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“You see things; and you say, «Why?>
But | dream things that never were; and | say, «Why not?»"

Georges Bernard Shaw



DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS A BASE DE PLA
PARA MICROFIXACAO EM APLICACOES DENTARIAS

Resumo

Com os avancos da tecnologia, assistimos ao desenvolvimento de uma grande
variedade de biomateriais e técnicas de fabrico aditivo para aplicacoes médicas,
nomeadamente aplicacoes dentarias. O fabrico aditivo permite a utilizacao destes
biomateriais para a producao de pecas de geometria complexa e de pecas fabricadas a
medida do paciente. Os biopolimeros tém sido amplamente utilizados nesta area devido
as suas excelentes propriedades como a sua biocompatibilidade, facilidade de
processamento e biodegradabilidade, assim como os ceramicos, que sao ideais para a
regeneracao ossea devido a sua bioestabilidade, biocompatibilidade e bioatividade.

Esta dissertacao foi desenvolvida em parceria com a BoneEasy, empresa do setor
médico dentario tendo como principal objetivo o desenvolvimento e caraterizacao de um
compodsito de biomateriais a base de PLA (acido poli latico) com adicao de hidroxiapatite
para, posteriormente, serem utilizados na producao de biomateriais, através da técnica
de fabrico aditivo FDM (Fused Deposition Modeling), para aplicacao na area dentaria. No
estudo bibliografico, foram abordadas as propriedades do osso, a composicao da matriz
ossea e as células do osso. Foram ainda referenciados os biopolimeros utilizados na area
da regeneracao dssea, mais concretamente o material utilizado o PLA e, também, os
bioceramicos, dando énfase a hidroxiapatite. A técnica de impressao 3D utilizada (FDM)
foi também analisada.

Foram estudados varios processos de mistura, sendo que se obteve melhores
resultados em termos de distribuicao da hidroxiapatite na matriz polimérica com o auxilio
de uma misturadora intensiva. Produziram-se amostras com incorporacao de
hidroxiapatite de 10, 15 e 25% (%m/m). Os resultados mostraram que aos diametros dos
filamentos, todas as amostras apresentavam valores muito proximos ao estabelecido para
a impressao FDM (1,75 mm), o que permite verificar que as condicoes a que se realizou o
processo de extrusao foram as mais adequadas e que a incorporacao de hidroxiapatite nao
teve um impacto significativo neste parametro. Foi ainda possivel concluir com o auxilio
do MEV que os filamentos apresentaram uma dispersao homogénea de hidroxiapatite no
polimero, nao se verificando a presenca de aglomerados significativos. Através do uso da
técnica de Calorimetria de Varrimento Diferencial foi possivel concluir, que o valor de T,
do PLA nao foi alterado de forma significativa pela incorporacao de hidroxiapatite e que
os materiais eram completamente amorfos a temperatura ambiente. Os resultados do XRD
estao de acordo com estas conclusdes, onde se verificou que as amostras do compdsito
mantiveram uma estrutura amorfa e, para além disso, que nao houve nenhuma
transformacao fasica da hidroxiapatite, resultante do processo de mistura ou da extrusao.
Quanto a impressao 3D, observou-se que com o aumento da concentracdo de
hidroxiapatite, o processo de impressao ocorre com mais dificuldades e com mais defeitos
superficiais, o filamento torna-se mais fragil, dificultando a impressao por FDM.

Palavras-chaves:
Fabrico Aditivo, FDM, Aplicacdes Dentarias, Regeneracao Ossea, Hidroxiapatite, PLA,
Biocompositos, Extrusao
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Abstract

With advances in technology, we have seen the development of a wide variety of
biomaterials and additive manufacturing techniques for medical applications, particularly
dental applications. Additive manufacturing allows the use of these biomaterials for the
production of customized parts with complex geometry. Biopolymers have been widely
used in this area due to their excellent properties such as their biocompatibility, ease of
processing and biodegradability, as well as ceramics, which are ideal for bone
regeneration due to their biostability, biocompatibility and bioactivity.

This dissertation was developed in partnership with BoneEasy, a company of the
dental medical sector and its main goal was to develop and characterize a composite of
PLA (poly-lactic acid) based biomaterials with the addition of hydroxyapatite to be used
later in the production of biomaterials, through the FDM (Fused Deposition Modeling)
additive manufacturing technique, for application in the dental area. In the
bibliographical study, the properties of bone, the composition of the bone matrix and the
bone cells were discussed. The biopolymers used in the area of bone regeneration were
also referenced, more specifically the material used PLA, and also the bioceramics,
emphasizing the hydroxyapatite. The 3D printing technique used (FDM) was also analyzed.

Several mixing processes were studied, and the best results in terms of
hydroxyapatite distribution in the polymeric matrix were obtained with the help of an
intensive mixer. Samples were produced with hydroxyapatite incorporation of 10, 15 and
25% (wt%). The results showed that for the filament diameters, all the samples presented
values very close to the established for printing (1.75 mm), which allows us to verify that
the conditions under which the extrusion process was performed were the most
appropriate and that the incorporation of hydroxyapatite did not have a significant impact
on this parameter. It was also possible to conclude with the aid of SEM that the filaments
presented a homogeneous dispersion of hydroxyapatite in the polymer, with no significant
agglomerates. Through the use of the Differential Scanning Calorimetry technique it was
possible to conclude, that the value of Tg of PLA was not significantly changed by the
incorporation of hydroxyapatite and that the materials were completely amorphous at
room temperature. The XRD results are in agreement with these, where it was concluded
that the composite samples maintained an amorphous structure and, furthermore, that
there was no phase transformation of the hydroxyapatite resulting from the mixing or
extrusion process. As for the 3D printing, it was observed that with the increase of the
hydroxyapatite concentration, the printing process occurs with more difficulties and with
more surface defects, the filament becomes more fragile, hindering the FDM printing.
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DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS A BASE DE PLA
PARA MICROFIXACAO NA AREA DENTARIA

1. Introducao

1.1. Contextualizacao

A utilizacao de materiais biodegradaveis com funcao estrutural temporaria para
ajudar na regeneracao de tecidos 6sseos tornou-se uma area bastante promissora e que
se tem desenvolvido bastante nas Ultimas décadas. Dependendo do grau da lesao 6ssea,
os implantes de substituicao ou de fixacao de fraturas dsseas comuns podem desencadear
respostas inflamatodrias, podendo conduzir a uma cirurgia para retirar o material. Em
alguns casos, nomeadamente em aplicacdes dentarias, pode ser necessario realizar uma
segunda intervencao para retirar um determinado biomaterial, nomeadamente uma placa
metalica e os respetivos parafusos de fixacao, por exemplo. O que se pretende € minimizar
esse problema e eliminar a necessidade de uma segunda cirurgia invasiva para o paciente,
com um material que diminua o tempo de regeneracao necessario para a recuperacao do
paciente e que, apds esse tempo, a sua reabsorcao seja, idealmente, acompanhada pela
regeneracao ossea.[1]

Desta forma, uma grande diversidade de biomateriais tem vindo a ser desenvolvida,

acompanhado pelo avanco tecnoldgico das técnicas de fabrico aditivo.
Na industria biomédica, e mais concretamente nas areas dentaria e maxilofacial, o fabrico
aditivo tem-se revelado muito atrativo, pois possibilita grande liberdade de forma
facilitando o fabrico de pecas de geometria complexa e na producao de pecas a medida
do paciente. [2]

Os biopolimeros tém sido amplamente utilizados nesta area devido as suas
excelentes propriedades como a sua biocompatibilidade, facilidade de processamento e
biodegradabilidade. Os ceramicos bioativos sdao ideais para a regeneracao ossea devido a
sua biocompatibilidade e bioatividade. Os biocompositos de polimero-ceramico vao entao
associar as vantagens de cada componente -nomeadamente, tenacidade, tempos de
degradacao e estruturas fisicas dos polimeros e a natureza biomimética e regenerativa
dos ceramicos. [3-5]

1.2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e caraterizacao de um
composito de biomateriais a base de polimeros reabsorviveis para microfixacdao em
aplicacoes dentarias. Este biomaterial sera produzido a base de PLLA - poli (acido-L-latico)
com adicao de hidroxiapatite. O PLLA € um polimero reabsorvivel e a sua utilizacdo em
aplicacoes dentarias faz com que o processo cirlrgico seja menos invasivo para o paciente,
uma vez que nao € necessaria uma segunda intervencao para retirar um determinado
biomaterial, nomeadamente uma placa e os respetivos parafusos de fixacao, por exemplo.
A hidroxiapatite é adicionada com o intuito de aumentar a bioatividade do biomaterial
composito. Pretende-se produzir o composito através de um processo de extrusao, sob a
forma de filamentos com 1,75 mm para, posteriormente, poderem vir a ser utilizados na
producao de biomateriais, através da técnica de fabrico aditivo FDM (Fused Deposition
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Modeling), para aplicacao na area dentaria. Sera realizada uma caracterizacao
microestrutural e fisico-quimica dos biomateriais obtidos.

2. Revisao da Literatura

2.1.0ss0

Os o0ssos sao oOrgaos rigidos que juntamente com a cartilagem compdem o
endosqueleto humano protegendo os outros orgaos do corpo humano e permitindo a
locomocao. O esqueleto humano adulto tem 213 ossos, que sao constantemente
submetidos, nao s6 a uma constante modelacao para se adaptar as forcas biomecanicas
em mudanca, mas também a remodelacao para remover o osso velho e substitui-lo por
novo 0sso mecanicamente mais forte e assim preservar a resisténcia 6ssea.[6-8]

O osso € um tecido conjuntivo com vasos sanguineos e nervos que deriva as suas
propriedades Unicas de uma arquitetura hierarquica de nano, micro e macrostruturas. Este
é concebido através de um processo fortemente regulado, complexo e dinamico. O osso é
considerado um tecido especializado endurecido por mineralizacao com fosfato de calcio
na forma hidroxiapatite (Cai0(PO4)s(OH)2). [1, 6, 9-11]

O osso tem uma multiplicidade de funcdes no corpo: proporciona rigidez e forma,
apoio para as estruturas corporais, ajuda a locomocao e protecdao dos 6rgaos, como
referido anteriormente, e € uma importante fonte de ides inorganicos, participando
ativamente na homeostase do calcio no corpo. [6, 7, 10, 12]. O esqueleto humano
desempenha funcoes a nivel mecanico, estrutural, de suporte e metabdlico. [13]

O tecido osseo pode ser classificado como osso trabecular, ou esponjoso
(aproximadamente 20% do esqueleto total) e osso cortical, ou compacto
(aproximadamente 80% do esqueleto total). [8]

Relativamente ao osso trabecular, este é bastante poroso (50%-90% porosidades) e
esta organizado em trabéculas orientadas de acordo com a direcao da carga fisioldgica. O
modulo e a forca compressiva final do osso trabecular sao aproximadamente 20 vezes
inferiores ao do osso cortical.[6, 14]

Quanto ao osso cortical, este representa a forma mais densa e compacta de tecido
0sseo, apresentando uma resisténcia a flexao e a torcao elevadas e encontra-se
normalmente na superficie do 0sso. Este esta organizado em elementos de forma cilindrica
chamados ostedes compostos de lamelas concéntricas.[10, 15]

Existem funcdes distintas para os diferentes ossos de acordo com o seu esquema
estrutural. O osso cortical tem funcao predominantemente mecanica e de protecao,
enquanto que o osso trabecular tem principalmente funcoes metabolicas.[6]
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Figura 1 - Corte transversal através do 0sso
mostrando a estrutura interna do osso [16]

Para a formacao completa do osso natural sdao considerados trés diferentes
constituintes: a matriz extracelular, as células, e os fatores bioativos.[1]

2.1.1.Composicao

2.1.1.1. Matriz Ossea

A matriz extracelular (ECM) denominada matriz Ossea € constituida por
componentes organicos e inorganicos, sendo uma ligacao de multiplas fibras e produtos
quimicos de diferentes materiais incluindo fibras de colagénio e sais cristalinos (calcio e
fosfato). [6, 7, 9, 14]

A matriz organica constitui aproximadamente 30-35% do peso himido do osso e é
constituida principalmente por colagénio. O colagénio € o principal componente estrutural
da matriz 6ssea, sendo a maioria colagénio do tipo | (aproximadamente 90%) com
quantidades menores de colagénio dos tipos Ill, V, X e XIl. O colagénio é uma proteina
fibrosa que tem uma estrutura em forma de corda composta por cerca de 1000
aminoacidos e tem um comprimento de aproximadamente 300 nm. Uma fibra de colagénio
consiste em cadeias de polipéptidos que sao sintetizadas dentro de osteoblastos, criando
uma molécula de tripla hélice de pro-colagénio. [1, 9, 14, 15]

O colagénio da ao osso a sua flexibilidade, enquanto a adicao de mineral a rede de
colagénio confere rigidez ao osso. Sem a adicao de mineral ao colagénio, o tecido dsseo
seria muito flexivel, com propriedades semelhantes a um elastomero. Pelo contrario, sem
colagénio, o osso seria muito fragil. Assim, a variacao das quantidades e distribuicao de
colagénio e da parte mineral fornecem ao 0sso a sua capacidade de equilibrar as suas
exigéncias de flexibilidade e rigidez. Alteracdes a estrutura do colagénio que ocorrem
devido ao envelhecimento ou anomalias genéticas, tais como osteogénese imperfeita



DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS A BASE DE PLA
PARA MICROFIXACAO NA AREA DENTARIA

podem comprometer a integridade estrutural do tecido 6sseo, resultando numa estrutura
mais fraca com uma suscetibilidade a fratura maior do que o normal.[7, 9, 14-16]

Para além do colagénio, 10% da matriz organica é constituida por proteinas nao
colagénicas como a fibronectina, osteopontinina, osteocalcina e sialoproteina 6ssea,
juntamente com proteoglicanos. A sialoproteina dssea e a osteopontinina constituem a
maioria das proteinas nao-colagénicas encontradas na matriz 6ssea. Apesar das proteinas
nao-colagénicas e proteoglicanos apenas contribuirem em pequena quantidade para a
massa total da matriz organica, servem varias funcdes importantes durante a
diferenciacdo dos osteoblastos, mineralizacdo dos tecidos, aderéncia celular e
remodelacao 6ssea.[8, 9, 14, 15]

A matriz inorganica contribui com aproximadamente 65-70% do peso hiUmido do osso
e serve como reservatorio ionico armazenando aproximadamente 99% do calcio total do
corpo, aproximadamente 85% do fosforo e entre 40 e 60% do sodio e magnésio do corpo.
Estes ides formam estruturas cristalinas a volta e dentro das fibras de colagénio para dar
a0 0sso a maior parte da sua rigidez. Os cristais 6sseos sao compostos predominantemente
por hidroxiapatite, o mineral primario encontrado no esqueleto. Os cristais de
hidroxiapatite podem ser encontrados tanto na superficie como impregnados dentro das
fendas das fibras de colagénio.[15]

Esta matriz é responsavel pela resisténcia mecanica do tecido 6sseo, bem como
pela regeneracao ossea. Verifica-se uma taxa muito elevada de regeneracao dssea na
infancia em que a formacao excede a reabsorcao. Ja em idade adulta jovem, a formacao
e reabsorcao estao em equilibrio, mas com o envelhecimento ha uma perda de densidade
ossea. [1, 7, 9, 14]

Alguns parametros como a taxa de regeneracao 0ssea, a matriz de colagénio, o
tamanho, a estrutura, a geometria e a densidade, vao determinar as propriedades
mecanicas globais do osso. Em caso de defeito em algum destes parametros pode resultar
em doencas tais como osteoporose, osteoartrite e osteogénese imperfeita, sendo nestes
casos o papel da regeneracao ossea fundamental. [1, 7-10, 14, 17]

Retida na matriz extracelular encontra-se a componente celular composta por os
osteoblastos, osteocitos, células de revestimento dsseo e os osteoclastos. [1, 7-12, 14, 16]

2.1.1.2. Células Constituintes

Para atividade celular do tecido 6sseo existem quatro tipos principais de células:
os osteoblastos, osteocitos, células de revestimento oOsseo e os osteoclastos. Os
osteoblastos, osteoclastos e células de revestimento 6sseo estao presentes nas superficies
Osseas, por outro lado os ostedcitos estao retidos no interior da matriz 6ssea. Os
osteoblastos, osteocitos e células do revestimento Osseo tém origem em células
osteoprogenitoras locais, enquanto que os osteoclastos resultam da fusao de células
mononucleares, que tém origem nos varios tecidos hemopoiéticos. [1, 8, 10, 15, 18]

Estes quatro tipos de células desempenham um papel na criacdo da ECM do osso e
na sua mineralizacdao, comunicacao intracelular, homeostase de calcio, e processo de
reabsorcao ossea. As células sao ativadas por fatores de crescimento, citocinas e
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proteinas. A remodelacao e formacao das caracteristicas bioldgicas e biomecanicas do
0sso baseiam-se nas caracteristicas sinergéticas dos seus elementos constituintes.[1, 7-
11, 14-16]

Os osteoblastos sdao células totalmente diferenciadas responsaveis pela producao
da matriz 6ssea (formacao do osso). Um osteoblasto € uma célula tipica produtora de
proteinas com aparelho de Golgi e um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido.
Sao originados através de células estaminais mesenquimais do estroma, apresentando uma
alta aptidao para se diferenciar em outras células do tecido conjuntivo. Este tipo de
células sao encontradas nas superficies externas dos ossos e nas cavidades dsseas e
formam, numa fase inicial, colagénio do tipo | e outros componentes organicos essenciais
para a formacao do osso. Desta forma, as suas principais funcoes sao a sintese de
proteinas, a segregacao de células e o revestimento do osso. Para além disso regulam
ainda a mineralizacao da matriz e produzem material ostedide. [8, 11, 15, 18]

O osteocito € um osteoblasto maduro retido na matriz 6ssea e tem funcoées no
crescimento, manutencao e regeneracao do osso. Estas células encontram-se em lacunas
dentro da matriz e sao as principais células que constituem o tecido (90-95% do total de
células osseas). [1, 9-11, 14, 18]

Considerando que o corpo celular do ostedcito esta localizado dentro da lacuna,
0s seus processos citoplasmaticos ocorrem através dos canaliculos (canais de dimensoes
muito reduzidas que se originam no espaco lacunar), formando o sistema lacunocanalicular
do osteocito. Esses processos citoplasmaticos estao ligados a outros processos de
ostedcitos vizinhos, bem como a processos citoplasmaticos de osteoblastos e células de
revestimento 6sseo na superficie dssea, facilitando o transporte intercelular de pequenas
moléculas. No sistema lacunocanalicular, os osteocitos atuam como sensores mecanicos,
uma vez que a sua rede interconectada tem a capacidade de detetar pressdes e cargas
mecanicas, auxiliando assim na adaptacao do osso as forcas mecanicas diarias. [1, 7-11,
14, 16, 18]

As células do revestimento ésseo sao também derivadas de osteoblastos e sao
células planas, alongadas e inativas que cobrem superficies 0sseas que nao estao a sofrer
formacao nem reabsorcao 6ssea.[18]

A atividade secretora das células de revestimento dsseo depende do estado
fisiologico do osso, podendo essas células readquirir sua atividade secretora, aumentando
o seu tamanho e adotando uma aparéncia clbica. As funcoes das células de revestimento
0sseo nao sao completamente compreendidas, mas tem sido demonstrado que essas
células impedem a interacao direta entre os osteoclastos e a matriz 6ssea, quando a
reabsorcao Ossea nao deveria ocorrer, e também participam da diferenciacao dos
osteoclastos.[18]

Os osteoclastos sao células de dimensoes muito elevadas, multinucleadas e
apresentam um papel fulcral na reabsorcao 6ssea, através de um conjunto de enzimas,
moléculas de adesao e mecanismos de reconhecimento, que permitem um equilibrio entre
a reabsorcao e a deposicao de tecido 6sseo. Estas células tém origem em células
mononucleares hematopoiéticas, sob a influéncia de diversos fatores.
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O aumento anormal na formacao e atividade dos osteoclastos leva a algumas
doencas Osseas, como a osteoporose, onde a reabsorcao excede a formacao, causando
diminuicao da densidade dssea e aumento das fraturas osseas. [1, 8-11, 14, 18]

2.2.Bioceramicos para Regeneracdo Ossea

No fabrico de bioceramicos para regeneracao o0ssea, € importante ter em atencao
o processo de formacao e regeneracao do osso. Quando existem deformacoes graves, o
0sso pode nao ter a capacidade de se regenerar naturalmente, sendo necessario, desta
forma, a utilizacao e aplicacao de materiais que sirvam como suporte de crescimento
0sseo, ou até mesmo estimular a proliferacao e regeneracao 6ssea. Com o avanco da
tecnologia, temos vindo a assistir ao desenvolvimento de diversos biomateriais incluindo
materiais ceramicos utilizados na engenharia de tecidos para regeneracao 6ssea. Com a
utilizacao deste tipo de materiais é possivel proporcionam uma melhor qualidade de vida
e aumentar a esperanca de vida do paciente. [3, 19-21]

Um ceramico é um material inorganico, composto por um elemento metalico e
outro nao-metalico, que pode possuir uma estrutura cristalina. Os ceramicos tém
tipicamente uma alta resisténcia a compressao e baixa ductilidade, o que significa que
oferecem alta resisténcia a deformacao, mas que tendem a falhar devido a sua natureza
fragil. [22]

Os fosfatos de calcio, sulfatos de calcio e biovidro tém sido utilizados como matrizes
para a regeneracao oOssea. Os materiais a base de fosfato de calcio sao considerados
biomiméticos, devido a sua similaridade com a hidroxiapatite natural do osso e estimulam
a formacao, precipitacao e deposicao de fosfato de calcio, resultando numa maior
resisténcia da interface osso-matriz, tornando-os extraordinariamente biocompativeis e
bioativos. Destacam-se, neste tipo de materiais, a hidroxiapatite e o biovidro. [3, 21-23]

Existem, também, os ceramicos bioinertes, como a alumina e a zirconia, e a sua
utilizacao tem vindo a sofrer um grande crescimento neste tipo de aplicacoes,
desempenhando um papel fundamental para casos onde existam maiores cargas e tensoes
associadas. [3, 19-21]

Os bioceramicos apresentam tempos de degradacao variaveis, por exemplo, o
tempo de degradacao dos sulfatos de calcio pode variar entre quatro a doze semanas, por
outro lado a hidroxiapatite cristalina pode ser praticamente nao-degradavel. [22]

Uma consideracao a ter em atencao para a utilizacdo de um ceramico s6 como
material da matriz é a sua elevada resisténcia a compressao. Muitas vezes o modulo de
compressao dos ceramicos excede os valores normalmente vistos no osso trabecular, que
variam entre aproximadamente 20 MPa a 2 GPa, dependendo do local dentro do esqueleto.
Isto pode resultar na criacao de tensdes em redor do local de implantacao da matriz, fator
que deve ser considerado quando as estruturas estdao a ser concebidas para atuar como
scaffolds para o crescimento 6sseo. Além disso, os ceramicos sao, tipicamente, muito
frageis e tendem a falhar catastroficamente quando os limites superiores de carga sao
excedidos. Os ceramicos bioinertes sao amplamente utilizados na odontologia em coroas
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dentarias e proteses dentarias e os ceramicos bioativos em aplicacoes de regeneracao
ossea. [17, 20]

2.2.1.Hidroxiapatite

A hidroxiapatite, que apresenta a féormula quimica Ca10(PO4)6(0OH)2, é um
composto inorganico que pertence a familia das apatites, semelhante a componente
mineral da matriz 6ssea o que gera grande interesse na sua utilizacdo como substituto
0sseo. [3, 21, 24, 25]

Sendo o calcio e o fosforo os principais elementos quimicos que constituem a
hidroxiapatite, esta esta incluida no grupo dos fosfatos de calcio. Os materiais a base de
fosfato de calcio, materiais ceramicos, tem sido alvo de investigacao na area biomédica,
devido a sua bioestabilidade, biocompatibilidade e bioatividade. Estas propriedades
ocorrem uma vez que o composto € pouco soluvel, é semelhante a estrutura do tecido
0sseo, osteocondutor e é substituido por tecido 6sseo normal. Além disso € um material
nao carcinogénico nem alergénico. [3, 26-29]

A hidroxiapatite, nao s6 € um material de eleicao para aplicacoes biomédicas, como
foi referido anteriormente, como também se estendeu a outras areas nomeadamente a
eletronica e a cosmética. Contudo a hidroxiapatite apresenta uma baixa resisténcia a
fratura e uma reabsorcao muito lenta, o que limita a sua aplicacao. [30-33]

Para colmatar estas desvantagens tém sido desenvolvidos fosfatos de calcio
ceramicos bifasicos, HA-TCP, compostos por hidroxiapatite e fosfato tricalcico (TCP),
otimizando assim as caracteristicas de cada material, relativamente a bioatividade e a
absorcao por parte do organismo, reduzindo assim os problemas associados a uma lenta
dissolucao da hidroxiapatite. [34-37]

2.3.Biopolimeros para Regeneracdo Ossea

Ao longo das Gltimas décadas, diversos materiais poliméricos tém sido utilizados em
aplicacoes médicas, nomeadamente em engenharia de tecidos, na recuperacao e
regeneracao de tecido 6sseo, desde suturas cirGrgicas a scaffolds de engenharia de
tecidos, implantes médicos, e dispositivos de libertacao de farmacos. Os polimeros tém
sido amplamente utilizados nesta area devido as suas excelentes propriedades como a sua
biocompatibilidade, facilidade de processamento e biodegradabilidade. [1, 38-41]

Os biopolimeros consistem em cadeias moleculares organicas de longa extensao.
Relativamente a sua estrutura, uma grande percentagem destes materiais nao sao
cristalinos embora existam alguns que apresentam uma mistura de zonas cristalinas e nao-
cristalinas. Apresentam uma grande variedade relativamente a resisténcia mecanica e a
ductilidade. Alguns, devido a sua estrutura interna, tém dificuldade em conduzir calor e
eletricidade o que permite que os mesmos sejam utilizados como isolantes e na sua
generalidade possuem temperatura de decomposicao baixa. [1, 4, 40]
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Os principais polimeros utilizados com a finalidade na regeneracao do tecido dsseo
sdo o acido poli glicolico - PGA, acido poli latico - PLA, acido poli hidroxibutirato - PHB e
a policaprolactona - PCL. Entre as suas vantagens, destacam-se a facilidade de
processamento, serem biodegradaveis e biocompativeis. Porém possuem pouca resisténcia
mecanica e existe a possibilidade de ocorrerem reacoes toxicas no local de implantacao.
[1, 40, 42, 43]

2.3.1.PLA

O acido poli latico - PLA é um polimero que tem sido amplamente utilizado em
aplicacoes médicas como implantes de dispositivos, scaffolds de tecidos e suturas
internas, devido as suas propriedades bioabsorviveis e biocompativeis no corpo humano.
[44]

O PLA pertence a familia dos poliésteres alifaticos derivados de acido latico. A
unidade constitucional basica do PLA, o acido latico, pode ser produzida por fermentacao
de hidratos de carbono ou sintese quimica. A molécula do acido lactico usado é uma
molécula quiral, que existe na forma de dois isdbmeros, acido L-latico e acido D- lactico,
conforme mostra a Figura 2. Dependendo da proporcao dos estereoisomeros, o PLA pode
apresentar diferentes propriedades, o que permite uma producao diversificada para que
o polimero atenda a determinados requisitos de aplicacao. [45, 46]
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Figura 2 - Estrutura quimica do dcido-L-ldtico (esquerda) e dcido-D-ldtico (direita) [47]

O PLA disponivel comercialmente € um copolimero de acido poli-L-latico (PLLA) ou
acido poli-D,L-latico (PDLLA), produzido, respetivamente, a partir do L-latico e D,L-latico.
O L-isébmero constitui a principal fracao do PLA derivado de fontes renovaveis, pois € a
forma mais comum em que se encontra o acido lactico na natureza. [47]

Os poliésteres alifaticos biodegradaveis tiveram um desenvolvimento rapido e
dinamico na segunda metade do século XX. Em particular, o PLLA, o PDLLA e PLGA (poli-
D,L-latico-co-glicolideo) apresentam grande interesse para aplicacoes médicas e
farmacéuticas devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, boas propriedades
mecanicas e facilidade de processamento. Além disso, foram aprovados pela Food and
Drugs Administration (FDA) dos EUA para serem usados como implantes médicos e em
sistemas de libertacdo de farmacos. Devido a sua grande variedade de propriedades
(propriedades térmicas e mecanicas, taxa de degradacao), esses trés poliésteres sao
usados hoje para um grande conjunto de aplicacées biomédicas, como suturas, dispositivos
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ortopédicos, scaffolds para engenharia de tecidos e sistemas de libertacao de farmacos.
[48]

O PLLA - poli (acido-L-latico) - € um polimero cristalino (~37% de cristalinidade),
sendo que o grau de cristalinidade depende do peso molecular e dos parametros de
processamento do polimero. O PLLA é um polimero de alta viscosidade indicado para
extrusdao utilizado em aplicacoes médicas e em embalagens de alimentos. Tem uma
temperatura de transicao vitrea de 60-65°C e uma temperatura de fusao entre 170°C e
180°C. O PLLA exibe uma taxa de degradacao lenta variando de 6 meses a 3 anos para que
a degradacao seja completa. O PLLA tem boa resisténcia a tracao e, portanto, tem sido
considerado um biomaterial ideal para aplicacoes de suporte de carga, como dispositivos
de fixacao ortopédica. Alguns produtos ortopédicos com base em PLLA sao: Phantom Soft
Thread Soft Tissue Fixation Screw ®, Phantom Suture Anchor ® (DePuy), Full Thread Bio
Interference Screws ® (Arthrex), BioScrew ®, Bio-Anchor ®, Meniscal Stinger ®
(Linvatec), e Clearfix Meniscal Dart ® (Innovasive Devices). [41, 49, 50]

Neste trabalho estdao a ser utilizados dois tipos de PLLA: o PLLA L 175 (> 99% de
isomero L) e o PLLA LX 175 (96% de isdmero L).

2.4. Compésitos para Regeneracdo Ossea

Tanto os polimeros como os ceramicos tém as suas vantagens e inconvenientes, mas
€ possivel minimizar estes inconvenientes e manter as vantagens combinando polimeros e
ceramicos num material composito. Os compositos de polimero-ceramico captam as
vantagens de cada componente - nomeadamente, propriedades mecanicas, tempos de
degradacao e estruturas fisicas dos polimeros e a resisténcia inerente e a natureza
biomimética da ceramica. Além disso, a adicao de polimeros ao ceramico reduz a sua
fragilidade geral, enquanto a adicao do ceramico a um polimero aumenta tanto a sua
bioatividade como a sua capacidade de entregar agentes e substancias terapéuticas. O
objetivo principal de produzir um compdsito € a obtencao de um sistema com
propriedades superiores as dos componentes unitarios. [17, 51]

Compositos bioativos sao compostos geralmente pela matriz - que confere
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas ao implante - e uma fase bioativa - que
assegura a interacao favoravel entre implante e tecido vivo através da interface, adesao
e proliferacao celular. [5]

Atualmente existem muitos trabalhos com biomateriais de composicoes e
concentracoes diversas, permitindo maior especificidade na indicacao de utilizacao dos
mesmos. Compositos de matriz polimérica (proporciona ductilidade e outras propriedades
necessarias a substituicao ossea), contendo particulas de componente bioativo (promove
a adesao e proliferacao celular a partir da superficie do implante) apresentam-se como
escolha natural para substituir 0sso.[51]

A busca por equilibrio entre propriedades: porosidade, ductilidade, tenacidade e
fragilidade sao fundamentais em biomateriais utilizados para a reconstrucao do esqueleto
facial, onde a fixacao e adaptacao ao local recetor estao diretamente relacionadas com
melhores resultados.
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2.4.1.Aplicacées Clinicas

Estes biomateriais compdsitos, como ja foi referido anteriormente, podem ser
aplicados em diversas aplicacoes clinicas. Dependendo da composicao do biocomposito,
as aplicacoes serao distintas. Podem ser aplicados desde scaffolds para regeneracao dssea,
para ajudar no tratamento de doencas como a osteoporose, até placas e implantes de
fixacao na area dentaria.

A tabela seguinte mostra alguns exemplos de biocompodsitos e em que aplicacao
clinica sao utilizados:

Tabela 1 - Biocompoésitos e as suas aplicacées clinicas [52]

Biocompésito

Nanohidroxiapatite e glicol quitosano

Hidroxiapatite e mistura polimérica (fibroina, quitosano e agarose)

Silicato de calcio, silicato de zinco e oxido de grafeno
PLLA e hidroxiapatite

Regeneracdo Ossea

Nanohidroxiapatite, sulfato de calcio e moléculas bioativas

PEEK e oxido de grafeno

CFRPEEK, nano-hidroxiapatite, carboximetil, quitosano e peptideo
formador de osso

Implantes Ortopédicos Sulfeto de polifenileno e nanohidroxiapatite

Poliimida e pentoxido de tantalo

Hidroxiapatite, nanoparticulas de céria e nanoparticulas de prata

Policaprolactona e gelatina

Quitosano, oxido de polietileno e fibrinogénio

Regeneracio de feridas Nanoparticulas de colageno, alginato e prata

Nanoparticulas de poliuretano, queratina e prata

Colageno e dextrano

Fibrina, alginato e genipina

PET e hidroxiapatite

Policaprolactona e nanotubos de carbono

Engenharia de Tecidos Quitosano e hidroxiapatite

Policaprolactona e colageno

Gelatina, alginato e fibrinogénio

Colageno tipo | e metacriloil de gelatina

10
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2.4.2.Extrusao

Na producao termo-mecanica de compositos poliméricos, o processo de fabrico
normalmente consiste na extrusao. Podem ser fabricados compositos de varias
geometrias. O processo de mistura € crucial na producao de compositos para obter uma
distribuicao homogénea das particulas do bioceramico no compodsito. A quebra das
cadeias poliméricas ocorre inevitavelmente durante o processamento térmico do polimero
e os pesos moleculares médios dos polimeros podem ser ainda mais reduzidos com a
presenca de reforcos bioceramicos. Os valores de calor especifico dos ceramicos sao muito
mais baixos do que os dos polimeros, o que pode causar oxidacao dos polimeros durante
o processo de arrefecimento do material compdsito, se este nao for rapido e
adequado. Neste processo, parametros de processamento como a temperatura e
velocidade de extrusao devem ser controlados e vao depender do comportamento de fusao
e da viscosidade do composito. A temperatura deve ser cuidadosamente selecionada para
evitar a degradacao térmica dos polimeros da matriz. Antes da extrusao, os materiais
devem ser secos, de forma a eliminar a humidade, pois pode provocar alteracoes nas
caracteristicas do composito. [51, 53]

A mistura dos compositos pode ser realizada por solventes ou realizada diretamente
na extrusora. Na mistura por solventes, no caso do compoésito em estudo (PLLA-HA),
estudos preliminares demonstram a possibilidade de utilizacao de di-clorometano,
cloroformio, dioaxano e acetona.

2.5.Fabrico Aditivo

O fabrico aditivo, também conhecido como prototipagem rapida, ou ainda
impressao 3D é definido pela Associacao Americana para Testes e Materiais (ASTM) como:
“uma técnica de fabrico em que a peca é construida camada a camada a partir de um
modelo digital (CAD - Computer-Assisted-Design), previamente concebido, sendo assim
possivel a obtencao de uma peca tridimensional, ao contrario do processo mais antigo, o
subtrativo”. [2, 54-57]

O principio do fabrico aditivo foi introduzido em 1986 por Charles Hull e foi, desde
a sua génese, idealizado como um método de fabrico de protétipos nas mais diversas
areas, englobando, logicamente, potencial de aplicabilidade na Medicina Dentaria, onde
trabalhos altamente diferenciados e individualizados sao necessarios.

Com os avancos da tecnologia, esta técnica tem vindo a substituir a manufatura
subtrativa. Nestas técnicas, o material vai sendo removido até se obter a peca pretendida,
no fabrico aditivo, ao contrario das técnicas anteriores, a peca é construida camada a
camada por adicao de material sendo considerado um processo aditivo. [2, 54-57]

Neste processo, o modelo é desenhado num ficheiro CAD, sendo depois convertido
para um ficheiro de STL. Nesta etapa, o modelo CAD sofre uma aproximacao por malha
triangular e é dividido por camadas para serem impressas numa fase posterior. [58-60]

Esta técnica tem vindo a ganhar interesse na industria pois apresenta vantagens
significativas comparativamente as técnicas de fabrico subtrativo. A utilizacao desta
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técnica permite total liberdade de forma, o que se traduz na possibilidade de obter pecas
de complexidade elevada, com a reducao da necessidade de recorrer a processos de
maquinagem, moldes e ferramentas. Também na indUstria biomédica esta técnica tem-se
revelado muito atrativa devido a facilidade e rapidez no fabrico de pecas de geometria
detalhada e na producao de pecas customizadas adaptando-se ao local de implantacao no
paciente. Outro fator importante e decisivo na escolha desta técnica é o facto de
possibilitar a alteracao do projeto em qualquer altura do processo, o que do ponto de
vista logistico e econdmico € bastante aliciante. [2, 54-57]

No entanto, esta técnica apresenta algumas limitacdes sendo a principal limitacao
o efeito “staircase”, provocado pela deposicao por camadas conferindo assim um
acabamento superficial de baixa qualidade. Outras desvantagens incluem nao sé a
dificuldade na utilizacao de certos materiais geralmente utilizados na area dentaria, como
alguns ceramicos, mas também a elevado tempo de fabrico e a necessidade de estruturas
de suporte para determinadas fases do fabrico. [2, 56, 60]

Inicialmente, as técnicas de fabrico aditivo s6 podiam ser aplicadas a materiais
poliméricos, mais tarde, com o desenvolvimento deste método, tornou-se possivel
acrescentar varios materiais capazes de serem trabalhados. Atualmente é possivel obter
pecas metalicas, ceramicas e compdsitos. Ainda assim, € reduzido o nimero de materiais
a serem utilizados nestas técnicas [2, 39, 54, 60, 61]

Na tabela seguinte, encontram-se os diferentes processos divididos pelo estado
inicial do material:

12
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Tabela 2 - Processos de fabrico aditivo e os seus principios [60]

Técnica de

Estado Preparacéo L Mudanga de Materiais L
s Processo . criacéo da . Aplicacdes
inicial do do material fase tipicos

. camada
material
Protdtipos,
T Varrimento Resina curavel por
Resina liquida .~ Foto ~p mOIde,S para
SLA UM tandue laser/projecao olimerizacio UV, suspensao fundicao,
q de luz P > ceramica ferramentas
macias
Polimero - Arrefecimento Plastico acrilico Protétipos
iqui L Impressao com . i
Liquido MIM liquido num . P . e foto curavel por UV, moldes para
. jato de tinta . .. fundica
pulverizador polimerizacao cera undicao
Particulas Solidificacao »
i Deposicao de por ] Prototipos,
RFP liquidas num ticul feci & Agua moldes para
bocal goticulas arrefecimento fundicio
rapido
Filamento Extrusao Solidificacao o bti
. . ’ Termoplasticos, Prototipos,
FDM fundido num continua e por ceras moldes para
bocal deposicao arrefecimento fundicao
Filamento/ ) Extrusio - o
Robacasting | Pasta no bocal . - Pastas ceramicas | Partes funcionais
pasta continua
Extrusao Solidificacao A L
FEF Pasta no Bocal . T Pastas ceramicas | Partes funcionais
continua por congelacao
Termoplasticos, Prototipos,
ceras, pos moldes para
SLS Camada de p6 | Varrimento laser Fusao parcial Al ’ ) fundicdo, moldes
meta lco.s, pos metalicos ou
ceramicos ceramicos
. . ~ F
SLM Camada de p6 | Varrimento laser Fusao total Metal erramen'tas,‘
partes funcionais
Po , | Varrimento por . F
EBM Camada de po . Pe Fus&o total Metal erramentas,
feixe de eletroes partes funcionais
Injecédo de pd Injecao e fusao F "
. . . ~ erramentas
LDM através do de pos através Fus&o total Metal S
partes funcionais
bocal de um laser
) Polimero, metal, Prototipos,
., | Impressao de um A . moldes ceramicos
3DP Camada de po . - ceramico, outros -
ligante i para fundicao,
pos ferramentas
Folh Alimentacéao e brotéti
othas Corte por ligacao das Papel, plastico, rototipos,
- LOM L folh - tal moldes de
solidas aser olhas com meta fundicio
adesivos
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2.5.1.FDM

FDM é uma técnica de impressao de fabrico aditivo capaz de construir uma peca
camada-a-camada, inicialmente foi utilizada para termoplasticos. Posteriormente foi
adaptada aos materiais ceramicos, que ao agruparem-se aos materiais termoplasticos,
permitiu melhorar as propriedades mecanicas e térmicas.

O processo inicia com o0 aquecimento do material, que se encontra em forma de
filamento, até um estado pastoso, sendo seguidamente depositado recorrendo a uma
cabeca de impressao, numa plataforma a temperatura inferior, provocando o
arrefecimento do material e consequentemente a sua solidificacao. [39, 62]

Recorrendo a informacao CAD é possivel monitorizar o percurso que a cabeca de
impressao tem de percorrer. O material vai ser depositado segundo os eixos X e Y,
formando uma camada de material. Apos essa camada estar completa, a plataforma de
construcao desce, ou a cabeca de impressao sobe, segundo o eixo Z, permitindo a
construcao de uma nova camada. [39, 55, 59, 60, 62]

Esta tecnologia pode ser considerada a mais facil de utilizar, a mais acessivel e a
mais economica. Este tipo de impressoras tem a capacidade de produzir objetos funcionais
e com alto indice de durabilidade, desta forma, permite o fabrico de pecas para diversas
industrias, tais como, aeroespacial, automavel, industrial, comercial e médica. [58, 62]

No caso da maioria das impressoras de FDM para materiais poliméricos, a sua
utilizacao tem duas grandes limitacdes. Os filamentos tém de apresentar um diametro
preciso, tipicamente 1,75 mm ou 3mm, e a temperatura do processo tem de ser inferior
a 250°C. [63]

Para este trabalho os filamentos de PLLA-HA tém de ser produzidos com 1,75 mm
para ser possivel imprimir na impressora FDM da empresa BoneEasy.

Filament
Filament

I Zz motion

Heated
FDM head

Nozzle and
heating element

Plastic
model

Molten material

Solidifying material
Motion x-y

Consczlic!a}ed plane
ma eni e P @
s — Foundation
Part == = /

without fixture Filament supply

Figura 3 - Principio e Sistema do FDM [62]
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3. Materiais e Métodos

Neste trabalho foram testadas amostras de compdsitos contendo dois tipos de PLA
e dois tipos de hidroxiapatite com o objetivo de serem aplicadas na area dentaria. A
juncao destes dois materiais tem a vantagem de o implante ser biocompativel e
biodegradavel, nao sendo necessario uma segunda cirurgia e, uma vez que, a
hidroxiapatite € um ceramico bioativo, promover a regeneracao 6ssea do local.

3.1. Hidroxiapatite Fluidinova

A hidroxiapatite (HA) usada no fabrico das amostras foi a Pentacalcium hydroxide
triphosphate (nanoXIMeHAp203), Ca10(P0O4)6(0OH)2, obtida da Fluidinova, S.A, Portugal
Apresenta uma pureza de fase de 100 %, uma densidade aparente de 0,60 g/cm3 + 0,10
g/cm3 e um tamanho de particula de 10,0 ym + 2,0 pm. [64]

Na seguinte tabela, encontra-se a informacao disponibilizada sobre o pd, mais
concretamente, percentagem de fase pura de hidroxiapatite, concentracao de metais
pesados, area superficial especifica e tamanho de particula (d50).

Tabela 3 - Dados relativos ao po de hidroxiapatite [64]

Fase Pura (%) Metais Pesados  Area superficial Tamanho de
(ppm) especifica (m?/g) particula - d50 (um)
HA 100 <20 > 80 10,0+2,0

Como ja foi referido anteriormente, a hidroxiapatite foi utilizada com o objetivo
de conferir bioatividade as pecas produzidas, permitindo assim que estimulem uma
resposta bioldgica bioativa nos tecidos vivos envolventes. Foi escolhida esta
hidroxiapatite, uma vez que é 100% pura, com um tamanho da particula ideal para ser
adicionada ao polimero e obter uma dispersao homogénea.

3.2. Hidroxiapatite Sigma Aldrich

Neste trabalho foi ainda usada uma hidroxiapatite da empresa Sigma-Aldrich,
Hydroxyapatite puriss, meets analytical specification of Ph. Eur., BP, FCC, E341, >90%
(calculated on glowed substance). Esta hidroxiapatite, nao é 100% pura e apresenta uma
grande dispersao do tamanho de particula, o qual também nao é referido na ficha técnica
do produto.
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Esta hidroxiapatite foi utilizada para realizar experiéncias preliminares e, também,
para estabelecer um termo de comparacao com a hidroxiapatite da Fluidinova.

3.3.PLA - Luminy® LX175 e Luminy® L175

No fabrico das amostras foram utilizados dois tipos de PLLA- Luminy® LX175 e
Luminy® L175 fornecidos pela empresa Total Corbion. Na tabela 4 estao apresentadas as
propriedades dos dois materiais. Estes dois tipos de PLLA apresentam alta viscosidade e
sao adequados para extrusao de filamentos para impressao 3D e foram utilizados com o
objetivo de perceber qual seria 0 mais indicado para esta aplicacao.

Tabela 4 - Propriedades dos dois tipos de PLA [65,66]

PLA - Luminy® PLA - Luminy®
LX175 L175
% de isomero L 96% >99%
Densidade 1,24 g/cm3 1,24 g/cm3
indice de fluxo de fusao . :
(210°C/2,16 kg) 6 g/10 min 8 g/10 min
indice de fluxo de fusao . :
(190°C/2,16 kg) 3 ¢/10 min 3 g/10 min
Temperatura de fusao 155 °C 175 °C
Temperatura de transicao 60 °C 60 °C

vitrea

3.4. Extrusao

Para a realizacao da extrusao dos filamentos para impressao FDM foi utilizada uma
extrusora da 3D Tech Printing, cujo modelo é o VT-110.

Esta extrusora de filamentos da 3D Tech Printing foi projetada para produzir
filamentos ABS e PLA de alta qualidade para utilizacao em impressoras 3D. A extrusora
produz filamentos com 1,75 mm, ideal para impressao FDM e permite um controlo da
temperatura durante a extrusao.
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Figura 4 - Extrusora VT-110 da 3D Tech Printing

3.5. Mistura do Compésito

Neste trabalho, foram desenvolvidas quatro alternativas de mistura do composito
PLLA-HA. Estas abordagens foram sendo adotadas ao longo do trabalho de forma a obter
os melhores resultados, tanto em termos de distribuicao de hidroxiapatite no polimero,
como em relacao as propriedades de extrusao do material como a viscosidade e a
facilidade de extrusao.

3.5.1.Mistura por Solventes

A primeira alternativa consistiu na utilizacao de solventes, sendo que os solventes
normalmente utilizados sao o diclorometano, o dioxano, o cloroférmio e a acetona. [64]

Desta forma, foram realizados testes com o di-clorometano (Dichloromethane -
anhydrous, >99.8%, contains 40-150 ppm amylene as stabilizer), dioxano (1,4 - Dioxane
anhydrous, 99.8%) e acetona (Acetone - ACS reagent, > 99,5%). Os trés solventes foram
fornecidos pela empresa Sigma-Aldrich.

Neste caso foi produzido um compésito com 25% (m/m) de HA. Dentro da hotte,
num gobelé foi adicionado o solvente e seguidamente foram adicionados 75 g de PLA. Apos
o polimero estar dissolvido foram adicionados lentamente e misturados 25 g de HA até
obter uma mistura homogénea.

Posteriormente, esta mistura foi colocada numa placa de Petri. Apos a secagem do
composito, as pellets foram fragmentadas e colocadas na extrusora.
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Figura 5 - Pellet do compésito obtido
por adicdo de solventes fragmentado

3.5.2.Mistura por Agitacao

A segunda alternativa baseou-se na mistura dos dois materiais sem utilizacao de
solvente. Neste método, apenas foi possivel produzir um compoésito com 5% (m/m) de HA.
Neste processo, a HA e o PLLA foram misturados por agitacao numa tarbula dentro de um
recipiente e, seguidamente, essa mistura foi colocada diretamente na extrusora.

Figura 6 - Mistura do compésito
sem adicdo de solventes
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3.5.3.Mistura na Estufa

Outra alternativa adotada foi através da mistura dos dois materiais dentro da estufa
em formas de silicone, de forma a facilitar a remocao do material. A estufa encontrava-
se a uma temperatura proxima do ponto de fusdo do polimero entre os 150-160°C. A
medida que o polimero fundia, foram sendo adicionadas pequenas quantidades de
hidroxiapatite, misturando os dois materiais com o auxilio de uma pinca metalica.

ApoOs a mistura estar homogénea, retirou-se o compoésito da estufa, arrefecendo ao
ar. Seguidamente, retirou-se o material da forma de silicone e foi fragmentado,
recorrendo a um almofariz de agata. Por fim, o material ja fragmentado, foi colocado
novamente na estufa, de forma a eliminar a humidade e colocado na extrusora.

Foram preparadas amostras com uma incorporacao de 10%, 15% e 25% de
hidroxiapatite, sendo que cada amostra apresentava 100g de massa total.

Nas imagens abaixo, encontra-se representado o esquema das etapas realizadas na
preparacao das amostras.

b

Figura 7 - Esquema da preparacdo das amostras
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3.5.4.Misturadora Intensiva

Por fim, foi testado um novo processo de mistura. A mistura foi realizada no IPC-
Instituto de Polimeros e Compositos, no Departamento de Engenharia de Polimeros da
Universidade do Minho, com o auxilio de uma misturadora intensiva com dois rotores,
Haake Rheomix OS600 (Thermo Scientific Inc.) a 180°C, durante 11 minutos (1 minuto de
aquecimento e 10 minutos de mistura) e com uma velocidade de rotores de 100 rpm.

Figura 8 - Misturadora intensiva Haake Rheomix 0S600

Seguidamente, o composito obtido foi colocado numa granuladora para,
posteriormente ser utilizado na extrusora. Os granulos foram colocados na estufa, com o
objetivo de eliminar a humidade presente no material.

Foram produzidas amostras com incorporacao de 10, 15 e 25% de hidroxiapatite.
Para cada percentagem de hidroxiapatite foram produzidos 100g de compésito.

Figura 9 - Grdnulos produzidos com
diferentes percentagens de hidroxiapatite
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Figura 10 - Secagem na estufa

3.6.Impressao FDM

A impressao FDM foi realizada na empresa BoneEasy numa Tenlog TL-D3 Pro
Independent Dual Extruder DMP 3D Printer da empresa Tenlog. Os filamentos utilizados
tém de apresentar um diametro constante de 1,75 mm. Em relacdao a impressao, a
espessura das camadas impressas varia entre 0,1mm-0,4 mm e a velocidade de impressao

entre 10-150 mm/s.

Figura 11 - Impressora Tenlog TL-D3
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3.7.Caraterizacao dos Pos

3.7.1.Microscopia Eletronica de Varrimento

A analise por Microscopia Eletronica de Varrimento ao pé de hidroxiapatite foi
realizada no Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP), utilizando o
Microscopio Eletronico de Varrimento ambiental, de alta resolucao (Schottky), com
Microanalise por Raios X e Analise de Padroes de Difracao de Eletroes Retrodifundidos: FEI
Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M. Inicialmente, a adesao do p6 ao suporte de
alumino foi efetuada com o auxilio de uma fita adesiva de carbono, e em seguida
revestidos por um filme de ouro/paladio, através de pulverizacao catodica. O principal
objetivo desta analise foi determinar a morfologia e o tamanho das particulas.

3.7.2.Analise de Distribuicdo Granulométrica

Com o objetivo de determinar o tamanho e a distribuicao da granulometria do po
de hidroxiapatite e ainda comparar com o valor indicado pelo fornecedor do pd, foi
efetuada uma analise granulométrica no Departamento de Engenharia Quimica da FEUP.
Para tal, utilizou-se um analisador de difracao por laser COULTER LS 230. O p6 foi disposto
numa suspensao de etanol e foi utilizado um canal cujo diametro variava num intervalo
entre 0,04 e 2000 pym.

3.8. Caraterizacao Filamentos

3.8.1.Microscopia Eletrénica de Varrimento

A analise por Microscopia Eletronica de Varrimento aos filamentos foi realizada no
Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP), através do Microscopio Eletronico
de Varrimento ambiental de alta resolucao, Quanta 400FEG ESEM/EDAX Genesis X4M.
Inicialmente, a adesao dos filamentos ao suporte de alumino foi efetuada com o auxilio
de uma fita adesiva de carbono, e em seguida foram revestidos por um filme de
ouro/paladio, através de pulverizacao catodica. O principal objetivo desta analise foi
determinar a distribuicao da hidroxiapatite no polimero, o diametro dos filamentos e a
interface entre a hidroxiapatite e o PLA.

_—
OQQQ

Figura 12 - Montagem das amostras nos suportes de aluminio

»
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3.8.2.DSC - Calorimetria de Varrimento Diferencial

A analise calorimétrica de varrimento diferencial foi realizada no Departamento de
Quimica da FEUP recorrendo ao equipamento DSC 214 Polyma da NETZSCH, representado
na figura 13. Este equipamento tem capacidade de abranger uma gama de temperaturas
desde os 170 °C até aos 600 °C e permite efetuar uma taxa de aquecimento/arrefecimento
desde os 0,001 K/min até aos 500 K/min. Apresenta uma resolucao de 0,1 pW e uma
precisao de entalpia de + 0,05% até 0,2%, para a maioria das amostras. Relativamente as
atmosferas gasosas disponiveis podem ser inertes, oxidante e de operacao estatica ou
dinamica [67].

Figura 13 - Equipamento DSC 214 Plyma
da NETZSCH utilizado.

As trés amostras foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma taxa
de 10 °C/min de 20 a 250 °C numa atmosfera de azoto com um fluxo de 40 mL/min. Foram
efetuados 3 ciclos: um primeiro aquecimento, um arrefecimento e um novo aquecimento
das amostras. Foram ainda determinadas as curvas DSC que permitiram obter os valores
da temperatura de cristalizacao (Tc), de temperatura de transicao vitrea (Tg) e de
temperatura de fusao (Tm). Através da area do pico exotérmico e da area do pico
endotérmico, € possivel retirar os valores de entalpia de cristalizacao (AHc) e entalpia de
fusao (AHm). Com os valores de entalpia € possivel obter o grau de cristalinidade (XC) de
cada amostra a temperatura ambiente através da seguinte formula. [68,69]

AH. + AH,,
AHD

Onde AH. € a entalpia de cristalizacao, AH,, é a entalpia de fusao e AHT® € a

entalpia de fusao do poli(L-lactico) puramente cristalino, AHy" = 93 J/g [69].

Xc(%) = x 100 (1)
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Inicialmente procedeu-se a preparacao das amostras, para isso foi necessario cortar
as mesmas para, posteriormente, as colocar dentro do respetivo cadinho. As trés amostras
foram, entao, pesadas e os valores encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 - Nomenclatura das amostras, composicGo e massa.

Composicao da amostra

%m/m) Massa (mg)
Amostra
PLA HA Amostra Cadinho
PLA 100 0 10,0 49,8
PLA10HA 90 10 12,1 50,8
PLA25HA 75 25 7,2 50,4

Para a elaboracao da técnica foram utilizados cadinhos de aluminio, representados
na figura 14. As tampas de todos os cadinhos usados foram perfuradas com o objetivo de
permitir a libertacao de gases pela amostra durante a realizacao do teste, e foram seladas
recorrendo a uma prensa (figura 14). O cadinho de referéncia utilizado nos testes possuia
de massa 51,3 mg e as massas dos cadinhos usados para cada uma das trés amostras
encontram-se na tabela 5.

Figura 14 - Cadinhos de aluminio de fundo céncavo (esquerda). Prensa de
selagem de cadinhos (direita) [70]

Apds a obtencao das massas das amostras e dos respetivos cadinhos, e feitas as
calibracoes necessarias, procedeu-se a realizacao da técnica. Foi inserido o cadinho de
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referéncia, sem nada dentro, e ao lado foi inserido o cadinho com uma das amostras,
como exemplificado na figura 15, imagem da esquerda. Podemos também observar, na
figura 15, imagem da direita, o sensor termopar (disco preto) que se encontra por debaixo
dos cadinhos.

Figura 15 - Imagem representativa do cadinho de referéncia (vazio) e do
cadinho da amostra (esquerda). Imagem vista de cima da colocacéo de um
cadinho no equipamento (direita). [71]

Foram entdo inseridos os parametros de aquisicdo acima mencionados e o
equipamento iniciou o processo. Inicialmente foi realizado um aquecimento dos 20°C até
aos 250°C, depois procedeu-se a um arrefecimento até aos 20 °C e, por fim, efetuou-se
um segundo aquecimento até aos 250 °C, sempre a uma taxa constante de 10 °C/min. Ao
fim de aproximadamente 69 minutos o teste terminou, retirou-se o cadinho da amostra,
colocou-se cadinho de amostra seguinte e repetiu-se novamente o processo até estarem
as trés amostras testadas.

3.8.3.Difracdo Raios-X

De forma a determinar as fases cristalograficas da hidroxiapatite na estrutura dos
filamentos produzidos e a sua cristalinidade, foram realizados ensaios de Difracao Raios-
X. Esta analise ocorreu na Universidade do Minho, e o equipamento utilizado foi Bruker d8
Discover da Bruker. Relativamente as condicoes de ensaio, utilizou-se uma taxa de
varrimento de 0,04°/segundo e os valores de 20 variaram entre 0 e 60°.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao dos Pés

As particulas de p6é foram analisadas tendo como objetivo, avaliar a sua morfologia
e distribuicao granulométrica.

4.1.1.Microscopia Eletrénica de Varrimento

As caracteristicas morfologicas dos pos, como o seu tamanho e distribuicao
granulométrica, tém uma grande influéncia nas propriedades dos filamentos, o que por
sua vez influencia a etapa de impressao 3D das pecas.

Na figura 16 é possivel observar as imagens obtidas em MEV para o po de
hidroxiapatite nanoXIMe«HAp203 da Fluidinova.

HV mode | det WD mrorio] mag O mode | det WD 20 pm

SE _|ETD 10.0 mm FLUIDI CEMUP| 5 000 x | 15.00 kV| SE |ETD 10.0 mm FLUIDI

Figura 16 - Imagens obtidas através do MEV, com uma ampliacdo de 5000x, relativas aos pos
de hidroxiapatite da Fluidinova

Como é possivel observar na imagem, as particulas do po de hidroxiapatite
apresentam uma morfologia esférica, sendo a sua superficie lisa, o que pode significar que
estes foram fabricados através de um processo de atomizacdo. Alguns trabalhos
bibliograficos fazem referéncia a este tipo de fabricacao para pos de hidroxiapatite. [72-
74]

E ainda possivel observar que as particulas de pé se encontram individualizadas,
isto € nao se verificam grandes aglomerados, e que o seu tamanho varia, sendo possivel
observar particulas de tamanho micro e nanométrico.
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As caracteristicas do po tais como tamanho e forma tém forte influéncia nas
propriedades da mistura p6 com o polimero, particularmente a viscosidade e a fluidez.
Geralmente, po mais fino e irregular aumenta a viscosidade da mistura devido ao aumento
da friccao entre as particulas e a diminuicao da fluidez do polimero. [75,76]

4.1.2.Anélise de Distribuicdo Granulométrica

O tamanho de particula, a par da sua morfologia, sao caracteristicas que
influenciam fortemente a impressao 3D. Com tamanhos de particula menores vai existir
um aumento da interacao entre particulas, o que por sua vez pode levar a aglomeracao
das mesmas e consequentemente a um aumento da viscosidade. Uma maior distribuicao
granulométrica conduz a um maior empacotamento das particulas, que por sua vez leva a
obtencao de valores de viscosidade mais baixos. [77,78]

Volume (%)

Tabela 6 - Granulometria experimental e fornecida pelo fornecedor.

dso (Hm)
Hidroxiapatite
Experimental Fornecedor
10,66 10,0 + 2,0
10 20 30 40 50 60 70

Diametro (um]
Figura 17 - Andlise de distribuicdo granulométrica do po6 de hidroxiapatite
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Como ja foi referido, a distribuicao granulométrica e o tamanho médio das
particulas tém uma grande influéncia na viscosidade da mistura. Quanto menor for o
tamanho médio das particulas, maior sera a interacao entre elas provocando a criacao de
aglomerados e aumentando a viscosidade da mistura.

Numa distribuicao granulométrica mais alargada, as particulas mais pequenas
ocupam os espacos entre as particulas maiores resultando num maior empacotamento e
menor viscosidade.

Como podemos verificar através dos resultados obtidos, mais concretamente na
tabela 6, o tamanho médio das particulas analisado (dso) encontra-se dentro do intervalo
fornecido pela empresa.

Podemos ainda verificar, no grafico da figura 17, que a distribuicao é relativamente
alargada, sendo que o tamanho das particulas varia entre 0 e cerca de 53 pm. O tamanho
das particulas vai, entao, desempenhar um papel importante nas caracteristicas do
composito. Particulas mais pequenas significam maior area de superficial por unidade de
volume do que as particulas maiores, aumentando assim o contacto entre o polimero e as
particulas do ceramico, o que pode levar a um aumento da resisténcia mecanica dos
filamentos. Por outro lado, particulas maiores podem atuar como pontos de tensao
localizados, gerando defeitos dentro do compoésito que podem causar a fratura do
material. [79]

4.2. Mistura de Compoésito

A primeira alternativa adotada consistiu na utilizacao de solventes. Com esses
ensaios, foi possivel concluir que o di-clorometano apresentou uma velocidade de
dissolucao superior aos restantes solventes (10-15min), seguida do dioxano (7-8 horas) e
da acetona (apos varios dias a capacidade de dissolucao foi bastante reduzida).

Com este estudo, a hipotese da acetona foi descartada, no entanto foi necessario
escolher a melhor opcao entre os restantes solventes. O dioxano foi o solvente considerado
mais indicado para esta utilizacao, porque apesar do tempo de dissolucao ser maior, este
nao apresenta compostos halogenados, o que significa uma vantagem significativa em
termos ambientais. [80]

Para além disso, durante a extrusao, os compositos com dioxano apresentaram uma
viscosidade mais adequada para a extrusao, ou seja, com o dioxano a viscosidade do
composito foi mais elevada do que quando se utilizou di-clorometano, o que é vantajoso
em termos de controlo do didametro do filamento produzido, que é algo crucial para uma
posterior impressao por FDM. Isto pode significar que o di-clorometano degradou o
polimero.

A segunda alternativa baseou-se na mistura dos dois materiais sem utilizacao de
solvente. Neste método, o compodsito tinha apenas 5% (m/m) de HA. Neste processo, a HA
e o PLLA foram misturados num recipiente por agitacao e, seguidamente, essa mistura foi
colocada diretamente na extrusora.

Nesta fase, foram comparadas as duas alternativas, verificou-se que, com a
utilizacao dos solventes, a incorporacao da hidroxiapatite foi mais bem sucedida, sendo
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que esta ficou homogeneamente distribuida no polimero. E possivel observar na figura 18,
0 composito sem adicao de solventes, que existem aglomerados de hidroxiapatite. Por
outro lado, como se pode verificar na figura 19, o filamento é muito mais homogéneo, o
que significa uma melhor incorporacao da hidroxiapatite. No entanto, a viscosidade, sem
a adicao de solventes, € maior, o que favorece o processo de extrusao do biocompdsito.

E de realcar ainda que, apds a realizacdo de varias experiéncias, a temperatura de
extrusao mais adequada, aquela onde se obtém uma viscosidade mais indicada para o
processo, esta compreendida entre os 220°C e os 230°C.

Figura 18 - Filamentos obtidos por
extrusdo de PLLA-HA sem adicdo de
solventes

Figura 19 - Filamentos

obtidos por extrusdo de

PLLA-HA com adicéo de
solventes

Ambas alternativas, apresentaram defeitos, sendo, por isso, necessario testar novos
métodos de mistura. A mistura por agitacdao nao permitia produzir filamentos com a
homogeneidade pretendida e a mistura por solventes acabava por degradar o polimero e
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por isso a extrusao do filamento era realizada com mais dificuldade e provocava defeitos
nos filamentos.

Desta forma, foram testadas as outras duas alternativas, a mistura na estufa e a
misturadora intensiva, com o objetivo de melhorar as propriedades dos filamentos. Numa
fase inicial, utilizou-se a mistura na estufa, mas com o objetivo de melhorar o processo
de mistura e, consequentemente, a dispersao de hidroxiapatite, foi utilizada a
misturadora intensiva. Seguidamente, vai ser abordada e analisada a caraterizacao dos
filamentos produzidos através desta ultima alternativa.

4.3. Caraterizacao Filamentos

4.3.1.Microscopia Eletrénica de Varrimento

Numa fase inicial, com o objetivo de verificar se o diametro das amostras era
constante e se cumpria com os requisitos necessarios para a impressao por FDM (1,75 mm)
foi realizada uma analise por SEM. Foram analisadas 3 amostras dos dois tipos de PLLA. Os
resultados encontram-se apresentados seguidamente:

i mag O
cenve| 100

LLA L175

o mag O HV de
CEMUP| 100 x |15 3

Figura 20 - Andlise do didmetro das amostras de P

«’

Figura 21 - "Cross section” da
amostra de PLLA L175
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Figura 22 - Andlise do diGmetro das amostras de PLLA LX175

Figura 23 - “Cross section” da amostra de
PLLA

Através dos resultados obtidos, é possivel concluir que, nas amostras dos dois tipos
de PLLA, o diametro é aproximadamente constante, nao havendo grandes variacoes
associadas. Estes resultados sao importantes, uma vez que permitem verificar que as
condicées a que se realizou o processo de extrusao, nomeadamente a temperatura de
extrusao, sao as mais adequadas. Para além disso, apesar dos valores do diametro serem
ligeiramente inferiores ao estabelecido para a impressao FDM na empresa BoneEasy, 1,75
mm, esta diferenca nao apresenta problemas, uma vez que a impressao das amostras foi
bem-sucedida, como ira ser demonstrado mais a frente. Desta forma, podemos concluir
que valores de diametro ligeiramente inferiores nao vao afetar a capacidade de impressao,
sendo que o mais importante é que o diametro nao seja superior a 1,75 mm.

Através da seccao transversal (cross section) é possivel observar a superficie de
fratura das amostras e retirar conclusées relativamente a ductilidade das mesmas. Como
podemos observar na figura 21, o PLLA L175 apresenta uma superficie de fratura
considerada fragil, quando comparada com a superficie de fratura do PLLA LX175, que,
como podemos ver na figura 23, é dictil. Assim, podemos concluir que o PLLA LX 175 sera
mais indicado para uma impressao por FDM uma vez que esta requere alguma ductilidade
do filamento utilizado, sendo, por isso, o PLLA utilizado para a producao do composito.
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Apos a producao do compésito, foi analisado no MEV a morfologia e distribuicao da
hidroxiapatite, bem como o diametro das amostras, de forma a garantir que os filamentos
pudessem ser utilizados para impressao por FDM. Foram estudadas amostras de PLLA com
10%, 15% e 25% de hidroxiapatite (%m/m).

[@roio| mag O HV det | mode ——— 500 pm
CEMUP| 125x 115.00 kV|BSED Z Cont|9.9 m 1

Figura 24 - Didmetro e dispersdo de HA numa amostra de PLA com 10% de HA

PORTO mag O HV det | mode WD 500 ym ——
CEMUP 12t 15.00 kV. BSED |Z Cont|11.0 mm 2

Figura 25 - Didmetro e dispers@o de HA numa amostra de PLA com 15% de HA
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HV det | mode

ag O
x 115.00 kV|BSED |Z Cont|11.2 mm

Figura 26 - Didmetro e dispersd@o de HA numa amostra de PLA com 25% de HA

As imagens do MEV das seccoes transversais dos compodsitos PLA/HA mostram que
particulas de hidroxiapatite estao bem dispersas na matriz de PLA, com pouca
aglomeracao. A maior concentracao de hidroxiapatite esta bem evidenciada nas imagens,
onde um maior nimero de particulas é observado a medida que a quantidade de
hidroxiapatite aumenta, produzindo superficies mais asperas e porosas. Esta analise
morfologica por MEV realizada a cada filamento produzido, mostra uma boa dispersao de
hidroxiapatite, significando que o processo de preparacao do compodsito, proposto neste
trabalho, levou a uma dispersao uniforme das particulas no polimero e sem praticamente
nenhum agregado relevante presente. Estudos demonstram estes resultados para
incorporacoes de hidroxiapatite com percentagens semelhantes. [81-83]

Como € possivel observar com clareza, a area de hidroxiapatite ocupada no
compoésito aumenta a medida que o teor de hidroxiapatite (% m/m) aumenta. Pode
observar-se, também que a dispersao de hidroxiapatite dentro dos compositos € bastante
homogénea. Apesar de nao existirem aglomerados significativos, é possivel inferir que a
medida que aumenta a quantidade de hidroxiapatite dentro dos compdsitos, o grau de
aglomeracao também aumenta, sendo que as dimensdes dos agregados vao ser
proporcionais a quantidade de pé de hidroxiapatite adicionado. Essas aglomeracoes podem
servir como pontos de concentracao de tensoes que podem levar a falha prematura do
composito, influenciando assim as propriedades mecanicas do mesmo. Tem sido referido
na literatura que a dispersao desempenha um papel muito importante nas propriedades
mecanicas dos compdsitos de PLA-HA. O tempo de mistura vai influenciar e melhorar a
distribuicao das particulas na matriz polimérica e evitar a formacao de grandes agregados.
[84,85]

Relativamente aos diametros das amostras, foram medidos para cada composicao
seis amostras, sendo que nas trés composicoes (10%, 15% e 25% de HA), todos os diametros
apresentavam valores muito proximos ao estabelecido para a impressao FDM na empresa
BoneEasy, 1,75 mm, como podemos verificar pelos exemplos representados nas imagens.
Estes valores tém uma grande importancia, uma vez que permitem verificar que as
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condicOes a que se realizou o processo de extrusao, nomeadamente a temperatura de
extrusao, sao as mais adequadas e que a incorporacao de hidroxiapatite nao tem um
impacto significativo neste parametro.

Com o objetivo de estudar a interface entre o ceramico e o polimero, bem como a
morfologia da hidroxiapatite, foram analisadas imagens com uma maior ampliacao. Foram
analisadas amostras com 10% e 25% de hidroxiapatite. Para além disso, foi, também,
analisada uma amostra com 10% de hidroxiapatite da Sigma, com o objetivo de estabelecer
um termo de comparacao.

Figura 27 - Interface PLA-HA na amostra com 10% de HA (esquerda) e com
25% de HA (direita)

Figura 28 - Interface PLA-HA na amostra com
10% de HA Sigma

Em relacao a morfologia da hidroxiapatite no compdsito esta manteve-se esférica,
com uma superficie lisa, comparativamente ao po inicial, o que significa que nao alterou
de forma durante a extrusao, uma vez que forcas aplicadas sao relativamente baixas.

Na figura 27, é possivel concluir que a hidroxiapatite esta bem incorporada na
matriz e comparando a interface dos dois tipos de hidroxiapatite, podemos concluir que
existe uma interacao mais forte entre o ceramico e o polimero, nas amostras com
hidroxiapatite da Fluidinova (figura 27), uma vez que é possivel observar que existe uma
separacao na interface po-polimero na amostra com hidroxiapatite da Sigma (figura 28).
Isto pode acontecer, pelo facto, das particulas de hidroxiapatite da Sigma serem
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irregulares, o que nao promove uma boa adesao ao polimero. Contudo, esta ligacao é
puramente fisica, ndo existindo qualquer ligacao quimica entre os dois componentes. [84-
86]

4.3.2.Analises EDS

Foi realizada uma analise EDS para se efetuar uma caracterizacao quimica da
amostra. Esta técnica consiste na interacao entre uma fonte de excitacao raios-X e a
amostra, obtendo-se de um espetro de emissao de raios-X, com um conjunto Unico de
picos, que possibilita a identificacao de cada elemento na zona analisada. Esta
caracterizacao é possivel porque a cada elemento corresponde uma estrutura atomica
Unica.

Na figura 29 é possivel observar a zonas analisada, e na figura 30 os resultados
obtidos nesta analise.

20 Ca

16

12

KCnt

0.8

0.4

0.0

0.35 0.75 1.15 1.55 1.95 235 275 3.15 3.55 3.95 4.35
Energy - keV

Figura 30 - Espetro obtido para a P1 analisada por EDS

Analisando os espetros obtidos na analise por EDS, é possivel constatar que a zona
P1, zona mais clara, corresponde a uma particula de carregamento que esta incorporada
na matriz polimérica. Neste caso, a presenca bem nitida de fosforo, calcio e oxigénio,
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indica que se trata de um fosfato de calcio, mais concretamente de hidroxiapatite. A
presenca de carbono, ouro e paladio é justificada pelo uso de fita de carbono na
montagem das amostras e pelo revestimento de ouro/paladio utilizado.

Para além da zona aqui reportada foram realizadas outras analises por EDS a
diversas particulas claras, confirmando-se o mesmo resultado, e por isso, concluiu-se que
as particulas claras eram efetivamente hidroxiapatite.

4.3.3.DSC - Calorimetria de Varrimento Diferencial

Os termogramas da técnica DSC para as amostras PLA, PLA10HA e PLA25HA
encontram-se representados na figura 31. Em cada um dos graficos estao representados o
primeiro aquecimento, o arrefecimento e o segundo aquecimento das amostras.

O primeiro aquecimento foi realizado de forma a eliminar a “histéria térmica” das
amostras, uma vez que estas podem ter sofrido diferentes ciclos térmicos anteriores que
podem ter alterado a propria amostra, os resultados foram analisados utilizando o segundo
ciclo de aquecimento, possibilitando, desta forma, uma comparacao e uma analise mais
correta entre as diferentes amostras. Para além disso, tem também a vantagem de
eliminar solventes residuais usados no processamento dos polimeros. [82,87]

Assim sendo, foram analisadas e caracterizadas apenas as curvas associadas ao
segundo aquecimento. Foram também asseguradas as mesmas condicoes laboratoriais
para as trés amostras analisadas. Como era de esperar, ao longo de todo o processo o fluxo
de calor manteve-se a uma taxa constante de 10 °C/min. A atmosfera de azoto também
foi fundamental para evitar a combustao e oxidacao do material a analisar.

Através destas imagens, relativamente a curva do segundo aquecimento, é possivel
identificar trés estados distintos, em primeiro lugar temos uma transicao endotérmica
(zona de transicao vitrea), seguido de uma transicao exotérmica (zona de cristalizacao)
e, posteriormente, uma transicao endotérmica (zona de fusao).

Na figura 32 esta representado o segundo aquecimento de todas as amostras. Como
podemos observar na transicao endotérmica relativa a temperatura de transicao vitrea
existe um ligeiro pico. Este pico pode-se tratar de um artefacto que surge devido ao
rearranjo molecular caracteristico deste fendomeno. [88]

Todas as amostras apresentaram curvas com um comportamento normal para o PLA.
Contudo, é possivel observar na figura 31, que na amostra de PLA a curva do segundo
aquecimento no pico endotérmico da fusao contém dois picos distintos. Isto podera ser
justificado quando estamos perante diferentes zonas cristalinas na estrutura do PLA.

Os resultados das propriedades térmicas, como a temperatura de cristalizacao, Tc,
a temperatura de transicao vitrea, Tg, e a temperatura de fusao, Tm, assim como, os
valores de entalpia de fusao, AHm, e entalpia de cristalizacao, AHc e as percentagens de
cristalinidade do PLA e dos compositos PLA/Hidroxiapatite encontram-se na tabela 7. Para
obter os valores de Tg utilizou-se o ponto de inflexao, momento em que as tangentes
mudam de direcao, e para os valores de Tc e Tm utilizaram-se as temperaturas obtidas no
pico. Para o calculo da cristalinidade das amostras, X¢, recorreu-se a equacao (1).
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Figura 31 - Resultados da Calorimetria de Varrimento Diferencial
para as trés amostras: PLA. PLA10HA e PLA25HA
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Figura 32 - Resultados da Calorimetria de Varrimento Diferencial para o segundo

aquecimento das trés amostras

Tabela 7 - Propriedades térmicas obtidas para as trés amostras

Propriedades térmicas

Amostra Ty Tin Te AH,, AH,
(O (O (C) (J/g) (J/g)
PLA 58,0 152,9 126,3 12,79 15,40
PLA10HA 57,7 148,3 115,7 29,7 -30,78
PLA25HA 54,2 147,5 117,0 19,82 -20,45

(%)
0,00
0,00

0,00
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Através dos resultados obtidos verificou-se que a temperatura de transicao vitrea
da amostra contendo apenas PLA foi de 58,0 °C e a temperatura de fusao no pico foi de
152,9 °C, o que é bastante proximo com valores obtidos na literatura relativamente ao
PLA puro. [65,89]

De acordo com a tabela 7 verificou-se que a presenca de uma fase ceramica de
hidroxiapatite nao influenciou de forma significativa os valores de Tg do PLA. Apesar de
se observar uma ligeira alteracao na Tg, pois todas as amostras que continham
hidroxiapatite apresentaram valores de Tg ligeiramente mais baixos, estes valores estao
dentro da gama de valores aceitaveis para a temperatura de transicao vitrea do PLA. A
temperatura de transicao vitrea € obtida quando o polimero sofre um aquecimento e surge
uma transicao de um estado em que o material se encontra duro e rigido para um estado
em que o material passa a estar macio e maleavel com dureza reduzida. Este fenomeno
varia consoante determinados fatores como a flexibilidade da cadeia molecular, a
interacao intermolecular e o peso molecular do material. [90,91]

Outros estudos utilizaram compdsitos PLA/HA e concluiram, também, que o valor
da temperatura de transicao vitrea Tg para compositos de PLA com a adicao de diferentes
quantidades de hidroxiapatite se manteve bastante semelhante ao valor de Tg do PLA
puro. Na bibliografia também se verifica que a presenca de vestigios de solventes no
composito também pode influenciar os valores de Tg. [81, 83, 93-97]

A cristalizacao € um fenomeno exotérmico que tem inicio apods a nucleacao e é
caracterizado pela formacao de cristais. O PLA é um polimero com uma capacidade de
cristalizacao bastante lenta. Relativamente a temperatura de cristalizacao, verificou-se
também uma ligeira reducao entre a amostra de PLA e a amostra com 10% de HA. Isto
pode ser justificado pelo facto da hidroxiapatite promover uma cristalizacao mais rapida
e atuar como um agente de nucleacao induzindo um nucleacao heterogénea na matriz do
polimero. [82, 84, 90, 98]

Contudo, da amostra com 10% de HA para a amostra com 25% de HA o valor de Tc
sobe ligeiramente. Na cristalizacao a frio, a presenca de quantidades excessivas de
particulas de hidroxiapatite vao atuar como obstaculos e ocupar demasiado espaco na
matriz polimérica nao permitindo que haja difusao das moléculas em direcao a superficie
crescente do cristal levando a formacao de cristallites mais pequenas. [81,99]

A temperatura de fusao € a temperatura na qual um material no estado sélido passa
para um estado liquido. Nos resultados obtidos verificou-se que os valores de Tm das trés
amostras diminuiram com o aumento da quantidade de hidroxiapatite. Estes resultados
sao amplamente descritos na literatura. [79, 82, 83, 93-96, 100]

Sabendo que no processo de fusao existe quebra das cadeias intermoleculares, a
fusdo vai destruir as cristallites iniciais e a recristalizacao durante o segundo aquecimento
vai promover a degradacao das cadeias. Uma vez que as amostras que contém
hidroxiapatite vao ter um material ceramico incorporado na matriz polimérica este
material vai criar descontinuidades nas cadeiras poliméricas do PLA. Assim sendo, &
normal ser necessario menos energia para fundir uma amostra com 25% de HA do que uma
amostra apenas com PLA. [101]
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Como mencionado anteriormente, ao obter uma formacao de cristallites mais
pequenas estes irao fundir mais rapido e a uma temperatura inferior. Também se obteve
os valores de entalpia de cristalizacao, AHc, e Entalpia de fusao, AHm, que correspondem
as areas de pico exotérmico e pico endotérmico, respetivamente

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a amostra que continha a
maior percentagem de hidroxiapatite, 25%, apresentou uma reducao da entalpia de fusao
de aproximadamente 10 J/g, em comparacao com a amostra de 10% de hidroxiapatite
incorporada. Semelhante ao que é reportado noutros estudos. [83]

As duas amostras com hidroxiapatite apresentaram uma entalpia de fusao superior
a obtida pelo PLA. O mesmo se verificou para a entalpia de cristalizacao. Isto pode indicar
que a presenca de hidroxiapatite podera potencializar os locais de nucleacao para a
cristalizacao. [95]

Através da obtencao das entalpias, AHc e AHm, foi possivel efetuar o calculo da
percentagem de cristalinidade das amostras a temperatura ambiente usando a formula
representada na equacao 2. O valor obtido de X¢ corresponde a fracao de polimero que
se encontra cristalizada quando a amostra esta a temperatura ambiente. As trés amostras
produzidas em laboratorio apresentaram uma cristalinidade de aproximadamente 0%. O
PLA possui uma cristalinidade muito baixa e, dependendo da sua arquitetura
estereoquimica e do seu historial térmico, pode ser considerado completamente amorfo
ou semicristalino [102].

Constatou-se que as amostras de composito PLA/Hidroxiapatite mantiveram uma
estrutura amorfa. Sao varios os estudos relativos a analise da cristalinidade deste tipo de
compdsitos, que constataram que o material composito se manteve amorfo com a juncao
de hidroxiapatite e, em alguns casos, a hidroxiapatite reduziu a cristalinidade do mesmo.
[81, 92-96]

Foi possivel concluir, desta forma, que o valor de T, do PLA nao foi alterado de
forma significativa pela incorporacao de hidroxiapatite e que os materiais sofreram
cristalizacao transiente e um posterior processo de fusao, tornando-se completamente
amorfos a temperatura ambiente. Desta forma, um carregamento de hidroxiapatite até
25% nao alterou significativamente as propriedades térmicas dos compdsitos produzidos
pelo processo de extrusao.

4.3.4.Difracdo Raios-X

Com o objetivo de determinar a determinar as fases cristalograficas dos filamentos
foram realizadas analises de difracao de raios-X aos filamentos de PLA, PLA10H, PLA15HA
e PLA25HA e ao po de hidroxiapatite. Na figura 33 € possivel observar os difractogramas
obtidos para as diferentes amostras.
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Figura 33 - Difractogramas resultantes da andlise de difracdo raios-X
das diferentes amostras

Na tabela 8 é possivel observar o valor referente ao pico caracteristico de
intensidade maxima de hidroxiapatite.

Tabela 8 - Valor de referéncia de 26 de mdxima intensidade para a hidroxiapatite. Adaptado de [103].

Formula Valor de 26 para a

Fase . intensidade Arquivo ICDD n
Cristalografica Quimica maxima
Hidroxiapatite (HA)  Cas(P0O4)3(OH) 31,773° 9-432

Na figura 33, € possivel observar que os padroes de difracao de raios-X dos
filamentos de PLA, PLA10H, PLA15HA e PLA25HA apresentam uma banda larga com um
maximo em 20 = 16,6°, o que significa uma estrutura completamente amorfa. Os picos
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caracteristicos do PLA podiam ser vistos entre 15° e 20°e comparando os quatro
filamentos, estes nao mostraram alteracoes dbvias relativamente aos picos caracteristicos
do PLA. [81-83, 104]

Estes resultados estao de acordo com os resultados obtidos na Calorimetria de
Varrimento Diferencial, onde se concluiu que as amostras do composito PLA/HA
mantiveram uma estrutura amorfa. Isto significa, que com o aumento da proporcao da
adicao hidroxiapatite até 25%, nao se verifica alteracao na cristalinidade do compésito,
tendo apresentado todas as amostras uma estrutura amorfa.

Com base na tabela 8, podemos verificar que o valor de 20 referente ao pico
caracteristico de intensidade maxima de hidroxiapatite & 31,773°. E possivel observar na
figura 33 que esse pico esta bem definido, quer no difractograma do pé de hidroxiapatite,
quer nas amostras de PLA com adicao de hidroxiapatite, o que significa a presenca de
hidroxiapatite nos compdsitos e que, para além disso, nao houve nenhuma transformacao
fasica da hidroxiapatite resultante do processo de mistura ou da extrusao. Resultados
estes que sao expectaveis uma que ambos 0s processos ocorrem a temperaturas
relativamente baixas, nao sendo de esperar qualquer transformacao na fase cristalina do
ceramico. [82,103]

Os picos de HA a 26,0°, 28,3°, 29,0°, 31,8° 33,0° 34,2°, 39,9°, 46,7°, 49,4° e 53,5°
estao também referenciados de acordo com o Comité Conjunto das Normas de Difracao
de P4 de Hidroxiapatite (JCPDS no. 09-0432) e sao possiveis de detetar na figura 33, nos
difractogramas da hidroxiapatite e dos compositos, defendendo o que ja foi referido
anteriormente. [81-83, 104-108]

E possivel observar, efetivamente, e comparando com a referéncia, ou seja, 0s pos
de hidroxiapatite, os picos de difracao 26,0°, 31,8°, 39,9°, 46,7°, 49,4° e 53,5° bem
presentes nas amostras de PLA com hidroxiapatite, embora com menor intensidade do
que, 0 que nao acontece na amostra de PLA puro, como era de esperar. [81, 82, 105-107,
109]

De facto, os difractogramas XRD mostram, claramente, nas amostras dos
compositos, picos relativos a hidroxiapatite e um pico largo a 16,6° caracteristico de um
PLA amorfo, ou seja, mostram a presenca de ambos os picos de difracao, PLA e
hidroxiapatita.

4.4. Impressao 3D

Com o objetivo de verificar se era possivel imprimir através do processo FDM, foram
testados filamentos na impressora da empresa BoneEasy. Foram enviadas amostras de
PLLA e amostras de PLLA com adicao de hidroxiapatite com uma concentracao de 15% e
25%. Foram impressos trés modelos estabelecidos pela BoneEasy para cada composicao:
um cubo, um parafuso e uma malha.

Os resultados das impressoes estao representados nas imagens seguintes.
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Figura 34 - Cubos produzidos com PLA, PLA com 15% de HA e PLA com 25% de HA

Inicialmente, foram impressos os cubos, uma vez que se trata de uma peca com
baixa complexidade geométrica comparativamente com as restantes. Analisando as
imagens obtidas, verifica-se que foi possivel imprimir os cubos com filamentos de PLA e
com filamentos de PLA com adicao de hidroxiapatite de 15%. Relativamente, as amostras
de PLA com uma adicao de hidroxiapatite de 25%, existiram algumas dificuldades no
processo de impressao, uma vez que os filamentos acabavam por quebrar quando eram
colocados na impressora, o que nao permitia uma impressao continua e com a qualidade
superficial necessaria. Nao sendo, por isso, possivel terminar a impressao da peca.

Desta forma, para os restantes modelos foram apenas utilizados filamentos de PLA
e filamentos de PLA com adicao de hidroxiapatite de 15%, como se pode verificar nas
imagens 35 e 36.

Figura 35 - Parafusos produzidos com PLA
(direita) e PLA com 15% de HA (esquerda)
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Figura 36 - Malhas produzidas com PLA (direita)
e PLA com 15% de HA (esquerda)

Como se pode verificar nas imagens, as impressoes foram realizadas com sucesso,
no entanto, era possivel observar que a qualidade superficial das pecas com
exclusivamente PLA era superior a das pecas com incorporacéo de hidroxiapatite. E ainda
de realcar uma mudanca de tonalidade entre as diferentes amostras originada pela adicao
de hidroxiapatite.

E possivel entdo concluir que com o aumento da concentracio de hidroxiapatite, o
processo de impressao ocorre com mais dificuldades e com mais defeitos superficiais, o
filamento torna-se mais fragil, dificultando a impressao por FDM.
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5. Conclusodes e Trabalhos Futuros

Com a realizacao deste trabalho foi possivel concluir que o processo de mistura com
o auxilio da misturadora intensiva foi o mais eficiente e que permitiu uma melhor
distribuicao de hidroxiapatite. Relativamente aos diametros dos filamentos, todas as
amostras apresentavam valores muito proximos ao estabelecido para a impressao FDM na
empresa BoneEasy, 1,75 mm, como foi possivel verificar nas imagens do MEV. Estes
resultados tém uma grande importancia, uma vez que permitem verificar que as condicoes
a que se realizou o processo de extrusao, nomeadamente a temperatura de extrusao,
foram as mais adequadas e que a incorporacao de hidroxiapatite nao teve um impacto
significativo neste parametro.

Foi ainda possivel concluir com o auxilio do MEV que os filamentos apresentaram
uma dispersao homogénea de hidroxiapatite no polimero, nao se verificando a presenca
de aglomerados significativos. Isto € bastante benéfico, uma vez que estes aglomerados
vao causar pontos de tensao que vao fragilizar o material.

Através do uso da técnica de Calorimetria de Varrimento Diferencial foi possivel
avaliar que a hidroxiapatite, de uma forma geral, ndao provocou uma influéncia
significativa na temperatura de transicao vitrea - Tg, contudo, foi observado um
decréscimo nos valores de Tm com a adicao de diferentes quantidades do material
ceramico. Verificou-se que até a uma determinada quantidade de hidroxiapatite
incorporada esta consegue servir como agente de nucleacao induzindo a nucleacao na
matriz do polimero, contudo, com uma quantidade maior de hidroxiapatite incorporada
esta vai atuar como um obstaculo limitando a formacao dos cristais. Por fim,
relativamente a percentagem de cristalinidade os valores nao se alteraram
significativamente, as amostras permaneceram praticamente amorfas com a adicao de
diferentes percentagens de hidroxiapatite.

Os resultados dos difractogramas XRD estao de acordo com os resultados obtidos na
Calorimetria de Varrimento Diferencial, onde se concluiu que as amostras do compdsito
PLA/HA mantiveram uma estrutura amorfa. Isto significa, que com o aumento da
proporcao da adicao hidroxiapatite até 25%, nao se verificou uma alteracao na
cristalinidade do composito, tendo apresentado todas as amostras uma estrutura amorfa.
Foi ainda possivel, verificar a presenca de hidroxiapatite nos compositos e que, para além
disso, nao houve nenhuma transformacao fasica da hidroxiapatite resultante do processo
de mistura ou da extrusdao. Resultados estes que sdao expectaveis uma que ambos os
processos ocorrem a temperaturas relativamente baixas, nao sendo de esperar qualquer
transformacao na fase cristalina do ceramico.

Quanto a impressao 3D, observou-se que a qualidade superficial das pecas com
exclusivamente PLA era superior a das pecas com incorporacao de hidroxiapatite. Foi
possivel imprimir pecas com incorporacao de 15% de hidroxiapatite, no entanto com uma
adicao de 25% existiram algumas dificuldades na impressao. Desta forma, com o aumento
da concentracao de hidroxiapatite, o processo de impressao ocorre com mais dificuldades
e com mais defeitos superficiais, o filamento torna-se mais fragil, dificultando a impressao
por FDM.
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No futuro e de forma a finalizar a caracterizacao do composito, vai ser necessario
realizar ensaios mecanicos, quer aos filamentos (ensaios de tracao) quer as pecas
produzidas (ensaios de compressao), com diferentes percentagens de hidroxiapatite para
perceber a influéncia da mesma, e ensaios de degradacao. Uma vez que o objetivo final
€ o fabrico de pecas em ambiente industrial para certificacao, sera ainda necessario
realizar ensaios bioldgicos, como testes in vitro e in vivo, de forma a estudar a adesao e
crescimento celular.
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