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RESUMO

O desempenho de tecidos e oOrgaos de todo organismo vivo, fica naturalmente
comprometido com o passar dos anos, e se faz necessario intervencdes médicas
para eventuais reconstituicbes ou reparacdes de tecidos acometidos e danificados
por doencas ou lesBes. Neste contexto, a Engenharia Tecidual tem trabalhado de
maneira interdisciplinar nos campos das Engenharias, Biologia e Medicina, e tem
trazido grandes evolugcbes e opcdes aos ja difundidos transplantes e enxertos
0sseos. Nesse ambito, impulsionado pelas recentes aplicagcbes da tecnologia da
manufatura aditiva, novos polimeros termoplasticos biodegradaveis tém sido
utilizados com sucesso. Dessa forma, este trabalho de pesquisa tem como propadsito
principal desenvolver scaffolds 3D mimetizando o osso trabecular, aliando as
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade do j& difundido e
certificado PLA (&cido polilatico). Assim, os scaffolds 3D de PLA em sua versao
comercial, séo recobertos com latex natural extraido da Hevea brasiliensis por meio
da técnica dip-coating, afim de otimizar a biocompatibilidade, promovendo condi¢cdes
para a angiogénese e proporcionando condi¢des para a migracédo, diferenciacéo e
proliferacdo de tecido 6sseo, caracteristicas estas que foram detectadas em estudos
recentes deste material com resultados promissores. Com auxilio de softwares CAD,
foi possivel desenvolver geometrias com interconectividade estruturada, seguidos de
definicdo de parametros de processamento e fabricagcao utilizando a tecnologia FDM
(Fused Deposition Modeling) de manufatura aditiva, por meio de um equipamento de
baixo custo. Por fim, para realizar a caracterizacdo dos scaffolds, foram realizados
ensaios mecanicos de compressdo e analises laboratoriais tais como: MEV-EDS
(microscopia eletrbnica de varredura - espectroscopia de energia dispersiva) e FTIR
(espectroscopia de Infravermelhos - com transformadas de Fourier) de modo a
delinear as caracteristicas deste potencial substituto para aplicagdes na regeneracao

Ossea.

Palavras-chave: Scaffolds, PLA, Latex Natural, Engenharia Tecidual, Manufatura
Aditiva



ABSTRACT

The performance of tissues and organs of every organism is naturally compromised
over the years, and it is necessary medical interventions for eventual reconstructions
or repairs of tissues affected and damaged by diseases or injuries. In this context,
Tissue Engineering has worked in an interdisciplinary way in the fields of
Engineering, Biology and Medicine, and has brought great developments and options
to the already widespread transplants and bone grafts. In this context, and driven by
recent applications of additive manufacturing technology, new biodegradable
thermoplastic polymers have been used successfully. Thus, the main purpose of this
research work is to develop 3D scaffolds mimicking the trabecular bone, combining
the biocompatibility and biodegradability properties of the already widespread and
certified PLA (polylactic acid). Thus, PLA 3D scaffolds in its commercial version are
coated with NRL (natural rubber latex) extracted from Hevea brasiliensis through dip-
coating technique in order to optimize biocompatibility, promoting conditions for
angiogenesis, providing conditions for the migration, differentiation and proliferation
of bone tissue, characteristics that have been detected in recent studies regarding
this material with promising results. Supported by CAD software, it was possible to
develop geometries with structured interconnectivity, followed by process parameters
definition and manufacturing using the FDM (Fused Deposition Modeling) technology
of Additive Manufacturing, by a low-cost equipment. Finally, to carry out the scaffolds
characterization, mechanical compression tests and laboratory analyzes were
performed, such as SEM-EDS (scanning electron microscopy with energy dispersive
spectroscopy) and FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) in order to outline
the characteristics of this potential substitute for bone regeneration applications.

Keywords: Scaffolds, PLA, Natural Rubber Latex, Tissue Engineering, Additive

Manufacturing.
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1. INTRODUCAO

1.1.Contextualizacao

A tecnologia de Manufatura Aditiva é conceituada pela American for Testing
and Materials (ASTM, 2009) como um processo onde ha a combinacdo de materiais
a partir de modelos 3D computacionais, geralmente feita camada por camada.
Comumente conhecida por impressao 3D, a tecnologia de fabricacdo de materiais
por manufatura aditiva (MA) tem sido um enorme desenvolvimento nos ultimos 30
anos, descrita em diversas literaturas como a revolucdo industrial do século XXI.
Estes métodos de fabricagcdo por MA ja substituem, de forma eficiente, muitas
tecnologias de fabricacao subtrativas convencionais (BERMAN, 2012).

Dentre os processos de manufatura aditiva existentes atualmente, o FDM
(Fused Deposition Modeling) se destaca por utilizar polimeros termoplésticos, ja que
tal processo envolve a fusdo desse material (SACHDEVA et al., 2012; PEREIRA et
al., 2012). Nesse processo o filamento termoplastico alimenta uma maquina cujo
cabecote de impressao derrete e 0 extruda em uma espessura tipica de 0,25 mm.
As principais vantagens sdo: ndo ha necessidade de pds-processamento quimico e
as maquinas sdo mais baratas, o que se traduz em um processo mais econdémico.
As desvantagens ficam por conta da baixa resolucdo no eixo Z (normal a base ou
plano de impressdo), se comparada a outros processos e baixa velocidade de
impressdao (WONG; HERNANDEZ, 2012). A Figura 1 ilustra o processo de
manufatura aditiva FDM, no qual a maquina movimenta os bicos de extrusdo de
materiais, 0s quais sdo depositados na base da maquina, fundindo camada a
camada, e formando a pega.
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BICO MATERIAL BICO MATERIAL

DE SUPORTE ~— 7 " DECONSTRUGAO
MATERIAL DE MATERIAL DE
SUPORTE CONSTRUGAO

BASE

Figura 1 - Processo de Manufatura Aditiva. Fonte: adaptado de Wong; Hernandez (2012)

Atualmente, varios polimeros sdo utilizados como scaffolds com o intuito de
regeneracao Ossea. Dentre eles, poliésteres alifaticos biodegradaveis PLA - acido
polilatico, PGA - acido poliglicélico, PLGA - acido polilatico-co-acido glicélico, homo e
copolimeros de lactato e glicolato, PCL - policaprolactona, polihidroxialcanoatos e
alguns polimeros acrilicos. Polimeros menos rigidos sdo utilizados também em
reposicdo de tecidos cartilaginosos. (LI et al., 2014; ZHANG et al., 2011 apud
CARLOS, 2016).

Aprovado desde a década de 70 pela FDA - Food and Drug Administration, o
PLA tem sido amplamente utilizado em suturas, clipes, placas, parafusos,
dispositivos de liberacéo de drogas e embalagens de alimentos. Polimeros tém sido
desenvolvidos como potenciais biomateriais biodegradaveis. Polimeros
biodegradaveis tém sido utilizados amplamente na medicina, no caso dos
poliésteres alifaticos que contém ligacbes éster flexiveis e podem degradar-se em
substancias nado-toxicas em diferentes solugbes de pH. Estes podem ser os
polimeros biodegradaveis mais promissores para uso médico e aplicagbes de
embalagem. Por sua excelente biocompatibilidade polilactonas, como o PLA, PGA e
PCL, bem como seus copolimeros estdo se tornando os polimeros sintéticos
biodegradaveis mais comumente usados no campo da medicina (CHENG, et al.,
20009).
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O latex natural (Hevea brasiliensis) extraido da seringueira possui
propriedades que promovem e estimulam a neovascularizacdo e regeneragao
tecidual, comprovadas em varias espécies e em diferentes tipos tecidos. Pesquisas
indicam sua utilizacdo como implante tecidual e tém apresentado resultados
satisfatorios, motivando a realizacdo de novos trabalhos neste campo em diferentes
espécies (ZIMMERMAN, et al., 2007). Estudos com membrana experimental de latex
mostram que a mesma foi utilizada eficazmente como substituto parcial do diafragma
em caes, promovendo a neovascularizacéo e reparacao tecidual, mantendo a funcéo
do diafragma (ZIMMERMAN, et al., 2008).

A biomembrana de latex natural tem sido utilizada com sucesso para
reconstrucdes de esbfagos, parede abdominal e pericardio de animais de animais,
comprovando assim a sua biocompatibilidade e capacidade de favorecimento de
reparo tecidual. Sua aplicacdo obteve sucesso no reparo da conjuntiva ocular em
coelhos, promovendo a sua reconstituicdo e dobrando o nimero médio de vasos por
campo Optico na ferida cirdrgica, quando comparada ao grupo de controle. No
homem, ela ja estd sendo testada como indutor de uma nova formacao tecidual,
tendo sido aplicada para casos de pacientes com Ulceras crbnicas de membros
inferiores e meringoplastias (PINHO, et al., 2004).

Oliveira, et al. (2004) descreve em seu trabalho como a membrana natural do
latex extraido da seringueira (Hevea brasilensis) mostrou excelente interacdo com
os tecidos da membrana timpanica humana, sendo observada biocompatibilidade,
nenhuma toxicidade e auséncia de manifestacbes alérgicas. Em sua aplicacéo,
houve intenso processo de revascularizacdo da membrana timpéanica, regenerando
eficientemente membranas perfuradas e demonstrando o potencial do latex, também
para aplicacGes de regeneracéao tecidual.

Scaffolds sdo matrizes extracelulares de estrutura interconectada utilizadas
com o proposito de auxiliar a ligacdo e diferenciacdo celular, bem como controlar
seu crescimento. No trabalho de Szojka et al. (2017) sdo desenvolvidos scaffolds em
PCL para aplicagdo em engenharia de tecidos de menisco. Sado destacados dois
conceitos importantes para a engenharia de tecidos: a interconectividade e a
porosidade. A impressdo 3D se destaca em relagcdo aos outros meios de producéo
convencionais, pois toda a interconectividade dos poros pode ser projetada,

replicando condi¢des especificas. Para@metros essenciais como 0S espagos vazios
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entre as fibras, estratégia de entrelagamento entre as camadas, e a disposi¢do das
mesmas, exercem influéncia sobre a rigidez dos scaffolds e consequentemente,
sobre suas propriedades estruturais. O modelo final de menisco mimetizou o tecido
nativo em termos de forma geral e orientacdes de fibras colagenas. A figura 2 ilustra

as estratégias para impressao 3D de scaffolds.

Layer (L)1

Sem offsets
LER BN BN
LN B BN
. """ »
- """

Com offsets

Padrdo circular com offsets

Figura 2 - Estratégias para impressédo 3D de Scaffolds. Fonte: adaptado de Szokja (2017). a) sem
offsets com padréo repetido a cada 2 camadas, b) com offsets com padréo repetido a cada 2

camadas, ¢) com offsets com padréo circular repetido a cada 8 camadas.

1.2.Relevancia

A engenharia de tecidos tem feito grandes avancos nos ultimos anos
desenvolvendo biomateriais e bioprocessos funcionais, utilizando os conhecimentos
da quimica, fisica e biologia para produzir tecidos artificiais, inclusive 6sseos,
capazes de sanar potenciais problemas de saude dos seres humanos e animais.

As tecnologias de fabricacdo aditivas, mais rapidas e econémicas, vém aos
poucos tomando o lugar das tecnologias subtrativas, com maior custo e de maior

ciclo produtivo, em varias industrias.
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A utilizacdo de biomateriais como o PLA e latex natural, que sdo polimeros
obtidos de recursos renovaveis e biocompativeis, para aplicacbes médicas e
biomédicas ja é uma realidade nos dias de hoje.

Contudo, a proposta de recobrir com latex natural um scaffolds 3D poroso
fabricado em PLA, por meio da manufatura aditiva com impressora de baixo custo,
mostra potencial inovador em seu principio, na validacdo e comprovacao de suas
caracteristicas biocompativeis e bioativas e apresenta elevada perspectiva quanto

ao potencial nas aplicacdes de engenharia de tecidos.
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2. OBJETIVOS

Com base na importancia da contextualizacdo e relevancia dos tépicos
descritos, este trabalho cientifico tem por objetivo realizar a manufatura de scaffolds
3D de PLA comercial com poros estruturados e funcionais por meio da tecnologia da
manufatura aditiva FDM, mimetizando o osso trabecular e recobri-lo com latex
natural visando aumentar sua biocompatibilidade e otimizar suas caracteristicas
biolégicas para fins de aplicacdo Osteoregenerativa aliando assim, as propriedades
de biocompatibilidade e biodegradabilidade do PLA com as caracteristicas bioativas

do latex.

2.1.0Objetivos Especificos

Como objetivos especificos da abordagem deste trabalho, podemos destacar

0S seguintes objetivos especificos:

e Definir e variar as geometrias dos scaffolds, a fim de avaliar seus efeitos nas
propriedades morfologicas e fisico-quimicas;

e Projetar o modelo 3D (CAD) de scaffold poroso a ser fabricado com a técnica
de manufatura aditiva FDM,;

e Definir os parametros de impressao dos scaffolds em PLA, assim como, a
orientacdo de preenchimento, velocidade de deposicdo e espessura da
camada, buscando assim melhorar a morfologia dos filamentos depositados
(padréo dos poros e interconexao);

e Definir o processo e os parametros de recobrimento dos scaffolds com latex;

e Manufaturar e recobrir os scaffolds a fim de se obter corpos de prova de
compdésito;

e Realizar a caracterizacdo em laboratério dos corpos de prova produzidos a

fim de verificar seu comportamento fisico-quimico e prontiddo para utilizacéo;
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3. ANALISE DO POTENCIAL DE INOVACAO

Para viabilizar a analise do potencial de inovacdo, deu-se preferéncia por
dividir a andlise em topicos, buscando avaliar os nichos especificos de atuacao e
facilitando a identificacdo de eventuais gaps e/ ou oportunidades. A escala foi
definida de 1 a 9, possibilitando a pontuacdo conforme critérios estabelecidos e
analise realizada.

O método foi baseado na ferramenta 6Ms, mais comumente conhecida como
Ishikawa ou Espinha de Peixe, utilizada em meios de producdo e manufatura para
realizar analise de causas-raiz de problemas. No contexto académico, a ferramenta
foi adaptada para 5Ms visando utiliza-la para identificar os diferenciais competitivos
envolvidos do projeto de pesquisa (ideia/ produto ou processo) e efetuando um
benchmarking com os resultados encontrados nas bases de patentes.

As bases de dados consultadas nas pesquisas preliminares foram a nacional,
INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) e os internacionais USPTO
(United States Patent and Trademark Office) e o Espacenet (European Patent
Office).

Para demonstrar e exemplificar o potencial de inovacdo do projeto deu-se
preferéncia por utilizar o grafico de radar (Figura 3), identificando assim, a amplitude

do ponto de vista de inovagéo.

Potencial de Inovagao

MATERIAL
10
8
6

MEIO-AMBIENTE 4 METODO
2
0

MEDICAO MAQUINA

Figura 3 — Potencial de Inovag&o. Fonte: dados do autor
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MATERIAL - Avaliada a solugdo quanto a diferenciais competitivos dos
materiais aplicados, novas tecnologias e beneficios obtidos com a sua aplicacao;

2 3 4 5> 6 :

Materiais convencionais Materiais convencionais Materiais avancados /

| Utilizacao difundida | Propriedades Propriedades

7

A utilizacdo do PLA comercial (polimero) ja € bastante difundida em
aplicacdes industriais e para aplicacbes médicas € um material amplamente
difundido.

Com relacdo ao latex, sua aplicacdo em scaffolds se mostra uma potencial
inovacgao, visto que o usual é a sua utilizacdo como emplastro para fins cicatrizantes.

Contudo, nao foram encontrados registros da combinacédo das caracteristicas
dos dois materiais para aplicacdes Osseas em scaffolds 3D. Aliando as
propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade do PLA simulando o0 0Sso
trabecular, com as caracteristicas bioativas do latex, & detectado potencial para
futura aplicacdo em seres vivos.

METODO - Avaliados os ganhos competitivos e vantagens técnicas da
utilizacdo do processo ou método desenvolvido, reducdo de etapas para obtencéo

de um resultado, menor processamento;

EEEEREEEED ' XD

Processos subtrativo / Processos subtrativo / Processos aditivos /

geometria limitada / geometria complexa / CN geometria complexa

A manufatura aditiva, processo utilizado para fabricacdo dos scaffolds é
relativamente recente, trazendo varias vantagens em relacdo aos processos
convencionais de usinagem (subtrativos), como variedade geométrica, custo e ciclo
de fabricagéo reduzido. O recobrimento do scaffold com latex liquido se mostra uma

inovacdo no campo da regeneracao tecidual / 6ssea.
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MAQUINA - Avaliadas técnicas de obtencio / fabricacdo se estdo alinhados
com as tecnologias “estado da arte”, se utiliza métodos convencionais ou se

apresenta alguma evolucdo neste aspecto;

1 2 3 4 5 D 7 2 9

Maquinas convencionais / Maquinas CN / subtrativa Maquinas CN / Aditivas

subtrativa

A utilizacdo da impressora 3D (processo FDM) vem se consolidando
juntamente com outras técnicas aditivas como o0s processos de manufatura no
‘estado da arte”. A cada dia novos materiais sdo impressos, variando desde

polimeros até metais como o titanio.

MEDICAO — Analisado se ha potencial ganho de performance advindos do
produto ou processo, que possam se converter em retorno financeiro. Custo-

beneficio do produto/ processo.

1 2 3 4 5> 6 o 8 9

Alto custo / Baixo Custo-beneficio Baixo custo / Alto

beneficio beneficio

Por se tratar de processo aditivo, o custo beneficio para obtencdo dos
scaffolds € excelente, se comparado aos processos convencionais subtrativos. Sem
contar nos ciclos de fabricacdo reduzidos e otimizados, obtendo-se produtos

altamente customizados.

MEIO-AMBIENTE - Verificada a solugdo quanto a questbes ambientais no
que tange biocompatibilidade, reducdo de danos ao meio-ambiente ou reducdo na
geracdo de residuos (no processo de fabricacao).

1 2 3 4 5 6 2> 8 > -

Alta geracao de residuos / sem bio- Baixo geracao de residuos / com bio-

propriedades propriedades
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A aplicacdo desenvolvida conseguira fabricar o scaffold por meio de um
processo de manufatura aditiva, de baixo ou nenhuma geracao de residuos.

O polimero PLA é biodegradavel, biocompativel e bioabsorvivel. O latex &
extraido de fonte natural renovavel e é biodegradavel.

Das patentes acessadas durante a pesquisa notou-se grande quantidade de
aplicacado de scaffolds no campo da medicina, especificamente nos campos da
regeneracdo de tecidos e Ossea. Uma das aplicagbes mais encontradas é a
utilizacéo de scaffolds feitos de fosfato de calcio ou hidroxiapatita ou utilizando-os
em sua cobertura.

O grande diferencial deste projeto € a utilizagdo como material de impressao,
o PLA industrial comercial, que ndo é 100% puro, mas € um material amplamente
difundido na manufatura aditiva, sendo utilizado para recobrimento, o latex natural,
material biocompativel, de facil manuseio e que possui propriedades indutoras de
neovascularizacdo e regeneracédo tecidual, comprovadas em varias espécies e em
diversos tecidos do organismo. A manufatura aditiva tem se mostrado ainda como o
processo de fabricacdo mais utilizado neste contexto, devido ao fator econémico e

rapidez, superando em muito 0s processos subtrativos.
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4. REVISAO LITERATURA

4.1. Manufatura Aditiva

De um ponto de vista histérico, a tecnologia de manufatura aditiva tem suas
raizes na topografia e foto escultura, datados de quase 150 anos. Ambos tratam do
conceito e abordagem de fatiamento e empilhamento para construcdo de um objeto
camada-a-camada. Bourell et al. (2009) destaca em seu trabalho que uma das
abordagens mais antigas similares a MA moderna pode ser encontrada na proposta
de Ciraud em 1971. A figura 4 mostra sua proposta que usa essencialmente um
meétodo de deposicdo de po por feixe de energia, na qual as particulas séo aplicadas
a uma matriz (1) por gravidade, eletrostatica ou posicionada por um bico (8) perto da
matriz e um feixe de energia (12) aquece as particulas localmente, promovendo sua

adesao e formando uma camada continua (15).

Figura 4 - Proposta de MA desenvolvida por Ciraud em 1971. Fonte: adaptado de Bourell et al. (2009)

Partindo deste ponto de vista, a MA pode ser classificada como um grande
grupo de tecnologias capazes de converter um modelo de dados de um sdélido em
partes fisicas. Geralmente o modelo de dados mais utilizado é o STL
(estereolitografia) que é derivado em sec¢des transversais 2D finas e servem como

base de dados na alimentacdao de um equipamento de MA, que por sua vez deposita
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material camada por camada, construindo e replicando modelo de dados no modelo
fisico (HUANG et al., 2015).

No ambito de desenvolvimento de produto o termo Prototipagem Rapida
(Rapid Prototyping - RP) se refere ao conjunto de tecnologias que nos ultimos anos
vém evoluindo de forma crescente, saindo do conceito apenas de protétipos para
fabricacdo de pecas/ produtos prontos. O termo 3D Printing foi criado pelo MIT
(Massachusetts Institute of Technology) para a tecnologia de Manufatura Aditiva
(Additive Manufacturing - AM) baseado em impressao de jato de tinta, por eles
inventada nos anos 90. Contudo este termo ndo descreve de forma satisfatoria os
recentes avancos tecnolégicos no setor. Muitas empresas tém inventado e
introduzido novas técnicas no mercado, patenteando e difundindo seus préprios
termos e nomes, contudo, as tecnologias principais se mantém as mesmas.

De acordo com as normas ISO / ASTM 52900 (2015), AM pode ser dividida
em 7 processos basicos, de acordo com as técnicas usadas para criacdo das

camadas. A Figura 5, descreve as principais técnicas de Manufatura Aditiva.

FotoPolimerizagdo

Jateamento de Ligante

Deposicdo com Energia
Direcionada

Extrusao de Material
Jateamento de Material

Fusdo de Leito de Po

Adigcdo de Laminas

Figura 5 - Classificacdo MA — ISO / ASTM 52900. Fonte: adaptado de ISO / ASTM 52900 (2015)
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Contudo, ainda podemos observar que varios autores optam por classificar os
processos de MA de maneiras diferentes, uns baseando-se no tipo do material,
outros por meio dos processos de fabricacdo. Entretanto, de forma a realizar um

agrupamento simplificado, podemos detalhar os 4 principais nas figuras 6, 7, 8 e 9.

A) Extrusédo de Material (Material Extrusion)

Tuan et al. (2018) ressalta que o FDM é o método mais comum de Impressao
3D que utiliza em sua maioria, filamentos continuos de polimeros termoplasticos
para imprimir camadas 3D dos materiais. Neste processo, o filamento é aquecido no
cabecote até atingir um estado semi-liquido, quando é extrudado na mesa ou em
cima de outras camadas e ocorre a solidificacdo a temperatura ambiente. Também é
destacado que seu baixo custo, simplicidade no processo e grande velocidade sao
seus pontos fortes. Entretanto, Mohamed et al. (2015) ressalta que as propriedades
mecanicas podem ser afetadas principalmente pela espessura das camadas, largura
e orientacdo de filamento, bem como a distor¢do entre camadas pode ser apontada

como um ponto de fragueza. A figura 6 ilustra o processo de extrusdo de material.

Filamento A ,\ \ Filamento B
& g

Roda Motriz

> > i / Bico Extrusor

----- - Peca Impressa
Mesade = = - . . . .

Impressdao

Carretel de

Mesa de Fabricacdo Material

A

Figura 6 — (A) Extruséo de Material. Fonte: adaptado de Tuan et al. (2018)
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B) Jateamento de Material (Material Jetting)

Também conhecida por 3D Printing, esta técnica também € uma das
principais nas aplicagfes de scaffolds para engenharia de tecidos. Esta tecnologia é
capaz de imprimir a jato de tinta uma solucéo ligante liqguida em uma camada de po,
em temperatura ambiente, exemplificado na figura 7. Basicamente, temos um
equipamento de jateamento que distribui uma camada de p6 sobre uma plataforma
e, ha sequéncia, o liquido ligante que sai do cabecote de impresséo € depositado na
camada de po, unindo as particulas. Em seguida a mesa se abaixa e da
continuidade na proxima camada, com a colocacgéo do p6 e colagem (ROSETI et al.,
2017).

Ja4 a Contour Crafting utiliza tecnologia similar a detalhada anteriormente,
porém para a manufatura aditiva de grandes estruturas de edificios, extrudando,
neste caso o concreto por meio de alta pressdo e cabecotes maiores (TUAN et al.,
2018).

Cabecote de Impressdo Jato
de Tinta

Rolamento

/

"y
" s
ey
.,
f v

Mesa de P6

Plataforma de 4
Fornecimento de P6 Mesa de Fabricacdo

Figura 7 — (B) Jateamento de Material. Fonte: adaptado de Tuan et al. (2018)
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C) Foto Polimerizacéo (Photo Polymerisation)

Este processo por sua vez, utiliza-se de luz ultravioleta para iniciar uma
reacao de cura em uma camada de resina ou solu¢cdo de mondémero fotossensivel.
Mota et al. (2015) indica que, ap0s a polimerizagdo de uma camada, a plataforma de
fabricacdo € baixada, de modo que uma nova camada de resina cubra a camada
anterior, permitindo assim a constru¢dao, polimerizagdo e unido das camadas,

demonstrado na figura 8.

Fonte Laser

Sistema Scanner

Plataforma de
Fabricacao

Fotopolimero Liquido

Figura 8 — (C) Foto Polimerizacéo Fonte: adaptado de Tuan et al. (2018)

D) Fuséo de Leito de P6 (Powder Bed Fusion)

O mecanismo de funcionamento desta tecnologia é similar ao usado no Inkjet
Printing, porém os pos sdo fundidos, camada-a-camada, com um feixe de laser.
(TUAN et al.,, 2018). Utela et al. (2008) destaca que a distribuicdo do pd e
empacotamento podem determinar a densidade da pecga impressa, 0 que é
primordial na eficacia deste processo. Lee et al. (2017), frisa que o laser apenas
devera ser usado em pds com baixa temperatura de sinterizacdo / derretimento,
caso contrario um ligante liquido devera ser usado. Baseados nesta tecnologia, é
possivel destacar diferencas entre o processo SLS (selective laser sintering), o qual

pode usar uma vasta variedade de polimeros, metais e pés de liga, enquanto a
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tecnologia SLM (selective laser melting) pode ser usada apenas para algumas ligas

de aco e aluminio. A figura 9 ilustra o processo Powder Bed Fusion.

Fonte Laser

Sistema Scanner

Rolamento

.
rF
......

|

Plataforma de Mesa de P6
Fornecimento de po \

Mesa de Fabricagdo

Figura 9 — (D) Fuséo de Leito de P6. Fonte: adaptado de Tuan et al. (2018)

Huang et al. (2015), destaca que a tecnologia de manufatura aditiva tem sido
usada por uma ampla gama de industrias, incluindo automotiva, aeroespacial,
energia, bens de consumo entre outros. Um destaque especial é na area biomédica,
onde h& oportunidades de aplicagdo da tecnologia na fabricacdo de proéteses
ortopédicas personalizadas, implantes, scaffolds e aparatos cirdrgicos.

Um dos principais destaques da MA frente aos processos subtrativos
convencionais € o potencial de reducdo de custo de produtos altamente
customizaveis e complexos, apresentando grande flexibilidade quanto as escalas/
tamanhos e variedade de materiais, oferecendo controle sem precedentes sobre a
forma, composicdo e funcdo dos itens fabricados, bem como um alto grau de
personalizacdo, sendo dessa maneira comparado a uma nova revolucao industrial.

Do ponto de vista econémico a tecnologia aditiva vem se consolidando e a
tendéncia atual é a fabricacdo ndo s6 de protétipos, bem como a de produtos finais.
Berman (2012), descreve que cerca de 50% das impressdes vao girar em torno de
produtos comerciais por volta de 2020, conforme informado pela Wohlers
Associates. Contudo, ainda em meados do citado ano, ndo se identifica esse cenario
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totalmente implementado. Percebe-se grande evolugdo na impressdo de pecas
funcionais, mas, o grande volume de pecas ainda se destina a prototipagem.

Huang et al. (2015) cita que como aplicagfes futuras, a MA vem encontrando
grande emprego no campo biomédico para a fabricacédo de proteses customizadas e
implantes, dispositivos médicos. Também é destaque a recente impressao celular,
que visa o desenvolvimento de técnicas biologicamente capacitadas para a

fabricacéo de tecidos vivos e 6rgaos, por meio da impressao de células vivas.

4.2. Biomateriais

Durante a Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolvimento de
Consenso em Saude realizado em 1982, o conceito de biomaterial foi definido como:
qualquer substancia ou combinacéo de substancias, sintética ou natural em origem,
que possa ser usada por um periodo de tempo, completa ou parcialmente como
parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou
funcao do corpo (HELMUS; TWEDEN, 1995).

O desenvolvimento de biomateriais, se deu devido a necessidade de se repor
ou reconstruir érgdos ou partes de corpo que tenham sido mutilados, perdidos ou
que tiveram sua funcédo reduzida. Alinhado a essas demandas, os avancos da
medicina, odontologia e engenharia de tecido tém trazido uma nova perspectiva de
vida para pessoas que se encontram nessas condi¢des, substituindo por enxertos ou
implantes, os 6rgaos danificados.

Enxertos de maneira geral, sdo transplantes de tecidos em seres vivos, de
modo a substituir as estruturas ausentes ou com problemas. Podem ser

classificados em:

e Enxerto autégeno — sdo enxertos que provém do mesmo individuo;

e Enxerto homégeno — sédo enxertos de um individuo de mesma espécie do
receptor;

e Enxerto xendgeno - quando a espécie do doador e do receptor do enxerto

nao coincidem.
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Pires et al. (2015) destaca um crescimento na area de engenharia tecidual, no
campo da medicina regenerativa impulsionado pelo recente aumento da expectativa
de vida da populacdo mundial, aumento de poder aquisitivo e padrdo de vida em
paises em desenvolvimento, o que vem reafirmar a crescente demanda no mercado
de biomateriais para o tratamento de enfermidades e abordagens de doengas antes
consideradas como ndo-trataveis.

O critério de selecdo dos materiais varia geralmente, em funcdo da sua
aplicacdo. Em relacdo a composicdo quimica, pode-se definir os biomateriais em:

ceramicos, poliméricos, metalicos e compdsitos.

Ceramicos

Do ponto de vista quimico, as ceramicas sado compostos inorganicos,
geralmente formados de elementos metélicos e ndo-metélicos unidos por ligacdes
ibnicas e/ou covalentes, comportando-se com baixa condutividade elétrica e térmica
(DEE, 2002). Sua grande aplicabilidade deve-se em parte, as propriedades
cristalograficas e a compatibilidade quimica superior das ceramicas com o meio
fisioldgico e com tecidos rigidos, como 0ssos e dentes.

As aplicacbes das ceramicas abrangem diversas areas, tais como
instrumentos de diagnéstico (termdmetros, fibras para endoscopia), proteses
ortopédicas, dispositivos para a reconstrucao odontolégica e maxilo-facial, valvulas

cardiacas, traqueias artificiais e preenchimentos 6sseos (PIRES et al., 2015).

Poliméricos

Polimeros sdo macromoléculas formadas pela unido de estruturas menores,
chamadas mondémeras. Sua ligacdo é constituida de unidades repetitivas menores
(meros) ao longo da cadeia principal. As ligagbes entre 0os meros sdo covalentes,
contudo, ligacbes de hidrogénio entre diferentes cadeias e suas interacdes de van
der Waals podem ocorrer (PIRES et al., 2015).

Os biomateriais poliméricos estdo dentre os mais empregados no ambito
médico. Suas principais vantagens incluem a facilidade de fabricagéo para produzir
formas variadas (particulas, filmes, fios, dentre outros), o processamento secundario,
custo razoavel e disponibilidade em encontrar materiais com propriedades

mecanicas e fisicas desejadas para aplicacdes especificas (RATNER et al., 2004).
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Pires et al. (2015) ainda ressalta a abundancia dos polimeros de origem
biolégica e seus produtos de degradacdo, caso do latex, sendo biocompativeis e
nao-toxicos, tornando-os seguros para a utilizacdo na constituicdo de biomateriais,

caracterizados por custo acessivel e obtidos por fontes renovaveis.

Metélicos

Os metais apresentam excelente desempenho mecéanico, como alta
resisténcia a fadiga e a fratura. Suas aplicacbes se expandem como componentes
estruturais visando a substituicdo, reforco ou estabilizagdo de tecidos rigidos, que,
via de regra, sdo submetidos a altas cargas de tragcdo e compressao. Neste
contexto, as aplicagdes mais comuns incluem fios, parafusos e placas para fixacao
de fraturas, implantes dentarios e préteses para substituicdo de articulacdes, além
de valvulas cardiacas artificiais. Na area médica, os metais mais utilizados s&o os
grupos dos acos inoxidaveis, e ligas de cobalto-cromo, além do titdnio e suas ligas
(PIRES et al., 2015).

Compasitos

Sao materiais constituidos por dois ou mais componentes com carateristicas
fisicas e quimicas diferentes, podendo incorporar propriedades combinadas dos
elementos individuais. Fibras ou particulas sdo os materiais reforcadores e podem
ser adicionados com diversos objetivos, como, por exemplo, melhorar propriedades
mecanicas, aumentar a taxa de degradacdo, melhorar a biocompatibilidade e
bioatividade (PIRES et al., 2015).

A matriz e o componente de reforco podem formar materiais compdésitos de
diversas formas, sendo que as principais associacdes sdo do tipo polimero-ceramica
e metal-ceramica. Para implantes 6sseos, com a utilizacdo de materiais poliméricos,
busca-se aumentar a biocompatibilidade e o0 modulo elastico da matriz, realizando a
adicdo de particulas de biovidro, hidroxiapatita e outros fosfatos de célcio. Com isto,
as propriedades mecéanicas dos compadsitos tornam-se mais proximas as do 0sso

real.
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No tocante a classificagao biolégica, pode-se enquadrar os biomateriais em:

Bioinertes
Sao materiais menos suscetiveis a causar uma reacao biologica adversa

devido a sua estabilidade quimica em compara¢cdo com outros materiais.

Biotoleraveis
Sao materiais que apenas sao tolerados pelo organismo, sendo isolados dos

tecidos que estdo em volta, por meio de tecido fibroso.

Bioativos
Biomateriais que tem a propriedade de formar tecido sobre a superficie de um

biomaterial e estabelecer uma interface capaz de suportar cargas funcionais.

4.2.1. PLA

Também conhecido por PLLA ou PDLA, o PLA (poliacido latico) € um
polimero sintético termoplastico de base biolégica que vem ganhando destaque
devido a sua grande versatilidade e ampla gama de aplicacdes. O histérico de seu
desenvolvimento remonta aos anos 30, quando William Carothers produziu um
alifatico poliéster a partir de acido latico, passando pela empresa DuPont, tendo
otimizado suas propriedades nos anos 50.

Ratner et al. (2003) afirma que o PLA (poliacido latico) e seus copolimeros
sdo os mais investigados para aplicagbes e comumente usados no campo dos
biomateriais do que qualquer outro polimero. O sucesso da sua aplicacdo em
implantes médicos, bem como suas caracteristicas biocompativeis e néo-téxicas,
fazem o PLA ser considerado seguro em agéncias reguladoras em praticamente
todos paises.

A figura 10 mostra as diferentes estruturas quimicas do acido latico (LA), de
dois isbmeros (I-LA e D-LA) existentes do monémero do PLA, que também é

chamado de &cido 2-hidroxi propidnico.
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Figura 10 — Estrutura Quimica PLA. Fonte: Aguirre et al. (2016)

Dentre as aplicagcdes mais comuns para o PLA pode-se citar as embalagens
em geral, especificamente para alimentos. Também encontra grande aplicabilidade
no campo de vestuarios descartaveis, produtos de higiene feminina e fraldas.
Quando é plastificado com seus monémeros, ganha grande flexibilidade, podendo
imitar materiais tais como o PVC, PP e PS, aumentando assim sua aplicabilidade
(NAMPOOTHIRI, 2010).

No passado, a principal preocupacdo com relacdo a expansao da utilizacédo
do PLA estava relacionada aos custos de fabricacdo e processamento, sendo
necessario um grande esforco no desenvolvimento de novas matérias-primas e
processo de fermentacdo que reduziram 0s custos agregados e o tornaram mais
competitivo no mercado. Outro ponto importante foi a questdo da aceitacdo de
polimeros de base biolégica, visto que haviam dificuldades na obtencdo de
propriedades mecéanicas satisfatérias comparadas aos polimeros sintéticos
convencionais, sendo mais tarde, contornadas e superadas com a combinagédo do
PLA com outros polimeros, revestimentos de protecdo e modificacdo do polimero
(NAMPOOTHIRI, 2010).

Aguirre et al. (2016) também ressalta que o PLA é um poliéster biodegradavel
de base biologica derivado de fontes renovaveis, tais como o acgucar de milho, batata
e cana-de-agUcar. E ressaltado, contudo, que sua utilizacdo para aplicacdes
médicas era restrita inicialmente devido a baixa disponibilidade e alto custo de
obtencéo, sendo resolvido pela evolugcéo nos processos de obtencdo e manufatura.

Neste campo de aplicacdo, € amplamente empregado devido a sua
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biocompatibilidade com o corpo humano, sendo aplicado como implantes médicos,
suturas e dispositivos.

Contudo, Karamanliouglu et al. (2017) destaca que o PLA ganhou importancia
por meio de suas propriedades mecanicas semelhantes aos plasticos de compostos
petroquimicos tais como o poliestireno (PS) e polietileno (PS) e que também sao
percebidas diversas propriedades positivas tais como a facilidade de fabricagéo,
biocompatibilidade, sem toxicidade, alta resisténcia mecéanica e é compostavel. Por
ter sua principal fonte de obtencédo de recursos e processos renovaveis, pode ser
classificado atualmente como um material “verde”.

Farah et al. (2016) aponta que o PLA tem sido amplamente experimentado e
testado para as mais diferentes aplicacbes de engenharia de tecidos e medicina
regenerativa impulsionado pela impressdo 3D de scaffolds personalizados em
variadas aplicacdes, buscando o equilibrio entre as propriedades fisicas e
mecanicas com a condicdo de biodegradacao planejada. Pires et al. (2015), ressalta
gue compostos tais como o PLA sofrem degradacdo hidrolitica por meio de
desesterificagdo. Os componentes monoméricos de cada polimero, apds a
degradagé&o, sdo removidos por vias naturais, tendo no organismo mecanismos para
remover completamente 0os componentes monomeéricos do &cido latico. Estudos
anteriores reforcam que os mondémeros acidos liberados pela degradacdo do PLA
(acido latico) que poderiam causar inflamacdo, afetando a ligacdo e o
comportamento das células dsseas, €, no entanto, removido por vias metabdlicas
naturais (GREMARE et al., 2018).

Chavanne et al. (2013) destaca em seu trabalho que polimeros degradaveis
sdo biomateriais promissores e que a impressao 3D de estruturas compdsitas e
mecanicamente estaveis ainda € um desafio. Tuan et al. (2018) aponta que o PLA
(poliacido lactico) e o ABS (Acrilonitrilo-butadieno-estireno) sdo os principais
polimeros usados na impressao de compasitos.

A figura 11 detalha um exemplo de estrutura aplicada na medicina

regenerativa.
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Figura 11 - Estrutura impressa em 3D com geometria de poros abertos.
Fonte: Chavanne et al. (2013)

A substituicdo de tecidos ou elementos 6sseos por enxertos que promovam
ou facilitem a sua regeneracdo tem se tornado foco de estudo da engenharia
tecidual. Scaffolds compostos de matriz de biopolimeros termoplasticos sé&o
desenvolvidos, eficazmente, pela técnica de manufatura aditiva e tecnologia FDM. O
sucesso da manufatura destes scaffolds se deve ao fato de sua tecnologia ser
rapida, econdémica e de obter desempenho superior na fabricacdo de componentes
de alto grau de complexidade e personalizacdo, se comparada as técnicas de
fabricacdo convencionais (CARLOS, 2016).

Contudo, apesar do PLA ter sido utilizado com sucesso, demonstrando um
desempenho de moderado a alto nas aplicacbes de engenharia de tecido,
experimentos de cultura de tecidos in vitro ttm mostrado que a maioria das células
nado se liga as suas superficies e ndo crescem tdo vigorosamente quanto na
superficie de outros materiais, tornando esta questdo um tépico de debate (RATNER
et al., 2003).

4.2.2 Latex Natural

O latex natural € um material polimérico renovavel (¢ um sistema coloidal

composto de cis-1,4-poliisopreno) extraido da seringueira Hevea brasiliensis, (ver
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figura 12) nativa da bacia do rio Amazonas no Brasil. Tendo em vista o alto valor
econdmico para as industrias em geral, devido as propriedades fisicas tais como
elasticidade, plasticidade e isolamento elétrico, percebe-se sua importancia no
ambito industrial, em uma ampla gama de produtos derivados, tais como pneu, luvas

cirargicas, sondas, cateteres, preservativos, dentre outros.

Figura 12 — Extracéo do Latex da Seringueira. Fonte: EMBRAPA

Herculano (2005), destaca que o latex é formado por trés componentes
fundamentais, que séo separados pelo processo de centrifugacéo:

a) Fase Borracha (37%):

Formada basicamente por borracha, e apresenta coloracdo branca.

b) Soro (48%):

Solucéo coloidal latex, aquosa, que contém proteinas e sais dissolvidos.

c) Fracéo de Fundo (15%):
De coloracdo amarelada, é formada por proteinas, fosfolipidios e sais

minerais, bem como carotenoides e lipidios.
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Considerado perecivel, o latex coagula espontaneamente de 8 a 10 horas
apos a colheita da seringueira, 0 que gera a necessidade de estabilizacdo com uso
de amoénia para elevar seu pH e aumentar sua durabilidade para comercializagao.

Com relacédo ao beneficiamento do latex para aplicacdes médicas, é realizado
0 processo de concentracao, por meio de centrifugacéo, elevando o teor de borracha
para 60%. Carlos et al. (2019) fomenta que varios estudos demonstram que o
processo de centrifugacdo do latex se mostra essencial para remocéo de proteinas
de alto peso molecular, tornando-o apto a aplicacbes a tecidos biolégicos sem
causar reacdes de hipersensibilidade e mantendo suas caracteristicas de
biocompatibilidade.

Posto isso, no campo biomédico, detecta-se potenciais aplicacdes em
membranas para reparacdo tecidual e sistemas de liberacdo controlada de
componentes, lancando méo de suas j4 conhecidas caracteristicas de
biocompatibilidade e estimulo natural a vascularizacéo e potencial cicatrizante.

Miranda et al. (2019), descreve em seu trabalho o desenvolvimento e
utilizacdo de membranas de latex de borracha natural com porosidade controlada na
liberacdo de proteina da albumina bovina, onde é demonstrado potencial para
utilizacdo em sistemas de liberagédo controlada de medicamentos, membranas para
trocas gasosas moduladas, bem como curativos externos.

Zimmerman (2007) ressalta que ha propriedades que promovem e estimulam
a neovascularizacdo e regeneracdo tecidual no latex natural, comprovadas em
varias espécies e em diferentes tipos tecidos. Pesquisas indicam sua utilizacdo
como implante tecidual e tém apresentado resultados satisfatérios, motivando a
realizacdo de novos trabalhos neste campo em diferentes espécies. Estudos com
membrana experimental de latex mostram que a mesma foi utilizada, promovendo a
neovascularizacao e reparacao tecidual, mantendo a funcdo do diafragma em caes
(ZIMMERMAN, et al., 2008).

Pinho et al. (2004) ressalta também que as membranas de latex natural foram
aplicadas eficazmente no reestabelecimento do eséfago, da parede abdominal e do
pericardio de animais, onde puderam ser comprovadas a biocompatibilidade e a
capacidade de regeneracdo dos tecidos onde € aplicada. Um estudo detalhado

também comprova a eficacia da membrana de latex natural no processo de reparo
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da conjuntiva ocular de coelhos, favorecendo a cicatrizagdo conjuntival e a
neoangiogénese.

No homem, ela ja esta sendo testada como indutor de uma nova formacéao
tecidual, tendo sido aplicada para casos de pacientes com Ulceras crénicas de

membros inferiores e meringoplastias (PINHO et al., 2004).

4.3. Regeneracédo Ossea

A engenharia de tecido utiliza o conceito de matriz temporaria do scaffold que
nada mais é que uma estrutura tridimensional porosa que fornece perfil biomecanico
e biologicamente compativel inicial onde as células podem se organizar e
desenvolver o tecido de reposicdo até que produzam uma matriz extracelular. Apos
o desenvolvimento e diferenciacdo da matriz recém-gerada, o scaffold deve ser
degradado ou metabolizado lentamente, deixando apenas o tecido restaurado.
(STOCK, 2001; KARP, 2003).

No campo da regeneracdo 0Ossea, a aplicacdo de biomateriais sintéticos
mostra-se como alternativa aos enxertos 0sseos, ndo danificando desta forma,
0ssos saudaveis, reduzindo riscos de contaminacgdo virais e bacterianas, bem como
existir disponibilidade comercial (WILLIAMS, 1987).

Turnbull (2018), frisa que o desenvolvimento de scaffolds 3D bioativos para
regeneracdo Ossea tém se tornado o foco dentro da Engenharia de tecido Osseo. O
0sso € 0 segundo tecido mais transplantado em todo o mundo, geralmente
utilizando-se de enxertos 6sseos retirados de uma parte do préprio corpo do
paciente ou de fontes cadavéricas e vivas. Para o primeiro caso, corre-se o risco de
infeccbes e dor apdés a cirurgia e no segundo caso, ha perigo potencial de
transmissao de doencas e resposta imune. Partindo do exposto, buscando superar
as limitacdes das opg¢les atuais, os scaffolds 3D trazem uma gama de biometrias
abrangente para regeneracdo 6ssea direta.

Tendo em vista essa aplicacdo para regeneracdo 0Ossea, Turnbull (2018)
descreve as principais caracteristicas que o scaffold deve atender em varios

aspectos:
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a) Biocompatibilidade:
Capacidade de degradagdo em produtos nao-toxicos;
Componentes nao-inflamatorios e que evitem rejeicdo imunolégica do

organismo;

b) Biodegrabilidade:

Degradacao controlada, podendo complementar o crescimento interno e
manter suporte suficiente;

Degradabilidade por processos enzimaticos ou bioldgicos do receptor;

Permitir que as células hospedeiras invasoras possam desenvolver sua matriz

extracelular;

c) Bioatividade:

Material do scaffold devem interagir e se ligar ao tecido hospedeiro;
Desenvolver propriedades osteoindutivas;

Inclusdo de sinais bioldgicos e fatores de crescimento, estimulando o

crescimento e adesdo das células;

d) Arquitetura do Scaffold:

Poros interconectados permitindo a difusdo e migracdo celular (figura 13);
simulando o osso trabecular;

Micro porosidade visando uma grande area para interacdes célula-scaffold;

Macro porosidade buscando a migracédo celular e promover a vascularizagéo;

Padréo de poros para atingir tecido e células;

Porosidade suficiente para facilitar o crescimento celular e ndo comprometer
as propriedades mecanicas;

Canais vasculares embutidos para promover a formacdo de vasos

sanguineos;

e) Propriedades Mecanicas:
Forcas de compresséao, elastica e de fadiga similares ao tecido hospedeiro,

permitindo a mecanorregulacdo celular e existéncia de integridade estrutural;
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Capacidade do material do scaffold ser manipulado clinicamente para

correcdo de defeitos 0sseos.

Poros e interconexdo de poros demonstrados em

scaffold de hidroxiapatita

Estrutura porosa interconectada do osso trabecular
humano

- ~—

Figura 13 — Estrutura Porosa Interconectada. Fonte: adaptado de Turnbull (2018)

Grandes inovacfes na area de bio-impressao 3D tém sido feitas nos ultimos
anos, sendo os principais desafios relacionados (HUANG et al., 2015):

e Aos requisitos biofisicos relativos a estrutura do scaffold, rigidez estrutural e
degradacéo, formato de poros e porosidade

e Aos requisitos biologicos relativos ao carregamento da célula, crescimento de
novo tecido e adeséo;

e Ao transporte de massa relativo a topologia dos poros e interconectividade;

e Ao0s requisitos anatbmicos, relativos a compatibilidade anatébmica, ajuste
geomeétrico;

e Ao0s requisitos de fabricacdo e capacidade de processos, relativos a
disponibilidade de biomateriais, viabilidade de impressdo e efeitos do

processo, tais como deformacéo, distor¢cao e integridade estrutural.

Também é destacado que para o desenvolvimento e ampliacdo de novos
processos de manufatura aditiva, tais como o de bio-impresséo, utilizando células ou
produtos biol6gicos, sao requeridos mais pesquisas e desenvolvimentos em termos
de materiais, processos e maquinas.

No que tange a regeneracdo 6ssea guiada, o latex natural também tem sido

utilizado como potencial elemento reparador.
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Ereno et al. (2010), comprova a eficacia do latex como uma membrana
oclusiva no reparo de defeitos O6sseos na calvaria de coelhos, demonstrado
estatisticamente pelo maior volume (p <0,05) de osso maduro em todos os periodos
de estudo, bem como maior grau de mineralizagdo no grupo tratado, além dos
animais tratados com a membrana ndo apresentarem corpo estranho ou reacgao
inflamatoéria.

Membranas com porosidade induzida também foram testadas verificando sua
biocompatibilidade in vitro, apresentando adeséo de osteoblastos, proliferacdo e
deposicdo de matriz extracelular mineral, adequados a aplicagbes na regeneracéo
Ossea guiada (BORGES et al., 2017).

Pesquisas desenvolvidas por Carlos et al. (2019) demonstram que as
aplicacoes de membranas a base de latex obtiveram sucesso na reparacdo de
defeitos em o0ssos longos de ratos, evidenciado por um aumento na formacao 6ssea,
coldgeno tipo |, e expressdo de osteopontina, reforcando as caracteristicas
osteoindutoras do latex.

Kinoshita et al. (2014) obteve sucesso em reparo 0sseo de coelhos por meio
de membrana de latex enriqguecida com nanoparticulas de prata, observando areas
de neoformacéo éssea, caracterizadas por atividade osteogénica, aparecimento de
coagulo sanguineo e uma fina camada de tecido conjuntivo, bem como a
diferenciacéo osteoblastica.

Posto as recentes aplicacBes aqui expostas, é importante salientar que o PLA
utilizado na fabricacédo do scaffold 3D ndo é puro. Contudo, alia as propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade do préprio material e sua geometria simula
0 0sso trabecular, com as caracteristicas bioativas do recobrimento do latex natural,
material biocompativel e de facil manuseio, promovendo a angiogénese e
proporcionando condigcdes para a migracao, diferenciacdo e proliferacdo de tecido

0sseo.
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5. MATERIAIS E METODOS

Para desenvolvimento deste estudo, foram desenvolvidos corpos de prova
(CDPs) especificos que mimetizam o 0sso trabecular para validar os conceitos de
manufatura aditiva. Em seguida, os parametros de processo de manufatura aditiva
foram definidos e testados, inclusive os procedimentos recobrimento de latex natural
e por fim, foram realizados o0s ensaios de caracterizacdo desta nova proposta de
substituto para regeneragdo éssea.

Para atingir 0s objetivos especificos propostos nesse projeto, foram

desenvolvidas as atividades conforme o fluxograma na figura 14:

2. Especificagdes de 3. Caracterizagao

: " Processo e Manufatura dos
1. Projeto e Caracteristicas

Corpos de Prova
do scaffold 3D \ \

Figura 14 - Fluxograma Atividades. Fonte: dados do autor

A técnicas caracterizacdo / procedimentos e materiais serdo detalhados nos

préoximos topicos.
5.1. Projeto e Caracteristicas do Scaffold

5.1.1. Modelo CAD 3D

Tendo como referéncia o trabalho de Chavanne et al. (2013), optou-se por
desenvolver corpos de prova cilindricos, visto sua simplicidade e representatividade

para 0s proximos passos de ensaios/ testes do projeto.
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Contudo, o grande desafio desta etapa recaia sobre a questao de selecionar
uma ferramenta CAD que pudesse dar maior liberdade em relacdo ao design da
geometria interna/ poros do scaffold.

Apés andlise dos principais players do mercado, optou-se por utilizar o
software Geomagic Freeform (3D Systems, 2017), em uma versao trial para
avaliacdo. Os grandes diferenciais deste software sdo, a integracdo do CAD
tradicional com o conceito de “escultura” do modelo e a forte concepcédo de
integracdo e interoperabilidade com formatos de arquivos 3D neutros, como STL,
IGES e STEP, bem como a capacidade de produzir arquivos para impressao 3D.

Contudo, o maior diferencial se encontra na ferramenta Structure FX, que
oferece liberdade de criar e editar estruturas de trelicas complexas, internas ou
externas, inclusive para criar implantes médicos personalizados. Na figura 15,

detalhe da interface do software.

Figura 15 - Geomagic Freefrom. Fonte: 3D Systems (2017)

Foram projetados a principio, dois tamanhos de corpos de prova, 10x30mm e
20x60mm (diametro x altura). Para continuidade nos processos de fabricacdo (nos
proximos tépicos), optou-se pelo de menor tamanho, ganhando agilidade e
reduzindo dessa forma os tempos de fabricagéo.
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Um ponto de atenc&o no projeto que pode ser destacado, € relativo ao design
das células onde, foi possivel alterar o seu tamanho, reduzindo ou aumentando
dessa forma, a quantidade das mesmas dentro do cilindro do scaffold. Outro item
importante € o raio de construcdo da célula, o qual influéncia de forma direta os
espagos internos do scaffold. Quanto maior o raio da célula, menor o “espaco util”
que teremos nos poros construidos. Na figura 16, pode-se verificar a matriz de

geometrias e configuraces que foram desenvolvidas para os testes iniciais.

# MODELD CDP TAMANHD COP| TARANHO CELLILAI Fal0 CELULA |
1 CROSSEAR 1030 2 arnrm 0.400rnrn
2 ROUKMDEAR TRUSS 1030 2 arnrm 0.400rnrn
3 ROUKMDEAR 1020 2.5mm 0.450mrn
4 ROUKDEAR CUBE 1020 2.5mm 0.450mrn
] ROUKMDEAR SFHERE 1020 2.5mm 0.450mrn
E SOUAREBAR 1020 2.5mm 0.450mrn
7 CROSSEAR 20 B0 0.680mrn
g ROUKMDEAR SFHERE 20 B0 0.680mrn

Tabela 1 - Matriz Geometria e Configuracdes. Fonte: dados do autor

5.1.2. Geometria dos Poros

Foram construidas 6 geometrias para os scaffolds de modo que pudesse ser
selecionado o que apresentasse melhor resultado de impressdo e melhor condicao

para o recobrimento e adesdo ao latex. Foram definidas as geometrias das células,
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realizando variagdo o seu padrdo de interconexdo das mesmas, resultando em
diferentes estruturas entre elas: Crossbar, Roundbar Truss, Roundbar, Roundbar
with Cube, Roundbar with Sphere e Squarebar.

Apés todas as definicbes de projeto, podemos observar na figura 16, os

modelos 3D de geometria de cada um dos scaffolds desenvolvidos.
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Figura 16 - Geometrias Desenvolvidas. Fonte: dados do autor
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5.2. Especificagdes de Processo

5.2.1. Impressora Graber 13

A impressora 3D utilizada no processo de manufatura € uma RepRap modelo
Graber I3 de baixo custo e codigo-aberto. E um projeto comunitario disponibilizado
na internet e seu conceito é baseado em maquinas autorreplicaveis (REPRAP,
2019).

Por se tratar de um projeto “open-source”, & fabricado e comercializado
livremente por fabricantes independentes e disponibilizado em kits de MDF ou
acrilico. A impressora utilizada na fabricacdo dos scaffolds foi fabricada pela 3DBR e
conta com mesa aquecida e sistema de nivelamento automatico. A impressora pode

ser vista na figura 17.

Figura 17 - Impressora Graber 13. Fonte: dados do autor
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5.2.2. PLA e Parametros de Impressao

Por se tratar de geometrias complexas, com muitos poros e dimensodes
reduzidas, foi necessario ajustar varios parametros de manufatura, visando obter
resultados satisfatérios de impresséo dos scaffolds em PLA. Alguns dos parametros

que foram necessérios ajustes e intervencoes:

e Altura da camada de impresséao;

e Porcentagem de preenchimento;

e Temperatura do bico extrusor;

e Temperatura da mesa de impressao;
e Acionamento de refrigeracdo forcada;
e Velocidade de impresséo;

e Taxa de retracao;

e Tipo de suporte do objeto a ser preso;

Como referéncia para o PLA testado, na figura 18 foi elaborada como
baseline inicial para ajuste de parametros basicos para impressao, lembrando que
para estes testes foram utilizados filamentos dos fabricantes nacionais 3D Prime e
3DFila, podendo haver variacdo de parametros definidos em funcéo da qualidade do

material, fabricante, lote e forma de armazenamento.
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PARAMETROS IMPRESSAO EM PLA

“) Velocidade

5 Refrigeracdo

X Preenchimento
+ Aderénda a Mesa

Figura 18 - Parametros Utilizados. Fonte: dados do autor

Os parametros de impresséo sao editados diretamente no software que faz o
“fatiamento” do modelo CAD, gerando o cédigo G especifico da impressora e 0
prepara para a impressao. Existem muitas op¢des no mercado para esta tarefa,
contudo, uma das alternativas mais completas e funcionais € o Ultimaker Cura que
também é um software de codigo aberto e é compativel com a grande maioria de
impressoras 3D desktop do mercado (ULTIMAKER, 2019). Na figura 19, temos uma
tela de interface do software Cura, no qual editamos o tipo de impressora e 0S
parametros de impressdo e o programa cédigo G gerado de um dos scaffolds, na

figura 20.
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Material

Configuragdo de Impressdo

Qualidade
Perimetro
Preenchimento
Material
Velocidade
Percurso
Refrigeragao
Suporte

Aderéncia a Mesa

Figura 19 - Interface Software Cura. Fonte: Ultimaker (2019)

a PI3_Estrutura 10%30_2.5 Crossbar.gcode £

;FLAVOR:Marlin

;TIME: 1839

;Filament used: 0.408652m

;Layer height: 0.2

;Generated with Cura SteamEngine 3.6.0
M140 580

M105

M180 580

M104 5230

10 M105

1 M109 5230

MEZ2 ;absolute extrusion mode

G21 ;metric values

G890 ;absolute positioning

15 MB2 ;=set extruder to absolute mode

16 M107 ;start with the fan off

17 G28 ;X0 YO0 ;move X/Y to min endstops
;G28 ;20 ;move Z to min endstops

G29

Gl Z15.0 F9000 ;move the platform down 15mm
G92 E0 ;zero the extruded length

Gl F200 E3 ;extrude 3mm of feed stock
G92 EO0 ;zero the extruded length again
G1 F9000

;Put printing message on LCD screen
M117 Printing...

G92 EO

Gl F1500 E-6.5

;LAYER COUNT:130

sLAYER:0

M107

G0 F3600 X128.935 ¥53.707 Z0.3

s TYPE: SEIRT

Gl F1500 EO

Gl F1800 x12%.305 ¥53.009 E0.03041

Gl X129.743 ¥52.352 E0.07881

Gl X130.488 ¥51.488 E0.13572

Db W R

o

]

Figura 20 - Cddigo G gerado. Fonte: dados do autor
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5.2.3. Manufatura dos Scaffolds

O ultimo passo antes de iniciar a impressao € “carregar” o G-code gerado
anteriormente no software de controle da impressora 3D. Para este trabalho foi
utilizado o Repetier Host, que suporta a grande maioria de hardwares baseados em
projetos RepRap (REPETIER, 2019).

Apesar de possuir a funcdo de fatiamento, deu-se preferéncia por utilizar o

Cura, por apresentar melhores resultados na preparacdo dos arquivos para

impressao. Observa-se a tela de interface do software Repetier Host, na figura 21.

Visualizagio

ar sora
S
= @ @ &3 o
|| Conectar | Carregar | LOG Filamento  Movimentos Configuragio da Impressara Modo Fadl Parads de Froergl
Visualizagio 3D | Curva de Temperatura | Colocagho de Objetos | Fetiar Visualizar Impressio | Cortrole Morwal | SD Card |
@ ‘ P Impressao H [ Editar G-Code ‘
(.I_) ‘ = Savar Arguivo ‘ ‘ 2 Salvar Impresséao SD ‘
Q Cores: © Extrusora © Velocidade
— Estatisticas de Impressao
® Tempo Estimado: 34m:9s
=3 Contagem de Camadas: 150
N2 Linhas Totais: 175334
< Filamento Necessario: 485 mm
.ﬂ Extrusora 1 485 mm
®

Mostrar Movimento a Percorrer
® Mostrar Cédigo Completo
O Mostrar Camada Simples

© Mostrar o Alcance da Camada
Primeira Camad
Ultima Camada:

Figura 21 - Interface Software Repetier. Fonte: Repetier (2019)

Resumindo o fluxo de desenvolvimento realizado para um scaffold, a figura 22

em seguida demonstra o processo de preparacdo desde o projeto até a impressao
final dos scaffolds.
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Figura 22 - Processo de Manufatura. Fonte: dados do autor

Com o intuito de compilar os resultados de impressdo, uma matriz de
processo foi montada, incluindo as geometrias criadas, suas configuracbes e
resultados. Por ela, percebe-se que apenas uma das geometrias desenvolvidas nao
obteve sucesso na etapa de preparagdo para manufatura, em virtude da
complexidade da célula. A figura 23 resume a matriz de resultados alcancada.
Importante destacar que, para a fabricagdo dos corpos de prova iniciais e testes
preliminares, para efeito de validagcdo das geometrias, foi utilizado o ABS que,
juntamente com o PLA, é um dos materiais comerciais mais utilizados para a
impressao 3D.
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Figura 23 - Matriz de Resultados Fonte: dados do autor
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Como referéncia de comparacéo, pode-se avaliar nas imagens da figura 24 a
influéncia de parametros de impressdo ndo otimizados e os resultados preliminares

apos os devidos ajustes.

Figura 24 - Resultados de Impresséo Preliminares. Fonte: dados do autor

5.2.4. Recobrimento com Latex

Para os ensaios preliminares de recobrimento com latex foram selecionados
0s modelos # 1 (identificag@o verde) e # 4 (identificagdo amarela), que apresentaram
melhores resultados de qualidade de impressdo e geometrias promissoras,
baseadas nos trabalhos de Chavanne (2013) e Carlos (2016), que utilizam
geometrias de poros semelhantes as desenvolvidas.

Devido ao rapido processo de cura do latex uma vez exposto ao ambiente

externo, foram definidos os seguintes parametros para o ensaio:

Tempo de mergulho: 1 minuto;

e Numero de camadas: 1,

e Temperatura média durante a cura: 20°C;

e Proporgdes: 100% latex, 50% latex (1:1 diluido em agua), 33% (1:2 diluido em

agua);
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e Tempo cura: 24 horas;
Inicialmente foram preparadas nos bécheres de 50ml, as solucfes de latex nas

suas respectivas proporcdes. A figura 25, mostra a preparacéo dos ensaios.

Figura 25 - Preparacgédo do Ensaio de Recobrimento com Latex. Fonte: dados do autor

Em seguida, iniciou-se, de forma manual, o processo de recobrimento. Para
esse fim, foi utilizado o processo de dip-coating, mergulhando os scaffolds
selecionados na vertical nas solucBes com latex. Apds estarem totalmente cobertos,
aguardou-se 1 minuto, para a retirada do scaffold da solugdo. O tempo de cura
utilizado foi de 24 horas. Na figura 26 pode-se observar a sequéncia do processo

realizado.

Figura 26 - Fluxo Processo Recobrimento. Fonte: dados do autor
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Ao final do processo de mergulho de todos os scaffolds, € possivel observar

os primeiros resultados dos ensaios de recobrimento, conforme a figura 27.

ENSAIO RECOBRIMENTO LATEX

100% 50% 33%

#1

#4

Figura 27 - Resultados Preliminares de Recobrimento. Fonte: dados do autor

5.3. Caracterizacao

O objetivo da caracterizacdo € verificar as propriedades fisicas/ quimicas do
scaffold de PLA recoberto com latex e validar se obteve sucesso em suas etapas de
desenvolvimento/ fabricacdo e recobrimento, bem como identificar potenciais pontos
de melhoria para os préximos desenvolvimentos.

Para os ensaios de caracterizacdo, foram fabricados scaffolds em duas
dimensbes diferentes: dimenséo padrao 10x30mm (diametro x altura) para o ensaio
de compressdo e 10x10mm (diametro x altura) para os ensaios de MEV-EDS
(microscopia eletrénica de varredura - espectroscopia de energia dispersiva) e FTIR
(espectroscopia de Infravermelhos - IR com transformadas de Fourier), devido as
restricbes de dimensbes de amostras para estes equipamentos. Todas as
quantidades foram fabricadas para ambos os modelos #1 e #4 (Tabela 2).
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Sem 1 2
Recobrimento | Camada Camadas
FTIR 1 1 1
MEV 1 1 1
Ensai
nsaio ) 3 3 3
Compressao

Tabela 2: Scaffolds para Caracterizacdo. Fonte: dados do autor

Com relacdo ao recobrimento, foi utilizada a propor¢cdo de 33% (1:2 diluido
em agua), conforme ensaio preliminar realizado na secdo de especificagfes de
processo deste trabalho. Esta condicdo se mostrou adequada ao recobrimento por
apresentar menor viscosidade que o latex puro e, por este motivo ndo causou o
indesejavel preenchimento/ entupimento dos poros, o que viria a causar a

inutilizacédo do scaffold para os propdésitos deste trabalho.

5.3.1. Imagem Fotografica

O objetivo das imagens fotograficas é detalhar em um nivel de resolucédo e
qualidade otimizados, o perfil geométrico fabricado dos modelos #1 e #4, bem como
avaliar superficialmente as caracteristicas e os possiveis defeitos superficiais de
impressao.

A camera fotogréfica digital utilizada foi uma Nikon, modelo B500, usando
resolucéo de 16M - 4608 x 3456 pixels.

5.3.2. MEV-EDS

A microscopia eletrénica de varredura (MEV), proporciona imagens de alta
ampliacéo e resolucédo, permitindo a obtencao de informacdes estruturais e quimicas

de materiais. Na analise foi possivel realizar a verificagdo da morfologia e padrdes



55

superficiais dos poros obtidos, bem como permitiu a andlise qualitativa dos

resultados do recobrimento de latex na superficie do scaffold.

O equipamento utilizado foi um JEOL, modelo JSM-7500F (figura 28),
equipado com detectores de elétrons secundario, retro espalhados e analise quimica
da marca Thermo Scientific, modelo Ultra Dry.

Figura 28 - MEV JEOL - modelo JSM-7500F. Fonte: IQ Unesp

5.3.3. FTIR

A analise de FTIR (Espectroscopia de Infravermelhos - IR), possibilita verificar
as interacbes/ vibracdo dos atomos quando recebem um feixe de radiacéo
infravermelha (IR).

As amostras foram medidas usando o aparelho Bruker Tensor 27 no intervalo
de 4000-500 cm*, com 16 varreduras e resolucéo de 4 cm™™.

Foram realizados os testes de FTIR para ambos os modelos #1 e #4, para as
amostras sem recobrimento, com recobrimento de 1 camada e com recobrimento de

2 camadas (figura 29).
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Figura 29 — FTIR scaffolds. Fonte: dados do autor

5.3.4. Ensaios de Compressédo Mecanica

A caracterizagdo por ensaio de compressao possibilita obter dados de
resisténcia mecanica das geometrias dos scaffolds, fornecendo assim informacdes
relevantes para futuros desenvolvimentos em aplicagbes reais. Dorj et al. (2013)
também realizou testes de compressdo mecanica para verificar as propriedades de
scaffolds em PCL.

Os ensaios foram realizados em uma maquina universal de ensaios, modelo
EMIC DL 2000, acoplado a uma célula de carga modelo AEPH, tipo “S” universal de
200 Kg (figura 30) e uma velocidade de 100 mm/min O software utilizado no ensaio
foi o Tesc (Test Script EMIC) versédo 3.04, gerando curvas de resposta (forga x

deformacéo) para cada scaffold.
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Figura 30 — Maquina Universal de Ensaios e Setup dos Ensaios. Fonte: dados do autor

Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados descritos sdo 0s
valores médios encontrados para os modelos #1 e #4 sem recobrimento, com 1 e 2
camadas de recobrimento de latex.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Imagem Fotografica

O primeiro ponto de andlise observado é que a distincdo entre os scaffolds
sem recobrimento (A) e com o recobrimento é percebida pela sua coloracdo. Os
scaffolds recobertos possuem uma tonalidade branco-amarelada, em maior
guantidade no scaffold recoberto com 2 camadas de latex (C).

O segundo ponto de destaque € o perfil geométrico fabricado dos modelos #1,
similar ao formato de trelica e #4, remetendo a estrutura de pilar (figuras 31 e 32).

Outro ponto de atencdo é que o processo de manufatura aditiva utilizando o
PLA, deixou eventualmente, residuos de material extrudado entre as camadas de
impressdo, internamente entre 0s poros projetados, devido a retracdo no momento
da deposigcédo e movimentacdo do bico de impressao. Contudo, tais residuos podem
nao apresentar nenhum impacto direto para os objetivos deste estudo e serdo

verificados com maior detalhe com a utilizacdo do MEV.

IMAGEM FOTOGRAFICA DOS SCAFFOLDS

Sem Recobrimento 1 Camada de Létex 2 Camadas de Latex

Figura 31 — Scaffold Modelo #1. Fonte: dados do autor
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IMAGEM FOTOGRAFICA DOS SCAFFOLDS

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 32- Scaffold Modelo #4. Fonte: dados do autor

6.2. MEV-EDS

A partir da primeira ampliacao (x25), da figura 33 verifica-se que o modelo #1,
apresentou tamanhos de poros tipicos variando entre 900um a 1000um (A). Seu
formato de trelica proporcionou maior adesédo e acumulo do latex, em destague nas
imagens B e C, bem como facilitou a entrada do mesmo durante o processo de dip-
coating.

Na primeira camada de recobrimento (B), pdde-se perceber um nivelamento e
uniformizacéo das superficies, evidenciando a adesé&o do latex, atenuando, cobrindo
e uniformizando eventuais gaps causados pela impressdo das camadas de PLA,

como visto na imagem C.

MEV - Microscépio Eletrdnico de Varredura (x25)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 33 — MEV (x25) — Modelo #1. Fonte: dados do autor
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Com uma maior ampliagdo (x50) fica evidenciada e comprovada a adesédo
entre as camadas impressas (figura 34), que variam de 150um a 175um de
espessura (A). Essa condicao s6 foi possivel de ser atingida gracas ao reduzido
diametro do bico de impressao (0,2mm) e pela correta regulagem da mesa versus

bico de impresséo, o que garantiu esse resultado.

MEV - Microscépio Eletrdnico de Varredura (x50)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 34 — MEV (x50) — Modelo #1. Fonte: dados do autor

Nota-se que na figura 35 que ndo ha micro furos das camadas de material
impresso, 0 que evidencia uma temperatura de impressdo adequada. Nesta
ampliacdo (x100) também ¢é possivel notar, com maior nivel de detalhe, o efeito
nivelador de imperfeicdes que o latex proporcionou, em maior destaque no scaffold

com 2 camadas de recobrimento.
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MEYV - Microscépio Eletrénico de Varredura (x100)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 35 — MEV (x100) — Modelo #1. Fonte: dados do autor

Na figura 36 verifica-se que o modelo #4, apresentou uma variacao grande do
tamanho de poros (A), tipicamente variando entre 600um (nas bases dos pilares) a
1300um (entre os vaos dos pilares). O formato complexo de pilar dessa geometria,
aparentemente dificultou a entrada e adesao do latex em algumas superficies, sendo
possivel identificar alguns defeitos no recobrimento (B). Contudo com tamanho de

poro reduzido, houve condicdo de entupimento de alguns poros apos a aplicacédo da
segunda camada de latex (C).

MEV - Microscépio Eletrdnico de Varredura (x25)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 36 — MEV (x25) — Modelo #4. Fonte: dados do autor

Devido a complexidade deste modelo, fica evidente na figura 37 o material
extrudado entre as camadas de impressdo (A), internamente entre 0S poros

projetados, devido a retragcdo no momento da deposi¢cao e movimentacéo do bico de
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impressao. As camadas impressas (A) variam de 150uym a 175um de espessura

como no modelo anterior.

MEV - Microscépio Eletrdnico de Varredura (x50)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 37 — MEV (x50) — Modelo #4. Fonte: dados do autor
Por meio da ampliacdo (x100) na figura 38 também ficou comprovado para o

modelo #4 a boa adeséo entre as camadas impressas, ndo apresentando falhas ou
descontinuidades entre as interfaces.

MEV - Microscépio Eletrénico de Varredura (x100)

Sem Recobrimento 1 Camada de Latex 2 Camadas de Latex

Figura 38 — MEV (x100) — Modelo #4. Fonte: dados do autor
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Similarmente ao trabalho aqui desenvolvido, Williams et al. (2005), descreve o
processo de fabricacdo de scaffolds em PCL (policaprolactona), com poros de
1,5mm de didametro, pelo processo SLS, no qual obteve éxito em sua obtencéo para
potencial substituicdo de tecidos esqueléticos.

Rodrigues (2016) desenvolveu em seu trabalho, scaffolds porosos de PLA no
processo FDM, com poros maiores de 500pum e porosidade interconectada, obtendo
propriedades satisfatorias.

Contudo, Gregor et al. (2017), em um estudo analogo, fabrica scaffolds em
PLA comercial para substituicdo de tecido 6sseo, utilizando impressora 3D comercial
(FDM) onde, apdés implantadas células de osteossarcoma no scaffold, obtiveram
resultados satisfatorios de proliferacéo, independentemente do tamanho dos poros
utilizados, inclusive existindo scaffolds com poros de até 700um.

Loh et al. (2013), fomenta que para a engenharia de tecidos, a porosidade e o
tamanho dos poros nos scaffolds tem implicacdo direta em sua funcionalidade in
vitro e in vivo, bem como determina suas propriedades mecéanicas. Ainda destaca
gue uma rede interconectada de poros permite e facilita a proliferacdo e migracao de
células, transporte de nutrientes e remocao de residuos.

A relacdo entre o tamanho dos poros do scaffold e a atividade dos
osteoblastos ainda ndo é um topico totalmente compreendido na engenharia de
tecidos. Nos trabalhos reportados, sdo encontradas variagdes de 20um a 1500um.
Contudo, hd uma tendéncia nos ultimos estudos de poros em exceder a 300um para
facilitar a formacdo Ossea, vascularizacdo e formacdo capilar, bem como levar a
osteogénese, beneficiando a infiltracao celular. (MURPHY et al., 2010).

Por fim, as dimensdes de poros interconectados desenvolvidas e fabricadas
(resultados na tabela 3) estdo dentro das médias da literatura para regeneracéo de

tecido 6sseo.

. - . - Espessura | Espessura
Dimensao | Dimensao
] . Camada Camada
Poro Min. | Poro Max. . R
(um) (um) Min. Max.
(pm) (pm)
#1 200 1000 150 175
#4 600 1300 150 175

Tabela 3: Resultados MEV. Fonte: dados do autor
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6.3. FTIR

Verificou-se no espectro do modelo #1 (figura 39) com 2 camadas de
recobrimento um perfil de onda similar ao peculiar encontrado nas membranas de
latex natural nos estudos de Garms (2017) e Barros (2016), onde foram detectados
seus grupos funcionais caracteristicos (figura 40). O perfil do latex natural péde ser
identificado pelas absor¢6es peculiares para o poli (cis-1,4-isopreno): 2960 e 1375 cm-
deformacgéo CHs; 2916, 2852 e 1446 cm* deformagéo CH2; 1661 cm* deformacéo C=C,;
e 835 cm+* CH dobramento fora do plano, sendo esta absor¢do a mais relevante para a
caracterizacdo do latex natural, pois define a funcdo R2C=CHR (cis-1,4).

A estrutura de poros abertos, similar ao formato de trelica certamente favoreceu
para maior deposi¢do/ absorcdo do latex durante o dip-coating contribuindo para o

resultado, onde houve percepcéao efetiva do material recoberto.

Sem Recobrimento (PLA)
1 Camada Latex
2 Camadas Latex
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Figura 39 — FTIR — Modelo #1. Fonte: dados do autor
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Figura 40 — FTIR — Membrana de Latex Natural. Fonte: Barros (2016)

Na figura 41 respectivo ao modelo #4 nao foi detectado o espectro conhecido
e esperado do latex natural, como visto no modelo #1. Contudo, observando o
espectro caracteristico do PLA (em azul), verificou-se a atenuac¢do do sinal de seu
perfil original, proporcional as aplicacfes da primeira e segunda camadas de latex,
denotando a presenca do mesmo e reducao/ recobrimento do PLA existente. A
caracteristica especifica de sua geometria de poros, com certa restricao e perfil de
pilar pode ter contribuido em parte para esse resultado.
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Sem Recobrimento (PLA)
1 Camada Latex
2 Camadas Latex
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Figura 41 — FTIR — Modelo #4. Fonte: dados do autor

Comparativamente, em relacdo ao PLA, Santana et al. (2018), realizou um
estudo de materiais mais utilizados para impressao 3D, verificando as caracteristicas
guimicas do material em 3 condi¢des: filamento, injecdo e impressao 3D. Verificando
os dados, ha picos contidos na Regido 1 correspondente ao estiramento -CH (grupo
CHs). As bandas da Regido 2 sao relacionadas ao estiramento carbonilo C=0 do
grupo -CO-O- do PLA. J& o intervalo visto na Regido 3 esta correlacionado as
vibracbes de flexdo CHsz (1375 cm-1 a 1475 cm™). Na Regido 4 sdo destacados
espectros analisados como o estiramento C-O-C. A Regido 5, enfim, apresenta uma
banda em 867 cm e outra em 775 cm (contida no intervalo entre 733 e 756 cm™?)
equivalente a vibragcdo C-COO e as vibracdes esqueléticas dos grupos metileno,
respectivamente.

Na figura 42 (espectro PLA impresso), verificam-se espectros de onda
similares ao encontrados nos modelos #1 (figura 38) e #4 (figura 40) ambos sem

recobrimento (em destaque na cor azul).
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Figura 42 — FTIR — PLA para Impressé&o 3D. Fonte: Santana et al. (2018)

Grémare et al. (2018) ressalta em seu trabalho de caracterizacédo de scaffolds
impressos em PLA, que suas propriedades sdo modificadas durante o processo de
impressao, onde a alta temperatura usada para derreter o polimero no cabecote de
impressao, reduz pela metade seu peso molecular (de 100 para 54kDa) e iniciou sua
degradacéo a uma temperatura 15% menor do que antes de ser impresso, indicando
0 que poderia ser uma consequéncia direta do encurtamento das cadeias

poliméricas do PLA.

6.4. Ensaio Mecéanico de Compressao

O modelo #1 obteve uma taxa média de compressdo de 40%, saindo do
comprimento inicial de 30mm para uma média de 18mm apds o teste. Tal
comportamento é justificado por sua estrutura de trelica e poros maiores, 0s quais,

em conjunto, justificam a maior fragilidade e deformacéo identificados.
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J& modelo #4 obteve uma taxa média de compressdo de 13%, inicialmente
com 30mm de comprimento para uma média de 26mm apds o teste. Seu perfil de
estrutura tipo “pilar” demonstram maior resisténcia a compressao, sendo
praticamente 3 vezes mais resistente que o modelo #1. Na figura 43 pode-se

comparar o antes e depois para os dois modelos desenvolvidos.

Figura 43 — Scaffolds Antes e Depois do Ensaio de Compresséo Fonte: dados do autor

Pelos gréficos € possivel verificar as regibes de transicdo de deformacao
elastica inicial para a regido de deformacédo plastica. Devido a porosidade projetada,
ha grande capacidade de absorcdo da energia. Nos estagios posteriores, devido ao
esforco compressivo, a estrutura do scaffold entra em colapso, aumentando os
valores de deformacao, concluindo com a densificacdo da estrutura e entupimento
dos poros. Comportamento similar também foi descrito por Roque (2019) em ensaios
compressivos de scaffolds com fosfato de calcio.

Pela analise dos graficos tensédo x deformacao € possivel inferir que 0 modelo
#1 (figura 44) permanece no regime elastico deformando entre 0,9mm e 1,1mm, com
cargas entre 5,6 MPa a 7,3 MPa. J& em regime de deformacdo plastica, suporta
carga maxima variando de 7,4 MPa a 8,4 MPa, deformando até 1,8mm. ApdOs esses
valores, ha perda de rigidez da estrutura, a qual se deforma plasticamente desse

ponto em diante.
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Tensao(MPa)

Sem Recobrimento
/ 1 Camada Latex
1 - 2 Camadas Latex

Deformagao (mm)

Figura 44 — Ensaio Compressédo Modelo #1. Fonte: dados do autor

Diferentemente do comportamento do modelo #1, o modelo #4 (figura 45)
demonstrou uma resisténcia a compressao maior. As cargas maximas suportadas
antes do colapso da estrutura variaram entre 19,6 MPa a 21,3 MPa. Contudo, pelo
grafico, ndo demonstra um regime elastico caracteristico, 0 que seria detectado por
um ponto de inflexdo no grafico. Sua deformacéo, que variou entre 3,9mm a 4,4mm

se deu totalmente no regime plastico.
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Figura 45 — Ensaio Compress&o Modelo #4. Fonte: dados do autor

Fontes (2010) indica em seu trabalho, de fabricacdo de scaffolds a base de
fosfatos de célcio, que os valores de resisténcia mecéanica do osso trabecular esta
entre 4 a 12 Mpa, sendo atingidos valores proximos em seu desenvolvimento.
Rodrigues (2016) aponta que a resisténcia a compressdo tipica para 0Sso0s
esponjosos estd em rum range similar, entre 2 a 12 Mpa e, encontrou para scaffolds
porosos de PLA de seu estudo, valores dentro deste intervalo.

Tendo em vistas os estudos verificados e apontados anteriormente, 0s
valores foram atingidos no modelo #1 (7,4 a 8,4 MPa) e superados no modelo#4
(19,6 a 21,3 MPa), tornando-se adequados a aplicagcbes do osso trabecular /
esponjoso em procedimentos regeneracéo 6ssea, do ponto de vista de resisténcia a
compressao.

Adicionalmente, ndo foi possivel identificar estabelecer uma relagéo direta
sobre a cobertura de latex influenciar os resultados de compressao, uma vez que
nao possui fungdo estrutural no scaffold desenvolvido, ndo sendo dessa forma,

integrado a estrutura molecular do PLA. Desta forma, foi realizado um recobrimento
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de baixo custo, que aumentou a biocompatibilidade e bioatividade do scaffold e que

manteve as propriedades mecéanicas do PLA.
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7. CONCLUSOES

Como conclusdes finais deste trabalho, € possivel mencionar:

O objetivo de definir, projetar e variar as geometrias dos scaffolds foi atingida
em sua totalidade. Foram desenvolvidos e prototipados 6 modelos com geometrias
especificas e diferentes entre si, dos quais 2 seguiram para as etapas posteriores de
caracterizacao.

O processo de manufatura aditiva FDM, foi utilizado com sucesso na
fabricacédo dos scaffolds 3D em PLA, mimetizando o o0sso trabecular e seus poros. A
utilizacdo de uma impressora hobbie aliou baixo custo a velocidade de prototipagem
e ndo deixou a desejar no resultado final.

O recobrimento com latex foi parametrizado com sucesso, contudo algum
refinamento no processo de dip-coating se faz necessario, devido ao aparecimento
de algumas falhas de cobertura e, em alguns casos, entupimento de poros. Também
pode-se verificar a adesdo e controle de espessura posteriormente para melhoria do
processo.

As técnicas de caracterizacdo aqui utilizadas, serviram de suporte para
analise e validacdo dos preceitos imputados no inicio do desenvolvimento. As
micrografias confirmaram a obtencdo de poros interconectados, com tamanho
esperado (900um a 1000um para o modelo #1 e 600um a 1300um para o modelo
#4) dentro das médias da literatura para regeneracdo de tecido 6sseo (20um a
1500um), visto os relatdrios e artigos recentes.

Os valores de resisténcia mecanica do osso trabecular, de 2 a 12 MPa,
indicados na literatura e trabalhos recentes de scaffolds em PLA foram atingidos no
modelo #1 (7,4 a 8,4 MPa) e superados no modelo#4 (19,6 a 21,3 MPa). Os perfis
obtidos no FTIR demonstraram que o recobrimento de 2 camadas no modelo #1 se
torna uma opcdo mais viavel caso se queira ter maior quantidade de material
bioativo (latex) no scaffold e espalhado de forma mais uniforme. Contudo, se o
interesse estiver no perfil de resisténcia mecanica, o modelo #4 devera ser usado.

Concluindo, o objetivo principal do projeto foi atingindo, obtendo éxito no
desenvolvimento do scaffold 3D aliando as propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade do PLA simulando os poros do osso trabecular, com as

caracteristicas bioativas do recobrimento do latex, promovendo condi¢gdes potenciais
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a angiogénese, bem como capacidade para migracdo, diferenciacédo e proliferacao
de células de tecido 6sseo.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras de continuidade deste trabalho, verifica-se as

seguintes oportunidades:

e Definicdo / calculo e simulacdo computacional das propriedades fisicas dos
scaffolds por analise estatica linear ou elementos finitos para comparacdo /
validag&o dos resultados de compressédo mecanica,;

e Testes in vitro com variacdes dos tamanhos dos poros para verificar o melhor
tamanho de poro e desempenho para cultivo celular e ajustar a taxa de degradacgéo
do scaffold x taxa de cicatrizacdo/ formacao do tecido 6sseo;

¢ Processo de esterilizacdo dos scaffolds;

¢ Analise térmica dos scaffolds por TG e DTG;

e Andlise de citoxicidade e citocompatibilidade para verificacdo das

caracteristicas bioldgicas e validacdo do desempenho scaffolds.
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