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RESUMO

A darea de biomateriais tem crescido e desenvolvido tecnologias para acompanhar e suprir
as demandas que tem surgido a cada dia na drea médica. Os novos biomateriais sdo produtos
versdteis que atuam, combatem ou reparam inimeras limitacdes e patologias. Dentro da classe de
biomateriais poliméricos os hidrogéis tém sido cada vez mais estudados devido as suas
caracteristicas serem adequadas para vdrias aplicacdoes biomédicas, dentre elas a cartilagem
articular. As tecnologias de fabricacdo também tem acompanhado o desenvolvimento dos
biomateriais. A prototipagem rdapida tem impulsionado as pesquisas na drea biomédica e
permitido a biofabricacdo de estruturas complexas que existe no corpo humano e de animais. A
biofabricacdo integra os fundamentos da engenharia e o conhecimento da drea biomédica para
produzir dispositivos biocompativeis que possam ser utilizados na drea biomédica. Esse trabalho
€ um estudo para verificar a viabilidade de fabricar substratos de poli (metacrilato de 2-
hidroxietila) (pHema) usando um equipamento desenvolvido pelo grupo de pesquisadores do
INCT Biofabris da Unicamp. Esse equipamento de biofabricacdo utiliza os principios da
estereolitografia por irradiacdo direta com luz UV-Visivel para fabricar dispositivos médicos Os
substratos foram produzidos utilizando seis diferentes composi¢des quimicas, para verificar a
influéncia da composicdo quimica nas propriedades mecanicas, bioldgicas e biotribolégicas dos
hidrogéis. Foi verificado que os substratos produzidos com maior densidade de reticulagdo

promove maior proliferagdo celular.

Palavras-chave: Substrato; Tribologia; Biomateriais; Fotopolimerizacio,Polimeros-Propriedades

mecanicas.
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ABSTRACT

The development of biomaterials area has grown and has developed technologies aimed to
satisfy the demands that emerge every day in the medical field. New biomaterials are versatile
products that act and repair numerous limitations and diseases. Within the class of polymeric
biomaterials, hydrogels have been increasingly studied due to their characteristics that are
suitable for various biomedical applications, such as articular cartilage. Manufacturing
technologies have also followed the development of biomaterials. Rapid prototyping has driven
research in the biomedical field and has allowed the biomanufacturing of complex structures that
exist in the human and animals’ body. The biomanufacturing integrates the fundamentals of
engineering and biomedical knowledge to produce biocompatible devices that can be used in the
biomedical field. This work is a study to verify the feasibility for fabrication of substrates of poly
(2-hydroxyethyl methacrylate) (pHema) using an equipment developed by the research group of
INCT Biofabris Unicamp. This equipment is based on the principle of stereolithography by direct
irradiation with UV- visible light to fabricate medical devices. The substrates were produced
using six different chemical compositions in order to verify the influence of the chemical
composition on the mechanical properties, biological and biotribological properties of hydrogels.
It was found that the substrate produced with higher crosslinking density promotes greater cell

proliferation.

Keywords: Substrates; Tribology; Biomaterials; Photopolymerization, Polymers-Mechanical

properties.
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1. INTRODUCAO

As descobertas cientificas tem proporcionado diversas mudancas na vida das pessoas e tem
influenciado o aumento da expectativa de vida dos seres humanos. Porém, a maior longevidade
tem acarretado um aumento no niimero de patologias relacionadas com a degeneracdo e falhas de

orgaos e tecidos.

A modernidade trouxe junto com os avancos tecnoldgicos e cientificos a concentragio da
populacdo nos grandes centros urbanos. Nestes, além dos beneficios do maior acesso aos avangos
tecnologicos existe a maior incidéncia de problemas como: a violéncia urbana, os acidentes
automobilisticos, os acidentes domésticos e os acidentes ocupacionais, que resultam muitas vezes
em perda da capacidade fisica e intelectual de individuos que se encontra na fase produtiva de
suas vidas. Com isso, o desenvolvimento de biomateriais se faz necessdrio para contribuir nas
reparagOes dos problemas que esses incidentes causam para a saude, além de melhor a qualidade

de vida das pessoas.

A édrea de biomateriais tem crescido e desenvolvido tecnologias para acompanhar e suprir
as demandas que tem surgido a cada dia na area médica. O esfor¢o para desenvolver os
biomateriais € um trabalho interdisciplinar que necessita de médicos, quimicos, engenheiros,

bidlogos, fisicos entre outros profissionais.

Os novos biomateriais sdo produtos versateis que atuam, combatem ou reparam inimeras
limitagcOes e patologias. Dentro da classe de biomateriais poliméricos os hidrogéis tém sido cada
vez mais estudados, pois apresentam caracteristicas adequadas para varias aplicagdes biomédicas,

dentre elas a cartilagem articular.

Para um biomaterial ser utilizado como cartilagem articular deve apresentar propriedades
mecanicas e biomecanicas semelhantes a cartilagem articular natural. Os hidrogéis tem sido
estudados por apresentar similaridade com a cartilagem articular tais como: resisténcia a
solicitacdo mecanica, resisténcia ao cisalhamento, capacidade de exsudar liquidos, capacidade de

distribuir cargas e viscoelasticidade.



As tecnologias de fabricacdo também tem acompanhado o desenvolvimento dos
biomateriais. A prototipagem rdpida tem impulsionado as pesquisas na drea biomédica e
permitido a biofabricagao de estruturas complexas que existe no corpo humano. Dentre as muitas
aplicagdes, a prototipagem rdpida tem permitido a produgdo de substratos para reparar danos que

acometem a cartilagem.

Esse é um estudo para verificar a viabilidade de fabricar substratos de poli (metacrilato de
2-hidroxietila) (pHema) usando um equipamento desenvolvido pelo grupo de pesquisadores do
INCT Biofabris da Unicamp. Esse equipamento de biofabricacdo utiliza os principios da
estereolitografia por irradiacdo direta para construir estruturas e dispositivos médicos. Os
substratos foram produzidos utilizando seis diferentes composi¢des quimicas, para verificar a
influéncia da composicdo quimica nas propriedades mecanicas, bioldgicas e biotriboldgicas dos

hidrogéis.

1.1 OBJETIVOS

Os principais objetivos desta pesquisa foram:

- Desenvolver metodologia para fabricar substratos de pHEMA utilizando um equipamento
projetado pelo INCT Biofabris da Unicamp, que produz objetos € modelos através de irradiagdo
direta na regido espectral do UV/Visivel e um polimero fotossensivel;

Produzir substratos com diferentes composi¢des quimicas (para fabricar os substratos foram
utilizados dois agentes de reticulacdo com diferentes comprimentos de cadeia polimérica para
avaliar a influéncia do comprimento da cadeia e do grau de reticulacdo nas propriedades dos
substratos);

- Caracterizar as propriedades mecanicas, fisico-quimicas e bioldgicas dos substratos;

- Realizar a caracterizacdo biotriboldgica dos substratos em um equipamento do tipo pino-
disco, com contra-superficie cartilagem articular bovina (CAB) em condigdes proximas a

fisioldgica.



2. REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo, serd feita uma breve introducdo a respeito dos hidrogéis aplicados a drea
médica, apresentando suas principais caracteristicas e processos de biofabricacdo. O pHEMA, a
cartilagem articular, a estereolitrografia e a biotribologia sdo aspectos que terdo destaque, uma

vez que sdo o foco desse trabalho.

2.1 HIDROGEL

Os hidrogéis sdo uma classe de polimeros hidrofilicos que contém ligagdes covalentes,
forcas coesivas, ligagdes fracas como as pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas e hidrofébica
intermolecular. Esta classe € habil em reter uma grande quantidade de 4gua sem dissolver a sua
estrutura, devido a superior capacidade quimica e propriedades fisicas que possuem. O hidrogel
pode ser empregado em aplicacOes biomédicas devido a sua natureza eldstica e hidratada que

minimiza irritagdes nos tecidos adjacentes (Kishida e Ikada, 2002).

Os polimeros sdo macromoléculas com alto peso molecular constituidos por repeti¢des de
pequenas unidades quimicas denominadas meros. Os meros sdo derivados dos mondmeros, que
por sua vez sdo obtidos durante o processo de refino do petréleo ou do gés de petréleo (polimeros
sintéticos). J4 os polimeros naturais (proteinas e polissacarideos) sdao obtidos de fontes naturais
como plantas, por exemplo. Os polimeros naturais apresentam caracteristicas comuns e
particulares que os difere dos polimeros sintéticos, como por exemplo, a existéncia de cadeias de
mesmo tamanho (monodispersidade) e a elevada especificidade e organizacdo molecular

(Orefice, Pereira e Mansur, 2006).

Hidrogéis sdao uma classe de polimeros hidrofilicos que possuem a capacidade de reter alto
teor de dgua e manter o estado sélido. Os hidrogéis sdo capazes de intumescer na presenca de
solucdo aquosa e também podem desinchar em certas situacdes. A propriedade de intumescer e
desinchar do hidrogel confere a ele a capacidade de controlar a difusdo de soluto para dentro da

matriz do gel (Jilie e Li, 2008).



Os hidrogéis podem ser classificados como naturais quando obtidos de materiais naturais e
hidrogéis sintéticos que sdo obtidos de forma sintética. Também podem ser classificados de trés
maneiras: através do método de preparagdo, da carga idnica e das caracteristicas estruturais

fisicas.

Baseados no método de preparacdo, os hidrogéis sdo classificados em quatro grupos:
hidrogéis homopoliméricos (formado por sequéncias do mesmo mondmero), hidrogéis
copoliméricos (formado por seqiiéncia de mondmeros diferentes), hidrogéis multipoliméricos
(formado por sequéncia de multiplos mondmeros) e hidrogéis interpenetrantes (formado por

monomeros diferentes, sendo que, um deles € sintetizado ou reticulado na presenca do outro).

A carga 10nica do hidrogel o classifica em (a) neutro, (b) catidnico, (c) anidnico ou (d)

anfolitico (Kishida e Ikada, 2002).

(a) Hidrogel neutro: no mondmero e no polimero neutro podem haver disponiveis
grupos funcionais hidrofilicos e hidrofébicos, sendo que na preparacdo dos hidrogéis muitos
monomeros sao hidrofilicos porque os grupos funcionais soliveis em dgua contribuem para o
intumescimento e incorporacdo de 4gua dentro do hidrogel. J4 para aumentar a resisténcia

mecanica, grupos funcionais hidrofébicos sdo incorporados a cadeia.

(b) Hidrogéis catidnicos adquirem carga positiva e possuem efeito favoravel na

permeabilidade de anions através da matriz polimérica.

(c) Hidrogéis anidnicos possuem mondmeros que apresentam grupos acidos, esses
grupos contribuem para minimizar a calcificagdo quando o hidrogel € implantado no corpo

humano.

(d) Hidrogéis anfoliticos possuem substituintes laterais (grupos funcionais reativos)
unidos a cadeia principal e apresentam cargas negativas e positivas, o que confere os dois
comportamentos. A sua principal caracteristica € possuir a capacidade de intumescer e reter

maior quantidade de liquidos em solucdo salina do que em 4gua .



Baseado em caracteristicas estruturais fisicas os hidrogéis sdo classificados em: amorfos ou

semicristalinos.

Outra classificacdo é baseada no método de reticulagdo utilizado para preparar o hidrogel,
podendo ser classificado em dois métodos: reticulagdo quimica ou reticulacdo fisica. A
reticulagdo do hidrogel confere maior estabilidade mecéanica e propriedades viscoeldsticas ou

elasticas ao material (Hennink e Nostrum, 2002).

Em alguns casos de reticulacdo quimica, os grupos funcionais recebem o agente de
reticulacdo ou radiacdo e formam cadeias poliméricas de géis insoliveis. O método que utiliza
radiacao pode empregar feixe de elétrons, raios gama, raios-X ou luz ultravioleta para excitar a
cadeia polimérica e produzir a reticulagdo. Para a reticulacdo quimica € necessdrio que a cadeia
polimérica possua grupos funcionais reativos e requer dois ou trés agentes funcionais de
reticulacdo. Outra forma é o método de copolimerizagdo simultinea onde ocorre a reagdo entre
dois ou mais mondmeros usando agente de reticulagdo. A reticulagdo quimica € irreversivel e

nao permite mudangas na cadeia polimérica apos a reagao.

Ja os casos de reticulacdo fisica ocorre através de forcas intermoleculares como as de Van
der Waals, interagcdes i0nicas, pontes de hidrogénio e ligacdes hidrofébicas que atuam na cadeia

polimérica (Oliveira e Reis, 2008).

Os hidrogéis também sao classificados de acordo com a fungdo, como: biodegradavel,

super poroso e eletroativo (resposta-estimulo).



Tabela 1 Classificacdo dos hidrogéis (Kishida e Ikada, 2002).

Classificacao Conteudo

Fonte Natural ou sintética

Componente Homopolimero, Copolimero, Multipolimero

Método de preparacao Polimerizagdo simultanea, reticulagdo do polimero

Carga elétrica Neutro, Anidnico, catidnico e anfolitico
Estrutura fisica Amorfo e semicristalino

Reticulacao Ligacao covalente, forca intermolecular
Funcdes Biodegradavel, super poroso e eletroativo

Segundo Jilie e Li (2008) os hidrogéis sdo materiais macios e imidos que tem atraido muita
atencdo para atuar como controladores de fluxos, pois possuem a capacidade de mudar de
volume, tem elasticidade reversivel em resposta a mudancas de propriedades dos liquidos
adjacentes, também em resposta a mudancas na temperatura, pH e forca idnica como ja
mencionado anteriormente. Consequentemente eles podem ser utilizados para regular fluxo entre

solucdes.

Os hidrogéis inteligentes sdo uma classe de hidrogéis que intumescem e sdo reversiveis.
Possuem a capacidade de reduzirem bruscamente sob pequenas mudancgas nas condi¢des do
ambiente como: temperatura, pH, campo elétrico, luz, pressdo, forca idnica, solventes entre

outras.

Os hidrogéis inteligentes sdo sensiveis a estimulos providos pelo ambiente corpdreo, podem
ser empregados quando além de cumprir a fungdo especifica, seja necessario que o biomaterial
detecte, por exemplo, alteragdes fisioldgicas ligadas a drea de interesse e responda através de uma
mudanca de estado (Orefice, Pereira e Mansur, 2006). Em aplicag¢des como liberagéo controlada
de farmaco essa é uma propriedade importante, pois permite que em pequenas alteragdes do
ambiente corpéreo o hidrogel detecte, quantifique e libere imediatamente a quantidade de

medicamento necessdrio para tratar o problema.



As propriedades mecénicas dos polimeros sao influenciadas por vérios fatores, tais como: a
composi¢do e a natureza das macromoléculas que compdem o polimero, massa molar, presenca
de ramificagdes, reticulagdo, cristalinidade, presenca de plastificantes e aditivos, orientacdo e

consequéncias do processo de fabricagao (Rudin e Choi, 2013).

Os hidrogéis possuem propriedades que sdo caracteristicas de materiais sélidos e também
propriedades que sdo caracteristicas de materiais liquidos. Como os materiais solidos, os
hidrogéis podem se deformar com a aplicacdo de tensdo e recuperar a forma inicial € como os
liquidos, podem permitir a circulacdo de fluido e difusdo de solutos que sdo menores que sua rede

polimérica (Gong, 2006).

Os hidrogéis também t€m as propriedades mecanicas fortemente influenciadas devido a
interacdo com o liquido que absorve. Devido a presenca de liquido em sua estrutura os hidrogéis

possuem maior mobilidade e flexibilidade nas cadeias poliméricas (Osada, 2001).

2.2 FOTOPOLIMERIZACAO E FOTORETICULACAO.

A fotopolimerizacdo e a fotoreticulacdo estdo baseadas em reacdes quimicas que
necessitam de luz para iniciar o seu processo. A fotopolimerizagdo € a producdo de um polimero
através de reacOes em sua cadeia que foram iniciadas pela incidéncia de luz. No processo de
fotopolimerizacdo um mondmero, oligdmero, ou pré-polimero € irradiado por uma fonte de luz e

polimeriza sua cadeia (Fouassier, 1995).

A fotoreticulacdo € a formacgao de ligacdes quimicas entre duas macromoléculas na cadeia

polimérica. A formagao das ligacdes quimicas ocorre com a incidéncia de luz.

Existem muitos tipos de fotopolimeros que podem ser solidificados quando expostos a
radiacdo eletro magnética nos comprimentos de onda do raio-gama, raio-x, ultravioleta, uv-
visivel ou infravermelho. A esterolitografia tem utilizado polimeros que contém em sua

composi¢do quimica acrilatos ou epdxi (Noorani, 2006; Chua, Leong e Lim, 2003).



Alguns mondmeros, oligdmeros e pré-polimeros nao produzem quantidade de energia
necessdria para iniciar a reacdo de fotopolimerizacdo, nesses casos € necessario acrescentar um
fotoiniciador. O fotoiniciador ¢ uma molécula (normalmente organica) que absorve luz e forma
espécies reativas tais como: radicais H', ou cdtions, que irdo iniciar o processo de

fotopolimerizagdo (Fouassier, 1995).

O fotoiniciador afeta a velocidade da reacdo e o custo do processo. O tempo de vida do
estado excitado dos radicais do fotoiniciador € muito curto, geralmente menor que 10° segundos.
Durante esse tempo, podem ocorrer dois processos: (a) pode retornar/decair ao estado original e
emitir luz ou calor (b) produzir um intermedidrio reativo (radical livre ou ion) que quando

retorna/decai, pode reagir com outro radiacal livre ou iniciar a fotopolimerizacdo do mondmero.

A escolha do fotoiniciador adequado considera o comprimento de onda que o fotoiniciador
decompde e reage com o material, além do que, para que o fotoiniciador seja considerado vidvel,
sdo desejaveis algumas caracteristicas como :

v' Baixo preco e sintese facil;
v" Auséncia de odor e toxicidade;
v' Estabilidade quando dissolvido no mondmero reativo;

v" Alta absor¢io quando incidido luz (Yagcy, Jockush e Turro, 2010; Fouassier, 1995).

Existem dois tipos de reacdes de fotopolimerizacdo: (a) fotopolimerizacdo radicalar (b)

fotopolimerizacao catidnica.

Na fotopolimerizagdo radicalar ocorrem quatro etapas para completar a fotoreacdo: (1)

Iniciagdo; (2) Propagacdo; (3) Crescimento da cadeia polimérica e (4) Terminag@o.

No inicio do processo o fotoiniciador se decompde sob a incidéncia da luz e produz um

. . * . * . L. . . e,
radical reativo (R ), ap6s o R se liga ao grupamento quimico reativo na cadeia polimérica (dupla
ligacdo, por exemplo). Quando a fonte de luz € interrompida o fotoiniciador para de produzir os

radicais reativos (Green, 2010).



Fotoiniciador + (fonte de luz) ———> R’ (radical reativo)

R" + CH;CH.CHCH; ——>  RCH;CH

(monodmero) (mondmero com radical reativo)

Na propagacio o mondmero que rompeu a dupla ligacdo e estd reativo, se liga ao
mondmero da formulagdo iniciando-se a fotopolimerizacdo. A fotoreticulacdo também ocorre

nesta etapa caso seja utilizado um mondmero multifuncional.

RCH;CH  + CH;CH.CHCH; [——> CH3CH(|3H2CH3
RCH;CH,

(1) O crescimento da cadeia ocorre com a ligacdo de varios mondmeros.

2 CH3C|HCH2CH3 —> CH3CHC3|H2CH2CH2CHCI|{2CH3
RCH;CH, RCH;CH, RCH;CH,

(2) A cadeia pode ser terminada pela recombinacdo ou desproporcdo dos radicais
poliméricos. Ocorre quando os radicais interagem ou se recombinam gerando uma espécie

neutra (Green, 2010).

Existem dois tipos de fotoiniciadores que sdo utilizados na fotopolimerizacdo radicalar:
Tipo I (processo de decomposi¢do) e Tipo II (processo de retirada do hidrogénio). Cada
fotoiniciador possui vantagens e desvantagens, a escolha deve ser realizada de acordo com os

requisitos da aplicacdo (Yagcy, Jockush e Turro, 2010).

Os do tipo I sdo compostos que quando incidido a fonte de luz gera dois radicais reativos. A
luz UV € absorvida pelo fotoiniciador para formar um estado excitado triplete , que ird formar os

dois radicais reativos livres (Green, 2010).



Os do tipo II s@o os compostos que interagem com a luz e retiram um hidrogénio da
molécula, com isso ocorre a formagdo de radicais reativos. A molécula doadora de hidrogénio
usualmente contém heterodtomos que ativam os atomos de hidrogénio na posi¢ao a. O doador
transfere um atomo de hidrogénio para o fotoiniciador excitado e inicia a formacao dos radicais

(Green, 2010).

Pode existir a combinagdo dos dois tipos de fotoiniciadores (tipo I e tipo II) para reduzir a
inibicdo do ar na fotoreacdo em compostos que niao possui grupamento funcional amina

(Fouassier, 1995).

Na fotopolimerizagdo catidnica os mondmeros devem conter substituintes com elétrons
livres, pois o processo depende da formacdo e propagacdo de espécies idnicas positivas

(Rodrigues e Neumann, 2003).

2.3 OPOLI (2 - HIDROXIETIL METACRILATO) (PHEMA)

O pHEMA € um hidrogel que tem sido estudado para intimeras aplicacdes biomédicas,
como por exemplo: lente de contato (Nogueira, er al, 2012), scaffolds (Lombello, Malmonge,
Wada, 2000) liberacdo controlada de farmaco (Hsiu, Guu, Cheng, 2001), substituto da cartilagem
articular (Bavaresco, 2004), curativo para queimadura (Zhang, et al. 2011) superficies
compativeis com o sangue (Reno, et al, 2011), devido a sua biocompatibilidade e similaridade

com os tecidos moles.

O pHEMA foi o primeiro hidrogel empregado na drea bioldgica com sucesso (Hacker e

Mikos, 2008).
Os hidrogéis de pHEMA podem ser polimerizados/reticulados através de reagdes térmicas

(Mabilleau, et al, 2005) fotoiniciadas (Li e Lee, 2005), fisicas (Bose e Lau, 2010) ou quimicas
(Hennink e Nostrum, 2002).
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Nesse trabalho o pHEMA foi fotoreticulado utilizando o fotoiniciador do tipo I 2,2-

dimetoxi-2-fenil-acetofenona, pelo processo radicalar.

Na polimeriza¢do radicalar a etapa de terminacdo sempre produz cadeias poliméricas que
contém grupos quimicamente reativos na sua extremidade. Estes grupos terminais possuem
caracteristicas quimicas diferentes do restante da cadeia (De Paoli, 2008). Outra caracteristica da
polimerizacdo radicalar € produzir materiais ramificados e sem controle da configuracdo da

unidade repetitiva, por exemplo, mistura de isdmeros cis e trans. (De Paoli, 2008).

Os sistemas altamente reticulados e formados por cadeias curtas se aproximam do tipo ideal
de rede polimérica (figura la). No entanto, a maior parte das redes poliméricas contém estrutura
heterogénea, pois a rede ndo € perfeitamente organizada e podem apresentar ramificacdes e ciclos

poliméricos no meio da rede (Schwalm, 2007).

(a)
Tamificagio

e polmiénico

{b)

Figura 1: Rede polimérica reticulada: (a) rede reticulada ideal (b) rede reticulada sem muita

organizagdo com presenga de ramificagdes e ciclos (Schwalm, 2007a).

O pHEMA ¢ considerado um hidrogel com moderada a baixa capacidade de
intumescimento (Ratner et al, 2004). A escolha de um agente de reticulagdo (AR) que seja mais
hidrofilico pode aumentar a capacidade de intumescimento do pHEMA. O AR também pode
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alterar outras caracteristicas, como as propriedades mecanicas, resisténcia a temperatura ou

solventes, biocompatibilidade, entre outras.

Os dois AR utilizados neste trabalho foram o Etileno glicol dimetacrilato (EGDMA) e o
Trietileno glicol dimetacrilato (TEGDMA).

A estrutura da cadeia polimérica desses dois AR confere diferencas morfoldgicas e
estruturais a cadeia do pHEMA. Dependendo da quantidade de AR que € adicionado a estrutura

polimérica, ele pode atuar como uma unidade de copolimerizacao.

O etileno glicol dimetacrilato confere resisténcia térmica e mecanica ao polimero formado

(Tarley, Sotomayor e Kubota, 2005). Esse AR confere flexibilidade a estrutura do polimero.

O trietileno glicol dimetacrilato devido aos grupos funcionais polares, aumentam a natureza
hidrofilica do hidrogel, sendo utilizado em materiais que necessitem de alta capacidade de

retengdo de agua (Magalhaes et al, 2012).

No trabalho de Trochmann (2000) foram realizadas simulagdes que comprovaram que a
utilizacdo de AR (derivados do etileno glicol) bi - ou tri - funcionais pode conferir alguma
flexibilidade a matriz polimérica devido as suas ligacdes (-C-O-). Foi observado que a
flexibilidade interna da cadeia polimérica € maior na rede reticulada com o AR que possui a
maior cadeia polimérica. Também foi observado que quanto maior o grau de reticulacdo, maior é
a temperatura de transicdo vitrea. Dessa forma, Trochman (2000) conseguiu determinar a
formulacdo quimica adequada e otimizar a menor rigidez, associada a resisténcia ao impacto,
com a maior temperatura de transicdo vitrea, associada a resisténcia ao calor em seu material

(Trochmann, 2000).

Mabileu et al (2005) estudou o efeito do comprimento da cadeia do AR nas propriedades

biomecanicas do pHEMA. Foi observado que os agentes de reticulagdo com cadeia mais longa
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influenciam positivamente nas propriedades biomecanicas, rugosidade e capacidade de
intumescimento do pHEMA. Sendo adequado para o uso como liberacdo controlada de

compostos ativos e para o tratamento do 0sso.

As propriedades mecanicas dos materiais poliméricos dependem de interacdes moleculares,
estruturas morfoldgicas (amorfa ou cristalina), assim como as condi¢des de processamento do
polimero, sendo que a flexibilidade e mobilidade da cadeia estio correlacionadas com os valores

da Tg.

As cadeias poliméricas rigidas necessitam de alta energia térmica para que as ligacdes
possam rotacionar em torno das macromoléculas, assim a Tg € elevada. Ja as cadeias flexiveis
permitem que as ligacdes rotacionem e se movimentem mesmo em temperaturas baixas, portanto

a temperatura de Tg € mais baixa (Schwalm, 2007).

O aumento da densidade de reticulag@o eleva os valores de Tg e os valores de dureza do

polimero.

Os pesquisadores Guiseppi-Elie, Dong e Dinu (2012) verificaram que a densidade de
reticulac@o dos hidrogéis de pHEMA, alteram os valores de Tg. Neste trabalho foi observado que
a propriedade mecanica do pHEMA influencia na resposta celular. No estudo do MTT foi
verificado que os hidrogéis com menor densidade de reticulacio possuem maior viabilidade
celular, pois as células proliferam em maior nimero. A adesdo e proliferacdo das células no
pHEMA pode ser aumentada com a copolimerizagdo com mondmeros catidnicos ou anidnicos,
pois a adesdo e o espraiamento celular dependem de fatores como: molhabilidade, porosidade,
rugosidade e cargas da superficie e esses fatores podem ser alterados através da copolimerizagcao

com outros mondmeros (Guiseppi-Elie, Dong e Dinu, 2012).

As propriedades tribologicas de hidrogéis de pHEMA formulados com diferentes

concentracdoes do mondmero Acido Acrilico (AA) foram estudadas por Bostan et al (2012). No
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trabalho foi realizado o desenvolvimento do pHEMA com propriedades fisico-quimicas e
mecanicas proximas a da cartilagem articular sauddvel. No teste triboldgico foi verificado que
ocorre diminuicdo no coeficiente de atrito com o aumento da velocidade tangencial de
deslizamento. A formulacdo quimica com concentracdio 5% de AA foi a que se aproximou dos

resultados da cartilagem articular sauddvel (Bostan et al, 2012).

2.4 APLICACAO BIOMEDICA DOS HIDROGEIS E SCAFFOLDS

Os hidrogéis s3o amplamente utilizados na drea biomédica devido a boa
biocompatibilidade. A sua aplicacdo inclui lubrificagdo de superficies de biomateriais, lentes de
contato, pele artificial, matriz para encapsulamento de células e liberagdo controlada de farmacos,

scaffolds, curativos entre outros (()refice, Pereira e Mansur, 2006).

Os hidrogéis sdo utilizados para reduzir a fric¢do nas superficies de tubos de drenagem
(cateter) utilizados para evacuar fluidos corpéreos, a lubrificagdo € necessaria para facilitar a
insercdo e remogao nas cavidades do corpo. Por exemplo, a friccdo entre o cateter, a mucosa, € o
tecido pode causar danos na uretra e provocar micro hematurias, mas com a aplica¢do do hidrogel

ocorre a formacgdo de uma superficie lubrificante que protege a uretra (Kishida e Ikada, 2002).

Os hidrogéis sao utilizados como lentes de contato porque promovem conforto e a sua
superficie possui boa qualidade. Para aplicacdao de hidrogéis como lentes de contato é desejavel
que o material retenha grande quantidade de dgua e menos proteinas dentro da matriz (Efron e

Codina, 2011).

Segundo Kishida e Ikada (2002) as caracteristicas que garantem o sucesso do hidrogel
como curativos sdo: a alta flexibilidade, a resisténcia mecénica, a anti patogenicidade e a alta
permeabilidade de dgua e metabolitos. Os curativos podem atuar como barreiras, recobrindo a
ferida e prevenindo infec¢dao. Podem apresentar uma estrutura com multiplas camadas, sendo que
o sucesso do uso do hidrogel depende da habilidade de proteger a ferida contra infec¢do e

promover a cicatrizagdo em atmosfera imida (Zhang, et al. 2011).
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A aplicacdo de hidrogéis para sistemas de liberac@o controlada de farmacos se deve ao fato
da sua boa biocompatibilidade, facil manipulacdo e permeabilidade de solutos. Para a fabricacao
de hidrogéis com farmacos podem ser utilizados dois métodos. Em um dos métodos o mondmero
de hidrogel € misturado com o fdrmaco e polimerizado para reter o firmaco dentro da matriz. J4
em outro método o hidrogel € pré-formado, em muitos casos sdo liofilizados e intumesce até
obter o equilibrio na solu¢do de farmacos. Para utilizar os hidrogéis como sistema de liberacao
controlada de farmacos é necessario o conhecimento das propriedades fisicas do farmaco, nivel

de carga e cinética de liberacdo do farmaco (Hsiu, Guu, Cheng, 2001 ; Kishida e Ikada, 2002).

Os hidrogéis empregados em sistemas de liberacdo controlada de farmacos podem ser
aplicados através de dispositivos intra e/ou extra corporal. O fato dos hidrogéis se intumescerem
e reduzirem em resposta a pequenas mudangas ambientais adjacentes pode garantir o sucesso do
uso do hidrogel, pois a difusdo da droga depende do estado do gel. Os hidrogéis biodegradaveis
s30 materiais promissores para o uso em sistemas de liberacdo controlada de farmacos devido a

habilidade de resposta ao estimulo ambiental e a sua boa biocompatibilidade.

O interesse do uso de hidrogel como biomaterial para substitui¢do de tecido mole ocorre
devido a habilidade de reter 4gua e proteinas bioativas , podendo ser utilizado para reter fatores
de crescimento. A caracteristica de intumescimento do hidrogel proporciona a manutencdo do
balanco quimico nos tecidos adjacentes e permite a troca de dgua, ions e metabdlitos dos fluidos.
O comportamento viscoeldstico, baixa tensdo interfacial com os fluidos biolégicos e a
estabilidade estrutural dos hidrogéis faz com que sejam interessantes para serem utilizados como

scaffolds na engenharia tecidual (Varghese e Elisseeff, 2006).

Os scaffolds sao definidos pela ASTM F 2450 -10 como sendo suportes ou matrizes usados
para substituir, reparar ou regenerar tecidos. Atuam facilitando a migracdo, adesao e o transporte
de células ou moléculas bioativas. Segundo a ASTM F2150-07 podem ser produzidos com
materiais metalicos, ceramicos, poliméricos, naturais ou composto. Geralmente apresentam
poros, mas também podem ser sélidos. Os scaffolds podem ser absorvivel/degraddvel ou nao

reabsorvivel/ nao degraddvel. Mecanicamente os scaffolds podem ser rigidos ou gelatinosos, e
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também podem ser produzidos com ou sem tratamento de superficie (ASTM F2150-07). Na

Figura 2 estdo apresentados alguns requisitos para o bom funcionamento do scaffold de hidrogel.

Biocompatibilidade
¢ Bioatividade

Figura 2 — Algumas caracteristicas de um scaffold de hidrogel

Segundo Wong, et al 2008 os scaffolds podem ser definidos como estruturas e formas
anatomicas utilizadas pela engenharia tecidual como suportes mecanicos tempordrios para o

crescimento e desenvolvimento de células, tecidos e 6rgaos.

Os scaffolds de hidrogéis sdo bem toleraveis e permite a vida de tecidos, podem servir
como substrato para a formacdo de tecidos, tem sido extremamente utilizados com fatores de
crescimento e tem contribuido com a regeneracdo de tecidos em diferentes estdgios de

proliferagdo e diferenciacio das células (Lum e Elisseeff, 2003).

O foco da engenharia tecidual € desenvolver materiais que facilitem o tratamento, a
reparagdo, a regeneracdo ou substitui¢do de tecidos danificados ou doentes. Em alguns casos é
necessario reconstituir os tecidos fora do corpo, quando esse é o caso a engenharia tecidual aliada
a engenharia de materiais tem utilizado biomateriais e técnicas que providenciam a producdo de

scaffolds por exemplo. Os hidrogéis tem ocupado posi¢do de destaque na producdo de scaffolds
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devido as caracteristicas mencionadas anteriormente (biocompatibildade, capacidade de

intumescer e reduzir seu volume, flexibilidade, alto teor de 4gua, entre outros).

2.5 A PROTOTIPAGEM RAPIDA

A prototipagem rdpida é um grupo de tecnologia de fabricacdo aditiva que utiliza o
principio da manufatura por camada e dados virtuais para produzir modelos/objetos fisicos

tridimensionais (Volpato, 2007).

No processo de manufatura por camada, a fabricacdo estd baseada na adi¢do sucessiva de
camadas planas do material (o objeto é construido pela adi¢cdo camada a camada do material)

(Volpato, 2007).

Na prototipagem rédpida os objetos tridimensionais sdo construidos a partir de um modelo
virtual obtido através do CAD (computer aided design), tomografias computadorizadas,

digitalizagdo entre outros (Souza e Ulbrich, 2009).

Segundo Oliveira et al (2007) as etapas para a producdo de um objeto tridimensional

utilizando a prototipagem rédpida sdo as seguintes:

1) Cria¢do do modelo tridimensional do objeto: o modelo pode ser criado por desenhos
tridimensionais (CAD), digitalizacio ou imagens médicas (tomografia computadorizada,

ressonancia magnética).

2) Geragao virtual do objeto tridimensional. Conversao do modelo para o formato de malha
triangular (STL): esse padrao de linguagem representa um modelo tridimensional através de uma

malha de triangulos, STL significa Standard Tessellation language.

3) Verificacao e possiveis correcdes no arquivo do objeto virtual

4) Constru¢do do modelo fisico. O objeto € fabricado na miquina de prototipagem rapida

camada por camada, essa sobreposi¢ao de camadas leva a formagdo do modelo tridimensional.
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5) Pos-processamento para melhorar a aparéncia e a durabilidade do modelo/objeto: nesta
etapa pode ser empregado resinas especiais € polimento para melhorar o acabamento do

modelo/objeto (Figura 3)

Criag¢do do modelo/objeto tridimensional

\4

Geracao virtual do modelo/objeto tridimensional

A 4

Verificagdo e possiveis corre¢des no arquivo do modelo virtual

Fabricacdo do modelo/objeto camada por camada

A\ 4

Pés-processamento para melhorar a aparéncia e durabilidade do
modelo/objeto

Figura 3 — Fluxograma do processo de fabricacao via prototipagem rapida (Oliveira et al, 2007).

Existem muitos tipos de prototipagem rdpida no mercado e elas podem ser agrupadas pelo
estado ou forma inicial da matéria-prima utilizada para a fabricacdo, como sendo: processos
baseados em liquido, s6lido ou pé (Volpato, 2007). As principais técnicas de prototipagem rdpida
sdo estereolitografia (SLA), sinterizacdo seletiva a laser (SLS), modelagem por deposicdo de

material fundido (FDM) e a impressao tridimensional (3DP) (Cooper. 2001).

Segundo (Landers et al, 2002) a prototipagem rapida combina o uso de CAD e CAM e
produz modelos complexos com ou sem a ajuda de moldes e tem sido amplamente utilizada na

area biomédica para a fabricacao de scaffolds.

18



A prototipagem rdapida médica é definida como a fabricagdo de modelos fisicos (com
anatomias humanas derivada de imagens e dados médicos) com acurécia dimensional e utilizando

uma variedade de técnicas de prototipagem rapida (Winder e Bibb, 2005).

As etapas envolvidas na criacdo de modelos médicos sdo as seguintes: (Winder e Bibb,
2005)

(a) Aquisicdo da imagem e dados da anatomia a ser modelada (€ necessario alta definicdo e
qualidade das imagens e dos dados);

(b) Imagem tridimensional da regido de interesse e dos tecidos adjacentes;

(c) Modelo matematico da superficie anatdomica;

(d) Formatacdo dos dados e criacdo do arquivo para prototipagem rapida (incluindo a
criacdo de suporte no caso de equipamento onde o objeto € construido sobre suporte);

(e) Construcao do modelo tridimensional;

(f) Pos-processamento para garantir a qualidade e acurdcia dimensional do objeto

tridimensional.

Na Figura 4 estdo apresentados os tipos de matérias-primas e processos de fabricacdo

aditiva utilizados para construir dispositivos aplicados a drea biomédica.

Processos de fabricacao aditiva para aplicacoes biomédicas

Processo de | Estereolitografia Sinterizacao Impressora Fused
fabricacdo (SLA) seletiva a laser tridimensional deposition
(SLS) (3DP) modeling
o : (FDM)
‘ .. _ | Sinterizagdo de | Deposicdo de p6
Material Fotopolimerizagao pé com aglutinante Fusio
Polimero v v v v
Ceramica v v v v
Compdésito v v v v
Hidrogel v X v v

Figura 4 - Processos de fabricacdo e matérias-primas aplicados a drea biomédica (Melchels,

Feijen e Grijpma, 2010).
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A prototipagem rdpida também tem sido utilizada na drea médica para a construcio de
implantes customizados, biomodelos para planejamento cirdrgico (pré-operatério), modelos
anatOmicos para testes mecanicos e para testar novas técnicas cirdrgicas (Giannats e Dedoussis,

2009).

O uso do biomodelo facilita o diagndstico e o planejamento do tratamento, diminui o risco
de interpretacdo errada e problemas médicos, pois com o biomodelo em mados o médico pode
ensaiar e simular a operacdo fazendo cortes e remontando o biomodelo. Com isso € possivel
diminuir o tempo gasto durante as operacdes cirtdrgicas e consequentemente custo com infec¢do e
com a anestesia. O biomodelo também serve de ferramenta de comunicacdo entre o médico e o
paciente, pois € possivel explicar os detalhes da cirurgia aumentando o consenso entre ambos

(Giannats e Dedoussis, 2009).

Para Giannats e Dedoussis, (2009) as mdquinas que possibilitam a fabricacdo de
biomodelos coloridos, facilitam o gerenciamento de cirurgias ablativas e procedimentos de
reconstru¢cdo de fraturas complexas, por exemplo, pois permite uma melhor comunicagdo visual
para o cirurgido que consegue planejar a cirurgia antes do procedimento na sala cirdrgica. Os
biomodelos podem ser utilizados como guias nas operacdes assegurando a acurdcia e a qualidade

dos resultados.

As evolucdes das técnicas de prototipagem rdpida juntamente com os avancos da
engenharia tecidual, vislumbram a possibilidade de fabricar 6rgdos funcionais. A impressdao de
orgdos adotou os principios da manufatura aditiva para produzir constructs utilizados na

engenharia tecidual (Melchels et al, 2011).

O termo impressao de 6rgaos foi introduzido em 2003 e foi definido como: prototipagem
rdpida assistida por computador que utiliza a tecnologia de impressdo tridimensional para
construir estruturas. Nessa técnica o objeto é fabricado camada por camada usando células ou
células agregadas em um gel, o processo € totalmente automatizado. Essa técnica € utilizada para

formar tecidos vivos e como precursores na formacgao de 6rgaos (Melchels ef al, 2011).
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2.6 ESTEREOLITOGRAFIA

A estereolitografia utiliza o principio da manufatura aditiva e interfaces tecnoldgicas como
o software CAD—computer aided design (usado para criar, gerenciar e modificar modelos
geométricos) para produzir camada por camada modelos complexos que podem ser utilizados na
area industrial, biomédica ( Melchels, Feijen, Grijpma, 2010) ou para o ensino (Bértolo, 2011;

Noorani, 2006).

Na estereolitografia um material fotosensivel € irradiado por uma fonte de energia que é
responsdvel por induzir a reacdo quimica de cura ou solidificagdo. O laser UV-Visivel cura a
resina/mondmero formando uma camada reticulada ou endurecida. Apos a camada do objeto ser
formada o equipamento se movimenta no eixo Z para que a proxima camada seja produzida,
assim sucessivamente até completar o modelo geométrico desejavel (Chua, Leong, Lim , 2003,

Noorani, 2006).

As etapas de processamento para a constru¢do de um objeto utilizando a estereolitografia
pode variar dependendo do modelo do equipamento e do fabricante, mas normalmente as cinco

etapas descritas abaixo podem estar envolvidas:

Criacdo do modelo virtual tridimensional. Pode ser produzido utilizando o software

CAD.

Conversao dos dados e transmissdo. E realizado através da conversdo do arquivo do
modelo virtual para a extensdo STL. O formato STL representa a superficie do objeto em
triangulos minusculos. A transmissdo do arquivo STL para a mdquina de estereolitografia é

realizado através da comunicacdo entre os computadores.
Eventuais correcoes no arquivo STL. E necessario verificar se existem problemas na

representacdo dos tridngulos STL que pode ocasionar buracos, intervalos e brechas no modelo

geométrico do objeto.
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Construciao na maquina. Alguns parametros de construcdo sdo importantes para garantir a
qualidade do objeto fabricado, como a orientacao da construcao das partes e a cinética de cura ou
solidificacdo. Algumas mdaquinas de estereolitografia sdo automatizadas, ndo sendo necessdria a
intervencdo do operador durante a construcdo do objeto. O tempo de construcdo depende do

tamanho e do nimero de partes que serdo produzidas.

Pés-processamento. A acuricia dimensional do objeto também € influenciada pelo pds-
processamento. Nesta etapa geralmente € necessdrio procedimentos manuais para promover a
limpeza do objeto, remover o suporte ou a resina/mondmero residual. Também € necessdrio a
p6s-cura em uma cabine de UV-Visivel. O acabamento da superficie do objeto pode ser realizado
com o uso de lixamento e pintura, ou utilizando equipamentos como a fresa € o torno para

adicionar caracteristicas as partes ou ao objeto (Chua, Leong e Lim, 2003, Noorani, 2006).

Na Figura 5 ¢é apresentado um exemplo das etapas envolvidas no processo

estereolitografico aplicado a drea biomédica.

Imagem Software médico — Arquivo
médica ( TC) reconstru¢adomodelo 3D |—~> gTL
Y B INNESALIVUS
Maquina
de PR
Objeto Pés-processamento: !
tridimensional/ limpeza, remogao do k
Modelo acabado suporte e acabamento %_

Figura 5 — Exemplo das etapas de processamento utilizadas na estereolitografia aplicada a drea

biomédica adaptado de Gatto et al, (2012).
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A principal vantagem que a estereolitografia oferece € a possibilidade de produzir
rapidamente modelos e partes complexas sem o uso de ferramentas especiais ou moldes. Também
€ possivel utilizar diversos tipos de materiais como polimero, ceramica, metal, multimateriais,
materiais com gradientes funcionais, compdsitos ou a combinacdo de vdérios tipos de materiais

(Stucker e Ram, 2007; Choi, Kim e Wicker, 2011).

Chua, Leong e Lim (2003) acrescentam que a estereolitografia permite a obtencdo de
modelos geométricos com boa acurdcia e bom acabamento da superficie, mas destacam como
desvantagem a necessidade do uso de suportes, o pds processamento para remover 0s suportes e
os residuos de resina/monomero, além da necessidade da pds cura para completar a reticulagio ou

solidificacao do objeto.

Como desvantagem € observado ainda a presenca de deformacao/distor¢do na estrutura,
encolhimento, delaminagdo e ondulagdes devido a mudanga de fase da resina/mondmero do
estado liquido para o sélido (Noorani, 2006). Bartolo (2007) ressalta que a diferenca na
temperatura do liquido irradiado e o seu entorno pode produzir gradientes de tensdo, ocasionando
trincas e delaminacdo. Segundo Hallensleben (2005) os metacrilados com mais de trés
grupamentos funcionais reativos tem despertado interesse na drea odontoldgica por produzir

materiais com menor contracao.

No trabalho apresentado por Puebla e al (2012) foi observado que os materiais produzidos
através da estereolitografia ndo podem ser considerados isotrépicos, pois possuem diferentes

propriedades mecanicas de acordo com o eixo que foram produzidos.

Lambert (2010) observou que podem ocorrer algumas deformacdes nas pecas que sdo
produzidas utilizando a estereolitografia. Em seu trabalho Lambert (2010) realizou o estudo de
caso em trés pacientes e observou discrepancias nas medidas dos guias cirdrgicos que foram
produzidos através da estereolitografia. Essas discrepancias foram causadas devido a erros no

software utilizado para gerar o modelo virtual dos guias.
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O trabalho desenvolvido por Chartier et al (2012), apresentou a influéncia dos pardmetros
reoldgicos sobre a cinética de fotopolimerizacdo em um acrilato que € utilizado no equipamento
de estereolitografia. No trabalho foram acrescentadas particulas de silica ao acrilato e foi
verificado o efeito da concentragdo das particulas, da dispersdo e a reatividade da suspensao.
Observou-se que com a evolugdo da fotopolimerizagdo a viscosidade € alterada influenciando a
cinética de conversdo da resina. A concentragdo das particulas de silica diminui a reatividade,

pois produzem a dispersao da luz, mas as particulas beneficiam a resolu¢do dimensional da peca.

A estereolitografia foi desenvolvida em 1980 com a finalidade de produzir protétipos, mas
com os avangos tecnoldgicos hoje € possivel produzir até mesmos componentes funcionais para

serem utilizados como produtos finais (Stucker e Ram, 2007).

Na érea industrial a estereolitografia pode ser utilizada para a producdo de protétipos que
auxiliam no planejamento, simulagdo de partes, ou produtos destinados ao uso final (Stucker e

Ram, 2007).

A area biomédica, veterindria e a engenharia tecidual tem produzido scaffolds capazes de
suportar e promover o crescimento celular para reparar defeitos congénitos, defeitos causados por
acidentes ou o envelhecimento natural das pessoas (Dhariwala, Hunt, Boland, 2004). Na area
biomédica a estereolitografia permite a produgdo de estruturas tridimensionais customizadas para
cada paciente, ou biomodelos que auxiliam no planejamento estratégico de cirurgias complexas.
No trabalho produzido por Arcaute, Mann e Wicker (2006) foram produzidas estruturas
complexas de poli etileno glicol dimetacrilato para verificar a viabilidade e a bioatividade dos

scaffolds semeados com dermo fibroblastos humano.

No ensino e arquitetura a estereolitografia pode ser utilizada para produzir modelos fisicos
e objetos tridimensionais para que os alunos possam visualizar maquetes, estruturas quimicas, ou

orgaos, por exemplo, (Skawinski et al, 1995).
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2.7 ESTEREOLITOGRAFIA POR IRRADIACAO DIRETA

A técnica de estereolitografia por irradiacdo direta utiliza:

(i) Um computador onde o objeto é virtualmente construido, no CAD por exemplo.
Posteriormente as informagdes sobre o modelo virtual e os parametros do processo sao
alimentadas e controladas através de um programa/software que se encontra no computador. O
computador usa as informacdes do modelo virtual e produz um fatiamento tridimensional do
objeto. Essa informacdo € utilizada para escrever diretamente sobre o material fotossensivel,

camada por camada, até completar a construciao do objeto.

(i1) Um recipiente com o material que serd utilizado para construir o objeto, um mondmero

ou pré-polimero fotossensivel por exemplo.

(ii1) Plataforma onde o objeto € construido. A plataforma deve ser capaz de se movimentar
no eixo Z, pois apds a construcdo de uma camada do objeto a plataforma abaixa no eixo Z e
mergulha dentro do recipiente com o material para reabastecer e preencher com a préxima

camada que ird formar o objeto.

(iv) Uma fonte de energia (UV-Visivel ou Infravermelho) para irradiar e reticular/curar o
material. Em alguns casos além da fonte de energia € necessario o uso de espelhos e colimadores
que irdo direcionar o feixe de energia. Na estereolitografia por irradiacdo direta a constru¢do do
objeto € realizada diretamente através da exposicdo da luz sobre o material fotossensivel

(Bartolo, 2007) (Figura 6 e Figura 7).
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Tentes Feixe do laser

Espelho

Figura 6 — Estereolitografia por irradiacdo direta

objeto tridimensional

Plataforma

Polimero fotossensivel

Figura 7 — Estereolitografia por irradiacdo direta: plataforma de constru¢cdo do objeto / modelo
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2.8 ESTEREOLITOGRAFIA POR IRRADIACAO UV-VISIVEL

A estereolitografia por irradiacdo UV-Visivel possui dois tipos:- Direta ou Laser Writing
que ¢ classificada como produgdo livre de formas e a por mdscara que é classificada como

producdo limitada de formas (Bértolo, 2007).

Na irradiacao direta € utilizado um aparato que consiste de uma cuba com o material
fotossensivel, plataforma com movimento no eixo Z onde o objeto tridimensional € construido,
um laser na regido espectral do UV-Visivel para irradiar e reticular/solidificar o polimero. Em

alguns modelos também podem existir espelhos para direcionar o laser sobre o material.

Durante o processamento o laser € incidido diretamente sobre a superficie do material, com
isso o objeto tridimensional é construido camada por camada. Apds a exposi¢do do material ao
laser, ocorre a formacdo da primeira camada, subsequentemente a plataforma se movimenta no
eixo Z o que permite reabastecer com o material que serd utilizado na segunda camada. Antes da
segunda camada ser produzida o “recoat” uniformiza a superficie para garantir a espessura

desejada e remover ondulacdes/bolhas que possam interferir na qualidade do produto final.

2.9 ESTEREOLITOGRAFIA POR IRRADIACAO INFRAVERMELHO

E utilizado o laser infravermelho para interagir e curar um material termo-sensivel, o

processo de cura ocorre localizadamente ponto por ponto (Munhoz, 2001).

Em um aparato basico de estereolitografia por irradiacao infravermelho € necessario um
computador para controlar os parametros do processo e reproduzir o objeto virtual tridimensional.
Uma plataforma com movimento no eixo Z e que contenha o material termo-sensivel, um laser na

regido espectral do infravermelho e lentes/ espelhos para direcionar o foco do laser.

Semelhantemente com a estereolitografia por irradiacio UV-Visivel o laser infravermelho
irradia o material termo-sensivel curando uma camada do objeto tridimensional. Apds a cura da

primeira camada, a plataforma se movimenta no eixo Z para que a espessura e a distancia da
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proxima camada estejam adequadas, desta forma o laser infravermelho € incidido na segunda

camada e assim sucessivamente até completar a producdo do objeto tridimensional.

As principais vantagens do infravermelho quando comparado com o UV-Visivel direto sdo:
- Nio necessita de tratamento apds a cura;

- Baixo custo do laser;

- Nio apresenta contracdo do objeto apds a cura;

- A profundidade de penetracio do laser infravermelho é maior em materiais que

apresentam particulas que impedem a passagem do UV-Visivel (Munhoz, 2001).

Para evitar problemas no produto final € necessaria a determinacdo dos parametros de cura
do material. Isso se refere a composi¢do quimica e a condutividade térmica do material termo-
sensivel; além de parametros como tempo, poténcia e a profundidade de absorcdo do laser

infravermelho (Munhoz, 2001; Bartolo, 2007).

Jardini et al (2004) apresentaram um estudo sobre a interagdo do laser infravermelho
utilizado na méquina de estereolitografia e o polimero termo-sensivel utilizado para construir o
modelo tridimensional. Foi realizado um estudo dos melhores pardmetros para obter a geometria

com maior acurdcia possivel.

2.10 ESTEREOTERMOLITOGRAFIA

A estereotermolitografia utiliza radiacdo na regido espectral do UV-Visivel e energia
térmica produzida por irradiacio na regido do infravermelho para curar um material que contenha

fotoiniciador e termoiniciador.
Os efeitos Oticos e térmicos ocorrem simultaneamente durante a producdo do objeto. A

composi¢do quimica € otimizada para que a reacdo inicie somente quando exista a combinacdo de

radiacdo UV-Visivel e energia térmica do infravermelho (Bértolo e Mitchell , 2003).
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A estereotermolitografia permite a producao de objetos tridimensionais com alta qualidade,
e ndo necessita do processo de pds cura.

As principais vantagens sao:

- Na estereotermolitografia a geracio de radicais é mais eficiente;

- A pequena concentragc@o do termoiniciador e fotoiniciador, permite maior profundidade de
penetracdo da radiagdo no material;

- Com o uso do fotoiniciador e termoiniciador ocorre 0 aumento na taxa de reacdo, o que
resulta em aumento na fracdo de conversao do material;

-A reacdo de cura é mais localizada, o que aumenta a acurdcia do produto final (Bartolo,

2011).

2.11 ESTEREOLITOGRAFIA POR IRRADIACAO USANDO MASCARA

No processo de estereolitografia utilizando méscara o modelo CAD ¢é preparado e fatiado
para gerar digitalmente os dados que serdo transferidos para o gerador de mdscara. A mdscara
com a geometria desejada é entdo produzida através de um processo hologrifico de imagem
(Chua, Leong e Lim, 2003). A estereolitografia por irradiacdo usando mdascara combina dois
processos: geragdo da mdscara e geragdo da camada do objeto tridimensional (Stucker e Ram ,

2007).

Para a constru¢do do modelo geométrico usando a mdscara, uma fina camada do material
fotossensivel é distribuida sobre a plataforma de trabalho, a méascara com a geometria desejada é
alinhada embaixo da lampada UV-Visivel. A luz € ligada por alguns segundos e a parte do
material fotossensivel que ficou exposto € reticulado ou solidificado, o restante do material que
ndo interagiu com a luz € recolhido para dentro da plataforma de trabalho. O objeto € assim

construido camada por camada (Chua, Leong e Lim, 2003) (Figura 8).
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Lampada UV-Visivel

Plataforma

Figura 8 — Produgdo de objeto tridimensional utilizando fotoméscara

A fotomdscara permite a constru¢do simultanea de todos os detalhes da geometria em uma
camada, o processo ndo utiliza suportes para manter as estruturas construidas. Esse processo
permite obter alta acurécia na dire¢do do eixo Z do objeto (Chua, Leong e Lim, 2003; Stucker e

Ram, 2007).

2.12 MICROESTEREOLITOGRAFIA

A microestereolitografia € utilizada para construir objetos tridimensionais em micro escala.
Utilizando a microestereolitografia é possivel construir partes funcionais com alta resolugdo e

formas complexas.
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Heller et al (2009) produziram scaffolds com espessura de 50 um utilizando um
equipamento de micro estereolitografia. Os scaffolds foram implantados no osso femoral de ratos

brancos New Zealand e os testes histoldgicos indicaram excelente biocompatibilidade do

scaffold.

2.13 A CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem € um tecido denso composto por colagenos ou fibras eldsticas e condrdcitos,
imersos em um gel firme. A cartilagem fornece rigidez ao corpo dos vertebrados e no corpo
humano aparece em trés formas diferentes (cartilagem eldstica, fibrocartilagem e cartilagem
hialina). Essas formas ocorrem devido as fibras presentes na matriz e atendem as necessidades

biomecanicas dos locais em que se situam (Junqueira, 2005).

A cartilagem eldstica compde nariz, epiglote e a orelha (contém elastina, coldgeno do tipo
IT dispersos na matriz). Devido a presenca de fibras elésticas esse tipo de cartilagem possui maior
flexibilidade (Gartner e Hiatt, 2003). A cartilagem eléstica estd presente em regides em que
ocorrem movimentos intermitentes, conferindo propriedades eldsticas (movimento de vai-e-vem)

(Junqueira, 2005) (Figura 9).
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Figura 9 — Cartilagem eldstica Gartner e Hiatt, 2003.
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A fibrocartilagem € encontrada nos ligamentos, tenddes e nos discos intervertebrais. E
composta principalmente por coldgeno do tipo I, o que lhe permite resistir a grandes tracdes

(Gartner e Hiatt, 2003) (Figura 10).
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Figura 10 — Fibrocartilagem Gartner e Hiatt, 2003.

A cartilagem hialina € encontrada nos ligamentos dos ossos e articulacdes: joelho,
tornozelo, quadril, ombro e em articulagdes que movimentam como, por exemplo, os dedos.
Também € denominada cartilagem articular (CA) € composta principalmente por coldgeno do
tipo II (Swieszkowski, Fray, Kurzydlowski, 2008). Essa cartilagem forma o molde cartilaginoso
de muitos ossos durante o desenvolvimento embriondrio, e constitui as placas epifisarias dos

ossos em crescimento (Gartner e Hiatt, 2003) (Figura 11).
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CARTILAGEM HIALINA
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Figura 11- Cartilagem hialina Gartner e Hiatt, 2003.

Segundo Flik et al (2007) a cartilagem articular é um tecido ativo, vivo, formado e mantido
por condrécitos. Os condrécitos sdo células derivadas de células-tronco mesenquimais
diferenciadas antes da oitava semana de gestacdo. Os condrdcitos sobrevivem sem vasos
sanguineos, vasos linfdticos ou nervos. Estando sozinho dentro de sua matriz, os condrdcitos
criam uma estrutura ordenada capaz de interacdes complexas que sd@o necessdrias para manter e

reparar o tecido.

Segundo Gartner e Hiatt (2003), a cartilagem € um tecido conjuntivo especializado, que
possui uma matriz firme e flexivel, resistente as tensdes mecanicas. A flexibilidade e a
resisténcia da cartilagem a compressao confere a ela a capacidade de agir como um amortecedor
e como cobre as superficies articulares dos ossos, sua superficie lisa torna possivel a
movimentagdo das articulagcdes do corpo quase sem fric¢do. A cartilagem possui algumas funcdes
semelhantes e relacionadas com o osso (ambos tecidos participam da sustentagdo do corpo e

estdo intimamente associados ao sistema esquelético).

O ser humano possui aproximadamente 300 articulacdes em seu corpo (Dumbleton, 1981).
As articulagdes podem ser classificadas em dois grupos principais: sinartroses e diartroses.
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As diartroses possuem cavidades entre os 0ssos e também contém o fluido sinovial. Podem
ser chamadas de articulacdo sinovial. A fung¢do das articulagcdes sinoviais € facilitar a
movimentacao das articulagdes e criar suporte para o esqueleto.
As sinartroses nao apresentam nenhum tipo de movimento, apenas cedem a pressdes €

absorvem choques (Vieira e Vieira, 2012).

A maior parte das cargas que sdo aplicadas sobre a cartilagem ndo sdo estticas. As cargas
sdo aplicadas enquanto a cartilagem estd se movimentando unixialmente, biaxialmente ou
multiaxialmente. Enquanto caminhamos, por exemplo, ocorrem movimentos de flexdo, extensao,

aducdo e abducdo, juntos com rotacdo lateral e medial do fémur. Portanto € necessdario uma

lubrificagdo adequada para proteger a cartilagem de sofrer desgaste.

Nas articulagdes o responsdvel por promover a lubrificacdo € o fluido sinovial. O fluido
sinovial € ligeiramente amarelo e viscoso, no joelho do ser humano existem aproximadamente
0,2ml de fluido sinovial (Dumbleton, 1981). O fluido sinovial contém dentre outras substancias o
acido hialurdnico. A depolimerizacdo do 4cido hialur6nico diminui a habilidade de lubrificacdao

do fluido sinovial o que pode acelerar o processo de desgaste na articulacao.

2.14 PROBLEMAS NA CARTILAGEM

As patologias que acometem a cartilagem normalmente ocasionam a fragmentagdo,
fenda/trinca e ou amolecimento da mesma. A cartilagem pode ser acometida localizadamente,

sendo que a superficie e espessura ndo estd inteiramente danificada.

As condrodistrofias sdo um grupo de doengas caracterizadas por perturbacio do
crescimento e subsequente ossificacdo da cartilagem. As principais doengas que afetam a

cartilagem sao: Osteoartrite, Hérnia discal e a Policondrite recidivante.
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A osteoartrite (OA), também denominada osteoartrose, ¢ uma doenga cronica, caracterizada
por degeneracdo da cartilagem articular (Ricci e Coimbra, 2006). Na osteoartrite ocorre um
processo anormal entre a destrui¢do cartilaginosa e a repara¢do da mesma. Ela € resultante de um

processo degradativo cartilaginoso complexo e multifatorial (Felice et al, 2002).

Quando o paciente sofre um trauma com fratura que envolve a superficie articular,
normalmente pode ocorrer a osteoartrite posteriormente. A osteoartrite também pode ser devido a
doencas sistémicas que envolvem a integridade da cartilagem ou um fendomeno localizado na
regido articular. Algumas doencas raras que alteram a elasticidade da cartilagem podem produzir

a osteoartrite.

A hérnia discal € causada por pequenos traumas na coluna, que no decorrer do tempo ird
lesar as estruturas do disco intervertebral. Os discos intervertebrais sdo estruturas em forma de
anel, constituidos por tecido cartilaginoso e eldstico, cuja funcio € evitar o atrito entre uma
vértebra e outra e amortecer o impacto. E composto por uma estrutura central, o niicleo pulposo,
que € circundado pelo anel fibroso. Tanto o nicleo quanto o anel podem deslizar, causando uma

pequena hérnia, denominada protrusdo ou uma hérnia maior, quando afeta essas duas

composi¢oes (Pereira e Oliveira, 2011).

A policondrite recidivante € uma doenca inflamatéria sist€émica que acomete
principalmente a cartilagem auricular, nasal e articular. Causa a destruicdo do tecido cartilaginoso

e a desfiguracao da regido onde estd localizado (Rodrigues, et al, 2003).

2.15 BIOFABRICACAO

Atualmente existe grande demanda na producdo de préteses e dispositivos médicos que
sejam capazes de restabelecer a funcio de 6rgaos e tecidos enfermos. Juntamente com isso, existe
a necessidade de novas técnicas de fabricacdo como alternativas mais eficazes e precisas para a
producdo de geometrias complexas, mais proximas das formas originais e que consigam

mimetizar os tecidos e 6rgaos do corpo humano e de animais.
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O termo biofabricacdo tem sido usado para descrever diferentes processos usados para

produzir dispositivos farmacéuticos, bioldgicos e médicos (Sun et al, 2006).

A biofabricagdo combina o uso das tecnologias de fabricacdo aditiva e materiais
biocompativeis, biodegradaveis, células, fatores de crescimento e materiais bioldgicos para

produzir estruturas bioldgicas aplicadas a engenharia tecidual ( Bartolo e Chua, 2008).

A biofabricacdo emergiu em 2005 durante o Biomanufacturing workshop promovido pela
Tsinghua University que aconteceu na China. Em 2009 durante o 59th CIRP General Assembly ,
o grupo Collaborative Working Group (CWG) estabeleceu que a drea de biofabricacio
englobaria trés pilares fundamentais (a) Biofabricacdo (b) Biomecatronica e Biodesign (c)

Montagem (Bértolo et al, 2012).

A biofabricacdo apoia a engenharia biomédica na produgdo de dispositivos médicos.
Quando combinada com imagens e dados clinicos, pode ser usada para fabricar proteses
personalizadas para cada paciente. Em 2009 foi criado o Biofabrication Journal e em 2010 a
International Society for Biofabrication, devido ao grande nimero de pesquisas e o rapido

crescimento e desenvolvimentos da drea de biofabricacdo (Melchels et al, 2012)

Os principais processos e equipamentos que sdo utilizados pela biofabricacdo sdo:
estereolitografia, sinterizacdo a laser, extrusdo e impressao tridimensional. Para a producido de
scaffolds, por exemplo, essas técnicas permitem o controle do tamanho, da geometria, da
orientacdo e da interconectividade entre os poros. Com isso resulta em maior controle das
propriedades mecanicas, permeabilidade e transporte de nutrientes no scaffold (Pereira et al,

2013).

A biofabricacdo se destaca dos métodos convencionais de fabricacdo, pois € capaz de

produzir formas e estruturas com apurado controle.
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Na producdo de scaffolds, por exemplo, as técnicas de fabricacdo convencionais (solvent
casting/ lixiviacdo salina, separacdo de fases, espumas e mantas téxteis), apresentam limitacdes
no uso, uma vez que, em alguns, casos é utilizado solvente organico t6xico que pode provocar
efeito carcinogénico e o tempo de fabricacdo é longo. Os resultados das estruturas fabricadas com
as técnicas convencionais nem sempre sdo adequados, pois nao é possivel o controle do tamanho,

geometria e distribui¢do espacial dos poros (Béartolo et al, 2009).

O equipamento de biofabricacdo desenvolvido pelo INCT Biofabris da Unicamp utiliza os
principios da estereolitografia por irradiacdo direta para biofabricar estruturas que podem ser
utilizadas na drea médica (Figura 12). O equipamento foi construido com estrutura versatil em

aluminio que facilita a montagem e desmontagem.

Para o controle da movimentagdo nos eixos X,Y, e Z o equipamento possui 4 motores que
possibilitam resolucdo de 1,8/200 graus por passo. O software utilizado para o controle do

sistema de biofabricacdo € o Mach 3 CNC.

A fonte de energia laser UV-Visivel que promove a fotopolimerizacdo /fotoreticulagdo
possui maxima capacidade de operacio em 4500mW/cm’. A lampada utilizada é a de mercirio
xenonio que mantém a intensidade da luz constante e uniforme, com possibilidade de variar o

comprimento de onda entre 250 nm — 700nm.
O equipamento possui uma plataforma elevatéria com volume util de 150x150x250mm,

que permite biofabricar geometrias tridimensionais. A plataforma elevatéria possui movimento

no eixo Z.
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Figura 12 — Equipamento de biofabricacdo desenvolvido pelos pesquisadores do INCT Biofabris
da Unicamp (1) Software Mach 3 (2) Eixos X,Y (3) plataforma onde o objeto € biofabricado (4)

fonte de energia UV-Visivel.

A biofabricac¢do permite o uso de inimeros tipos de biomateriais € como a maior parte dos
equipamentos trabalham em temperatura ambiente, também permite a incorporagdo de
biomoléculas e células encapsuladas. Desta forma a biofabricacdo tem permitido a producdo de

scaffolds que mimetizam tecidos e 6rgdos do corpo humano e de animais.

As propriedades mecanicas do scaffold sio uma combinacdo entre as propriedades do
material utilizado para a confeccdo, geometria do scaffold, presenga de materiais de reforco
(aditivos) e a técnica de fabricacdo. A escolha da técnica de fabricagc@o do scaffold depende das

caracteristicas da matéria-prima e a funcio do scaffold (Murphy e Mikos, 2007).
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No estudo apresentado por Lin et al (2013), foi demonstrado a viabilidade de construir
scaffolds de polietileno glicol diacrilato para fabricar formas tridimensionais criadas virtualmente
pelo CAD. As amostras foram produzidas em um sistema de biofabrica¢do que utiliza a projecao
da imagem em uma mdscara e a estereolitografia para construir as estruturas tridimensionais.
Neste estudo foram acrescentadas células encapsuladas e insulina ao biomaterial. O resultado foi
positivo, uma vez que a estrutura geométrica, a arquitetura interna e a eficiéncia no
encapsulamento das células permite o uso dessa técnica para a produgdo de scaffolds para

engenharia tecidual.

Alguns grupos de pesquisa tém estudado a viabilidade de utilizar a bioimpressio
diretamente com células e materiais biolégicos para produzir tecidos e o6rgdos. Desta forma,
Bioimpressdo pode ser definida como o uso de tecnologia de impressdo para depositar células
vivas, componentes da matriz extracelular, fatores de crescimento, proteinas, farmacos e
biomateriais sobre um substrato. Essas tecnologias se baseiam dentre outras, na impressao a laser,

impressora inkjet € o método valve-based ( Tasoglu e Demerci, 2013)

Por exemplo, na impressora inkjet, células em suspensdao sdao acondicionadas em um
cartucho de impressdo e o computador controla a impressao/biofabricacao do tecido ou 6rgdo. Ja
no método valve-based gotas de células encapsuladas em hidrogéis sdo injetadas sobre uma
superficie. A orientacdo e organizacdo das células sdo controladas através da aplicacdo de

frequéncia que atua no bico de inje¢do do equipamento (Figura 13).
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Figura 13 — Esquema simplificado de uma bioimpressora pelo método valve-based (Tasoglu e

Demerci, 2013)

2.16 HIDROGEIS BIOFABRICADOS PARA TRATAMENTO DE
CARTILAGEM

Como ja mencionado anteriormente os hidrogéis sdo uma classe de polimeros que possui a
capacidade de intumescer e absorver até 90% do seu peso em dgua. Os hidrogéis possuem
propriedades lubrificantes, baixo coeficiente de fricc@o, alta resisténcia mecanica e permitem a
transmissao de cargas, podendo ser utilizados como substituintes ou no tratamento de defeitos da

cartilagem (Spiller et al, 2007).

Os hidrogéis tém sido utilizados na fabricacdo de scaffolds para o tratamento, repara¢ao ou
substitui¢do de cartilagem. Em estudo apresentado por Landers er al (2002) foram fabricados
scaffolds de gelatina e agar com pH neutro utilizando a técnica de impressdo tridimensional
(3DP) . Os pesquisadores utilizaram gelatina e agar pois sdo biocompativeis. Foi observado que
na técnica 3DP o comportamento térmico do material como: viscosidade, intumescimento no
momento da impressdo e densidade influenciam nos parametros empregados na maquina,

devendo ser determinados anteriormente ao processo de impressao.
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Spiller et al (2007) apresentaram um estudo onde foram desenvolvido os hidrogéis PVAI e
poli vinil pirrolidona (PVP) que possuem boas propriedades mecéinicas e mimetizam a
cartilagem sauddvel. Neste estudo o mddulo de elasticidade e a porosidade foram verificados. Foi
realizada uma comparacao com cartilagem natural para determinar a capacidade desses hidrogéis
em restaurar mecanicamente a funcio das cartilagens. Os resultados mostraram que os hidrogéis

estudados possuem propriedades similares a cartilagem natural.

No estudo de Fedorovich et al (2007) é apresentado o uso de hidrogéis promissores para
serem empregados na medicina regenerativa. Fedorovich et al (2007) apresentaram o uso da
prototipagem rdpida associado com a engenharia tecidual que permite a construcao de scaffolds
com formas especificas e com morfologia interna reprodutivel. A técnica apresentada permite a
constru¢do de scaffolds anatdmicos incorporados com células e fatores de crescimento em locais
especificos. Segundo o estudo, o sucesso da incorporacdo das células no scaffolds exige hidrogéis
que sejam biomiméticos e que provoquem as respostas celulares especificas e levem a formacgado

de tecidos.

Sherwood et al (2002) desenvolveram uma técnica heterogénea onde sdo produzidos
scaffolds tridimensionais com células condrais. Esse processo denominado TheriForm pode ser
utilizado para reparar defeitos articulares localizados, onde € necessdrio que o scaffold possua
topografia adequada. A versatilidade da tecnologia TheriForm permite o emprego de varios
polimeros, a produgdo de diversas formas geométricas e arquiteturas internas, além de possibilitar

o crescimento de células condrais.

Yeong et al (2004) apresentaram um estudo onde abordaram o potencial e os desafios do
uso da técnica de prototipagem rdpida utilizada na engenharia tecidual, dentre as técnicas é
mencionado a 3D Bioplotter (figura 14) que utiliza hidrogéis para a constru¢do de modelos
fisicos como, por exemplo, scaffolds. Nesta técnica sdo empregados liquidos e pastas. A maquina
constroi o material através de um bico de injecdo que deposita camada por camada do material.
Na pesquisa foram semeados fibroblastos nos scaffolds produzidos pela 3D Bioplotter € o
resultado demonstrou que as células cobriram toda a superficie do scaffolds, sendo desta forma

vidvel para esse tipo de utilizacao.

41



Figura 14 — Miquina 3D Bioplotter® da empresa Envisiontec.

No estudo apresentado por Vozzi et al (2003) foi utilizado um método de fabricacdo
denominado Pressure assisted microsyringe (PAM) (Figura 15), que utiliza uma micro seringa e
um controlador de fase. Esse sistema € automatizado por computador, possui trés eixos de micro
posicdes e controle da velocidade e posi¢do do motor. A equipe de Vozzi também realizou uma
adaptacdo no método softlithography e utilizando um molde de poly(dimethylsiloxane)
obtiveram scaffolds padrdes com estruturas porosas. No estudo foi realizada uma comparagao dos
avangos e limitagdes de cada técnica, com consideragdes referentes a resolucdo, o custo e as

varidveis do processo de fabricacao.
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Figura 15 — Esquema da mdquina PAM utilizada no trabalho de Vozzi et al (2003).

O uso da prototipagem rdpida para a constru¢dao de scaffolds empregados na engenharia
tecidual tem permitido a solu¢do do problema de colapso das estruturas de hidrogéis que eram
construidas através de outras técnicas. A técnica denominada de bioimpressao visa contornar os
problemas de instabilidade mecanica dos scaffolds de hidrogel. No trabalho de Maher et al
(2009), foram obtidos através da técnica de bioimpressao scaffolds tridimensionais com precisao
de tamanho e boa definicdo dos poros. A pesquisa mostra que é importante o conhecimento
aprofundado do comportamento térmico/reolégico da matéria-prima e da maquina de impressao
para obter os scaffolds com alta precisdo e baixo desperdicio. Maher et al (2009) obtiveram
scaffolds de hidrogéis de poly(ethylene glycol) (PEG) com poros interconectados, o padrao de

interconexao alcangado permitiu a construcao de uma estrutura tridimensional estdvel.

Zein et al (2001) apresentaram um trabalho onde foi produzido scaffolds de poly(e-
caprolactone) (PCL) totalmente interconectado por canais e com controle da porosidade

utilizando a técnica FDM. Nesse trabalho Zein et al (2001) produziram dois experimentos, o
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primeiro para investigar a anisotropia dos scaffolds com diferentes arquiteturas internas. J4 no
segundo experimento foi realizado um estudo para avaliar os efeitos de diferentes porosidades e
tamanho dos canais sobre as propriedades mecanicas dos scaffolds. A deformagdao mecanica

indica que os poros dos scaffolds de PCL possui tensao/deformacao elevada.

Outro método de prototipagem rdpida que pode ser utilizado para produzir scaffolds para a
engenharia tecidual € a soft lithography. No trabalho de Gallego et al (2008) foram produzidos
moldes de polydimethylsiloxane com controle preciso e padrdes de micro escala. Apés scaffolds
tridimensionais de poly(e-caprolactone) (PCL) foram produzidos utilizando a técnica Multilayer
Micromolding (MMM). A técnica MMM ¢€ utilizada para obter scaffold com poros
interconectados, com pré-definicdo de tamanho/forma dos poros e espacamento na estrutura
interna do scaffold. Permite a constru¢do de scaffold com diversas camadas, com diferentes
propriedades quimicas e geométricas que podem ser estampadas no molde. Cada camada da
estrutura pode induzir diferentes respostas celulares (morfolégicas, metabdlicas e atividade
sintética), dependendo das propriedades quimicas e fisicas da camada. Foi realizado teste de
crescimento celular utilizando células de osteosarcoma humano e os resultados demonstraram

que as células responderam bem com adesdo e morfologia regular no scaffold.

Arcaute, Mann e Wicker (2006) utilizando a técnica de estereolitografia produziram
scaffold bioativo de poly(ethylene glycol)-dimethacrylate (PEG-dma) com fibroblastos
encapsulados. O resultado indica que a estereolitografia € vidvel para a fabricacdo de scaffolds
complexos e bioativos, com células vivas para aplicacdes em engenharia tecidual. No trabalho
foi produzido scaffold com estruturas altamente complexas e com camadas, incluindo estruturas

com canais internos, varias orientacdes e estruturas com diferentes materiais.

Billet et al (2012) classificaram as técnicas de fabricacdo que utiliza hidrogel como
matéria-prima e sdo utilizadas na area biomédica em trés principios: (a) laser (b) extrusdo (c)
impressao (Figura 16). Para o uso de hidrogéis como matéria-prima, os parametros operacionais
dos equipamentos ndo devem ser agressivos, por exemplo, a temperatura deve ser abaixo de

200°C.
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Figura 16 — Técnicas de prototipagem rdpida e principios que utiliza hidrogel para produzir

estruturas, adaptado de Billet et al, (2012).

2.17 TRIBOLOGIA

A tribologia € a ciéncia e tecnologia que estuda a interagdo entre duas superficies em

movimento (Bhusan, 1999). Em um significado mais amplo, tribologia é o estudo do atrito,

lubrificacdo e desgaste (Ludema, 1996).

Tribologia com foco em atrito, desgaste e lubrificacdo de superficies em movimento € uma
area da ciéncia que foi definida em 1967 pelo comité da Organizacdo para Cooperacado
Econdmica e Desenvolvimento. Tribologia € uma palavra derivada do grego (tribos) que significa

friccionar ou deslizar.

O estudo tribologico considera a combinagdo dos mecanismos de contato entre as
superficies; as propriedades fisico-quimicas das superficies e interfaces que possam atuar no
tribossistema, para analisar e monitorar a resposta triboldgica do material. Por exemplo, na
(Figura 17) sdo apresentados trés tipos de mecanismos de contato entre duas superficies: (a)

contato pontual (b) contato linear (c) contato de superficies. Quando a esfera desliza sobre o

45




plano, a distribuicdo de tensdo que ocorre € diferente dos outros dois exemplos, o que produzira

diferentes respostas tribolégicas (Takadoum, 2008).

a) b) )

Figura 17 — Diferentes mecanismos de contato (a) contato pontual ( b) contato linear (c) contato

de superficies (Takadoum, 2008).

Durante o deslizamento de duas superficies, forcas interfaciais sdo responsaveis por
produzir o atrito € o desgaste das superficies. O atrito € a resisténcia ao deslizamento que um
corpo s6lido encontra quando estd em contato com outro corpo. A velocidade de deslizamento,
temperatura, pressdo de contato, nimero de ciclos e mudancas na rugosidade das superficies

influenciam os valores de atrito.

Historicamente foi Leonardo da Vinci quem primeiro explicou cientificamente o atrito,

sendo ele quem introduziu a no¢do de coeficiente de atrito (Takadoum, 2008).

O atrito é normalmente quantificado pelo coeficiente u, que é definido pela seguinte

equacao:

u=F/W (equacdo 1)

onde F € a forca de atrito e W € a carga normal.

Os valores de coeficiente de atrito podem indicar a tendéncia de um material causar

vibragdo durante o deslizamento (Ludema, 2001).
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O desgaste ¢ definido como a remog¢do de material devido ao contato e a agdo mecanica
entre superficies (Katta, e al 2008). O desgaste é a maior causa de perda de material, propriedade
mecanica e capacidade funcional. A reducdo e o controle do desgaste resultam em consideravel
ganho econdmico. Os principais tipos de desgaste que podem ocorrer sdo: desgaste abrasivo,

desgaste adesivo, desgaste por fadiga e o desgaste triboquimico.

O desgaste abrasivo ocorre quando as superficies dos materiais possuem diferentes valores
de dureza (Mang, Bobzin e Bartels, 2011), ou seja, um material com superficie dura desliza sobre
um material com superficie mais macia. Esse tipo de desgaste pode causar riscos, sulcos e

ocasionar a remog¢ao de material (Takadoum, 2008).

O processo do desgaste abrasivo se desenvolve em quatro etapas : (a) micro plowing, (b)

micro corte, (¢) micro fratura e (d) micro fadiga (Mang, Bobzin e Bartels, 2011) (Figura 18).

Lt I}
P "?t
i =

Micro tadiga Micro framra

Figura 18 — Etapas que ocorrem no desgaste abrasivo (Mang, Bobzin e Bartels, 2011).

No micro plowing a particula abrasiva desliza sobre a superficie causando micro sulcos por
deformacdo pléstica, entretanto ndo ocorre desprendimento de material da superficie e sim o

deslocamento do material para os lados conforme figura 18.
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No micro corte ocorre perda de material e o volume de desgaste € igual ao volume dos
sulcos formados. A superficie apresenta ranhuras e sulcos devido a a¢do das arestas e particulas
presentes no tribossistema.

A micro fadiga é a consequéncia da acdo de multiplos micro plowing que deslocam o

material para as laterais, sobre a ac@o de solicitacao ciclica.

A micro trinca ocorre quando existe alta concentragdo de tensdo. Devido a alta tensdo,
trincas sdo formadas e propagadas na superficie do material. As micro trincas sdo comuns em

materiais frageis e quebradicos.

O micro plowing, micro corte e micro fadiga ocorrem em maior nimero em materiais

ducteis (Lazovic, Mitrovic, Ristivojevic, 2003).

O desgaste adesivo € caracterizado pela jungdo aparente ou microsolda entre as superficies
que estdo deslizando. Quando essas jungdes sdo fracas, ocorre cisalhamento nas duas superficies
e ndo existe desgaste. Entretanto quando as jung¢des sao fortes, o material mais macio € cisalhado

e consequentemente transfere material para o material mais duro (Takadoum, 2008).

Desgaste por fadiga ocorre quando um material € solicitado ciclicamente (oscilagdo
periddica). Devido a tensdo introduzida na camada superficial do material, trincas se
desenvolvem paralelamente a superficie. Quando as trincas alcancam um tamanho critico, o
material se desprende e gera particulas. Esse fenomeno também é denominado como desgaste por

delaminagdo (Takadoum, 2008).

O desgaste triboquimico é um fendmeno que ocorre devido a interacdes quimicas que se
desenvolvem nas superficies em contato. A forma mais comum do desgaste triboquimico € o
desgaste tribo oxidativo. O aumento da temperatura devido ao atrito acelera o crescimento de um
filme de 6xido que se desprende da superficie quando atinge espessura critica, ocasionando o

desgaste tribo oxidativo (Takadoum, 2008).
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Quando estudamos tribologia devemos pensar que os materiais podem alterar suas
propriedades mecénicas como resultado da aplicacdo de forcas e as superficies podem ser
alteradas de acordo com a contra superficie que estd em contato. Durante o periodo de
deslizamento o material pode apresentar diferentes valores de atrito, pois as superficies tendem a

mudar com o passar do tempo (Majumdar e Bhushan, 1999).

No estudo triboldgico prético, os fendmenos que ocorrem na superficie do material durante
o deslizamento contra outra superficie sdo complexos. Trés caracteristicas das superficies
contribuem para isso: (a) estrutura geométrica da superficie (b) a natureza das forcas presentes
nas superficies (c) e as propriedades da superficie do material. Contribuem ainda a quimica da

superficie, as deformacdes mecanicas e as propriedades dos materiais.

Quando duas superficies estdo em contato, elas se tocam através de alguns pontos. Esses
pontos de contato possuem diferentes tamanhos e distribui¢cdo espacial (Figura 19). Essas
irregularidades sdo responsdveis pelos valores de atrito, pois durante o deslizamento ocorrem
deformacdes plésticas e eldsticas nesses pontos, dependendo da tensdo, rugosidade da superficie e

da propriedade do material.

ponto de contato

~ Superficie 1 /=

ponto de contato

ponto de contato Superficie 2

Figura 19 - Duas superficies em contato (Majumdar e Bhushan, 1999).
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O atrito é a principal causa do desgaste e dissipacdo de energia. A lubrificacdo € um
excelente modo de controlar o desgaste e reduzir o atrito. O principal objetivo da lubrificacdo é

formar um filme que separe as duas superficies em movimento.

Um bom lubrificante deve ter alto grau de interacdo entre as suas moléculas e as superficies
que estdo deslizando. Em geral os liquidos sd@ao bons lubrificantes quando eles sdo hdbeis em
aderir ou ser adsorvido ao corpo solido. As propriedades dos lubrificantes dependem da sua

estrutura molecular e capacidade de dispersao.

Para o lubrificante ter um bom desempenho ele deve possuir alguns requisitos, tais como:
baixa volatilidade, alta estabilidade térmica, boa afinidade com a superficie dos materiais,

estabilidade hidrolitica e oxidativa, estabilidade quando comprimido e ser quimicamente inerte

(Bhushan, 1999a).

Os valores de atrito podem ser influenciados pela espessura e propriedade mecanica do
lubrificante. Por exemplo, se o filme formado pelo lubrificante € muito fino, a protecdo na
interface das superficies fica comprometida, com isso o valor de atrito tende a ser alto (Ludema,

2001).

Os principais mecanismos de lubrificacdo existentes sdo: lubrificacdo hidrostatica,

lubrificagdo hidrodindmica e a lubrificacdo elastohidrodinamica.

Na lubrificag¢do hidrostética ndo existe a necessidade de movimento relativo entre as duas
superficies, pois o lubrificante € introduzido sob alta pressdo e separa as superficies por um filme

espesso.
A lubrificacdo hidrostatica € efetiva em todas as velocidades de deslizamento, mas existe a

necessidade de uma bomba externa para providenciar pressdo suficiente para manter as duas

superficies que estdo deslizando separadas (Ludema, 1996).
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Na lubrificacdo hidrodindmica ocorre a formagdo do filme lubrificante devido ao préprio
movimento relativo entre as duas superficies. Quando a velocidade de deslizamento é

moderadamente alta, a lubrificagdo hidrodinamica € a mais efetiva (Ludema, 1996).

A lubrificacdo elastohidrodindmica ocorre quando dois sélidos elésticos estdo em contato
sob cargas elevadas e separados por um filme liquido. O mecanismo de lubrificacio é semelhante
ao da lubrificacao hidrodinamica, excetuando a ocorréncia de deformacao eldstica das superficies

que estdao em contato.

2.18 BIOTRIBOLOGIA

O termo biotribologia foi introduzido por Dowson e Wright em 1973 para descrever os

aspectos triboldgicos relacionados aos sistemas bioldgicos (Jin et al, 2006).

A biotribologia estuda os sistemas articulares humanos e de animais, além de préteses e
dispositivos utilizados para restaurar as falhas que acometem os 6rgaos e tecidos que fazem parte
das articulagdes. O estudo do funcionamento dos sistemas articulares € importante para o sucesso

de projetos de proteses que substituem ou repararam as articulagdes (Fisher, 2001).

As articulagOes permitem a combinacdo de estabilidade e mobilidade ao corpo humano e de
animais. Uma pequena alteragdo bioldgica, quimica ou mecanica, pode resultar na perda da

funcdo e na perda da habilidade da articulagdo em se mover livremente (Dumbleton, 1981).

Quando a cartilagem € inicialmente comprimida, a maior parte da carga que € aplicada é
suportada pela fase liquida da cartilagem, mas apds continua compressao, o fluido comecga a ser
exsudado a uma pequena taxa e a carga é suportada pela fase sélida da cartilagem. Depois de um
periodo de tempo, as duas fases equilibram-se e ocorre a deformacdo. Ao remover a carga, a
matriz da cartilagem atrai novamente o liquido, ocorre o intumescimento da cartilagem que

retorna ao seu estado hidratado inicial (Fisher, 2001).
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O desgaste mecanico da cartilagem se manifesta sob a forma de adesdo, abrasdo ou
desgaste por fadiga. No corpo humano o desgaste da cartilagem € observado em diferentes taxas
dependendo da localizagdo da articulagdo. Por exemplo, o joelho devido a exposicao constante de
altas cargas tende a ser mais acometido de osteoartrite e possui taxa de desgaste mais

pronunciado quando comparado com as outras articulagdes (Katta, et al., 2008).

Para o caso do desgaste abrasivo, existe outro fator que pode agravar a situacdo: as
particulas soltas devido a abrasdio podem induzir a inflamag¢do aguda e complicacdes na

articulacdo (Fisher, 2001).

O processo de desgaste na cartilagem articular ndo ocorre somente mecanicamente, mas
sinergicamente com alteracdes bioquimicas. Em alguns casos, alteragdes bioquimicas (perda de
proteoglicanas, alteracdes no coldgeno ou distirbio no equilibrio i6nico) precedem as alteracdes

mecanicas, e vice e versa. (Katta, et al., 2008).

Alguns fatores podem pronunciar o efeito do desgaste na articulacdo, tais como: (a) traumas
na articulagdo, (b) solicitacdo biomecéanica anormal, (c) doencas metabdlicas ou que afetem a
matriz do coldgeno/proteoglicana ou (d) a perda do mecanismo de lubrificacdo (Katta, et al.,

2008).

Devido a particularidade do funcionamento da cartilagem, tem sido propostos alguns
mecanismos de lubrificacio que ocorrem durante a compressdo e deformacdo da mesma
(lubrificacdo exsudativa, elastohidrodinamica, limite e bifasica).

2.19 LUBRIFICACAO EXSUDATIVA

Devido ao alto conteudo de liquido na estrutura da cartilagem, ela possui a capacidade de se

auto lubrificar, esse fato foi apresentado por MacCutcheon em 1959.

52



O termo lubrificagdo exsudadiva foi introduzido para descrever o fluxo que o liquido faz

dentro da cartilagem em contato com a superficie para promover a lubrificacdo.

Como a cartilagem é um material poroso, ela possui a capacidade de exsudar fluido e

formar um filme de lubrificacdo (Fisher, 2001).

2.20 LUBRIFICACAO ELASTOHIDRODINAMICA

A lubrificacdo elastohidrodindmica na cartilagem possui a capacidade de formar uma
pelicula de lubrificacdo durante atividades com elevada velocidade de deslizamento e solicitacdo
dindmica de carga, como por exemplo, andar (Fisher, 2001).

A lubrificacdo de sistemas bioldgicos € usualmente acompanhada por uma deformacgdo

elastica significativa das superficies dos tecidos que estdo deslizando (Jin e Dowson, 2005).

Como ja mencionado anteriormente a lubrificagcdo elastohidrodindmica € caracterizada pela

presenca de corpos que se deformam elasticamente quando estdo deslizando.

O filme formado ajuda a equilibrar a acdo de deslizamento e compressdo na articulagdo.
Esse comportamento € possivel devido a alta viscosidade do fluido sinovial e o seu
comportamento ndo newtoniano. Quando a articulacdo é acometida de alguma enfermidade que
afeta a viscosidade do fluido sinovial, ela perde a capacidade de lubrificacio

elastohidrodinamica.

2.21 LUBRIFICACAO LIMITE

z

Quando a cartilagem € comprimida por um curto ou médio periodo de tempo, os
responsaveis por promover a lubrificacdo sdo os fosfolipidios e as glicoproteinas que estdo
adsorvidos na superficie da cartilagem. A lubrificacdo limite ocorre enquanto o filme fluido ndo

estd presente (Fisher, 2001).
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2.22 LUBRICACAO BIFASICA

A cartilagem pode ser representada como uma estrutura que possui duas fases (sélida e
fluida). Desta forma, quando a cartilagem é comprimida, inicialmente a fase fluida distribui a
carga e reduz a for¢a que a fase sdlida receberia. Esse mecanismo de partilha de cargas entre a
fase liquida e a fase solida, confere coeficientes baixos de atrito nas articulacdes, tornando a

lubrificacdo bifdsica um importante mecanismo de lubrificagdo da cartilagem (Sakai, 2012).

O coeficiente de atrito em uma articulacdo sauddvel possui valores em torno de 0,01
(Fisher, 2001), esses valores sdo possiveis devido as caracteristicas biomecédnicas e 0s

mecanismos de lubrificacdo que ocorrem nas articulacdes.

Os mecanismos de lubrificacdo ajudam a minimizar o desgaste entre duas superficies, mas
nao € possivel eliminé-lo, pois o filme de lubricacdo é sempre rompido durante o inicio ou ao

término do movimento entre os dois corpos (Jin et al, 2006).

Quando estudamos um biomaterial para uso como cartilagem artificial € importante
conhecermos os valores de atrito e desgaste, pois o atrito € o desgaste podem resultar em geracao
de particulas soltas, que sao potenciais causadores de reacdes sist€micas no organismo como por

exemplo, inflamacao.

Os valores de coeficiente de atrito no hidrogel dependem das propriedades dos hidrogéis
que estdo correlacionadas com:

(a) Estrutura quimica;

(b) Hidroficidade /hidrofobicidade;

(c) Densidade de cargas;

(d) Densidade de reticulagdo;

(e) Capacidade de intumescimento

(f) Elasticidade

54



(g) Além do que as propriedades mecanicas e fisico-quimicas da contra superficie que esta
trabalhando também influenciam no resultado de atrito;
(h) Parametros e condicdes de trabalho (velocidade de deslizamento, carga, etc.) também

influem nos resultados do coeficiente de atrito..

Quando comparado com borrachas e outros polimeros os hidrogéis possuem coeficientes de
atrito menores, devido a capacidade de intumescimento (presenca de dgua em sua estrutura)

(Gong, 2006).

No trabalho publicado por Freeman et al (2000), apresentou-se os resultados do estudo
tribolégico de hidrogéis de pHEMA testados contra esferas de ago inoxiddvel. Neste estudo
investigou-se quatro fatores: (a) aplicacdo de diferentes cargas (b) influéncia da lubrificacdo (c)
densidade da reticulacdo do hidrogel (d) grau de hidratagdo (intumescimento) do hidrogel, que
podem influenciar nos resultados de atrito e desgaste. Como conclusdo observou-se que ndo
existe correlacdo entre os valores de atrito e os resultados de desgaste, pois alguns hidrogéis
obtiveram alto valor de atrito, porém os valores de desgaste foram baixos, ja outros hidrogéis
apresentaram baixos valores de atrito, mas os resultados de desgaste foram elevados. O estudo

demonstra que os hidrogéis se comportam de maneira particular e diferente dos outros materiais.

No estudo biotribolégico de hidrogéis de pHEMA apresentado por Bavaresco et al (2008),
foi evidenciado que existe variacdo nas propriedades biotriboldgicas dos hidrogéis de pHEMA
quando submetidos a diferentes velocidades e pressao de deslizamento. No trabalho foi
observado que o mecanismo de desgaste que ocorreu no tribossistema foi o adesivo, mas nos

hidrogéis com maior densidade de reticulagdo o mecanismo predominante foi o abrasivo.
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3.  MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo é apresentado os materiais e a metodologia utilizada para o desenvolvimento
deste trabalho, que compreende as etapas de sintese e caracterizacao dos substratos de pHEMA

fabricados através da fotopolimerizagao/fotoreticulagao.

Tendo em vista o objetivo deste trabalho, o desenvolvimento de metodologia de fabricacdo
foi realizado variando-se parametros operacionais no equipamento tais como: velocidade de
constru¢do e intensidade da luz UV-Visivel, a fim de definir as melhores condi¢des para obtencao

de substratos de pHEMA.

Quanto a composi¢do quimica dos substratos, foram selecionados dois AR biocompativeis,
fotopolimerizaveis e com comprimentos de cadeia polimérica diferentes. Foram preparadas seis
diferentes composi¢des quimicas, sendo trés para cada AR para verificar a influéncia da
concentracdo e do tipo de AR sobre as propriedades biomecanicas dos hidrogéis de pHEMA. A

Figura 20 apresenta um fluxograma com um resumo das etapas deste trabalho.
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Fabricacdo de substratos de
pHEMA com dois agentes de
reticulacdo diferentes

v

EGDMA 5%; 10% , 15% +
0.5% foto (mHEMA)

TEGDMA 5%: 10% . 15% +
0.5% foto (m/HEMA)

v

Estudo dos parametros de
fabricacdo alterando a
velocidade e a intensidade da

hz UV-Visivel

v

v Yelocidade 100mm/min
¥ Yelocidade 70mm,/min
¥ Welocidade 50mm,/min

v Intensidade de iz 4500mW/cm?
v Intensidade de iz 2250mW/cm?

v

Definicdo dos parametros
através da densidade de

reticulacio e menor quantidade

de mondmero residual

v

Fabricacdo dos substratos
utilizando os melhores
parametros

Figura 20 — Fluxograma das etapas de realizacdo do trabalho
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3.1 MATERIAIS

Neste trabalho foram fabricados substratos de poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (pHEMA)
utilizando como mondmero o metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) - Sigma Aldrich (Figura

21).
O
HoCu O/\/OH

CHj

Figura 21 - Estrutura molecular do HEMA

Os substratos foram fabricados com dois agentes de reticulacdo (AR) diferentes, os dois

reagentes utilizados foram:

Etileno Glicol Dimetacrilato 98% - Sigma Aldrich (EGDMA)
Trietileno Glicol Dimetacrilato 95% — Sigma Aldrich (TEGDMA)

As concentracdes de AR utilizadas para o preparo dos hidrogéis foram: 5%, 10% e 15%
(m/Hema). Os substratos de pHEMA que foram produzidos utilizando o Etileno glicol
dimetacrilato como AR serd denominado somente EGDMA e a sua concentracdo serd indicada

em porcentagem. Na Figura 22 estd representada a estrutura molecular do EGDMA.

CHs O
H
H.C O0 CH,
O CHs

Figura 22 - Estrutura molecular do Etileno glicol dimetacrilato (Sigma Aldrich).
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O Trietileno glicol dimetacrilato possui os mesmos grupamentos funcionais do EGDMA,
porém a cadeia polimérica é mais longa (Figura 23). Os substratos de pHEMA que foram
produzidos utilizando o Trietileno glicol dimetacrilato como AR serd denominado somente

TEGDMA e a sua concentragdo serd indicada em porcentagem.

O CHg3
HC D e T CH.
CHs; O

Figura 23 - Estrutura molecular do Trietileno glicol dimetacrilato (Sigma Aldrich)

O fotoiniciador 2,2-dimetoxi-2-fenil-acetofenona 99% (Sigma Aldrich) (Figura 24) foi
utilizado na concentracdo fixa de 0,5% (m/Hema) em todas as seis composi¢des quimicas. O

fotoiniciador serd denominado somente foto na identificagdao dos substratos.

Foi necessdrio acrescentar fotoiniciador a solugdo, pois espontanecamente o pHEMA nao

possui capacidade de fotopolimerizar/fotoreticular.

O

HSCO OCH3

Figura 24 - Estrutura molecular do 2,2-dimetoxi-2-fenil-acetofenona (Sigma Aldrich)

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencao das solugoes
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As solugdes foram preparadas acrescentando os reagentes nas concentracdes mencionadas,
ao abrigo da luz, em temperatura e umidade ambiente (+ 25°C e 70%). As solugdes foram

homogeneizadas com um agitador magnético durante 12 horas.

3.2.2 Fabricacao dos substratos de pHEMA

Para fabricar os substratos, foi utilizado o equipamento desenvolvido pelos pesquisadores
do INCT-Biofabris da Unicamp. Esse equipamento de biofabrica¢do utiliza os principios de
processamento da estereolitografia por irradiag¢do direta, ja utilizado na obten¢@o de dispositivos

médicos (Figura 25 e Figura 26).

Fonte laser UV-Visivel
com movimento nos

Figura 25- Esquema simplificado do equipamento de biofabricacdo desenvolvido pelo INCT-

Biofabris.
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Figura 26 — Vista frontal do equipamento desenvolvido pelo INCT Biofabris

As solucdes previamente preparadas foram vertidas em um molde de teflon e em uma tnica
etapa durante o processo de fabricacdo, foram fotopolimerizadas e fotoreticuladas pelo processo

radicalar obtendo-se, assim, os substratos de pHEMA (

Figura 27).
Fabricacgdo =
Preparo das solu¢des |y | fotopolimerizacio /
#
fotoreticulag@o dos i j
hidrogéis Substratos de pHEMA

Figura 27 — Producio de substratos de pHEMA

Durante o processo de fabricacdo, o fotoiniciador ao receber a incidéncia de luz produz
inicialmente dois radicais: R1 (a, o —dimetoxibenzil ) e o R2 (benzil). O radical R1 se fragmenta

e produz o metil benzoato e o R3 metil (Figura 28) (Fischer ef al , 1990).
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A taxa de reacdo do radical R2 em solucdo de etileno glicol € cerca de 10 vezes mais rdpida
do que o R1 e depois de 0,6 uS a concentracdo de radicais totais € determinada principalmente

pela concentracao do radical R1 (Konkin et al, 2003).

Esses radicais sdo os responsdveis por iniciar o processo de fotopolimerizacdo e
fotoreticulagdo nos substratos de pHEMA. Na Figura 28 estdo representadas as etapas de

formacao dos radicais do fotoiniciador 2,2-dimetoxi-2-fenil-acetofenona

OO = O O
ocH, Yocy
(1) R' R?
O, — O,
OCH; OCH;

Figura 28 — Producao de radicais do fotoiniciador (1) 2,2-dimetoxi-2-fenil-acetofenona (R1) a, o

—dimetoxibenzil (R2) benzil (R3) metil (Fischer et al , 1990).

Para a producdo do modelo virtual do substrato foi utilizado o software Solid words,
enquanto que para o controle da movimentacdo nos eixos X,Y, Z do equipamento foi utilizado o

CNC Mach3 (Figura 29).
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Figura 29 — Tela do software utilizado para controlar a fabricacido dos substratos.

Na Figura 30 esta representado o exemplo do modelo virtual empregado neste trabalho para
a fabricagdo dos substratos de pHEMA . Como parametro foi fixado o didmetro da circunferéncia

do objeto virtual em 150mm e no eixo Z a distancia entre um passo e outro foi fixada em 4mm.

gl T HNN\\
e N
/A N
/ \
\\ /
\ /
N, ,/
\\ ”
“ L
| |4 mm \‘"'--._‘___ ‘_a"’
150 mm

Figura 30— Exemplo do modelo virtual utilizado para fabricar os substratos de pHEMA
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A poténcia da fonte de UV-Visivel utilizada para a fotopolimerizacdo/fotoreticulacdo foi
fixada em 2250mW/cm? e o comprimento de onda em 365nm. Na Figura 31, esta a imagem do
feixe de UV-Visivel em funcionamento. A velocidade da movimentac¢do dos eixos X, Y, e Z
utilizada foi de 70mm/min. O processo foi realizado em temperatura e umidade ambiente (£ 25°C

e 70%).

Figura 31 — Imagem do feixe de UV-Visivel em funcionamento. Imagem camera digital

3.2.3 Caracterizacao dos substratos de pHEMA

As seguintes técnicas foram utilizadas para a caracterizacdo dos substratos:

» Anilise de fracdo gel/fracdo sol — caracterizacdo da densidade de reticulagio;

* Gravimetria — caracterizacdo da capacidade de absorcdo de dgua (Equilibrium Water
Content - EWC);

= Dureza shore A e dureza shore D;

* Ensaios de fluéncia a indentagdo - caracterizacdo do comportamento mecanico a
compressao;

» (Calorimetria Diferencial de Varredura (Differential Scanning Calorimetry - DSC) -
transi¢cdo térmica;

= Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia ()ptica (MO) - avaliacdo da
morfologia dos substratos;

= Caracterizacdo biotriboldgica — coeficiente de atrito dos hidrogéis analisados contra
cartilagem articular bovina;

* Avaliagdo citotoxicoldgica dos substratos
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3.3 FRACAO SOL/FRACAO GEL

A norma ASTM D 2765-11 define a fracdo gel como sendo a porcentagem de massa do
polimero que € insoliivel em determinado solvente, depois de extraido sob condicdes especificas.

E a fracdo sol, como sendo a fracdo soluvel ou dissolvida em um determinado solvente.

Para extragdo da fracdo sol, aqui definida como o monomero residual do HEMA foi
utilizado como solvente o0 Metanol PA aquecido a + 45°C por trés horas e constante agitacdo. As

andlises de fracdo sol/gel foram realizadas em triplicatas.

Inicialmente foi medida a massa das amostras secas, posteriormente as amostras foram
completamente submersas em Metanol PA. As amostras foram mantidas sob constante agitacao a
+ 45°C por trés horas. As amostras foram entdo secas ao ar e mantidas em dessecador por 24

horas antes de ser novamente medidas as massas.

Para o cdlculo da fragdo sol/gel foi utilizado a seguinte equagao:

Fracao gel = P2/P1 onde
P1 = massa inicial da amostra seca

P2 = Massa do gel seco

Fracao sol = 1-fracao gel

34 CAPACIDADE DE ABSORCAO DE AGUA - EWC

A capacidade de absor¢do de 4dgua dos substratos de pHEMA foi medida com base na
norma ASTM D 570-98. As andlises foram realizadas utilizando tanto dgua destilada quanto
PBS, para verificar se existe diferenca na capacidade de absor¢do desses dois liquidos. O teste foi

realizado em triplicata e temperatura ambiente (+ 25°C e 70% de umidade).

65



Inicialmente foi medida a massa das amostras secas, apds foram submersas em dgua

destilada e/ou PBS e mantidas por 48 horas.

As amostras intumescidas foram superficialmente secas com um papel absorvente e a

massa foi novamente medida.

Para o cdlculo do EWC foi utilizado a seguinte equacao:

EWC =(mi—ms)/mi  onde,

mi = massa do hidrogel intumescido

ms = massa do hidrogel seco

3.5 DUREZA SHORE A E DUREZA SHORE D.

O teste de dureza shore D e dureza shore A foi realizado nas amostras intumescidas em

agua destilada.

O equipamento utilizado foi o durdmetro Shore Analégico da marca Mainard (segundo a

norma ASTM D2240-05/2010).

3.6 ENSAIO DE FLUENCIA A INDENTACAO.

Os testes foram realizados em um equipamento de Ensaio Mecanico Universal da marca
EMIC, MTS modelo 810. Trés amostras previamente intumescidas por 48h em dgua destilada ou
PBS foram ensaiadas. Para tanto foi utilizado tempo de aplicagdo da carga 180 segundos; carga

de 0,5Kg N e diametro do indentador de 3,2mm.

O calculo da fluéncia a indentagdo foi realizado utilizando a equagao de Kempson, Freeman

e Swanson, (1971) descrita abaixo (equacdo 2)
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E— 9-10%p [1 —exp(—042- e/a)]a"fz
16y h
E = médulo de fluéncia [ Kgf/m?]

(eq.2)

p = carga [Kgf]
r = raio do indentador [m]
e = espessura da amostra [m]

h = altura da endentagdo [m]

2
o= 1/i2rh—h$ [m]

3.7 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA - DSC

As temperaturas de Tg foram determinadas utilizando o equipamento DSC da marca

Netzsch, modelo 200F3 Maia.

Para o ensaio as amostras foram acondicionadas em porta amostra de aluminio e

hermeticamente fechada.
A taxa de aquecimento foi 10° C/min em atmosfera inerte - nitrogénio (N»).

Os testes foram realizados com dois aquecimentos:
v O 1° aquecimento de 25°C até 300°C.
v" Ap6s foi realizado um resfriamento até temperatura -10°C.

v 0 2° aquecimento foi realizado de -10°C até 300°C.

3.8 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS SUBSTRATOS DE
PHEMA.

Para a caracterizacdo morfologica dos substratos foi utilizado o equipamento de

microscopia eletronica de varredura (MEV), modelo EVO MAI1S5 da marca Zeiss,
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Estereomicroscopio modelo SZ da marca Olympus e também camera fotografica digital modelo

DSC —W35 Cyber-shot da marca Sony.

Para a andlise no MEV os substratos foram fixados em suporte metdlico e recobertos com
uma camada de ouro utilizando o equipamento Sputer Coater BAL-TEC SCD 050. As amostras
foram avaliadas com aumentos entre 250 e 1000 vezes. Para a avaliagdo das superficies de
fraturas, os substratos foram fraturados criogenicamente em nitrogénio liquido € apds

metalizados com ouro foram observados no MEV.

No estereomicroscopio os substratos foram avaliados com aumento entre 7 e 30 vezes.

3.9 CARACTERIZACAO BIOTRIBOLOGICA

Para a caracterizacdo biotriboldgica, os testes foram realizados em triplicata utilizando o
movimento linear alternativo e contato tipo pino placa. Sendo que o pino de ago inoxidavel 316L
continha a amostra de hidrogel e a placa a amostra de cartilagem articular bovina (CAB) (Figura

32).

——> aco inoxidavel
316L

e > hidrogel

——=___> cartilagem bovina

]

—S lubrificante PBS

rd

Porta amostra

Figura 32 — Montagem e preparado dos hidrogéis para o teste biotriboldgico (Sardinha et al,

2013)

Para o preparo do corpo de prova, os hidrogéis intumescidos em PBS por 48 horas foram
cortados utilizando vazador com didmetro de 4mm e adicionando pequena quantidade de cola

Loctite 401, foram fixados a extremidade do pino de ago inoxidavel 316L.
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A cartilagem bovina utilizada, foi extraida da extremidade do osso condilar e fixada ao

porta amostra (Figura 33).

Figura 33 — Porta amostra utilizado para fixar a cartilagem (1) Cartilagem articular (2) placa de

aco inoxiddvel usada para fixar a cartilagem articular (3) porta amostra (Sardinha et al, 2013)

O equipamento utilizado foi o tribometro da marca Plint modelo TE 67R. Os testes foram
realizados na cidade de Guimardes/ Portugal na Faculdade de Engenharia Mecanica da
Universidade do Minho sob a orientagdo do Prof. Dr. José Manuel Ramos Gomes Na Figura 34

estd representado um esquema simplificado do equipamento utilizado.

Canga

Célua de carga c

Figura 34 — Esquema simplificado do tribdmetro utilizado para realizar os ensaios (Mathew et al,

2008).

Os parametros utilizados no tribdmetro foram os seguintes:
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Amplitude = 6 mm

Pressdo de contato= 0,25MPa; 0,5Mpa; 0,75MPa; IMPa e 1,25MPa
Frequéncia = 0,5Hz, 1Hz e 2Hz

Lubrificante = PBS

Temperatura= 37+1°C

Distancia total de deslizamento = 86,4m

Utilizando esses parametros foi possivel verificar a influéncia da pressdo de contato e da
velocidade de deslizamento sobre os resultados de atrito. Os testes foram realizados
aproximando-se das condic¢des fisioldgicas, por se tratar de um biomaterial esse é um requisito

importante.

ApOs os testes tribolégicos foram identificados os mecanismos de desgaste predominante
nas amostras. O mecanismo de desgaste foi avaliado pelo estudo da morfologia resultante do teste
triboldgico. A partir da andlise das superficies por MEV e com o conhecimento das forcas de

atrito desenvolvidas, foram determinados os mecanismos de desgastes que atuaram nos hidrogéis.

3.10 TESTE DE CITOTOXICIDADE CELULAR

O teste de citotoxicidade foi realizado para comprovar a viabilidade da aplicacdo em
tecidos cartilaginosos do substrato. Foram realizados utilizando células tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea humana (MSC/MO) e células tronco mesenquimais derivadas do

tecido adiposo humano (MSC/TA). O método de avaliacao empregado foi o MTT.
Os ensaios utilizando as células MSC/MO foram preparados e analisados na Faculdade de

Medicina Dentaria da Universidade do Porto em Portugal, sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria

Helena Fernandes.
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Os ensaios utilizando as células MSC/TA foram preparados e avaliados na Faculdade de

Medicina da Unicamp, no laboratério Labimo, sob a orientacdo da Dra. Ana Amélia Rodrigues.

3.10.1 Cultura das células

As células mesenquimais de medula 6ssea humana (MSC/MO) (MSC/MO-bm, Innoprot)
foram cultivadas em “alfa-Minimum Essential Medium” (a-MEM, Sigma) contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB, Sigma), 50 pg/ml de &4cido ascérbico, penicilina (10 unidades/ml) e

estreptomicina (10 ug/ml) (solu¢do de P / S, Sciencell).

As células MSC/TA, foram isoladas no Banco de Sangue de Cordao do Hospital das
Clinicas da UNICAMP seguindo o protocolo de ética CEP n° 0226.0146.000-08.

As células MSC/MO (terceira subcultura) foram semeadas na concentracdo de 2x10*
células/cm’ na superficie dos substratos por um periodo de 7 dias. As culturas foram também
efetuadas em placas de cultura “standard”, sendo utilizadas como cultura controle. A incubacio

foi realizada em atmosfera umidificada, contendo 95% de ar e 5% de CO,, a 37 °C.

As células MSC/TA foram semeadas na concentragdo. 3 X 10° células/ml em placa de
cultura de 96 pocos (n=5) (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) e esta foi
incubada a 37°C por 24 horas. Apods este periodo, o meio de cultura presente na placa foi
substituido pelo extrato dos materiais. As células foram cultivadas nestas condi¢des por mais 24

horas a 37°C.

3.10.2 Ensaio de viabilidade celular pelo método MTT

A atividade metabdlica das células € normalmente monitorada colorimetricamente. No
método MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] } (Sigma®), as células

convertem o sal tetrazélio em cristais de formazana através de reducio que ocorre na mitocondria
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das células. A quantidade de formazana formada estd diretamente relacionada com a atividade

metabolica das células que estdo sendo cultivadas.

As células que proliferam sobre os materiais sdo consideradas vidveis, mas as células
vidveis nem sempre irdo proliferar no material (ASTM F-2739/08), ou seja a proliferacdo

depende também da topografia e caracteristicas da superficie.

A viabilidade celular usando células MSC/MO foi estimada, nos dias 1, 3 e 7. Para as

células MSC/TA a viabilidade celular foi estimada com 5 dias de cultura.

Para a avaliacdo com a célula MSC/MO, o MTT na concentracdo de 0,5 mg/ml foi
adicionado as culturas e apds 3 horas de incubacgdo (37 °C e 5% de CO;) o meio de cultura foi
removido e os cristais de formazana foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO). A

absorbéncia (A) foi medida a 550 nm em um leitor de placas de ELISA (Synergy HT, Biotek).

Para verificar a viabilidade com as células MSC/TA, foram inoculadas em placa de cultura
de 96 pocos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) uma suspensdo celular na

concentragdo de 3 x 10° células/ml e esta foi incubada a 37°C por 24 horas.

ApoOs este periodo, o meio de cultura presente na placa foi substituido pelo extrato dos
materiais (para a obtencdo dos extratos dos materiais foi realizada a incubacido de 0,2 g de
material por ml de meio DMEM low glucose (DMEM-LG) com 10% de SFB a 37°C por 48 horas

sem agitacdo). As células foram cultivadas nestas condi¢cdes por mais 24 horas a 37°C.

Foi utilizada como controle positivo de toxidade (CPT) uma solugdo de meio DMEM-LG

com 10% de fenol e como controle negativo de toxidade (CNT) o extrato de poliestireno.

Decorrido o periodo de incubagdo das células o extrato foi retirado e os pogos foram
lavados com 200 pul de PBS. Foram adicionados 200 ul de meio Ham-F12 com 10 mM de tampao
Hepes e 50 ul de MTT Sigma (5 ug MTT / 1 ml PBS) e a placa foi incubada no escuro por 4
horas a 37°C.
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Ap6s 4 horas a solugdo com MTT foi removida e em seguida foram adicionados 200ul de
dimetilsulf6xido (DMSO). A placa foi mantida em agitacdo por 30 minutos. Foi feita leitura de
absorbancia em leitor de Microplacas (Multi-mode Microplate Reader FilterMax F5) em

comprimento de onda de 595 nm.

3.10.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

O teste de atividade de fosfatase alcalina foi realizado somente com as células MSC/MO.
A atividade de ALP foi avaliada em lisados celulares (0,1% de Triton X-100, 5 min), por
hidrélise do p-nitrofenil fosfato em tampao alcalino (pH ~ 10,3, 30 min, 37 ° C).

A determinacao colorimétrica do produto (p-nitrofenil) foi realizada em um leitor de placas

de ELISA (Synergy HT, Biotek) sendo que o comprimento de onda utilizado foi 400 nm.

A atividade de ALP foi normalizada para a proteina total (quantificada pelo método de

. . -1
Lowry) e expressa como nmol/min.mgprotein .

3.10.4 Observacao da morfologia no MEV

As amostras contendo as células MSC/MO foram fixadas em 1,5% de glutaraldeido e

tampao de cacodilato de s6dio 0,14 M (pH 7,3).

Seguidamente, as amostras foram desidratadas em &lcool com diferentes concentragdes

(4lcool a 70% até alcool absoluto) e submetidas a secagem até o ponto critico.
Para a observacdo no MEV, as amostras foram metalizadas com ouro. O equipamento

utilizado para analisar as amostra contendo as células MSC/MO foi o FEI Quanta modelo

400FEG ESEM.
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Para analisar a morfologia, crescimento e espalhamento das células MCS/TA, elas foram

inoculadas e cultivadas sobre os substratos de pHEMA e posteriormente observadas por MEV.

Para a inoculagao das células MSC/TA sobre os substratos, os materiais foram colocados
em placas de cultura de 24 pocos. Em seguida, foi inoculada uma suspensdo celular na

concentracio de 1x10* células/ml e a placa incubada por 24 horas a 37°C.

Apos o periodo de incubagdo, os materiais foram fixados por 2 horas em temperatura
ambiente em solugdo de paraformoldeido a 2,5%, glutaraldeido a 2,5% (Sigma, St Louis, MO,
USA) e dissolvidos em tampao cacodilato 0,1M pH 7,4. Em seguida os materiais foram lavados
em trés banhos com solucao de PBS por 15 minutos e depois novamente lavados em trés banhos
com agua por 15 minutos e desidratados em concentragdes crescentes de etanol (50%, 70%, 95%

e 100%).

ApOs as amostras serem secas elas foram submetidas a metalizacio a ouro e observadas no

MEYV modelo EVO MA15 da marca Zeiss
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados referentes as etapas de obtengdo

e caracterizacao dos substratos de pHEMA, relacionando-os com a aplicacio desejada.

4.1 FABRICACAO DOS SUBSTRATOS DE PHEMA

4.1.1 Obtencao das solucoes

Foram preparadas trés solu¢des com diferentes concentracdes do AR (EGDMA 5%,
EGDMA 10% e EGDMA 15%) (TEGDMA 5%, TEGDMA 10% e TEGDMA 15%) para
verificar a influéncia da concentracio e do tipo de AR sobre as propriedades biomecanicas dos

substratos de pHEMA.

A quantidade do fotoiniciador foi fixada em 0,5% (m/HEMA) para todas as solucdes.

As solucdes preparadas apresentaram: aspecto limpido, coloracdo translucida e levemente

amarelada, odor intenso e a viscosidade se aproximou a da dgua.

4.1.2 Fotopolimerizacao e fotoreticulacio do HEMA

Para a determinacdo dos melhores parametros de fotopolimerizacao e fotoreticulagao do
HEMA foram variados dois aspectos no equipamento (velocidade e intensidade da luz UV-
Visivel). Foram testadas trés diferentes velocidades (100 mm/min; 70mm/min ¢ 50mm/min) e

duas intensidades da luz UV-Visivel (4500mW/cm2 e 2250mW/cm2).

Os resultados foram determinados pela maior taxa de conversdao mondmero-hidrogel, nesta
etapa foi utilizado o teste de fragdo sol/gel para calcular a maior conversdao do hidrogel. A

temperatura do sistema também foi monitorada utilizando um termoémetro infravermelho, foram
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escolhidos os processos onde a temperatura nao ultrapassaram 80°C, para garantir a seguranga do

operador durante o manuseio e preservar a qualidade do material.

Foi observado no teste de fracdo sol gel, que com velocidade de 100mm/min as amostras
apresentaram muito mondmero residual, indicando que a densidade de reticulagdo e a taxa de

conversao mondmero — hidrogel estava muito baixa.

Com velocidade de SOmm/min a temperatura que o sistema atingiu foi muito elevada (em
torno de 100°C) e devido a grande exposicdo dos hidrogéis a luz UV-Visivel, o mesmo

apresentou coloracdo castanha e aspecto mecanico fragil.

A velocidade de 70mm/min foi a que apresentou melhor taxa de conversdo mondmero-

hidrogel (entre 85 e 98%) e a temperatura maxima atingida foi 71°C.

A intensidade da luz UV-Visivel 4500mW/cm? elevou a temperatura do sistema (em torno

de 150°C) e produziu amostras mecanicamente frageis devido a alta dose de irradiagdo.

A intensidade da luz UV-Visivel 2250mW/cm” , foi a que produziu melhor resultado de

taxa de conversao dos hidrogéis.

Portanto para a fotopolimerizagdo/fotoreticulacdo dos substratos os parametros utilizados
no equipamento foram: velocidade de 70mm/min e intensidade de irradiacdo da luz UV-Visivel

2250mW/cm’.
Utilizando esses parametros foram produzidos substratos translicidos com pequena
quantidade de liquido sobrenadante. Os substratos foram produzidos em um molde de teflon com

diametro de 150mm e a espessura média das amostras foi 2mm.

Durante o processo de fabricacdo o resultado médio da temperatura que o sistema atingiu

foi 65°C, sendo que o resultado minimo encontrado foi 57°C e o maximo 71°C.
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O aspecto do substrato obtido pelo processo de fabricacdo utilizando o processo e o

equipamento desenvolvido pelo INCT Biofabris € mostrado na imagem da Figura 35.

Figura 35- Substrato de pHEMA - Imagem camera digital

Conforme ja previamente mencionado, a estereolitografia pode produzir objetos com
deformacao/distor¢do na estrutura, encolhimento, delaminacido e ondulacdes devido a mudanca
de fase da resina/mondmero do estado liquido para o sélido (Noorani, 2006). Igualmente o
substrato fabricado com o equipamento desenvolvido pelo INCT Biofabris apresentou alguns
aspectos morfoldgicos decorrentes do processamento. Na Figura 36a é apresentada a morfologia
que ocorre na interface entre o liquido e o s6lido recém formado. Na Figura 36b sdo visualizadas
diferentes orientacdes e rugosidades. Observa-se que de um modo geral, o feixe de UV-Visivel
utilizado para fotopolimerizar e fotoreticular os hidrogéis geram interfaces e irregularidades na

superficie do substrato.
Essas orientacOes sdo resultados do desenho do modelo virtual utilizado para fabricar os

substratos (Figura 30). Para minimizar essas irregularidades na superficie das amostras

fabricadas, existe a necessidade de utilizar o “recoat” durante o processo de fotoreticulacao.
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(b)
Figura 36— Aspecto morfoldgico do substrato de EGDMA 5% (a) Interface liquido/sélido (b)

Diferentes orientacdes. Imagens estereomicroscopio.

A presenca de bolhas na estrutura do substrato provoca vazios de materiais que fragilizam a
microestrutura e diminui a resisténcia mecanica. Na Figura 37 sdo visualizadas bolhas na
estrutura do EGDMA 5%. E na Figura 38 € possivel visualizar a presenca de trinca na mesma

localidade das bolhas.

4 mm

Ay

Figura 37— Bolhas na estrutura do substrato de EGDMA 5%. Imagem estereomicroscépio.
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Figura 38- Bolhas

estereomicroscopio.

Na Figura 39a € apresentado o aspecto morfolégico do substrato fabricado utilizando o AR
EGDMA na concentragdo de 10%. Na Figura 39b foi utilizado aumento maior que permitiu
verificar a presenca de bolhas e delaminacao na estrutura do hidrogel. Na Figura 40 € apresentado

aumento maior na estrutura delaminada do substrato.

(a)

Figura 39— Delaminacio e bolhas na estrutura do substrato de EGDMA 10% (a) imagem cdmera

digital (b) imagem estereomicroscopio.
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Figura 40— Delamina¢do na estrutura do EGDMA 10%. Imagem estereomicroscépio.

Igualmente na morfologia dos substratos de EGDMA 15% ocorreram a formacdo de

trincas, bolhas e orientacdes na microestrutura.

Na Figura 41a € visualizada a presenca de bolhas e uma trinca. Na Figura 41b € observada a

presenca de orientacdo e bolhas.

(b)
Figura 41 — Aspecto morfolégico do substrato de EGDMA 15% (a) presenga de trinca e bolhas

na estrutura do hidrogel (b) bolhas e orientacdes. Imagens estereomicroscopio.

Os substratos fabricados com o AR TEGDMA, apresentaram o0s mesmos aspectos
morfolégicos do EGDMA (trincas, bolhas, acabamento da superficie rugoso e diferentes

orientagdes).
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Na Figura 42a € apresentada a imagem que mostra a presenga de trinca e orientacdo na
morfologia do substrato de TEGDMA 15%. Na Figura 42b € possivel verificar que a superficie

do hidrogel € rugosa.

3 mm

=

(b)

Figura 42 — Aspectos morfolégicos do TEGDMA (a) presenca de trinca e orientacdo na estrutura

do substrato (b) superficie rugosa. Imagens estereomicroscépio

A seguir serdo apresentados os resultados das caracterizacdes fisico-quimicas,

biomecanicas e citotoxicoldgicas dos substratos.

4.2 RESULTADOS DE FRACAO SOL/GEL

Através dos resultados de fracdo sol/gel foi possivel verificar que nio existem diferencas
significativas na densidade de reticulacdo de acordo com a concentracdo do agente de reticulagdo

utilizado (tabela 2). Os resultados médios estdo semelhantes entre si (Figura 43).

Também ndo foram observadas diferencas nas densidades de reticulacdo entre os dois
agentes de reticulacdo escolhidos, pois durante o processo de fabricacdo as amostras foram
produzidas com a maxima densidade de reticulagdo possivel, para evitar excesso de mondmero

residual.
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Tabela 2. Resultados médios da fragcdo sol/gel dos substratos fabricados.

Amostras Fracao gel Fracao sol
EGDMA 5% 0,90+ 0,06 0,10+0,06
EGDMA 10% 0,98+ 0,01 0,02+ 0,01
EGDMA 15% 0,97+ 0,05 0,03+ 0,05
TEGDMA 5% 0,92+ 0,08 0,07+ 0,08
TEGDMA 10% 0,85+ 0,02 0,15+ 0,02
TEGDMA 15% 0,98+ 0,02 0,02+ 0,02

1,2

1,1

[N
1

Fracao gel
o
w

—4—EGDMA
08 - —#—TEGDMA
0,7 -
0,6 . :

5 10 15
Concentracio AR (%) (m/HEMA)

Figura 43 - Comportamento da fracdo gel em funcao do tipo e da concentragdao do AR.

82



4.3 RESULTADOS DE CAPACIDADE DE ABSORCAO DE AGUA (EWC)

No teste de capacidade de absor¢ao de dgua e/ou PBS foi observado alteragdes decorrentes
da concentracdo de agente de reticulacdo e os resultados médios dos hidrogéis analisados em

dgua destilada e PBS estdo semelhantes entre si.

Os substratos que foram fabricados com o TEGDMA se mostraram mais intumesciveis e
absorveram maior quantidade de liquido (Figura 44). Os resultados estdo conforme os
apresentados por Trochmann (2000), que indicou que o AR de cadeia mais longa confere maior
flexibilidade interna na cadeia polimérica. Devido a maior flexibilidade da cadeia o TEGDMA

possui maior capacidade de intumescimento de liquido em sua estrutura.
Com o aumento da concentracdo de ambos os agentes de reticulagdo, também ocorreram

diferencas na capacidade de absor¢do, sendo que a menor concentracdo de agente de reticulagio

confere maior capacidade de absor¢do de liquido (tabela 3).

Tabela 3. Capacidade de intumescimento dos substratos fabricados.

Amostras Capacidade de Capacidade de intumescimento
intumescimento (EWC) em PBS
EGDMA 5% 26,1% £ 0,2 25,5% + 0,1
EGDMA 10% 20,7% + 0,6 20% + 0,3
EGDMA 15% 17,6% + 0,6 17,4% + 0,2
TEGDMA 5% 29,2% + 0,4 29,3% + 0,4
TEGDMA 10% 28,8% + 1,1 28,4% + 0,3
TEGDMA 15% 22,4% + 0,3 22% £ 0,2

83




w
w
J

w
o

N
w

N
o

[y
5y}

B Agua destilada

=
o

HPpBS

Intumescimento (%)

Figura 44 - Capacidade de intumescimento dos substratos.

44 RESULTADOS DE DUREZA SHORE A E DUREZA SHORE D.

Os resultados de dureza shore A e dureza shore D indicaram que existe diferenga na dureza
do material de acordo com o agente de reticulacdo e a concentracdo utilizada na composi¢io
quimica (Figura 45). O EGDMA possui estrutura mais rigida que o TEGDMA, e as

concentracdes maiores de agente de reticulacdo conferem maior dureza ao material (tabela 4).

Conforme ja mencionado isso ocorre devido a diferenca de flexibilidade que o
comprimento da cadeia do AR confere a estrutura do pHEMA. No estudo apresentado por
Mabileu et al, (2005) também foi encontrada diferen¢a na propriedade biomecanica em fungado do

comprimento da cadeia do AR.
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Tabela 4. Resultados de dureza shore A e shore D dos substratos.

Amostras Dureza shore A Dureza shore D
EGDMA 5% 63+5 39+4
EGDMA 10% 7946 33+5
EGDMA 15% 88+3 46+ 3
TEGDMA 5% 4842 26+ 1
TEGDMA 10% 67+4 25+1
TEGDMA 15% 71+6 35+4
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Figura 45 - Resultados de dureza shore A e shore D dos substratos.

4.5 RESULTADOS DE FLUENCIA A INDENTACAO

Os testes foram realizados utilizando dgua destilada e PBS.
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O comportamento em dgua destilada e PBS dos substratos fabricados com o TEGDMA
demonstra que a capacidade de intumescimento € inversamente proporcional ao moédulo de
fluéncia a indentagdo. Os substratos com menor capacidade de intumescimento apresentam maior
moédulo de fluéncia. A capacidade de intumescimento diminui com o aumento da concentracao
do AR e os substratos analisados em dgua destilada apresentam o médulo de fluéncia menor do

que com PBS (Figura 46).

O comportamento dos substratos fabricados com o EGDMA foram diferente em dgua
destilada e PBS. Em 4gua destilada o EGDMA 10% foi o que apresentou o menor valor de
modulo de fluéncia a indentacdo. Em PBS o menor valor de médulo de fluéncia foi obtido pelo

substrato de EGDMA 15%.

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados de fluéncia a indentacdo de todos os
substratos, € possivel verificar que com o aumento da concentragdo de AR (TEGDMA) ocorre

aumento do modulo de fluéncia a indentagc@o. Ja os substratos de EGDMA variam o seu

comportamento.

Tabela 5. Resultados de fluéncia a indentacao dos substratos

Amostras E (MPa) em agua destilada E (MPa) em PBS

EGDMA 5% 7,43 3,38
EGDMA 10% 1,20 1,14
EGDMA 15% 2,49 0,925
TEGDMA 5% 2,73 1,45
TEGDMA 10% 3,35 5,10
TEGDMA 15% 3,97 17,20
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Figura 46 — Graficos do comportamento dos substratos com o aumento da concentracdo de AR
(a) EGDMA analisado em 4gua destilada (b) EGDMA analisado em PBS (c) TEGDMA
analisado em agua destilada (d) TEGDMA analisado em PBS.

4.6 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA -DSC

Com a andlise de DSC foi possivel verificar que existe variagdo na Tg em fungdo da

composi¢do quimica e o comprimento da cadeia polimérica do AR utilizado (Figura 47)
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Figura 47 — Variacdo na temperatura de Tg do 1° e 2° aquecimento em fung¢do da composi¢cao

quimica do substrato.

Foi observado que com o aumento da concentragdo do AR o valor da Tg torna-se maior. O
AR de cadeia polimérica maior (TEGDMA) possui estrutura mais flexivel e com isso os valores
de Tg sdo menores (tabela 6). Segundo Schwalm (2007) as cadeias poliméricas rigidas

necessitam de alta energia térmica para que as ligagdes possam rotacionar, com isso o valor da Tg

¢ mais elevado.

Tabela 6 — Valores de Tg do 1° e 2° aquecimento dos substratos.

Amostras 1° Aquecimento Tg (°C) 2° Aquecimento Tg (°C)
EGDMA 5% 51°C 89°C
EGDMA 10% 63°C 111°C
EGDMA 15% 70°C 113°C
TEGDMA 5% 46°C 76°C
TEGDMA 10% 56°C 82°C
TEGDMA 15% 58°C 100°C
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No primeiro aquecimento, foi observado um pico exotérmico em torno de 170°C (Figura 48
e Figura 49.) Esse pico ocorre devido a reagdes de reticulacdo que se processaram até completar
100% a taxa de reticulacdo dos hidrogéis, que conforme apresentado na Tabela 2 estava entre 85

e 98%.

Na curva do segundo aquecimento ndo € observado o pico em 170°C, somente a Tg, o que
confirma que o hidrogel tornou-se 100% reticulado. O valor da temperatura de Tg no segundo
aquecimento estd maior do que no primeiro o que também confirma o aumento na densidade de

reticulagdo para 100%.
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Figura 48 — Curva de DSC do 1° e 2° aquecimento do EGDMA 15%.
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Figura 49 - Curva de DSC do 1° e 2° aquecimento do TEGDMA 15%.

4.7 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS SUBSTRATOS

A morfologia da superficie e a fratura dos substratos foram analisadas através do MEV. Foi
observado que as superficies dos substratos sdo irregulares e existem diferencas na rugosidade

entre os substratos fabricados com o EGDMA e com TEGDMA.
Para 0 EGDMA 5% os resultados estéo apresentados nas Figura 50 ¢ Figura 51. E possivel

visualizar nas duas ampliacdes da imagem, orientacdo e rugosidade causada pelo molde de teflon

que foi utilizado.
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Figura 50 - Aspecto morfolégico da superficie do EGDMA 5% (a) Orientacdo causada pelo

molde (b) ampliacdo da imagem

Nas andlises das fraturas, a morfologia da superficie esta lisa, indicando que a fratura foi

fragil. Também € observada a presenca de trincas. (Figura 51).

(a) (b)
Figura 51 - Aspecto morfoldgico da fratura do EGDMA 5% (a) topo da fratura (b) ampliacdo da

imagem

O EGDMA 10% apresentou orientagdo devido ao molde de teflon, mas existem algumas
orientagdes em outros sentidos que podem ter sido causadas durante o processo de fabricacdo. Na

ampliacdo da imagem, a superficie se mostra mais lisa (Figura 52b).
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(b)
Figura 52 - Aspecto morfoldgico da superficie do EGDMA 10% (a) Orienta¢do causada pelo

molde e pelo processo de fabricacdo (b) ampliacdo da imagem.

O aspecto da fratura do EGDMA 10% ¢é apresentado na Figura 53

(b)
Figura 53- Aspecto morfolégico da fratura do EGDMA 10% (a) topo da fratura (b) ampliacdo da

imagem.

Na superficie do EGDMA 15% ¢é possivel observar orientacdo causada pelo molde e
rugosidade causada durante o processo de fabricagdo. Na ampliacdo a amostra aparece com a

superficie mais lisa (Figura 54).
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Figura 54 - Aspecto morfolégico da superficie do EGDMA 15% (a) superficie irregular (b)

ampliacdo da imagem.

Na Figura 55 € apresentada a fratura do EGDMA 15%.
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Figura 55- Aspecto morfolégico da fratura do EGDMA 15% (a) topo da fratura (b) ampliacdo da

imagem.

Os hidrogéis fabricados com o TEGDMA apresentaram morfologias mais lisas que o
EGDMA. Resultado semelhante foi obtido no trabalho de Mabileu et al, (2005), que observaram

que o AR que possui a cadeia polimérica maior confere menor rugosidade ao pHEMA.

No TEGDMA 5% ¢é observado a presenca de mondmero residual na superficie do substrato

(Figura 56)
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Figura 56- Aspecto morfologico da superficie do TEGDMA 5% (a) superficie rugosa (b)

monodmero residual na superficie do substrato.

A fratura do TEGDMA 5% esta apresentada na Figura 57.

(a)

(b)

Figura 57- Aspecto morfoldgico da fratura do TEGDMA 5% (a) topo da fratura (b) ampliacio da

imagem.

A superficie do TEGDMA 10% esta lisa, ndo é possivel observar orientacdes do molde,

mas existe a presenca de pequenos poros na superficie (Figura 58).
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Figura 58- Aspecto morfoldgico da superficie do TEGDMA 10% (a) superficie lisa com alguns

riscos (b) presenca de poros na superficie.

A fratura do TEGDMA 10% ¢€ apresentada na Figura 59.
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Figura 59- Aspecto morfoldgico da fratura do TEGDMA 10% (a) topo da fratura (b) ampliacdo

da imagem.

O TEGDMA 15% apresentou superficie irregular, existe a presenca de orientacdes e

rugosidade (Figura 60).
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Figura 60- Aspecto morfolégico da superficie do TEGDMA 15% (a) superficie com leve

orientacdo e rugosidade (b) ampliacdo da imagem.

A fratura do TEGDMA 15% ¢é apresentada na Figura 61.

(a) (b)

Figura 61 - Aspecto morfoldgico da fratura do TEGDMA 15% (a) topo da fratura (b) ampliacao

da imagem.

48 RESULTADOS DA CARACTERIZACAO BIOTRIBOLOGICA

Analisando as curvas resultantes do teste biotribolégico verifica-se que o coeficiente de
atrito se manteve estaciondrio durante o deslizamento, pelo que se € possivel admitir que os

hidrogéis mantiveram a sua superficie de contato preservadas durante o deslizamento.
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Na Figura 62 € apresentado um exemplo de gréfico da evolugdo do coeficiente de atrito, (f),

durante o deslizamento do par hidrogel versus (CAB).

Observa-se que nos primeiros instantes do teste (regime estaciondrio) o valor de atrito é
elevado. No regime estaciondrio o tipo de lubrificacdo que ocorre no tribossistema € a limite. Na
lubrificagdo limite existe maior contato entre a superficie do hidrogel e a superficie da CAB, esse

fato eleva os valores de atrito.

Com a evolugdo do deslizamento ocorre a formacdo da pelicula de lubrificacdo (regime
dindmico) o coeficiente de atrito diminui e estabiliza. No regime dinamico o tipo de lubrificacio
que ocorre € a elastohidrodindmica e a bifasica. Desta forma, parte da carga €
suportada/compartilhada pelo lubrificante e existe menor contato entre a superficie do hidrogel e

da CAB, os valores de atrito tendem a serem menores.

Jin et al, 2006 afirma que os mecanismos de lubrificacdo ajudam a minimizar o desgaste
entre duas superficies, mas ndo é possivel elimind-lo pois o filme de lubrificacdo € sempre

rompido durante o inicio (regime estacionario) ou ao término do movimento entre dois corpos.

0.3
0,25 7

021 . . .
Regime estaciondrio

0,1 = . oA
Regime dindmico
i, Pl
) - - : )

i} 0 40 an a0 100
Distfncia [m]

Atrito (1)

Figura 62 — Exemplo de grifico da evolucdo do coeficiente de atrito, (f), durante o deslizamento

do par hidrogel versus (CAB).
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Nas Figura 63, Figura 64 e Figura 65, estdo apresentados os gréficos do coeficiente de
atrito médio dos substratos d¢ EGDMA com o aumento da pressdo de contato. Nesta comparacao
€ possivel visualizar que os substratos analisados com frequéncia de 2Hz obtiveram valores de
atrito médio mais baixos. Esse fato se deve ao fato da lubrifica¢do elastohidrodinamica e bifasica

ser mais efetiva com o aumento da velocidade de deslizamento.

O EGDMA 10% (Figura 64) e o EGDMA 15% (Figura 65) estabilizaram os valores de
atrito mesmo com o aumento da pressdo de contato. Os demais hidrogéis analisados oscilaram os

valores de atrito com o aumento da pressdo de contato.

Os substratos de EGDMA 5% apresentam reducido nos coeficientes de atrito quando €
aplicado pressdo de contato mais elevada e frequéncia de 2Hz (Figura 63), também é possivel
observar pequena variacdo nos valores de atritos médios. O coeficiente de atrito médio em regime

estaciondrio utilizando frequéncia de 1Hz e diversas pressdes de contato, variou entre 0,02 e 0,06.

Para frequéncia de 2Hz os coeficientes de atrito variaram entre 0,02 e 0,04. Com o aumento
da frequéncia de oscilacdo, ou seja, da velocidade de deslizamento foi possivel verificar que o
regime de lubrificacdo tornou-se mais efetivo e com isso os coeficientes de atrito médios

encontrados estdo ligeiramente mais baixos quando comparados com os da frequéncia de 1Hz.
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Figura 63— Coeficiente de atrito médio do EGDMA 5% com o aumento da pressdo de contato

analisado com frequéncias de 1Hz e 2Hz.

Os substratos de EGDMA 10% apresentam pequena oscilagdo nos valores de atrito, sendo

que com frequéncia de 2Hz os valores estio ligeiramente menores quando comparados com 1Hz

(Figura 64).

Analisando o grafico do EGDMA 10% ¢ possivel visualizar que com frequéncia de 1Hz, o
hidrogel mantem os valores de atrito proximos e quando analisados com pressdo de contato de
0,5MPa , 0,75MPa e 1MPa os valores médios estdo idénticos (0,06). Com frequéncia de 2Hz os

valores de atrito estdo ligeiramente menores quando comparados com 1Hz variando entre 0,03 e

0,05.
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Figura 64— Coeficiente de atrito médio do EGDMA 10% com o aumento da pressdao de contato,

analisados com frequéncia de 1Hz e 2Hz.

Os valores de atrito do EGDMA 15% analisados com frequéncia de 2Hz estdo menores que
com 1Hz, esses resultados podem ser devido o aumento da velocidade proporcionar melhor

regime de lubrificacdo entre as superficies.

As amostras analisadas com frequéncia de 2Hz ndo apresentaram grandes variagdes nos
valores de atritos, os resultados estdo homogéneos entre si € com o aumento da pressdo de

contato os valores médios se mantiveram estaveis (Figura 65).

Os resultados de atrito médio dos substratos de EGDMA 15% estdo com valores maiores
que os demais EGDMA (Figura 63 e Figura 64), isso pode ser devido a quantidade de agente de
reticulagdo ter sido maior, o que ocasionou maior densidade de reticulacdo e com isso menor
capacidade de intumescimento. Quanto maior a capacidade de intumescimento do hidrogel mais

complacente e flexivel € a sua estrutura.
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O coeficiente de atrito médio do EGDMA 15% utilizando frequéncia de 1Hz e pressao de

contato 0,25 MPa foi de 0,10, j4 com pressao de contato de 1,25MPa o atrito médio foi 0,13.

EGDMA 15%

0,25 0,5 0,75 1

Pressdo de contato (MPa)

E1Hz

M 2Hz

1,25

Figura 65 — Coeficiente de atrito médio do EGDMA 15% com o aumento da pressao de contato,

analisados com frequéncias de 1Hz e 2Hz.

Na tabela 7 s@o apresentados os resultados de atrito médio dos hidrogéis de EGDMA
analisados com frequéncia de 1Hz. E possivel verificar que os valores de atrito estio mais

elevados nos hidrogéis com maior concentragdo de agente de reticulagdo.

Tabela 7- Resultados do coeficiente de atrito médio em regime estaciondrio dos substratos de
EGDMA, analisados com contra superficie CAB, na presenca de PBS, a temperatura de 37°C e
frequéncia de 1Hz.

Amostras | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio
(1Hz) (0,25 MPa) (0,50 MPa) (0,75 MPa) (1 MPa) (1,25 MPa)
EGDMA 5% | 0,03 + 0,02 0,06 £ 0,03 0,04 £0,01 0,05 + 0,00 0,02 £0,00
EGDMA 10% | 0,03 £ 0,01 0,06 £0,01 0,06 + 0,02 0,06 £0,01 0,04 £0,01
EGDMA 15% | 0,10 = 0,02 0,08 £0,01 0,08 + 0,02 0,10+ 0,01 0,13 £0,01
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Os resultados de atrito médio dos substratos de EGDMA analisados com frequéncia de 2Hz
estdo idénticos para pressao de contato de 0,25 MPa, mas com o aumento da pressdo de contato

os valores variaram entre si e se mantém homogéneos. (Tabela 8).

Tabela 8 - Resultados do coeficiente de atrito médio em regime estaciondrio dos substratos de
EGDMA, analisados contra superficie CAB, na presenca de PBS, a temperatura de 37°C e

frequéncia de 2Hz.

Amostras | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio
(2Hz) (0,25MPa) (0,50MPa) (0,75MPa) (1IMPa) (1,25MPa)
EGDMA 5% | 0,04 + 0,01 0,03 £0,01 0,02 £ 0,00 0,03 £ 0,00 0,02 + 0,00
EGDMA 10% | 0,04 + 0,01 0,03 £0,01 0,05 + 0,00 0,04 £ 0,01 0,03 £ 0,00
EGDMA 15% | 0,04 + 0,01 0,05 +0,01 0,05 +0,01 0,05 £ 0,02 0,04 £0,01

Os substratos fabricados com o AR TEGDMA 5%, 10% e 15% + 0,5% fotoiniciador
(m/Hema), apresentaram menor resisténcia a pressdes de contato acima de 0,75MPa, mas os
valores de atrito médio estio menores. O que demonstra que o AR TEGDMA confere
complacéncia ao hidrogel, mas ndo resisténcia a solicitacdo triboldgica sob pressdo de contato

mais elevada.

O coeficiente de atrito médio em regime estaciondrio do TEGDMA 5% utilizando diversas
pressdes de contato e frequéncia de 1Hz variaram entre 0,01 e 0,04. Para os substratos analisados
com frequéncia de 2Hz os valores de atrito médio variaram entre 0,02 e 0,04 (Figura 66). Nao
foi possivel analisar as amostras com pressao de contato acima de 0,75MPa porque os hidrogéis

se romperam e nao suportaram solicitacdo de carga acima desse valor.
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Figura 66— Coeficiente de atrito médio do TEGDMA 5% com o aumento da pressao de contato,

analisado com frequéncias de 1Hz e 2Hz.

Para o substrato de TEGDMA 10% o coeficiente de atrito médio utilizando pressdo de
contato 0,25 MPa e frequéncia de 1Hz foi de 0,03 (Figura 67). Nao foi possivel analisar as
amostras com pressdo de contato de 1MPa e frequéncia de 1Hz, mas foi analisado a 0,9MPa

sendo que o resultado de atrito médio foi de 0,02.

O TEGDMA 10% quando analisado com frequéncia de 1Hz, apresenta o valor da pressao
de contato critica igual a 0,9MPa, mas com frequéncia de 2Hz € possivel analisar com pressao de
contato de 1MPa, ou seja, com o aumento da velocidade o hidrogel resiste a pressdo de contato
ligeiramente mais elevada. Isso ocorre devido ao fato do regime de lubrificagdo ser mais efetivo e

suportar/compartilhar parte da carga que estd sendo aplicada ao hidrogel.
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Figura 67 — Coeficiente de atrito médio do TEGDMA 10% com o aumento da pressdo de contato,

analisado com frequéncias de 1Hz e 2Hz.

Para os substratos de TEGDMA 15%, foi possivel analisar o coeficiente de atrito médio
utilizando pressdao de contato 1,25 MPa, sendo que os hidrogéis analisados com frequéncia de

2Hz, obtiveram valores de atrito menores que com 1Hz (Figura 68).

O TEGDMA 15% apresenta os valores de atrito médio mais elevados, porém resistiu a

pressdo de contato até 1,25MPa.
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Figura 68— Coeficiente de atrito médio do TEGDMA 15% com o aumento da pressao de

contato, analisado com frequéncias de 1Hz e 2Hz.

Os substratos produzidos com o TEGDMA apresentam maior flexibilidade, com isso os
resultados de atrito apresentam valores interessantes para o uso como substitutos de cartilagem. E
possivel verificar que as concentracdes menores de agente de reticulacdo resultaram em menores
valores de atrito, entretanto os hidrogéis apresentam baixa resisténcia mecanica a compressao,

porque romperam quando foram aplicadas cargas mais elevadas (tabela 9).

Para verificar a pressdo de contato maxima que o substrato resiste, 0o TEGDMA 10% foi
analisado com 0,9MPa e frequéncia 1Hz. O TEGDMA 5% resiste no maximo 0,75MPa, quando

analisado com frequéncias de 1Hz e 2Hz .
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Tabela 9 - Resultados do coeficiente de atrito médio em regime estaciondrio dos substratos de
TEGDMA em contato com CAB, na presenca de PBS, a temperatura de 37°C e frequéncia de
1Hz.

Amostras (1Hz) Atrito Atrito Atrito Atrito Atrito Atrito
médio médio médio médio médio médio
(0,25MPa) | (0,50MPa) | (0,75MPa) | 9gNPpa) (1IMPa) (1,25MPa)
TEGDMA 5% 0,02+0,01 0,04+0,02 0,01+0,00 * * *
TEGDMA 10% 0,03+£0,02 | 0,02£0,01 | 0,03x0,01 | 0,020,01 * *
TEGDMA 15% 0,05+0,02 0,09+0,02 0,04+0,02 - 0,05+0,02 0,02+0,01

*Q hidrogel ndo suportou essa pressdo de contato.

-- Ndo foi analisado.

Com o aumento da frequéncia para 2Hz, os resultados de atrito estdo ligeiramente menores

quando comparados com 1Hz (tabela 10).

Tabela 10 - Resultados do coeficiente de atrito médio em regime estaciondrio dos substratos de
TEGDMA em contato com CAB, na presenca de PBS, a temperatura de 37°C e frequéncia de
2Hz.

Amostras Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio | Atrito médio
(2Hz) (0,25MPa) (0,50MPa) (0,75MPa) (1IMPa) (1,25MPa)
TEGDMA 5% 0,04 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01 * *
TEGDMA 10% | 0,06 + 0,02 0,03 + 0,00 0,03 £ 0,01 0,04 + 0,01 *
TEGDMA 15% | 0,04 +0,02 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,03 £ 0,01 0,02 + 0,01

*Q hidrogel ndo suportou essa pressao de contato.

Pensando nos substratos como substitutos de cartilagem articular onde a frequéncia de

solicitacdo € menor (dedos, por exemplo), os testes triboldgicos também foram realizados com

frequéncia de 0,5Hz para verificar qual é a maxima pressao de contato que o hidrogel resiste.
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Nos substratos produzidos com o EGDMA, o valor de pressdo de contato mdxima que o
hidrogel resiste diminuiu para 1MPa. Para o substrato produzido com o EGDMA 5% o valor de
atrito médio foi 0,02. O EGDMA 10% apresentou valor de atrito médio de 0,03. J4 o EGDMA

15% analisado com frequéncia de 0,5Hz, apresenta valor de atrito médio igual a 0,03 .

Para os substratos de TEGDMA ocorreram algumas mudangas nas pressdoes de contato
maxima que os hidrogéis resistem. O TEGDMA 5% que anteriormente nos testes com frequéncia
de 1Hz e 2Hz resistiu até 0,75MPa, com frequéncia de 0,5Hz resiste no méximo até 0,5MPa e o

coeficiente de atrito médio € 0,02.

No teste usando o TEGDMA 10% e frequéncia de 0,5Hz a pressdo de contato médxima é
IMPa semelhante a 2Hz . Os hidrogéis analisados com frequéncia de 1Hz resistiram no méximo

a 0,9MPa. O coeficiente de atrito médio € 0,03.

A maxima pressdo de contato que 0 TEGDMA 15% analisado com frequéncia de 0,5Hz

resiste € 1MPa. O coeficiente de atrito médio é 0,03.

Na Figura 69 estdo apresentados os resultados do coeficiente de atrito médio dos substratos
analisados com frequéncia de 0,5Hz. Observando os resultados € possivel visualizar que a maior
concentracdo de AR eleva os valores médios do coeficiente de atrito. Os substratos produzidos
com o TEGDMA possuem os valores do coeficiente de atrito ligeiramente menores (excetuando
o TEGDMA 5% todos os demais substratos foram analisados com pressao de contato de 1MPa, o

TEGDMA 5% foi analisado com pressao de contato de 0,5MPa).
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Figura 69 — Coeficiente de atrito médio dos diversos hidrogéis analisados com frequéncia de

0,5Hz.

4.9 MORFOLOGIA DOS HIDROGEIS APOS TESTES
BIOTRIBOLOGICOS

Apods as andlises biotribolégicas os hidrogéis foram analisados para verificar quais os
mecanismos de desgaste atuam no material e influenciam nos resultados de atrito e no
desempenho biotribolégico. As superficies resultantes apresentaram aspectos morfologicos

semelhantes entre si, portanto serdo apresentados exemplos das morfologias obtidas.

Na Figura 70 é apresentado um exemplo de morfologia onde o aspecto geral esta liso, mas
existem alguns poros na superficie causados por desgaste adesivo. Como ja mencionando
anteriormente no processo de desgaste adesivo o material mais macio € cisalhado e transfere
material para o material mais duro (Takadoum, 2008), na imagem € possivel observar a presenca

de ranhuras e perda de material causado pelo desgaste adesivo.
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(b)

Figura 70— Superficie do EGDMA 15% ap6s ensaio biotribolégico utilizando pressao de contato
de 1MPa, frequéncia de 0,5Hz e distancia de deslizamento de 86,4m (a) corpo de prova apds o

ensaio (b) ranhuras e perda de material (c) poros arredondados.

Em algumas amostras foi verificado degradagao da superficie do hidrogel (Figura 71).
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(©)
Figura 71 — Superficie do TEGDMA 10% apds ensaio triboldgico utilizando pressdo de contato

de 0,25MPa, freqiiéncia de 1Hz e distancia de deslizamento de 86,4m. (a) corpo de prova apds o

ensaio (b) ranhuras e degradacdo da superficie (c) aumento na superficie.

4.10 RESULTADOS DO TESTE DE CITOTOXICIDADE

Nos testes citotoxicoldgicos os substratos fabricados com o AR EGDMA se mostraram
mais vidveis para as células MSC/MO. Com sete dias de andlise a resposta dos substratos de
EGDMA foi superior quando comparado com o TEGDMA. O EGDMA 15% foi o que obteve

melhor resposta bioldgica (Figura 72).

110



Controle EGDMA 5%  mEGDMA 10% ®=EGDMA 15%
TEGDMA 5% ®mTEGDMA 10% = TEGDMA 15%
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Figura 72 — Citotoxicidade das células MSC/MO semeadas sobre os substratos fabricados.

Na avaliagdo utilizando as células MSC/TA todos os substratos foram vidveis e nao
apresentaram toxicidade. Os resultados médios sdo homogéneos € ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre as amostras analisadas e CNT (Figura 73).
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Figura 73 - Citotoxicidade das células MSC/TA semeadas sobre os substratos.

A atividade ALP € usada como um marcador bioquimico de formacao dssea, pois durante o
processo de diferenciacdo as células produzem a ALP, uma enzima normalmente relacionada ao
processo de mineralizagdo da matriz Ossea orginica. Assim as células diferenciadas sdo
quantificadas de acordo com a quantidade de absorbdncia do corante, quanto mais corada a

amostra maior a quantidade de células osteobldsticas.
Os substratos fabricados com 0 EGDMA possuem valores maiores que os TEGDMA, mas

os valores estdo abaixo do controle utilizado, indicando que as amostras possuem baixa

capacidade de influenciar a formagao 6ssea (Figura 74).
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Controle EGDMA 5% mEGDMA 10% mEGDMA 15%
TEGDMA 5% m TEGDMA 10% m TEGDMA 15%

Absorbancia 400nm
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Figura 74 - Atividade de fosfatase alcalina de células MSC/MO, nos diversos substratos.

Na andlise morfolégica das amostras no MEV, foi possivel verificar que a proliferacao
celular ocorre de maneira diferente nos dois AR utilizados. Guiseppi-Elie, Dong e Dinu (2012)
observaram que a adesdo e espraiamento celular dependem de fatores como: molhabilidade,
porosidade, rugosidade e cargas da superficie. Conforme ja apresentado anteriormente os dois
AR possuem comprimento de cadeia polimérica diferente, o que confere diferentes propriedades

ao pHEMA.

Com o passar do tempo as células MSC/MO proliferaram e aderiram a superficie dos
substratos de EGDMA. O EGDMA 15% (Figura 75) possui maior quantidade de células aderidas
a sua superficie, o que pode confirmar o resultado apresentado pela viabilidade celular (Figura

72).

As imagens da proliferacio das células MSC/MO sobre os demais substratos estdo

apresentados no Anexo I.
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(c) EGDMA 15% 7 dias

Figura 75- Imagens da proliferacio das células MSC/MO semeadas sobre os substratos
fabricados com 0 EGDMA 15% em diversos tempos (a) 1 dia de andlise (b) 4 dias de anélise (c)

7 dias de analise.

Nos substratos fabricados com 0 AR TEGDMA as células MSC/MO demonstraram um alto
nivel de apoptose, indicando que a superficie desse substrato ndo € a mais adequada para a
proliferacdo desse tipo de cultura. Na Figura 76 estd apresentada a imagem da proliferacdao

celular sobre o substrato fabricado com TEGDMA 5%, as demais imagens estdo no Anexo .

114



(a) TEGDMA 5% 1 dia (b) TEGDMA 5% 4 dias

(c) TEGDMA 5% 7 dias
Figura 76 - Imagens da proliferacio das células MSC/MO semeadas sobre os substratos

fabricados com o0 TEGDMA 5% em diversos tempos (a) 1 dia de andlise (b) 4 dias de anélise (c)

7 dias de analise.

Para os substratos que foram semeados com células MSC/TA, a proliferacao celular ndo
aconteceu com a mesma intensidade que com as células MSC/MO. Embora todos os substratos
nio se mostraram toxicos no teste de MTT, a adesdo celular ocorre de maneira diferente nos dois
AR usados. Para as células MSC/TA a superficie do EGDMA proporciona melhor proliferacdo
quando comparado com o TEGDMA.
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Assim como com as células MSC/MO, o EGDMA 15% foi o que apresentou maior
proliferacdo celular (Figura 77a). As demais imagens da proliferacdo das células MSC/TA sobre

os substratos fabricados estdao apresentadas no Anexo L.

E T A T
(a) EGDMA 15% 5 dias (b) TEGDMA 5% 5 dias

Figura 77 - Imagens da proliferacdo das células MSC/TA cultivadas por cinco dias sobre os

substratos (a) EGDMA 15% (b) TEGDMA 5%.
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5. CONCLUSOES

Foram fabricados seis substratos de pHEMA utilizando dois AR diferentes. Para cada AR
foram fabricados substratos com trés concentragdes diferentes (5%, 10% e 15% m/HEMA).

Os parametros para a fabricagdo dos substratos foram determinados levando em
consideracdo a maior taxa de conversdo mondmero — hidrogel. A taxa de conversdo, ou seja a

densidade de reticulacdo foram comprovadas no teste de fracdo sol / fracio gel.

No teste de capacidade de intumescimento, foi observado que os substratos produzidos com
0 AR com a cadeia mais longa (TEGDMA) possuem a estrutura mais flexivel e maior capacidade
de intumescimento. Também foi observado que os substratos com maior densidade de reticulagdao

possuem menor capacidade de intumescimento.

Os testes fisico-quimicos, mecanicos e biomecanicos evidenciaram que os substratos que

foram fabricados com 0 TEGDMA possuem estrutura mais flexivel e complacente.

Os resultados de DSC mostraram que existe variacdo na temperatura de Tg em fungdo da
composi¢ao quimica e do comprimento da cadeia polimérica do AR. O DSC também comprovou

os resultados da fracdo sol/gel que indicaram que a reticulacdo estava entre 85 e 98%.

Na andlise morfoldgica dos substratos foi constatado que o processo de fabricacdo ocasiona

rugosidade, orientacdo, bolhas, delaminacao e trincas na superficie e estrutura do material.

Nos testes biotriboldgicos os substratos produzidos com o AR EGDMA possuem aspecto
mais rigidos (comprovados nos testes de dureza), mas evidenciaram suportar solicitacdo
tribolégica sob pressdo de contato até 1,25MPa. Para melhorar as caracteristicas desses hidrogéis,
admite-se ser necessdrio acrescentar um mondmero que o torne mais flexivel e com isso mais

complacente.
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Ja os substratos produzidos com o TEGDMA apresentaram-se mais complacentes e 0s
valores de coeficiente de atrito foram baixos. Entretanto possuem baixa resisténcia a compressao,

ndo permitindo testes biotribolégicos acima de 0,75 MPa (para os substratos de TEGDMA 5%).

Todos os substratos quando analisados com frequéncia de 0,5Hz, reduziram a maxima

pressdo de contato que o biomaterial resiste.

Os aspectos morfolégicos dos substratos apds os testes biotribologicos demonstraram que

os biomateriais sofreram mecanismo de desgaste adesivo.

Analisando os valores do coeficiente de atrito é possivel admitir que devido a complacéncia
do biomaterial, a superficie irregular (ocasionada durante o processo de fabricacdo) ndo elevou os
valores de coeficiente de atrito, estando em um nivel aceitdvel para o uso como cartilagem

artificial.
No teste citotoxicoldgico todos os substratos se mostraram ndo toxicos para as células,

entretanto a proliferacdo celular ocorre melhor nos substratos produzidos com o EGDMA, sendo

que o Etileno 15% foi o que promoveu maior proliferacao celular.
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6.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinar a cinética de fotopolimerizacao/fotoreticulacio dos hidrogéis de

pHEMA utilizando o equipamento de biofabricacgao.

Realizar alteracbes na concentracdo quimica do fotoiniciador para verificar a
influéncia na cinética de fotopolimerizacao/fotoreticulacdo dos hidrogéis de
pHEMA.

Investigar se os substratos fabricados sdo isotrépicos.

Fabricar os substratos utilizando outros modelos virtuais, assim como o estudo da

propriedade mecanica obtida por cada modelo virtual.

Desenvolver procedimento para produzir substratos porosos com diversas anatomias

e geometrias.

Realizar pos-processamento expondo os substratos em uma cabine de UV-Visivel

por diversos tempos.

Estudar a influéncia do pds-processamento nas propriedades biomecanicas dos

substratos de pHEMA.

119



7. ANEXO1I

Os resultados da proliferacdo das células MSC/TA sobre os substratos fabricados com o
EGDMA 5% e EGDMA 10% estdo apresentadas na Figura 78. Nas imagens € possivel visualizar
pequena quantidade de células vidveis sobre o substrato de EGDMA 10%. Entretanto o substrato
de EGDMA 5% apresenta fragmentos de células (devido a apoptose celular), indicando que essa

superficie ndo é adequada para a proliferacao celular.

Os resultados da proliferacdo das células MSC/MO sobre os substratos fabricados com o
EGDMA 5% e EGDMA 10% estao apresentadas na Figura 79. Através das imagens do MEV, foi
possivel verificar que com o passar do tempo as células MSC/MO proliferaram sob a superficie

dos substratos de EGDMA, sendo que com 7 dias de cultura existe grande quantidade de células

vidveis sobre a superficie dos substratos
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(b) EGDMA 10% 5 dias

Figura 78 - Imagens da proliferacdo das células MSC/TA cultivadas por cinco dias sobre os

substratos fabricados com o EGDMA (a) EGDMA 5% (b) EGDMA 10%
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(e) EGDMA 5% 7 dias (f) EGDMA 10% 7 dias

Figura 79 - Imagens da proliferacdo das células MSC/MO cultivadas por vdrios dias sobre os

substratos fabricados com o0 EGDMA (a, ¢, e) EGDMA 5% (b,d,f) EGDMA 10%

As superficies dos substratos fabricados com o TEGDMA se apresentaram mais lisa e as
c€lulas ndo proliferaram na mesma quantidade. Na Figura 80 estd apresentada a imagem da
proliferacdo das células MSC/TA cultivadas por cinco dias sobre a superficie dos substratos de
TEGDMA 10% e TEGDMA 15%, nas imagens € possivel visualizar grande quantidade de

fragmentos de células.
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(a) TEGDMA 10% 5 dias N (b) TEGDMA 15% 5 dias

Figura 80 - Imagens da proliferacdo das células MSC/TA cultivadas por cinco dias sobre os

substratos fabricados com o TEGDMA (a) TEGDMA 10% (b) TEGDMA 15%

Na Figura 81 € apresentada a imagem da proliferacdo das células MSC/MO sobre os
substratos de TEGDMA. Assim como aconteceu com a célula MSC/TA, a proliferacdo foi baixa

e existe grande quantidade de fragmentos de células.
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(e)T EGDMA 10% 7 dias (f) TEGDMA 15% 7 dias
Figura 81 - - Imagens da proliferacido das células MSC/MO cultivadas por vérios dias sobre os

substratos fabricados com o TEGDMA (a, ¢, e) TEGDMA 10% (b,d,f) TEGDMA 15%
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