno; Bg. = Banho de glicerina. Os valores negativos significaram
diminuigdo na p das amostras.
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Figura 13 — Densidades das amostras PLA, P(10-30)A e P(10-30)AS apo6s extrusdo (a) e injecdo (b).

A Figura 13 (a-b) apresenta os graficos de barras das densidades das amostras para os

processos de extrusdo e injecdo. Nos graficos da Figura 13 ndo foram observadas alteragoes
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significativas, tanto com relagdo a composicdo das amostras quanto para a etapa de

processamento.
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Figura 14 — Densidade das amostras PLA, P(10-30)A e P(10-30)AS apds a permanéncia no autoclave (a), em forno

de ar forgado (b) e em banho de glicerina (c).

A Figura 14 (a-c) apresenta os graficos de barras das densidades das amostras oriundas

do autoclave, do forno de ar forcado e do banho de glicerina, respectivamente. Nas amostras
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oriundas do autoclave e do forno de ar forgado, Figuras 14 (a-b) respectivamente, as densidades
foram similares aos obtidos nas etapas pré-espumacao (extrusao e inje¢ao), variando entre 1,19
e 1,31 g/cm’ (autoclave) e 1,24 e 1,33 g/cm?® (forno). Nessa situagdo podemos verificar que o
processo em forno foi ineficaz para espumar as amostras. Na espumacao por banho de glicerina,
Figura 14 (c), as densidades apresentaram uma diminuigio, variando entre 0,92 ¢ 1,20 g/cm?,
valores inferiores aos das etapas pré-espumacdo. Adicionalmente, mesmo na expansdo por
banho de glicerina o efeito da adi¢do das cargas nas amostras foi notado, com o aumento da
densidade com o crescimento da quantidade de amido nas amostras.

Os parametros de impregnagdo de CO> e a permanéncia das amostras no interior do
autoclave, foram os seguintes: 1) temperatura de 40 °C; ii) pressdo de 80 bar ¢ iii) periodo de 24
h. Adicionalmente, foram colocadas amostras com mescla de materiais, sendo assim, era de se
esperar que as p variassem pouco, neste caso entre 1,19 € 1,31 g/cm’, Figura 14 (a). As amostras
em autoclave que apresentaram uma reducdo percentual nas p em comparagdo com a das
amostras injetadas foram as P20AS e P30AS, respectivamente de 6,30 e 3,08 % (Tabela 20).
Esses valores obtidos podem estar associados a presenga dos granulos de amido e da SEP, que
apesar de servirem como centros de nucleagdo podem ter impedido maiores expansdes
volumétricas e consequentemente menores densidades.

Matuana (2008) estudou o efeito das condi¢des de espumacao (temperatura e tempo)
na fracdo vazia, na relacdo de expansdo volumétrica, na resisténcia ao impacto e nas
propriedades de tracdo de filmes de PLA espumados. Nesse trabalho as amostras de PLA foram
moldadas por compressao e cortadas em retangulos de 1 x 2 cm. Os pesos originais das amostras
foram medidos utilizando uma balanca digital de precisdao, em seguida colocadas em uma
camara de pressdo e saturadas com CO; a alta pressdo (MPa 5,52 ou 800 psi) a temperatura
ambiente por 2 dias e espumadas em banho de glicerina. As morfologias microcelulares
desenvolvidas nas amostras de PLA foram fortemente associadas as condi¢gdes de espumacao.
Uma redugdo significativa de p, acima de 39 %, e a expansdo volumétrica (o dobro em relagdo
ao PLA ndo espumado) foram alcancados pela criacdo de estruturas microcelular espumada em
amostras PLA, principalmente devido a alta concentracdo de CO; absorvido pelas amostras de
PLA.% Estes resultados foram esperados porque o nimero de bolhas nucleadas, durante a
espumacao, depende fortemente da concentracdo do gas dissolvido na matriz de polimero
fundido.”>*® Da mesma forma, uma grande quantidade de moléculas de gis deve estar
disponivel no polimero para o crescimento de células atingir uma taxa de expansdo de grande

volume.
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Zhang e Sun (2007) estudaram espumas biodegradaveis de PLA/amido preparadas por
extrusdo utilizando a 4gua como um agente de expansao e talco como agente de nucleacdo. As
espumas foram obtidas sob as seguintes condigdes: PLA/amido (40/60 wt%), 15 % agua,
temperatura de saida na extrusora de 195 °C, orificio de saida de 3 mm, velocidade de rosca de
200 rpm e 2 % de talco. Os pesquisadores observaram que o tamanho ¢ a distribui¢do celular
foram significativamente afetados pelas condicdes de extrusdo e composi¢oes de materiais. A
p permaneceu a mesma na presenca de aditivos soélidos inorganicos (agentes de nucleagdo) e
aumentou ligeiramente na concentragdo de talco de 3 %.'°!

Neste estudo a expansdo das amostras ocorreu pelo uso de forno ou por banho de
glicerina e em ambas rotas o agente de expansdo foi o CO2. Antes da adsor¢do do gas em
autoclave, os materiais foram secos em estufa para diminuir os efeitos da umidade durante o
periodo de permanéncia e na posterior espumacgdo. As maiores diminuigdes ocorreram com as
amostras originarias do autoclave e do banho de glicerina, respectivamente. Essas diminuigdes
sdo consistentes com a expansdo da matriz de PLA observadas nas imagens de MEV das
Figuras 11 e 12. Adicionalmente, outra associacdo pode ser feita entre os valores de p e os da
cristalinidade X. (Tabela 11) das amostras apds o banho de glicerina. Tanto os valores de p
quanto os da X, nesse processo foram os menores valores obtidos, quando comparados com as
demais etapas de processamento. Tal fato pode ter ocorrido devido a melhor transferéncia
térmica, em comparacao com o forno, permitindo que a matriz de PLA ficasse menos rigida, o

que possibilitou uma maior expansdo, conforme o CO; era liberado da amostra.
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3.3 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

As Tabelas 9 e 10 exibem os valores das temperaturas de 7 e 7, das amostras em
diferentes fases de processamento. Adicionalmente, junto aos valores da 7, e 7, para cada
composicdo, encontram-se as médias e desvios padrdes dessas, para demostrar que tanto a 7
(de 59,2 £ 1,8 a 62,2 £ 3,3 °C) quanto a T, (de 153,5 = 1,2 a 155,6 + 3,3 °C) apresentaram
pequenas alteracdes nos seus valores em decorréncia do processamento ¢ da composicdo das
amostras.

Semelhante a muitos polimeros termoplasticos, o PLA possui ambas, 7, € T\, acima
da T, (aproximadamente 58,0 °C). O PLA comporta-se como uma borracha, enquanto que
abaixo torna-se um material vitreo que ainda é capaz de ser resfriado até a temperatura de
transi¢do P (aproximadamente —45 °C), abaixo da qual se comporta como um polimero
quebradi¢o'’’. A Ty do PLA ¢ dependente tanto da massa molar quanto da pureza otica do
polimero. A pureza dptica ¢ uma medida do excesso de um enantidmero sobre outro em uma
amostra opticamente ativa. Um composto opticamente puro possui 100 % de um enantidmero.
Uma mistura racémica ndo apresenta pureza optica, visto que os 50 % de um enantidmero
cancela a atividade optica dos 50 % do outro enantidmero. Por outro lado, uma amostra
opticamente ativa que, por exemplo, contenha 75 % de um enantidmero dextrogiro e 25 % do
levogiro, sera somente 50 % opticamente pura. Assim, 25 % do enantidmero dextrogiro
cancelara a atividade Optica dos 25 % de enantiomero levogiro, sobrando 50% do enantiomero
dextrogiro, responsavel pela rotagdo do plano de luz polarizada.

Conforme aumenta a massa molar do PLA a T alcanga os valores maximos de 60,2;
56,4 e 54,6 °C para conteudo de estereoisdbmero L de 100, 80 e 50 %, respectivamente.!'* A T,
do PLA, estereoisomero puro (L ou D), ¢ também uma funcdo de sua pureza optica. O maior
valor pratico obtido foi de 180 °C com entalpia de 40 a 50 J/g. A presenca de meso-lactideos
na estrutura do PLA pode diminuir a 7, em 50 °C, dependendo da quantidade de lactideos D

incorporados ao polimero. Valores tipicos da 7}, para o PLA estdo na faixa de 130 a 160 °C.1%
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Extrusdo Inje¢do Autoclave Banho de glicerina  Forno x
PLA 61,9 61,6 57,3 61,7 63,6 61,2 + 23
P10A 61,2 61,3 57,9 62,6 61,3 60,9 + 1,7
P20A 60,6 57,9 66,6 61,8 64,2 62,2 + 373
P30A 61,0 57,4 57,3 60,9 59,7 592 + 1,8
P10AS 61,2 60,6 59,2 60,6 60,1 60,3 + 0,7
P20AS 60,4 60,6 63,7 59,7 57,1 60,3 + 23
P30AS 59,5 60,8 67,0 57,6 58,1 60,6 + 38

Tabela 10 — 75, [°C] das amostras em distintas etapas de processamento.

Extrusdo Injecdo Autoclave Banho de glicerina  Forno x
PLA 153,0 154,4 154,7 151,8 153,8 1535 £+ 1,2
P10A 153,8 156,3 155,5 154,3 154,7 1549 + 1,0
P20A 152,7 155,1 155,2 154,9 155,1 1546 + 1,1
P30A 155,0 153,5 154,3 154,3 1559 154,6 £+ 09
P10AS 152,4 156,3 155,1 153,9 156,0 154,7 £ 1,6
P20AS 153,9 156,6 155,6 154,7 157,0  155,6 + 1,3
P30AS 150,2 157,3 157,1 154,9 158,4 155,6 + 3,3

As Figuras 15 a 21 apresentam as curvas de DSC (1° ciclo) das amostras para os

processos de extrusdo, injecdo, autoclave, espumacao por banho de glicerina e espumagao por

forno, respectivamente. Alteracdes na X: e no valor da entalpia das amostras foram observadas

nas Figuras de 15 a 21 e na Tabela 11. Na Figura 15, foi possivel perceber exclusivamente o

efeito da rota de processamento. Nas demais figuras notaram-se os efeitos da etapa de

processamento associado com as adi¢des de amido (Figuras 16 a 18) e de SEP (Figuras 19 a

21) na matriz de PLA.
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PLA - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 15 — Curvas de DSC para a amostra de PLA em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%] de

cada amostra.

P10A - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 16 — Curvas de DSC para a amostra de P10A em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%] de

cada amostra.



P20A - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 17 — Curvas de DSC para a amostra de P20A em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%] de

cada amostra.

P30A - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 18 — Curvas de DSC para a amostra de P30A em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%] de

cada amostra.
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P10AS - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 19 — Curvas de DSC para a amostra de P10AS em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%]

de cada amostra.

P20AS - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 20 — Curvas de DSC para a amostra de P20AS em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%]

de cada amostra.
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P30AS - DSC vs. etapas de processamento
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Figura 21 — Curvas de DSC para a amostra de P30AS em distintas etapas do processo. X. = cristalinidade [%]

de cada amostra.

A Tabela 11 expde os valores das X. das amostras, qual ¢ calculada a partir da

equagio'%%:

o AHy, — AH,
Cristalinidade [%] = o931 x 100 (1)

onde 4Hy e 4H. sdo o calor de fusdo e o calor de cristaliza¢do, respectivamente. O
valor constante 93,1 J/g ¢ o 4H,, para os homopolimeros PLLA o PDLA 100 % cristalinos.
Adicionalmente, foi realizada a correcao do valor X. para cada composi¢cdo de amostras e a
Tabela 11 apresenta os fatores de correcdo. A correcdo das cristalinidades foi realizada
dividindo-se os valores de X. obtidos pela Eq. I, para cada amostra em todas as etapas de
processamento, pelos fatores na Tabela 11. As Figuras 15 a 21 apresentam as X, corrigidas. No
que diz respeito as mudangas impostas pela rota de processamento, pelas adi¢des de amido e de

SEP, foram observadas grandes alteragoes.
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Tabela 11 — X. [%] das amostras em distintas etapas de processamento.

Extrusdo Injecdo Autoclave Banho de glicerina Forno

PLA 0,7 2,0 27,2 0,2 39,7
P10A 3,5 12,7 32,0 10,4 36,4
P20A 2,2 23,6 35,8 1,7 28,7
P30A 25,8 43,2 40,5 5,9 32,6
P10AS 8,2 6,3 36,4 11,7 36,2
P20AS 43 14,3 38,9 10,3 37,9
P30AS 35,7 20,1 61,2 15,3 65,7

Tabela 12 — Fatores de correcdo da X. das amostras

Fator
P10A 0,90
P20A 0,80
P30A 0,70
P10AS 0,89
P20AS 0,79
P30AS 0,69

No que diz respeito a sequéncia de processamento utilizado, geralmente apos a injegéo,
as amostras apresentaram um aumento na X, exceto para a amostra injetada de P10AS (X. =
6,3 %), menor do que o da amostra extruida (X. = 8,2 %), Figura 21. Ghosh et al. (2007)
investigaram a relagdo entre o processamento, a morfologia e as propriedades mecanicas de
PLLA moldado por injecdo. Nesse trabalho os pardmetros de processamento foram os
seguintes: 1) temperaturas de fusdo de 165 e 220 °C; ii) temperaturas do molde de 24 ¢ 60 °C;
iii) taxas de fluxo de inje¢do de 7 € 28 cm’ s™! ¢; iv) pressdes de injecdo de 7 e 29 MPa. Nas
condi¢des experimentais utilizadas por Ghosh et al. (2007), as medidas DSC do PLLA
processado mostraram que a X. das amostras de PLLA foi pequena, variando entre 1,5 ¢ 6,2 %.
Tal fato decorre da cinética de cristalizacdo lenta desse polimero e das taxas rapidas de
resfriamento ao longo do processo de injec¢do.!03104

A cristalizagdo em polimeros durante o processo de moldagem por inje¢do é um
fendmeno complexo que envolve estresse termomecanico, taxas de cisalhamento e de
resfriamento.!'® Adicionalmente, as medidas DSC (extrusio, inje¢do e banho de glicerina —
Figuras 15 a 21) mostraram a presenga dos picos caracteristicos da cristalizagdo fria exotérmica
e da fusdo endotérmica. A T, do PLLA variou de 58,1 a 60,9 °C (uma variagdo de 4,8 %).''® No
presente trabalho os valores de X, (2,0 %) e da T (61,6 °C) obtidas das amostras injetadas foram

similares ao reportado por Ghosh et al. (2007).!%3
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A X. das amostras de PLA exibiram variagdes destacadas durante o periodo de
permanéncia em autoclave, com valores de 27,2 % (Figura 15). O comportamento de
crescimento da X. foi usualmente mantido para as amostras que permaneceram na autoclave,
em comparagao com as amostras das etapas anteriores de injecao e de extrusdo. A exce¢ao foi
a amostra P30A, em que a X. do precursor, 43,2 %, foi maior do que a da amostra em autoclave
com o valor de 40,5 % (Figura 18). Adicionalmente, observou-se somente transicdes de
primeira ordem de natureza endotérmica, relativa a fusdo (Figura 15 e Tabela 9).

Liao, Nawaby e Whitfield (2010), avaliaram o efeito do CO2 sobre as propriedades
fisicas do PLLA e sobre a formacdo de dominios cristalinos. As amostras foram produzidas por
moldagem térmica (190 °C), seguida de resfriamento em agua gelada, no formato de folhas de
300 a 400 pum de espessura. As amostras foram submetidas a dois ciclos de saturacdo em
autoclave: no primeiro as condi¢des experimentais foram de: temperatura de 25 °C e pressoes
de 0,1 a 3,5 MPa; no segundo com uma temperatura de 0 °C e pressdo de 2,8 MPa. Em ambos
o tempo de permanéncia dentro do autoclave foi de 24 h e entre os ciclos de saturagdo ocorreu
um intervalo de 7 dias. Apo6s o segundo ciclo de saturacdo, as amostras foram rapidamente
despressurizadas e posteriormente espumadas em temperaturas entre 50 e 100 °C. Os
pesquisadores relataram que a presenga de CO2 na matriz polimérica induziu a cristalizagdo no
PLA, com a X. aumentando em conformidade com o crescimento da pressdo de CO2.'% Os
valores da X. variaram de 12 a 30 %, para as pressoes de 0,1 a 3,5 MPa, respectivamente. No
presente trabalho para as amostras de PLA em autoclave (P =8 MPa, T=40°Cet=24h)o
valor da X. foi de 27,2 % (Figura 15 e Tabela 11).

E sabido que a absorgio de CO2 em um polimero reduz sua Ty, devido ao aumento da
fragdo de volume livre e que melhora a mobilidade das cadeias poliméricas. A absor¢ao de CO»
resulta em consideravel inchago em polimeros amorfos e cristalizagdio em polimeros
semicristalinos, pelo reordenamento das cadeias do polimero em baixas temperaturas.!06-108
Porém, somente a presenca de CO2 ndo provoca alteracao na estrutura cristalina do PLA, sendo
necessario o aumento da pressdo do gas. Devido ao aumento da pressdo de CO, a fragdo de
volume de CO; absorvida aumenta, assim, melhora a mobilidade da cadeia. Portanto, o
realinhamento das cadeias para uma estrutura cristalina de baixa energia livre ¢
termodinamicamente favoravel, resultando em maior X, a pressao elevada e, enquanto isso, o
pico de cristaliza¢do fria desaparece.!®

Na fase de espumacdo das amostras, em ambos os processos, a temperatura utilizada
foi de 170 °C durante um periodo de 30 s e a X. expressou dois comportamentos distintos. Nas

espumas produzidas em banho de glicerina, a X. diminuiu comparativamente em relagdo aos
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processos anteriores para todas as composigoes de material. O maior valor de X. na espumacgao
em banho de glicerina foi de 15,3 % para a amostra de P30AS (Figura 21 e Tabela 11). As
amostras processadas em forno mostraram um comportamento inverso aquelas em banho de
glicerina, ou seja, com valores de X. maiores, ao passo que o menor valor de X. foi 28,7 % para
a amostra P20A (Figura 17 e Tabela 11). Tal distingdo no comportamento da X. ocorreu porque
tanto no banho de glicerina quanto no forno de ar forcado verificou-se a formacao de cristais.
Porém, esses, nas amostras em banho de glicerina, devido a melhor transferéncia térmica, foram
fundidos. Por sua vez, no forno os cristais permanecerem presentes em virtude de uma pior
transferéncia térmica.

Adicionalmente, nas amostras processadas em forno foram observadas somente
transicoes de primeira ordem de natureza endotérmica (Figura 15 e Tabela 9) e tal
comportamento ocorre porque as amostras em forno ndo foram de fato espumadas, pois nessas
se deu o processo de annealing, que consiste em aquecer um polimero permitindo com que as
cadeias desse possam se movimentar mais livremente formando estruturas cristalinas
(cristalitos) adicionais. Ao aumentar a temperatura de annealing a entalpia de relaxamento ¢
reduzida, e até mesmo desaparece quando as amostras sofrem annealing a uma determinada
temperatura. A mobilidade segmentar pode causar uma reducdo do volume livre, portanto,
menos energia ¢ necessaria para a recuperagao segmentar, o que resulta em menor entalpia.
Quando a temperatura de annealing € alta o suficiente, o movimento das cadeias moleculares
se torna mais facil do que o movimento anteriormente restrito em temperaturas inferiores a
T, 100

Complementarmente, o contetdo da fase amorfa do PLA diminui durante o processo
de annealing, resultando que a T, possivelmente ndo seja identificada pela medida de DSC.
Além disso, os dominios ordenados favorecem o processo de nucleagdo devido a uma barreira
energética reduzida''® e a X. apresenta uma tendéncia de crescimento. A razdo deste fendmeno
¢ que a mobilidade das cadeias moleculares ¢ aumentada quando as amostras sofrem annealing
em temperaturas acima de 7. Isto é propicio para a orientacdo preferencial das cadeias
moleculares, resultando em aumento na X.. Enquanto isso, o pico de cristalizagdo fria
desaparece, como foi demonstrado pelos termogramas de DSC.!%

Em geral, a adicdo do amido ao PLA implicou no aumento da X.. Tal efeito pode ser
observado nas amostras apos todas as etapas de processamento, desde a extrusdo até a
espumacao. A excegdo ocorreu nas amostras em forno com uma diminuicdo da X. associada ao
crescimento da quantidade de amido na amostra. O crescimento da X. das amostras com a

adicdo do amido sucedeu-se devido a interface entre amido e PLA ser mais energética, fato que
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facilita a formagdo de cristais na matriz de PLA. Os granulos de amido adicionados a matriz de
PLA atuam como agentes de nucleagio para a cristalizagio.!'!!-120

Nas amostras contendo SEP, em geral, maiores valores de X. foram observados quando
comparados com as amostras de PLA/amido, nas mesmas propor¢des de materiais. Esse
comportamento somente ndo ocorreu nas amostras injetadas (Tabela 11). Wu et al. (2015) no
estudo do efeito da SEP (contetido variando de 0,5 a 2,0 wt%) na cinética de cristalizacdo de
nanocompositos com o PLA extruidos (extrusora de rosca dupla, operada na faixa de
temperaturas de 150 a 160 °C e velocidade de rosca de 60 rpm) seguidos de moldagem por
injecdo (injetora P = 50 bar e temperaturas de plastificacdo e de molde de 180 e 50 °C,
respectivamente), verificaram que ocorreu um aumento na X. e nas entalpias de fusdo para todos
0s nanocompodsitos, com uma concentracdo Otima percentual de SEP de 1,0 wt%, valor
suficiente para a nucleagdo. Adicionalmente, com a adi¢do de SEP a 7, permaneceu inalterada
e com o valor de 61,3 °C; em contraste a 7, aumentou moderadamente com um valor de 151,5
°C. Esses comportamentos provavelmente estdo associados ao efeito da SEP como agente
nucleante no PLA, fazendo com que as cristalizacdes de fusdo e de resfriamento do PLA sejam
simultaneamente aceleradas e melhoradas, respectivamente.!?!

Devido aos pardmetros aplicados a rota de processamento escolhida, ou seja, extrusao
seguida de injecdo; autoclave e posterior espumacao em banho de glicerina ou em forno de ar
quente, as energias mecanicas e térmicas no sistema variaram drasticamente, ora aumentando,
ora diminuido. Tal fato pode justificar que em algumas etapas do processo, a X. fosse
aumentada e em outras diminuida. Finalmente, a auséncia de uma variagao da cristalinidade de
forma proporcional a quantidade de amido deve-se, em grande parte, a distribui¢do ndo
homogénea do amido na matriz de PLA, apesar do processo inicial de extrusao.

Distintas técnicas de processamento sdo usadas na producdo de dispositivos para
regeneracdo tecidual provenientes de polimeros. Ja foi estabelecido que as técnicas de
processamento influenciam nas propriedades mecanica na X. e dentre outras propriedades
desses materiais.'??

A X. de um material afeta ndo somente as propriedades fisico-mecanicas, mas também
a biodegradabilidade. No caso de polilactatos cristalinos estéreo complexos tem sido relatado
que esses possuem maior estabilidade térmica (util para processos de esterilizagdo térmica),
mas também apresentam fragilidade mecanica.'?>»!?* Também ¢é sabido que a taxa de
biodegradagdo é mais lenta em amostras semicristalinas, do que nas amorfas 2126, dai a taxa

de biodegradabilidade diminuir com um maior indice de X.. Além disso, foi reportado que a
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biodegradacao ¢ reduzida em cristais polilactideos estéreo complexos, em compara¢do com os
monocristais. 27128

As caracteristicas da X., que derivam da complexa estereoquimica dos polilactatos,
podem ser fatores importantes que afetam a viabilidade celular e a aderéncia quando usados em
aplicagdes de engenharia tecidual.'?® Deuka et al. (1999) avaliaram pinos de PLLA produzidos
com distintos valores de X.. Esses pinos foram submetidos a testes in vifro para investigar os
efeitos da degradacdo nas propriedades mecanicas, térmicas e estruturais, bem como a varia¢io
de massa molar. Os pinos foram moldados e imersos em uma solu¢do tampao fosfato (pH =
7,4) por 6 meses. Os resultados mostraram que os pinos com maior X, perderam suas
propriedades mecanicas mais rapidamente, apesar de que um aumento no grau de X. para ambos
os tipos de pinos foi observado ao longo do tempo. Analises estruturais mostraram uma erosao
superficial e interna apos dois meses de degradagdo. Os autores concluiram que uma maior
retencdo das propriedades mecanicas do PLA menos cristalino revelou-se util na produgao de
implantes, onde a estimulagdo de osteossintese ¢ desejada.!’® Por sua vez, Areias et al. (2012)
produziram substratos de PLLA pela técnica de electrospinning com fibras alinhadas e ndo
alinhadas e distintos graus de X. variando entre 0 e 50 %. Esses dois fatores, o alinhamento da
fibra e grau de X., afetaram fortemente a hidrofobicidade das amostras, sendo maior para os
substratos com fibras alinhadas e para as fibras com um maior grau de X.. Considerando que o
primeiro efeito pode ser associado com uma diminui¢do do grau de porosidade, o segundo deve
estar relacionado com um aumento na rigidez de fibra. A proliferacdo de condrocitos humanos
cultivados em uma monocamada sobre estes substratos foi semelhante nos substratos amorfos
alinhados e ndo-alinhados. A cristalizagdo dos substratos alinhados, por outro lado, quase
suprimiu a proliferacdo e as células produziram quantidades mais elevadas de agrecanos, que
sdo proteoglicanos que contém &cido hilauridnico, caracteristico da matriz extracelular da
cartilagem hialina.’3! Adicionalmente, Washburn et al. (2009) demostraram que a X. pode
induzir alteragdes topograficas e que os osteoblastos se proliferaram melhor em regides suaves

do que em 4speras em fun¢io da X, variada.'3?
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3.4 Analise mecanica

As Figuras 22 a 29 apresentam os resultados obtidos nos ensaios de flexdo e tracao
correspondentes a cinco ensaios realizados em distintas amostras, de cada composi¢ao de
materiais. Nas Figuras 22 e¢ 23 encontram-se as curvas de deformagdo percentual. Nas Figuras
24 a 26 estdo os valores da resisténcia e deformagdao maximas, da tensdo e deformagdo de
rupturas ¢ do modulo de elasticidade, respectivamente, no ensaio de flexdo. Nas Figuras 23 a
29 estdo os valores da resisténcia e deformag@o maximas, da tensdo e deformagdo de rupturas

e do modulo de elasticidade, respectivamente, no ensaio de tragdo.
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Figura 22 — Curvas de tensdo de flexdo vs. deformagao para distintas composigdes das amostras.
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Ensaio de tragdo vs. amostras
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Figura 23 — Curvas de esforgo de tragdo vs. deformagao para distintas composi¢des das amostras.

Nas Figuras 22 e 23 a tensdo de flexdo e o esfor¢o de tragdo presentes nos eixos das
ordenadas possuem defini¢des diferentes. Na Figura 22 a tenso de flexdo é o esfor¢o suportado
pela amostra durante um teste de flexdo'**; na Figura 23 o esfor¢o de tragdo é esforgo real
associado com a seccdo transversal real da amostra.'3%13¢ Adicionalmente, nas Figuras 22 e 23
foi observado o efeito da adi¢do do amido e da SEP na matriz de PLA. Em geral, as tensoes de
flexdo foram maiores do que os esforcos de tragdo. Comparativamente, os valores de tensdo, de
esforco e da deformacao percentual obtidos nos dois ensaios apresentaram uma diminuicdo em
ambas medidas conforme aumentou-se o contetido de amido nas amostras. Além disso, nos dois
ensaios as amostras com SEP apresentaram ambas medidas com valores maiores do que as
amostras P10A e P20A, excetuando-se a medida de flexao das amostras P10A que apresentaram
comportamento contrario.

No presente projeto de doutorado as faixas de valores obtidos para a deformacgédo e para
o esforco de tragdo foram de 1,0 a 2,7 % e 35 a 60 MPa, respectivamente. Huneat ¢ Li (2007)
no estudo das propriedades e da morfologia de blendas compatibilizadas (anidrido maleico e o
iniciador  peroxido  2,5-dimetil-2,5-di-(tert-butilperoxi)-hexano, como agentes de
compatibilizagdo) de PLA e amido termoplastico TPS (glicerol e agua, como plastificantes)

extruidas, observaram que para as blendas sem plastificantes e compatibilizantes, as amostras
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ndo se alongaram depois que a tensdo maxima foi atingida e o alongamento na ruptura ocorreu
na faixa entre 10 e 20 %. Além disso, também perceberam que conforme a quantidade de amido
aumentou, o esfor¢o de tensdo diminuiu, variando de 60 a 20 MPa. Tais comportamentos
ocorreram nas blendas sem modificagdes porque os granulos dispersos na matriz de PLA levam
a falhas prematuras, ou seja, as particulas dispersas atuam como defeitos que iniciam rachaduras
no material.'?’

As Tabelas 13 a 15 exibem os valores (médias e desvios padrdes) da resisténcia e
deformacdo maximas, da tensdo e deformagio de ruptura e do moédulo de elasticidade,

respectivamente, no ensaio de flexao.

Tabela 13 — Resisténcia e deformacdo maximas obtidas no ensaio de flex3o.

Resisténcia [MPa] Deformacao [%]

X + X +

PLA 106,7 2,3 4,0 0,5

P10A 97,9 0,8 3,6 0,1
P20A 83,3 1,9 2,3 0,1
P30A 78,8 4,0 2,1 0,1
P10AS 96,2 4,2 32 0,4
P20AS 93,4 5,7 2,4 0,2

Tabela 14 — Tensao e deformag@o de ruptura obtidas no ensaio de flexdo.

Tensdo [MPa] Deformagao [%]
X + X +
PLA 101,4 22 3.4 0,9
P10A 92,3 3,0 2,2 0,1
P20A 82,4 2,3 1,7 0,1
P30A 77,4 3,2 1,3 0,2
P10AS 91,4 4,0 2,1 0,1
P20AS 88,7 5,4 1,7 0,1

Tabela 15 — Modulo de elasticidade obtido no ensaio de flexdo.
Modulo [MPa]

x +
PLA 38284 22,9
P10A 36194 55,9
P20A 3832,2 95,9
P30A 3820,2 232,8
P10AS 3786,8 3534

P20AS 4369,0 571,5
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Na Figura 24, a resisténcia maxima ¢ definida como o maior esforco suportado pela
amostra durante o teste e a deformagdo maxima ¢ a deformacdo em flexdo correspondente a
resisténcia maxima em flexdo.!** Na Figura 25 a tensdo de ruptura ¢ definida como o maior
esforco suportado pela amostra durante o teste e a deformagdo de ruptura ¢ a deformacdo em

flexdo correspondente a ruptura da amostra.'**
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Figura 24 — Resisténcia e deformacdo maximas das amostras no ensaio de flexdo. Amostras de PLA/amido (a)

¢ PLA/amido/SEP (b).
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Figura 25 — Tensdo e deformacdo de ruptura das amostras no ensaio de flexdo. Amostras de PLA/amido (a) e

PLA/amido/SEP (b).

Nas Figuras 24 e 25 e nas Tabelas 13 ¢ 14 a presenga de amido e de SEP nas amostras
implicou na diminuicdo da resisténcia e deformagdo maximas, bem como da tensdo e
deformacdo de ruptura quando comparadas com as amostras de PLA. Sirin, Tuna ¢ Ozkoc
(2014) no estudo das propriedades fisicas de blendas de PLA e amido termoplastico (TPS) com

diferentes composi¢des, produzidas por extrusdo e injecdo, em fun¢do do numero de
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reciclagem, constataram que ao aumentar a quantidade de amido na blenda, a resisténcia
maxima em flexdo diminui.'*8

Além disso, os compositos com SEP apresentaram valores maximos e de ruptura
(Figuras 24 e 25) similares aos das amostras P10A e P20A. As exceg¢des ocorreram para a
resisténcia maxima das amostras P20AS, cujos valores foram aproximadamente 10,8 % maiores
do que os das amostras de P20A e para a tensdo de ruptura das amostras P20AS, cujos valores
foram aproximadamente 7,2 % maiores do que os das amostras de P20A.

A Figura 26 apresenta o valor do modulo de elasticidade alcangado pelas amostras no

ensaio de flexdo. Para a determinagdo do modulo, calculam-se as flechas s, e s, que

correspondem aos valores de deformacdo em flexdo £ de 0,0005 % e £ de 0,0025 %,

utilizando a equagdo V:'3*

. Efi LZ
5= "6n

onde s; ¢ uma das flechas; & ¢ a deformacdo em flexdo correspondente a € © Epy; Lé¢

(i=1o0u2) V)

a distancia entre os apoios (64,0 mm) e / ¢ a espessura da amostra. Tanto s, quanto L € /& sdo

expressos em milimetros.

Em seguida, determina-se o modulo de flexdo £ 1, expresso em MPa, usando a seguinte
equagdo: '3

E =221 (yyy
f sz - €f1

em que o, € o, sdo os esfor¢os de flexdo, expressos em MPa, medidos para as flechas

s, €5,, respectivamente.
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Figura 26 — Modulo de elasticidade das amostras no ensaio de flexdo. Amostras de PLA/amido (a) e

PLA/amido/SEP (b).

Na Figura 26 e Tabela 15, em geral, ao aumentar a quantidade de amido na matriz de

PLA,0 E ,ndo sofreu grandes alteragdes. As excegOes foram as amostras de P10A e P10AS que

foram de 5,5 % e 1,1 % inferiores, respectivamente, aos das amostras de PLA Este

comportamento do £ » relativo a adigdo de amido foi distinto dos encontrados na literatura, por

exemplo, Sirin, Tuna e Ozkoc (2014) relatam que a adi¢do de TPS implicou na diminui¢do do

modulo.!38



58

As Tabelas 16 a 18 mostram os valores (médias e desvios padrdes) da resisténcia e
deformacdo maximas, da tensdo e deformagdo de ruptura e do moédulo de elasticidade,

respectivamente, no ensaio de tragao.

Tabela 16 — Resisténcia e deformagdo maximas obtidas no ensaio de tragdo.

Resisténcia [MPa] Deformacéo [%]
X + X +
PLA 60,6 1,0 2,0 0,0
P10A 59,0 0,5 2,1 0,1
P20A 52,3 0,5 1,7 0,1
P30A 43,8 4.4 1,3 0,2
P10AS 58,7 0,8 2,0 0,1
P20AS 53,9 1,5 1,7 0,1
Tabela 17 — Tensdo e deformac@o de ruptura obtidas no ensaio de tragdo.
Tensao [MPa] Deformacéo [%]
X + X +
PLA 54,7 1,5 53 1,1
P10A 58,2 0,8 38 0,2
P20A 52,2 0,5 2.3 0,1
P30A 43,8 4.4 2,1 0,1
P10AS 58,5 0,9 33 0,5
P20AS 53,8 1,4 2,5 0,3

Tabela 18 — Mddulo de elasticidade obtido no ensaio de tragao.
Modulo [MPa]

X +
PLA 3570,0 78,7
P10A 3647,0 104,7
P20A 3688,8 87,4
P30A 3796,6 70,1
P10AS 3729,6 170,8
P20AS 3727,0 87,5

Na Figura 27 a resisténcia maxima ¢ definida como o esforgo no primeiro local de
maximo observado durante um ensaio de tracdo e a deformagdo maxima é a deformacdo em
tracdo correspondente a resisténcia maxima em tragdo. Na Figura 28 a tensdo de ruptura ¢
definida como o esfor¢o em que amostras se rompem durante o teste e a deformacgao de ruptura
¢ definida como o ultimo ponto registrado antes que o esfor¢o na amostra seja reduzido a um

valor igual ou inferior a 10 % da resisténcia em que ocorre a ruptura antes da fluéncia.!*>13
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Figura 28 — Tensao e deformacdo de ruptura das amostras no ensaio de tragdo. Amostras de PLA/amido (a) e

PLA/amido/SEP (b).

Nas Figuras 27 e 28 observou-se uma diminui¢do para a resisténcia e deformagdo
maximas, bem como para a tensdo e a deformacdo na ruptura, conforme aumentou-se a
quantidade de amido nas amostras (Tabelas 15 e 16). As excecdes foram para a tensdo de
ruptura das amostras P10A e P10AS que apresentaram valores maiores do que o das amostras
de PLA.

Ke e Sun (2000) no estudo das propriedades térmicas, mecanicas ¢ morfologia de

blendas de PLA e amidos, de milho e trigo, com distintas quantidades de materiais observaram
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que a resisténcia a tracdo e ao alongamento das blendas diminuiram conforme aumentou o
conteudo dos amidos. O amido agiu como um aditivo na matriz de PLA e com o crescimento
do teor de amido, a matriz de PLA tornou-se descontinua e reduziu a area de secao transversal
efetiva da fase continua, resultando em diminui¢ao nos valores da resisténcia maxima ¢ da
tensdo de ruptura e alongamento.'’* Em compositos de polimero e cerdmicas, o grau de
intercalacdo e esfoliacdo da ceramica e a interacdo entre o polimero e a ceramica influenciam
nas propriedades mecanicas. A adigdo de ceramica geralmente reduz a tensdo na ruptura.'#’ A
mesma reducdo na tens@o de ruptura ocorreu nos compdsitos P10AS e P20AS.

Na Figura 29 o modulo de elasticidade no ensaio de tragdo ¢ calculado a partir da

equagdo I1:135:136

03 — 01
E,.=— (I
=g (D)

onde E; € o modulo de elasticidade em tragdo e o, € 6, sdo as tensdes medidas para os
valores de deformagdo ¢, de 0,0005 % e ¢, de 0,0025 %, respectivamente. Tanto o modulo E:
quanto as tensdes o, ¢ 6, sdo expressos em MPa. Por sua vez, a deformagdo ¢ calculada a partir

da equagio III (e IV em termos %):!3>136

AL ALy
=— (I o1 = 100 X — (IV
€= (11) e &g L (v)
onde ¢ ¢ o pardmetro de deformagdo em andlise, expresso como uma relagdo
adimensional (equagdo IIT) ou como um percentual (equagdo IV); L, € o comprimento de

referéncia da amostra € AL € a diminuigdo no comprimento de referéncia da amostra. Tanto L,

quanto AL, sdo expressos em milimetros.
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Figura 29 — Modulo de elasticidade das amostras no ensaio de tragdo. Amostras de PLA/amido (a) e

PLA/amido/SEP (b).

Na Figura 29 e Tabela 18, em geral, ao aumentar a quantidade de amido na matriz de
PLA, o E; aumentou proporcionalmente. Os valores de E; das amostras com SEP, P10AS
(2,3 %) e P20AS (1,0 %), foram superiores aos das amostras de P10A e P20A.

O aumento no £; devido ao amido pode estar associado a for¢a de adesao entre o amido
e o PLA causada pela interacdo polar entre as duas fases, ou seja, a forca de ligacdo de
hidrogénio que existe entre o grupo carbonila do PLA e o grupo hidroxila do amido.'*! A

contribuicdo relativa a SEP pode estar associado ao fato que na adi¢do de particulas de
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ceramica, quando homogeneamente dispersos em polimero, podem resultar em um aumento no
moédulo de elasticidade.'*! Esse aumento, além de estar relacionado com uma dispersio
homogénea, mais precisamente, relaciona-se também com as interacdes da superficie dos
aditivos com as cadeias poliméricas, o que reduz a mobilidade das cadeias e, portanto, aumenta

a rigidez macroscopica.'#143
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3.5 Analise térmica dinAmico-mecanica (DMTA)

Nos resultados observados pela técnica de DMTA, em geral, a adicdo do amido e da
SEP diminuiram a rigidez da matriz PLA, ou seja, obtiveram-se valores de E' menores nas
amostras, do que no PLA puro. Tal efeito foi observado principalmente nas amostras injetadas.
As Figuras 30 e 31 (amostras injetadas) e as Figuras 32 e 33 (amostras em autoclave) exibem
as curvas dos modulos de armazenamento (E'), de perda (E") e da tangente de perda ou o fator
de perda (tan o) obtidas via DMTA. Nas Figuras 30 e 31 foi possivel observar o efeito da adi¢do
do amido e da SEP ao PLA e nas Figuras 32 e 33 foi observado o resultado da permanéncia das
amostras no interior do autoclave. As Tabelas 19 e 20 exibem os valores da Ty ¢ da tan ¢ das

amostras injetadas e em autoclave, respectivamente.
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Figura 30 — Curvas de DMTA, moédulos E' (a) e E" (b) das amostras PLA, P(10-30)A e P(10-20)AS injetadas.

A Figura 30 (a-b) exibe as curvas dos modulos E' e E" no intervalo de 30 a 70 °C. Na
Figura 30 (a) com o aumento da quantidade de amido, o mddulo E' apresentou uma diminuicao
no seu valor em temperaturas inferiores a aproximadamente 60 °C, e acima dessa os valores de
E' tornaram-se indistinguiveis. Esse padrao de diminui¢cdo do modulo E' também foi observado
por Zhang et al. (2013) em blendas de PLA/amido.'* Os compdsitos com SEP apresentaram

um comportamento similar ao das demais blendas, ou seja, com o valor do médulo E' menor do
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que o do PLA. As amostras P(10-20)AS apresentaram valores do médulo E' maiores do que o
das amostras P(10-20)A. Ren, Liu e Ren (2007) no estudo de compdsitos de PLA/amido/MMT
encontraram que para todas as amostras com MMT, o médulo de E' diminuiu em comparacao
com aqueles sem MMT abaixo da 7,, com a MMT limitando a mobilidade das cadeias
moleculares matriz.'% Yuzay, Auras e Selke (2010) na investigagdo de comp6sitos de PLA com
zeolita (ZEO), que constituem um grupo numeroso de minerais que possuem uma estrutura
porosa similares a SEP, perceberam um aumento no médulo E' com o crescimento do conteudo
de ZEO indicando particulas de ZEO enrijeceram a matriz de PLA.!46

Além disso, quanto maior a quantidade de amido menor foi o valor modulo E", porém
as amostras P(10-20)A e P(10-20)AS apresentaram valores similares. Adicionalmente para
todas as amostras foi observado um ombro nas curvas entre as temperaturas de 47,5 e 50 °C.
Dependendo da composi¢do das amostras, tais ombros encontraram-se mais deslocados para

maior temperatura e com menor intensidade.
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Figura 31 — Curvas de DMTA, fan ¢ das amostras PLA, P(10-30)A e P(10-20)AS injetadas.

A Figura 31 exibe as curvas da tan J das amostras injetadas. Nessa figura com o
aumento da quantidade de amido nas amostras, menores valores de tan ¢ foram obtidos. As
amostras com SEP apresentaram o mesmo padrdo das amostras com amido. Adicionalmente a
T, ndo sofreu variagdes consideraveis com a adi¢do dos aditivos nas amostras (Tabela 19). A

média das T, das amostras foi de 59,04 °C + 0,78 e da tan ¢ foi de 2,05 = 0,5. Wang, Sun e Seib,
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(2002) também observaram que a adi¢do de amido nas blendas nao teve efeito sobre a Ty; com
todas as blendas possuindo a mesma 7, do PLA, cerca de 56 °C. Eles também observaram que

o valor da tan 6 nas blendas diminuiu com o aumento da quantidade de amido.'!?

Tabela 19 — T; e tan J obtidas pela DMTA das amostras injetadas.

T, [°C] tan o

PLA 59,96 2,71

P10A 59,42 2,36
P20A 57,65 1,58
P30A 59,32 1,49
P10AS 59,09 2,38

P20AS 58,78 1,79
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Figura 32 — Curvas de DMTA, modulos de E' (a) e E" (b) das amostras P(10-30)A e P(10-20)AS em autoclave.

A Figura 32 (a-b) exibe as curvas dos modulos E' e E" no intervalo de 30 a 100 °C. O
efeito do amido e da SEP nas amostras foi menos relevante do que a permanéncia em autoclave.
Porém, na comparacdo dos modulos das amostras em autoclave com o das amostras injetadas
percebeu-se que nas primeiras, ambos os modulos apresentaram valores mais homogéneos. O
comportamento dos modulos E' e E" para as amostras em autoclave pode ser explicado pela

associacdo de trés fatores: i) ao adicionar amido ao PLA, em geral aumentou-se a X, devido a
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interface entre amido e PLA ser mais energética, favorecendo a formagao de cristais no PLA!!!-

120;ii) a absor¢do de CO; resulta em cristalizagio em polimeros semicristalinos pelo

reordenamento das cadeias do polimero em temperaturas baixas!?6-10

¢ iii) com o aumento da
pressdo de COy, a fracdo de volume de CO» absorvida aumenta, melhorando a mobilidade da
cadeia e o realinhamento das cadeias para uma estrutura mais cristalina.'®> Assim sendo, a
adicdo do amido, a adsor¢do de CO> e a pressdo no interior do autoclave, conjuntamente,

implicaram em um modulo E' inalterado e um moédulo E" menor.
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Figura 33 — Curvas de DMTA, tan ¢ das amostras P(10-30)A e P(10-20)AS em autoclave.

A Figura 33 exibe as curvas da fan J das amostras em autoclave. Assim como nos
modulos E' e E", o efeito da influéncia do amido e da SEP nas amostras foi menos relevante do
que a permanéncia em autoclave. Porém, na comparagdo dos valores da tan ¢ de todas as
amostras em autoclave com o das amostras injetadas percebeu-se que nas primeiras os valores
foram 10 vezes menores do que nas amostras injetadas. Tal fato ocorreu devido aos menores
valores de E" das amostras em autoclave. Adicionalmente a 7, ndo sofreu variacdes
consideraveis com a adicdo do amido e da SEP nas amostras (Tabela 20). A média das 7, das

amostras foi de 64,22 °C + 0,94 ¢ da tan ¢ foi de 0,29 + 0,03.



Tabela 20 — Ty e tan J obtidas pela DMTA das amostras em autoclave.

T, [°C] tan o

P10A 64,60 0,31

P20A 62,97 0,31

P30A 64,02 0,25

P10AS 65,53 0,29

P20AS 64,00 0,28
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CAPITULO IV

ESTUDO INVIVO

As informagdes relativas a estrutura morfoldgica das amostras pré e pos implante no
estudo in vivo foram obtidas pela microscopia eletronica de varredura (MEV). As analises

histologicas dos tecidos dos animais foram realizadas pela microscopia 6tica (MO).

4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As Figuras 34 a 39 (pré-implante) e as Figuras 40 a 45 (pos-implante) mostram as
imagens de MEV das amostras expandidas em banho de glicerina e em forno de PLA, P10A ¢
P10AS. Nas Figuras 34 a 39 e¢ 43 a 45 as imagens apresentam aumentos de 100, 500 ¢ 1000
vezes; nas figuras 40 a 42 as imagens apresentam aumentos de 100, 1000 e 2000 vezes. Nas
Figuras 34 a 36 ¢ 40 a 42 as imagens foram feitas da regido externa e; nas Figuras 37 a 39 ¢ 43

a 45 foram feitas da regido interna das amostras.

Figura 34 — Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido externa) de PLA expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X imagens
(b, e) e de 1000X imagens (c, f).
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Figura 35 —Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido externa) de P10A expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X imagens
(b, e) e de 1000X imagens (c, f).

Figura 36 — Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido externa) de P10AS expandidas em forno,
imagens (a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X

imagens (b, e) e de 1000X imagens (c, f).
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Figura 37 — Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido interna) de PLA expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X imagens
(b, e) e de 1000X imagens (c, f).

Figura 38 — Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido interna) de P10A expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X imagens
(b, e) e de 1000X imagens (c, f).
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Figura 39 — Imagens de MEV de amostras pré-implante (regido interna) de P10AS expandidas em forno,
imagens (a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X

imagens (b, e) e de 1000X imagens (c, f).

Nas imagens (a-f) das Figuras 34 a 39 foi possivel observar a fase predominante
correspondente ao PLA; com granulos de amido dispersos na matriz, Figuras 35, 36, 38 ¢ 39.
Nas imagens (d-f) das Figuras 34 a 39 observou-se uma grande quantidade poros de distintos
tamanhos. Tal fato pode ter ocorrido pelos seguintes fatores: i) durante a despressurizagao do

autoclave e ii) devido a maior expansdo ocorrida nas amostras em banho de glicerina.
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Figura 40 — Imagens de MEV de amostras pds-implante (regido externa) de PLA expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 1000X imagens

(b, e) e de 2000X imagens (c, f).

Figura 41 —Imagens de MEV de amostras pos-implante (regido externa) de P10A expandidas em forno, imagens
de (a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 1000X
imagens (b, e) e de 2000X imagens (c, f).
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Figura 42 — Imagens de MEV de amostras pds-implante (regido externa) de P10AS expandidas em forno,
imagens (a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 1000X
imagens (b, e) e de 2000X imagens (c, f).

As imagens (a-c) expandidas em forno e nas imagens (d-f) expandidas em banho de
glicerina, das Figuras 40 a 42 mostram as regides externas das amostras PLA, P10A e P10AS
pos-implante. Nessas imagens ndo foi observado o mesmo padrao superficial das amostras pré-
implante, ou seja, matriz de PLA com os aditivos. As superficies das amostras pos-implante
apresentaram um padrao de recobrimento por tecido bioldégico com morfologia capsular. Um
padrio de recobrimento similar, com células aderindo & superficie porosa de blendas de
PLLA/amido, no formato de 1dminas, foi observado por Ju et al. (2016)'#7 e por Li et al. (2011)
no estudo de in vitro de copolimeros de aminoacidos preparados por reacdo de condensagdo
catalisada por acido.'*® Outros pesquisadores observaram células bem distribuidas sobre as
superficies de compositos de poli(e-caprolactona), zeina e hidroxiapatita formando uma camada

confluente bem aderida a superficie da amostra.'#



77

Figura 43 — Imagens de MEV de amostras pos-implante (regido interna) d PLA expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 500X imagens (a, d), de 1000X imagens

(b, e) e de 1000X imagens (c, f).

Figura 44 —Imagens de MEV de amostras pos-implante (regido interna) de P10A expandidas em forno, imagens
(a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X imagens
(b, e) e de 1000X imagens (c, f).
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Figura 45 — Imagens de MEV de amostras pos-implante (regido interna) de P10AS expandidas em forno,
imagens (a-c) e expandidas em banho de glicerina, imagens (d-f). Aumentos de 100X imagens (a, d), de 500X

imagens (b, e) e de 1000X imagens (c, f).

Nas imagens (a-f) das Figuras 43 a 45 foi possivel observar a fase predominante
correspondente ao PLA; com granulos de amido dispersos na matriz, Figuras 44 ¢ 45. Nas
imagens (d-f) das Figuras 43 a 45 observou-se uma grande quantidade poros de distintos
tamanhos. Tal fato pode ter ocorrido pelos seguintes fatores: i) durante a despressurizagio do

autoclave e ii) devido a maior expansdo ocorrida nas amostras em banho de glicerina.
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4.2 Microscopia otica (MO)

As Figuras 46 a 51 mostram as fotomicrografias do tecido muscular dos animais que
tiveram amostras implantadas de PLA, P10A e P10AS, processadas em banho de glicerina ou
em forno. Em todas as figuras as fotomicrografias apresentam aumento de 4 e 10 vezes, imagem
(a) e imagens (b-d), respectivamente. As fotomicrografias foram feitas de regides musculares
receptoras do material de implante que estiveram em contato com as amostras. Nas analises das
fotomicrografia contamos com ajuda de dois especialistas, um em histologia e outro em

patologia.

S L AN e
afias de tecido muscular e regides adjacentes de animais com implantes de amostras PLA

s

Figura 46 — Fotomirogr
processadas em forno. Coloragdo Hematoxilina ¢ Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a) ¢ 10X imagens (b-
d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH = fibra muscular

arredondas hipertroficas.
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Figura 47 — Fotomicrografias de tecido muscular e regides adjacentes de animais com implantes de amostras PLA
processadas em banho de glicerina. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a) e 10X
imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH =

fibras musculares arredondas hipertroficas.
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Figura 48 — Fotomicrografias de tecido muscular e regi6s adjacentes de animais com impltes d amostras P10A
processadas em forno. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a) e 10X imagens (b-
d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH = fibras

musculares arredondas hipertroficas.
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Figura 49 — Fotomicrografias de tecido muscular e regides adjacentes de animais com implantes de amostras P10A

processadas em banho de glicerina. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a) e 10X
imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH =

fibras musculares arredondas hipertroficas.
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Figura 50 — Fotomicrografias de tecido muscular e regides adjacentes de animais com implantes de amostras de

P10AS processadas em forno. Coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a) e 10X
imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo; FAH =

fibras musculares arredondas hipertroficas.
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P10AS processadas em banho de glicerina. Coloragcdo Hematoxilina e Eosina (HE). Aumentos de 4X imagem (a)

e 10X imagens (b-d). Legenda: FM = fibras musculares; TCD = tecido conjuntivo denso; TA = tecido adiposo;

FAH = fibras musculares arredondas hipertroficas.

Nas imagens das Figuras 46 a 51 foram observadas estruturas, tais como, fibras
musculares (FM) longitudinais e transversais; tecido adiposo (TA) e tecido conjuntivo denso
(TCD). No tecido muscular percebeu-se que as fibras se apresentaram mais arredondadas e
hipertroficas na sua face periférica (Figuras 46, 47 e 49 a 51). Adicionalmente, em parte dessas
fibras foram observados também splits centrais e periféricos e algumas fibras com processos de
enrodilhamento (Figura 46). Ainda com relacdo as fibras musculares, tanto nas regides centrais
como nas periféricas, a presenga de nucleos (polinucleares) foi uma constante,
independentemente do corte ser longitudinal ou transversal. Nas regides mais centrais das
fotomicrografias as fibras musculares apresentaram um padrdo histologico em formato de
feixes, tanto transversais quanto longitudinais, com a observacdo do perimisio em padrdo
normal e apresentando estruturas como artérias, veias, arteriolas, vénulas e fusos musculares

(Figuras 43 a 48).



85

Porém em algumas fibras arredondadas e hipertréficas foram observados niicleos em
posicao central (Figura 46). Préximo ao tecido muscular foram observadas a presenca de TA
permeado de TCD, caracterizando um tecido capsular (Figuras 47 e 48). Weir et al. 2013 em
estudo da degradagdo de amostra de PLLA, produzidas por extrusdo e termoconformacao, in
vitro e in vivo observaram que apos 36 semanas o implante subcutdneo em ratos pareceu
estimular a produgdo de uma capsula de tecido fibroso, na qual a producao de fibras de colageno
tipo I foi extensa.'>° Por sua vez, Ciambelli et al. 2013 relataram a adesdo de células; a formagio
de uma capsula conjuntiva ao redor do implante; a presenga de células epitelioides; a formacao
de células gigantes de corpo estranho e angiogénese em membranas de PLDLA durante
periodos de implantagdo de 2 a 90 dias.'!

Adicionalmente, em algumas fotomicrografias foram identificadas algumas poucas
regides com pontos focais de infiltrado inflamatorio, presenca de TA, com algumas fibras
apresentando processo degenerativo de sarcolema e fagocitose. Nas proximidades das fibras
em degeneracdo outras em processo regenerativo foram observadas, sendo encontrado também
células satélites proximas. Tais observagdes podem estar associadas ao procedimento cirirgico
de implante das amostras, no qual realizou-se um incisdo e separacdo de fibras musculares dos
musculos da regido de implantacdo. Outros autores relataram também que a perturbagdo
tecidual durante a cirurgia produz uma resposta inflamatoéria inicial e que a auséncia de células
marcando uma resposta inflamatoria no periodo de 36 e 44 semanas sugere que o PLLA
estudado foi biocompativel.!>® Assim na presente tese de doutorado a presenga de infiltrado
inflamatorio possivelmente associa-se a reacdo tecidual a corpo estranho, ao invés de material

toxico, permitindo inferir que o PLA, o amido e a SEP foram tolerados pelos tecidos biologicos.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Neste projeto de doutorado foi possivel obter as seguintes conclusoes:

Processamento: a producdo das amostras de PLA/amido e PLA/amido/SEP em
diferentes proporcdes pela via de processamento extrusdo — inje¢do — dissolugdo
CO> — espumagdo (banho de glicerina ou forno de ar) ndo alterou as propriedades
fisicas e quimicas dos materiais nas blendas.

MEV: nas imagens das amostras foi percebida a interacdo fisica entre o PLA e o
amido, se distinguindo duas fases distintas, com a presenca de espagos entre as
fases. Adicionalmente, ao compararmos com as amostras expandidas, o
espacamento entre as fases aumentou (devido a expansao volumétrica da amostra).
Medidas de p: os valores de p das amostras expandidas por banho de glicerina e das
amostras em autoclave foram menores do que os das amostras precursoras. Essas
diminui¢des sdo consistentes com a expansdo da matriz de PLA observada nas
imagens de MEV das Figuras 14 e 15. Nas amostras em forno, o processo de
anneling foi dominante quanto a expansdo, o que explica os valores de p
semelhantes aos dos precursores.

DSC: os aditivos ao PLA (matriz) e a rota de processamento implicaram em
pequenas alteragdes na 7, (de 59,2 + 1,8 a 62,2 £+ 3,3 °C) bem como na 7, (de 153,5
+ 1,2 a 155,6 £+ 3,3 °C) das amostras. Com relagdo a X. das amostras, devido aos
parametros aplicados a rota de processamento escolhida, as energias mecanica e
térmica no sistema variaram drasticamente, ora aumentando, ora diminuido. Tal
fato pode justificar porque em algumas etapas do processo a X. fosse aumentada e
em outras diminuida. Finalmente, a auséncia de uma varia¢do da X. de forma
proporcional a quantidade de amido deve-se, em grande parte, a distribui¢do nao
homogénea do amido na matriz de PLA, apesar do processo inicial de extrusdo.
Ensaios mecénicos: i) no ensaio de flexdo, quanto maior o conteudo de amido nas
blendas, menores foram a resisténcia ¢ a deformac¢do maxima, bem como a tensdo
e a deformagdo de ruptura. O mesmo comportamento de diminui¢do foi mantido

para os compositos com a SEP, no entanto, essas apresentaram medidas com
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valores maiores do que as blendas P10A e P20A. O E; praticamente ndo sofreu
alteracdes ao compararmos o Er das amostras PLA e P30A. Por sua vez, a adi¢ao
de SEP nas amostras fez com que o E' sofresse alteragdes maiores, uma diferenca
de 14,1 % ao compararmos o £y das amostras PLA e P20AS. ii) No ensaio de tragao,
quanto maior o conteido de amido nas blendas menores foram a resisténcia e a
deformagdo méxima, bem como a tensdo e a deformagdo de ruptura. O mesmo
comportamento de diminuigdo foi mantido para as amostras com a SEP, no entanto,
essas amostras apresentaram medidas com valores maiores do que as amostras
P10A e P20A. O E; sofreu pequenas alteragdes com a adi¢do de amido, uma
diferenca de 6,3 % ao compararmos o E; das amostras PLA ¢ P30A. Por sua vez, a
adi¢do de SEP nas amostras fez com que o E; sofresse alteragdes menores, uma
diferenca de 4,4 % ao compararmos o E; das amostras PLA e P20AS.

DMTA: em geral, os aditivos diminuiram a rigidez da matriz PLA, ou seja,
obtiveram-se valores de E' menores nas amostras do que no PLA puro; tal efeito foi
observado principalmente nas amostras injetadas. Além disso, quanto maior a
quantidade de amido menor foi o valor modulo E", porém as amostras P(10-20)A e
P(10-20)AS apresentaram valores similares. Adicionalmente, na comparagdo dos
modulos das amostras em autoclave com o das amostras injetadas percebeu-se que
nas primeiras, ambos os modulos apresentaram valores mais homogéneos.

Estudo in vivo: pela técnica de MEV percebeu-se que as superficies das amostras
pos-implante apresentaram um padrdo de recobrimento por tecido bioldgico com
morfologia capsular. Nas fotomicrografias obtidas via MO, estruturas como fibras
musculares, tecidos adiposos (TA) e conjuntivo denso (TCD) foram observados.
Além disso, em algumas fotomicrografias foram observados poucos pontos focais
de infiltrado inflamatorio. Préximo ao tecido muscular foram observadas a presenga

de TA permeado de TCD, caracterizando um tecido capsular.



88

PERSPECTIVAS FUTURAS

¢ Contemplar uma pesquisa visando a implantacdo de amostras em animais de porte
maior (coelhos e cachorros) para observacdo da resposta no tecido 6sseo. Nessa
proposta poderao ser utilizados os polimeros PVDF, PLA e amido processados por

técnicas distintas das aplicadas no doutorado.
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ANEXO 1

Cinética de adsor¢do de CO, em autoclave
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Figura Al — Cinética de adsor¢@o percentual de CO; para os periodos de 1 a 24 h em autoclave, nas amostras

precursoras sem SEP (a) e

com SEP (b).
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Adsor¢ao de CO, em autoclave
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