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RESUMO

ERBERELI, R. Ceramizacio, reforcamento e manufatura aditiva de hidroxiapatita de
origem bovina. 2023. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade
de Sao Paulo, Sao Carlos, 2023.

Esse trabalho objetiva atender a demanda crescente por produtos provenientes de biomateriais
que consigam minimizar os problemas de falta de tecidos 6sseos decorrentes de doencas,
acidentes de transito e/ou de trabalho e das praticas esportivas, estéticas e odontoldgicas tanto
de jovens quanto de idosos. Nesse cendrio, a hidroxiapatita de origem bovina proveniente de
animais com rastreabilidade, desde o nascimento até o abate, possui grande importancia dentre
os biomateriais por apresentar biocompatibilidade e grande similaridade com a estrutura 0ssea
humana. O avango das praticas médicas no campo da imagem computacional tem direcionado
o planejamento personalizado dos reparos 0sseos o que exige, N0 mesmo compasso, a
capacidade de manufaturar corpos tdo complexos externa e internamente como requerido.
Nesse trabalho, para contribuir no atendimento desta demanda, € objetivado o desenvolvimento
de implantes 6sseos miméticos e personalizados; para isso foi desenvolvido um processo de
obtenc¢do de hidroxiapatita de origem bovina, que ¢ transformada em matéria prima cerdmica
reativa através de calcinagdo e moagem, rota que elimina qualquer risco bioldgico, no conjunto
¢ desenvolvida e direcionada a manufatura aditiva com este material para obtengao de corpo
com caracteristicas externa (formato, superficie, dimensao) e interna (porosidade comunicante
para vascularizagdo intradssea). Para atender essa perspectiva, o 0sso bovino precursor foi
classificado, processado e refor¢ado para se tornar uma hidroxiapatita bioceramica com
propriedades adequadas, a muito baixo custo, renovavel e acessivel a todos os paises. Uma
maquina de impressdo 3D foi desenvolvida no proprio laboratorio, do tipo top down com
projecdo de imagem e fotopolimerizagdo em cuba de pasta ceramica, onde os corpos de prova
foram impressos e validados pela impressao de pastas ceramicas desenvolvidas desde baixo
carregamento so6lido (15% em volume), até altos carregamentos solidos da ordem de 40% em
volume. E possivel concluir que a produgdo de scaffolds, assim como ossos miméticos de
hidroxiapatita de origem bovina rastreada, apresenta uma combinac¢do promissora que pode
atender as caracteristicas mecanicas e biologicas de implantes aplicados a engenharia de tecidos
e que associada a processos tecnologicos de manufatura aditiva pode suprir a necessidade
médica com o compromisso de alto desempenho, complexidade de forma, sendo

biologicamente seguro.



Palavras-chave: Hidroxiapatita bovina. Manufatura aditiva. Impressao 3D. Scaffolds.

Fotopolimerizac¢do. Biomateriais.



ABSTRACT

ERBRELI, R. Ceramization, reinforcement and additive manufacturing of hydroxyapatite
of bovine origin. 2023. Tese (Doutorado) — Sdo Carlos School of Engineering, University of
Sao Paulo, 2023.

This work aims to meet the growing demand for products made from biomaterials that can
minimize the problems of lack of bone tissue resulting from diseases, traffic and/or work
accidents and sports, aesthetic and dental practices of both young and old people. In this
scenario, hydroxyapatite of bovine origin from animals with traceability from birth to slaughter
is of great importance among biomaterials as it presents biocompatibility and great similarity
with the human bone structure. The advancement of medical practices in the field of
computational imaging has driven personalized planning of bone repairs, which requires, at the
same time, the ability to manufacture bodies as complex externally and internally as required.
In this work, to contribute to meeting this demand, the aim is to develop mimetic and
personalized bone implants. For this purpose, a process was developed to obtain hydroxyapatite
of bovine origin, which is transformed into reactive ceramic raw material through calcination
and grinding, route which eliminates any biological risk, as a whole additive manufacturing is
developed and directed with this material to obtain a body with external (shape, surface,
dimension) and internal (communicating porosity for intra-osseous vascularization)
characteristics. To meet this perspective, the precursor bovine bone was classified, processed
and reinforced to become a bioceramic hydroxyapatite with adequate properties, at a very low
cost, renewable and accessible to all countries. A 3D printing machine was developed in the
laboratory itself, a top-down type with image projection and photopolymerization in a ceramic
paste vat, where the test specimens were printed and validated by printing ceramic pastes
developed from low solid loading (15% in volume), up to high solid loadings of the order of
40% by volume. It is possible to conclude that the production of scaffolds, as well as
hydroxyapatite mimetic bones of traced bovine origin, presents a promising combination that
can meet the mechanical and biological characteristics of implants applied to tissue engineering
and that associated with additive manufacturing technological processes can meet the medical

need with a commitment to high performance, complexity of form, while being medically safe.

Keywords: Bovine hydroxyapatite. Additive manufacturing. 3D printing. Scaffolds.

Photopolymerization. Biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a expectativa de vida aumentou significativamente em todo mundo,
muito em fungdo das melhorias e avangos da medicina, contudo o processo de envelhecimento
eventualmente pode proporcionar algumas consequéncias a estrutura 6ssea dos seres humanos,
como por exemplo: tumores 6sseos, perda de massa 6ssea, osteoporose e perdas de dentes que
por sua vez causam uma reducao da qualidade de vida. Os problemas relacionados a reposi¢ao
de tecidos O0sseos ndo estdao restritos aos idosos; jovens também estdo sujeitos a problemas
osseos decorrentes de doencas, acidentes de transito e/ou trabalho e praticas esportivas.
Também ha uma crescente demanda estética que € uma tendéncia da sociedade moderna e esta
se tornando mais acessivel a toda populagao.

Tais problemas normalmente trazem a necessidade de reparos ou at¢ mesmo a
substitui¢ao dos tecidos dsseos; e nesse contexto ¢ que pesquisas tem aumentado grandemente
nas ultimas décadas visando o aumento do conhecimento sobre os tecidos dsseos, seja das suas
propriedades e assim do material empregado em sua substituicdo. Nessa perspectiva tem
aumentado as pesquisas em biomateriais com busca por melhores propriedades e também pela
similaridade com o tecido 6sseo; um destaque especial deve ser dado a bioceramicas que
compreendem classes que apresentarem propriedades bioativas, ou bioinertes e e/ou
reabsorviveis biologicamente e assim podem ser destinadas a reparagdo, manutengao,
restauragdo ou mesmo para melhorar a funcao de 6rgaos e tecidos no organismo.

A definicdo de osso esta associada a parte rigida do tecido conjuntivo que possui uma
matriz extra celular calcificada (considerada a estrutura mais rigida do corpo); mesmo com essa
caracteristica de rigidez o osso apresenta caracteristicas dindmicas com altera¢do constante de
formato, sendo essas alteracdes relacionadas aos esforcos a ele submetido ao longo da vida. Por
outro lado, a rigidez e resisténcia dos ossos estdo relacionadas diretamente a presenca dos
cristais de hidroxiapatita e de colageno.

A hidroxiapatita (HA) Cai0(PO4)3(OH)> € um dos materiais mais populares na literatura
dedicada a producao e investigagdo para a reproducdo de tecido 6sseo (Parkhomey et al., 2016).
Geralmente este biomaterial, quando aplicado como substituto ou reparo se trata de particulados
para preenchimento ou suporte (scaffold) que exige materiais e tecnologias de fabricacao
promotora volume com porosidade para formacgdo e vascularizagdo intradssea e resisténcia
mecanica necessaria durante as fases iniciais de recuperagdo 6ssea (MICULESCU et al., 2018),

caracteristicas contraditorias a serem resolvidas pelo projeto, manufatura e material.
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A utilizacdo da hidroxiapatita de origem bovina tem grande destaque nas pesquisas por
ser estruturalmente e morfologicamente semelhante ao osso humano, além de possuir as
mesmas caracteristicas de biocompatibilidade e osteocondutibilidade e isso colabora para a

ocorréncia das substituigdes Osseas.

De acordo com dados da FAO (Food and Agriculture Organization), obtidos junto ao
site OQur world data (Our World in Data, 2021), desde 2007 o Brasil possui o maior rebanho
bovino do mundo (Figura 1), e consequentemente possui grande disponibilidade de matéria-
prima para a producao da HA. Atualmente a maior aplicacao dos ossos bovinos no Brasil ¢ a
transformac¢do em farinha para auxiliar na adubagdo da terra. A HA de origem bovina ¢ um
produto de baixo valor agregado quando comparado aos produtos ja existentes de HA aplicados
aos mercados odontoldgico e medicinal, sendo entdo bastante promissora a aplicabilidade desse

produto de origem bovina.

Figura 1 - Evolucao do rebanho bovino mundial.
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Fonte: Adaptado de Our World Data, (2021)

As aplicagdes mais comuns de produtos provenientes de HA sdo nos formatos de
granulos, esferas, blocos e cilindros, contudo, a utilizagdo de scaffolds se mostra mais eficiente
para o uso, pois através da manufatura aditiva (additive manufacturing - AM) ele pode ter o

formato e dimensdes exatas do defeito Osseo e isso sO € possivel em funcdo do tipo de
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construcao desses scaffolds, que nesse trabalho ¢ feita por camadas a partir de desenhos
computacionais sobre imagens provenientes de microtomografias computadorizadas.

A metodologia de fabricagdo dos scaffolds ¢ chave para os procedimentos de engenharia
de tecido, sendo considerados alguns fatores como: morfologia, tamanho, distribui¢do e
interconectividade de poros, tratados juntamente com propriedades mecanicas. O fato de as
bioceramicas apresentarem alta porosidade ¢ fator primordial para sua utilizagdo nos implantes
visto a necessidade dos scaffolds favorecerem o suprimento sanguineo ao tecido conectivo em
crescimento e neste sentido, os poros intercomunicantes tém também a importdncia na
osteocondutividade do scaffold.

Dentre as possibilidades de processo para a fabricacdo dos scaffolds, a manufatura
aditiva tem se mostrado bastante atraente pela possibilidade de produzir modelos e prototipos
de alta complexibilidade; esse trabalho aplica o processo de fabricagdo através da
fotopolimerizagdo em cuba que ¢ uma das categorias de MA com relativo baixo custo de
ferramental. Nesse processo, um fotopolimero liquido em uma cuba ¢ curado através da
polimerizagdo por luz; na sequéncia o corpo produzido (com teor de ligantes organicos e
inorganicos), durante a queima oxidante os organicos sdao eliminados e os inorganicos sao
sinterizados (Balla et al., 2008; do Amaral et al., 2020; ISO/ASTM 512900:2015, 2015).

No entanto, nesta recente onda tecnologica, poucos sdo o0s equipamentos
comercialmente disponiveis e economicamente acessiveis para trabalharem com suspensdes de
alta viscosidade, que ¢ uma caracteristica marcante das suspensdes ceramicas pelo fato de
apresentarem alto carregamento solido.

Esse trabalho tem o desafio de obter pecas bioceramicas de baixo custo com alto
desempenho em tempo viavel por manufatura aditiva através da fotopolimerizagdo em cuba. A
deposicao das camadas impressas deve ser homogéneas e com deposi¢do de material de forma
mais precisa possivel, perfazendo assim camadas de espessura micrométrica com uma
suspensdo de viscosidade relativamente baixa, alta concentracdo de p6 em mistura de resinas
com adicdo de organicos que proporcionam a funcionalizagdo entre 6xidos e resinas; seguida
de sinterizagdo com menor retragao/deformacao possivel, ainda associadas a alta densificagdo
e porosidade do produto final.

E nesse contexto de desenvolvimento mundial dessa tecnologia e técnica que esse
trabalho esté inserido, ocasionando uma impactante apresentacao e participacao de projetos que
podem ser desenvolvidos no Brasil ¢ no mundo. A multidisciplinaridade desse trabalho ¢
destacada pelo fato de ocorrer o dominio de diversas areas de pesquisa, tais como:

desenvolvimento de projeto e construgdo de maquinas (associado ao desenvolvimento da
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impressora 3D); 6tica (associada a qualidade de imagens e comprimentos de ondas); materiais
avancados (associado ao desenvolvimento de bioceramicas); funcionalizacdo de materiais
(associado ao desenvolvimento de barbotinas compativeis com fotopolimerizagao);
processamento de alto desempenho (associado a manufatura aditiva de pecas 3D com
caracteristicas dimensionais precisas); além de conhecimentos secundarios de quimica;
biologia, odontologia e medicina.

Desta forma, este trabalho tem como hipotese que a hidroxiapatita de origem bovina
quando selecionada, classificada, processada e refor¢ada pode se tornar uma bioceramica de
excelentes propriedades a muito baixo custo, acessivel a todos os paises e que quando associada
a processos tecnologicos de manufatura direta, pode resolver um caso clinico com o
atendimento do compromisso de alto desempenho, complexidade de forma, sendo medicamente
seguro ¢ flexivel e personalizado.

Este trabalho traz como originalidade o processamento de ceramizacao da hidroxiapatita
bovina para uso em MA de scaffolds, e at¢ mesmo estruturas muito mais complexas, como por
exemplo 0ssos miméticos com também a possibilidade proporcionar algum refor¢o das
propriedades desses impressos, com a inser¢cao de whiskers produzidos no laboratério; além de
inovar com o desenvolvimento de uma técnica de manufatura baseada na fotopolimeriza¢do em
cuba da fase liquida de uma barbotina pela incidéncia da luz visivel, ativada pela banda

ultravioleta presente na faixa deste espectro de luz

1.1 Objetivos

O objetivo principal desse trabalho € a obtencdo de corpos biomiméticos em estrutura
trabecular com material de hidroxiapatita e com resisténcia a compressdo conhecida. Para este
contento, foi desenvolvido um protocolo de ceramizagdo de pds de hidroxiapatita de origem
bovina reativos e reforcados com whiskers ou nao, e impressdo através do processo de
fotopolimizacao em cuba de pegas (scaffolds) densas e porosas, miméticas ao 0sso trabecular
metatarso bovino com imagem tridimensional advinda da microtomografia computadorizada.

Ainda como objetivos especificos ou secundarios sdo propostos:

- Processamento da hidroxiapatita de origem bovina controlada para obten¢ao de pos
submicrométricos utilizados para a impressao 3D;

- Controle das alteragdes microestruturais da hidroxiapatita no processo de ceramizagao;
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- Desenvolvimento da manufatura aditiva por fotopolimerizagdo em cuba de corpos de
prova densos e porosos em hidroxiapatita de origem bovina com rastreabilidade, além de

caracterizagdo mecanica.

1.2 Justificativa

A realizagdo desse trabalho se justifica pela crescente necessidade de novas tecnologias
e técnicas de processamento ndo so de scaffolds (reforgados ou nao), como também de reparos
0sseos que podem ser aplicados diretamente em casos clinicos na engenharia de tecidos; uma
caracteristica bastante especial desse trabalho estd na manufatura aditiva através da técnica de

fotopolimeriza¢ao em cuba associada a hidroxiapatita de origem bovina controlada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo aborda informagdes disponiveis na literatura sobre temas relevantes para
esse trabalho, tais como: biomateriais, bioceramicas, hidroxiapatita, aplicagdes da
hidroxiapatita, manufatura aditiva em especial de processos envolvendo cerdmica e

fotopolimerizagdo (tipos, histdria, materiais, equipamentos, processos etc).

2.1 Biomateriais

A primeira definicdo do termo Biomaterial foi de Willians em 1986 como um material
inviavel utilizado em um dispositivo médico, destinado a interagir com sistemas biologicos;
essa definicdo acontece pelo fato de que naquela época esse tipo de material ser amplamente
utilizado em dispositivos médicos utilizados para tratar, aumentar ou substituir quaisquer
tecidos, orgaos ou funcionalidades do corpo sem causar reagdes adversas aos tecidos vivos
(WILLIAMS, 1987). Essa primeira defini¢ao teve logo que passar por uma redefini¢do muito
pelo fato do uso da palavra “inviavel” e também porque os biomateriais estavam sendo
utilizados amplamente na medicina de forma geral (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2019).

Somente na 29* Conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais ¢ que a defini¢ao
de biomaterial chegou a um consenso entre os pesquisadores, sendo entdo a nova definigdo: um
material projetado para assumir uma forma que pode direcionar, por meio de interagdes com
sistemas vivos, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagndstico, sendo este termo
sinonimo de material biomédico (GHASEMI-MOBARAKEH et al., 2019).

Os biomateriais sao classificados usualmente de acordo com sua origem, quanto ao seu
mecanismo de agdo e de acordo com seu comportamento fisiologico (DALAPICULA et al.,
2006). Quanto a origem, os biomateriais podem ser classificados em naturais (ou bioldgicos) e

artificiais, e por sua vez esses grandes grupos sao subdivididos como mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Classifica¢do dos biomateriais com relagdo a interagdo com o meio fisiologico.

BIOMATERIAIS

Biologicos ou —@
Naturais

Autoégenos ou Homogenos ou Heterégenos ou
autdlogos homélogos ou heterélogos ou
alogenos xXendgenos
| Biominéticos | | Sintéticos |
Naturais | Compositos | |Naturais cerdmicos |
poliméricos
Biodegradaveis Bioativos | Bioinertes | Biotoleraveis |
/ bioabsorviveis l
Polimeros | | Ceramicas | Polimeros | Metais

Nesse trabalho, um destaque especial ¢ dado aos materiais ceramicos empregados em
implantes Osseos; dentre as ceramicas pode-se citar: alumina, zirconia, biovidros, vitro-
ceramicas e os compostos de fosfatos de célcio; dentre eles a hidroxiapatita que ¢ matéria-prima
desse trabalho. Os materiais ceramicos sao de grande aplicabilidade nos implantes pelo fato de
poderem oferecer caracteristicas, tais como: biocompatibilidade, dureza, resisténcia mecanica,

além de inércia quimica em meio fisioloégico. A aplicagdo dos biomateriais ceramicos estd

Polimeros

Ceramicas

Fonte: Adaptado de Camilo (2006).

Ceramicas

resumida na tabela 1.



Tabela 1 - Aplicacdes de biomateriais ceramicos.
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Materiais utilizados

Aplicac¢io

Alumina (Al203)

Cargas ortopédicas — partes girantes de
implantes

Revestimentos para crescimento de tecido

(proteses cardiovasculares, ortopédicas,
dentais ¢ maxilofaciais)

HA, vidros bioativos ¢ vitroceramicas

Revestimentos para adesdo quimica (proteses

ortopédicas, dentdrias e maxilares)

Al,O3, HA, vidros bioativos

Implantes dentarios

AL O3, HA, composto 6sseo de HA
autégeno, composito HA-PLA, vidros
bioativos

Aumentos da crista alveolar

Al,O3, HA, vidros bioativos e vitro
ceramicas

Aplicagodes otorrinolaringologicas

PLA - compositos de fibra de carbono

Ligamentos e tenddes artificiais

Fosfato trissodico, sais de calcio e fosfato

Preenchimentos tempordrios de espaco dsseo

HA, compositos HA-PLA,
fosfato trissodico, sais de calcio e fosfato,
ceramica de vidros bioativos

Dispositivos de acesso percutaneo

ALO3, HA, compositos HA-poliacido
lactico (PLA),
ceramica de vidros bioativos

Reconstrucao maxilofacial

Ceramica de vidros bioativos

Dispositivos de acesso percutaneo

PLA — Fibras de carbono
PLA- Fibras vitreas de base
Calcio/Foésforo
Zirconia (ZrO»)

Dispositivos de fixacao ortopédica

Cabecas femurais

Fonte: elaborada pelo autor

2.2 Bioceramicas

A tentativa do homem em recuperar o corpo humano com o uso de materiais de

implantes remonta desde os primeiros escritos médicos nas civiliza¢des hindu, egipcia e grega,

contudo a primeira citacdo da utilizacdo de biomaterial ocorre no final do século 19 na aplicagao

de enxertos heterogéneos (HULBERT et al., 1982); por outro lado a utilizagao das bioceramicas

como um substituto para a engenharia de tecidos duros ocorre desde 1960, com uma maior

intensidade a partir da década de 70 como substituinte de alguns biomateriais como agos, ligas

de cobalto e polimetilmetacrilato, que apresentavam problemas de encapsulamento junto ao
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tecido granulomatoso, além de as bioceramicas apresentarem uma elevada estabilidade
quimica, maior biocompatibilidade (KOKUBO et al., 2004; KUMAR; DEHIYA; SINDHU,
2018).

A evolugdo cronoldgica na pesquisa de ceramicas como substitutos dsseos e atualmente
as bioceramicas sdo utilizadas em diferentes aplicacdes por todo o corpo, além das aplicagdes
na area da medicina, as bioceramicas sdo também utilizadas em eletronica, Optica e energia
(KUMAR et al,, 2019; VALLET-REGI; HERNANDEZ, 2011). As biocerdmicas foram
classificadas com base na origem, resposta do tecido, composi¢ao e cristalinidade. O resumo

desta classificacdo estd na tabela 2.

Tabela 2 — Classificagao das bioceramicas.

Silica biogénica
Conchas de moluscos

Natural Pérolas naturais
Dentes

Origem Ossos

Materiais a base de fosfato de
calcio
HA
Biovidro
Materiais a base de fosfato de
calcio
HA
Biovidro
AlLOs
Carbono vitreo
AlLOs
Aluminossilicatos
V4(0))
A base de zirconio ZrO; cubica
71O, tetragonal
) Grafite
Composic¢ao A base de carbono Grafite vitreo
Fosfato de calcio amorfo
Fosfato B-tricalcico
A base de fosfato de calcio  Fosfato de calcio bifasico
HA
Fluorapatita
A base de silica Silicato tricalcico
Aluminosilicatos
HA

Sintético

Bioativo
Tipo de resposta do tecido

Bioinerte

A base de aluminio

Cristalinidade Cristalino
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Flourapatita
y4{0))
Fosfato de célcio amorfo
Biovidro
Fonte: Adaptado de Gul et al. (2020).

Amorfos

No século XVIII a porcelana foi o primeiro material bioceramico que teve sua aplicacao
em tratamentos de coroas dentdrias, ja no século XIX, o gesso passou a ser consumido para o
tratamento de distirbios dentais. No século XX ocorreu um consideravel aumento da aplicagao
de bioceramicas na drea médica em fung¢do da biocompatibilidade, degradagdo moderada, alta
resisténcia mecanica, baixa condutincia de calor, altas temperaturas de fusdo e dificil

cisalhamento plastico (CHEVALIER; GREMILLARD, 2009).

O sucesso dos materiais bioceramicos depende grandemente de sua biofuncionalidade
e também biocompatibilidade; sendo a biocompatibilidade a capacidade do material em
interagir de maneira adequada com o sistema bioldgico em que ¢ inserido, nao provocando
danos ou rejeigao de tal forma a atingir a resposta particular ao longo do implante, por exemplo;
e o sucesso de qualquer implante estd associado a dois fatores que sdo a resposta do tecido ao
implante e ao comportamento dos materiais apos a realizacao da implantagdao. Ap6s implantado,
a formacao de apatita na superficie da bioceramica realiza a unido das massas entre o tecido
corporal e os implantes. Uma outra classificagdo das bioceramicas limita em apenas trés
subclasses (mostradas na figura 3): cerdmicas praticamente bioinertes, bioativas e
bioabsorviveis com diferentes vantagens e desvantagens, conforme mostrado na tabela 3

(Pawan Kumar; Brijnandan S Dehiya; Anil Sindhu, 2018).

Figura 3 - Fluxograma das classes de bioceramicas limitado a trés subclasses.

-
Bioceramicas
/
Bioinertes Bioativas Biorreabsorvivel
Exemplo: Alumina, Exemplo: Exemplo: Fosfato de
Zirconia Hidroxiapatita cdlcio

Fonte: Adaptado de Kumar; Dehiya; Sindhu (2018).
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Tabela 3 - Diferentes propriedades de materiais bioceramicos com vantagens e desvantagens.

Bioceramicas Ial:'ltl: il,laclll;f: Aplicacao Vantagens Desvantagens
. Joelho, quadril, Reconstrugdo da  Alta dureza e . BAalx'a
Alumina ombro, . . resisténcia em
parte fraturada baixo atrito ~
cotovelo, pulso tensdo
~ Resistente a
ZircOnia Quadril, dentes Reconstrugio da corrosdo, duro P'roblemas de
’ parte fraturada > .7 atrito, alto custo
menos atrito
. ~ . Protegdo da .
Biovidros Fusao espinhal medula espinhal Fragil
Substituigao de
Hidroxiapatita Dentes, 0ssos dentes e 0ssos As vezes fragil
danificados
Fonte: Adaptado de Davis (2003); Kumar; Dehiya; Sindhu (2018); Thamaraiselvi; Rajeswari
(2004).

2.3 Bioceramicas de fosfato de célcio

A utilizacdo dos fosfatos de calcio as aplicagdes de implantes da-se ao fato desse
material apresentar grande similaridade a parte mineral dos ossos e dentes, com isso esse
material participa ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e a ceramica, ndo
apresentando toxidade local ou sistémica, nem reagao inflamatodria ao implante (KAWACHI et

al., 2000; LEGEROS; LEGEROS, 2008; VALLET-REGI; HERNANDEZ, 2011).

Os fosfatos de célcio fornecem integridade estrutural ao implante mantendo-o no local
de forma intacta até que um novo o0sso possa crescer na regido, mas além disso os fosfatos de
calcio estimulam o crescimento 6sseo € em alguns casos sdo soliveis permitindo a reabsor¢ao
pelo organismo e com isso permitindo que o novo osso substitua o implante (LEGEROS;
LEGEROS, 2008). As primeiras citacdes do uso dos fosfatos de calcio com a finalidade de
implante datam de 1920 (ALBEE, 1920) com aplicagdes em coelhos, depois de cerca de 50
anos esse material passou a ser utilizado na odontologia para os defeitos periodontais e

substitui¢ao de raizes dentdrias (DENISSEN; GROOT, 1979; BERRY, 1967).

Contudo, a utilizacdo dos fosfatos de calcio ¢ limitada em funcdo de apresentarem
normalmente baixa resisténcia mecanica, que pode ser causada em funcao das variagdes dos

fosfatos de calcio, por exemplo em fun¢ao de micro porosidades, impurezas, temperatura de
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sinterizagdo, metodologia de compactagdo, e tamanhos de particulas podem influenciar
diretamente na diminui¢do da resisténcia mecanica (DOROZHKIN, 2010), mas ndo somente
1sso, a relagao Ca/P também tem influéncia na resisténcia mecanica, na qual o valor maximo ¢

alcancado para a hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P = 1,67) (SUCHANEK et al., 1997).

Apesar das limitagdes das propriedades mecanicas, as aplicagdes clinicas dos fosfatos
de célcio apresentam diversas vantagens, como por exemplo a bioatividade, a osteointegracao,
a osteoconducao, e ainda por serem reabsorviveis (ELTOM et al., 2019; LEVENTOURI, 2006;
MICULESCU et al., 2018; MONDAL et al, 2016; SZCZES et al., 2017
VIJAYAVENKATARAMAN et al., 2018). Nenhum implante ¢ totalmente inerte (apresentam
e/ ou induzem a alguma resposta fisiologica), seja pela formagdo de uma capa fibrosa envoltoria
ou participando ativamente nos processos fisioloégicos (GINEBRA et al., 2006), e as respostas
dos organismos ao implantes de fosfato de célcio dependem da composi¢do e estrutura; por
exemplo, um implante de HA densa ¢ considerado inerte, pois permanece intacto por,
aproximadamente, um periodo de cinco a sete anos, dependendo do local e solicitagdes sofridas
pelo implante; por outro lado um implante poroso de mesma composi¢do seria absorvido pelo

organismo em um periodo de, no maximo, um ano (CARDOSO, 2010).

2.3.1 Classificacao e estrutura cristalina dos fosfatos de célcio

Os fosfatos de calcio podem ser classificados em trés grandes grupos como apresentado

a seguir:

- Apatitas (Cai0(PO4)sX2) — que incluem derivados da HA (X=0OH"), da flourapatita
(X=F"), os relacionados como fosfato octacalcio (Cag(HPO4)2(PO4)s+.5H20) e o fosfato
tetracalcio (Cas(PO4)20);

- Glaseritas — todos os polimorfos dos fosfatos tricalcico (Caz(POa)2);

- Ca-PO4 — brushita (CaHPO4.2H>0), monetita (CaHPO4) e o fosfato monocélcico
(Ca(H2PO4)2(H20) (Mathew, 2001).

Estruturas cristalinas das apatitas apresentam uma maior estabilidade térmica, com

formula geral do tipo M10o(XO4)sY2, que permite uma infinidade de combinagdes, alteracdes e
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substituicdes em seu reticulado e serd objeto de estudo nesse trabalho, apresentando como

destaque as estruturas cristalinas das apatitas em especial a HA, mais bem na se¢do 2.4.

Outro destaque ¢ dado as glaseritas ou fosfato de tricdlcio que apresentam quatro formas
estaveis associadas a intervalos de temperatura, sendo: a-TCP estavel entre 1120°C e 1470°C;
a’-TCP estavel apenas acima de 1470°C; B-TCP estavel abaixo de 1120°C e B’-TCP estavel
apenas em elevadas pressoes (NURSE; WELCH; GUTT, 1956; WELCH, 1959).

Objeto de interesse nesse estudo, o a-TCP tem estrutura cristalina na forma monoclinica
(P21/a, com a=12,887(2)A, b=27,280(4) A e c=15,219(2)A, p=126,20° e Z=34), o arranjo dessa
estrutura ¢ também denominado pseudo hexagonal, por possuir colunas distorcidas de cations
e anions em sua linearidade (MATHEW et al., 1977); enquanto o B-TCP tem estrutura
romboédrica (R3¢ com a=10,439(1)A, ¢=37,37A e Z=21) (DICKENS et al., 1974). A principal
diferenca estrutural entre o a-TCP e o B-TCP estd no fato desse ultimo ndo apresentar colunas

do tipo cation-cation (DICKENS et al., 1974; MATHEW, 2001).

2.3.2 Fosfato tricalcico

O fosfato tricdlcico mais conhecido e de facil obtengdo ¢ o B-TCP, que possui
propriedades semelhantes as calcificagdes encontradas em célculos patologicos (LEGEROS;
LEGEROS, 2008); destaca-se que o B-TCP comumente apresenta substitui¢do de cations de Ca
por Mg. A presenga do elemento Mg proporciona melhorias nas propriedades mecanicas do f3-
TCP, além de um aumento na transformagdo da fase B — o nos fosfatos tricalcicos
(temperaturas acima de 1400°C); por outro lado, quando se deseja a formacgdo do a-TCP, a
presenca do Mg dificulta a sintese desse elemento formando quase sempre uma mistura das

fases f+a (DILWORTH et al., 2008; RAMOS et al., 2009).

Dentre as muitas formas de obtencao dos fosfatos tricalcicos, o método mais simples e
econdmico ¢ a reacao por estado solido partindo da utilizagdo do carbonato de calcio (CaCOs3)
e monetita (CaHPO4), que em fun¢do de diferentes processos e temperaturas formam as fases
B e a. A utilizagdo do B-TCP como substituto 6sseo na forma de pd ou de blocos porosos

remonta desde o inicio dos anos 2000 (JINLONG et al., 2001).
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2.4 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita e materiais derivados dela tém sido utilizados hé séculos em diversos
campos como por exemplo: biologia, quimica, geologia e medicina. O primeiro estudo para a
determinagdo da composicao do fosfato de célcio (CaP) (tipo de HA) por anélise quimica foi
realizado por Berzelius na primeira metade do século X VIII; na sequéncia, Hausen sugeriu que
existem diferentes fases do cristal CaP chamadas coletivamente de apatita (RAHMAN, 2020).

A hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) ¢ considerada o modelo estrutural para a fase
mineral do osso e mostra imperfei¢des, diferenciando-se da HA (que nao apresenta o grupo
hidroxila) encontrada nos minerais das rochas. Os ions da superficie do cristal sdo hidratados,
0 que gera uma camada de agua e ions denominada capa de hidratacado, facilitando a troca de
ions entre o cristal e o liquido intersticial.

O grupo hidroxila (OH) pode ser substituido por fluoreto, cloreto ou carbonato para
formar HA substituido por cloroapatita, fluoroapatita e carbonato. Além disso, a HA ¢ o sal
CaP mais estavel ao efeito do pH na faixa de 4,0 a 12 a temperatura ambiente (RAHMAN,
2020). E também o mineral mais abundante do corpo, formando os tecidos 6sseos, onde a HA
representa cerca de 70% e os 30% restantes de colageno, em peso 50% (GHASSEMI et al.,
2018). E a HA que confere rigidez aos dentes e 0ssos. A HA tem sido amplamente estudada na
engenharia de tecidos Osseos, cartilagens e tecidos dentdrios, devido as suas propriedades
biomiméticas. E um composto de enorme consideragio em produtos farmacéuticos, catalise e
materiais biocompativeis. Além da sua biocompatibilidade, a HA tem excelente desempenhos
biologico, além de propriedades mecanicas como caracteristicas vantajosas para utiliza¢dao na

ortopedia e odontologia (WANG et al., 2019).

2.5 Estrutura cristalina da hidroxiapatita

Entende-se por estrutura cristalina o arranjo de um conjunto de 4tomos periodicamente
distribuidos no espago formando assim uma rede. Uma célula unitaria pode ser descrita através
de um total de trés vetores nao coplanares, uma vez que a célula unitaria ¢ o paralelogramo
gerado pela propagacdo (translacdo) em uma, duas ou trés dimensdes independentemente.

Sendo assim, tais vetores denominados &, b e ¢ coincidem com as arestas da célula unitaria, as
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quais, além dessas distancias, sdo definidas por mais trés pardmetros, que sdo os angulos
contidos entre esses vetores, denominados: a, f ¢ Y (PECHARSKY, 2008).

A descrigao completa da estrutura cristalina ndo ¢ determinada somente pela geometria
da célula unitaria, mas também pela distribuicdo dos atomos na estrutura. O contetido da célula
unitaria pode ser estabelecido pela sua unidade assimétrica, utilizando uma combinagdo de
diversos operadores de simetria que estdo presentes na célula unitdria, tais como: rotagao,
inversao, reflexao, deslizamento, eixo de inversdo, eixo helicoidal e eixo giroide
(PECHARSKY, 2008).

A estrutura da hidroxiapatita foi publicada quase simultaneamente por Naray-Szabo,
(1930) e Mehmel, (1930) em 1930. Possui uma estrutura hexagonal com um grupo espacial
P63/m e dimensdes celulares a = b = 9.42A, ¢ = 6,88A, onde P63/m se refere a um grupo
espacial com um eixo de simetria seis vezes maior com uma hélice triplice e um plano
espelhado, possui uma relagao Ca/P estequiométrica exata de 1,67 (E1 YACOUBI etal., 2017);
sendo essa uma das bioceramicas mais importantes utlizadas em aplicagdes odontoldgicas e
cirurgias ortopédicas.

A composi¢dao quimica da HA, Caio(PO4)s(OH)2, ¢ como o componente mineral do
tecido dsseo, embora existam diferengas cristalino-quimicas e microestruturais importantes,
dependendo do método de sintese. Os ions OH e quatro ions Ca*" nos sitios Ca(1) estdo ao
longo de colunas paralelas ao eixo c. O OH esté localizado ao longo do eixo c e a direcao da
ligacdo O-H ¢ paralela a ele, sem ultrapassar os planos do espelho em z = 1/4 e 3/4. Os seis ions
Ca?" restantes, posicionados nos locais Ca(2), estio associados aos dois grupos OH™ na célula
unitaria, onde formam tridngulos perpendiculares ao OH". Os tetraedros de fosfato formam a
unidade estrutural bésica restante da HA, como pode ser verificado na figura 4. O
comportamento bioativo da HA estequiométrica pode ser melhorado com a introducao de
substitui¢des nos sublatidos catidnicos e anionicos. Os cations podem exibir o mesmo estado
de oxidacdo que Ca?", como estroncio (St?%), Pb**, magnésio (Mg?") etc, e Anions com 0 mesmo
estado de oxidacdo que o grupo hidroxila (OH’), como fluoreto (F’) ou cloreto (CI). As
substitui¢oes 10nicas com diferentes estados de oxidacdo também siao muito comuns ¢
desempenham um papel importante nas propriedades quimicas, estruturais e microestruturais.
No caso da HA carbonatada do tipo B, cations de valéncia tnica (Na® ou K') sdo
frequentemente incorporados nas posi¢des Ca’>* para manter o equilibrio elétrico (ARCOS;

VALLET-REGI, 2020).
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Figura 4 - Célula hexagonal da unidade HA no grupo espacial P63/m. Azul: Ca(1), verde:
Ca(2), lilas: P, vermelho: O1, laranja: O2, amarelo: O3, preto e branco: (OH)".
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Fonte: CAMARGO et al. (2018).

2.6 Difratometria de Raios-X

O principal método usado no estudo dos sélidos de Bravais ¢ a difratometria de raios X
(XRD), uma técnica nao destrutiva para analisar estruturas que exibem algum grau de
regularidade ou cristalinidade. Estruturas cristalinas, como a hexagonal da HA, sao formadas
de diversas células unitarias. Devido a periodicidade das células unitérias, ha repetidos planos
compostos de a&tomos com diferentes espacos interplanares, cuja densidade eletronica causa o

espalhamento dos raios X (KOHLI et al., 2002; ZHENG et al., 2004; ZHENG et al., 2003).

Os picos de Bragg vistos na difracdo de raios X contém informagdes sobre estruturas de
cristal em escala atdmica, incluindo a orientagcdo da estrutura cristalina. A XRD permite reunir
informacdes sobre a presenga e concentracdo de diferentes materiais, bem como sua morfologia
nas micro e nanoescalas. Esses fatos tornaram a XRD a técnica incontestavel para resolver
estruturas cristalinas e determinar como os materiais respondem a varios estimulos externos em
condicoes in situ. A XRD nao ¢ destrutiva, diferente de outras técnicas relevantes, como a
microscopia eletronica de transmissao (TEM) ou a microscopia eletronica de varredura (SEM),
que exigem o corte destrutivo da amostra. Amostras fosseis foram previamente estudadas com
XRD, porém limitadas a difragdo de pd, o que ndo permite obter informacdes espacialmente

resolvidas sobre a concentragio mineral nem a orientagdo dos cristalitos (MURER et al., 2018).
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A reconstru¢do tomografica por difragdo ou raios-X espalhados tem sido cada vez mais
utilizada para estudar e materiais inorganicos. O contraste na maioria dos conjuntos de dados
de tomografia computadorizada (TC) depende de diferencas na absorcao de raios-X (MARIE;
WITHERS, 2014). Além de serem absorvidos, os raios X também sdo refratados nas amostras,
e as diferengas no indice de refracdo de raios X podem ser a entrada para a TC (PFEIFFER et
al., 2013). Essas reconstrugdes de contraste de fase sdo uteis para diferenciar tipos de tecidos
moles ou materiais com caracteristicas de absor¢cao muito semelhantes. No caso de difracao, o
uso da intensidade de diferentes picos de ikl permite que a distribuicdo espacial das fases
cristalograficas seja determinada de forma ndo invasiva no interior de uma amostra (FReLICH

etal., 2016).

As mais diversas aplicacdes da HA de fontes biologicas (humana, bovina e suina), em
especial a engenharia de tecidos, associadas ao crescente interesse por namomateriais tem
despertado grande desenvolvimento de estudos. A estrutura desses materiais biogénicos foi
estudada por difracao de raios X, contudo ainda existe um problema na interpretacao de seus
padrdes em relagdo a forma e largura da hidroxiapatita biogénica bruta e incinerada que ¢
comumente usada em aplicagdes clinicas. Essa ma interpretacdo pode limitar seus usos
potenciais. Estd bem estabelecido que as fontes biogénicas acima mencionadas sao formadas
por nanocristais de HA que contém elementos menores como Mg, Na, S e K. Mesmo com a
presenca desses ions, os padrdes de XRD da fase mineral dssea bruta quase exibem as mesmas
posi¢des que as da hidroxiapatita sintética. Porém, os picos das hidroxiapatitas biogénicas sao
menos nitidos e amplos, o que ¢ atribuido ao pequeno tamanho dos cristais (LONDONO-

RESTREPO et al., 2019).

2.7 Aplicagodes da hidroxiapatita

Durante décadas, a pesquisa em biomateriais se concentrou na sintese das bioceramicas
para aplicacdo em ortopedia e odontologia. Os resultados indicam que elas possuem afinidade
bioldgica e atividade relacionada aos tecidos hospedeiros circundantes quando implantados.
(ESLAMI et al., 2018).

A aplicagdo da HA abrange todas as areas do esqueleto, incluindo fusdo espinhal,
reconstru¢do craniomaxilofacial, tratamento de defeito oOsseo, tratamento de fraturas,

substituicdo total da articulacdo (aumento 6sseo) e cirurgias de revisdo (BEST et al., 2008);
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devido a sua propriedade bioativa, a HA ¢ aplicada para recobrimento de implantes metalicos
permitindo uma ligagdo direta do osso com o implante. Além da area médica, a HA ¢ muito
utilizada na area odontoldgica como enxerto 6sseo em casos de perda dssea, ja que possibilita
o crescimento de um novo tecido 0sseo, e também para correcdes € ganho de volume com
finalidade estética.

O desenvolvimento das varias areas de utilizacdo da HA em um periodo relativamente
curto proporcionou o surgimento de diversas técnicas de deposi¢do em implantes, como ion
sputtering, plasma spray, sol-gel, eletrolitico, biomimético, entre outras. Investigacdes recentes
dos métodos de preparacio de HA para vdarias aplicagdes biomédicas, ou seja, como
preenchimentos 0sseos e scaffolds de engenharia de tecidos, reparacdo de revestimento de
implantes e sistemas de administracdo de medicamentos (SZCZES et al., 2017). Essa vasta
aplicagdo da HA proporcionou a comercializacdo na forma de granulos, blocos porosos e
cilindros porosos.

A HA de alta pureza tem sido amplamente investigada por cirurgides e engenheiros para
uso no reparo de tecidos duros. A HA ndo ¢ apenas altamente biocompativel, mas também nao-
toxico e osteocondutor. Estudando os processos de ligacao da HA e do osso, JARCHO et al.
(1976) descobriram que, por crescimento epitaxial, a HA formou uma forte ligacdo quimica
com o tecido 0sseo, conhecida como osseointegragdo. Em aplicacdes clinicas, o objetivo
principal ¢ que a HA implantada se funda gradualmente com o osso natural, para isso ¢
necessaria integragao e reticulacao na interface entre o implante e o osso natural e os scaffolds
de HA tém a boa porosidade necessaria para isso. Recentemente, muita atengdo tem sido dada
a pesquisa e desenvolvimento de cerdmicas porosas de HA, que s3o determinadas

fundamentalmente pelas caracteristicas do tecido 6sseo (WEN et al., 2017).

2.8 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo ¢ uma estrutura rigida que tem por fungdo: promover a estabilidade
estrutural ao corpo; proteger Orgdos vitais; proporcionar apoio aos musculos esqueléticos;
regular o armazenamento de minerais e o pH do sangue. O tecido 6sseo participa de forma ativa
na geracao de células sanguineas e mantém a homeostase (FAROKHI et al., 2016).

O tecido 6sseo ¢ composto por duas fases: inorganica (mineral) e organica. A fase

organica ¢ composta majoritariamente por uma proteina denominada colageno (90 a 95%) e o
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restante por proteinas niao colagénicas (osteocalcina, osteonectina, osteopontina, hialuronano,
sialoproteina 6ssea e proteoglicanos) (BHATTACHARIJEE et al., 2017).

A fase inorganica é composta por ions de Ca?" e (PO4)*" formando entdio os cristais de
HA (Caio(POs4)s(OH)2), os quais t€ém a capacidade de fazer substitui¢des dos ions na estrutura
cristalina, armazenando ou liberando-os de maneira controlada de forma a manter a
concentragdo desses importantes ions nos liquidos corporais (KAWACHI et al., 2000). Com
essas possiveis substituigdes, podem fazer parte da composicdo da matriz déssea outros ions
como: magnésio (Mg?"), potassio (K'), sodio (Na), estroncio (Sr**), hidrogenofosfato
((HPO4)*), bicarbonato ((HCO3)"), cloreto (CI°), fluoreto (F-), carbonato (CO3) além do citrato
((C6Hs07)*). As alteracdes nos ossos podem acontecer rapidamente (dias), devido & saida ou
absor¢do de sais minerais, ou lentamente (meses ou anos), devido a acdo dos osteclastos. Na
ocorréncia de uma eventual descalcificacdo, o osso mantém sua forma original, contudo torna-
se extremamente flexivel, enquanto a retirada do coldgeno o torna extremamente fragil. As
nanoparticulas de HA nas fibras de colageno atuam como agentes de refor¢co ao regular
positivamente a sintese de fosfatase alcalina nos ossos, conferindo ao osso sua notavel forca
(SWETHA et al., 2010) e o tamanho nanométrico da HA ¢ critico para a proliferacao favoravel
de células 6sseas na matriz 6ssea (VENUGOPAL et al., 2010).

Os ossos também tém a fungdo de ser reservatorio de calcio (Ca), fosfato e outros ions;
a HA de origem bioldgica, a propor¢ao de calcio para fosforo (P) ¢ de 1,67 (Du et al., 2009),
relagdo esta que precisa ser transcrita na HA fabricada artificialmente para alcangar a resposta
biologica adequada, solubilidade e mecanossensibilidade.

Os cristais de hidroxiapatita estdo alocados ao longo do comprimento das fibras de
colageno, de modo que cerca de 2/3 da massa do osso ou 50% do volume sdo hidroxiapatita
(VALLET-REGI; GONZALEZ-CALBET, 2004).

A estrutura ossea esta dividida em duas categorias: cortical e trabecular. O osso cortical
¢ um o0sso compacto com vasos sanguineos e ostedcitos; enquanto o 0sso trabecular contém
poros de tamanhos variaveis preenchidos com medula ¢ssea ou gordura.

Os osteocitos estdo presentes nos espagos compactados dos sistemas haversianos
(ostednios) do osso cortical, chamados lacunas. Enquanto o empacotamento apertado do
sistema haversiano da a impressdo de uma massa solida; os canais haversianos possuem vasos
sanguineos que correm paralelos ao longo eixo do osso.

Os vasos sanguineos se interconectam através de canais perfurantes entre si na
superficie O0ssea. No entanto, o osso trabecular ¢ constituido por trabéculas e cavidades

contendo medula 6ssea vermelha; ndo ha sistema haversiano. Em vez de um canal haversiano
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central, os canais interconectam as cavidades vizinhas para receber seu suprimento sanguineo.
O arranjo das trabéculas nao ¢ aleatorio sendo que sua precisa organizagdo fornece resisténcia
maxima a esta estrutura “granulada” (BHATTACHARIEE et al., 2017). A estrutura do tecido
o0sseo completa e detalhes da estrutura Ossea somente da parte cortical do osso estdo

apresentadas na figura 5.

Figura 5 - Esquema ilustrativo da estrutura do tecido dsseo.
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A funcao normal do osso pode ser prejudicada por muitas lesdes traumaticas e alguns
disturbios patologicos, como osteoartrite, osteoporose, osteogénese imperfeita e doenga de
Paget. Essas falhas de funcionamento causam fraturas 6sseas, deformacdo 6ssea, dor intensa
que geram perda de mobilidade. Embora o osso tenha capacidade de auto-reparo, o tratamento
de grandes defeitos Osseos permanece desafiador e com sucesso limitado devido a estrutura
complicada do osso sendo que a solugdo se da através do enxerto.

Um enxerto 6sseo ¢ um material implantado, usado isoladamente ou em combinagdo
com outros materiais, que promove a cicatrizacdo Ossea através da osteoinducio,
osteoconducao e osteogénese. A viabilidade do tecido, tamanho do defeito, tamanho do enxerto,
forma e volume, propriedades biomecanicas, manuseio do enxerto e custo sao apenas alguns
dos fatores que influenciam a sele¢do de um enxerto 6sseo ideal. Isso pode estar na forma de
um autoenxerto (colhido do paciente), um aloenxerto ou xenoenxerto (obtido de um doador ou
animal) ou o uso de um substituto sintético ou biomaterial modificado. Mais de dois milhdes

de enxertos 6sseos sao realizados por ano (TANG et al., 2016).
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O padrao ouro de reparo 6sseo de grandes defeitos ¢ através do autoenxerto, mas o uso
desse método tem muitas restri¢cdes, incluindo regides doadoras 6sseas limitadas, morbidade do
local doador, necessidade da segunda cirurgia e taxas de falha de até 50% para locais
especificos. Muitas novas estratégias foram desenvolvidas para superar as limitagdes acima

mencionadas (FAROKHI et al., 2016).

2.9 Remodelamento 6sseo

A remodelacdo 6ssea ocorre ao longo da vida e fornece a renovagdo 0ssea necessaria
para adaptar a estrutura e a arquitetura do tecido Osseo ao seu ambiente mecanico. Uma
remodelagao que seja harmoniosa € vital para manter as caracteristicas bioldgicas e mecanicas
do osso saudavel (BALA et al., 2013).

Durante as atividades fisiologicas didrias, o osso ¢ submetido constantemente a
diferentes e repetitivas cargas de fadiga, que podem ser representadas por uma simples
caminhada até esfor¢os mais severos como a corrida de uma ultra maratona; quando
eventualmente as cargas ultrapassam um certo nivel de tensdo ou estresse, danos sao induzidos
no tecido 6sseo. A presenga de tais danos causa uma redu¢ao nas propriedades mecanicas do
material 6sseo, como rigidez e resisténcia, devido a formag¢ao de microfissuras. A mesma
situagdo de remodelamento dsseo continuo em varios locais a0 mesmo tempo se aplica aos
processos de crescimento, refor¢o e reabsor¢ao que ocorrem em situacdes didrias (GODA;
GANGHOFFER, 2018).

O osso também ¢ capaz de adaptar suas propriedades mecanicas aos diversos ambientes
mecanicos e fisiologicos aos quais estd sendo submetido; nesse sentido, a andlise da
remodelagdo dssea, considerando fadiga e dano 6sseo ¢ uma questdo importante na biomecanica
(GODA; GANGHOFFER, 2018).

No ciclo de remodelagdo Ossea, os osteoclastos que sdo células de origem
hematopoiética desempenham um papel crucial, esses tipos de células maduras reabsorvem os
ossos e aderem firmemente a superficie 6ssea na zona de vedagao, dissolvendo os componentes
inorganicos e organicos da matriz dssea e secretando protons e enzimas. Essa fase de reabsor¢ao
inicializa a remodelagdo Ossea e, portanto, determina as areas 6sseas que serdo substituidas,

como pode ser verificado na figura 6.
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Figura 6 - Esquema ilustrativo do remodelamento dsseo.
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Fonte: Adaptado de Kapinas; Delany (2011).

Outro aspecto importante associado ao remodelamento dsseo, € por conseguinte, a
atividade osteoclastica esta no fato de que uma acdo prejudicada dessas células incorre em
muitas doencas Osseas, como a osteoporose € a osteogénese imperfeita, sendo entdo, os
osteoclastos alvos do desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos as doencas
anteriormente citadas (DRAKE et al., 2015; LI et al., 2017; PIEMONTESE et al., 2017). Além
da associacao as doengas, a reabsorcao € um parametro essencial na formulacao de biomateriais
com melhor desempenho, cuja bioabsorvibilidade deve ser controlada (DETSCH;
BOCCACCINI, 2014).

O comportamento dos osteoclastos (adesdo, atividade) varia de acordo com a natureza
dos substratos que sao classificados em sintéticos e naturais; no caso dos substratos sintéticos,
a atividade osteoclastica varia de acordo com a composi¢do, a rugosidade e o tamanho dos
cristais de hidroxiapatita. Em relacdo aos substratos naturais, cada um tem sua propria
composi¢ao e microestrutura; como por exemplo € o caso da dentina que possui uma estrutura
tubular, enquanto o osso bovino ¢ plexiforme (em forma de rede). Essas diferengas nas
caracteristicas e organizacao das microestruturas do material predispdem a serem mais ou
menos reabsorvidas, sugerindo que a fungdo intracelular dos osteoclastos ¢ modulada pelo

suporte (capacidade de adesdo - eficiéncia enzimatica) (PERNELLE et al., 2017).

2.10 Engenharia de tecidos 6sseos

A engenharia de tecidos ¢ uma combinagdo do uso de principios quimicos, biolégicos e
de engenharia com o proposito de recuperar tecidos vivos com a utilizagdo de biomateriais,

células e fatores de crescimento (KUMAR et al., 2016), de tal forma que a aplicagdo ¢
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normalmente classificada em trés grupos: distribui¢cao de drogas baseada em scaffolds (estrutura
de tecido 3D) e/ou moléculas sinalizadoras, implantacao de scaffolds e inje¢ao direta de células
no tecido de interesse (KUMAR et al., 2017).

Dentre as oportunidades de utilizagdo clinica da engenharia de tecidos 0sseos estdo: o
tratamento de tecidos esqueléticos traumatizados ou doentes pelo uso deliberado de processos
celulares ou bioldgicos; as fraturas dsseas e distirbios causados por traumas ou doencgas, como,
por exemplo, tumores e osteoporose (ARCIOLA et al., 2012).

Para a garantia, sob carga, de que o implante 6sseo possua estabilidade, ¢ necessario que
suas propriedades mecanicas sejam semelhantes a do osso; para as aplicagdes em humanos ¢
importante que, por exemplo, a resisténcia a compressdo desse implante seja da ordem de,
aproximadamente, 170-193 MPa e 7-10 MPa para ossos corticais € esponjosos, respectivamente
(CHEVALIER; GREMILLARD, 2009); além disso para que os implantes mais fracos possuam
estabilidade, ¢ comum que sejam utilizados dispositivos auxiliares metalicos como placas,

parafusos, pregos ou fixadores externos de carga (KUMAR; DEHIYA; SINDHU, 2018).

2.11 Scaffolds e métodos de obtencao

Os scaffolds tem por principal objetivo mimetizar o tecido de tal forma que possa
acontecer o crescimento tecidual nesse biomaterial e também tanto a adesdo quanto a
proliferacdo celular (DALAPICULA, et al., 2006; LANZA et al., 2020). Ainda para que o
implante seja o mais proximo possivel da realidade ¢ necessario que o scaffold possua uma
porosidade variavel ao longo de sua extensao e, dessa forma, permitir uma variacao de rigidez
através da estrutura, contudo ¢ importante ressaltar que as propriedades mecanicas associadas
aos scaffolds dependem de outros pardmetros como, por exemplo, arquitetura dos poros,

composi¢ao de fase e microestrutura (FAROOQ et al., 2012).

Portanto, um scaffold deve ter as seguintes caracteristicas para ser aplicado na
restauracdo de um osso danificado:

- Constituintes biocompativeis e biorreabsorviveis;

- Arquitetura que promova a formacao da estrutura de tecido anisotropico;

- Estrutura altamente porosa, que possibilite a fixa¢do celular, migrac¢do, crescimento
0sseo e vascularizacao;

- Rede de poros interconectados;

- Arquitetura porosa que pode absorver a energia de impacto;



55

- Implante com geometria e tamanho adequados para auxiliar na osseointegracao
(HENCH, 2006; KUMAR et al., 2017).

Thamaraiselvi e Rajeswari, (2004), inclusive, citam tamanhos de poros que devem ter
em fun¢do da formacao do tecido 6sseo que ¢ desejado, como, por exemplo, poros menores que
75 um para tecidos fibrosos; poros na faixa de 75-100 um para a formagao de tecidos com
ostedide ndo mineralizado e poros maiores que 200 um facilitam o aumento do crescimento
0sseo e vascularizagao.

Uma alternativa para o suprimento de implantes customizados e planejados ¢ através da
fabricacdo sintética de implantes 6sseos, os denominados scaffolds, que podem ser: scaffolds
porosos, scaffolds fibrosos, scaffolds de hidrogel, scaffolds de microesferas, scaffolds de
compostos e scaffolds acelulares. Dada a importancia do tipo de scaffold estéa atrelado ao fato
de que desempenham um papel inico no reparo € mais importante, a regeneracao de tecidos,
fornecendo uma plataforma adequada, permitindo o fornecimento essencial de varios fatores
associados a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células (CHAUDHARI et al.,
2016). A tabela 5 demonstra as vantagens, desvantagens e perspectivas futuras relacionadas os

diferentes tipos de scaffolds.
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Tabela 4 - Biomateriais para produgdo de scaffolds 3D juntamente com seus métodos de aplicagdo e fabricagdo comuns.

Classe Biomaterial Aplicacao Fabricacao
- Binder jetting / impressdo a jato de tinta
- Extrusao
- Estereolitografia
A (HA, B-TCP, o-TCP, ZrO2, TiO2, biovidro poroso, Aplicagdo ortodontica de - SLS ¢ FDM
Ceramicas . o . oo . - Gel com laser
silicato de calcio, sulfato de calcio, etc.) substitui¢do de tecido duro T . ,
- Réplica de esponja de polimero
- Lixiviacdo de sal
- Lixiviacdo de fase dupla
- Fundi¢do de gel
Proteinas (seda, colageno, gelatina, Aplicacgdo de tecido conjuntivo e - Impressao a jato de tinta
fibrinogénio, actina, queratina) duro - Agregacao de particulas
Polissacarideos (alginato, quitosana, Tecidos/6rgdos vivos - Micro moldagem
Natural celulose, dextrana, quitina, descelularizados; entrega de - Fotolitografia
glicosaminoglicano, acido hialurénico, drogas; tecido duro e mole em - Emulsificacdo
agarose) candidatos - Electrospinning
Polinucleotideos (DNA, RNA) Terapia de genes ) Crlf)-sgoell_lgﬁecla(;ao
Polimeros Degradavel (poliésteres, -SLA
poliortoésteres, polilactonas, Implantes de sistemas de entrega - SLS / SLM
policarbonatos, polianidridos, de drogas - EBM e FDM
polifosfazenos) - Polyjet
Sintético - Electrospinning
~ . - Separacao de fase
Ndo degradavel (PE, PTFE, PMMA, Implantes ortopédicos - Liofilizacdo

PAA, PU, poliéter, polissiloxanos)

- Espuma de gés
- Auto-montagem

Metais e ligas

(Co—Cr, Ti, Ti-6A1-4V, aco inoxidavel)

Aplicagdo ortopédica e
odontologica; audigao artificial

- SLM; SLS e EBM
- Metalurgia do po
- Espuma a véacuo
- Solidificagdo direcional

Compositos

Misturas de polimeros e ceramicas / metais

Aplicagdo ortopédica e
odontologica

- Fabricagdo de base téxtil
- LOM; FDM e SLA
- Método de liofilizagdo

Fonte: Adaptado de Nikolova e Chavali (2019)
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Scaffold

Vantagem

Desvantagem

Perspectivas futuras

Poroso

A alta porosidade fornece um ambiente adequado para a
secrecao da matriz extracelular e o fornecimento de
nutrientes as células. Tamanhos de poros especificos
para os tipos de células evitam o agrupamento das
células, evitando assim a formac¢do de centros
necroticos.

A natureza porosa limita a distribui¢do
homogénea das células.
Diferentes tamanhos de poros sdo
necessarios para os tipos especificos de
células e, portanto, consomem muito tempo

E necessaria uma melhoria na
conectividade dos poros e, portanto, na
estrutura dos scaffolds.

Fibroso

A estrutura altamente microporosa ¢ mais adequada
para a adesdo, proliferagdo e diferenciacado celular.
Resposta inflamatodria baixa
apos a implantacao.

A funcionalizago da superficie é
necessaria para criar as nanofibras desses
scaffolds.

Drogas e moléculas bioldgicas, como
proteinas, podem ser incorporados em
scaffolds fibrosos para aplicagdes de
liberagdo.

Hidrogel

Altamente biocompativel e com taxa de biodegradagéo
controlada.

Resisténcia mecanica limitada devido a
estruturas moles.

O comportamento de degradacdo dos
hidrogéis e a durabilidade devem ser bem
definidos. Hidrogéis que incorporam
fatores de crescimento para facilitar a
diferencia¢ao celular

Microesferas

Facilmente fabricado com caracteristicas fisicas
controladas adequadas para administracdo lenta ou
rapida de medicamentos. Fornece propriedades
aprimoradas de migracédo ¢ fixacdo de células.

Os métodos de sinterizacdo de microesferas
as vezes nao sdo compativeis com as
células e reduzem a viabilidade celular.

Esses scaffolds podem ser usados como
um veiculo de entrega especifico para os
medicamentos, como antibidticos,
anticancer, etc.

Compostos

Altamente biodegradavel e oferece resisténcia
mecanica. Maior capacidade de absorcao.

Subprodutos acidos sdo gerados apds a
degradagdo. M4 afinidade celular.

Compdsitos nanoceramicos e poliméricos
com degradacdo mais rapida estdo sendo
desenvolvidos.

Acelulares

A secrecdo da matriz extracelular nativa € retida e,
portanto, as caracteristicas anatdmicas normais sao
mantidas. Menor resposta inflamatoria e imunologica
com maior resisténcia mecanica.

A descelularizagdo incompleta ¢ necessaria
para evitar respostas imunologicas.

Esses scaffolds prometem desenvolver
orgaos artificiais.

Fonte: Adaptado de Chaudhari et al., (2016).
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A fabricacdo de scaffolds desenhados para situagdes especificas ndo ¢ simples e dentre
as alternativas a manufatura aditiva tem se apresentado como uma boa alternativa para processo
de fabricagdo dos scaffolds, em fun¢do da possibilidade de producao de modelos e prototipos
que conseguem atender as diversas caracteristicas de um scaffold. Baseada na norma ASTM
F2792-12a (ISO/ASTM 512900:2015, 2015), a MA esta dividida em sete categorias que sao
elas: fotopolimerizagdo em cuba, laminag¢ao de folha, jato aglutinante, jato de material, extrusao
de material, deposi¢ao de energia direta e fusdo em leito de p6. Dependendo das aplicagoes,
varias tecnologias de manufatura aditiva estdo disponiveis e cada técnica tem vantagens
especificas; nesse trabalho o processo de fabricagdo através de fotopolimerizagao em cuba que
sera utilizado para a fabricacdo de protdtipos e pecas e serd discutido mais adiante (DE AZA et
al., 2007; HENCH, 1991; BLACK, 2000), em associac¢ao a fotopolimerizacao em cuba um dos
parametros de fabricacao dos scaffolds ¢ a espessura de camada onde ¢ possivel a obtencao de
camadas com 100 pm (KUMAR; DEHIYA; SINDHU, 2018).

A selecdo da técnica de producdo dos scaffolds depende dos requisitos especificos,
material e da limitacdo da maquina; cada biomaterial possui diferentes propriedades quimicas,
fisicas e mecanicas, além da capacidade de processamento e controle das formas geométricas,
na tabela 4 ¢ apresentado um resumo a partir das classes de biomateriais ja explanadas
anteriormente, em conjunto com os métodos de producdo e aplicacdo dos scaffolds

(NIKOLOVA; CHAVALL 2019).

2.12 Tomografia computadorizada e micro tomografia computadorizada

Outro aspecto relevante na fabricacdo de scaffolds se refere a aquisicdo de imagem ou
padrao estrutural e, neste sentido, a fonte natural para o mimetismo ¢ sempre uma alternativa
altamente elencavel. As técnicas de ressonancia magnética (RM) e também da tomografia
computadorizada (TC) através do diagnostico radioldgico fornecem imagens médicas precisas
e ndo invasiva, sendo que as informagdes contidas em uma imagem tridimensional de alta
resolucdo pode ser obtida no momento de uma unica pausa na respiracdo (RENGIER et al.,
2010).

As técnicas de RM e TC tém auxiliado e permitido que ocorram planejamentos pré-
operatorios mais precisos nas mais diversas modalidades clinicas, desde cirurgias plasticas até

reconstrutivas e, consequentemente, reduzindo o comprimento operatorio; por outro lado a
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interpretacao dos dados de varredura de uma TC exibidos na tela de um computador (2D) e
correlaciona-los com situagdes operatorias causa relativa dificuldade; nesse sentido a
introducao da MA associada a bioimpressao tem se mostrado de grande utilidade (CHAE et al.,

2015; DAWOOD et al., 2015; RENGIER et al., 2010).

A primeira técnica de MA adaptada a aplicacao médica foi a estereolitografia, sendo
constatado que os biomodelos obtidos a partir de TC permitem um feedback excelente, por ser
capaz de representar detalhes anatdmicos com precisao, permitindo que fornegam informagdes
espaciais superiores do que uma visualizacdo 3D na tela do computador. O mapeamento
oriundo de varreduras de TC mapeiam com precisdo a anatomia dssea € vascular e sdo
considerados um “padrao ouro” em MA aplicados a medicina (CHAE et al., 2015; RENGIER
et al., 2010).

Embora os biomodelos impressos a partir de TC tenham sido utilizados para o
planejamento cirurgico, odontologia e at¢ mesmo em educagdo anatdmica, algumas limitagdes
acabam ocorrendo em funcao da aquisi¢do da imagem que, por sua vez, impossibilita uma ideal
reprodu¢ao do modelo impresso. Para sanar esse problema, uma nova modalidade tem sido
aplicada na obtencao de imagens, que ¢ denominada micro-CT (M-CT), que fornece a obtengao
de dados de alta resolu¢ao (400—600 pum), com espessuras de corte menores que 1 um.
(RENGIER et al., 2010; SHELMERDINE et al., 2018). A melhora na obtencdo de dados
permite que sejam impressos de forma adequada trabeculagdes Osseas, canais vasculares e
relagdes especificas do tipo de célula em estudo (SHELMERDINE et al., 2018; TESAROVA
et al., 2016).

2.13 Manufatura aditiva

As primeiras mengdes a manufatura em camadas datam da década de 1860,
principalmente na forma de patentes e nos desenvolvimentos tecnoldgicos relacionados a:
fotoescultura, topografia e deposicao de materiais. As tecnologias relativas a manufatura aditiva
datadas até 1984 ndo tiveram forte comercializagdo muito em funcdo da interface com
computadores que exigiam o conhecimento de linguagens de programac¢do ainda ndo tdo
disponiveis na época, como por exemplo, o caso dos computadores da International Business

Machines Corporation, EUA (IBM); a partir da introdugdo dos computadores pessoais, como
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por exemplo o Apple Macintosh (PC), que possuia uma interface grafica simples e também
intuitiva, a aplicagdo de manufatura aditiva teve um primeiro impulso. (TUFAIL et al., 2020).

Ao longo dos anos o termo prototipagem rapida (PR) foi diretamente associado a MA;
sendo que a PR ¢ aplicada a uma variedade de industrias para descrever um processo para criar
rapidamente uma representacao de um sistema ou parte, antes da liberacdo ou comercializagao
final, ou seja, criacdo de algo rapidamente, cuja saida seja um prototipo ou modelo basico;
entretanto, os usuarios da tecnologia de PR verificaram que a aplicagdo desse termo ¢
inadequado para os casos em que a producao esta muito mais proxima do produto final, esta
também associado a utilizagdo errada do termo PR o fato de ignorar o principio basico da MA
desenvolver pegas a partir de uma abordagem aditiva do material (GIBSON et al., 2015).

Um Comité Técnico formado por membros da ASTM International concordou que nova
terminologia deveria ser adotada (GIBSON et al., 2015) e entdo, segundo a ISO/ASTM, MA ¢
o processo de adicdo de material para fazer pegas a partir de dados de um modelo 3D,
usualmente camada apds camada (ISO/ASTM 512900:2015, 2015). As etapas que envolvem o

desenvolvimento de produtos fazendo uso da MA estao representadas na figura 7.

Figura 7 — Fluxograma para impressao em AM.

Conceito de Design CAD ou CT anversao para
design da peca artigo formato STL
Processo de Setup da
impressio impressora 3D

[ Aplicagdes ]

Fonte: Adaptado de Gu et al. (2016)

Transferéncia par
impressora 3D

Dentre as principais vantagens da MA estao:
- Habilidade de fabricar pegas complexas;
- Liberdade de projeto;

- Possibilidade de personalizagdo em massa;
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- Minimizac¢ao de residuos.

E os desafios para MA sdo:

- Formacao de vazios,

- Comportamento anisotrépico (relacionado a dependéncia da construgdo de camadas);

- Qualidade superficial;

- Aparéncia das camadas na pega final (KELLY et al., 2019; NGO et al., 2018).

Em 1993 a MA apresentou uma evolugdo notavel ao ser apresentado o emprego da
técnica nos biomateriais € na engenharia de tecidos, quando foram entdo exploradas as
capacidades da MA como meio de reparar defeitos nos tecidos e 6rgdos danificados; essa
técnica consistia em criar estruturas 3D reabsorviveis conhecidas como scaffolds (MILAZZO

etal., 2019).

2.13.1 Historia da manufatura aditiva

O primeiro registro de manufatura aditiva provém dos anos 1970, quando em 1971
Swainon registrou a primeira patente de um sistema no qual a intersec¢do de dois feixes de
irradiacdo proporcionava a mudancga de fase de um material para a constru¢ao de um objeto 3D,
com a limitag¢ao da fotopolimerizagdo também acontecer ao longo da regido pela qual o feixe
de laser atravessava (Figura 8); como consequéncia, ndo foram obtidos bons resultados

(BARTOLO, 2011; SWAINSON, 1971).

Figura 8 - Primeira patente relacionada com manufatura aditiva.
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Fonte: Adaptado de Swainson (1971).
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J& no inicio dos anos 1980 (1980-81), foi desenvolvido por Kodama o que muitos
autores consideram o primeiro processo de manufatura aditiva: um sistema automatizado
utilizando polimeros fotossensiveis para impressao de camadas proporcionando a fabricagao de
pecas 3D; no sistema desenvolvido por Kodama era utilizada uma mascara pela qual a luz era
projetada de forma direcionada e a peca poderia ser fabricada tanto de baixo para cima, quanto
de cima para baixo, como ilustra a Figura 9, esquerda e direita respectivamente (KODAMA,

1981; BARTOLO, 2011; WOHLERS; GORNET, 2016).

Figura 9 - Sistema para fabricar pegas 3D de baixo para cima e de cima para baixo

respectivamente.
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VAN i/i///]///i 4 - Resina fotopolimerizavel
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Fonte: Adaptado de Kodama (1981).

Na sequéncia, no ano de 1982, Alan Herbert criou pequenos componentes com formatos
simples a partir de um feixe de luz passando por um conjunto de espelhos sendo direcionado a
uma superficie (WOHLERS; GORNET, 2016). Dois anos depois, Yuri Maratumi realizou o
deposito de patente descrevendo varios elementos relativos a fotopolimerizacdo em cuba,
patente essa que foi licenciada e gerou o sistema SOUP (Solid Object Ultraviolet Laser Plotter),
que, por sua vez, veio a ser langado somente em 1989 pela empresa CMET (Computer
Modeling and Engineering Technology) (MARUTANI, 1984; WOHLERS; GORNET, 2016).
Ainda em 1984, Jean Claude-Andre realizou o depdsito da patente de fabricacdo de pegas 3D
com a utilizacdo de somente um feixe de laser (ANDRE et al., 1984; WOHLERS; GORNET,
2016). No mesmo ano, Charles Hull realizou o depdsito de patente a respeito de
estereolitografia (essa patente foi concedida dois anos apds em 1986). Hull foi co-fundador da

empresa 3D System, empresa essa que ¢ considerada a pioneira na producao de sistemas de
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manufatura aditiva no mundo (BERTSCH; RENAUD, 2015; HULL, 1984; WOHLERS;
GORNET, 2016).

No final dos anos 1980 foi patenteado o sistema de espalhamento por ldmina, bastante
utilizado nos materiais com alta viscosidade; ainda no final dos anos 1980 foram langados dois
sistemas para fotopolimerizagdo em cuba: o Solid Creation System da empresa Design-Model
and Engineering Center e 0 SOMOS 100 Solid Imaging da empresa Dupont®. No inicio dos
anos 1990 foi patenteado um sistema de dispersao da resina que se move acima da superficie
de impressao e também foi registrado o primeiro sistema bottom-up (esse tipo de processo sera
descrito posteriormente) denominado COLAMM da empresa Mtsiu Engineering and
Shipbuilding Company (ABE, 1986b, 1986a; WOHLERS; GORNET, 2016).

Ainda em 1990 Pomerantz desenvolveu um sistema em que uma fina camada de
polimero era depositada e recebia uma proje¢ao através de uma mascara (por um projetor de
slides); nesse sistema o material ndo fotopolimerizado era retirado e os espagos vazios eram
preenchidos com material suporte, também solidificado; o procedimento era repetido até a
obtengdo do produto final (Figura 10) (BARTOLO, 2011; POMERANTZ et al., 1987, 1988,
1991). Em 1992 Fudim desenvolveu um sistema similar ao criado por Pomerantz, onde através
da ilumina¢do com radiacdo ultra violeta (UV) de uma camada fotossensivel associada a uma

mascara que era posicionada por um operador a cada camada realizada (FUDIM, 1988S;

BARTOLO, 2011).

Figura 10 — Processo de criagdo de pegas 3D desenvolvido por Pomerantz.

Computador Projetor

Suporte vertical
(ajuste de altura)

Fonte: Adaptado de Pomerantz et al. (1987).
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2.13.2 Bioimpressao associada a bioceramicas

A bioimpressdo ¢ considerada uma combinacdo entre a mecanica da impressao 3D e as
matérias-primas provenientes da biologia (principalmente sintética); assim como a biologia
sintética a bioimpressao possui uma ampla gama de utilizagao, desde reparar e substituir partes
do corpo até mesmo adicionar ao organismo tecidos recém projetados. Ja existem impressoras
comerciais dedicadas a bioimpressdo, contudo, ainda ndo sdo comercialmente atrataivas, muito
pelo fato de a bioimpressao ainda estar em um estagio de desenvolvimento anterior ao do atual

das impressoes 3D, ou da biologia sintética (JASPER, 2015).

Para a realizacdo das bioimpressdes, sdo utilizadas técnicas de imagem como por
exemplo tomografia computadorizada ou ressonancia magnética para que ocorra a reproducao
das caracteristicas do tecido alvo, combinados ao uso de biomateriais e células apropriadas para
a produgdo dos implantes 3D de reconstrugao de tecidos 6sseos por exemplo (ASHAMMAKHI
etal., 2019).

A aplicagdo de biomateriais, em especial as bioceramicas, nas bioimpressdes deve-se
muito a sua osteocondutividade, biocompatibilidade e resisténcia do material que, por exemplo,
sdo semelhantes a fase mineral do osso natural; nesse sentido, umas das cerimicas mais
utilizadas em materiais para base de biotintas de cerdmica em engenharia de tecidos ¢ a HA. A
adicdo de nanoparticulas de HA tem a funcionalidade de aumentar a viscosidade da biotinta e
também alterar as propriedades do produto final de impressdo, sendo possivel até mesmo
realizar uma modulagao das propriedades mecanicas e capacidades de impressao (MOBARAKI

et al., 2020).

Entretanto, apesar das benéficas propriedades das biocerdmicas, o uso das MA
disponiveis ainda ¢ limitado para a aplicacdo desse tipo de material. O alto ponto de fusdo e a
nao reac¢ao pela luz dos materiais ceramicos diminuem a possibilidade de fabricagao direta; por
outro lado, a associagdo de aditivos em um sistema composto torna ambos os processos de MA
possiveis a impressdo das biocerdmicas por sistemas indiretos que dizem respeito a
conformagdo, remog¢ao dos organicos e sinterizagdo (DATTA et al., 2017; MOBARAKI et al.,
2020).

A bioimpressdo de scaffolds para a utilizagdo em tecidos e o6rgdos geralmente requer

alta porosidade permeavel afim de possibilitar a fixacdo, além de permitir o transporte de
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nutriente e oxigénio por toda a estrutura, de tal forma a facilitar a proliferacdo, migracao e
assim, o desenvolvimento celular. Os avangos introduzidos pela bioimpressdao 3D aumentaram
de maneira importante a capacidade de controlar a distribui¢ao do tamanho dos poros, o volume

dos poros ¢ a interconectividade dos poros dos scaffolds (GU et al., 2016).

Outra importante vantagem da bioimpressao de ceramicas esta no fato de possuirem
uma baixa taxa de degradacdo em comparacdo aos hidrogéis, consequentemente permitindo
suporte estrutural ao longo de uma remodelagdo mais prolongada do tecido. Por outro lado,
uma desvantagem esta na fragilidade do material que inviabiliza a utilizagdo em defeitos onde
ocorra um suporte de carga. E possivel entdo concluir que um scaffold ideal para a utilizagio
em implantes 6sseos deva apresentar uma combinacgdo do alto teor de célcio das ceramicas (por
exemplo a HA) com a excelente dureza do osso natural; essa possibilidade talvez s6 seja viavel
através da producdo de scaffolds biomimeticamente mineralizados e hierarquicamente

estruturados (GU et al., 2016; OBREGON et al., 2015).

Por fim, além das barreiras tecnologicas encontradas pelas biotintas (células +
biomateriais) e também pelas bioimpressdes para que sejam definidos parametros adequados
de biocompatibilidade e resisténcia mecénica que se atinja uma perfeita fungdo biologica,
existem também os obstaculos regulatdrios referentes a supervisao do produto final impresso

especificado (LI et al., 2016).

2.14 Ceramicas por manufatura aditiva

Os métodos tradicionais para a fabricacdo de pegas ceramicas avangadas envolvem
muitos e diferentes processos que exigem etapas longas e caras, como fabricacdo de moldes,
prensagem, extrusdo, prensagem isostatica a quente e/ou a frio, fundicdo e sinterizagao.
(FERRAGE et al., 2017). De forma geral, € necessaria a utilizagdo de moldes para a fabricagao
e, consequentemente, o formato das pegas de ceramica ¢€ restrito a geometrias relativamente
simples. A usinagem de formas complexas ¢ ainda mais prejudicada pela alta dureza e
fragilidade dos materiais ceramicos (WANG et al., 2019).

Uma das vantagens da manufatura aditiva de componentes cerdmicos esta na capacidade
de obteng¢ao de estruturas altamente complexas (WANG et al., 2019) de componentes altamente

porosos, alto grau de interconectividade, sinuosidade de caminhos de fluxo, area de superficie



66

geométrica e especifica, onde pode ser facilmente manipulada e controlada, proporcionando as
pecas um comportamento reprodutivel em servico (FERRAGE et al., 2017; SANTOLIQUIDO
etal., 2019).

Existem dois tipos de MA de ceramica, os métodos diretos e indiretos. Os métodos
diretos, em que ceramicas puras sdo fundidas diretamente e entdo solidificadas para formar a
peca, incluem principalmente: Direct Energy Deposition (DED) e Selective Laser Sintering
(SLS). Esse método, quando auxiliado por laser, ¢ muito desafiador pela fragilidade intrinseca
da ceramica e as tensoes internas (devido aos altos gradientes térmicos) durante o processo. Por
outro lado, os métodos indiretos em que um corpo verde (com alto teor de ligantes organicos e
inorganicos) ¢ formado e entdo sinterizado para eliminacdo de ligantes e densificado por outros
métodos (rota analoga a processos convencionais) inclui diversas técnicas (estereolitografia,
slurry-based selective laser sintering, selective laser gelling, e freeze-form extrusion
fabrication) e geralmente requerem menor fonte de energia (BALLA et al., 2008; LI et al.,
2017; NIU et al., 2014; SCHWENTENWEIN; HOMA, 2015).

Ceramicas apresentam propriedades excepcionais, como alta resisténcia, estabilidade
térmica e resisténcia quimica, sendo aplicadas em condic¢des de alta temperatura e em ambientes
corrosivos (WANG et al., 2019), assim tem forte potencial de aplica¢do na industria biomédica,
aeroespacial, automotiva e quimica; atualmente a MA ¢ utilizada na fabricagdo de estruturas
ceramicas complexas com aplicabilidade avangada, principalmente para biomateriais e
engenharia de tecidos, por exemplo, scaffolds para ossos e dentes. Os scaffolds de ceramica
utilizados na engenharia de tecidos tornaram-se mais convenientes € mais rapidos em
comparagdo aos métodos tradicionais de fundicdo e sinterizacdo (NGO et al., 2018;
SANTOLIQUIDO et al., 2019; SCHWENTENWEIN; HOMA, 2015).

Em contra partida aos beneficios da MA esté a dificuldade na precisao dimensional da
impressao, o mau acabamento superficial, associado a fabricag¢do do tipo camada por camada,
a diferenga entre propriedades obtidas em relagdo aos métodos convencionais, a possivel
necessidade de pds-processamento e, finalmente, a pequena disponibilidade de matéria prima
apropriada (principalmente para a fabricacdo de ceramica densa). Para a fabricacdo de
ceramicas densas, sdo necessarias formulagdes com altas cargas solidas, o que,
consequentemente, restringe a adequacgao de pastas para a fabricagdo de estruturas finas devido
a sua capacidade de fluxo reduzida, aumento da viscosidade e falta de homogeneidade (WANG

etal., 2019).
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2.15 Fotopolimerizagdo em cuba

A fotopolimerizagdo em cuba (“vat photopolymerization” ou VP) foi o primeiro tipo de
manufatura aditiva desenvolvido e comercializado, e ainda ¢ amplamente utilizado pela
industria (BERTSCH; RENAUD, 2015) para a fabricagao de ceramica com propriedades
mecanicas adequadas, embora atualmente ja existam outros processos que podem fabricar pegas
ceramicas (WANG, 2013).

O processo de fabricacdo de pecas ceramicas via fotopolimerizacdo em cuba foi
desenvolvido nos anos 1980, contudo somente no final dos anos 1990 ¢ que sua aplicagdo para
fabricagdo de componentes ceramicos iniciou a ser estudada (HINCZEWSKI et al., 1998;
HULL, 1984). Apesar do desenvolvimento do processo ter ocorrido nos anos 1980, somente a
partir de meados da década de 2010 ¢ que trabalhos apontam a fabricacdo de componentes
ceramicos livres de defeitos e com alta densidade relativa (LIAN et al., 2017;
SCHWENTENWEIN; HOMA, 2015; WANG et al., 2019; XING et al., 2018; ZHOU et al.,
2016).

A manufatura aditiva por fotopolimerizagdo em cuba € um processo em que um
fotopolimero liquido contido em uma cuba ¢ curado seletivamente por uma polimerizagcdo
ativada por luz (ISO/ASTM 512900:2015, 2015); lasers UV, luz UV, blue LEDs ¢ luz visivel
sdo as fontes de luz mais comuns utilizadas para a fotopolimerizagdo, como pode ser
representado na figura 11. Apos a criagdo de uma camada, uma nova camada deve ser criada e
esse passo pode ser feito aplicando-se um revestimento liquido no topo com uma lamina ou
entdo a partir do fundo com outras formas de aplicagdo do material (AMARAL et al., 2020;
HALLORAN, 2016).

Figura 11 — Imagem ilustrativa do processo de fotopolimerizagdo em cuba de cerdmicas.
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Fonte: adaptado de Zhou et al. (2016).
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Os métodos de polimerizagdo sdo caracterizados por terem a melhor juncdo entre
resolugdo e acabamento superficial, tal fato proporcionou a aplicacdo desse processo em MA
baseada em fotopolimerizagdo, incluindo o desenvolvimento de novos métodos, novos
monomeros ¢ fotoiniciadores, resultou em aplicagdes antigamente inatingiveis, como
complexas estruturas ceramicas, sensores embarcados e objetos 3D responsivos (LAYANI et

al., 2018; SANTOLIQUIDO et al., 2019).

2.15.1 Materiais para fotopolimerizacdo em cuba

Os materiais para fotopolimerizagdo em cuba estdo restritos aos que sao ativados pela
acdo da luz ultra violeta e isso proporciona uma limitagao na quantidade de materiais, que sdao
basicamente divididos em resinas acrilicas e epoxi. As resinas acrilicas tem aplicabilidade mais
comum nas proje¢des, apresentando diversas propriedades como, por exemplo, alta
flexibilidade e alta rigidez; por outro lado as resinas epdxi sdo mais utilizadas para as aplicagdes
de escaneamento vetorial, apresentando uma menor influéncia do oxigénio na cura, associada
a uma menor velocidade de impressdo e menor retracio (AHRENS, 2017; GIBSON et al.,
2015).

Apesar das resinas acrilicas e epoxi apresentarem reacoes diferentes e independentes de
cura, ¢ possivel combinar os dois tipos e criar um produto com as vantagens de ambas, como
maior vantagem uma exposi¢do mais curta a luz UV para a cura de qualquer um dos dois
mondmeros separados (GIBSON et al., 2015).

A fotopolimerizacao acontece com a combinagao de fotoiniciadores com as resinas (ou
fotopolimeros), mas com a combinagdo de fotoiniciadores, absorvedores de luz, diluentes e
fotossensibilizadores. Os fotoiniciadores t€ém importante a¢do atuando como catalisadores na
conversdo da energia de luz incidente em energia quimica, proporcionando radicais livres nas
resinas acrilicas ou cations nas resinas epoxis; a atuacdo dos fotossensibilizadores esta
diretamente associada a faixa de absorcdo de luz enquanto os absorvedores de luz atuam na
espessura das camadas e os diluentes na reagdo e controle de viscosidade (GIBSON et al.,
2015).

De maneira geral, o processo de fotopolimerizagao ¢ a unido de mondémeros produzindo
longas cadeias poliméricas e, assim solidificando a resina; quando aplicados de maneira correta,

os fotopolimeros criam fortes ligagdes covalentes (denominados cross-links), tendo como
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consequéncia a impossibilidade de serem fundidos e solidificados novamente como acontece
com outros polimeros (GIBSON et al., 2015; SCHWENTENWEIN; HOMA, 2015).

Para a execu¢do de uma boa fotopolimerizagdo, ¢ necessario que exista um perfeito
conhecimento do comprimento de onda e intensidade da fonte de luz UV, pois o pico de
absorcdo da resina estd associado diretamente ao comprimento de onda da irradiacdo; se a
associacdo entre o pico de absor¢do da resina ndo corresponder ao comprimento de onda da
irradiagdo, a luz ndo penetrara de forma adequada na resina resultando um mau resultado nas
condigdes de manufatura. Sendo assim, as propriedades do fotoiniciador, associado aos
parametros de impressdo, devem ser adaptadas de acordo com a resina de tal forma a
proporcionar uma polimeriza¢do com alta resolu¢do. Em fung@o do controle na emissdo de luz
ser um importante fator na polimerizacdo, ¢ bastante comum que as fontes originais dos
projetores sejam trocadas por lampadas UV, que emitem um espectro mais estreito (BERTSCH;

RENAUD, 2015; LAYANI et al., 2018; NOMOTO, 1997).

2.15.2 Fotopolimeriza¢do em cuba de materiais ceramicos

A utilizagdo de materiais poliméricos na fotopolimerizagdo em cuba ¢ o processo mais
comum para criacdo de estruturas 3D com baixa resisténcia a temperaturas elevadas; contudo
as necessidades mercadoldgicas de materiais que resistam as altas temperaturas e também em
aplicacdes odontologicas, biomédicas, microfluidicas etc, associadas ao bom acabamento
superficial e resolugdo, proporcionam um caminho para a impressdo ceramica por
fotopolimerizacao (LAY ANI et al., 2018). A fotopolimerizacao de ceramicas ¢ um processo de
formacao de ceramica verde, sendo necessaria uma posterior sinteriza¢ao, um processo indireto.

O processo de fotopolimerizagdo de ceramicas propde que seja utilizado um p6 fino
(ceramica) misturado com uma solucdo que contenha mondémeros e dispersante sendo a fungao
do dispersante proporcionar estabilidade a suspensdo (FERRAGE et al., 2017). E importante
ressaltar que a utilizagdo de po6s finos tende a formar aglomerados e isso pode gerar a
necessidade extensas misturas para a reutilizacdo da mistura, além disso uma alta concentracao
de ceramica exige um cuidadoso processamento para que a suspensdo seja adequada ao
processamento (LAYANI et al., 2018).

Entretanto nao basta ter uma suspensdo estdvel (em fungdo da utilizagdo de
dispersantes), ¢ necessario também homogeneidade e reologia adequada; entenda-se sem

sedimentacdo para que sejam obtidas pecas com alta densidade, qualidade superficial e boas
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propriedades mecanicas (HALLORAN, 2016; VARGHESE et al., 2018; WANG; DOMMATI,
2018).

A garantia de suspensdes adequadas pode ser obtida com pds ceramicos cuja
distribuicao de tamanho de particula possua tamanho médio menor que 0,5 um para sua boa
sinterizacdo e uma superficie especifica na vizinhanga de 7 m?/g, para uma baixa viscosidade
(GONZALEZ et al., 2019).

Para a obtencao de corpos ceramicos com alta densidade, existe a necessidade de uma
alta quantidade de p6 ceramico; tal fato diminui a retracdo e surgimento de trincas durante os
processos de pds impressdo, entenda-se: secagem e sinterizagao; contudo uma alta quantidade
de solidos na faixa entre 40 e 50% vol facilita a dispersdo da luz, que por sua vez dificulta o
processo de reacdo de fotopolimerizagdo (GONZALEZ et al., 2019; HALLORAN, 2016;
LAYANI et al., 2018; WANG, 2013; XING et al., 2018).

2.16 Fotopolimerizacdo por escaneamento vetorial e por proje¢ao

Basicamente, os processos de fotopolimerizagdo em cuba sdo divididos em duas
categorias, sendo elas: fotopolimerizacdo por escaneamento vetorial e projecdo por
mascaras/imagens ou processamento digital de luz (DLP) (AHRENS, 2017; GIBSON et al.,
2015).

No primeiro a irradiagdo de energia ¢ direcionada pontualmente o feixe de laser ¢é
movimentado sobre um plano horizontal através de um conjunto dptico para formar a camada.
No DLP, um padrao de projecao de luz criado por um projetor digital de luz com alta resolugao
direciona a energia em toda a extensao da camada da peca a ser construida, ou seja, cada camada
¢ gerada de uma s6 vez, sendo assim um processo mais rapido que o escaneamento a laser
(LIAN et al., 2017); contudo o processo de DLP tem o desafio de superar a perda de resolugao
na fabricagdo de pecas com grandes dimensdes (EMANI et al., 2014; HE et al., 2018).

Alguns autores utilizam o termo estereolitografia (SLA) de forma ampla para
fotopolimerizagdo em cuba, consequentemente, enquadrando os processos de escaneamento
vetorial e por projecao de imagens (EMANI et al., 2014; HA et al., 2010; HE et al., 2018; LIAN
et al., 2017; PARK et al., 2009; SCHWENTENWEIN; HOMA, 2015); tal fato cria uma
confusdo visto que a maioria dos autores e livros de referéncia do assunto aplicam o termo SLA
somente para o processo de fotopolimerizagao em cuba por escaneamento de laser (GIBSON

et al., 2015).
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Outro termo utilizado nos processos de escaneamento vetorial e por projecao de imagens
¢ microstereolitografia (uSL), que nada mais ¢ que uma derivagdo do processo de SLA. A
diferenca encontra-se na utilizagdo do processo para a fabricagdo de microestruturas 3D
complexas. O primeiro sistema puSL de varredura foi relatado por Ikuta & Hirowatari, (1993) e
¢ conhecido como estereolitografia de polimero Harden integrado. A partir de entdo, diversos
pesquisadores melhoraram a resolucdo que pode ser fabricada e demonstraram uma variedade
de microestruturas 3D usando processos similares de uSL de varredura. Bertsch et al., (1997)
desenvolveram um sistema uSL de projecao usando um monitor de cristal liquido (LCD) como
gerador de padrdes. O processo de uSL de projecdo que usa LCDs foi aprimorado para fabricar

varias microestruturas com uma resolucao de varios micrometros (HA et al., 2010).

2.17 Bottom up e top down

Outro aspecto importante que ¢ analisado na impressao 3D ¢ o sentido de criagcdo das
pecas em fungdo da sobreposi¢cao das camadas no eixo Z, sendo os processos divididos em duas
categorias denominadas: bottom-up e top-down. A escolha entre esses dois processos tem efeito
direto na qualidade do componente impresso, na quantidade de resina usada, no tempo de
impressao etc.

O processo em que a construcdo acontece de cima para baixo, com a plataforma se
deslocando para baixo conforme as camadas sdo formadas sdo denominados top-down (Figura
12). A luz incide por cima e sempre que uma camada ¢ formada, a plataforma desce o

equivalente a espessura da camada para dar inicio a formag¢ao de uma nova camada.

Figura 12 — Esquema ilustrativo do processo fop-down.
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Fonte: Adaptado de Khadilkar et al. (2019).
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A figura 13 ilustra a maior dificuldade na execu¢do do processo top-down, no qual a
pasta de impressdo, por ser viscosa, ndo molha uniformemente e revestir as camadas ja
impressas, portanto normalmente esse processo exige algum recurso para executar o
recobrimento das camadas e também o espalhamento uniforme da resina (AHRENS, 2017;

SANTOLIQUIDO; COLOMBO; ORTONA, 2019).

Figura 13 — Esquema ilustrativo da uniformidade na formagao das camadas associadas ao

processo top-down.
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Fonte: Adaptado de Santoliquido et al. (2019).

Na aplicagdo do método bottom-up acontece a constru¢ao da peca de baixo para cima
(Figura 14). A formagao da camada ¢ realizada através da incidéncia da luz por um fundo
transparente, que proporciona a dispersao da luz. Ao ter uma camada pronta, a plataforma sobe
o equivalente a espessura da camada, uma vantagem desse processo estd em ndo ter a

necessidade de recurso para recobrimento (AHRENS, 2017; Santoliquido et al., 2019).

Figura 14 — Esquema ilustrativo do processo bottom-up.
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Dentre as vantagens do processo bottom-up, citam-se a impressdo rapida por nao
necessitar de um mecanismo de homogeneizagao das camadas, desnecessidade da cuba repleta
de resina, consequentemente reduzindo os custos e desperdicios do processo (EMAMI et al.,
2014; GIBSON et al., 2015; LIAN et al., 2017; VARGHESE et al., 2018), e a cura da camada
ocorre no fundo do reservatorio, ou seja, sem a presenga de oxigénio que ¢ um fator que dificulta
a cura da ultima camada, assim evitando a adesdo dela com a janela transparente (AHRENS,
2017; SANTOLIQUIDO et al., 2019).

Por outro lado, o processo bottom-up tem como complicagdo um periddico
adesdo/desprendimento do componente que esta sendo produzido na parte inferior da cuba,
gerando tensdes e deformacdes no componente quando da criagdo de uma nova camada. As
tensdes, assim como as deformagdes, sao agravadas para resinas com alta viscosidade, pela alta
aderéncia das camadas formadas com a parte inferior da camada a ser formada
(SANTOLIQUIDO et al., 2019).

Portanto, o processo top-down acaba sendo vantajoso para as impressoes de ceramicas,
visto a maior carga de so6lidos que proporcionam um aumento na densidade das resinas de
impressao (DUMENE et al., 2018), além do fato da luz ndo passar por uma superficie
transparente diminuindo consideravelmente a dispersdo da luz para a impressdo mais precisa

da peca (VARGHESE et al., 2018).

2.18 Equipamentos

Uma pesquisa através das plataformas on line (periodo 2019-2021) foi realizada para
constatar os equipamentos ja existentes no mercado que sejam projetados para impressao 3D
com alta viscosidade, como ¢ o caso das pastas ceramicas (SANTOLIQUIDO et al., 2019);
além disso também foram pesquisadas as orientagdes e principios de fabricacdo do produto
impresso. Apesar de existir uma grande gama de impressoras 3D (cerca de 50 modelos), a
aplicacdo desses equipamentos exclusivos para a impressao de ceramicas ¢ reduzido para uma
faixa de 8-12%, ou seja, foi identificado no mercado cerca de quatro impressoras que sao
exclusivas de uso com ceramicas, sendo algumas delas: Ceramaker; Promaker v6000;
Admaflex e Cerafab.

Contudo, existem trés modelos que sdo utilizados para a impressao de material
polimérico (Ackuray; Diplo e Form3) que, eventualmente, apresentam a possibilidade de

utilizacdo de ceramicas e, por fim, existem outros dois modelos que mesmo ndo sendo
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dedicados a impressao 3D de ceramicas, tiveram trabalhos publicados, sendo elas: Ember e
Acculas (DUMENE et al., 2018; MIYAMOTO et al., 2007). Importante ressaltar que o modelo
Ember teve sua producao interrompida em 2017 (3DPRINT.COM, 2017).

A tabela 6 apresenta as informacdes a respeito das impressoras 3D que podem ser
utilizadas para impressdo de material ceramico, sendo o principal diferencial desses

equipamentos os sistemas de recobrimento que sera discutido no préximo capitulo.

Tabela 6 - Tabela com as principais informagdes a respeito das impressoras comerciais para

impressao de ceramicas.

Fabricante Modelo Principio de fabricacgao Orientacio
3D Ceram Ceramaker Escaneamento vetorial Top-down
Prodways Promaker v6000  Escaneamento + Projecdo  Top-Down
Admatec Admaflex Projecdo em tape Bottom-up
Lithoz Cerafab Projecao Bottom-up
Ackuretta Ackuray Projecdo Bottom-up
Ackuretta Diplo Projecao Bottom-up
Formlabs Form 3 Escaneamento Vetorial Bottom-up
Autodesk Ember Projecao Bottom-Up
D-MEC Acculas Projecao Top-Down

Fonte: (ACKURETTA, 2019b, 2019a; ADMATEC, 2019; CERAM, 2019; D-MEC, 2019;
DUMENE et al., 2018; FORMLABS, 2019; LITHOZ., 2019; PRODWAYS TECH, 2019).

2.19 Sistemas de recobrimento e patentes associadas

A base de pesquisa das patentes de sistemas de recobrimento foi fundamentada na
orientagdo de impressao (fop-down ou bottom-up), em ambos os sentidos € necessario que a
resina ocupe o lugar entre a fonte de luz e a Gltima camada formada de tal forma que o processo
seja continuo; para o caso em que o processo ¢ do tipo bottom-up ndo ha uma necessidade de
um sistema especifico para o recobrimento visto que, com o movimento da plataforma para

cima, a tendéncia ¢ de que a resina espontaneamente ocupe o espago (KOCTABEBEP, 2012).

Entretanto, no processo top-down ¢ efetivamente necessdrio um sistema de

recobrimento; esse sistema € passivel a utilizagdo de laminas, escovas/cerdas, sistemas de
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drenagem com utilizagdo de bomba de vacuo, laminas com dispersor de ar ou até mesmo uma
combina¢do desses mecanismos (DUDLEY, 2018). Na tabela 7 ¢ possivel verificar algumas
patentes que foram depositadas desde o inicio do processo de fotopolimerizagdo em cuba até

maquinas utilizadas na atualidade.

Tabela 7 — Principais patentes utilizadas no processo de impressao 3D.

Ano do
Patente Sistema de recobrimento
deposito
1989 EP0361847B1 Lamina simples (com US005651934A associada)
1991 EP0484182A1 Escovas (com cerdas)
1991 USS5238497A Espalhador com bombeamento
1994 US5447822A Espalhador com filme fino

1994  WO1995015842A1 Lamina simples — 4rea de transi¢do para o espalhador

1996 EP0807014B1 Aplicador com bomba de vacuo

1997 EP0928242B1 Cortina de recobrimento liquido

1997 US5922364 Aplicador com bombeamento

2000 US6764636B1 Rolos com grau de liberdade adicional para ajuste

2006  US20060219163A1 Aplicador com bomba de vacuo com rapido ajuste
2006 CN1974185B Aplicador com bomba de vacuo com ajuste automatico
2014 CN104457601B Aplicador com bomba de vacuo com controle de nivel da

resina

Fonte: Elaborada pelo autor

2.20 Suspensodes fotossensiveis

Para que as pegas ceramicas obtidas através do processo de fotopolimerizagdo em cuba
apresentem propriedades adequadas, ¢ de extrema necessidade que as suspensdes ceramicas
fotossensiveis vengam as limitacdes impostas primeiramente pela matéria-prima que seja
adequada para a realizagdo do processo (CAMARGO et al., 2022; LAKHDAR et al., 2021;

PELZ et al., 2021). Normalmente, as suspensdes ceramicas sao compostas por: mondmeros,
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fotoiniciadores e o pd cerdmico propriamente dito; através dos dois primeiros compositos e da
particularidade de possuirem radicais livres ¢ que a fotopolimerizagao acontece (através dos

radicais livres desses elementos sdo ativados por luz — ultravioleta (UV) ou visivel).

Existem outros elementos como: absorvedores de luz (GONZALEZ et al., 2019;
HALLORAN, 2016; HU et al., 2018; PFAFFINGER et al., 2017; SCHMIDT et al., 2019;
SONG et al., 2019), antiespumantes (CHEN et al., 2019; ZENG et al., 2019), plastificantes
(GONZALEZ et al., 2019; XING et al., 2018), diluentes (JOHANSSON et al., 2017; LEE et
al., 2019; WANG et al., 2019; XING et al., 2018) e principalmente dispersantes (ADAKE et
al., 2015; DING et al., 2020; LI; ZHAO, 2017; SUN et al., 2019; ZHANG et al., 2017), que
podem ser constituintes das suspensodes ceramicas fotossensiveis; cada um desses componentes
tem sua importancia e diferente fun¢do na formulagdo das suspensdes e devem ser
cautelosamente escolhidos para a utilizagdo. Nesse trabalho, a inten¢ao foi a de utilizar a menor
quantidade possivel desses elementos citados anteriormente; por outro lado a carga ceramica
sempre foi a maior possivel com a intengdo de que uma alta densidade, assim como
propriedades mecanicas, fossem obtidas e, consequentemente, também defeitos gerados no pds-
processamento como delaminacdo e trincas fossem reduzidos ou até mesmo eliminados

(GRIFFITH; HALLORAN, 1996; JANG et al., 2019).

Contudo a busca da maior quantidade possivel de carregamento solido conduz a uma
maior viscosidade da suspensdo e, por outro lado, isso acaba se tornando um evento a ser
superado, visto que, uma baixa viscosidade ¢ essencial para que ocorra a VAT, onde
normalmente uma lamina ¢ utilizada para realizar a formacdo das camadas (impressas e
suspensdao ndo curada). A formacdo de uma nova camada através do espalhamento e
nivelamento proporcionado pelas ldminas devem apresentar uma taxa de cisalhamento variando
entre 30 € 100 s (LI et al., 2020), e a viscosidade das suspensdes deve ser inferior a 3 Pa.s para
que a fluidez seja adequada (GRIFFITH; HALLORAN, 1996; SCHWENTENWEIN; HOMA,
2015; WU et al., 2018). Além da baixa viscosidade, ¢ necessario que as distribui¢des das
camadas sejam uniformes e homogéneas (caracteristicas que sdo proporcionadas pelas
laminas), além disso as camadas tipicamente apresentam uma espessura micrométrica entre 25

e 100 um (ZHANG et al., 2019).
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2.20.1 Estabilidade

A instabilidade das suspensdes pode promover gradientes de concentracdo nas pecas
impressas (at¢ mesmo nas camadas), que proporcionam a delaminac¢ao durante o processo de
sinterizacdo (BAE; HALLORAN, 2019) e esse problema ocorre principalmente nas pecas que
demandam um tempo de impressao prolongado (DUFAUD et al., 2002; SCHWARZER et al.,
2017; YAGHTIN et al., 2020), portanto ¢ importante que as suspensdes apresentem
estabilidade; os dois principais problemas que proporcionam a instabilidade sdo: sedimentacao

devido a agao gravitacional e a floculagdo devido a atragdo interparticulas (GAO et al., 2011).

Por outro lado, fatores como reducao do tamanho das particulas, redugdo na diferenca
de densidade, aumento da viscosidade e aumento na fracdo solida podem reduzir a
sedimentacdo da suspensdo (BAE; HALLORAN, 2019); como normalmente as suspensoes
ceramicas utilizadas na VAT apresentam alto carregamento sélido e tamanho de particulas
reduzido, a sedimentacdo tende a ser baixa, entretanto a reducdo no tamanho de particula
conduz a uma insignificante flutuabilidade e gravidade, enquanto a atragdo interparticulas tem
um aumento significativo (ABEL et al., 1994; WANG et al., 2020); portanto, no caso de
tamanho de particulas muito pequeno, acaba ocorrendo a floculagdo que promove o aumento

da sedimentagdo e, por sua vez, a desestabilizacao da suspensao.

Para a verificacdo da estabilidade das suspensdes, um teste bastante simples pode ser
realizado. As suspensdes sdo vertidas em cilindros graduados e medidas da interface de
sedimentacdo sdo realizadas em intervalos de tempo pré determinados, entretanto esse teste
deixa a desejar na identificagdo de processos de desestabilizacdo em escala microscopica
(BURGOS-MONTES; MORENO, 2009; CHEN et al., 2019; DING et al., 2020; DUFAUD et
al., 2002; GAO et al., 2011; LI; ZHAO, 2017; SONG et al., 2019; SUN et al., 2019; WANG et
al., 2019; XING et al., 2018; ZHANG et al., 2020; ZHANG; HE et al., 2019; ZHANG; XIE et
al., 2019; ZHANG et al., 2017), além desse, fato a literatura ¢ carente de um padrio ou até

mesmo um consenso com rela¢do a duragdo do experimento.
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2.20.2 Fragao solida volumétrica, tamanho e forma das particulas

A caracteristica do carregamento solido ser inversamente relacionada com a viscosidade
da suspensdo, como ja& citado anteriormente, torna essencial o equilibrio
carregamento/viscosidade para uma suspensao adequada ao emprego da VAT. Esse equilibrio
ndo ¢ algo simples de se obter visto a complexidade associada ao comportamento reologico da
suspensao que envolve fendmenos como: mecanismos de dispersdo, flutuabilidade, interagdes
de Van der Waals, movimento Browniano, e fluxo hidrodinamico, assuntos que ndo serdao

abordados de forma detalhada nesse trabalho.

Contudo, muitos autores simplificam as andlises aplicando modelos em que consideram
todas as particulas como esferas rigidas de mesmo tamanho, suspensas em um meio
newtoniano, sem interagdo ou efeitos gravitacionais (RAJAIAH et al., 1994). O modelo de
Krieger & Dougherty (1959) tem sido aplicado por varios autores (LI et al., 2020; WANG et
al., 2019; ZHANG; HE et al., 2019; ZHANG; XIE, et al., 2019; ZHANG et al., 2017) e tem se

mostrado de grande eficiéncia com dados experimentais.

Considerando-se entdo um modelo no qual as particulas sdo esferas rigidas, ao adicionar
uma pequena quantidade em um meio liquido, a distancia entre essas particulas ¢ grande, o que
resulta um pequeno aumento na viscosidade; contudo, na medida em que se aumenta a
quantidade dessas particulas, a distancia entre elas diminui, proporcionando a interagdo entre
elas. Notavelmente, a dimensdo das particulas ¢ menor que 1pum, nas quais tais forcas coloidais
dominam o comportamento da suspensao muito em fungdo do movimento browniano ¢ Van der

Waals (GOSWAMI et al., 2014; LEWIS, 2011; MACOSKO, 1996).

Isso apresentado, ¢ possivel afirmar que pos finos possuem uma maior viscosidade e a
consequéncia ¢ também estar propenso a aglomeragdes em funcdo de sua grande area especifica
(que proporciona maior reatividade entre as particulas); como consequéncia positiva tem-se
pecas mais densas e com melhores propriedades mecanicas apds a sinterizacdo (DIPTANSHU
et al., 2019; SUN et al., 2019; WANG et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Analisando varios
autores um valor 6timo para a dimensao das particulas estd entre 90 e 500 nm (ADAKE et al.,
2015; BORLAF et al., 2020; CHEN et al., 2019; GOSWAMI et al., 2014; JOHANSSON et al.,
2017; LI; ZHAO, 2017; LI et al., 2020; LI; ZHONG et al., 2020; LI et al., 2020; LIU et al.,
2020; WU et al., 2017; WU et al., 2018; XING et al., 2020; XING et al., 2017; ZHANG et al.,
2020; ZHANG et al., 2019; ZHANG et al., 2017).
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Em funcdo das dimensdes das particulas apresentarem uma varia¢do relativamente
grande, ¢ importante analisar também o comportamento da suspensio em fung¢ao da distribuigao
do tamanho das particulas. Suspensdes com maior propor¢do no tamanho das particulas
permitem que as de menores dimensdes fluem nos intersticios das maiores e, por consequéncia,
a fracdo solida torna-se maior nessas suspensdes (WOZNIAK et al., 2011), conforme pode ser
observado na figura 15. Melhores resultados para a otimizagao na distribuicdo do tamanho de
particulas pode ser obtido pela teoria de Farris (FARRIS, 1968), proporcionando, assim, menor

viscosidade e maior empacotamento.

Figura 15 - Representacao esquematica de particulas menores livres nos intersticios de

particulas maiores - propor¢ao 40:1.

Fonte: Adaptado de Camargo et al. (2021)

2.20.3 Mondmeros, diluentes e dispersantes

Diferentes tipos de mondmeros sdo utilizados nas formulagdes sendo que os grupos
funcionais reativos tém papel fundamental na polimerizagdo. Os mondémeros multifuncionais
promovem uma maior reticulagdo durante a polimerizacao e, portanto, aumentam a resisténcia
e dureza das pecas impressas quando comparados aos mondmeros monofuncionais
(GRIFFITH; HALLORAN, 1996; SOKOLOV et al., 2018; TOMECKOVA; HALLORAN,
2011). De forma geral, quanto maior a quantidade de grupos funcionais, maior serd a densidade

do mondmero.
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Os diluentes inertes ndo contribuem para a resisténcia mecanica das pecas impressas,
porém, eles proporcionam uma melhoria em fatores como: redugcdo da viscosidade
(JOHANSSON et al., 2017; LEE et al., 2019; TOMECKOVA; HALLORAN, 2011), do
encolhimento polimérico (JOHANSSONohansson et al., 2017; LEE et al, 2019,
TOMECKOVA; HALLORAN, 2011), aumento da plasticidade (XING et al., 2018) e aumento
na correspondéncia do indice de refracdo (GRIFFITH; HALLORAN, 1996); por outro lado,
diluentes muito volateis como, por exemplo, metanol e etanol tendem a gerar um maior
empenamento das pecas e trincas durante o processo de debinding (JOHANSSON et al., 2017;
ZHANG et al., 2020).

Dentre os diluentes, aqueles que apresentam base aquosa, t€ém a vantagem de
proporcionar uma boa reducdo na viscosidade da suspensdo quando comparados aos diluentes
com base de acrilatos, contudo as desvantagens dos dispersantes com base aquosa estdo
relacionadas a grande quantidade de agua que deve ser removida durante o processo de
sinteriza¢do, podendo atingir valores da ordem de 14%, proporcionando a pega uma menor
resisténcia mecanica, além de causar empenamento e delaminacao das camadas (WANG et al.,
2019; ZHOU et al., 2016). Ademais, a 4gua tem um indice de refragdo menor que a maioria das
ceramicas, proporcionando uma menor camada curada e printabilidade (GRIFFITH;

HALLORAN, 1996; WOZNIAK et al., 2011).

Os dispersantes afetam diretamente o comportamento reoldgico e a estabilidade das
suspensdes ceramicas que apresentam alto carregamento, sendo a sua eficacia avaliada através
da viscosidade e estabilidade das suspensdes (CHEN et al., 2019; SUN et al., 2019; ZHANG et
al., 2019). A adicao do dispersante deve ser avaliada com rigorosidade para que seja encontrado
0 ponto 6timo no qual a suspensdo apresente a menor viscosidade com maior carregamento

(WU et al., 2018).

O ponto 6timo na quantidade de dispersante nao esta relacionado a massa de p6 da
suspensao, mas sim a area superficial do pd, onde quantidades baixas de dispersante podem
causar uma falta de cobertura na superficie da particula, acarretando em floculagdo; por outro
lado, excesso de dispersante aumenta a viscosidade da suspensdo, visto que o mesmo acaba

sendo diluido no meio (SCHOFIELD, 2002; SUN et al., 2019; TANURDJAJA et al., 2011).
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2.21 Processamento

O fato de a homogeneizacdo do material ter grande influéncia nas propriedades do
objeto sintetizado, o processamento para obter uma suspensao adequada ¢ discutido em diversos
artigos; dentre os equipamentos utilizados na metodologia do processamento de
homogeneizagao os artigos citam: moinhos de bolas (HE et al., 2018; VARGHESE et al., 2018;
WANG, 2013; WANG; DOMMATI, 2018; ZHOU et al., 2016), moinhos planetarios
(GONZALEZ et al., 2019; LIAN et al., 2017; VARGHESE et al., 2018), bomba de vacuo
(ZHOU et al., 2016) e agitacao ultrassonica (HE et al., 2018).

2.22 Pés-processamento

Dentre as varias etapas do processo de fotopolimerizagao em cuba, uma atencao especial
deve ser dada a etapa de pds processamento que acontece quando o corpo verde ja impresso
tem a eliminacdo dos organicos (debinding) e aumento da densidade (sinterizacao)

(CAMARGO et al., 2020; GALANTE et al., 2019; PELZ et al., 2021).

Para que aconteca um pos processamento adequado, € essencial a obten¢ao de uma peca
ceramica com qualidade, entenda-se sem trincas, € para isso € necessario uma taxa de
aquecimento para o debinding ajustada de acordo com os orgadnicos presentes no corpo
impresso (JOHANSSON et al, 2017; KOMISSARENKO et al., 2018), enquanto as
temperaturas de sinterizagdo devem ser cuidadosamente selecionadas para que nao sejam
alteradas as propriedades dos componentes ceramicos (AZARMI; AMIRI, 2019; LIU et al.,
2020; VARGHESE et al., 2018; WU et al., 2018; XING et al., 2020).

Em fungdo do processo de fotopolimerizagdo em cuba apresentar grande quantidade de
material organico (ordem de 50% ou mais), ele ndo ¢ indicado para a producdo de pecas de
grandes dimensdes e com alta densidade, uma vez que o processo de debinding conduz a uma
maior possibilidade de trincas e desprendimento das se¢des; fornecedores desse tipo de material
indicam que a espessura maxima de parede produzida na impressao seja de no maximo 10mm
(CAMARGO et al., 2021; CAMARGO; ERBERELI; FORTULAN, 2021; LAKHDAR et al.,
2021; TRUXOVA et al., 2020).
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Para que o processo de pos processamento seja o melhor possivel, é necessario que um
protocolo seja bem estabelecido, ou seja, quais devem ser as taxas de aquecimento e tempos de
patamar que devem ser utilizados durante o debinding e conseguinte sinterizagcdo; para isso
normalmente ¢ utilizada a andlise termogravimétrica em que ¢ verificada a decomposicao
térmica das pecas verdes produzidas via fotopolimerizagdo em cuba através das mudancas de
massa com a temperatura utilizando uma termo balanca (AMARAL et al., 2020; JOHANSSON
etal., 2017; WEI et al., 2020; WU et al., 2019).

2.23 Testes in vitro

2.23.1 Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade ou de viabilidade celular sio amplamente utilizados em
estudos iniciais de materiais e dispositivos que se tem pretensdo de aplicagdo clinica (TAMIS
et al., 2018; FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Para o seu uso ser aplicado de forma geral em
diversos tipos de materiais, foram determinadas diversas normas para padronizar a0 maximo

todos os estudos desse tipo e estdo contidas dentro da ISO 10993-5 (ISO, 2009).

De forma geral, os testes de citotoxicidade devem ser feitos com linhagens celulares ja
determinadas, de forma direta ou indireta, e os resultados precisam estar com a viabilidade
celular acima de 70% comparada com o controle, que ¢ representado pelas células sem

tratamento.

2.23.2 Testes de degradacao

A taxa de degradacdao ¢ um parametro vital para estruturas dsseas e pode refletir a
capacidade de uma estrutura resistir a erosao por um liquido circundante (WEI et al., 2017). Ao
selecionar biomateriais para impressao, deve-se considerar também a cinética de degradagao e
os produtos de decomposicdo do material. Idealmente, a velocidade da degradagdo deve

corresponder a taxa de regeneracdo da matriz produzida por células encapsuladas e nativas

(JIANG et al., 2008).
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E muito dificil e complicado controlar as condigdes de teste e proporcionar uma melhor
repetibilidade em pesquisas sobre a degradacdo in vivo de biomateriais. Porém, a investigacao
sobre o comportamento de degradacao in vitro de biomateriais ¢ benéfica para compreender o
comportamento de degradacao in vivo destes biomateriais e pode fornecer algumas informacgdes
uteis sobre a degradabilidade, sendo assim capaz de fornecer orientagdo para o design de
biomateriais com bom desempenho (WANG et al., 2016).

As bioimpressdes de ceramicas apresentam baixa taxa de degradacdo quando
comparadas com hidrogéis, o que permite o uso desse material para suportes estruturais de
remodelagdes mais prolongadas do tecido (DEB et al, 2019; GUARINO et al., 2009;
MARCACCI etal., 2007; VILLA et al., 2015). Contudo, a utilizacao de impressos de cerdmicas
como a HA promove um scaffold com maior fragilidade, que dificulta sua aplicacdo em defeitos

onde exista uma necessidade de suporte de carga (GU et al., 2016; OBREGON et al., 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

Na busca pela fabricacdo de scaffolds por MA, foi selecionada a ceramica de
hidroxiapatita de origem bovina, que foi classificada e processada com vistas a ceramizagao.
Também na busca de refor¢amento do material se prop0s a produzir whiskers de HA e adiciona-
los & matéria-prima base. Na sequéncia para a manufatura aditiva, foi escolhida uma regido
esponjosa de um corpo seccionado do metatarso bovino que foi escaneado tridimensionalmente
via p-ct e entdo impresso via VP, além de corpos de prova convencionais, ¢ todos foram

caracterizados por ensaios de flexdo e compressao.

A figura 16 apresenta um fluxograma representativo de toda metodologia utilizada nesse

trabalho.

Figura 16 - Fluxograma representativo da metodologia aplicada nesse trabalho.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As numeragdes apresentadas no fluxograma trilham o caminho desenvolvido nesse
trabalho, no qual a primeira etapa realizada foi desde a obtencao e preparacao da matéria-prima

até os testes viscosidade e estabilidade das suspensdes ceramicas, simultaneamente foi realizada



86

a rota de numero dois desde o desenvolvimento da impressora modelo fop down, até os testes

com HA comercial, chegando assim ao ponto 4 que ¢ confluéncia das rotas 1 e 2.

Em separada a essas duas primeiras rotas, foi desenvolvida a parte 3 do fluxograma que
¢ a u-CT para obtengdo das imagens 3D que passariam a ser utilizadas a partir do ponto 4,
citado anteriormente. A partir da consolidagao do ponto 4, foram desenvolvidos os parametros
de impressao, representado pelo ponto 5 do fluxograma, e entdo a rota seguiu para o ponto 7 €

consequencialmente para os testes finais.

Em paralelo a rota a apresentada anteriormente, o ponto 6 foi desenvolvido, com a
perspectiva de que os whiskers pudessem proporcionar melhoria dos valores das propriedades
mecanicas das pecas impressas. Os whiskers obtidos foram entdo inseridos na rota a partir do

ponto 5.

3.1 Aspectos éticos

A coleta dos ossos bovinos utilizados nessa pesquisa seguiu procedimentos
estabelecidos e aprovados pelo protocolo de pesquisa PRT 05/2015 da comissdo de ética no uso
de animais da EMBRAPA Pecudria Sudeste. O projeto foi classificado como um experimento

que causa pouco ou nenhum desconforto ou estresse ao animal (Anexo A).

3.2 Condi¢des de manejo

Os ossos utilizados nessa pesquisa sao provenientes de animais do Centro de Pesquisa
Pecuaria Sudeste da EMBRAPA, localizado na cidade de Sao Carlos - SP, na Fazenda Canchim.
Neste estudo, os animais permaneceram no pasto por, aproximadamente, 20 meses ¢ depois
foram confinados ao sistema GrowSafe® (sistema que mede, sem interrup¢do, durante as 24
horas do dia toda a comida consumida pelos bovinos), recebendo dieta balanceada para ganho
de peso, contendo silagem de milho, milho em graos, farelo de soja, farelo de trigo, calcario,

nucleo mineral e ureia, com relagdo de Ca/P de 1,26 e 17% de proteina bruta.
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Os processos de criagdo, nutricdo, manuseio, bem-estar animal e abate estdo em acordo
com: Instru¢do Normativa n° 46, de 6 de outubro de 2011, Instru¢do Normativa n® 3, de 17 de
janeiro de 2000 e Instru¢ao Normativa. n°56 de 6 de novembro de 2008. (Brasil, 2000, 2008,
2011).

3.3 Preparacgao e obten¢ao do material de origem bovina

Para a obtencdo do material, foram selecionados vinte bovinos sendo dez da raca
Canchim e outros dez da raga Nelore; ressaltando que ambas as racas resultam na producao de
HA sem diferencas significativas (ERBERELI, 2017).

Os ossos metatarsais posteriores esquerdos dos animais foram escolhidos por serem os
0SSOS que carregam maior carga mecanica e, portanto, representam forte atividade de
remodelagdo O6ssea, além de manter a padronizacdo das amostras. Na preparagcdo e

caracterizacdo das amostras, foram seguidos os passos de acordo com a Figura 17.

Figura 17 — Fluxo de processamento da amostra, a) sec¢ao da perna traseira esquerda; b)
identificacdo da origem e limpeza com desossa mecanica (excessos de carne e gordura) do
0ss0 metatarso; ¢) amostras coletadas em formato de anel; d) amostras obtidas por corte; €)

processo de extragdo da parte organica; f) secagem dos 0ssos.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Em seguida, o material passou por processo de calcinagdo (Figura 18), indo a forno tipo
mufla com rampa de aquecimento de 5°C/min até a temperatura de 900°C, permanecendo nesse
patamar por um periodo de duas horas, sendo apds o forno resfriado de forma natural até
temperatura ambiente. Uma pequena parcela do material foi calcinada com mesma rampa de
aquecimento até temperatura de 1300°C, com patamar de duas horas e resfriamento natural,

essa parcela do material foi reservada para ensaio de difratometria de raios-X.

Figura 18 - Amostras calcinadas.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na sequéncia as amostras foram processadas em prensa hidraulica de deslocamento
linear para uma primeira “quebra” do material (Figura 19-a); na sequéncia, o material foi
macerado em almofariz/pistilo até passar em malha #200 mesh (75 pum), representado nas

figuras 19-b-c-d-e.
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Figura 19 - Representacao das amostras em processo de moagem. (a) — quebra inicial do
material; (b-c-d-e) — processo de moagem das amostras.

Fonte: Elaborada pelo autor

Para moagem da hidroxiapatita bovina e obten¢dao de um p6 nanométrico, foi utilizado
um jarro de polietileno com volume de 300 cm® carregado com 45% vol (560 g) de elementos
de moagem, no caso, esferas de zirconia 3Y didmetro 10 mm. O jarro foi carregado com uma
barbotina numa concentra¢ido de 25% vol de sélidos (hidroxiapatita bovina) e 75% de alcool
isopropilico; a essa mistura foi adicionado 0,05% em massa de 4cido para-aminobenzodico
(PABA) como defloculante para garantir a viscosidade liquida da mistura.

O jarro foi entdo colocado em moinho de bolas por 24 horas e, na sequéncia imediata,
permaneceu em moinho vibratorio até completar 72 horas. Durante o processo de moagem no
moinho vibratorio foram retiradas amostras apos 24, 48 e 72 horas; essas amostras foram
caracterizadas quanto a granulometria por Sedigraph (Micrometrics) que ¢ baseado na
velocidade de sedimentagdo por gravidade, vista por raios X e segundo as leis de Stokes e de

extin¢do de Beer.
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3.4 Materiais de processamento

Para o desenvolvimento da pesquisa foram utilizados os seguintes materiais listados na

tabela 8 a seguir:

Tabela 8 — Lista de materiais associada a fun¢ao e teste que foi empregado.

Tipo de teste Material Funcao
Inicial Resina comercial Anycubic (aqua blue)
(validacdo da
1mpressao)
Poly (ethylene glycol) diacrylate — Monomero
(PEGDAS575) - (Sigma Aldrich Corp) acrilico
Acido estearico Surfactante
Inicia} n-methyl-2-pyrrolidone N (NMP), Xilol, Solventes
(formulacdo de  Acetona e Alcool Isopropilico
suspensao Acido para-aminobenzéico (PABA) Defloculante do
ceramica) sistema alcolico
Polivinil Butiral (PVB) Agente ligante
Hidroxiapatita comercial (Fluka - Lote Carga cerdmica
1231469)
Poly (ethylene glycol) diacrylate - Mondmero
. (PEGDA250) - (Sigma Aldrich Corp) acrilico
( forrrilllrzla E;léo de Triton XIT(R)AO (Sigma Aldrich, USA) Dispersante
suspensio Solspers.e 41000 (Lub?izol) Dispe‘rs.ante
cerfmica) Phenylbis (2,4,6-trimethylbenzoyl) - Fotoiniciador
phosphine oxide (Sigma Aldrich Corp) acrilico
Hidroxiapatita de origem bovina Carga ceramica

Fonte: elaborada pelo autor

As suspensdes para a impressdo sao baseadas na mistura de monomeros acrilicos,
formando assim uma suspensao hibrida, apresentando como vantagens o controle de retragao,
melhores valores de resisténcia mecénica e remog¢do de organicos de forma estratificada
(Gibson et al. 2015). A mistura passou por processo de homogeneizagdo com uso de moinho

de bolas.

3.5 Parametros e materiais utilizados no DRX
Para a realizacao dos ensaios de DRX foi utilizado o equipamento Shimadzu XDR-

7000, cujo DRX de pos possui poténcia de 40 kV e 30 mA, radiagdo k-a e comprimento de
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onda A = 1,540564, ¢ as amostras foram analisadas em um angulo 6 = 20 de 5 a 90°, e passo
de 0,02° a cada 0,6 segundos.

Nos testes de DRX foram utilizados os seguintes materiais: P6 de hidroxiapatita
comercial (Fluka — lote: 1231469 — CAS N° 1306-06-5), material que atende a norma ASTM
1185-03 que ¢ considerada composicdo padrdo para HA para implantes cirurgicos;
hidroxiapatita de origem bovina em quatro situagdes: verde (somente com processos de

moagem) e calcinada nas temperaturas de 900° C e 1300°C e sinterizada a 1300°C.

3.6 Parametros utilizados na microtomografia

A partir de uma amostra dssea que continha parte trabecular e parte compacta (figura
20) foi realizada a captagdo de imagens dos ossos bovinos 3D em microtomégrafo modelo
SkyScan 1272 (Bruker) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC - Grupo de ressonancia
magnética, espectroscopia € magnetismo, com camera XIMEA xiRAY 16; obtencao de fatia
0,067742 s, perfazendo um total de 1240 fatias com largura e altura da imagem resultante de
1240 pixels e 2176 pixels, respectivamente. Em sequéncia, essas imagens em formato de fatias
em tons de cinza foram binarizadas e convertidas em um arquivo no formato STL de superficie

solida como representado na figura 21.

Figura 20 — Imagem da amostra utilizada para obtencao da p-ct.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 21 - Imagem 3D de osso bovino e visualizagdo de uma das fatias.

Fonte: Elaborada pelo autor

3.7 Parametros utilizados na viscosidade e estabilidade

As pastas ceramicas foram caracterizadas por meio de um viscosimetro rotacional
modelo DV2T extra (Brookfield, Canadd) em temperatura ambiente no Departamento de
Engenharia de Materiais da EESC. A composi¢do das pastas cerdmicas utilizadas nos ensaios

foram as seguintes:

- 30 vol% HA + PEGDA250 + 3wt% Triton X100 (Sigma Aldrich, USA);

- 35 vol% HA + PEGDA250 + 3wt% Triton X100 (Sigma Aldrich, USA);

- 40 vol% HA + PEGDA250 + 3wt% Triton X100 (Sigma Aldrich, USA).

A estabilidade das pastas com 30%, 35% e 40% de carga cerdmica de HA foram
investigadas por teste de sedimentacdo, onde 10 ml de cada suspensdo foram vertidos em tubos
graduados. Os tubos de medi¢dao foram mantidos sem perturbacao por 30 dias e a fragdo do

volume de sedimentagao foi registrada em funcao do tempo.

3.8 Parametros de impressao

Para as impressoes, diversos parametros devem ser considerados, entre eles a espessura
de camada, velocidade de movimentacdo da plataforma de impressao, movimento de mergulho

da plataforma de impressao, velocidade do sistema de espalhamento.
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A primeira acdo tomada para a impressao foi a extracdo de uma regido cubica da parte
trabecular do osso a partir da imagem da p-CT; essa regido foi entdo tratada através de
espelhamento, de forma a preservar a porosidade e a estrutura 6ssea. Esse tratamento através
do espalhamento proporcionou uma imagem 3D com dimensdes de um cubo com aresta de
10mm (Figura 22). De posse desse cubo, este foi inserido no programa Creation Workshop,

versdao ndo comercial 1.0.0.75 e foi utilizado como modelo padrdo para impressoes.

Figura 22 — Imagem 3D da parte trabecular utilizada no padrao de impressao.

Fonte: Elaborada pelo autor

As impressoes foram primeiramente realizadas em impressora desenvolvida no
Laboratorio de Tribologia e Compositos da EESC, (Figura 23) com projecdo de segdes
utilizando projetor de slides Infocus DLP com lampada de merctrio (2200 lumens) e com o
filtro de luz UV removido, em sistema de impressao do tipo top-down, € com sistema de
espalhamento e nivelamento com solicitacao de patente: Sistema de recobrimento com laminas
de agdo sequencial para manufatura aditiva por fotopolimeriza¢do em cuba, junto ao Instituto
Nacional da Propriedade Industrial, (N° de registro BR10202102154) (Figura 24). Para a
projecao foi adicionada uma lente de projecdo. A area de projecao desse equipamento ¢ de 60
x 45mm, respeitando a razao de aspecto da projecdo na impressao de 4:3 (CAMARGO et al.,

2021).
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Figura 23 — Impressora utilizada no projeto.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 24 — Sistema de espalhamento e nivelamento.
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Fonte: Adaptado de (CAMARGO et al., 2021) e elaborada pelo proprio autor

Apoés experimentos de ajuste de profundidade de cura, a condicdo que apresentou
melhor padrao de impressao foi a seguinte: espessura de camada de 0,1 mm, tempo de
exposicao de 20 s, velocidade de mergulho de 0,5mm/s, velocidade de elevagao de 0,67mm/s,

sendo esses os parametros de impressao aplicado.

Posteriormente, foi também utilizada a impressora comercial Creality modelo LD-
002H, equipamento empregado normalmente para materiais poliméricos com resinas
comerciais, cuja projecao acontece no sistema bottom-up; para essas impressoes foi realizado
um teste de espessura de camada em func¢ao de diferentes tempos de exposi¢ao de luz, expresso
na tabela 9. Para as impressdes nesse equipamento as suspensdes apresentaram uma formulacao

com menor concentragdo de carga solida (35%).

Tabela 9 - Teste de impressao de camadas - tempo de exposi¢do (s) x espessura (mm).

Tempo de exposi¢ao (s) Espessura da camada (mm)

15 0,27
10 0,2
5 0,15
3 0,1
1 0,06

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.9 Processos de debinding e sinterizagdo e obtencdo de densidade

As pecas impressas foram submetidas aos processos de debinding e sinterizagcdo a
1300°C por 2 horas em forno de caixa (Blue M, Lindberg) em ambiente de ar, conforme
mostrado na Figura 25. A taxa de aquecimento foi reduzida na faixa de temperatura de
degradacao térmica do monomero usado (componente organico principal) (RONCA et al.,
2018) para reduzir rachaduras (JOHANSSON et al., 2017; SOKOLOV et al., 2018). Na
sequéncia, a densidade das pecas sinterizadas foi medida com base no Principio de Arquimedes

usando uma balanga analitica com resolu¢do de 0,01 mg (AUW220D, Shimadzu).

Figura 25 - Curva debinding e sinterizagao.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Foi realizada também uma segunda metodologia de debinding e sinterizacao
denominada two steps; para esse processo, a curva esta representada na figura 26. O processo
de two steps pode ser aplicado com sucesso para todos os tipos de cerdmicas, inclusive as
bioceramicas, que ¢ o caso da HA; na maioria das ceramicas ndo ha crescimento dos graos ou

entdo um crescimento controlado no tamanho do grao (SUTHARSINI et al., 2018).
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Figura 26 - Curva debinding e sinterizacao - two steps.

~ 1400
@
<
= 1200
5
< 1000 r
g
= 800
g
= 600
400
200
0
0 3 10 15 20 25 30 35
Tempo (h)

Fonte: Elaborada pelo autor

3.10 Obtengao dos whiskers

Para a obtencao dos whiskers (Figura 27) foi seguida a rota sugerida por Cardoso (2010),
sendo realizada uma homogeneizagdo dos reagentes primarios monetita (CaHPO4) e carbonato
de calcio (CaCOs3) em uma fragdo molar de 2:1 em almofariz de agata. Essa mistura foi entdo
aquecida até 1225°C com taxa de aquecimento de 2°C/min, patamar de 6 horas, sendo obtida a
sinterizagdo do elemento a-TCP; na sequéncia o material passou por um processo de moagem

em moinho de bolas, em meio seco durante 48 horas.

Uma vez obtido o a-TCP moido, este passou por um processo de hidrolise no qual para
cada 1,56g foram adicionadas 100ml de agua deionizada; essa mistura foi entdo aquecida e
mantida a 90°C durante um periodo de 6 horas, mantendo o controle de pH com menor variagao
possivel através da adicdo de hidroxido de amonio (NH4OH) — o pH foi mantido em torno de
10. Esse material foi filtrado em 4gua destilada e o resultante permaneceu em estufa com

temperatura de 50°C durante um periodo de 24 horas.
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Figura 27 - Fluxograma de obtencao dos whiskers.
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Fonte: elaborada pelo autor

3.11 Testes de compressao/flexdo e elementos finitos

Os testes de compressado e de flexdo foram realizados em maquina eletronica de ensaios
universal MTS® modelo 370.02 Bionix Servohydraulic Load Frame, com célula de carga de

15kN, sendo aplicada nos ensaios velocidade de 0,1mm/s.

Para os testes de compressao foram testados cinco corpos de prova referentes aos 0ssos
miméticos impressos via VAT, além disso foram testados 10 cilindros obtidos através de
compactagao isostatica somente de HA e outros 10 cilindros obtidos através de compactagao
isostatica da mistura de HA + Whiskers (as dimensdes médias dos cilindros apds a sinterizagao
foram 9,57x5,16 mm de altura e diametro, respectivamente), enquanto a area projetada para os
scaffolds sinterizados foi de 72mm?, e todos os testes foram baseados na norma ASTM C1424-

15 (ASTMC1424-15, 2021).

Os testes de compressao dos ossos miméticos foram reproduzidos utilizando o método
dos elementos finitos (FEM) no Ansys Mechanical; contudo, antes de efetuar a simulacdo, o
arquivo STL do osso trabecular foi editado utilizando o software livre Autodesk MeshMixer.
Foram realizadas as seguintes acdes no arquivo STL: dimensionamento do arquivo para
corresponder as dimensdes da peca sinterizada impressa 3D (7,07x8,25x8,55mm), removendo
defeitos de malha (entende-se por defeitos de malha: regides ndo conectadas, vértices nao

multiplos, furos de malha); corte de uma fatia (<0,25mm) das faces para torna-las mais planas
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para a aplicacdo das cargas; remocao de secdes do material muito finas que seriam altamente
dificeis de simular e ndo contribuiriam efetivamente de forma consideravel para os valores de

rigidez do material.

O arquivo STL editado foi entdo importado para o Ansys Space Claim como um corpo
facetado conectado; o arquivo foi corrigido automaticamente em busca de eventuais erros e

convertido em um sélido com faces mescladas antes de ser exportado para o Ansys Mechanical.

As propriedades da HA adotadas para a simulagao foram obtidas em Ravaglioli,
Krajewski, (1991), com densidade 3100kg/m?, médulo de Young (elasticidade) 100GPa e
coeficiente de Poisson 0,28, além disso o material foi considerado linear elastico e isotrdpico.
Apos a exportacdo, a malha resultante apresentou 493.867 elementos e 836.718 nos (com
comprimento médio dos elementos de 0,08mm), com uma resolugao automatica gerada pelo
Ansys Mechanical nos tetraedros de segunda ordem igual a 6. Para a simulagdo, a parte inferior
do osso digital foi restrita de deslocamento com apoio sem atrito (x=0). A figura 28 representa

o s6lido em malha com uma representagdo esquematica da carga aplicada.

Figura 28 — Malha FEM do modelo 6sseo com uma representacao esquematica das condigdes
de contorno e cargas.
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Fonte: ERBERELI et al. (2022)
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Os testes de flexdo foram realizados com a finalidade de verificar a influéncia da
presenca dos whiskers em barras prensadas isostaticamente e sinterizadas (dimensdo média =
4,01x4,31x30mm). A configuracao das amostras foi realizada com a concentracdao de 40% de
HA, que foi a maior concentragao possivel de impressdo, sendo testadas duas diferentes
situacdes; a primeira em que foi acrescida a quantidade de 1%wt de whiskers e a segunda com

2,8%wt whiskers.

3.12 Degradacao in vitro e variagdo de pH

A degradacdo das pecas impressas e ja sinterizadas foi estudada avaliando a perda de
massa e também a variacao do pH, sendo as medidas realizadas apds 3, 7, 14, 30, 60 e 120 dias
de imersao em solugdo tampao fosfato-salino (PBS). Cinco amostras (n=5) tiveram suas massas
medidas e na sequéncia foram imersas em 5 ml de PBS (10 mM e pH 7,4) e mantidas em estufa
com temperatura controlada em 37°C. Apo6s cada periodo mencionado acima as amostras foram
retiradas e imediatamente tiveram suas massas medidas; as amostras foram novamente
colocadas na estufa e apds 24 horas tiveram suas massas medidas novamente, com isso foi
possivel analisar a perda de massa em fun¢do da comparagao da massa inicial e final para cada
amostra individual nos diferentes periodos. Todas as amostras possuiam inicialmente valores
de massa proximos a 0,1g, e todas as medidas foram realizadas em balanga analitica com

resolucdo de 0,01 mg (AUW220D, Shimadzu).

Para o registro das medidas de pH da solugdo tampao de todos os periodos em que as
amostras ficaram em estudo foi utilizado o medidor de bancada OHAUS, modelo ST2100-F

com faixa de medi¢do de pH = 0,00 — 14,00, exatidao + 0,01 e resolu¢ao de medida 0,01.

3.13 Citotoxicidade

O estudo de viabilidade celular para determinar a citotoxicidade foi realizado em
parceria com a Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) — campus Baixada Santista no

Laboratorio de Biomateriais € Engenharia de Tecidos (LaBETec).
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Para esse estudo foram utilizadas as células pré-osteoblasticas (MC3T3-El) e
fibroblastos murinos (L929). As células MC3T3-E1 foram cultivadas em garrafas com meio
modificado alfa (a-MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células L929 foram
cultivadas em garrafas com meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino. As duas linhagens celulares foram cultivadas a 37°C com CO;

de 5%, sendo mantidas em subconfluéncia com troca de meio de 2-3 dias.

O ensaio colorimétrico de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1] -2,5-
difeniltetrazolio) foi realizado de forma indireta utilizando os extratos dos materiais. Esses
extratos foram preparados a partir de 1g do material para 50 mL de meio de cultura, sendo
mantido em estufa a 37°C com CO; de 5% por um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, esse
extrato foi filtrado com filtro de seringa (0,22 um — KASVI) sendo considerada a concentragao
de 100%, as concentragdes de 50% e 25% foram feitas a partir de diluigdes desse extrato inicial

com meio de cultura (1:2 e 1:3, respectivamente).

As células foram plaqueadas na concentragio de 10° em placas de 96 pocos e foram
definidos os grupos para teste: controle (CG), onde as células foram cultivadas com meio de
cultura standard; 100%, 50% e 25%, que foram as concentragdes dos extratos utilizados. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C com CO2 de 5% por 1, 3 e 7 dias experimentais. Apos
esse periodo, a placa foi lavada com PBS (Tampao fosfato-salino — Vitrocell) e foram colocados
nos pogos S0uL de solugao de MTT (0,5 mg/mL), sendo as placas mantidas em estufa a 37°C
protegidas da luz por 3 horas. Depois, foi colocado em cada pogo 100 pL de isopropanol e as

placas foram levadas para o leitor de placas (Epoch-Biotek) para leitura em 540 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Partes dessa se¢ao foram publicadas em artigo de periodicos (ERBERELI et al., 2022)

4.1 Evolugao da moagem do p6

A Figura 29 mostra a evolugdo da moagem na qual apds o processo ocorrer durante 24
horas em moinho de bolas seguido de moagem vibratéria por 72 horas foi obtido diametro

médio equivalente de 0,141 um com 14,2% de fragdo nanométrica (10 a 100 nm).

Figura 29 - Curvas de moagem.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 Difratogramas comparativos da hidroxiapatita

A figura 30 apresenta difratogramas da hidroxiapatita bovina comparativos em: padrao
(Sigma Aldrich — 289396 — este material apresenta pureza que atende a norma ASTM 1185-03
(Standard Specification for Composition of Hydroxyapatite for Surgical Implants) e ¢
comercializado para implantes), verde (ndo calcinada e sem nanomoagem), calcinada a

temperatura de 900°C e calcinada a 1300°C (a duas ultimas com a aplica¢do da nanomoagem).
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E notéria a semelhanga entre os difratogramas e picos de intensidade de energia (cerca de 32°
da varredura) constatando os valores padriao: 2578.a., verde: 526p.a., calcinada a 900°C:
1560p.a. e calcinada a 1300°C: 2686y.a., verificando assim que os valores para a hidroxiapatita
bovina calcinada a 1300°C apresentam, comparativamente, picos mais intensos que a padrao

Sigma Aldrich.

Figura 30 - Difratogramas comparativos da hidroxiapatita.
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Fonte: Elaborada pelo autor

O osso bovino, in natura, apresenta hidroxiapatita com baixa cristalinidade. A
calcinacdo deste material além de completar o processo de remocao da parte organica, coldgeno
e proteinas ¢ também essencial para a ceramiza¢dao do material, ou seja, obtencdo de pds para
conformagdo e sinterizagdo de implantes em condigdes de usabilidade. A moagem
submicrométrica com consideravel fragdo nanométrica do material calcinado favorece a
sinterizacdo de corpos em temperaturas relativamente mais baixas, que evita transformacdes de

decomposicdo e/ou precipitacdo de fases secundarias de baixa bioatividade.

4.3 Estudos de impressao
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4.3.1 Ensaios com resinas comerciais

Os primeiros ensaios de impressdo foram realizados com a resina comercial Anycubic
para validar o processo de impressao, foram impressos corpos de prova cubicos e barras, com
diferentes tempos de exposicao e diferentes espessuras de camadas. A figura 31 ilustra alguns

corpos de prova impressos.

Figura 31 — Figura ilustrativa de alguns dos corpos de prova impressos para teste de

impressao.

Fonte: Elaborada pelo autor

Uma vez verificada a possibilidade de impressdao, os testes passaram a acontecer
utilizando um corpo de prova proveniente da imagem obtida através de microtomografia. Para
essa impressdo foi necessario ajuste em relacdo ao tempo de exposi¢cdo, visto que ocorreu o
desprendimento dos corpos impressos da base (Figura 32 — lado esquerdo). Apos os ajustes
serem realizados, a impressao decorreu de forma satisfatéria, obtendo os corpos de prova

mimetizados com dimensdes de 10mm x 10mm x 10mm. (Figura 32 - lado direito).
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Figura 32 - Testes com resinas comerciais — esquerda — primeiro teste de impressao com

resina comercial Anycubic. Direita — testes com resinas comerciais de 0ossos mimetizados.

Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.2 Ensaios com hidroxiapatita comercial

Nas primeiras formula¢des de pastas ceramicas com uso de HA comercial foram
testados tempos de exposicdo de 10 s até 180 s, para primeiramente, ter a comprovagdo da
polimerizacao. Com exposi¢cdo de 10 s, a polimerizacdo dessas formulagdes ndo apresentou
fotopolimerizagao, fato que ocorreu para tempos de exposi¢ao a partir de 20 s, sendo entao esse
o valor utilizado para os testes.

As formulagdes foram compostas com baixas cargas cerdmicas (cerca de 15%) e com
utilizagdo de diferentes combinacdes de: HA, resina, xilol, NMP, PABA, PVB, alcool
isopropilico. A figura 33 representa as primeiras pegas impressas com HA comercial; os
constituintes, a quantidade em massa, densidade e porcentagem volumétrica de cada um desses

elementos estdo apresentadas na tabela 10.
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Figura 33 — Imagem dos corpos de prova relativos a primeira impressdao com HA comercial.

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 10 — Formulacao de resina para impressao com HA comercial.

Material Quantidade (g) Densidade (g/cm®) Volume (%)

HA 50,5 3,16 16
PEGDAS75 18,88 1,18 16
Xilol 12,96 0,864 15
NMP 26,78 1,03 26

Acido Bstedrico 1,27 0,941 1,35
PABA 0,07 1,37 0,05
PVB 0,65 1,08 0,6
Alcool Isopropilico 11,79 0,786 15
Etileno Glicol 11,1 1,11 10

TOTAIS 134 - =100

Fonte: Elaborada pelo autor
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Essas primeiras impressdes apresentaram aspecto elastico bastante realgado, muito
provavelmente em fun¢do da alta quantidade de dispersantes e solventes, fato esse que
colaborou para as formulagdes seguintes possuirem a menor quantidade possivel desses
elementos.

Apds as primeiras tentativas de impressdo com HA comercial, os testes foram
paralisados para andlise de novas formulagdes com menores cargas de elementos que nao
fossem resina, ceramica, dispersante e fotoinicializador; foram também aplicados testes com

diferentes cargas ceramicas objetivando a otimizagdo maxima da quantidade de p6 ceramico.

4.4 Ensaios de viscosidade e estabilidade de resinas

Os testes de viscosidade foram realizados com pastas cerdmicas com o mondmero
PEGDA 250 e 3%wt de Triton X100, onde ocorreu a variagao do carregamento cerdmico para
analisar os efeitos causados pelos so6lidos na viscosidade da suspensdo. Essa influéncia de
carregamento sélido pode ser verificada na figura 34 onde esta a relagao de viscosidade com a

taxa de cisalhamento de 30 s,

Figura 34 - Testes de viscosidade aplicados em pastas com diferentes carregamentos de HA.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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De acordo com Wang et al. (2019), a fim de atender as necessidades de autonivelamento
para impressao, as suspensoes cerdmicas devem apresentar viscosidade inferior a 3 Pa.s a 30s
! taxa de cisalhamento, portanto a partir da figura 34 pode-se notar valores inferiores ao
especificado e, consequentemente, todas as pastas ceramicas formuladas nesse trabalho

atenderiam as necessidades de impressao.

A estabilidade das pastas com 30%; 35% e 40% de carga ceramica de HA foram
investigadas por teste de sedimentacdo, onde 10ml de cada suspensao foram vertidos em tubos
graduados; esses tubos foram mantidos sem perturbacdo por 30 dias e a fragdo do volume de

sedimentacao foi registrada em funcao do tempo.

Na imagem 35 ¢ possivel verificar o teste de estabilidade realizado com as pastas
ceramicas e suas respectivas cargas de HA ap6s um periodo de 30 dias de testes; enquanto na
figura 36, ¢ possivel verificar graficamente o comportamento das amostras ao longo do periodo
de ensaio. Nota-se que o carregamento de 30% de HA apresentou uma maior taxa de segregacao
atingindo um total de 25% durante o ensaio, enquanto as amostras com cargas de 35% e 40%
de carregamento apresentaram taxa segregacdo de 10% apos os mesmos 30 dias de ensaios,
com um comportamento analogo de segregagdo ao longo do ensaio. De acordo com Wang et
al. (2019) a fim de atender as necessidades de autonivelamento para impressdo, as suspensoes
ceramicas devem apresentar viscosidade inferior a 3 Pa.s a 30s! de taxa de cisalhamento;
portanto a partir da figura 34 pode-se notar valores inferiores ao especificado e,
consequentemente, todas as pastas ceramicas formuladas nesse trabalho atenderiam as

necessidades de impressao.
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Figura 35 — Ensaios de estabilidade das pastas ceramicas com diferentes concentragdes de

cargas de HA.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 36 — Taxa de segregacgdo para ensaios de 30 dias para diferentes carregamentos de HA.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.5 Impressdes com hidroxiapatita de origem bovina

Apo6s a realizacdo dos testes de viscosidade e de estabilidade das diferentes pastas
ceramicas, a opcdo em prosseguir com os testes de impressao foi pela barbotina com 40% de
carga ceramica. Essa escolha foi realizada pelo fato de, mesmo com alta carga de p6 ceramico,
a pasta apresentava estabilidade e também viscosidade suficientes para uma boa impressao;
além disso, valores maiores de cargas ceramicas também foram formulados, contudo nao
proporcionaram viabilidade de impressdo em funcdo de ndo apresentarem suficiente

viscosidade para realizagao dos testes.

A pasta ceramica utilizada para os testes de impressdo apresentou a seguinte
formulagdo: 40 vol% HA de origem bovina com controle de rastreabilidade; PEGDA250; 3wt%
Triton X100; fotoinicializador Phenylbis na quantidade de 2wt%, e essa barbotina ficou durante
24 horas em moinho de bolas para uma perfeita homogeneiza¢ao dos materiais.

Definida a barbotina que seria utilizada nos testes de impressdo, o proximo passo foi
definir o tempo de exposi¢do a luz que cada camada teria. Testes previamente realizados com
pastas cerdmicas com HA comercial indicaram tempo de exposicdo de 20 segundos para
formag¢do de camadas, entretanto o fato de as barbotinas com HA de origem bovina com
rastreabilidade apresentarem uma consideravel reducao na quantidade de componentes de sua
formulagdo em comparagdo com as pastas testadas anteriormente, os testes com essa nova
formulagdo tiveram tempo de exposi¢ao de 10; 15 e 20 segundos; na figura 37 € possivel
observar as camadas de impressao nos corpos de prova e também nos ossos mimetizados através
de captura em microscopio 6tico, na sequéncia a figura 38 apresenta as mesmas camadas de

impressao de forma mais detalha com a visualizagdo através de MEV.
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Figura 37 — Imagens das camadas de impressdo. (a) — impressao de corpos de prova; (b) —

0ssos mimetizados.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 38 — Detalhes das camadas de impressao através de MEV.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os testes de impressdo foram iniciados com tempo de exposicdo de camada de 10
segundos, sendo constatado a fotopolimerizagdio das camadas, entretanto ocorreu
desprendimento durante a impressao, nao sendo possivel a conclusdo das impressoes. Os testes

de impressdao de scaffolds com tempo de exposi¢ao de 10 segundos foram descartados em
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funcdo dos problemas de desprendimento das camadas, como pode ser verificado na imagem
39.

Figura 39 — Imagem dos scaffolds impressos com pasta ceramica com carregamento de

40%wt de HA bovina e tempo de fotopolimerizacdo das camadas de 10 segundos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na sequéncia os testes de impressdo passaram a ter tempo de exposicao de 15 segundos
para formacao das camadas; nesses testes foi possivel realizar a impressao de corpos de prova
no formato de barras, scaffolds com diferentes configuragdes e também de osso trabecular

mimetizado. Na figura 40 ¢ possivel verificar os corpos de prova, os scaffolds e também os

0ssos mimetizados impressos nos testes.
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Figura 40 - Imagem dos ossos miméticos, corpos de prova e scaffolds impressos com pasta
ceramica com carregamento de 40%wt HA bovina e tempo de fotopolimerizagdo das camadas

de 15 segundos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Nas impressdes dos scaffolds e também dos modelos dsseos trabeculares miméticos nao
foram observados problemas nas impressdes, contudo nos corpos de prova foi identificada

delaminacao das camadas, como pode ser verificada na figura 41.
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Figura 41 — Imagens demonstrando a delaminacao das camadas nos corpos de prova com

tempos de exposicao a luz para formacdo da camada de 15 segundos.

_______—————

10 mm

Fonte: Elaborada pelo autor

Os testes seguintes foram realizados com tempo de exposicao das camadas de 20
segundos e nesse caso ndo foram observados problemas nas impressdes de corpos de prova,
scaffolds e modelos 6sseos miméticos como pode ser verificado na figura 42. Entdo, ¢ possivel
afirmar que, como resultados de impressao, o tempo de exposicao de 20 segundos como melhor

op¢ao.
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Figura 42 - Imagem dos ossos miméticos, corpos de prova e scaffolds impressos com pasta
ceramica com carregamento de 40%wt HA bovina e tempo de fotopolimerizagdo das camadas

de 20 segundos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na figura 43 tem-se em destaque a impressdao de um osso trabecular mimético com a
considerada melhor condi¢do de impressao, na qual a pasta ceramica apresenta carregamento
de 40%wt de HA bovina com rastreabilidade, com tempo de exposi¢do para a formacao da
camada de 20 segundos, espessura de 0,1mm; velocidade de mergulho: 0,5mm/s e velocidade

de elevagao: 0,67mm/s.
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Figura 43 — Destaque de impressdo de osso trabecular.

Fonte: Elaborada pelo autor

4.6 Processos de debinding e sinterizagdo

O processo de debinding aconteceu de forma que todos os organicos presentes nas
formulacdes das barbotinas fossem eliminados, além disso foram realizadas duas diferentes
curvas de sinterizagdo para que pudesse ser verificada a influéncia do processo denominado
two steps, uma vez que, mediante a utilizagdo desse processo pode ocorrer um crescimento
controlado no tamanho do grdao (SUTHARSINI et al., 2018), cuja vantagem poderia ser o

aumento da densidade dos elementos impressos.

Através das imagens de MEV (figura 44), ¢ possivel verificar que o processo de two
steps efetivamente proporcionou o esperado crescimento de graos, visto que no processo one
step as dimensdes dos graos apresentavam de maneira geral um didmetro da ordem de 3,5um,

enquanto no processo two steps o diametro médio apresentou valores da ordem de Sym.
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Figura 44 — Imagens das pegas sinterizadas pelos processos one step (lado esquerdo) e two
steps (lado direito).

Fonte: elaborada pelo autor

4.7 Obtencao de whiskers

A obtencao dos whiskers ocorreu basicamente em duas etapas, uma primeira, em que oS
elementos primarios foram transformados em o-TCP; nessa etapa, a partir do processo de
sinterizagdo a temperatura de 1225°C com taxa de aquecimento de 2°C/min e um patamar de 6
horas, o resultado final ja apresenta um formato de bastonetes ou agulhas (o comprimento ¢
consideravelmente maior que o diametro); a seguir sao apresentadas imagens do p6 obtido nessa
etapa; de forma geral regularmente as dimensdes dos didmetros sdo da ordem de 20nm,

enquanto o comprimento da ordem de 200nm.
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Figura 45 - Imagens do p6 a-TCP.

Fonte: elaborada pelo autor

O material a-TCP foi entdo moido por um periodo de 48 horas em moinho de bolas e,
na sequéncia, foi realizado um processo de hidrolise de 6 horas a 90°C com controle de pH em
10, feito através da adi¢do de hidroxido de amonio (NH4OH), foram realizadas duas filtragens

do produto final, ilustrado na figura 46 a seguir.
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Figura 46 — Imagens do processo de hidrolise e produto final apds secagem durante 24 horas
em estufa.

Fonte: elaborada pelo autor

A 1magem 47 mostra o p6 de B-TCP obtido no processo, ao qual as caracteristicas de
whiskers foram mantidas; entretanto para esse po, as imagens de MEV ndo forneceram de
precisdo dimensional, porém aparentemente as dimensdes sdo menores que o whiskers do po a-
TCP, uma aproximagdo indica que regularmente os didmetros apresentaram valores menores

que 10nm, e os comprimentos da ordem de 100nm.
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Figura 47 - Imagens do po6 B-TCP.

Fonte: elaborada pelo autor

4.7 Testes de compressao/flexdo e elementos finitos

Os ensaios de compressao dos corpos cilindricos (figura 48) apresentaram tensao média
de ruptura de 280+60MPa; esse valor estd de acordo com dados da literatura para valores

associados a HA (RAVAGLIOLI; KRAJEWSKI, 1991).
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Figura 48 — Imagens de pré e pos teste de compressao dos corpos cilindricos,
respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os ossos miméticos que tinham dimensdes lcm de cada lado no estado verde (pos
impressdo), passaram a ter dimensdes de: 7,07+0,19x8,25+0,12x8,55+0,07mm apds a
sinterizagdo simples (sem atmosfera controlada ou vacuo), com uma densidade relativa de 82%,
valor ligeiramente inferior ao relatado por outros estudos (85-90%) (SUDAN et al., 2020; YAO
et al., 2021); entretanto, existe a possibilidade de melhorar esse valor com agdes do tipo:
aumento da carga so6lida, aumento na temperatura de sinterizacdo (atentando-se ao fato de nao

alterar a estrutura da HA) ou ainda o tempo de permanéncia da sinterizagao.

Comparativamente aos cilindros, os 0ssos miméticos impressos apresentaram um
comportamento mais complexo nos testes de compressao (figura 49), como as pegas impressas
possuem diversas pequenas conexdes trabeculares, a distribuicdo da tensdo ndo ¢ uniforme e,
portanto, pequenas rupturas vao ocorrendo ao longo do teste até a ruptura final do osso
mimético. Durante os testes, a primeira ruptura ou ruptura parcial da estrutura acontece com
valores da ordem de 90+50N, e a carga ultima de ruptura atingiu valores de 360+104N; isso
apresentado e levando-se em consideragdo a area projetada do scaffold, é possivel afirmar que
0s 0ss0s miméticos apresentam uma tensao ultima de 5,00+1,45MPa. Notavelmente, esse valor
apresentado para os ossos miméticos impressos ¢ semelhante ao osso natural (MISCH et al.,

1999).
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Figura 49 — Imagens do teste de compressdao dos ossos miméticos - em sentido horario: pré
teste, durante teste, e pos teste (2x).

Fonte: Elaborada pelo autor

Uma vez conhecidas as cargas suportadas pelos ossos miméticos impressos, foi possivel
realizar a simulacdo em elementos finitos (FEM), a figura 50 representa a condi¢cdo de
carregamento que corresponde a primeira ruptura parcial ocorrida no material durante o ensaio
mecanico (90N). Como era esperado, as distribuigdes de tensdes nao ocorreram de forma
uniforme, e embora a tensdo média tenha apresentado um valor baixo 8,27MPa, algumas
regides altamente carregadas apresentaram valores de tensdes bastante altos, atingindo
263,3MPa, que correspondem a apenas 5% inferiores a tensdo ruptura dos cilindros

compactados (280MPa).
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Figura 50 — Simulacdo FEM com carregamento equivalente a 90N, correspondente a primeira
ruptura do material impresso.

Type: Equivalent {von-Mises)

Unit: MPa
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30,888

3,6198
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9,3778e-6
1,099e-6 Min

Fonte: ERBERELI et al. (2022)

A partir dos valores apresentados e apesar da morfologia em camadas criadas pelo
processo de manufatura aditiva, € notorio verificar que a resisténcia intrinseca do material foi
mantida significativamente, evidenciando a qualidade do processo de fabricacdo dos ossos
miméticos. Além disso, mesmo quando aplicada a carga ultima (360N), a tensdo foi baixa,
33MPa, fato que evidencia que a ruptura do material foi causada por fratura localizada nas

regides concentradoras de tensao.

Os testes de flexao com as barras (figura 51), com as duas diferentes configuragdes de
whiskers apresentadas nesse trabalho, geraram os seguintes valores para a tensdo maxima: com
1% de adi¢do de whiskers 56,55+15,37MPa, enquanto a tensdo maxima para as barras com
2,8% de whiskers apresentou valor de 61,85+21,04MPa; ja as deformacdes foram de
0,22+0,09% e 0,18+0,05%, respectivamente, para 1 e 2,8% de adigao de whiskers. Com esses
primeiros valores apresentados, € possivel identificar um aumento nos valores das tensdes
maximas e uma reducao nas deformacgdes de acordo com o aumento da quantidade de whiskers
adicionadas; consequentemente ¢ indicado também um acréscimo no valor para o mddulo de

elasticidade ou Young.
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Figura 51 — Imagens ilustrativas do teste de flexdo das barras com adi¢do de whiskers.

Fonte: Elaborada pelo autor

A figura 52 apresenta imagens de MEV em que ¢ possivel verificar que os whiskers
estao dispersos por toda a pega impressa e, além disso, a forma como os whiskers se posicionam
nos intersticios granulares propdem um entrelacamento dos graos que culminam em suportar

uma maior tensdo para a ruptura dos corpos de prova.

Figura 52 — Whiskers dispersos na peca impressa e detalhes dos whiskers nos intersticios
granulares.
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Fonte: elaborada pelo autor

4.8 Degradacdo in vitro e variagdo de pH

A seguir ¢ apresentada a tabela 10 com as medi¢des dos valores das massas iniciais €
finais do grupo de cinco amostras para cada um dos diferentes periodos em que a degradagao
foi analisada (figura 53), assim como a variacao da perda/ganho de massa das amostras ao longo

dos periodos estudados.

Figura 53 — Imagens ilustrativas dos grupos amostrais durante o ensaio de degradagao
acomodadas em estufa e mantidas em temperatura de 37°C.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 11 - Avaliacdo da degradagdo das amostras impressas em diferentes periodos.

Periodo (dias) Amostra  Muicial (g)  Mfinal (g) Variacao

1 0,1000 0,1004 +0,0004

2 0,1231 0,1232 +0,0001

3 3 0,1234 0,1220 -0,0014
4 0,1350 0,1351 +0,0001

5 0,1389 0,1392 +0,0003

1 0,1033 0,1232 -0,0001

2 0,1232 0,1226 -0,0006

7 3 0,1262 0,1264 +0,0002
4 0,1351 0,1353 +0,0002

5 0,1382 0,1383 +0,0001

1 0,1041 0,1041 0,0000

2 0,1222 0,1219 -0,0003

14 3 0,1265 0,1266 +0,0001
4 0,1351 0,1348 +0,0003

5 0,1371 0,1371 0,0000

1 0,1062 0,1062 0,0000

2 0,1210 0,1210 0,0000

30 3 0,1271 0,1271 0,0000
4 0,1353 0,1355 +0,0002

5 0,1371 0,1365 -0,0006

1 0,1135 0,1138 +0,0003

2 0,1209 0,1208 -0,0001

60 3 0,1273 0,1269 -0,0003
4 0,1361 0,1365 +0,0004

5 0,1371 0,1372 +0,0001
1 0,1190 0,1197 +0,0004

2 0,1200 0,1202 +0,0002

120 3 0,1287 0,1288 +0,0001
4 0,1361 0,1361 0,0000

5 0,1362 0,1365 +0,0003

Fonte elaborada pelo autor

A partir dos valores observados na tabela, foi possivel constatar que algumas amostras
apresentaram um pequeno ganho de massa, isso pode ter ocorrido pelo fato de o periodo de 24

horas ou até¢ mesmo a temperatura da estufa de 37°C terem sido insuficientes para que o PBS
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que estava impregnado nas amostras fosse totalmente eliminado, por outro lado, algumas
amostras tiveram (ainda que valores pequenos) perda de massa, e ainda foi possivel observar

que algumas amostras ndo tiveram nenhuma perda ou ganho de massa, isso ¢ melhor observado

na figura 54.

Figura 54 - Representagao de perda/ganhos de massas nos grupos de amostras ao longo do

tempo.
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Fonte: elaborada pelo autor

Portanto, ¢ possivel concluir que, de forma geral, ndo ocorreu degradagdo das amostras
ao longo de todo o periodo analisado, evento que corrobora com o apresentado na literatura
(MARCACCI et al., 2007; VILLA et al., 2015) que indica maior dificuldade na degradacgdo de

scaffolds produzidos somente com ceramica, que ¢ o caso apresentado nesse trabalho.

Em sequéncia, para cada periodo do ensaio de degradagdo, foram realizadas trés
medidas do valor do pH do PBS em que as pecas ficaram imersas para constatar alguma possivel

variacdo em relagdo ao valor padrao (pH = 7,4) ao longo do teste, e os resultados estao

apresentados na tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de pH do PBS ao longo do ensaio de degradagdo com relativas médias e

desvios padrdes.

Periodo (dias) Medida1l Medida2 Medida3 Média + desvio padrao

7 7,47 7,51 7,51 7,50+0,02
14 7,56 7,58 7,59 7,58+0,02
30 7,61 7,62 7,62 7,62+0,01
60 7,59 7,62 7,60 7,60+0,02
120 7,44 7,45 7,45 7,45+0,01

Fonte: elaborada pelo autor

E possivel verificar que todas as medidas apresentaram um valor ligeiramente superior
ao padrao (7,4), contudo nao ¢ conclusivo afirmar que ocorreu um aumento do valor ao longo
de todo o tempo do teste, visto que, mesmo apresentando um aumento no valor ap6s os 30
primeiros dias, para periodos maiores de tempo o valor do pH apresentou uma redugdo, se

aproximando mais do valor padrao.

4.7 Citotoxicidade

Para a célula 1.929 no dia 1, o grupo controle (GC) apresentou valores maiores (p<0,05)
comparados com os grupos 100%, 50% e 25%. No dia 3, o GC apresentou valores menores que
o grupo de 25% (p<0,05), o grupo 100% apresentou valores menores que os grupos 50% e 25%
(p<0,05) e o grupo 50% apresentou valores menores que o grupo 25% (p<0,05). No dia 7, o
GC apresentou valores menores que os grupos 50% e 100% (p<0,05). Nao houve mais
diferencas estatisticas e em todos os dias os grupos mantiveram uma porcentagem de

viabilidade acima de 70%.

Para a célula MC3T3-El1 no dia 1, o GC apresentou valores menores (p<0,05)
comparado ao grupo 100% e o grupo 100% apresentou valores maiores (p<0,05) comparado
aos grupos 50% e 25%. No dia 3, o grupo 100% apresentou valores menores (p<0,05) que o
grupo 25%. Nao houve mais diferencas estatisticas e em todos os dias os grupos mantiveram

uma porcentagem de viabilidade acima de 70%.



A figura 55 apresenta os resultados referentes aos testes de citotoxicidade.

Figura 55 — Resultados dos testes de citotoxicidade.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que os objetivos do trabalho foram atingidos.

O protocolo de processamento da hidroxiapatita de origem bovina com rastreabilidade,
através da calcinagdo e moagem por moinhos de bolas e vibratorios se mostraram eficientes na
obtencdo de pds submicrométricos, com consideravel fracdo nanométrica (14,2% de fragdo
nanométrica - 10 a 100 nm) e apresentaram resultados de didmetro médio equivalente de 0,141
um. A utilizagdo do deflocurante acido-aminobenzodico foi determinante para o sucesso da

moagem, que nesse trabalho apresentou 90% das particulas com didmetro menor que 3,375um.

Através dos difratogramas de raios-x, foi possivel verificar e concluir que a
hidroxiapatita de origem bovina, mesmo quando sinterizada a 1300°C com patamar nessa
temperatura de 2 horas, ndo apresentou decomposi¢do em outros fosfatos de célcio,

apresentando uma caracteristica de cristalinidade semelhante aos produtos comercializados.

Imagem 3D a partir de tomografia de ossos trabeculares metatarsais bovinos foram
impressas validando o processo de impressao por fotopolimerizacao em cuba com a utilizagao
de pastas cerdmicas com um carregamento de 15%wt de HA comercial, que ¢ um valor

considerado baixo na literatura.

A partir dessa primeira formulacao de pasta ceramica, foram desenvolvidas outras, com
valores de carregamento de HA variando de 25 a 45%wt, sendo que formulacdes com
carregamentos maiores que 40%wt de HA apresentaram auséncia de homogeneidade da pasta,
com caracteristica de elevada viscosidade, impossibilitando os testes. Essas formulagdes ja
apresentaram uma redugao consideravel de elementos, sendo restrita somente a resina comercial
(PEGDA250) — monomero acrilico, triton X100 — dispersante, Phenylbis — fotoinicializador e

HA de origem bovina com rastreabilidade controlada.

Os testes de viscosidade das pastas ceramicas apresentaram valores menores que
170mPa.s com taxas de cisalhamento menores que 60s'; como esperado a pasta cerAmica com
40%wt de HA apresentou valores maiores de viscosidade, mas mesmo assim aceitaveis e com

boa capacidade de impressao.

Foram realizados testes de estabilidade para as pastas ceramicas durante 30 dias, nos

quaisa formulacdo com quantidade de 30%wt de HA apresentou estabilidade a partir do 12°
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dia, enquanto as formula¢des com 35 e 40%wt de HA no 30° dia apresentava pouca
instabilidade, sendo as taxas de conservacao de 75%, 90% e 90%, respectivamente. Testes
futuros relativos a estabilidade deverdo ser realizados com as pastas ceramicas com 35 e 40%wt

de HA.

Em funcdo da pasta cerdmica com carregamento de 40%wt de HA apresentar
caracteristica suficiente para impressdo, ela foi utilizada para confec¢do de corpos de prova e
ossos mimetizados; foram realizados testes com tempos de fotopolimerizagdo da camada
impressa variando de 10 a 30 segundos, sendo verificado que a fotopolimerizagdo ocorre com
o tempo 10 segundos de maneira adequada, contudo apods algum tempo as camadas
apresentaram delaminacdo. Os testes de impressdao com 20 segundos de incidéncia de luz
apresentaram resultados satisfatorios sem delamina¢do e com manuten¢do dimensional das
pecas, com isso os testes de 30 segundos foram descartados em fun¢do de uma perda no tempo

de producao que ocorreria na fabricagdo de pecas.

Os whiskers de B-TCP foram obtidos a partir de dois constituintes primarios a monetita
e o carbonato de célcio, que primeiramente foram transformados em a-TCP e na sequéncia
através do processo de hidrolise ocorreu a transformagdo a-TCP— B-TCP. O elemento B-TCP
¢ bastante aplicado na engenharia de tecidos por desempenhar a fun¢ao de reforgamento junto
as impressoes realizadas com HA. A producdo de whiskers foi possivel, e a rota proposta é
satisfatoria, contudo, ¢ importante destacar que existe a necessidade de um preciso controle do

PH e temperatura durante o processo de obtencao dos whiskers.

Para os testes de degradacgao para diferentes periodos das pegas impressas e sinterizadas
pode-se concluir que ndo ocorreram degradacgdes significativas, mesmo para um periodo de 120

dias, algo esperado de acordo com a literatura.

Os testes de citotoxicidade apresentaram resultados satisfatdrios, visto que, em todos os
casos estudados ocorreu uma boa taxa de viabilidade celular, sempre acima de 70%, que ¢ o
valor considerado aceitavel para aplicacao de materiais ndo toxicos, além disso tanto as células
da linhagem L.929, quanto as células da linhagem MC3T3-E1 apresentaram uma tendéncia de

crescimento celular com o passar dos dias de estudo.

Por fim, foi desenvolvida uma suspensdo ceramica homogénea de viscosidade
satisfatoria, com alto carregamento ceramico de HA bovina capaz de produzir através da

manufatura aditiva pegas com alta complexibilidade, porosidade controlada, boas propriedades
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mecanicas, atrelados a um baixo custo produtivo; além disso as pecas produzidas nao
apresentam degradacdo e sdo atodxicas, viabilizando a aplicagio em implantes Osseos
personalizados e unicos. Por esse trabalho cria-se a perspectiva de que exista uma boa margem

para o uso da HA de origem bovina aplicada ao processamento de implantes 0sseos.
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6 PUBLICACOES E TRABALHOS PUBLICADOS NO PERIODO
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Melhoria na obtengdo de pasta cerdmica com maior carregamento ceramico (atingir 50%),
estabilidade e menor viscosidade para impressao de corpos de prova e scaffolds;

v' Investigacdo de outros possiveis agentes acrilicos e dispersantes

v' Aperfeigoamento do sistema de impressdo e/ou entdo utilizagdo de diferentes processos ¢
impressoras;

v" Melhoria no processo de obteng¢do dos whiskers, com melhor controle do pH que ¢é
determinante no produto final, ou ainda desenvolver rota de obtenc¢do de whiskers com a
propria hidroxiapatita bovina com rastreabilidade controlada;

v" Estudo da utiliza¢do de outros elementos atuantes como reforgos de impressos e também

estudar a quantidade 6tima desses reforgos.
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Justificativa: O projeto propde o aproveitamento de mais um tecido (0ossos) apés o abate des bovinos,
além dos tecidos previamente previstos e aprovados em outros projetos pela CEUA, que também
aprovou as condigbes de criagiio e abate dos animais.

Nome: Simong Cristina Méo Niciura

Assinatura; __ roree g,
Data: 10/09/2015
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PARECER DA CEUA da Embrapa Pecuaria Sudeste

APROVADO (X) APROVADO COM RESTRICOES ( ) REPROVADO ( )

Justficativa: Acato os pareceres apresentados pelos consultores

Nome: Marcia Cristina de Sena Oliveira e (@)7
Assinatura da Presidente da Comissao: -

v T
Data: 10/09/2015







