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RESUMO

HIGA, Camila Fernandes. Sinterizagao Seletiva a Laser de poli(alcool vinilico) com
o proposito de produzir arcabougos para aplicagao em estudos in vitro voltados a
engenharia tecidual. 2017. 121 f. Tese (Doutorado em Engenharia Mecéanica) -
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, Curitiba, 2017.

As tecnologias de manufatura aditiva, entre elas a Sinterizagdo Seletiva a Laser (SLS),
desempenham um papel cada vez mais importante na industria biomédica, como na
fabricacdo de arcabougos para a engenharia de tecidos. Nesse contexto, o objetivo
principal da presente tese foi investigar o processo de SLS do material polimérico
poli(alcool vinilico) (PVA), tendo como finalidade a producao de arcaboucos para serem
utilizados em estudos in vitro. Foi investigada a influéncia dos parametros do processo
de SLS poténcia do laser e numero de varreduras do laser na microestrutura na
superficie das amostras e no grau de cristalinidade e estabilidade quimica do PVA,
utilizando diferentes faixas de tamanho de particula do pé. Concluiu-se que: i) para a
sinterizagdo do pé com grandes variagdes no tamanho de particula, o parametro que
tem maior influéncia na microestrutura € o numero de varreduras e ndo a poténcia do
laser; ii) quanto menor o tamanho de particula e mais uniforme a distribuicdo de
tamanho de particula, maior pode ser a influéncia da poténcia do laser na
microestrutura e menor a necessidade de se aumentar o numero de varreduras; iii) o
processo de SLS causou uma diminui¢do do grau de cristalinidade do PVA; iv) a SLS
do pé com grande variagao do tamanho de particula alterou a estrutura quimica do PVA
como recebido, sobretudo utilizando maior poténcia do laser e maior numero de
varreduras, ja com variagdo menor do tamanho de particula ndo houve alteracéo da
estrutura quimica de maneira significativa, exceto utilizando maior poténcia e maior
numero de varreduras. Finalmente, testes preliminares de cultura celular in vitro
mostraram que o material PVA sinterizado a laser & biocompativel com células
osteoblasticas de osteossarcoma humano e com fibroblastos humanos.

Palavras-chave: Sinterizagdo Seletiva a Laser. Arcaboucgo. PVA. Cultura celular in vitro.



ABSTRACT

HIGA, Camila Fernandes. Selective Laser Sintering of poly(vinyl alcohol) with the
purpose of producing scaffolds for application in in vitro studies focused on
tissue engineering. 2017. 121 p. Thesis (Mechanical Engineering) - Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, Curitiba, 2017.

Additive manufacturing technologies, such as Selective Laser Sintering (SLS), play an
increasingly important role in the biomedical industry as, for example, in the fabrication
of scaffolds for tissue engineering. In this context, the main goal of this thesis was to
investigate the SLS process of poly(vinyl alcohol) (PVA) polymer material, with the
purpose of producing scaffolds for in vitro studies. The influence of the SLS process
parameters laser power and number of laser scans on the surface microstructure of the
samples and on the degree of crystallinity and chemical stability of PVA was
investigated, using different powder particle size ranges. It was concluded that: i) for the
SLS of powder with large variations in particle size, the parameter that has the greatest
influence on the microstructure is the number of laser scans and not the laser powers; ii)
the smaller the particle size and the more uniform the particle size distribution, the
greater the influence of laser power on the microstructure and the less the need to
increase the number of laser scans; iii) the SLS process caused a decrease in the
degree of crystallinity of PVA, iv) the SLS of powder with large variation in particle size
changed the chemical structure of the as received PVA, especially when using higher
laser power and more number of scans and, with smaller variation in particle size, there
was no significant change in the chemical structure, except when using higher laser
power and more number of scans. Finally, preliminary in vitro cell culture tests showed
that the laser sintered PVA material is biocompatible with human osteoblasts and with
human fibroblasts.

Keywords: Selective Laser Sintering. Scaffold. PVA. In vitro cell culture.
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1 INTRODUCAO

Manufatura aditiva (Additive Manufacturing - AM) refere-se ao grupo de
tecnologias nas quais modelos fisicos tridimensionais sdo construidos através de
adicdo de material, camada por camada, com dados obtidos diretamente de um sistema
CAD (Computer-Aided Design); cada camada representa uma fina segéo transversal da
peca obtida a partir dos dados do modelo virtual 3D. Uma das principais vantagens da
AM ¢é a possibilidade de producdo de pecas de geometria complexa, uma vez que
maquinas de AM constroem objetos tridimensionais basicamente transformando um
problema 3D complexo em uma série de simples sec¢des transversais 2D do modelo 3D
com uma espessura nominal (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

Devido principalmente a vantagem de serem capazes de fabricar pegcas com
estruturas complexas, as tecnologias de AM possuem uma ampla variedade de
aplicagdes, como na engenharia, manufatura, arquitetura, industria aeroespacial,
automotiva e de joias. Além disso, desempenham um papel cada vez mais importante
na industria biomédica, como no planejamento de cirurgias, na fabricagéo de implantes
e proteses personalizados e de dispositivos para liberacdo de farmacos, e na
engenharia de tecidos (CHUA; LEONG; AN, 2014).

Desde o seu surgimento em meados da década de 1980, a Engenharia de
Tecidos (Tissue Engineering - TE) continua a evoluir como um campo multidisciplinar
visando o desenvolvimento de substitutos biolégicos para restaurar, substituir ou
regenerar tecidos danificados. Células, fatores de crescimento e arcabougos ou
suportes tridimensionais (scaffolds) sdo geralmente referidos como os principais
componentes da TE. Os arcabougos, tipicamente produzidos a partir de biomateriais
poliméricos, fornecem o suporte estrutural para adesido celular e subsequente
desenvolvimento do tecido (CHAN; LEONG, 2008).

Um arcabouco deve ser produzido a partir de um material biocompativel e
possuir microestrutura porosa tridimensional com redes de poros interligados,
assegurando uma distribuicdo espacial uniforme das células, sobrevivéncia,
proliferacdo e migragao celular in vitro. Os requisitos dos arcabougos para engenharia

de tecidos sdo complexos e especificos da estrutura e funcdo do tecido de interesse.



Por essa razao, a técnica de fabricacdo do arcabouco deve ser devidamente
desenvolvida para produzir um arcaboug¢o com as caracteristicas desejadas, tais como
porosidade, tamanho, formato e distribuicdo dos poros, taxa de degradagcdo e
propriedades mecanicas (YANG et al., 2001).

Apesar de varios métodos de fabricagdo de arcaboucgos terem sido relatados,
esses métodos possuem limitagcbes como dificuldade no controle de arquitetura interna
complexa e reprodutibilidade, além de preocupagdes em relagao a toxicidade devido ao
uso de solventes organicos em alguns deles (BOURELL; LEU; ROSEN, 2009).

As tecnologias de fabricagdo controladas por computador, tais como os
processos de AM, possuem vantagem sobre as técnicas convencionais de produgao de
arcabougos devido a capacidade de criar arcabougos com geometria e arquitetura
interna complexas com alto grau de automacgéao, boa precisido e reprodutibilidade. Além
disso, as tecnologias de AM sao promissoras porque permitem o estudo do
processamento de uma variedade de biomateriais, uma vez que o0s materiais
comercialmente disponiveis para essas tecnologias nao sdo biocompativeis e ndo sao
adequados para uso direto na fabricagéo de arcabougos (TAN et al., 2005; BOURELL;
LEU; ROSEN, 2009; MOTA et al., 2012).

Portanto, as tecnologias de AM oferecem grande potencial para a fabricagao de
arcabougos estabelecendo um papel importante na emergente industria de
biofabricacdo para atender a demanda clinica de tecidos e 6rgdos humanos para
transplante ao se explorar o processamento de biomateriais e materias biologicos
(CHUA; LEONG; AN, 2014).

As tecnologias de AM como a Sinterizagdo Seletiva a Laser (Selective Laser
Sintering - SLS) foram desenvolvidas na década de 1980 como técnicas de
prototipagem rapida. Hoje, a SLS ndo é somente utilizada em prototipagem, mas
também como processo de fabricacdo final e de ferramental. Esse aumento de
aplicagdes se da principalmente pela possibilidade de processar uma grande variedade
de materiais, resultando em uma variedade de propriedades fisicas € mecanicas
(KRUTH et al., 2005). Através da SLS é possivel produzir arcabougos porosos com

formas irregulares, incluindo estruturas contendo canais com interconectividade



completa de poros, com diversos materiais e, no caso de polimeros, € um processo livre
de solventes.

O material selecionado para o desenvolvimento desse projeto foi o poli(alcool
vinilico) - poly(vinyl alcohol) (PVA). Esse polimero apresenta propriedades adequadas
para ser utilizado na produgao de arcabougos, ou seja, € biocompativel, ndo téxico, tem
boa hidrofilicidade e estabilidade quimica. Além disso, a SLS desse material ja foi
realizada por Chua et al. (2004), Tan et al. (2005), Wiria et al. (2008) e Wiria; Leong;
Chua (2010) utilizando tamanho de particula de aproximadamente 50-100 ym, e por
Shuai et al. (2013a) e Shuai et al. (2013b) com tamanho de particula de
aproximadamente 20-200 um. De maneira diferente, na presente tese foi realizado um
estudo do processo de SLS utilizando diferentes faixas de tamanho de particula do pé
de PVA: 20-320 ym, 20-250 pm e 20-74 pm.

Além disso, embora a TE tenha como objetivo a regeneracdo de tecidos, essa
tese teve como finalidade o desenvolvimento de conhecimento na produgcdo de
arcabougos de TE para estudos in vitro, uma area relativamente nova e crescente na
qual arcaboucgos tridimensionais podem ser utilizados para a construgcdo de modelos
equivalentes de tecidos 3D para uso em testes de cosméticos, de farmacos ou de
substancias quimicas in vitro e que também poderia se tornar uma op¢ao na reducao
de testes em animais.

Sabe-se que as tecnologias na TE podem ser utilizadas para criar modelos de
tecidos doentes para estudos terapéuticos, de rastreio de farmacos (drug screening) e
da biologia de doengas. Existe uma grande atengédo no desenvolvimento de modelos de
doencgas in vitro, uma vez que os sistemas in vitro bidimensionais (2D) atuais ndo sao
capazes de simular ambientes in vivo e acabam n&o conseguindo prever o
comportamento celular in vivo. As principais limitagdes dos sistemas 2D incluem a
morfologia celular alterada e uma representagdo imprecisa do ambiente celular 3D
dindmico como ocorre com celulas in vivo (BERGENSTOCK et al., 2010).

Uma vez que um dos desafios é a producdo de arcabougos apropriados com
materiais adequados, a proposta dessa tese consistiu em investigar o processo de SLS
do material PVA para a fabricagdo de arcabougos para estudos in vitro, sendo a SLS

uma tecnologia de AM capaz de produzir arcabougos porosos com macro e



microestruturas complexas e uma possivel alternativa aos métodos convencionais de
fabricagdo de arcabougos como, por exemplo, moldagem com evaporagao de solvente-
lixiviacdo de particulas, eletrofiacdo ou fiagdo eletrostatica e moldagem por fusdo com
lixiviagdo de particulas.

As atividades apresentadas nessa tese foram elaboradas na Pontificia
Universidade Catolica do Parana e desenvolvidas em parceria com o Centro de
Tecnologia da Informac&o Renato Archer - CTl, situado em Campinas (SP), centro no

qual toda a parte experimental foi realizada.



2 OBJETIVOS

O objetivo principal foi investigar o processo de Sinterizagdo Seletiva a Laser
(SLS) do material polimérico poli(alcool vinilico) (PVA), através de testes experimentais,
tendo como finalidade a producédo de arcaboucos para serem utilizados em estudos in
vitro.

Os objetivos especificos foram:

e Investigar a influéncia dos parametros do processo de SLS — poténcia do laser e
numero de varreduras do laser — na microestrutura na superficie das amostras e
nas propriedades do material PVA (grau de cristalinidade e estabilidade quimica),
utilizando diferentes faixas de tamanho de particula do pé de PVA (20-320 um,
20-250 pym e 20-74 pm).

e Realizar testes preliminares de cultura celular in vitro.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ARCABOUCOS NA ENGENHARIA DE TECIDOS

Na Engenharia de Tecidos (Tissue Engineering - TE), um tecido vivo novo e
funcional é construido utilizando células vivas, que sado geralmente associadas a uma
matriz ou arcabougo para guiar o desenvolvimento do tecido. Células vivas podem
migrar para dentro do arcabougo apds o0 seu implante ou podem ser associadas ao
arcabougo em cultura celular antes da implantagdo, como mostrado conceitualmente na
Figura 3.1. Tais células podem ser isoladas como células totalmente diferenciadas do
tecido que se deseja recriar, ou elas podem ser manipuladas para produzir a fungao
desejada quando isoladas de outros tecidos ou de células tronco (VACANTI; VACANTI,
2014).

Figura 3.1 - Arcabouco (a), deposigao de células (b), arcabougo + células (c)

Fonte: Levy (2013).

Um arcabouco pode ser definido como 'um suporte, veiculo de liberagdo, ou
matriz para facilitar a migragao, adeséo, ou transporte de células ou moléculas bioativas
utilizadas para substituir, reparar, ou regenerar tecidos' (ASTM F2312-11).

Além do desenvolvimento de substitutos biolégicos para restaurar, substituir ou
regenerar tecidos danificados, uma outra area importante de aplicagao de arcabougos é
como uma versao tridimensional (3D) de placas de cultura tradicionais bidimensionais
(2D) que séo rotineiramente utilizadas em estudos de cultura celular. Existe uma forte
demanda por novas plataformas de cultura celular que permitam que células crescam e
respondam ao seu ambiente de maneira mais realista. O desenvolvimento de

substratos alternativos 3D para o crescimento celular in vitro tem recebido muita



atencao e é amplamente reconhecido que células em cultura 3D crescem em condi¢des
que provavelmente representam de maneira mais precisa os ambientes de tecidos in
vivo a partir dos quais as células cultivadas séo derivadas (STAMPELLA et al., 2013).

Os modelos de cultura 2D fornecem informagdes limitadas no que diz respeito a
morfogénese, quimiotaxia e haptotaxia, morfologia celular entre outros (KIVELIO;
EHRBAR, 2014).

Para superar as limitagcbes dos modelos 2D, varios modelos in vitro 3D estao
sendo desenvolvidos para uma variedade de tecidos e 6rgaos, que levam em conta a
organizagao espacial e a disposi¢cao das células. O desenvolvimento desses modelos
tem um objetivo comum, que é estabelecer plataformas cientificamente robustas para
permitir uma melhor interpretacdo dos dados além do que simples culturas de células
2D fornecem. Um objetivo mais ambicioso € abordar a relevancia fisiolégica de um
modelo in vivo, contribuindo assim ao substituir, reduzir ou refinar (Replace, Reduce, or
Refine - principio dos 3Rs) a necessidade do proprio modelo in vivo, especialmente os
que sdo baseados em estudos em animais. O uso de animais como modelos
experimentais tem claras limitagdes éticas e cientificas e cada vez mais os 3Rs em
relacdo aos modelos animais estdo sendo integrados a pratica cientifica moderna
(HAYCOCK; AHLUWALIA; WILKINSON, 2014).

Laboratorios do Brasil tém um prazo de até cinco anos, a partir de setembro de
2014, para adotar, obrigatoriamente, 17 métodos alternativos que substituem ou
reduzem o uso de animais em testes toxicologicos. Esses 17 métodos servem para,
através de ensaios in vitro, medir o potencial de irritagdo e corrosdo da pele e dos
olhos, fototoxicidade, absorgdo e sensibilizagdo cutdnea, toxicidade aguda e
genotoxicidade (MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAOQ, 2014). Além
disso, na Unido Europeia (UE) por exemplo, pele humana construida in vitro ja substitui
animais no processo de aprovagao regulatoria para testar a corrosividade na pele de
farmacos e outros agentes (GRIFFITH; NAUGHTON, 2002). E, ainda, a partir de 2009
os testes em animais para cosméticos foram proibidos na UE conforme a introducao da
Sétima Alteragao as Diretrizes de Cosméticos (Seventh Amendment to the Cosmetics
Directive) (KIVELIO; EHRBAR, 2014).



Portanto, embora o objetivo principal da TE seja a reparagdo ou regeneragao de
tecido danificado, o maior impacto da TE pode estar no projeto de modelos 3D para
estudos in vitro. A combinagao cada vez mais préoxima de engenharia e biologia oferece
a perspectiva de modelos fisiologicos in vitro sofisticados de varios tecidos humanos
diferentes (GRIFFITH; NAUGHTON, 2002).

A TE in vitro com estruturas e fungdes comparaveis aos 6rgaos vivos poderia ser
utilizada para modelos de teste de farmacos. Geralmente, uma monocamada de células
é utilizada como o modelo in vitro em processos farmacéuticos. No entanto, € dificil de
se obter respostas de tecidos a partir de modelos de células em monocamadas que nao
tém uma estrutura 3D como tecidos vivos. Basicamente, ensaios farmacéuticos séo
realizados por experimentos em animais, mas a baixa reprodutibilidade e diferengas
especificas de espécies na fisiologia, atividade metabdlica e fungdo celular
permanecem questdes nao resolvidas (KIVELIO; EHRBAR, 2014).

Além disso, as tecnologias na TE podem ser utilizadas para criar modelos 3D de
tecido doente para o estudo da biologia de doengas. A utilizagdo de arcabougos para
construir modelos de tumores 3D in vitro tem sido bem sucedida (CAICEDO-CARVAJAL
et al., 2011).

Os arcabougos podem ser de materiais metalicos, ceramicos, poliméricos,
naturais ou compésitos. Eles geralmente s&o porosos mas podem ser solidos. Podem
variar de mecanicamente rigidos a gelatinosos e podem ser absorviveis/degradaveis ou
nao reabsorviveis/ndo degradaveis. Podem ou ndo possuir tratamento da superficie
(ASTM F2150-13).

3.1.1 Propriedades de arcabougos poliméricos

Um arcabougo polimérico adequado para TE deve apresentar as seguintes
caracteristicas (HUTMACHER, 2001; UNGARO et al., 2005):

- estrutura tridimensional e altamente porosa com rede de poros interligada;

- 0 material deve ser biocompativel, ndo estimulando reagdo imunolégica ao

organismo;



- integridade mecanica para os tecidos, atuando como um suporte para o
crescimento de tecido novo e propriedades mecanicas que correspondam as
propriedades mecanicas dos tecidos no local da implantacéo;

- Ser facilmente processado para formar uma variedade de formatos e tamanhos.

A arquitetura dos poros dos arcabougos pode contribuir consideravelmente para
o desenvolvimento de fung¢des bioldgicas especificas nos tecidos e para proporcionar
condi¢des nutricionais adequadas e organizagao espacial para o crescimento celular. A
microestrutura altamente porosa com redes de poros interconectados é importante para
assegurar a distribuicdo espacial uniforme das células, a sobrevivéncia, proliferacéo e
migragao celular in vitro. A porosidade do arcabougo e o grau de interconectividade dos
poros afetam diretamente a difusdo de nutrientes e gases e a remogao de residuos
metabdlicos e subprodutos de células que se encontram dentro do arcabougo (LEONG;
CHEAH; CHUA, 2003).

Além disso, o tamanho médio dos poros €& também importante para a
sobrevivéncia e proliferagao celular uma vez que a natureza variada de tecidos requer
diferentes tamanhos de poros ideais para diferentes tipos de tecido. Poros grandes
permitem o fornecimento eficaz de nutrientes, a difusdo de gas e a remogao de
residuos metabolicos, mas levam a baixa adesdo celular e sinalizagao intracelular.
Poros pequenos, no entanto, tém efeitos opostos. Consequentemente, a construgcéo de
arcabougos contendo macroporos € microporos pode proporcionar o suporte fisico
essencial para o crescimento celular (STAMPELLA et al., 2013).

No caso de arcaboucgos para implante, além de se ajustarem ao defeito
anatébmico, devem fornecer suporte mecanico temporario suficiente para suportar
tensdes e cargas in vivo, principalmente na reconstrugdo de tecidos rigidos como ossos
e cartilagens, apos a implantagéo. O ideal seria o arcabougo ser projetado com taxa de
degradacgao e reabsorgao tal que a sua resisténcia seja mantida até que seja totalmente
acomodado pelo tecido hospedeiro e possa assumir o seu papel estrutural
(HUTMACHER, 2001; YANG et al., 2001; WIRIA et al., 2007).

A maioria dos polimeros biodegradaveis pode néo ser apropriada para a cultura
celular in vitro. No estudo da proliferacao, diferenciacdo e fungao celular, € importante

utilizar uma matriz 3D fabricada com material apropriado que resista ao ataque
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enzimatico, evitando assim a biodegradagdo (STAMPELLA et al., 2013). Durante a
cultura in vitro, os arcabougos devem ter resisténcia mecanica suficiente para manter os
espacgos necessarios para o crescimento das células e para a elaboragdo da matriz.
Além disso, a morfologia e propriedades fisico-quimicas (que dependem do material) da
superficie do arcabougo sao fatores importantes que influenciam a adesdo celular,
migracéo e sinalizagao intracelular in vitro (LEONG; CHEAH; CHUA, 2003).

A adeséo celular € um processo complexo, influenciado por diversos aspectos,
como o comportamento celular, fatores do ambiente, propriedades do arcaboucgo e
propriedades do material. A hidrofobicidade do material, por exemplo, pode estar
relacionada com a taxa de espalhamento e diferenciagdo celular (CHANG; WANG,
2011). Se os arcabougos sdo muito hidrofébicos, o caminho das células para dentro do
arcaboucgo pode ser mais dificil.

Deve-se notar que, ao contrario dos materiais rigidos e hidrofébicos
tradicionalmente utilizados como superficies aderentes para cultura de células, os
tecidos bioldgicos séo hidrofilicos e elasticos. Sabe-se que a rigidez do substrato
modula a motilidade e espalhamento celular, e através de alteracbes no formato da
célula é capaz de modular a expressao do gene. Abordagens no projeto de arcabougos
visam criar estruturas 3D porosas com modulos elasticos proximos aos dos tecidos
biolégicos (STAMPELLA et al., 2013).

A rugosidade da superficie do arcabougo (topografia) € outro fator importante que
influencia a adesdo e o comportamento celular. A rugosidade superficial tem uma
influéncia direta sobre a morfologia celular, proliferacao e expressao fenotipica in vitro.
A resposta das células a superficies rugosas ou lisas é diferente dependendo do tipo de
célula (CHANG; WANG, 2011).

Essas propriedades importantes sdo determinadas nao apenas pelos materiais
selecionados, mas também pelos métodos de fabricagdo do arcaboucgo. Portanto, tanto
a escolha do material como o método de fabricacdo sdo de muita importancia para a
criacdo de uma plataforma 3D simples, robusta e eficaz de modo que as respostas
celulares serdo mais representativas das que estdo sob condic¢des in vivo (STAMPELLA
et al., 2013).
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Polimeros e compdsitos sdo os materiais mais investigados para TE e aplicagdes
em medicina regenerativa. A razado € que alguns desses materiais podem se degradar
em intermediarios metabdlicos no corpo humano, eliminando potencialmente muitos
problemas associados a implantes permanentes (CHUA; LEONG; AN, 2014).

Como mencionado anteriormente, a selecdo de um material adequado
representa um desafio no desenvolvimento de arcaboucgos tridimensionais e o projeto
do arcabouco e o método de fabricagao irdo desempenhar um papel importante nas
propriedades do arcabougo. O material selecionado nesse projeto foi o poli(alcool

vinilico) (PVA) que é apresentado na sequéncia.
3.1.2 Poli(alcool vinilico) (PVA)

O PVA é um polimero sintético linear, solivel em agua, que possui uma estrutura
quimica relativamente simples com grupos hidroxila pendentes (Figura 3.2-b). O seu
mondmero, alcool vinilico, € quimicamente instavel e ndo pode ser isolado (Figura 3.2-
a) (HASSAN; PEPPAS, 2000).

Figura 3.2 - Estrutura do alcool vinilico (a), estrutura do PVA (b)

Poli(alcool vinilico) (PVA)

f” H @, 0 e o

4]

Alcool vinilico

(a)
Fonte: adaptado de Baker et al. (2012).

Portanto, o PVA é produzido por meio da polimerizacdo do acetato de vinila em
poli(acetato de vinila) (PVAc), seguida por hidrélise do PVAc em PVA (Figura 3.3)
(HASSAN; PEPPAS, 2000).
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Figura 3.3 - Producéo de PVA

Acetato Poli(acetato
de vinila > Polimerizacdo ) m==dp-|  de vinila) | ==y =) | PVA
(PVAc)

Fonte: A autora (2017).

A hidrdlise resultante do poli(acetato de vinila) remove os grupos acetato das
moléculas de PVAc. A reacdo de hidrolise pode produzir tanto PVA totalmente
hidrolisado quanto parcialmente hidrolisado (Figura 3.4). A manipulagao das condi¢des
de reacdo € utilizada para controlar a porcentagem de hidrélise do polimero e seu
comprimento de cadeia (JONES; BROWN; MARTIN, 2004; BAKER et al., 2012). O PVA
parcialmente hidrolisado pode ser considerado copolimero de alcool vinilico e acetato

de vinila, enquanto o totalmente hidrolisado pode ser considerado homopolimero.

Figura 3.4 - Estrutura do PVA - (a) parcialmente hidrolisado e (b) totalmente hidrolisado
(a) (b)
—CH;—CH—]
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(hidrofilico)
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T
*

Fonte: adaptado de Jones, Brown e Martin (2004).

Os niveis tipicos de hidrolise podem variar entre 80% e mais de 99%. O grau de
hidrélise, ou o teor de grupos acetato no polimero, e o grau de polimerizagéo
determinam as caracteristicas fisicas, propriedades quimicas e mecanicas do PVA. O
polimero PVA resultante € altamente soluvel em agua mas resistente a maioria dos
solventes organicos (BAKER et al., 2012).

As propriedades fisicas do PVA, tais como solubilidade em agua, permeabilidade
a gases e caracteristicas térmicas variam com o grau de cristalinidade, que é
fortemente dependente do grau de hidrdlise e da massa molar média do polimero. O

PVA parcialmente hidrolisado contém grupos acetato residuais, que reduzem o grau de
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cristalinidade. Isso resulta em materiais com menor resisténcia e maior solubilidade em
agua do que o PVA totalmente hidrolisado (HODGKINSON; TAYLOR, 2000). E
importante notar que quanto maior a cristalinidade, maiores sdo a densidade, rigidez,
estabilidade dimensional, resisténcia quimica, resisténcia a abrasao, temperatura de
fus&o (Tm) e temperatura de transig¢éo vitrea (T4) do polimero (CANEVAROLO, 2013).

Portanto, a solubilidade do PVA em agua depende do grau de hidrdlise e do grau
de polimerizagdo, com o efeito do primeiro sendo especialmente significativo. Alguns
tipos de PVA com graus de hidrolise mais elevados (> 98%) s6 s&o soluveis em agua
quente (50-100 °C) e formam filmes que sdo insoluveis em agua a temperaturas mais
baixas. Em contraste, os tipos de PVA com graus de hidrdlise na faixa de 75-98% séo
facilmente soluveis em agua. A massa molar é outro fator que afeta a solubilidade do
PVA e o quanto ela influencia esta relacionado ao grau de hidrdlise. A solubilidade do
PVA altamente hidrolisado aumenta a medida que a massa molar diminui enquanto a
solubilidade do PVA menos hidrolisado é relativamente independente da massa molar
(CHAN; HAO; HENG, 1999).

Embora a sintese do polimero seja muito simples e a hidrélise muito eficiente, é
dificil e, portanto, dispendioso controlar precisamente a massa molar ponderal média
(My) e a hidrolise durante a fabricagéo, resultando em uma distribuicdo de massa molar
bastante larga (JONES; BROWN; MARTIN, 2004).

Devido a sua solubilidade em agua, o PVA precisa ser reticulado (cross-linked)
para formar hidrogéis para uso em varias aplicagdes, especificamente nas areas de
medicina e ciéncias farmacéuticas. Um hidrogel pode ser descrito como um polimero
reticulado hidrofilico que incha quando colocado em agua ou fluidos bioldgicos. No
entanto, permanece insoluvel e, assim, estruturalmente estavel em solugcédo devido a
presenca de ligagdes cruzadas (HASSAN; PEPPAS, 2000; BAKER et al., 2012).

Os hidrogéis de PVA tém certas caracteristicas que os tornam bons candidatos
para biomateriais: sdo biocompativeis, ndo téxicos, ndo carcinogénicos, bioadesivos e
possuem baixa adsorgédo de proteinas, além de alta solubilidade em agua, resisténcia
quimica e facilidade de processamento. Além disso, exibem um alto grau de

inchamento em agua (ou fluidos biolégicos) e natureza elastica. Devido a essas
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propriedades, o PVA é capaz de simular o tecido natural e pode ser utilizado no corpo
(HASSAN; PEPPAS, 2000; BAKER et al., 2012).

O PVA possui grupos hidroxila pendentes disponiveis que atuam como locais de
adesao para moléculas biologicas. Além de possuir multiplos locais de adesao, o PVA é
também elastico e, assim, pode induzir a orientagdo das células ou a sintese de matriz
através do aumento da transmissdo de estimulos mecéanicos para as células
implantadas. O PVA ndo é aderente as células e proteinas, mas pode se tornar por
conjugacao com fatores biologicos (SLAUGHTER et al., 2009).

O PVA de uso farmacéutico contém menos solvente e impurezas quimicas, caso
contrario seria idéntico ao material produzido para uso industrial. O PVA foi aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para administragdo ocular, auricular, tépica e
oral. A utilizacdo de PVA dentro de formulagdes farmacéuticas € como agente
modificador de viscosidade em colirios, formulacdes ou solugdes topicas. Além disso,
utiliza-se o PVA na pelicula de revestimento de comprimidos (entéricos e de liberagéo
modificada) (JONES; BROWN; MARTIN, 2004).

Além disso, o hidrogel de PVA tem sido utilizado em lentes de contato macias e
mostrou ter potencial em aplicagées como substituicdo de tecidos moles, revestimentos
para cateteres, pele artificial, pancreas artificial e membranas de hemodialise
(HASSAN; PEPPAS, 2000). Uma das aplicagbes em TE mais bem sucedidas do PVA
foi para tecido avascular. Os hidrogéis de PVA sdo mais resistentes que a maioria dos
hidrogéis sintéticos, possuem baixo coeficiente de atrito e propriedades estruturais
semelhantes a cartilagem natural (SLAUGHTER et al., 2009). Isso torna o PVA uma
alternativa sintética a substituigdo da cartilagem natural e esta facilmente disponivel em
comparacdo com o transplante de cartilagem, que tem disponibilidade limitada e
preocupacdes com transmissado de doencas (BAKER et al., 2012).

Além de aplicagbes médicas, o PVA é utilizado em uma variedade de aplicacdes
industriais, comerciais e em alimentacao (JONES; BROWN; MARTIN, 2004). O PVA é
comumente usado nas industrias téxteis, para a fabricacdo de produtos de papel e na
industria de embalagens de alimentos (aprovado pela FDA para estar em contato com

produtos alimentares). E utilizado como produto industrial e comercial devido ao seu
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baixo impacto ambiental, o que inclui sua alta resisténcia quimica, solubilidade aquosa
e biodegradabilidade (BAKER et al., 2012).

O PVA nao é considerado um termoplastico, uma vez que a temperatura de
degradacao esta abaixo do ponto de fusdo (MARTEN, 2002). As caracteristicas de
degradagao térmica do PVA limitam a sua capacidade de ser utilizado como um
termoplastico convencional. O PVA sem plastificante se degrada termicamente a
temperaturas de aproximadamente 150 °C, com a liberagdo de agua e a formagao de
ligacdes duplas conjugadas. Como o ponto de fusdo do PVA varia de 180 °C a 240 °C,
a sua utilizagdo como um termoplastico € limitada, a menos que possa ser plastificado,
com adicdo de plastificante, de tal forma que a desidratagdo térmica seja evitada
(HODGKINSON; TAYLOR, 2000).

O PVA, um polimero semi-cristalino, biodegradavel, biocompativel e bioinerte,
possui boa hidrofilicidade (devido aos grupos funcionais hidroxilas na sua estrutura
molecular), excelente estabilidade quimica e flexibilidade. A T, e a Ty dependem do
grau de reticulagdo, e a Tr, varia de 220 °C a 240 °C e a T4 varia de 58 °C a 85 °C para
PVA parcialmente e totalmente hidrolisado, respectivamente; mas diminui na presenca
de agua (CHUA et al.,, 2004; TAN et al.,, 2005; SHUAI et al.,, 2013a). O PVA é
disponibilizado comercialmente na forma granular e de pé com uma grande variedade
de massas molares e graus de hidrélise. Essas caracteristicas tornam o PVA um
material interessante a ser estudado na fabricagdo de arcabougos por Sinterizagao
Seletiva a Laser (SLS) para a TE, como uma alternativa aos métodos convencionais de
fabricagcdo de arcaboucos, apresentados na sequéncia.

3.2 METODOS CONVENCIONAIS DE FABRICACAO DE ARCABOUGCOS E
MANUFATURA ADITIVA

Entre os métodos convencionais de producdo de arcaboucgos poliméricos mais
comuns podem ser citados moldagem com evaporagdo de solvente-lixiviagdo de
particulas (solvent casting-particulate leaching), eletrofiagdo ou fiagdo eletrostatica
(electrospinning), e moldagem por fusdo com lixiviagdo de particulas (melt molding-
particulate leaching) (LEONG; CHEAH; CHUA, 2003; PUPPI et al., 2010).
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No processo de moldagem com evaporagao de solvente-lixiviagdo de particulas
uma solugcdo de polimero é colocada em um molde preenchido com particulas de
agente porogénico, depois o solvente evapora e o agente porogénico € finalmente
lixiviado. No processo de eletrofiagdo um campo elétrico € aplicado entre a agulha de
uma seringa e um coletor. Quando o campo elétrico atinge um valor critico ocorre a
ejecao de uma solugao polimérica da ponta da agulha langada contra o coletor. Durante
o trajeto em diregcdo ao coletor, ocorre diminuicdo do didmetro da fibra seguido por
evaporacdo do solvente, levando a formacdo de nano/microfibras. Por causa da
aleatoriedade do jato de fibra, uma malha fibrosa altamente porosa & coletada. Na
técnica de moldagem por fusdo com lixiviagdo de particulas, um molde preenchido com
p6 de polimero e agente porogénico € aquecido acima da Ty do polimero e € aplicada
uma pressao a mistura, fazendo com que as particulas do polimero se unam. Uma vez
que o molde é removido, o agente porogénico é lixiviado resultando, assim, em uma
estrutura porosa (PUPPI et al., 2010).

Embora arcaboucos poliméricos porosos produzidos convencionalmente tenham
sido aplicados na engenharia de uma variedade de tecidos, a maioria possui limitagbes
que restringem seu escopo de aplicagbes. Isso porque 0os métodos convencionais: 1)
sdo baseados em processos manuais que muitas vezes resultam em ma repetibilidade,
2) oferecem pouca capacidade de controlar com precisdo o tamanho, a geometria,
interconectividade e distribuicdo dos poros, 3) possuem dificuldade na construcdo de
canais internos nos arcabougos, 4) ndo sao capazes de construir formatos 3D
personalizados, 5) alguns utilizam agente porogénico, limitando a espessura do
arcabougo em 2 mm para facilitar a sua remogéo, 6) alguns envolvem o uso de
solventes organicos téxicos a fim de converter o material em forma de granulos, pellets
ou pos no formato final do arcabouco; a remocao incompleta de solventes resultara em
residuos nocivos que possuem efeitos prejudiciais sobre células aderentes ou tecidos
préoximos (LEONG; CHEAH; CHUA, 2003; BOURELL; LEU; ROSEN, 2009).

Por exemplo, na moldagem com evaporagao de solvente-lixiviagao de particulas,
além da utilizagdo de solventes organicos, € dificil impedir a aglomeragao de particulas
do agente porogénico e fazer com que elas se dispersem de maneira uniforme. No caso

da eletrofiacdo, o espaco entre as fibras pode ser tdo pequeno a ponto de limitar a



17

infiltracdo de células para dentro do arcabougo. Na moldagem por fusdo com lixiviagao
de particulas, assim como na moldagem com evaporagao de solvente, os arcabougos
resultam no formato do molde e s&o limitados pela complexidade no projeto e
construgcdo do molde, além da possibilidade de agente porogénico residual (PUPPI et
al., 2010).

Para contornar essas limitagdes, tecnologias de manufatura aditiva (Additive
Manufacturing - AM) podem ser aplicadas como uma alternativa aos métodos
convencionais de fabricacao de arcabougos para TE.

AM é definida como um processo de unido de materiais para a fabricagdo de
objetos a partir de dados de um modelo 3D, geralmente camada sobre camada, em
oposicao aos processos de manufatura subtrativa, nos quais ha remog¢ao de material
(ASTM F2792 - 12a).

A AM é composta por uma variedade de tecnologias que s&do capazes de
transformar dados de um modelo virtual em modelos fisicos. Os dados s&o divididos em
uma série de secdes transversais 2D de espessura finita. Essas sec¢bes transversais
sdo inseridas em maquinas de AM para que elas possam ser combinadas, adicionando-
as em uma sequéncia camada a camada para formar a pecga fisica. A geometria da
peca € entdo reproduzida na maquina de AM. Uma das principais vantagens da AM ¢ a
possibilidade de producdo de pegas de geometria complexa; a AM é mais vantajosa
quanto mais complexa a geometria da pega (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

No caso da TE, as tecnologias de AM possuem potencial para produzir
arcabougos porosos com macro e microestruturas altamente complexas. Entre as suas
vantagens estdo: 1) a utilizagdo direta de modelos CAD permite o projeto de
arcabougos personalizados - dados especificos do paciente e propriedades estruturais
do arcabougo necessarias para a regeneragdao de tecidos especificos podem ser
incorporados ao projeto do arcabougo via CAD; 2) o uso de CAD também permite o
projeto de arcabougos com microestrutura anisotropica tendo o controle sobre
morfologias de poros localizados e porosidades através da incorporagao de diferentes
caracteristicas macro e microscopicas em diferentes regides do mesmo arcabougo,
sendo vantajoso em aplicagdes onde multiplos tipos de células sdo necessarios; 3) sao

processos de fabricacdo automatizados controlados por computador, que permitem
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uma produgao de alto rendimento e a criagdo de morfologias de poros altamente
precisas; 4) as tecnologias de AM incluem processos livres de solvente e/ou agente
porogénico e algumas podem permitir a incorporagao de agentes farmacéuticos e
biolégicos nos arcabougos durante a fabricagdo (LEONG; CHEAH; CHUA, 2003).

Dessa forma, as tecnologias de AM podem contribuir na fabricacdo de
arcaboucgos para TE e tém sido muito estudadas para isso.

O processo completo de AM inclui a criagcdo e fatiamento de um modelo virtual
seguido pelo processo de fabricagdo camada por camada, resultando no modelo fisico
tridimensional. O processo geral de produgdo de pecas tem basicamente oito passos
(Figura 3.5).

Figura 3.5 - Os oito passos do processo de AM

1 - Modelo CAD

2 - Conversao para STL

3 - Transferéncia para a maquina
4 - Setup da maquina

5 - Construgao da pega

6 - Remocgéo da pega

7 - Pés-processamento

8 - Aplicagao

Fonte: adaptado de Gibson, Rosen e Stucker (2010).

Os passos aplicados as tecnologias de AM comerciais sao: 1) criagdo de um
modelo virtual da peca utilizando um sistema CAD; 2) conversao do arquivo CAD para o
formato STL (de StereoLithography) que permite o fatiamento virtual do modelo (o STL,
formato de arquivo padrdo para a AM, aproxima as superficies do modelo com uma

série de facetas triangulares); 3) transferéncia do arquivo STL para a maquina de AM e



19

o seu fatiamento virtual em camadas, com cada uma representando uma secao
transversal do modelo; 4) setup da maquina com relagéo aos parametros de processo;
5) processo de construgdo da pega por camadas; 6) remogao e limpeza da pecga; 7)
pos-processamento da pegca como processos de acabamento, infiltragdo ou
revestimento da superficie, quando necessario; 8) aplicagdo como em testes funcionais,
para fins de visualizacdo ou como peca final por exemplo (GIBSON; ROSEN;
STUCKER, 2010; CHUA; LEONG; AN, 2014).

Entre as tecnologias de AM que foram ou ainda s&o investigadas na producao de
arcaboucgos para engenharia de tecidos estdo: Estereolitografia (Stereolithography - SL)
tecnologia baseada em fotopolimero liquido, Impressdo 3D (3D Printing - 3DP)
tecnologia baseada em material em pd e aglutinante, Modelagem por Fusdo e
Deposigéao (Fused Deposition Modeling - FDM) tecnologia baseada em extrusdo de
material e Sinterizacdo Seletiva a Laser (Selective Laser Sintering - SLS) tecnologia

baseada em material em pé. O processo de SLS é apresentado na sequéncia.

3.3 SINTERIZACAO SELETIVA A LASER

Nos ultimos 25 anos, varias tecnologias de AM foram desenvolvidas e se
tornaram opgdes viaveis para aplicagdes em prototipagem e produgdo. Entre essas
tecnologias, a SLS de polimeros é uma das mais promissoras devido a sua capacidade
de construir pecas geometricamente complexas e precisas com boa resisténcia
mecanica. As maquinas comerciais de SLS de polimeros sdo produzidas apenas por
algumas empresas, sendo as principais 3D Systems, Inc. (EUA) e EOS GmbH
(Alemanha) (BOURELL et al., 2014).

Criada na década de 1980 na Universidade do Texas em Austin, EUA, a SLS
utiliza um feixe de laser para sinterizar ou fundir materiais em pd para produzir objetos
soélidos tridimensionais. Uma das principais vantagens da SLS em relagdo as outras
tecnologias de AM é que a SLS permite a construgdo de pecgas utilizando varios tipos
de materiais, incluindo polimeros, metais e varios tipos de compdésitos (metal-metal,
metal-polimero, polimero-ceramica, metal-ceramica). Além disso, ndo € necessario a

utilizacado de estruturas de suporte.
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3.3.1 Processo de SLS

Uma ilustragdo do processo € apresentada na Figura 3.6. O processo € descrito
na sequéncia (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

Figura 3.6 - llustragdo do processo de SLS

Plataforma de construcao

Peca

z

v,

Pistoes

Fonte: adaptado de Bourell et al. (2014).

No processo de SLS ocorre a fusdo de camadas de p6 que foram previamente
espalhadas na plataforma de construcdo. Cada camada representa a sec¢do transversal
2D fatiada do modelo 3D com uma espessura nominal. Uma vez que uma camada de
po foi espalhada, um feixe de laser de CO, é direcionado para o leito de pdé e move-se
de maneira que ele funde o material para formar a geometria da se¢éo transversal
fatiada do modelo 3D. Depois de completar uma camada, a plataforma de construcao
se move para baixo, na medida da espessura da camada, e uma nova camada de po é
espalhada e nivelada. O feixe de laser varre a fatia da segao transversal sinterizando
essa camada e aderindo-a a anterior e esse processo se repete até a completa
construgao da peca.

Normalmente, apds o processo, € necessario um periodo de resfriamento para
permitir que as pegas cheguem a uma temperatura suficientemente baixa de maneira
uniforme para poderem ser manuseadas e expostas a temperatura ambiente e a
atmosfera. Caso contrario, se as pecas ou o leito de pd sdo expostos a temperatura
ambiente e atmosfera antes do periodo de resfriamento, o pé pode se degradar na

presencga de oxigénio e as pegas podem deformar devido a uma contragao térmica néo
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uniforme. Finalmente, as pecas sdo removidas do leito de pd, o pdé nao sinterizado é
retirado das pecas e operagbes de acabamento adicionais s&o realizadas, se
necessario.

O processo de construgdo ocorre dentro de uma camara fechada preenchida
com gas inerte, como o nitrogénio, para minimizar a oxidagao e degradacao do material
em po. O pd na plataforma de construgcdo € mantido a uma temperatura elevada logo

abaixo da Tr, e/ou Tg.

3.3.2 Consolidagéo do p6 de polimeros por SLS

A consolidagao através de laser de polimeros geralmente envolve a fusédo de
termoplasticos (fusao parcial ou total). Quando aquecidos a partir de temperaturas
baixas para muito elevadas, esses materiais termoplasticos irdo mudar de uma
estrutura rigida para uma estrutura mais macia e finalmente se transformar em um
fluido viscoso (KRUTH et al., 2008).

Em teoria, qualquer material em forma de pd que funde quando aumenta a
temperatura pode ser processado por SLS. No entanto, dependendo do tipo de
consolidagédo por laser aplicado, o pé pode nem sempre ser consolidado em uma
densidade total ou pode nem mesmo ser processavel. Os mecanismos de consolidagao
que podem ocorrer durante o aquecimento a laser na SLS incluem sinterizagéo por fase
liquida e fusado parcial, e fusdo total (KRUTH et al., 2008).

A sinterizac&o por fase liquida inclui varios mecanismos de ligacdo nos quais
parte do material em pé é fundido enquanto outras partes permanecem soélidas. O
material liquefeito se espalhard entre as particulas sélidas quase que
instantaneamente, uma vez que € conduzido por intensas forgcas capilares. O material
que funde pode ser diferente do que permanece solido: um material de baixo ponto de
fusdo (ligante/aglutinante) e um material de alto ponto de fusdo (material estrutural)
(KRUTH et al., 2007).

A fusdo parcial ocorre quando o calor fornecido a uma particula de po é
insuficiente para fundir a particula inteira, apenas uma casca na borda do grao é

fundida. O centro do grao permanece solido. Dessa maneira, o material fundido atuara
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como um ligante entre os centros de particulas ndo fundidos. A fusdo parcial também
pode ocorrer quando se utiliza um unico material em p6 com uma distribui¢do bimodal:
particulas pequenas sao fundidas, enquanto as maiores permanecem solidas (KRUTH
et al., 2007).

A fusdo total é principalmente associada a ligas metdlicas de engenharia e
polimeros semi-cristalinos, quando toda a regido de material submetido a energia
térmica é fundida a uma profundidade que excede a espessura da camada. A energia
térmica de varreduras subsequentes do laser é usualmente suficiente para fundir mais
uma vez uma porgcado da estrutura solida previamente solidificada. Como resultado, a
fusdo total € muito eficaz na criagao de estruturas bem ligadas e de alta densidade a
partir de polimeros e metais de engenharia. No entanto, temperaturas elevadas
associadas a fusao total resultam em aumento da peca e assim muitos estudos para
otimizacao de precisdo versus resisténcia resultam em parametros que estdo no limite
entre fusao total e sinterizagao por fase liquida (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

Portanto, o tipo de consolidagdo aplicavel basicamente depende do material
sendo processado. Por exemplo, sinterizagdo por fase liquida ou fusdo parcial pode
ocorrer com poliestireno (PS) e fusdo total com poliamida (PA) (KRUTH et al., 2007).

A consolidagao do p6 de polimero semi-cristalino € descrita a seguir com base no
trabalho de pesquisa realizado por Kruth et al. (2008).

Polimeros semi-cristalinos possuem um intervalo de T4 e um intervalo distinto de
Tm na qual ocorre uma alteracao de volume significativa. A consolidagao a laser de pds
de polimeros semi-cristalinos acontecera por aquecimento acima de Tp,.

Materiais semi-cristalinos possuem uma estrutura molecular altamente ordenada
com pontos de fus&o precisos. Eles ndo amolecem gradualmente com um aumento de
temperatura, eles permanecem rigidos até uma determinada quantidade de calor ser
absorvida. Em seguida, se tornam rapidamente um liquido viscoso e o polimero fundido
flui entre as particulas de p6. Com calor suficiente, a camada completa esta totalmente
fundida e sobrepbe-se a camada anterior.

A medida que o polimero fundido resfria abaixo de T, cristais poliméricos
nucleiam e crescem, recriando regides de cadeias moleculares ordenadas (cristalitos)

misturadas a regides amorfas desordenadas. Acima de T, 0 polimero apresenta uma
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viscosidade relativamente baixa, em comparacdo com polimeros amorfos, 0 que
favorece a taxa e a quantidade de consolidagdo. A densidade obtida sera proxima a
densidade total e as propriedades mecanicas serdo proximas as de polimeros
moldados.

O resfriamento do polimero em T, coincide com uma importante contracéo,
encolhimento (fenbmeno que ndo ocorre com polimeros amorfos), que pode causar
imprecisdes geométricas e distorcdo da peca. Preferencialmente o p6é deve ser pré-
aquecido e pods-aquecido a uma temperatura entre a de cristalizagcdo e a de fusao.
Dessa forma, ndo ocorrera uma contracdo maior e localizada durante a fuséo e,
portanto, a distorcdo da peca pode ser evitada; a contracdo ocorrera de maneira
uniforme quando a pega € lentamente resfriada apds o processo de construgao ter
terminado. Para facilitar o controle do pré e pds-aquecimento e da contragao,
recomenda-se ter um certo intervalo de temperaturas entre os picos de cristalizagéo e
de fusédo apresentados em um grafico de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

As temperaturas de transicao e o intervalo de fusdo dos polimeros podem ser
avaliados em um grafico de DSC. E medida a diferenca na quantidade de calor
necessaria para aumentar a temperatura de uma amostra do polimero e de um cadinho
de referéncia em fungao da temperatura. A Figura 3.7 mostra um grafico de DSC tipico
do material PA 12. Ela mostra um pico de fusdo durante o ciclo de aquecimento e um
pico de recristalizagao durante o ciclo de resfriamento.

Alguns polimeros semi-cristalinos sdo capazes de cristalizar mais rapido do que
outros, como resultado das suas estruturas de cadeia. A taxa de cristalizagdo € minima
perto de T4 e T, e alcanga um maximo entre essas duas temperaturas. Ela deve ser
mantida relativamente lenta, a fim de evitar a distor¢do da pega devido a contragao pelo
gradiente de resfriamento nas camadas superiores. Obtém-se entdo boa cristalizagéo e
contragdo uniforme mantendo o leito de pé a uma temperatura elevada por um periodo

de tempo longo o suficiente apds a sinterizagéo.
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Figura 3.7 - Curva de DSC para fuséo e cristalizacao do material PA 12
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Fonte: adaptado de Kruth et al. (2008).

Além disso, segundo Bourell et al. (2014), tipicamente, a temperatura do leito de
pd € mantida entre 2 °C e 4 °C (dependendo do material) abaixo do pico de fusdo. Isso
reduz a energia do laser necessaria para fundir o p6 e também evita que o polimero
fundido se cristalize, causando contracdo localizada na solidificagdo e distorcao da
peca. Se a temperatura do leito de pé for muito alta, a fusdo de regides de baixa massa
molar resultara em "hard part cake" e pouca precisdo dimensional. Se a temperatura do
leito for muito baixa, a fus&o insuficiente pode resultar em alta porosidade da peca, ou
pode ocorrer cristalizagdo resultando em uma peca empenada.

O grafico de DSC de um material termoplastico processavel por SLS deve
apresentar as seguintes caracteristicas: um estreito intervalo de fusédo (pico de fusao
estreito na curva de aquecimento), picos de fusédo e de recristalizagdao nao sobrepostos
e deve evitar duplos picos de fusdo. Um p6 com taxa de recristalizacao lenta, tal como
representado por picos endotérmicos e exotérmicos ndo sobrepostos ou ligeiramente
sobrepostos durante as respectivas fases de aquecimento e resfriamento da analise por
DSC, pode resultar em pecas quase totalmente densas com minima distorcao,
enquanto picos altamente sobrepostos irdo produzir resultados ruins (KRUTH et al.,
2008).
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3.3.3 Fatores que influenciam o processo de SLS

O uso de parametros de processo adequados € muito importante na produgao de
pecas no processo de SLS. Os parametros de processo podem ser separados em
quatro categorias (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010):

- parametros relacionados ao laser (poténcia, tamanho de spotf, duragdo do
pulso, frequéncia do pulso);

- parametros relacionados a varredura do laser (velocidade, espagamento entre
as varreduras, numero de varreduras e estratégia);

- parametros relacionados ao p6 (formato das particulas, tamanho e distribuicao,
densidade do leito de po, espessura da camada, propriedades do material);

- parametros relacionados a temperatura (do leito de pd, dos alimentadores de

po, uniformidade da temperatura).

3.3.3.1 Parametros do processo

A temperatura do leito de po, poténcia do laser, velocidade de varredura e
espagcamento entre as varreduras do laser (a distancia entre dois vetores de varredura
adjacentes e paralelos) devem ser combinados de modo que seja fornecido o melhor
equilibrio entre precisdo dimensional, acabamento superficial, taxa de construgao e
propriedades mecanicas. A temperatura do leito de p6 deve ser mantida uniforme e
constante para obter resultados repetiveis. Em geral, as combinagdes de alta poténcia
de laser/alta temperatura do leito de pé produzem pecas densas, mas podem resultar
no crescimento da pega e pouca reciclabilidade do p6é ndo processado. Por outro lado,
as combinacdes de baixa poténcia do laser/baixa temperatura do leito de p6é produzem
melhor precisdo dimensional, mas resultam em menor densidade de pecgas e maior
tendéncia para delaminacdo de camadas. A alta poténcia do laser combinada com
baixa temperatura do leito de p6 resulta em maior tendéncia para o encolhimento,
contracdo ndo uniforme e a acumulacido de tensdes residuais que levam ao
empenamento das pecgas (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).
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A poténcia do laser, o tamanho de spot, a velocidade de varredura e temperatura
do leito de po juntos estabelecem a entrada de energia necessaria para fundir o pé.
Quanto mais tempo o laser permanece em um local especifico, mais fundo a
profundidade de fusdo e maior o didmetro da poga de fusdo. Poténcias do laser mais
baixas requerem o uso de velocidades de varredura mais baixas, a fim de garantir a
fusdo adequada das particulas. O tamanho da poga de fusdo é altamente dependente
do ajuste entre poténcia do laser, velocidade de varredura, tamanho de spot e
temperatura do leito de p6. O espagamento entre as varreduras deve ser selecionado
para assegurar um grau suficiente de sobreposicdo da poga de fusdo entre linhas
adjacentes de material fundido para garantir propriedades mecéanicas robustas
(GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010). O tamanho de spot do laser € um parametro
critico especifico da maquina de SLS uma vez que a distribuigdo gaussiana de energia
do feixe de laser torna dificil a sinterizacdo de uma borda precisa (YANG et al., 2002).

A temperatura do leito de pd deve ser determinada perto da Ty de polimeros
amorfos e logo abaixo da T, de polimeros semi-cristalinos, uma vez que o laser fornece
apenas pequenas quantidades de energia térmica adicional para a fusdo do po. A
temperatura do leito de pé muito alta faz com que ocorra a fusdo parcial do pé nos
poros com a estrutura sendo dificil de ser removido. Por outro lado, uma temperatura do
leito de pé muito baixa resultaria em baixa resisténcia dos arcaboucos e eles tenderiam
a quebrar durante o manuseio (ZHOU et al., 2008).

Se 0 po ndo sinterizado na plataforma de construgdo for mantido a uma
temperatura elevada, as particulas do leito de pé comecarao a sinterizar entre elas. Isso
€ um efeito negativo, uma vez que a aglomeragdo de particulas de po6 significa que
cada vez que o po é reciclado, o tamanho médio das particulas aumentara. Isso altera
as caracteristicas de espalhamento e de fusdo do pdé cada vez que é reciclado
(GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

Um modelo simplificado que estima a entrada de energia do processo de SLS
pode ser usado na otimizacédo do processo. A formacéao e as caracteristicas da poca de
fusdo sao determinadas, principalmente, pela quantidade total de energia aplicada que
€ absorvida pelo leito de p6 a medida que o feixe de laser varre a superficie. Tanto o

tamanho quanto a profundidade da pocga de fusdo sdo uma funcédo da densidade de
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energia absorvida. Uma equacdo de densidade de energia simplificada pode ser
utilizada como um método para correlacionar parametros do processo de entrada com a
densidade e resisténcia das pecgas produzidas. No modelo simplificado, a densidade de
energia por area pode ser encontrada pela Equacdo 3.1 e a densidade de energia por

volume pela Equacéo 3.2:

Densidade de energia (J/mmz) = VxEV

P

Densidade de energia (J/mm3) = V2EV<EC

onde P é a poténcia do laser (W), V é a velocidade de varredura (mm/s), EV é o
espagamento entre as varreduras (mm) e EC é a espessura da camada (mm). A
energia aplicada aumenta com o aumento da poténcia do laser e diminui com o
aumento da velocidade e do espagamento entre as varreduras. Para o processo de
SLS, os valores tipicos de espagamento entre varreduras sdo ~100 pym, enquanto os
tamanhos de spot do laser tipicos sdo ~300 um. Assim, em geral, cada ponto é varrido
por varias passagens do feixe de laser (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

Uma vez que a densidade de energia afeta o grau de sinterizagdo do pé exposto,
amostras com porosidade diferente podem ser obtidas variando esses parametros do
processo de SLS (CHUA et al., 2004).

Embora o modelo simplificado ndo inclua absortividade do po, calor de fusao,
tamanho de spot do laser ou outras caracteristicas importantes, ele fornece a
abordagem analitica mais simples para otimizar o desempenho do processo para um
material. Para um dado material, tamanho de spot e configuracdo da maquina, uma
série de experimentos pode ser executada para determinar a energia minima
necessaria para conseguir uma fusdo de material adequada para as propriedades
desejadas. Entdo a velocidade de constru¢do pode ser maximizada aplicando a
combinagédo mais rapida de poténcia do laser, velocidade de varredura e espagamento
entre as varreduras com base na Equacdo 3.1. A otimizacdo da velocidade de
construgcdo utilizando a energia aplicada pode ser eficaz para a SLS de materiais
poliméricos (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).
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A minima espessura da camada de p6 que pode ser empregada com sucesso é
determinada principalmente pelo tamanho maximo de particula. Abaixo de uma certa
espessura da camada, o rolo ou a lamina de espalhar pé tendem a deslocar as
camadas previamente sinterizadas da posi¢cao pré-determinada, afetando assim a
geometria da peca. Esse problema é particularmente sério durante o inicio da
construgcdo da pega (AGARWALA et al, 1995). A espessura da camada €& um
parametro importante no processo de fatiamento porque afeta tanto a precisdo do
modelo como o tempo de construcdo. Diminuir a espessura da camada aumentara a
precisdo do modelo, mas prolongara o tempo de construgdo. Além disso, maiores
densidades de pecgas sinterizadas sdo na maioria obtidas usando espessura da camada
menor. No entanto, se for possivel obter bons resultados (de acordo com a aplicagéo
final) utilizando espessura da camada maior, o tempo de produgéo sera reduzido.

O tipo de laser tem grande influéncia na consolidagdo de particulas de po,
porque a absorcao do laser pelos varios materiais depende muito do comprimento de
onda do laser. Geralmente, os lasers infravermelhos de CO, ou Nd:YAG sao utilizados
como fontes de energia. Os lasers de CO, com comprimento de onda de 10,6 ym sao
mais adequados para a sinterizacdo de pdés de polimero, uma vez que os polimeros
apresentam uma elevada absor¢cdo no infravermelho distante. Os metais absorvem
muito melhor com comprimento de onda pequeno; é por isso que os lasers de Nd:YAG
podem ser mais indicados para materiais metalicos (KRUTH et al., 2003).

O controle atmosférico na camara da maquina de SLS é muito critico em termos
de temperatura (controle da sinterizagcdo e contracéo) e teor de oxigénio (para evitar a
degradacao térmica do polimero por oxidagcdo resultando em despolimerizagéo).
Normalmente é utilizada uma atmosfera de nitrogénio, juntamente com um controle

cuidadoso da quantidade de oxigénio restante (KRUTH et al., 2008).
3.3.3.2 Propriedades do material
O tamanho da particula determina a espessura minima da camada sinterizada a

laser que controla a precisdo e o acabamento superficial das pecgas. Portanto, é

preferivel um tamanho de particula menor. No entanto, particulas de p6é mais finas sédo



29

facilmente oxidadas durante o processo de SLS devido a presenca de maior area de
superficie em comparacéo com particulas maiores (LU; FUH; WONG, 2001).

Por outro lado, como as particulas mais finas proporcionam maior area de
superficie, elas absorvem a energia do laser mais rapidamente do que as particulas
maiores, ja que o formato, o tamanho e a distribuicdo do tamanho das particulas do pé
influenciam fortemente as caracteristicas de absorgao do laser assim como a densidade
do leito de pd e o espalhamento do p6 (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010). Uma vez
que particulas grandes tendem a necessitar de mais energia do laser para fundir do que
particulas pequenas, grandes variacbes no tamanho de particula podem resultar em
fusdo completa de particulas pequenas e fusdo incompleta de particulas grandes.

Além disso, como o material esta em forma de pé com uma certa distribuigao do
tamanho de particula, a energia induzida, aquecendo as particulas finas do pé, pode
levar a evaporagao ou desintegragdo, o que por sua vez perturba o processo. Também
as particulas finas podem criar uma atmosfera empoeirada ou um aglomerado de
particulas impedindo a deposigcdo homogénea de camadas, impedindo assim uma boa
consolidagao de camadas (KRUTH et al., 2008).

O formato da particula tem um efeito na fluidez do po, na densidade do leito de
po, na rugosidade da superficie e na porosidade da peca. Particulas irregulares tendem
a resultar em vazios irregulares maiores em comparagao com particulas granulares
(BOURELL et al., 2014).

A densidade do leito de po, dependente do formato, tamanho, distribuicdo e
mecanismo de espalhamento do pd, pode influenciar fortemente a qualidade da peca.
As densidades do leito de p6 geralmente variam entre 50 e 60% para a maioria dos pds
comercialmente disponiveis, mas podem ser tdo baixas quanto 30% para pos
ceramicos irregulares. Normalmente, quanto maior for a densidade de empacotamento
do po, melhores serdao as propriedades mecéanicas da peg¢a (GIBSON; ROSEN;
STUCKER, 2010).

A SLS é um processo de transferéncia de calor no qual o pé do polimero é
aquecido rapidamente por laser. Propriedades térmicas sédo de particular importancia na
SLS (GIBSON; SHI, 1997).
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Materiais com baixa condutividade térmica resultam em melhor precisdo, uma
vez que a poca de fusédo e a solidificacdo s&o mais controlaveis e o crescimento da
peca € minimizado quando a condugéo de calor € minimizada. Materiais termoplasticos
sdo adequados para o processamento em leito de p6 devido as suas T, relativamente
baixas e baixas condutividades térmicas. Pos de poliamida sdo os materiais mais
comuns na SLS e sédo utilizados geralmente para produzir pecas plasticas para
aplicagdes funcionais (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

A poténcia do laser a ser utilizada geralmente aumenta com o ponto de fusao do
material e temperatura do leito de p6 mais baixa, e também varia dependendo das
caracteristicas de absortividade do leito de pd, que é influenciada pelo tipo de material e
pelo formato, tamanho e densidade de empacotamento do p6 (GIBSON; ROSEN;
STUCKER, 2010).

Os valores de Ty e T, dependem principalmente da massa molar do polimero.
Isso explica porque pode haver uma diferencga significativa na processabilidade por SLS
entre uma poliamida ou polietileno com uma massa molar baixa e com uma massa
molar alta (KRUTH et al., 2008).

Finalmente, pode-se dizer que a qualidade das pecas sinterizadas a laser
depende muito da selecdo apropriada dos parédmetros de processo. Além dos
parametros ajustaveis da maquina, inclui-se também o tipo de laser e o material em pé.
Isso porque o processo de SLS nao é apenas controlado pela quantidade e velocidade
de fornecimento de energia, mas em grande parte pela interagdo entre laser e material
(KRUTH et al., 2003).

A maioria das tecnologias de AM existentes, incluindo a SLS, geralmente pode
processar apenas materiais proprietarios fornecidos pelos vendedores, e a maioria
destes materiais ndo sao biocompativeis. Esta limitagdo de materiais apresenta uma
grande oportunidade de pesquisa para explorar varios materiais para a fabricagao direta
de arcabougos (CHUA; LEONG; AN, 2014).

Para explorar as vantagens da SLS na fabricagdo de arcabougos poliméricos,
existe uma necessidade de investigar pds de biomateriais poliméricos adequados que

possam ser processados por SLS sem comprometer as suas propriedades. Para tanto,
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o requisito principal € que o método de processamento ndo deve alterar as

propriedades quimicas e de biocompatibilidade do material.

3.4 FABRICAGAO DE ARCABOUGCOS DE PVA POR SLS

A SLS é potencialmente capaz de produzir arcabougos altamente porosos com
interconexao de poros e com formas irregulares, incluindo estruturas contendo canais,
com uma grande variedade de materiais. E possivel utilizar um tnico pé ou uma mistura
de pés diferentes. No caso de polimeros, € um processo livre de solvente e nao
necessita de um processo de aglutinagdo secundario, minimizando, assim, risco de
contaminagédo do material. As limitagdes da SLS incluem o fato de que o material deve
estar em forma de p6 e o tamanho e morfologia do poro ser limitado pelo tamanho de
particula do p6. Arcaboucos fabricados por SLS possuem poros com tamanhos que séo
distribuidos em uma grande faixa de valores. Uma vez que a SLS envolve altas
temperaturas de processamento, ela é limitada ao processamento de polimeros
termicamente estaveis (LEONG; CHEAH; CHUA, 2003; YEONG et al., 2004).

Wiria, Leong e Chua (2010) realizaram uma modelagem do processo de
transferéncia de calor para compreender os fendmenos da sinterizagdo do pd de
biomaterial polimérico, sendo o modelo validado utilizando o material PVA. As
propriedades importantes do material foram condutividade térmica, difusividade térmica,
calor especifico, refletividade e coeficiente de absor¢do do pd. Os parametros
predominantes em relagcéo ao feixe de laser foram poténcia e velocidade de varredura.
Alteragdes na poténcia do laser seriam diretamente proporcionais as alteracbes na
distribuicdo da intensidade do laser, enquanto alteragdes na velocidade de varredura
afetariam inversamente a distribuicdo da intensidade do laser. Através do ajuste desses
parametros da maquina, o grau de sinterizagdo desejado do p6 de biomaterial

polimérico na fabricagcao de arcaboucgos para a TE pode ser obtido.
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3.4.1 SLS de arcaboucos de PVA

A literatura reporta que dois grupos de pesquisa investigaram a fabricacdo de
arcabougos utilizando o PVA puro por meio do processo de SLS, para a reparagao e
substituicdo de tecidos humanos. Um dos grupos é da Nanyang Technological
University em Cingapura (CHUA et al., 2004; TAN et al., 2005; WIRIA et al., 2008;
WIRIA; LEONG; CHUA, 2010) e o outro da Central South University na China (SHUAI et
al., 2013a; SHUAI et al., 2013b).

Comecgando com os trabalhos realizados pelos pesquisadores da Nanyang
Technological University (CHUA et al., 2004; TAN et al., 2005), eles estudaram a
possibilidade de utilizar o polimero biocompativel PVA na SLS para obter amostras
porosas para o desenvolvimento de arcabougos para TE na reparacao e substituicao de
tecidos humanos. Eles investigaram a influéncia dos parametros do processo de SLS
na qualidade de sinterizagdo e microestrutura resultante das amostras sinterizadas. A
sinterizagdo foi realizada na maquina de SLS comercial Sinterstation 2500 (3D
Systems, Inc.).

Foi utilizado o p6 de PVA (99+% hidrolisado, M,, de 89.000-98.000 g/mol) obtido
da Aldrich Chemical Company, Inc. A Tr, e Tqg do PVA dependem do grau de reticulagdo
e variam de 220 °C a 240 °C e 58 °C a 85 °C, respectivamente.

A Figura 3.8 mostra a micrografia, obtida por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), do pé de PVA como recebido. As particulas possuem formato
esférico com textura irregular na superficie (tamanho médio de particula de

aproximadamente 50-100 pym).

Figura 3.8 - Micrografia do pé de PVA como recebido
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Fonte: Chua et al. (2004) e Tan et al. (2005).
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Discos circulares com diametro de 16 mm e espessura de 0,762 mm foram
projetados para assegurar que as amostras se encaixem em uma placa de cultura de
células de 24 pocgos, e sinterizados para estudar os parametros o6timos de
processamento. Foi investigada a influéncia dos principais parametros do processo de
SLS, poténcia do laser, velocidade de varredura e temperatura do leito de p6é no grau
de sinterizagdo. A poténcia do laser variou de 3-15 W, a velocidade de varredura de
1270-5080 mm/s e a temperatura do leito de 60-65 °C, que esta proxima da Ty do PVA.

A Figura 3.9 mostra o resultado da sinterizagdo do PVA utilizando temperatura do
leito de 65 °C, velocidade de varredura de 2540 mm/s e poténcia de 13 W e 15 W. A

formagao de pescogo entre particulas pode ser observado nas imagens (circulado).

Figura 3.9 - Micrografias das amostras fabricadas com 2540 mm/s e (a) 13W e (b) 15 W

Fonte: Chua et al. (2004).

Os autores concluiram que para a fabricagcdo bem sucedida de arcaboucgos de
PVA, a poténcia do laser deve estar entre 13 W e 15 W, a velocidade de varredura
entre 1270 mm/s e 1778 mm/s e a temperatura do leito deve ser de 65 °C. Com esses
valores de parametros, as amostras obtidas apresentaram melhor integridade estrutural
de modo que puderam ser manuseadas. Tentativas de sinterizagdo com velocidade de
1270 mm/s e 16 W resultaram em chama nas amostras, sugerindo que a combinagao
de baixa velocidade de varredura e alta poténcia do laser levou a uma excessiva
densidade de energia fornecida as amostras.

Em um outro estudo, o mesmo grupo da Nanyang Technological University
(WIRIA; LEONG; CHUA, 2010) realizou uma medicao estatistica para quantificar o

tamanho de poro e a largura do pescogo em amostras sinterizadas com velocidade de
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varredura de 1778 mm/s, poténcia do laser de 13 e 14 W e temperatura do leito de 65
°C.

Segundo os autores houve uma diferenga consideravel no efeito de sinterizagéo
utilizando poténcias do laser separadas por apenas 1 W. Com poténcia do laser mais
baixa, 13 W (Figura 3.10-a), o efeito de sinterizagdo atingiu apenas o estagio inicial da
formacédo de pescocgo. Por outro lado, a maior poténcia do laser, 14 W, resultou em
maior efeito de sinterizagdo (Figura 3.10-b). A medi¢do da largura do pescog¢o do
arcabougo fabricado com 13 W foi de 78,24 + 20,02 um e com 14 W de 85,55 + 44,30
pum. O tamanho médio do poro (circulado) formado em amostras fabricadas com 13 W

foi de 133,04 + 24,64 ym, enquanto as amostras fabricadas com 14 W teve poros

formados com tamanho de 91,06 = 17,54 ym.

Figura 3.10 - Micrografias do PVA sinterizado com velocidade de varredura de 1778 mm/s e poténcia do
laser de (a) 13W e (b) 14 W

Fonte: Wiria, Leong e Chua (2010).

Esses resultados mostram que com maior intensidade de energia obtida pelo
polimero, a sinterizagdo resulta em maior largura de pescog¢o e menor tamanho de poro.
Isso oferece a flexibilidade de controlar os par@metros da maquina para obter o grau de
sinterizagdo desejado do pé de biopolimero na fabricagao de arcabougo para TE.

A Figura 3.11 mostra um arcabougo de PVA com boa estabilidade fabricado por
SLS. O arcaboucgo foi projetado para ter 16 mm de didmetro e 4,5 mm de altura. Os

macroporos foram projetados para serem de 1 mm x 1 mm.
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Figura 3.11 - Arcabougo de PVA

Macroporos

Fonte: adaptado de Wiria, Leong e Chua (2010).

Em um outro trabalho de pesquisa (WIRIA et al., 2008) foi utilizado o mesmo
material, PVA em pé 99+% hidrolisado, M,, de 89.000-98.000 g/mol (Aldrich Chemical
Company, Inc.). O tamanho das particulas do PVA como recebido se encontravam
entre 42-372 ym. O p6 de PVA foi moido com um moedor doméstico, utilizando
particulas congeladas a -20 °C, e peneirado para obter uma distribuigdo de tamanho de
particula mais uniforme, entre 10-75 ym e 50-100 pm.

Utilizou-se a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) para verificar a estabilidade quimica do PVA através de possiveis alteracdes nas
composicdes quimicas. Trés amostras diferentes foram avaliadas: pé de PVA como
recebido, pé6 de PVA moido e amostra sinterizada utilizando pé com tamanho de
particula de 50-100 um, poténcia do laser de 13 W, velocidade de varredura de 2032
mm/s, espessura da camada de p6 de 0,1524 mm e temperatura do leito de 80 °C.

O resultado € apresentado na Figura 3.12. Todas as amostras possuem curvas
muito semelhantes, com ocorréncias de pico muito parecidas. Isso indica que as
ligagdes importantes C—H, C-0O, O-H e C-C aparecem em um padrdo semelhante na
analise das trés amostras. Os resultados de FTIR mostram que os processos de
moagem e sinterizacdo ndo comprometem a composi¢do quimica do PVA e nem

causam degradacgao.
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Figura 3.12 - Comparacéo entre espectro de FTIR de PVA como recebido, moido e sinterizado
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Fonte: adaptado de Wiria et al. (2008).

O grupo da Nanyang Technological University concluiu que os resultados
positivos obtidos a partir da SLS de pds de PVA demonstraram a viabilidade do uso de
PVA como material para a fabricagdo de arcabougos para TE. Além disso, a SLS
oferece um bom controle pelo usuario das microestruturas dos arcabougos, ajustando
seus principais parametros de processo: poténcia do laser e velocidade de varredura.

Os trabalhos realizados pelos pesquisadores da Central South University (SHUAI
et al., 2013a; SHUAI et al., 2013b) avaliaram porosidade e propriedade do material,
além de ensaios in vitro que foram utilizados para investigar a bioatividade e
biocompatibilidade de arcabougos de PVA para aplicagcdées na TE dsseo.

O po6 de PVA utilizado por Shuai et al. (2013a) e Shuai et al. (2013b) (99+%
hidrolisado, M,, de 89.000-98.000 g/mol, grau de polimerizacdo=1700, Nippon Synthetic
Chemical Industry Co. Ltd.), possui Ty entre 220-240 °C e T4 entre 58-85 °C.
Basicamente, esse PVA tem as mesmas caracteristicas do PVA utilizado pelo grupo da
Nanyang Technological University.

Os autores utilizaram um sistema de sinterizagdo a laser desenvolvido por eles

para fabricar os arcaboucos porosos de PVA. Nesse sistema o laser de CO; tem
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poténcia maxima de 100 W. A intensidade de energia do laser sobre o diametro do feixe
de laser segue a distribuicdo gaussiana. O feixe de laser pode ser focalizado em um
spot minimo (didmetro de 50 uym) por um sistema optico.

A micrografia do p6 de PVA como recebido (Figura 3.13) mostra que as
particulas possuem formato irregular e tamanho de particula ndo uniforme

(aproximadamente 20-200 um).

Figura 3.13 - Imagem de MEV do p6 de PVA como recebido

Fonte: Shuai et al. (2013a).

No trabalho de Shuai et al. (2013a) amostras de PVA foram sinterizadas com
poténcia do laser de 4, 8, 12 e 16 W, espessura da camada de 0,15 mm, velocidade de
varredura de 600 mm/min, temperatura do leito de 70 °C, espagcamento entre
varreduras de 2 mm e tamanho de spot de 0,8 mm.

As micrografias da superficie das amostras sinterizadas com diferentes poténcias
do laser sdo mostradas na Figura 3.14. Apds o processo com 4 W, havia apenas
algumas particulas fundidas e conectadas entre si (Figura 3.14-a). Com poténcia do
laser de 8 W (Figura 3.14-b) e 12 W (Figura 3.14-c) houve um aumento da fuséo e
formacédo de pescogo entre as particulas ao passo que foram formados microporos
(circulados), resultantes de uma fusédo incompleta do p6. Quando a poténcia do laser
aumentou para 16 W, as particulas fundiram completamente e uma estrutura compacta
foi formada (Figura 3.14-d). Concluiu-se que a poténcia do laser adequada se encontra
entre 8-12 W.
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Figura 3.14 - Micrografias da morfologia da superficie das amostras sinterizadas: (a) 4 W, (b) 8 W, (c) 12
We ()16 W

X100 100pm

Fonte: Shuai et al. (2013a).

A Figura 3.15 mostra o resultado obtido por Difracdo de Raios-X (DRX) do p6 de

PVA como recebido e das amostras sinterizadas com 8, 12 e 16 W.

Figura 3.15 - Difratograma do PVA: (a) como recebido, (b) sinterizado com 8 W, (c) 12W e (d) 16 W
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Fonte: adaptado de Shuai et al. (2013a).
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Os picos de difracdo do PVA estdo associados com a fase cristalina presente no
PVA (blocos retangulares). A intensidade desses picos diminuiu gradualmente com o
aumento da poténcia do laser, isto €, o grau de cristalinidade diminuiu com o aumento
da poténcia do laser. Além disso, observou-se que um novo pico (circulado) apareceu
para a amostra fabricada com poténcia do laser de 16 W. Pode-se dizer que com 16 W
a energia térmica foi excessiva e ocorreu decomposigao térmica.

Um modelo de arcabougo tetragonal foi fabricado com poténcia do laser de 8 W
(Figuras 3.16-a e 3.16-b) e possui estrutura porosa totalmente interligada. Os

macroporos (poros projetados) sdo mostrados na Figura 3.16-c.

Figura 3.16 - Arcabouco de PVA (a) e (b), poro projetado (c)

Fonte: Shuai et al. (2013a).

No modelo projetado a porosidade era de 60%, enquanto a porosidade medida
foi de 67,9 + 2,7%, maior do que a porosidade projetada devido a presenca de
microporos. De acordo com os autores, a porosidade de 67,9 + 2,7% € adequada para
arcabougos 0sseos.

O arcabouco sinterizado foi submetido a analise de bioatividade utilizando fluido
corporal simulado (Simulated Body Fluid - SBF), uma solugdo que tem concentragao
ibnica e pH semelhantes ao plasma sanguineo humano. A observagao visual mostrou
que ele inchou em SBF, mas permaneceu estavel e intacto mesmo apds o equilibrio ser
alcangado. Como mostra a Figura 3.17, apos ter sido imerso em SBF durante sete dias,
a morfologia superficial do arcabougo pareceu ter mais poros com dimensdes maiores
devido principalmente a sua solubilidade em agua. Ndo houve deposi¢cdo aparente

sobre o material, indicando que o PVA atuou como um material bioinerte.
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Figura 3.17 - Micrografias da superficie do arcabougo: (a) antes e (b) apds imersdo em SBF

* P20kv X100 100pm

Fonte: Shuai et al. (2013a).

Estudos de cultura celular foram realizados para avaliar a biocompatibilidade in
vitro de amostras de arcabougo de PVA. A morfologia celular e a interagao entre as
células MG-63 de osteossarcoma humano e os arcabougos, apds quatro e dez dias de
cultura, foram analisadas por MEV (Figura 3.18). As células MG-63 foram capazes de
aderir ao arcabougo. Apods cultura celular durante quatro dias, as células MG-63
estavam apenas no estagio inicial de adesdo e a maioria das células estavam
separadas e com aparéncia esférica (Figura 3.18-a). Apds dez dias, a ponte entre as

células aumentou significativamente (Figura 3.18-b).

Figura 3.18 - Imagens de MEV de células MG-63 cultivadas no arcabougo de PVA: (a) apds cultura
celular por 4 dias, (b) apés 10 dias

20kV X4,000

Fonte: Shuai et al. (2013a).

Os testes de cultura celular mostraram que os arcaboucgos sinterizados de PVA
foram capazes de proporcionar um ambiente apropriado para células MG-63, que

puderam se adaptar bem e crescer no arcabouco.
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Em outro trabalho de pesquisa (SHUAI et al., 2013b), foram projetados modelos
complexos de arcabougo. Com o mesmo material, PVA, e com os mesmos parametros
de processo de SLS utilizados para produzir o modelo de arcabougo tetragonal no
trabalho de pesquisa anterior (poténcia do laser de 8 W, espessura da camada de 0,15
mm, velocidade de varredura de 600 mm/min, espagamento entre varreduras de 2 mm
e tamanho de spot de 0,8 mm), outros tipos de arcabougos porosos foram fabricados:
cilindrico, piramidal e trapezoidal (Figura 3.19). Os arcabougos estavam de acordo com

0os modelos projetados e tinham uma estrutura porosa intacta.

Figura 3.19 - Arcaboucos de PVA: (a) cilindrico, (b) piramidal e (c) trapezoidal
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Fonte: Shuai et al. (2013b).

A porosidade do arcabouco cilindrico foi de 83,35% + 1,2%, do piramidal foi de
75,51% + 2% e do trapezoidal foi de 75,02% + 2,5%. Os valores da porosidade de todos
0os arcaboucgos sinterizados foram maiores que os dos modelos projetados devido a
presenga de microporos.

Arcaboucos com formatos diferentes foram produzidos com sucesso através da
SLS com p6 de PVA. Além disso, os arcabougos mostraram ser adequados para
adeséo e crescimento de células MG-63. Com os resultados apresentados, o grupo de
pesquisa da Central South University demonstrou a viabilidade do uso de p6 de PVA
como material para a fabricagdo de arcaboucgos para TE através de SLS.

Um resumo dos trabalhos de pesquisa do grupo da Nanyang Technological
University em Cingapura (CHUA et al., 2004; TAN et al., 2005; WIRIA et al., 2008;
WIRIA; LEONG; CHUA, 2010) e do grupo da Central South University na China (SHUAI
et al., 2013a; SHUAI et al., 2013b) € apresentado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Resumo dos trabalhos de pesquisa do grupo da Nanyang Technological University (CHUA et
al., 2004; TAN et al., 2005; WIRIA et al., 2008; WIRIA; LEONG; CHUA, 2010) e do grupo da Central
South University (SHUAI et al., 2013a; SHUAI et al., 2013b)

Nanyang Technological University (Cingapura) Central South University (China)

- Maquina: Sinterstation 2500 - Sistema de SLS desenvolvido por eles

- PVA (99+% hidrolisado, MW 89.000-98.000 g/mol) - PVA (99+% hidrolisado, MW 89.000-98.000 g/mol)
- Tamanho médio de particula: ~ 50-100 pm - Tamanho de particula: ~ 20-200 pm

- Pardmetros adequados: pot. laser 13 W-15 W,

vel. varredura 1270 mm/s-1778 mm/s, temp. leito - Parametros adequados: pot. laser 8 W-12 W, vel.

65 °C varredura 10 mm/s, temp. leito 70 °C

- Vel. varredura 1778 mm/s, pot. laser 13 e 14 W -> -DRX-> 8, 12 e 16 W -> grau de cristalinidade
diferenca de 1 W -> consideravel no efeito de diminuiu com o aumento da poténcia do laser; novo
sinterizagao pico apareceu com 16 W -> decomposi¢ao térmica

- FTIR -> pot. laser 13 W, vel. varredura 2032
mm/s, temp. leito 80 °C -> processo de
sinterizagao nao alterou a composigao quimica do
PVA e nem causou degradacgao

- Pot. laser de 8 W -> cultura celular para avaliar a
biocompatibilidade -> adesao e crescimento de
células MG-63 de osteossarcoma humano

Fonte: A autora (2017).

A partir dos trabalhos de pesquisa apresentados por Chua et al. (2004), Tan et al.
(2005), Wiria et al. (2008), Wiria; Leong; Chua, (2010), Shuai et al. (2013a) e Shuai et
al. (2013b), é possivel concluir que os parametros do processo de SLS poténcia do
laser e velocidade de varredura influenciam consideravelmente o processo de SLS do
material PVA. Através do ajuste desses parametros € possivel controlar a
microestrutura dos arcaboucos.

Apesar do fato de que os dois grupos de pesquisa utilizaram o mesmo material
PVA porém com particulas de diferentes formatos e diferentes maquinas de SLS,
arcabougos porosos de PVA foram produzidos com sucesso através da SLS. Portanto,
€ evidente que o PVA pode ser sinterizado a laser para a fabricacdo de arcaboucos
para aplicagbes em engenharia de tecidos.

Outros estudos podem ser realizados em relagado aos parametros do processo de
SLS, diferentes geometrias de arcabougos e diferentes tipos de células, a fim de
ampliar a aplicacdo de arcabougos de PVA, como no caso da utilizagdo de arcaboucos
para estudos in vitro, uma area relativamente nova na qual se insere o projeto dessa
tese. Na presente tese foi investigada a influéncia da poténcia do laser e numero de
varreduras do laser na microestrutura na superficie das amostras e nas propriedades do
PVA (grau de cristalinidade e estabilidade quimica), utilizando diferentes faixas de

tamanho de particula do p6 (20-320 um, 20-250 pm e 20-74 um). Além disso, testes
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preliminares de cultura celular in vitro foram realizados utilizando células osteoblasticas

derivadas de osteossarcoma humano SaOs-2 e fibroblastos humanos HFF-1.

3.4.2 SLS na producgao de arcabougos de compdsitos de PVA e de outros materiais

Chua et al. (2004) e Wiria et al. (2008) incorporaram hidroxiapatita (HA), 10-30%
em peso e 21,5% em peso respectivamente, na matriz de PVA para promover o
crescimento de células Osseas. Shuai et al. (2014) incorporaram silicato de calcio
(CaSiOs3), 5-20% em peso, na matriz de PVA aumentando a bioatividade dos
arcabougos e demonstrando ser substratos viaveis para a adesao e proliferacao de
células MG-63 de osteossarcoma humano. Shuai et al. (2015) incorporaram 6xido de
grafeno (GO), até 4,5% em peso, na matriz de PVA para melhorar as propriedades
mecanicas para aplicagdo em engenharia de tecido 6sseo, e células MG-63 aderiram,
cresceram e proliferaram durante a cultura celular.

A SLS também ja foi investigada na produg¢do de arcabougos 3D porosos para
aplicacdes na TE utilizando varios outros materiais poliméricos biocompativeis.

O processo de SLS de policaprolactona (PCL) foi estudado por Tan et al. (2005),
Williams et al. (2005), Yeong et al. (2010), Liao et al. (2011) e Lohfeld et al. (2010).
Huang et al. (2006) fabricaram arcabougos de PCL e 80% em peso de particulas de
NaCl como agente porogénico. Lee et al. (2011) fabricaram arcabougos de PCL que
foram posteriormente combinados com hidrogel de polimero.

Tan et al. (2005) e Zhou et al. (2008) produziram arcabougos de poli(L-acido
lactico) (PLLA). Tan et al. (2005) investigaram a fabricagdo de arcaboucos de poli(éter
éter cetona) (PEEK). Pereira (2015) utilizou a SLS para a construgdo de arcaboucos
porosos de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) com aplicacédo potencial em engenharia de
tecido 0sseo.

Em relagdo as bioceramicas, Tan et al. (2005) utilizaram SLS para produzir
arcabougcos de PEEK/HA. Zhou et al. (2008) construiram arcabougos porosos de
PLLA/CHA (hidroxiapatita carbonatada). Wiria et al. (2007), Eosoly et al. (2010) e
Eshraghi e Das (2012) utilizaram PCL e HA para fabricar arcabougos por SLS. Liu et al.
(2013) produziram arcabougos de PLLA/B-TCP (fosfato B-tricalcico).
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O biomaterial polimérico policaprolactona (PCL) é provavelmente o material mais
estudado para a fabricagdo de arcabougos por SLS devido principalmente ao seu custo
(CHUA; LEONG; AN, 2014). De fato, o material PCL é significativamente o polimero
menos dispendioso entre os polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis geralmente
utilizados na fabricagdo de arcabougos na TE. Por outro lado, o PVA é um material
consideravelmente mais barato que o PCL. O preco de 500 g de p6é de PVA (M,, de
89.000-98.000 g/mol, 99+% hidrolisado) é de 105,50 ddlares (SIGMA-ALDRICH, 2017),
ao passo que 500 g de p6 de PCL (M,, de 50.000 g/mol) esta custando 182,00 ddlares
(POLYSCIENCES, Inc., 2017). Além disso o PVA possui caracteristicas adequadas
para a sua utilizagdo na produgao de arcaboucos, tornando-se um material interessante

a ser investigado na produgao de arcaboucgos por SLS.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo apresentados material, equipamento, procedimento
experimental e técnicas de caracterizagdo do p6é do material poli(alcool vinilico) e das

amostras sinterizadas que foram utilizados no desenvolvimento dessa tese.

41 MATERIAL

O material utilizado foi o pé de PVA (M, de 89.000-98.000 g/mol, 99+%
hidrolisado) comprado da Sigma-Aldrich (total de 5 kg).

4.2 EQUIPAMENTO DE SINTERIZAGAO SELETIVA A LASER

Os experimentos foram realizados na maquina de SLS Sinterstation 2000 (3D
Systems, Inc.), localizada no Centro de Tecnologia da Informagédo Renato Archer (CTI)
em Campinas, Sdo Paulo. Essa maquina possui laser de CO, com poténcia de até 50
W, comprimento de onda de 10,3 ym e tamanho de foco (spot) de 450 ym. Como pode
ser visto na Figura 4.1 seus principais componentes sao: plataforma de construcgao,
laser de CO,, rolo, aquecedores, alimentadores de po, coletores para o excesso de po6 e
entradas de nitrogénio. Também pode ser visto o leito de pé na Figura 4.1.

O processo de SLS, como ocorre na maquina Sinterstation 2000, se inicia com a
formacédo da primeira camada de pdé na plataforma de construgdo, com movimentos
sincronizados da base de um dos reservatérios de alimentacdo do material para cima e
da plataforma de construgcéo para baixo, sendo essa altura a espessura da camada de
p6 que foi previamente especificada. Entdo o rolo se movimenta na diregcdo da outra
extremidade espalhando, compactando e nivelando o p6 formando, assim, a primeira
camada. O p6 excedente é recolhido em coletores. Na sequéncia, o feixe de laser de
CO; é direcionado para o leito de p6 e funde as particulas do material para formar a
geometria da secao transversal do modelo digital. Logo apds, o processo se repete até

a completa construcéo da peca.



Figura 4.1 - Maquina de SLS Sinterstation 2000 utilizada para os experimentos (localizada no CTI)
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Fonte: A autora (2017).
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4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos principais parametros do processo de
SLS nas propriedades dos arcabougos e do material PVA, os experimentos foram

realizados em trés etapas.

4.3.1 Primeira etapa

Na primeira etapa foram variados os parametros temperatura do leito de po,
temperatura dos alimentadores, poténcia do laser, espacamento entre as varreduras do
laser e espessura da camada de pé. A velocidade de varredura do laser foi mantida
constante, em 2000 mm/s, uma vez que nao é possivel variar esse parametro na
maquina Sinterstation 2000. Testes iniciais na maquina foram realizados com a
fabricacdo de amostras em forma de disco circular com diametro de 15 mm e altura de
1 mm. Foram fabricadas 6 amostras de cada conjunto exceto os conjuntos 19 e 20 (2

amostras). A Tabela 4.1 apresenta os parametros estudados na primeira etapa.

Tabela 4.1 - Par@metros de processo - primeira etapa

Conjunto Temp. leito de p6 / Poténcia do Espagamento entre Espessura da
alimentadores (°C) laser (W) as varreduras (mm) camada (mm)

1 65/40 22 0,12 0,15

65/40 26 0,12 0,15
3 65/40 22 0,12 0,22
4 65/40 26 0,12 0,22
5 65 /65 22 0,12 0,22
6 65/65 26 0,12 0,22
7 70/70 24 0,12 0,22
8 70/70 26 0,12 0,22
9 70/70 28 0,12 0,22
10 70/60 22 0,12 0,22
11 70/60 24 0,12 0,22
12 70/ 60 26 0,12 0,22
13 70/60 22 0,10 0,22
14 70/60 24 0,10 0,22
15 70/60 26 0,10 0,22
16 70/60 22 0,14 0,22
17 70/60 24 0,14 0,22
18 70/60 26 0,14 0,22
19 90/50 35 0,12 0,15
20 90 /50 26 0,08 0,15

Fonte: A autora (2017).
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Esses parametros foram selecionados apods pré-testes realizados tendo como
base os parémetros utilizados por Chua et al. (2004), Tan et al. (2005), Wiria et al.
(2008), Wiria; Leong; Chua (2010) e Shuai et al. (2013a). Todas as amostras foram

produzidas com a camara fechada.

4.3.2 Segunda etapa

Na segunda etapa foram variados poténcia do laser e espessura da camada de
poé (Tabela 4.2-a); as temperaturas do leito de pd e dos alimentadores foram
selecionadas em 80 °C e 60 °C respectivamente, e o espagamento entre as varreduras

do laserem 0,12 mm.

Tabela 4.2 - Par@metros de processo - segunda etapa

(@) (b)

Conjunto Poténcia do  Espessura da Conjunto Poténcia do N° de varreduras
laser (W) camada (mm) laser (W) do laser

1 26 0,22 1 26 1
2 28 0,22 2 28 1
3 30 0,22 3 30 1
4 32 0,22 4 32 1
5 26 0,30 5 26 2
6 28 0,30 6 28 2
7 30 0,30 7 30 2
8 32 0,30 8 32 2
9 26 0,38 9 26 4
10 28 0,38 10 28 4
11 30 0,38 11 30 4
12 32 0,38 12 32 4
13 34 0,38 13 26 6
14 36 0,38 14 28 6
15 38 0,38 15 30 6
16 40 0,38 16 32 6
17 26 0,42 17 34 1
18 28 0,42 18 36 1
19 30 0,42 19 38 1
20 32 0,42 20 40 1
21 34 0,42

22 36 0,42

23 38 0,42

24 40 0,42

Fonte: A autora (2017).
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Posteriormente, a poténcia do laser e o numero de varreduras do laser foram
variados (Tabela 4.2-b) e as temperaturas do leito de pé e dos alimentadores foram
mantidas em 80 °C e 60 °C respectivamente, o espagamento entre as varreduras do
laser em 0,12 mm e foi selecionada a espessura da camada de p6é de 0,46 mm. A
velocidade de varredura do laser foi mantida constante (2000 mm/s). As amostras foram
fabricadas em forma de disco circular com didmetro de 9 mm e altura de 2 mm. Os
discos possuem diametro de 9 mm para que se encaixem nas cavidades de uma placa
para cultura de células com 48 pocos para condi¢gdes de cultura estatica. Foram
fabricadas 6 amostras de cada conjunto. Todas as amostras foram produzidas com a

camara fechada.

4.3.3 Terceira etapa

Na terceira etapa o p6 do material PVA foi peneirado e foram realizados
experimentos para cada faixa de tamanho de particula variando a poténcia do laser. A
espessura da camada foi selecionada de acordo com o tamanho de particula. As faixas
de tamanho de particula foram: 20-250 um, 20-74 ym, 74-149 pm, 149-250 um e 250-
320 ym. No caso das particulas entre 20-250 ym foi variado também o numero de
varreduras do laser. Os experimentos com particulas entre 20-250 um foram realizados
com a camara fechada mantendo em 80 °C e 60 °C as temperaturas do leito de p6 e
dos alimentadores respectivamente. Com as outras faixas os testes foram realizados
com a camara aberta devido a pouca quantidade de material, ndo suficiente para um
processo automatico, com temperatura do leito de pé6 em torno de 50 °C e em
temperatura ambiente a temperatura dos alimentadores. O espacamento entre as
varreduras do laser foi mantido em 0,12 mm e a velocidade de varredura do laser em
2000 mm/s. As amostras foram fabricadas em forma de disco circular com didmetro de
9 mm e altura de 2 mm e foram fabricadas 6 amostras de cada conjunto. A Tabela 4.3

apresenta os parametros estudados na terceira etapa.
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Tabela 4.3 - Parametros de processo - terceira etapa

Conjunto Poténcia do Espessura da N° de varreduras
laser (W) camada (mm) do laser

Camara 1 26 0,40 1
fechada, 2 28 0,40 1
mistura 20-250 3 30 0,40 1
pm 4 32 0,40 1
5 26 0,22 1
Camara aberta, 6 28 0,22 1
20-74 um 7 30 0,22 1
8 32 0,22 1
9 26 0,40 1
Camara aberta, 10 28 0,40 1
74-149 um 11 30 0,40 1
12 32 0,40 1
13 26 0,40 1
Camara aberta, 14 28 0,40 1
149-250 uym 15 30 0,40 1
16 32 0,40 1
17 26 0,40 1
Camara aberta, 18 28 0,40 1
250-320 uym 19 30 0,40 1
20 32 0,40 1
Camara 21 26 0,40 2
fechada, 22 28 0,40 2
mistura 20-250 23 30 0,40 2
pm 24 32 0,40 2

Fonte: A autora (2017).

4.3.4 Cultura celular

Amostras da segunda etapa sinterizadas a laser com poténcia de 26 W e numero
de varreduras do laser 4 e 6 (conjuntos 9 e 13 respectivamente), e 32 W e numero de
varreduras do laser 4 e 6 (conjuntos 12 e 16 respectivamente) (Tabela 4.2-b), foram
submetidas a testes de cultura celular. As amostras foram lavadas por ultrassom em
agua deionizada por 20 minutos e entdo deixadas para secar em forno (~37 °C) por 72
horas. Posteriormente, as amostras foram esterilizadas pela imersdo em solugado de
etanol 70% (v/v) por 24 horas e entdo lavadas com solugéo salina fosfato tamponada
(PBS) para a remocao do etanol. Com essas amostras foram realizados testes com

células osteoblasticas derivadas de osteossarcoma humano SaOs-2.
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A linhagem de osteoblasto derivada de osteossarcoma humano (SaOs-2;
ATCC®HTB-85") foi cultivada em meio de cultura McCoy's 5A (Sigma-Aldrich),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Sigma-Aldrich) e 100 IU/ml de
penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (GIBCO). Os frascos de cultivo foram mantidos
em estufa umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C, e observados diariamente em
microscopio optico. A troca de meio foi realizada a cada dois dias e os repiques foram
feitos quando a cultura atingia aproximadamente 80% de confluéncia. Para o teste de
adeséo celular por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), foi utilizada a densidade
de 1x10*/mL de células em placa de 24 pocos. O meio contendo as células foi
depositado sobre as amostras seguido de incubagao por trés dias.

Também foram submetidas a testes de cultura celular amostras dos conjuntos 14
e 15 da segunda etapa, sinterizadas a laser com poténcias de 28 W e 30 W
respectivamente, e numero de varreduras do laser 6 (Tabela 4.2-b). As amostras foram
lavadas por ultrassom em agua deionizada por 20 minutos e entdo deixadas para secar
em forno (~37 °C) por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram esterilizadas pela
imersdo em solugdo de etanol 70% (v/v) por 24 horas e entdo lavadas com solugéo
salina fosfato tamponada (PBS) para a remogao do etanol. Com essas amostras foram
realizados testes com fibroblastos humanos HFF-1.

A linhagem de fibroblasto humano HFF-1 (ATCC®SCRC-1041™) foi cultivada em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM Ham’s F12 - Sigma-
Aldrich), suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB; Sigma-Aldrich) e 100 IU/ml
de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina (GIBCO). Os frascos de cultivo foram
mantidos em estufa umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C, e observados diariamente
em microscopio optico. A troca de meio foi realizada a cada dois dias e os repiques
foram feitos quando a cultura atingia aproximadamente 80% de confluéncia. Para o
teste de adesdo celular por MEV foi utilizada a densidade celular de 1x10°/mL de
células em placa de 24 pocos. O meio contendo as células foi depositado sobre as
amostras seguido de incubagédo por trés e seis dias.

Para a analise por MEV, apds os tempos de incubagcdo com as amostras, as
superficies foram submersas em solugdo fixadora contendo glutaraldeido 1,8%

(Electron Mycroscope Sciences), sacarose 3M e cacodilato de so6dio 1M (Sigma-
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Aldrich), por 45 minutos. Depois as amostras foram imersas em uma solugao tampao
(sacarose 3M e cacodilato de so6dio 1M) por 10 minutos, e entdo desidratadas em
alcool, em concentragdes crescentes (35%, 50%, 70% e 100%), por 10 minutos cada.
Por ultimo, foram imersas em hexamethyldisilazane (HDMS; Sigma-Aldrich) por 10
minutos e entdo deixadas para secar. Apdés estarem completamente secas, as
superficies foram cobertas com p6 de ouro para analise.

A investigacdo de biocompatibilidade foi realizada pela analise da adesdo de

células de osteossarcoma e fibroblastos humanos, por meio de MEV.
4.4 CARACTERIZACAO DO PVA E DAS AMOSTRAS SINTERIZADAS
4.4.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura foi utilizada para a caracterizacdo das
propriedades térmicas do material PVA como recebido no que se refere as
temperaturas de fusao (Tn) e de cristalizagao (T;). Também foi realizada uma analise
por DSC do p6é de PVA coletado do leito de pd apds a fabricacdo das amostras da
segunda etapa. Foi utilizado o equipamento Netzsch DSC 404 Pegasus® localizado na
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR). As amostras do pé de PVA foram
aquecidas de 20 °C a 250 °C, com isoterma a 250 °C por 10 minutos, e resfriadas até

75 °C, com taxa de aquecimento/resfriamento de 10 °C/min.
4.4.2 Distribuicao granulométrica do p6 de PVA

A determinagéo da distribuicdo granulométrica do PVA foi realizada através de
peneiramento, em que 5.035,14 g de p6 do material foram submetidos a passagem por
vibragdo através de peneiras de numero 60, 100 e 200 (ASTM/ABNT), que
correspondem as aberturas de malha de, respectivamente, 0,250 mm, 0,149 mm e
0,074 mm. Apds o peneiramento, as fragdes retidas em cada peneira foram pesadas e

as porcentagens do material retido foram calculadas.
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4.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A analise da morfologia e também do tamanho das particulas do pé de PVA
como recebido foi realizada através do microscoépio eletrénico de varredura Tescan
VEGA3 LMU que encontra-se nas instalagbes da PUCPR. O po6 foi submetido ao
processo de recobrimento com ouro.

Através desse mesmo microscopio, foi realiza a analise da microestrutura das
superficies das amostras. As superficies foram previamente metalizadas com ouro.

Além disso, através de MEV foram analisadas as superficies das amostras apos
os testes de cultura celular, também recobertas com ouro, para a investigagcao de

biocompatibilidade pela analise da adesao de células.

4.4.4 Difracao de Raios-X (DRX)

O grau de cristalinidade do p6é de PVA como recebido e do PVA apés o processo
de SLS foi analisado qualitativamente através do difratdmetro de raios-x Shimadzu
XRD-7000, equipado com tubo de cobre com radiagado Ka, A = 0,1541 nm, corrente de
30 mA e tensao de 40 kV. As medidas das intensidades difratadas foram feitas ao longo
de uma regido angular de 4-60° (26), a uma velocidade de varredura de 2°/min e passo
de 0,02°. Foi utilizado porta-amostra de aluminio. O equipamento encontra-se nas
instalagées da PUCPR.

4.4.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Espectros foram utilizados para analisar qualitativamente a estabilidade quimica
do PVA apds o processo de SLS, através da verificacdo de possiveis alteragdes na
estrutura quimica do material. Os espectros foram obtidos na faixa de nimero de onda
de 4000-600 cm™, referente ao infravermelho médio, com resolugdo de 4 cm™ e 16
varreduras, utilizando o modo ATR (reflexdo total atenuada - Attenuated Total
Reflectance). Para a analise do p6 de PVA como recebido, o material foi misturado com

brometo de potassio (KBr) e prensado em pellets. As amostras foram colocadas
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diretamente sobre o cristal de ZnSe. Foi utilizado o equipamento VERTEX 70 da Bruker
que encontra-se no Laboratorio de Espectroscopia Vibracional de Infravermelho da
Universidade Federal do Parana. Posteriormente foi utilizado o equipamento Frontier da
PerkinElmer na PUCPR.

4.4.6 Estimativa do volume de poros

Uma estimativa do volume de poros no interior de um arcabougo pode ser obtida
por meio da relagcao entre densidade e volume, desde que a densidade do material, ps,
utilizado para produzir o arcabougo seja conhecida (ASTM F2450-10). O volume da
amostra, V7, foi determinado através da medicdo das dimensbes da amostra (Vr =
m.r~.h). A massa da amostra, ms, foi medida. O volume de poros, Vp, foi calculado de

acordo com (4.1) e a porcentagem de porosidade foi (Vp/ V7) x 100.

mS

Ps

V=V, — 4.1)

A densidade aparente do material PVA foi obtida experimentalmente. Apds a
medicdo da massa de uma amostra do po, ela foi transferida para uma proveta
graduada e foi realizada a leitura do volume ocupado pela amostra. A densidade do
material PVA foi calculada a partir da relagao entre a massa e o volume ocupado pelo
po resultando no valor de 1,111 g/cm?. Na literatura consta a densidade do PVA entre
1,232-1,329 g/cm® (SUNDARARAJAN, 1999).

A estimativa do volume de poros foi realizada em amostras de 9 mm de diametro
e 2 mm de altura produzidas na segunda etapa. Foi realizada a analise em 2 amostras
de cada conjunto de parametros e os resultados sao apresentados em valores médios

com os respectivos desvios-padrao.

4.4.7 Analise dimensional

Foi realizada uma analise dimensional nas mesmas amostras nas quais foi

estimado o volume de poros. As dimensdes das amostras, didmetro e altura, foram
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medidas através de paquimetro digital. Foram realizadas trés medi¢cdes de cada
dimensdo. Os valores de didmetro e altura sdo apresentados em valores médios com
os respectivos desvios-padrédo e coeficiente de variagdo em porcentagem. A partir dos
valores médios foram determinados os desvios dimensionais em relagdo ao valor

definido no modelo digital, ou seja, 9 mm de didmetro e 2 mm de altura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao em relagdao ao processo de SLS do polimero PVA,
assim como a caracterizagao do p6 de PVA, sao apresentados a seguir, na ordem em
que as atividades foram realizadas.
5.1 PRIMEIRA ETAPA
5.1.1 Caracterizagao do material PVA

A anadlise da morfologia e também do tamanho das particulas do p6 de PVA
como recebido foi realizada por meio de MEV. A Figura 5.1 apresenta imagem de MEV

do p6 de PVA.

Figura 5.1 - Micrografia do pé de PVA como recebido. Barra de escala = 200 pm

Fonte: A autora (2017).

E possivel observar que as particulas possuem formato aproximadamente
esférico e superficie com textura irregular, rugosa. Essas particulas possuem tamanho
nao uniforme que pode variar de 20-320 pm, diferentemente do PVA utilizado pelo
grupo de pesquisadores da Nanyang Technological University (CHUA et al., 2004; TAN

et al., 2005), que apresentou tamanho médio de particula de aproximadamente 50-100
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pum e do PVA utilizado pelo grupo de pesquisadores da Central South University (SHUAI
et al., 2013a) de aproximadamente 20-200 ym.

A Figura 5.2 apresenta o difratograma obtido por DRX do PVA como recebido,
semelhante aos difratogramas do PVA (M,, de 89.000-98.000 g/mol e 99+% hidrolisado)
encontrados nos trabalhos de Chua et al. (2004) e Shuai et al. (2013a), com picos de
difragcado caracteristicos do PVA observados em 11,52°, 19,48°, 22,56° e 40,62° em 26,
associados a fase cristalina. O difratograma apresenta também uma ampla faixa abaixo

dos picos onde predomina a fase amorfa do material.

Figura 5.2 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido
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Fonte: A autora (2017).

5.1.2 Fabricacéo e caracterizagdo do PVA e das amostras apds a SLS

Na sequéncia foram realizados experimentos utilizando valores de parametros do
processo de SLS do PVA selecionados apds pré-testes realizados tendo como base os
parametros utilizados por Chua et al. (2004), Tan et al. (2005), Wiria et al. (2008), Wiria;
Leong; Chua (2010) e Shuai et al. (2013a). Os parametros temperatura do leito de po,
temperatura dos alimentadores, poténcia do laser, espacamento entre as varreduras do
laser e espessura da camada de po foram variados com o objetivo de se obter
estabilidade no processo de sinterizacao.

Durante o processo de SLS do PVA utilizando os parametros do conjunto 1

(temperatura do leito de pé/alimentadores - 65/40 °C, poténcia do laser - 22 W,
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espagamento entre as varreduras - 0,12 mm, espessura da camada - 0,15 mm) e
conjunto 2 (temperatura do leito de pd/alimentadores - 65/40 °C, poténcia do laser - 26
W, espacamento entre as varreduras - 0,12 mm, espessura da camada - 0,15 mm)
(Tabela 4.1), as amostras se arrastaram no leito de p6. Uma melhor estabilidade no
processo foi obtida aumentando-se a espessura da camada de 0,15 mm para 0,22 mm
(conjuntos 3 e 4), assim como aumentando-se a temperatura dos alimentadores de 40
°C para 65 °C (conjuntos 5 e 6).

Nos conjuntos 7, 8 e 9, aumentou-se a temperatura tanto do leito de pé como dos
alimentadores para 70 °C. No caso do conjunto 9, utilizando poténcia de 28 W, as
amostras se deslocaram levemente no leito de p6 durante o processo. A temperatura
dos alimentadores foi diminuida para 60 °C para a realizagdo dos testes dos conjuntos
10, 11 e 12 e também n&o houve deslocamento das amostras. Ja para os conjuntos 13,
14 e 15, o espacamento entre as varreduras do laser foi diminuido de 0,12 mm para
0,10 mm. No caso da poténcia do laser de 26 W (conjunto 15) houve o empenamento e
deslocamento de todas as amostras.

Nos conjuntos 16, 17 e 18, aumentou-se o espagamento entre as varreduras do
laser para 0,14 mm, o que resultou em amostras mais frageis e no caso do conjunto 18,
com 26 W, houve um leve deslocamento das amostras durante o processo.

Nos conjuntos 19 e 20 houve um aumento da temperatura do leito de p6 para 90
°C e diminuicdo da temperatura dos alimentadores para 50 °C e também a diminuigcéo
da espessura da camada de po para 0,15 mm, em uma tentativa de se fornecer maior
densidade de energia ao leito de pd. Além disso, no conjunto 19 foi utilizada uma
poténcia mais alta, 35 W, e no conjunto 20 um espagamento entre as varreduras do
laser menor, 0,08 mm, resultando em deslocamento das amostras em ambos os
conjuntos.

Todas as amostras sinterizadas na primeira etapa apresentaram estruturas com
muita dificuldade no manuseio, como se fossem esfarelar, devido a falta de fuséo e
conexao adequadas entre as particulas de PVA.

Foram objeto de analise na primeira etapa as amostras dos conjuntos 7, 15 e 19

que representam, respectivamente, baixa, média e alta densidade de energia fornecida
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ao leito de p6 durante o processo de SLS. Os valores sdao mostrados na Tabela 5.1,

calculados conforme as Equacdes 3.1 e 3.2 (item 3.3.3.1).

Tabela 5.1 - Densidade de energia - primeira etapa

Temp. do leito de Poténcia Espacamento Espessura  Densidade  Densidade

Conjunto po / dos do laser entre as dacamada de energia de energia
alimentadores (°C) (W) varreduras (mm) (mm) (J/Imm*®) (J/mm”)
7 70/70 24 0,12 0,22 0,10 0,45
15 70 /60 26 0,10 0,22 0,13 0,59
19 90/ 50 35 0,12 0,15 0,15 0,97

Fonte: A autora (2017).

A Figura 5.3 apresenta imagens das amostras sinterizadas a laser dos conjuntos
7, 15 e 19. Nos testes do conjunto 19, camadas de p6 subsequentes ndo foram
depositadas durante a fabricagdo de uma das amostras, ou seja, essa amostra teve
somente uma camada depositada que foi sinterizada em um total de 6 vezes (numero

de varreduras do laser igual a 6).

Figura 5.3 - Amostras apos o processo de SLS: conjuntos 7, 15 e 19 (esquerda - 6 x)

Conj. 7
Fonte: A autora (2017).

A Figura 5.4 apresenta imagens de MEV da superficie das amostras sinterizadas
a laser dos conjuntos 7, 15, 19 e 19 - 6 x. N&o houve diferenca significativa entre 24 W
(conj. 7) e 26 W (conj. 15) onde predomina uma fusado parcial, na qual o calor fornecido
foi insuficiente para fundir a particula inteira, apenas a casca. Porém o material fundido
nao foi capaz de formar pescogos entre as particulas. Ja com 35 W (conj. 19) ha uma
formagao inicial de pescog¢o entre algumas particulas e esse resultado estd mais

préximo ao alcangado por Chua et al. (2004) (Figura 3.9).
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Figura 5.4 - Micrografias da superficie das amostras: conjuntos 7, 15, 19 e 19 (6 x). Barra de escala = 200
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Fonte: A autora (2017).
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Chua et al. (2004) obtiveram amostras nas quais se observa a formagao de

pescocgo entre particulas utilizando, como parametros de sinterizagdo, velocidade de

varredura de 2540 mm/s e poténcia de 13 W e 15 W (Figura 3.9). Além disso, os

autores concluiram que a poténcia do laser deve estar entre 13 W e 15 W e a

velocidade de varredura entre 1270 mm/s e 1778 mm/s para a fabricagcdo bem sucedida

de arcabougos de PVA, obtendo-se amostras com melhor integridade estrutural, o que

permite que possam ser manuseadas. Tentativas de sinterizacdo com velocidade de

1270 mm/s e 16 W resultaram em chama nas amostras.

Nesta tese foram testadas poténcias do laser abaixo de 20 W e velocidade de

varredura do laser de 2000 mm/s resultando em uma nao estruturacdo do material,
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impossibilitando a fabricacdo de amostras. Uma das possiveis razdes pode ser o
tamanho médio de particula do PVA utilizado por Chua et al. (2004), de
aproximadamente 50-100 pm, menores que o do PVA como recebido utilizado no
desenvolvimento dessa tese (20-320 pm), conforme imagens de MEV. Particulas
grandes necessitam de mais energia do laser para fundir do que particulas pequenas e
particulas menores apresentam maior area de superficie absorvendo a energia do laser
de forma mais eficiente do que as maiores.

Pode-se concluir entdo que o tamanho de particula utilizado nessa tese, ou seja,
20-320 pm, necessitou de uma densidade de energia fornecida ao leito de p6 superior a
densidade de energia para sinterizar particulas de aproximadamente 50-100 ym para a
obtencdo de resultados semelhantes: maior largura de pescogo, maior grau de
sinterizacdo e maior facilidade no manuseio das amostras.

Além disso, na amostra sinterizada com 35 W e numero de varreduras do laser
igual a 6 (conj. 19 - 6 x) houve um aumento da formacédo de pescogo entre as
particulas, um resultado mais proximo ao encontrado por Shuai et al. (2013a) (Figura
3.14), que utilizaram PVA com tamanho de particula de aproximadamente 20-200 pm,
poténcia do laser de 4-16 W e velocidade de varredura de 600 mm/min.

A Figura 5.5 apresenta o difratograma do PVA apds o processo de SLS com os
conjuntos de parametros 7, 15, 19 e 19 - 6 x.

Figura 5.5 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e sinterizado
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Fonte: A autora (2017).
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O processo de SLS utilizando os conjuntos 7, 15 e 19 resultou em diminuigdo da
intensidade dos picos de difragdo caracteristicos do PVA, porém nao houve diferenca
significativa na intensidade relativa dos trés conjuntos, ou seja, a intensidade dos picos
nao aumentou e nem diminuiu com o aumento da densidade de energia. A diminuigdo
da intensidade dos picos de difragcdo demonstrou a diminuicdo do grau de cristalinidade
do PVA. No caso do conjunto 19 - 6 x, os 4 picos de difragdo foram preservados, porém
houve uma diminui¢do significativa na intensidade (Figura 5.6). Essa diminuicdo da
intensidade dos picos pode indicar um processo de transicdo de uma estrutura semi-

cristalina para uma estrutura mais amorfa.

Figura 5.6 - Difratograma obtido por DRX do conjunto 19 - 6 x
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Fonte: A autora (2017).

A Figura 5.7 apresenta o difratograma do p6 de PVA retirado do leito de pd apos
a SLS das amostras na primeira etapa. Nao houve diferenga significativa entre a
intensidade relativa dos picos de difragdo do PVA retirado do leito de p6 apds a
fabricacdo das amostras da primeira etapa e a dos picos do PVA como recebido,
apenas um ligeiro aumento na intensidade dos picos do p6 do leito apds a primeira
etapa. Os 4 picos de difragcdo foram preservados e nd&o apareceram novos picos,

indicando que a temperatura do leito de p6 de até 90 °C foi adequada.
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Figura 5.7 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e do leito de p6
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Fonte: A autora (2017).

Apos os testes realizados na primeira etapa pode-se concluir que os parametros
utilizados nao foram suficientes para adequada fusao e conexao das particulas de PVA
durante o processo de SLS, mesmo com o conjunto 19 que forneceu a maior densidade
de energia. O resultado da SLS com o conjunto 19 e numero de varreduras do laser
igual a 6 foi um indicativo de que seria necessario aumentar o numero de varreduras
para se obter melhor estruturacdo do material, ou seja, melhor fusdo e conexao das
particulas. Além disso, houve diminuicdo do grau de cristalinidade do PVA das

amostras sinterizadas a laser.

5.2 SEGUNDA ETAPA

5.2.1 Caracterizagao do material PVA

A Figura 5.8 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido,
semelhante ao espectro do PVA com M,, de 89.000-98.000 g/mol e 99+% hidrolisado
encontrado por Wiria et al. (2008). Conforme mostrado no Capitulo 3, item 3.1.2, a
estrutura do PVA é —(CH,—CHOH),— e entdo ha a presenga de C-H, C-0O, O-H, C-C e
pode haver o grupo carbonila C=0, caracteristico do acetato de vinila, conforme o grau

de hidrélise, uma vez que o PVA parcialmente hidrolisado pode ser considerado
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copolimero de alcool vinilico e acetato de vinila ou poli(alcool vinilico-co-acetato de

vinila).

Figura 5.8 - Espectro de FTIR do PVA como recebido
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Fonte: A autora (2017).

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os numeros de onda e os respectivos grupos de
um espectro de FTIR tipico para o PVA encontrados na literatura e os identificados

nessa tese. Os picos sdo identificados de acordo com o tipo de ligagao quimica.

Tabela 5.2 - Bandas de absorgao caracteristicas do PVA

Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)  Numero de Ligaca Polimero
(MANSUR; MANSUR, 2005) (COATES, 2000) onda (cm?)  ~'9999%  correspondente
3550-3200 3570-3200 3427 O-H PVA e PVAc
2937-2870 3200-2700 2943 C-H PVA e PVAc
2937-2870 3200-2700 2910 C-H PVA e PVAc
1727-1712 1850-1650 1711 C=0 PVAc
1461-1417 - 1447 C-H PVA
1376 - 1379 C-H PVAc
1141 ~1150 1146 Cc-0O PVA
1093 ~1100 1097 c-O PVA
916 1000-880 920 C-H PVA e PVAc
849 - 847 c-C PVA

Fonte: A autora (2017).
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O pico de absorgao associado aos grupos hidroxila (O-H) é observado no
nimero de onda 3427 cm™. Observa-se a vibracdo da ligagdo C—H dos grupos CH, em
2943, 2910, 1447, 1379 e 920 cm™. A vibracdo de C-O é observada em 1146 e 1097
cm™ e vibragdes de esqueleto C—C em 847 cm™. Deve-se ressaltar a pouca intensidade
dos picos caracteristicos correspondentes aos grupos acetato residuais, numeros de
onda 1711 cm™ (C=0) e 1379 cm™ (C-H), uma vez que o PVA utilizado é 99+%
hidrolisado.

Ha algumas consideracdes em relagdo a banda em ~1146 cm™. Krimm, Liang e
Sutherland (1956), sabendo que quando o PVA é aquecido a altas temperaturas, agua
é liberada com eventual formagédo de ligagdes duplas e presumindo que um passo

intermediario € uma reticulagdo térmica entre cadeias, através da qual agua é liberada

e grupos como -¢~9-C¢< s50 formados, sugerem que a banda em 1144 cm™ pode
ser a vibragéo desse grupo. A sua intensidade diminuida a temperaturas mais elevadas
€ consistente com a formagao subsequente desse grupo de ligagdes duplas na cadeia.
Uma vez que a densidade da amostra aumenta com o aquecimento, é possivel que tal
reticulagdo possa induzir uma maior cristalizagdo ao aproximar cadeias nas regides
amorfas. Embora a intensidade em 1144 cm™ inicialmente aumenta com o aumento da
densidade da amostra (produzido pelo aquecimento), a intensidade da banda entéo
diminui para maiores densidades. Uma vez que maior densidade é geralmente
associada a maior cristalinidade, Krimm, Liang e Sutherland (1956) indicam que a
natureza da banda em 1144 cm™ n&o é conclusiva.

Por outro lado, para Tadokoro (1959), ndo ha duvidas de que a banda em 1141
cm™ (C-0) pode ser considerada uma banda sensivel a cristalizacgo, relacionada com
modos vibracionais associados a cristalizagdo, ou seja, atribuida a cristalinidade do
PVA.

Espectros foram utilizados para analisar a estabilidade quimica do PVA apds o
processo de SLS, através da verificagcdo de possiveis alteragcdes na estrutura quimica
do material.

A Figura 5.9 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e do
PVA retirado do leito de po, que foi utilizado para a fabricacdo das amostras na primeira

etapa.
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Figura 5.9 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e apds a primeira etapa
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Fonte: A autora (2017).

E possivel observar que os picos de absorcdo foram preservados na amostra do
p6 coletado do leito apds a primeira etapa e ndo ocorreu o0 aparecimento de novos
picos. Isso indica que as ligagdes aparecem em um padrdo semelhante na analise das
duas amostras. Os resultados de FTIR mostram que o processo de sinterizacao a laser
nao comprometeu a estrutura quimica do PVA do leito de pé. Nota-se, porém, um
deslocamento de pico no nimero de onda 3427 cm™ atribuido & vibracdo de grupos
hidroxila (O—H), que ira refletir nos resultados de FTIR das amostras sinterizadas na
segunda etapa.

Além disso, conforme citado anteriormente, a banda em ~1146 cm™ (C-O) pode
ser atribuida a cristalinidade do PVA. Nota-se na Figura 5.9 que houve um aumento na
intensidade dessa banda, correspondendo ao resultado apresentado no difratograma
obtido por DRX do pé de PVA retirado do leito apos a primeira etapa (Figura 5.7), no
qual observou-se um aumento na intensidade dos picos de difragdo do p6 do leito apos

a primeira etapa em relagdo ao PVA como recebido.
5.2.2 Fabricacao e caracterizacdo do PVA e das amostras apds a SLS
Na segunda etapa foi variada a poténcia do laser de 26 W a 40 W, valores

maiores dos que os estudados na primeira etapa uma vez que as poténcias menores

nao foram suficientes para uma fusdo adequada das particulas de PVA. Também foi
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variada a espessura da camada de p6 de 0,22 mm a 0,42 mm. As temperaturas do leito
de p6 e dos alimentadores foram selecionadas em 80 °C e 60 °C respectivamente, ja
que a temperatura do leito de p6 de até 90 °C foi adequada durante o processo de SLS
na primeira etapa, e também o espagamento entre as varreduras do laser em 0,12 mm.

Nos experimentos com os parametros dos conjuntos 1 ao 8 (Tabela 4.2-a) todas
as amostras se deslocaram no leito de pd, indicando que a espessura da camada de
até 0,30 mm causa instabilidade durante o processo com poténcia do laser variando de
26 W a 32 W. A Figura 5.10 apresenta as amostras do conjunto 1 (poténcia do laser de
26 W, espessura da camada de 0,22 mm) e conjunto 8 (poténcia do laser de 32 W,

espessura da camada de 0,30 mm).

Figura 5.10 - Amostras apos o processo de SLS: conjuntos 1e 8

Fonte: A autora (2017).

Com espessura da camada a partir de 0,38 mm (conjuntos 9-16), as amostras
nao se deslocaram ou se deslocaram levemente no leito de pé durante o processo. Do
conjunto 9 ao 12 (de 26 W a 32 W) as amostras apresentaram altura de
aproximadamente 2 mm conforme o modelo digital (altura de 2 mm e didmetro de 9
mm). Porém do conjunto 13 ao 16 (de 34 W a 40 W) as amostras apresentaram altura
de aproximadamente 3 mm. Isso indica que uma maior densidade de energia fornecida
ao leito de po, através do aumento da poténcia do laser, fez com que as amostras
aumentassem a altura. Com o aumento da espessura da camada para 0,42 mm
(conjuntos 17-24), as amostras voltaram a altura de aproximadamente 2 mm, conforme
o0 modelo.

Como ocorreu na primeira etapa, essas amostras sinterizadas apresentaram
estruturas frageis, com muita dificuldade no manuseio devido a falta de fusdo e

conexao adequada entre as particulas de PVA.
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Ainda na segunda etapa, a poténcia do laser e o numero de varreduras do laser
foram variados e as temperaturas do leito de pd e dos alimentadores foram mantidas
em 80 °C e 60 °C respectivamente, o espagamento entre as varreduras do laser em
0,12 mm e foi selecionada a espessura da camada de 0,46 mm garantindo que as
amostras n&o se deslocassem no leito de po, havendo estabilidade durante o processo.

No caso do processo de SLS com numero de varreduras do laser igual a 1,
conjuntos 1-4 e 17-20 (Tabela 4.2-b), as amostras ainda apresentavam estrutura fragil
sendo dificil 0 manuseio, como as amostras produzidas na primeira etapa. A Figura
5.11 (pagina 69) apresenta imagens de MEV da superficie das amostras dos conjuntos
1-4 e 17-20, nas quais € possivel observar que nado houve diferenga significativa de 26
W a 40 W para o numero de varreduras do laser igual a 1, e que ocorreu basicamente
fusédo parcial, na qual o calor fornecido foi insuficiente para fundir a particula inteira,
somente a casca, e também uma formacgéo inicial de pescogo entre algumas particulas,
mesmo com a poténcia de 40 W, a maior permitida na maquina de SLS utilizada.

Apos testes com a poténcia do laser maxima de 40 W, que resultaram em
apenas fusao parcial, o numero de varreduras do laser foi aumentado porque na
primeira etapa (conjunto 19) uma amostra teve somente uma camada sinterizada em
um total de 6 vezes (numero de varreduras do laser igual a 6), resultando em maior
formacgéo de pescocgo de sinterizagc&o entre as particulas de PVA e também em maiores
regides densificadas.

Foram objeto de analise na segunda etapa as amostras produzidas com menor e
maior poténcia, ou seja, 26 W e 32 W, através dos conjuntos 1, 5, 9 e 13 que
correspondem a poténcia de 26 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6,
respectivamente, e as amostras dos conjuntos 4, 8, 12 e 16 que correspondem a
poténcia de 32 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6, respectivamente. A
Figura 5.12 (pagina 70) apresenta imagens das amostras sinterizadas a laser desses

conjuntos.
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Figura 5.11 - Micrografias da superficie das amostras: conjuntos 1-4 e conjuntos 17-20 (Tabela 4.2-b).
Barra de escala = 200 ym
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Fonte: A autora (2017).
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Figura 5.12 - Amostras apos o processo de SLS: conjuntos 1,5,9e 13 (26 W)e 4,8, 12e 16 (32 W)
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Fonte: A autora (2017).

A Figura 5.13 apresenta imagens de MEV da superficie das amostras
sinterizadas a laser dos conjuntos 1, 5, 9 e 13 que correspondem a poténcia de 26 W e
numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6, respectivamente, e as amostras dos
conjuntos 4, 8, 12 e 16 que correspondem a poténcia de 32 W e numero de varreduras

do laser 1, 2, 4 e 6, respectivamente.
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Figura 5.13 - Micrografias da superficie das amostras: conjuntos 1, 5,9 e 13 (26 W)e 4, 8, 12 e 16 (32
W). Barra de escala = 200 pm
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E possivel observar que ndo houve diferenga significativa na microestrutura das
amostras fabricadas com 26 W e 32 W para todos os numeros de varreduras do laser.
Porém é notavel a diferenga dos resultados entre os diferentes numeros de varreduras.
Tanto para 26 W quanto 32 W e numero de varreduras 1 ocorreu fusdo parcial,
fundindo apenas a casca, promovendo a formagéao inicial de pescog¢o entre algumas
particulas. Com numero de varreduras 2 houve maior fusdo e formacgao de pescogo. Ja
com numero de varreduras 4, além de formacdo de regides densificadas, ocorreu a
formacéao de poros, inerentes ao processamento por SLS. E com numero de varreduras
6, a fusdo de particulas adjacentes resultou no aumento de regides densificadas e
diminuicdo na quantidade de espacos vazios.

Esses resultados estdo mais proximos aos encontrados por Shuai et al. (2013a).
Utilizando poténcia do laser de 4 a 16 W, espessura da camada de 0,15 mm,
velocidade de varredura de 10 mm/s e espacamento entre varreduras de 2 mm, Shuai
et al. (2013a) obtiveram com 4 W apenas algumas particulas fundidas e conectadas
entre si, com 8-12 W um aumento da fusao e formacéo de pescogo entre as particulas e
formacdo de microporos e com 16 W fusdo total das particulas. Esses autores
mostraram que, ao utilizar uma densidade de energia muito alta, a poténcia do laser
tem grande influéncia no grau de sinterizacdo do PVA. E possivel concluir que é
necessaria uma alta densidade de energia para a sinterizagao resultar em maior largura
de pescocgo de sinterizagdo. No caso da maquina utilizada nos testes dessa tese, nao é
possivel diminuir a velocidade do laser, que é fixada em 2000 mm/s, entdo uma forma
de aumentar a energia para a sinterizagdo foi aumentar o numero de varreduras do
laser, uma vez que ja foram empregadas altas poténcias do laser.

A Figura 5.14 apresenta o difratograma do PVA apds o processo de SLS com os
conjuntos de parametros 1, 5, 9 e 13 que correspondem a poténcia de 26 W e numero
de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6 respectivamente. O processo de SLS utilizando os
conjuntos 1, 5, 9 e 13 resultou em diminuigdo da intensidade dos picos de difragao
caracteristicos do PVA, porém nao houve diferenga significativa na intensidade relativa
entre os quatro conjuntos, ou seja, a intensidade dos picos ndo aumentou e nem
diminuiu com o aumento do numero de varreduras do laser. A diminuicdo da

intensidade dos picos de difracdo indicou diminui¢ao da cristalinidade do PVA.
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Figura 5.14 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e sinterizado (26 W)
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Fonte: A autora (2017).

Fatores que influenciam a cristalinidade de uma dada massa polimérica incluem
fatores estruturais, presenga de uma segunda molécula (ou fase) e as condi¢des de
processamento — a cristalizacdo depende da taxa de resfriamento durante o processo
de solidificagdo. Durante o resfriamento de um polimero semi-cristalino a partir de seu
estado fundido, ele atingira uma temperatura baixa o suficiente para que, em um dado
ponto dentro da massa polimérica fundida, um numero grande de cadeias poliméricas
se organize espacialmente de forma regular, permitindo a formagado de uma estrutura
cristalina (CANEVAROLO, 2013).

Entdo, para que isso ocorra, deve haver um tempo suficiente para que as
cadeias se movam e se alinhem, e pode ser que a taxa de resfriamento nao foi lenta o
suficiente, impedindo o processo de ordenamento molecular durante o resfriamento e
resultando em diminui¢do da cristalinidade do PVA das amostras sinterizadas a laser.

A Figura 5.15 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e
apo6s o processo de SLS com os conjuntos de parametros 1, 5, 9 e 13 que
correspondem a poténcia de 26 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 ¢ 6

respectivamente.
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Figura 5.15 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e sinterizado (26 W)
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Fonte: A autora (2017).

Em relacédo ao p6 de PVA como recebido, os conjuntos 1 e 5 apresentaram um
aumento na intensidade da banda em 1097 cm™ (C-0O) e o aparecimento de banda em
1024 cm™ (C-0), correspondente aos grupos acetato residuais, que esta ausente no
espectro do pé de PVA como recebido. No conjunto 9 também se observa o
aparecimento de banda em 1024 cm™ (C-0). Além disso, em todos os conjuntos houve
o desaparecimento da banda em 920 cm™, que corresponde & vibragdo C—H do PVA.
Pode-se dizer que ocorreu uma alteragédo na estrutura quimica do PVA apds o processo
de SLS. O deslocamento de pico no niimero de onda 3427 cm™ atribuido & vibracdo de
grupos hidroxila (O—-H) se manteve conforme mostrado na analise do p6 retirado do leito
apds a primeira etapa. Em geral, a banda em 1146 cm™ (C-0), atribuida a cristalinidade
do PVA, apresentou-se em menor intensidade nas amostras sinterizadas em relagao ao
PVA como recebido, correspondendo ao resultado apresentado no difratograma obtido
por DRX (Figura 5.14).

Pode-se dizer que apo6s o processo de sinterizagao a laser utilizando poténcia do
laser de 26 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6, houve uma diminui¢cao da
cristalinidade do material, podendo ser considerado um fator importante na degradagao

em um meio de cultura posteriormente. Devido ao desaparecimento da banda em 920
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cm” (C-H) e ao aparecimento de banda em 1024 cm™ (C-0O), o processo de
sinterizagdo a laser alterou a estrutura quimica do PVA.

A Figura 5.16 apresenta o difratograma do PVA apds o processo de SLS com os
conjuntos de parametros 4, 8, 12 e 16 que correspondem a poténcia de 32 W e numero

de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6 respectivamente.

Figura 5.16 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e sinterizado (32 W)
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Fonte: A autora (2017).

O processo de SLS utilizando os conjuntos 4, 8, 12 e 16 resultou em diminuicdo
da intensidade dos picos de difracdo caracteristicos do PVA, porém n&o houve
diferenca significativa na intensidade relativa dos quatro conjuntos, resultado
semelhante ao obtido com 26 W. A diminuigdo da intensidade dos picos de difragao
mostrou diminuigcao da cristalinidade do PVA.

Uma diferenca de 6 W, entre 26 W e 32 W, ndo influenciou de maneira
significativa o grau de cristalinidade do PVA sinterizado, variando o numero de
varreduras de 1 a 6.

A Figura 5.17 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e
apos o processo de SLS com os conjuntos de parametros 4, 8, 12 e 16 que
correspondem a poténcia de 32 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 ¢ 6

respectivamente.
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Figura 5.17 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e sinterizado (32 W)
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Fonte: A autora (2017).

Observa-se que a banda em 1447 cm™ (C-H) diminuiu a sua intensidade com o
aumento do numero de varreduras até quase desaparecer no conjunto 16 (6 x). Os
conjuntos 4, 8 e 12 apresentaram um aumento na intensidade da banda em 1097 cm’
(C-0). No conjunto 8 ainda houve o aparecimento de banda em 1024 cm™ (C-0), de
grupos acetato residuais, ausente no PVA como recebido. Além disso, como ocorreu
com 26 W, em todos os conjuntos houve o desaparecimento da banda em 920 cm™. O
deslocamento de pico no nimero de onda 3427 cm™ atribuido & vibracdo de grupos
hidroxila se manteve.

No conjunto 16 ocorreu a diminuigdo de forma muito significativa da intensidade
dos picos em 2943 (C-H), 1711 (C=0), 1447 (C-H), 1146 (C-0O), 1097 (C-O) e 847
(C—-C) cm™, o desaparecimento em 3427 (O-H), 2910 (C—H), 1379 (C-H) e 920 (C-H)
cm™' e o aparecimento em 1024 (C-O) cm™.

A banda em 1146 cm’, atribuida & cristalinidade do PVA, diminuiu a sua
intensidade com o aumento do numero de varreduras. A intensidade menor desse pico
nas amostras sinterizadas em relacdo ao PVA como recebido corresponde ao resultado

apresentado no difratograma obtido por DRX (Figura 5.16).
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Destaca-se que uma diferenca de 6 W, entre 26 W e 32 W, influenciou de
maneira significativa a estrutura quimica do PVA sinterizado para o numero de
varreduras 6.

Assim como ocorreu com 26 W, pode-se dizer que apos o processo de SLS
utilizando poténcia do laser de 32 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6, houve
uma diminuicdo da cristalinidade do material. Devido ao desaparecimento e
aparecimento de picos de absor¢ao, o processo de SLS alterou a estrutura quimica do
PVA como recebido, principalmente do conjunto 16 com numero de varreduras 6.

Em relacdo aos resultados de DRX, Shuai et al. (2013a) relataram que a
intensidade dos picos de difragdo diminuiu gradualmente com o aumento da poténcia
do laser (8, 12 e 16 W). Isso pode ter ocorrido porque a cristalizagdo de polimeros esta
associada ao alinhamento das suas cadeias moleculares. O grau de cristalinidade ira
aumentar quando as temperaturas forem elevadas acima da T4 e abaixo da Tn,. Mas o
grau de cristalinidade ira diminuir para temperaturas superiores a T, devido ao fato de
que temperaturas mais altas podem destruir as cadeias moleculares. Para alcancgar
uma condi¢gado de sinterizagdo, o laser deve proporcionar uma densidade de energia
elevada e a temperatura de sinterizacdo deve ser superior a T,. Portanto, a
temperatura de sinterizagao superior a T, do PVA (240 °C) na maior parte do tempo de
sinterizagdo leva a uma diminuicédo da cristalinidade.

A estimativa do volume de poros foi obtida por meio da relagédo entre densidade e
volume. A Tabela 5.3 apresenta a estimativa do volume de poros das amostras
sinterizadas a laser dos conjuntos 1, 5, 9 e 13 que correspondem a poténcia de 26 W e
numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6 respectivamente, e as amostras dos
conjuntos 4, 8, 12 e 16 que correspondem a poténcia de 32 W e numero de varreduras

do laser 1, 2, 4 e 6 respectivamente.

Tabela 5.3 - Estimativa do volume de poros

Volume de poros (%)

Poténcia do laser Numero de varreduras do laser
1 2 4 6
26 W 74,87 £1,55 69,95+2,61 64,72+1,38 65,01 +0,31
32W 71,56 +0,50 67,64 +1,24 6324+1,01 61,69+0,45

Fonte: A autora (2017).
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O resultado pode ser melhor visualizado na Figura 5.18.

Figura 5.18 - Estimativa do volume de poros
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Fonte: A autora (2017).

E possivel observar na Figura 5.18 que a estimativa do volume de poros das
amostras sinterizadas a laser com 32 W € menor que o volume de poros das amostras
com 26 W e que, em geral, o volume de poros diminuiu com o aumento do numero de
varreduras do laser. As imagens de MEV da Figura 5.13 mostram que com numero de
varreduras 1, ocorreu formacao inicial de pescogo entre algumas particulas e maior
fusédo e formacao de pescogco com numero de varreduras 2, com numero de varreduras
4 formaram-se pescogos mais largos entre particulas e com numero de varreduras 6
houve a diminuicdo na quantidade de espacos vazios.

Esses resultados mostram que as amostras possuem alta porosidade, formada
por poros inerentes ao processo de SLS, com esses conjuntos de parametros. A
confiabilidade dessa estimativa do volume de poros pode ser afetada pelas incertezas
na medi¢do da densidade do material.

Uma analise dimensional foi realizada nas mesmas amostras nas quais foi
estimado o volume de poros e o resultado pode ser visto na Tabela 5.4 e na Figura
5.19. Os valores de diametro e altura sao apresentados em valores médios com os

respectivos desvios-padréo e coeficiente de variagdo em porcentagem.



Tabela 5.4 - Analise dimensional das amostras

Conjunto 1 5 9 13
A 9,16 + 0,08 9,31+ 0,22 9,16 + 0,06 9,22+ 0,17
) o 3 (Y 3 () ; (0]
ey | omere (mm) —™0,84%) (2,39%) (0.71%) (1,84%)
Altura (mm) 2,36 + 0,11 2,48 +0,13 2,29 +0,07 2,40 £ 0,09
(4,76%) (5,29%) (2,92%) (3,94%)
Conjunto 4 8 12 16
n 9,17 £ 0,10 9,30 £ 0,23 9,18+ 0,13 9,11 £ 0,08
2 W i e e i o) (2,48%) (1,46%) (0,91%)
2,36 £ 0,07 2,40 £ 0,07 2,28 + 0,08 2,34+ 0,11
Altura (mm) (2.87%) (3,12%) (3,69%) (4,55%)
Fonte: A autora (2017).
Figura 5.19 - Analise dimensional das amostras
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Fonte: A autora (2017).
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A partir dos valores médios de diametro e altura, foram determinados os desvios

dimensionais em relagao ao valor definido no modelo digital, ou seja, 9 mm de didametro

e 2 mm de altura (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 - Desvios dimensionais das amostras

26 W Conj.1(1x) Conj.5(2x) Conj.9(4x) Conj.13 (6 x)
Diédmetro (%) 1,81 3,44 1,74 2,39
Altura (%) 17,92 24,00 14,33 20,17

32w Conj.4(1x) Conj.8(2x) Conj.12(4x) Conj. 16 (6 x)
Diédmetro (%) 1,87 3,28 2,02 1,20
Altura (%) 17,92 20,00 13,92 17,00

Fonte: A autora (2017).
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Tanto para 26 W quanto para 32 W e numero de varreduras 1, 2, 4 e 6, os
didmetros e alturas das amostras apresentaram desvios dimensionais semelhantes.
Destaca-se o resultado dos desvios dimensionais das alturas.

Em pecas fabricadas por SLS, uma variacdo importante das dimensbes é
observada na diregao Z de construgdo, um fendbmeno conhecido como "Bonus-Z" ou "Z-
growth", que leva em conta a sinterizagdo extra do pd que ocorre sob a primeira
camada construida. Essa sinterizagc&o extra ocorre devido a energia do laser estar além
do ideal, que seria suficiente para sinterizar essa camada. Uma solucéo para reduzir o
"Bonus-Z" pode ser a sinterizagao das primeiras camadas utilizando menor poténcia do

laser, significando menos energia fornecida ao leito de pé (PAPADATOS et al., 1997).

5.3 TERCEIRA ETAPA

5.3.1 Caracterizagao do material PVA

A Figura 5.20 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e do

PVA retirado do leito de p6 apds o processo de SLS na primeira e segunda etapas.

Figura 5.20 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e apds a primeira e segunda etapas
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Fonte: A autora (2017).

E possivel observar que o espectro do poé retirado do leito apés a segunda etapa

€ semelhante ao obtido do pé retirado do leito apds a primeira etapa, ou seja, os picos
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de absorcdo foram preservados. Pode-se dizer que o processo de SLS nao
comprometeu a estrutura quimica do PVA do leito de po.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi utilizada para a caracterizagao
do material PVA quanto as temperaturas de fusdo e de cristalizagdo. Além do PVA
como recebido, também foi realizada uma analise por DSC do p6 de PVA coletado do
leito de pd apds a fabricagdo das amostras da segunda etapa. A Figura 5.21 mostra as

curvas de DSC do PVA como recebido e apds a segunda etapa.

Figura 5.21 - Curvas de DSC do PVA como recebido e coletado do leito de pé apds a segunda etapa
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Fonte: A autora (2017).

Ha um pico de fusdo durante o ciclo de aquecimento e um pico de recristalizagao
durante o ciclo de resfriamento. A Tabela 5.6 apresenta as temperaturas de fusdo e de
cristalizacdo obtidas a partir das curvas de DSC do p6 de PVA como recebido e do

coletado do leito de p6 apos a segunda etapa.

Tabela 5.6 - Propriedades térmicas do PVA como recebido e apds a segunda etapa

Tm (°C) T (°C)
PVA como recebido 226,4 1614
PVA apés a segunda etapa 227,2 162,2

Fonte: A autora (2017).
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A temperatura de fusdo cristalina do PVA como recebido é de 226,4 °C e
corresponde a T, do PVA com M, de 89.000-98.000 g/mol e 99+% hidrolisado
encontrada na literatura: 220-240 °C para PVA parcialmente e totalmente hidrolisado,
respectivamente (CHUA et al., 2004), além das obtidas por DSC: 225,2 °C (PEDRAM,;
OMIDKHAH; AMOOGHIN, 2014), 220-230 °C (KARIMI; DAUD, 2015) e 226 °C
(ROHATGI; DUTTA; CHOUDHURY, 2015).

Comparando com o PVA como recebido, as temperaturas de fusdo e de
cristalizagcdo do p6 do leito ndo foram afetadas significativamente apdés a SLS das
amostras da segunda etapa. Nota-se que no espectro da Figura 5.20 houve um
aumento na intensidade da banda em 1146 cm™ (atribuida & cristalinidade). Quanto
maior a cristalinidade, maior a temperatura de fusdo do polimero e isso pode justificar o
leve aumento da T, do pé de PVA apds a segunda etapa.

A processabilidade do PVA por SLS é comprovada por um intervalo
relativamente estreito de fusdo e por picos de fusdo e de recristalizagdo néo
sobrepostos, indicando ser um material com taxa de recristalizagdo lenta que pode
resultar em pecas com pouca distorgao.

A localizacdo dos picos de fusdo e de recristalizacao pode ser utilizada para
determinar a temperatura de construgcéo do leito de p6. A consolidagao a laser de poés
de polimeros semi-cristalinos ocorre por aquecimento acima da T, e geralmente a
temperatura do leito de p6 € mantida entre 2 °C e 4 °C abaixo da Ty,

Andlises termogravimétricas realizadas com PVA com M, de 89.000-98.000
g/mol e 99+% hidrolisado por Merle et al. (2012) indicaram que a decomposi¢cao do PVA
comegca por volta de 180 °C e perda de massa de aproximadamente 40% a 250 °C. Ja
Rohatgi, Dutta e Choudhury (2015) relataram que a degradacdo do PVA ocorre entre
100-200 °C. A temperatura de fusdao do PVA como recebido € de 226,4 °C, ou seja,
pode se degradar antes de fundir.

O recomendavel seria entdo manter a temperatura do leito de p6 abaixo de 100
°C. Nessa tese a temperatura do leito de p6 foi selecionada em 80 °C, que demonstrou
ser adequada para o processo de SLS do PVA, ou seja, néo alterou significativamente
as propriedades térmicas (T, € T¢), o grau de cristalinidade e a estrutura quimica do

PVA como recebido, durante o processo de SLS por um periodo de tempo de
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aproximadamente 14 horas (tempo de exposi¢dao do material para a realizagdo dos
testes da primeira e segunda etapas).

E importante observar que no processo de sinterizacdo a laser, apenas 10-20%
do pé dentro da camara € utilizado para construir as pecgas. O pé restante é varrido para
dentro de coletores de excesso de p6 ou permanece na camara aquecida. Esse
ambiente resulta no envelhecimento do pd, que pode limitar a sua capacidade de ser
reciclado (BOURELL et al., 2014).

Manter materiais poliméricos a temperaturas elevadas pode alterar a natureza
quimica das particulas de pd e a massa molar. Esses efeitos combinados significam
que diferentes tipos de polimeros utilizados em processos de SLS alteram suas
propriedades quando sdo reciclados e reutilizados. Para alguns materiais, essas
mudancgas sao pequenas e, portanto, sdo considerados reciclaveis. Por outro lado, em
outros materiais essas mudancas sado consideraveis e, como resultado, uma
metodologia de reciclagem deve ser utilizada para manter consistentes as propriedades
das pegas entre constru¢des (GIBSON; ROSEN; STUCKER, 2010).

A longa exposigao ao calor leva ao crescimento da cadeia, a um aumento na
massa molar e entdo a um aumento da viscosidade do material fundido, impedindo uma
sinterizacdo adequada. Pode observar-se também alteragcdo nas propriedades
mecanicas (KRUTH et al., 2008).

A distribuicdo granulométrica do p6é de PVA foi determinada através de
peneiramento utilizando jogo de peneiras de numero 60, 100 e 200 (ASTM/ABNT), que
correspondem as aberturas de malha de 0,250 mm, 0,149 mm e 0,074 mm,
respectivamente. O resultado esta apresentado na Tabela 5.7. Os resultados podem

ser melhor visualizados na Figura 5.22.

Tabela 5.7 - Distribuicdo granulométrica do material PVA

Peneiras (n°)  Peneiras (mm) Massa (g) Retida (%) Acumulada (%)
60 0,250 1959,65 38,92 38,92
100 0,149 2504,75 49,75 88,66
200 0,074 508,75 10,10 98,77
Fundo 61,99 1,23 100,00
Total 5035,14 100,00

Fonte: A autora (2017).
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Figura 5.22 - Distribuigdo granulométrica do pé de PVA

60

50

40

30

20
. I
0

0,020-0,074 0,074-0,149 0,149-0,250 0,250-0,320

Fracao retida (%)

Classe granulométrica (mm)

Fonte: A autora (2017).

Esse resultado indica que 49,75% das particulas do p6 de PVA utilizado na
primeira e segunda etapas encontrava-se com tamanho entre 149-250 ym, 38,92%
entre 250-320 um, 10,10% entre 74-149 ym e 1,23% entre 20-74 pm.

5.3.2 Fabricacao e caracterizacdo do PVA e das amostras apds a SLS

Na terceira etapa foram realizados experimentos para cada faixa de tamanho de
particula variando a poténcia do laser e espessura da camada, conforme o tamanho de
particula. As faixas de tamanho de particula foram: 20-250 ym, 20-74 pm, 74-149 ym,
149-250 ym e 250-320 pm. No caso das particulas entre 20-250 uym foi variado também
o numero de varreduras do laser. Os testes com particulas entre 20-250 pym foram
realizados com a camara fechada mantendo em 80 °C e 60 °C as temperaturas do leito
de p6 e dos alimentadores respectivamente. Com as outras faixas, devido a pouca
quantidade de material, os testes foram realizados com a camara aberta, mantendo em
torno de 50 °C a temperatura do leito de pé e em temperatura ambiente a temperatura
dos alimentadores. O espacamento entre as varreduras do laser foi mantido em 0,12
mm.

O processo de SLS com os conjuntos de parametros 17 (26 W) - 20 (32 W)

(Tabela 4.3) com particulas entre 250-320 um resultou em amostras muito frageis, sem
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possibilidade de manuseio. A Figura 5.23 apresenta imagens das amostras sinterizadas

a laser dos conjuntos 17 e 20.

Figura 5.23 - Amostras apds o processo de SLS: conjuntos 17 e 20

Poténcia do laser
26 W 32 W

Tamanho de particula
250-320 ym

Conj. 17 Conj. 20
Fonte: A autora (2017).

Foram objeto de analise na terceira etapa as amostras produzidas com menor e

maior poténcia, ou seja, 26 W e 32 W (Figura 5.24).

Figura 5.24 - Amostras apds o processo de SLS: conjuntos 5, 8, 1, 4, 21 e 24
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Fonte: A autora (2017).
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A Figura 5.24 apresenta imagens das amostras sinterizadas a laser dos
conjuntos 5 e 8 que correspondem a poténcia de 26 W e 32 W e tamanho de particula
entre 20-74 ym, e dos conjuntos 1 e 4 que correspondem a poténcia de 26 W e 32 W,
numero de varreduras do laser 1 e tamanho de particula entre 20-250 um, e conjuntos
21 e 24 que correspondem a poténcia de 26 W e 32 W, numero de varreduras do laser
2 e tamanho de particula entre 20-250 pm. Pode ser observado que houve um
deslocamento das amostras durante o processo de SLS. Muito provavelmente a
espessura da camada de po utilizada foi menor que 0 necessario para um processo
estavel, e o rolo de espalhar o p6é deslocou as camadas previamente sinterizadas,
principalmente durante o inicio da construgdo da amostra, afetando a sua geometria.

A Figura 5.25 apresenta imagens de MEV da superficie das amostras
sinterizadas a laser dos conjuntos 5 (26 W) e 8 (32 W) e tamanho de particula entre 20-
74 ym, e dos conjuntos 1 (26 W), 4 (32 W), 21 (26 W -2 x) e 24 (32 W - 2 x) e tamanho
de particula entre 20-250 um.

Para o tamanho de particula entre 20-74 um é possivel observar que com 26 W
ocorreu fusdo entre algumas particulas e formagao de regides densificadas. Ja com 32
W houve maior fusdo e maior formagao de regides densificadas. Para esse tamanho de
particula a poténcia do laser influenciou o grau de sinterizagdo. Particulas menores
absorvem a energia do laser de forma mais eficiente do que particulas maiores, uma
vez que o tamanho e a distribuicdo do tamanho das particulas influenciam as
caracteristicas de absorgéo do laser.

Ja com tamanho de particula entre 20-250 um e numero de varreduras 1, tanto
para 26 W quanto 32 W ocorreu fusdo parcial fundindo apenas a casca, resultando na
formacéo inicial de pescogo entre algumas particulas e grau de sinterizagcdo menor do
gue o obtido com tamanho de particula entre 20-74 um, sendo necessario uma maior
densidade de energia para maior fusdo das particulas.

Com tamanho de particula entre 20-250 um e numero de varreduras 2, houve
diferenca significativa com os resultados com tamanho de particula entre 20-74 ym e
20-250 pym e numero de varreduras 1, sendo notavel a maior fusdo e formacao de

regides densificadas e também de poros.
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Figura 5.25 - Micrografias da superficie das amostras: conjuntos 5, 8, 1, 4, 21 e 24. Barra de escala = 200
pm
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Fonte: A autora (2017).
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E interessante notar que resultados semelhantes foram obtidos com tamanho de
particula entre 20-250 um e numero de varreduras 2 dessa etapa e tamanho de
particula de aproximadamente 20-320 um do PVA como recebido (conforme imagens
de MEV) e numero de varreduras 4 utilizado na segunda etapa (Figura 5.13).
Diminuindo-se o tamanho de particula, o numero de varreduras também diminui para
resultar em maiores regides densificadas e formagao de poros.

Wiria, Leong e Chua (2010) utilizaram tamanho médio de particula de 150 um,
velocidade de varredura de 1778 mm/s e poténcia do laser de 13 e 14 W e notaram
uma diferenga consideravel no efeito de sinterizagdo (Figura 3.10) com poténcias do
laser separadas por apenas 1 W. Observou-se que com 13 W o efeito de sinterizacao
atingiu apenas o estagio inicial da formac&o de pescogo e com 14 W resultou em maior
efeito de sinterizagao, alcangando o estagio final de estrutura totalmente coalescida.

A diferenca no efeito de sinterizacdo com o aumento da poténcia do laser
também foi observada nessa etapa utilizando velocidade de varredura de 2000 mm/s,
poténcia de 26 W e 32 W e tamanho de particula entre 20-74 ym, 74-149 ym (conjuntos
9 e 12) e 149-250 ym (conjuntos 13 e 16) (Figura 5.26), em que o grau de sinterizagao
foi maior utilizando maiores poténcias. Pode-se concluir que quanto menor o tamanho
de particula e mais uniforme a distribuicdo de tamanho de particula, maior pode ser a

influéncia da poténcia do laser.

Figura 5.26 - Micrografias da superficie das amostras: conjuntos 9, 12, 13 e 16. Barra de escala = 200 ym
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Continua na préxima pagina
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Fonte: A autora (2017).

A Figura 5.27 apresenta o difratograma do PVA apdés o processo de SLS com os
conjuntos de parametros 5 e 8 que correspondem a poténcia de 26 W e 32 W e ao

tamanho de particula entre 20-74 um.

Figura 5.27 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e sinterizado (tamanho de particula 20-
74 pym)
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Fonte: A autora (2017).

O processo de SLS utilizando os conjuntos 5 e 8 resultou em diminuicdo da
intensidade dos picos de difragcao caracteristicos do PVA, porém nao houve diferenca

significativa na intensidade relativa dos dois conjuntos, ou seja, a intensidade dos picos
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nao aumentou e nem diminuiu com o aumento da poténcia do laser com tamanho de
particula entre 20-74 ym. A diminuigdo da intensidade dos picos de difrac&o indicou a
diminuicdo do grau de cristalinidade do PVA.

A Figura 5.28 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e
apos o processo de SLS com os conjuntos de parametros 5 e 8 que correspondem a
poténcia de 26 W e 32 W e ao tamanho de particula entre 20-74 ym.

Figura 5.28 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e sinterizado (tamanho de particula 20-74 ym)
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Fonte: A autora (2017).

E possivel verificar que os conjuntos 5 e 8 possuem espectros semelhantes, com
bandas aparecendo nos mesmos numeros de onda para cada ligagdo. Em relagdo ao
p6é de PVA como recebido, houve um aumento na intensidade da banda em 1097 cm’
(C-0). O deslocamento de pico no nimero de onda 3427 cm™ atribuido & vibracéo de
grupos hidroxila se manteve conforme mostrado na analise do po6 retirado do leito apos
a primeira etapa. A banda em 1146 cm™ (C-0O), atribuida a cristalinidade do PVA,
apresentou menor intensidade nas amostras sinterizadas em relagdo ao PVA como

recebido, correspondendo ao resultado apresentado no difratograma obtido por DRX
(Figura 5.27).
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Apods o processo de sinterizacao a laser utilizando poténcia do laser de 26 W e
32 W e tamanho de particula entre 20-74 um, houve uma diminuicdo do grau de
cristalinidade do PVA. O processo de SLS nao alterou a estrutura quimica do PVA
como recebido de maneira significativa.

Em relacdo a estabilidade quimica do PVA, a analise por FTIR de Wiria et al.
(2008) (Figura 3.12) da amostra sinterizada com tamanho de particula entre 50-100 um,
velocidade de varredura de 2032 mm/s, espessura da camada de 0,1524 mm e
poténcia do laser de 13 W, mostrou que o processo de SLS n&o alterou a composicao
quimica do PVA e nem causou degradagao. Esse resultado esta proximo ao obtido com
tamanho de particula entre 20-74 um, velocidade de varredura do laser de 2000 mm/s,
espessura da camada de 0,22 mm e com maior poténcia do laser, 26 W e 32 W.

A Figura 5.29 apresenta o difratograma do PVA apdés o processo de SLS com os
conjuntos de parametros 1 (26 W), 4 (32 W), 21 (26 W - 2 x) e 24 (32 W - 2 Xx) que

correspondem ao tamanho de particula entre 20-250 um.

Figura 5.29 - Difratograma obtido por DRX do PVA como recebido e sinterizado (tamanho de particula 20-

250 ym)
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Fonte: A autora (2017).

O processo de SLS utilizando os conjuntos 1, 4, 21 e 24 resultou em diminuicéo
da intensidade dos picos de difragao caracteristicos do PVA, indicando diminui¢do da

cristalinidade, porém nao houve diferenga significativa na intensidade relativa dos
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conjuntos 1, 4 e 21. No caso do conjunto 24, houve uma diminuigdo significativa na
intensidade dos picos.

A Figura 5.30 apresenta o espectro obtido por FTIR do PVA como recebido e
apos o processo de SLS com os conjuntos de parametros 1 (26 W), 4 (32 W), 21 (26 W
-2X)e 24 (32 W - 2 x) que correspondem ao tamanho de particula entre 20-250 pm.

Figura 5.30 - Espectro de FTIR do PVA como recebido e sinterizado (tamanho de particula 20-250 pm)
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Fonte: A autora (2017).

Os espectros dos conjuntos 1 e 4 apresentaram comportamento semelhante,
com um aumento na intensidade de todos os picos. Com o aumento do numero de
varreduras para 2, houve uma diminui¢do na intensidade dos picos, sendo que com 32
W a diminuicdo foi bastante significativa. Nos quatro conjuntos ndo ocorreu o
aparecimento e nem o desaparecimento de bandas. A banda em 1146 cm™, atribuida a
cristalinidade do PVA, teve sua intensidade aumentada nos conjuntos 1 e 4 e diminuida
nos conjuntos 21 e 24.

Apbs o processo de SLS utilizando poténcia do laser de 26 W e 32 W, numero de
varreduras 1 e 2 e tamanho de particula entre 20-250 ym, houve uma diminuicdo do
grau de cristalinidade do PVA. O processo de SLS néo alterou a estrutura quimica do

PVA como recebido de maneira significativa nos conjuntos 1, 4, 21 e 24, com picos de
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absorcao preservados. Com 32 W e numero de varreduras 2, houve uma diminuicao
significativa na intensidade dos picos de difragdo e das bandas de absorgao.

Em resumo, para o processo de SLS de PVA com tamanho de particula entre 20-
320 ym, poténcia do laser de 26 W e 32 W e numero de varreduras do laser 1, 2, 4 e 6,
a diferenca de 6 W nao influencia na microestrutura das amostras para todos os
numeros de varreduras do laser, mas quanto maior o numero de varreduras, maiores
sdo as regides densificadas e menor a quantidade de espagos vazios, tanto para 26 W
quanto para 32 W. O volume de poros das amostras sinterizadas a laser com 32 W é
menor que com 26 W e, em geral, diminui com o aumento do numero de varreduras.

Para particulas entre 20-74 um, a poténcia do laser de 26 W e 32 W influenciou a
microestrutura da amostra e pode-se concluir que quanto menor o tamanho de particula
e mais uniforme a distribuicdo de tamanho de particula, maior pode ser a influéncia da
poténcia do laser. Ja com tamanho de particula entre 20-250 um, foram obtidas
microestruturas semelhantes utilizando 26 W e 32 W e com o dobro do numero de
varreduras, houve diferencga significativa na microestrutura para ambas as poténcias.

Apbs o processo de SLS utilizando os conjuntos de parametros estudados e
tamanho de particula entre 20-320 um, 20-74 pm e 20-250 ym, houve uma diminui¢cao
do grau de cristalinidade do PVA.

Com tamanho de particula entre 20-320 pym, o processo de SLS alterou a
estrutura quimica do PVA como recebido, principalmente utilizando poténcia de 32 W e
numero de varreduras 6. Uma diferengca de 6 W, entre 26 W e 32 W, com numero de
varreduras 6, influenciou de forma significativa a estrutura quimica do PVA sinterizado.
Com tamanho de particula entre 20-74 pm e 20-250 um, o processo de SLS nao alterou
a estrutura quimica do PVA como recebido de maneira significativa, porém, no caso do
tamanho de particula entre 20-250 um, com 32 W e numero de varreduras 2, houve
uma diminui¢do significativa na intensidade dos picos de difracdo e das bandas de
absorgao.

Vale ressaltar que com tamanho de particula entre 20-320 um o processo de
SLS pode ter alterado a estrutura quimica do PVA, principalmente utilizando poténcia
de 32 W e numero de varreduras 6, provavelmente devido a distribuicdo do tamanho de

particula. Particulas grandes tendem a necessitar de mais energia para fundir do que
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particulas pequenas e uma grande variagdo no tamanho pode fazer com que particulas
menores absorvam energia em excesso.

Em relagcéo a analise do pé de PVA retirado do leito de construgédo pode-se dizer
que a temperatura de 80 °C foi adequada pois nao alterou de maneira significativa as
propriedades térmicas (T, € T;), 0 grau de cristalinidade e a estrutura quimica do PVA
como recebido, durante o processo de SLS por um periodo de tempo de
aproximadamente 14 horas (tempo de exposi¢cdao do material para a realizagao dos

testes da primeira e segunda etapas).

54 CULTURA CELULAR

Primeiramente é interessante notar que, apds a cultura celular, durante a analise
por MEV, foi observado que ocorreu a abertura de microporos em todas as amostras
submetidas aos testes de cultura celular. Por exemplo, a Figura 5.31 apresenta
imagens de MEV da superficie de uma amostra sinterizada a laser do conjunto 16, que
corresponde a poténcia de 32 W e numero de varreduras do laser 6, antes (a) e depois
(b) da cultura celular por 3 dias. Nao é possivel observar as células na Figura 5.31 (b)
devido a baixa ampliagdo. Posteriormente foi verificado que esses microporos foram

abertos apos o processo de lavagem das amostras por ultrassom em agua deionizada.

Figura 5.31 - Micrografias da superficie das amostras - conjunto 16: (a) antes e (b) depois da cultura
celular. Barra de escala = 500 ym

<7 ;
—~\ P T .‘ -
SEM HV: 10.0 kV WD: 15.26 mm

SEM MAG: 72 x Det: SE 500 ym

SEM HV: 10.0 KV WD: 12.12 mm

SEM MAG: 83 x Det: SE 500 pm

Fonte: A autora (2017).



95

A investigacao de biocompatibilidade foi realizada pela andlise da adesao de
células de osteossarcoma (SaOs-2) e fibroblastos humanos por meio de MEV.

Foram submetidas a testes de cultura celular de osteoblastos amostras
produzidas na segunda etapa através dos conjuntos 9 e 13 que correspondem a
poténcia de 26 W e numero de varreduras do laser 4 e 6 respectivamente, e as
amostras dos conjuntos 12 e 16 que correspondem a poténcia de 32 W e numero de
varreduras do laser 4 e 6 respectivamente. Imagens de MEV (Figuras 5.32 e 5.33)

mostram osteoblastos apos 3 dias de incubacgéo.

Figura 5.32 - Imagens de MEV de células SaOs-2 apoés cultura celular por 3 dias: conjuntos 9 € 13 (26 W)
e 12 e 16 (32 W). Barra de escala = 20 pm

Poténcia do laser
26 W 32w

Numero de varreduras T Sl
do laser: 4 .

>

SEM HV: 10.0 kV WD: 12.08 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.40 kx Det: SE 20 pm SEM MAG: 1.72 kx
LME-PUCPR LME-PUCPR

Numero de varreduras
do laser: 6

VEGAI TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 11.84 mm VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 1.86 kx Det: SE
LME-PUCPR LME-PUCPR

Fonte: A autora (2017).
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As imagens de MEV (Figuras 5.32 e 5.33) mostram que apos 3 dias de
incubacao as células SaOs-2 aderiram ao PVA sinterizado a laser, demonstrando que
as caracteristicas do material proporcionaram as células um ambiente propicio ao
ancoramento. Essas células aderiram tanto na superficie quanto dentro dos microporos
abertos, como indicado pelas setas nas Figuras 5.32 e 5.33. Foram encontradas células
aderidas ao PVA em todas as amostras analisadas, ou seja, sinterizadas com poténcia
de 26 W e 32 W e numero de varreduras 4 e 6.

A Figura 5.33 apresenta imagens de MEV de células aderidas, em maior

ampliagédo, em diferentes regides das amostras.

Figura 5.33 - Imagens de MEV de células SaOs-2 apds cultura celular por 3 dias: conjuntos 9 € 13 (26 W)
e 12 e 16 (32 W). Barra de escala = 10 ym

Poténcia do laser
26 W 32w

Numero de varreduras
do laser: 4
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SEM HV: 10.0 kv WD: 11.81 mm VEGAI TESCAN
SEM MAG: 3.50 kx Det: SE

LME-PUCPR LME-PUCPR

Fonte: A autora (2017).
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Observa-se que em geral as células aderidas a superficie mantiveram
caracteristicas morfologicas, apresentando formato achatado e espraiado cobrindo a
superficie com uma fina camada. Ja as células que se infiltraram e aderiram dentro dos
microporos foram possiveis de serem vistas de uma forma tridimensional. De uma
forma geral, foi possivel observar células dentro dos microporos e recobrindo as
superficies.

Testes de cultura celular foram realizados para avaliar a biocompatibilidade entre
o PVA sinterizado e células osteoblasticas SaOs-2 e os resultados indicam
biocompatibilidade entre o PVA sinterizado e células SaOs-2. Comparando-se os 4
conjuntos pode-se concluir que uma alteragdo na estrutura quimica do PVA néao
influenciou a biocompatibilidade, com destaque para o conjunto 16 que apresentou
estrutura quimica alterada de maneira significativa.

Também foram submetidas a testes de cultura celular amostras dos conjuntos 14
e 15 da segunda etapa, sinterizadas a laser com poténcias de 28 W e 30 W
respectivamente, e nimero de varreduras do laser 6, utilizando fibroblastos humanos
HFF-1. As analises ocorreram apos 3 e 6 dias de cultivo. A Figura 5.34 mostra imagens
de MEV de fibroblastos aderidos a superficie das amostras apés 3 dias de cultura
celular, com as setas indicando os filopodios (prolongamentos da membrana celular

projetados pela célula para o ancoramento na superficie).

Figura 5.34 - Imagens de MEV de fibroblastos apds cultura celular por 3 dias: conjuntos 14 e 15. Barra de
escala = 50 ym

2

SEM HV: 10.0 kV. WD: 14.53 mm I VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 786 x Det: SE 50 pm

SEM HV: 10.0 kV WD: 14.38 mm
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LME-PUCPR LME-PUCPR

Fonte: A autora (2017).
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Os fibroblastos aderiram tanto na superficie quanto dentro dos microporos
abertos, porém em maior parte na superficie das amostras, diferente dos osteoblastos,
caracteristica essa compativel com o modelo celular escolhido, que em um ambiente in
vivo apresentaria um comportamento similar, seguindo para formagao de multicamadas
de células. Foram encontrados fibroblastos aderidos ao PVA em todas as amostras
analisadas, ou seja, sinterizadas com poténcia de 28 W e 30 W e numero de varreduras
6.

Foi realizado um corte em uma amostra do conjunto 14, partindo-a ao meio e
retirando a metade na qual se encontrava a superficie onde foram depositadas as
células, para verificar a presenga de células na parte interna da amostra. Na Figura

5.35 é possivel observar que fibroblastos infiltraram e aderiram no interior na amostra.

Figura 5.35 - Imagem de MEV de fibroblastos no interior da amostra apos cultura celular por 3 dias. Barra
de escala = 50 ym

SEM HV: 10.0 kV WD: 13.98 mm | VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 837 x Det: SE 50 pm

LME-PUCPR

Fonte: A autora (2017).

Imagens de MEV (Figura 5.36) mostram fibroblastos aderidos a superficie das
amostras apo6s 6 dias de cultura celular, demonstrando que mesmo apdés um periodo

prolongado de incubagéo, as células ndo apresentaram rejei¢cao a superficie proposta.
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Figura 5.36 - Imagens de MEV de fibroblastos apds cultura celular por 6 dias: conjuntos 14 e 15. Barra de
escala = 50 ym

;
,
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SEM MAG: 736 x Det: SE 50 pm

* e 7 3
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LME-PUCPR LME-PUCPR

Fonte: A autora (2017).

Esses testes de cultura celular indicam biocompatibilidade entre o PVA
sinterizado e fibroblastos humanos HFF-1.

Pode-se concluir que as amostras sinterizadas a laser utilizando poténcia do
laser entre 26 W e 32 W e numero de varreduras 4 e 6, com temperatura do leito de p6
de 80 °C e dos alimentadores de 60 °C, espagcamento entre as varreduras do laser de
0,12 mm, espessura da camada de p6 de 0,46 mm, velocidade de varredura do laser de
2000 mm/s e tamanho de particula entre 20-320 um, se mostraram adequadas para
cultura celular de osteoblastos e fibroblastos humanos.

Os resultados dos testes de cultura celular permitem que novas analises possam
ser planejadas e realizadas para buscar maior conhecimento em relagédo ao
crescimento das células em trés dimensdes, proliferacdo, diferenciacdo celular,
migracao e muitos outros aspectos, através de cultura celular em arcabougos de PVA

sinterizado a laser.
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6 CONCLUSOES

A presente tese de doutorado teve como objetivo principal o estudo do processo
de SLS do polimero PVA, através de testes experimentais, com a finalidade de produzir
arcaboucgos para serem utilizados em estudos in vitro. Foi investigada a influéncia dos
parametros do processo de SLS poténcia do laser e numero de varreduras do laser na
microestrutura na superficie das amostras e nas propriedades do material PVA, grau de
cristalinidade e estabilidade quimica, com diferentes faixas de tamanho de particula.

Para a fabricagdo de pecas a partir do pé do material PVA através de SLS
utilizando a maquina Sinterstation 2000, poténcia do laser de 26 W e 32 W, diferentes
numeros de varreduras e tamanho de particula entre 20-320 ym, 20-74 pym e 20-250
Mm, pode-se concluir que:

1. Para a sinterizagdo do p6 com grandes variagdes no tamanho de particula, como
entre 20-320 ym e 20-250 um, o parametro que tem maior influéncia na
microestrutura € o numero de varreduras e nao a poténcia do laser.

2. Ja para a sinterizacao do pé com tamanho de particula entre 20-74 uym, a poténcia
do laser tem influéncia na microestrutura, ou seja, quanto menor o tamanho de
particula e mais uniforme a distribuicdo de tamanho de particula, maior pode ser a
influéncia da poténcia do laser na microestrutura e menor a necessidade de se
aumentar o numero de varreduras.

3. O processo de SLS causou uma diminui¢cado do grau de cristalinidade do PVA.

4. O processo de SLS com tamanho de particula entre 20-320 uym alterou a estrutura
quimica do PVA como recebido, sobretudo utilizando maior poténcia do laser e maior
numero de varreduras. Ja4 com tamanho de particula entre 20-74 ym e 20-250 um,
ndo houve alteragdo da estrutura quimica de maneira significativa, mas houve uma
diminui¢cdo significativa na intensidade dos picos de difracdo e das bandas de
absorcao no caso do tamanho de particula entre 20-250 ym, com maior poténcia do
laser e maior numero de varreduras.

5. Sobre o p6 de PVA do leito de construcio concluiu-se que a temperatura de 80 °C foi

adequada, pois nao alterou de maneira significativa as propriedades térmicas (T, e
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T¢), 0 grau de cristalinidade e a estrutura quimica do PVA como recebido apés,
aproximadamente, 14 horas de exposicao.

Testes de cultura celular mostraram que o material PVA sinterizado a laser com
poténcia do laser de 26 W e 32 W e numero de varreduras 4 e 6 é biocompativel com
células osteoblasticas de osteossarcoma humano SaOs-2, e o PVA sinterizado a laser
com poténcia de 28 W e 30 W e numero de varreduras 6 & biocompativel com
fibroblastos humanos HFF-1.

Vale ressaltar que, apesar da processabilidade do PVA por SLS, essa tecnologia
pode ndo ser viavel para a producdo de arcaboucgos para estudos in vitro utilizando
maquinas de SLS que ndo permitem processar apenas a quantidade necessaria de
material para a fabricagdo de arcabougos como, por exemplo, a Sinterstation 2000
localizada no CTI, devido a grande quantidade de material necessaria para um
processo automatico nessa maquina, pelo menos 5 kg de p6é de PVA, uma vez que o
custo total do PVA em p6 pode ser alto.

Sugestdes para trabalhos futuros incluem projetar arcabougos com diferentes
geometrias internas (como a inclusdo de canais por exemplo), avaliar a
biocompatibilidade entre o material PVA como recebido e células SaOs-2 e HFF-1 e
comparar com o resultado obtido com amostras de PVA sinterizado em termos de
adesao celular e, por fim, avaliar o desempenho dos arcabougos de PVA em ensaios de

cultura celular in vitro de maneira mais detalhada e também com outros tipos de células.



102

REFERENCIAS

AGARWALA, M.; BOURELL, D.; BEAMAN, J.; MARCUS, H.; BARLOW, J. Direct
selective laser sintering of metals. Rapid Prototyping Journal, USA, v. 1, n. 1, p. 26-
36, 1995.

ASTM F2150-13. Standard Guide for Characterization and Testing of Biomaterial
Scaffolds Used in Tissue-Engineered Medical Products. ASTM - American Society
for Testing and Materials, 2013.

ASTM F2312-11. Standard Terminology Relating to Tissue Engineered Medical
Products. ASTM - American Society for Testing and Materials, 2011.

ASTM F2450-10. Standard Guide for Assessing Microstructure of Polymeric
Scaffolds for Use in Tissue-Engineered Medical Products. ASTM - American Society
for Testing and Materials, 2010.

ASTM F2792-12a. Standard Terminology for Additive Manufacturing Technologies.
ASTM - American Society for Testing and Materials, 2012.

BAKER, M. I.; WALSH, S. P.; SCHWARTZ, Z.; BOYAN, B. D. A review of polyvinyl
alcohol and its uses in cartilage and orthopedic applications. Journal of Biomedical
Materials Research Part B, USA, p. 1-7, 2012.

BERGENSTOCK, M. K.; LAU, W.; SUN, W.; LIU, Q. Engineered Polystyrene Scaffolds
For In Vitro Three-Dimensional Disease Models. 34th Annual Meeting of the Society
for Biomaterials, USA, v. 32, n. 1, 2010.

BOURELL, D.L. (Ed.); LEU, M. C. (Ed.); ROSEN, D. W. (Ed.). Roadmap for Additive
Manufacturing - ldentifying the Future of Freeform Processing. Austin: The
University of Texas at Austin, USA, 2009.

BOURELL, D. L.; WATT, T. J.; LEIGH, D. K.; FULCHER, B. Performance limitations in
polymer laser sintering. Physics Procedia, United States, v. 56, p. 147-156, 2014.

CAICEDO-CARVAJAL, C. E;; LIU, Q.; REMACHE, Y.; GOY, A.; SUH, K. S. Cancer
Tissue Engineering: A Novel 3D Polystyrene Scaffold for In Vitro lIsolation and
Amplification of Lymphoma Cancer Cells from Heterogeneous Cell Mixtures. Journal of
Tissue Engineering, USA, p. 1-10, 2011.

CANEVAROLO Jr., S. V. Ciéncia dos Polimeros: um texto basico para tecnélogos e
engenheiros. 3. ed. Sdo Paulo: Artliber Editora Ltda., 2013.

CHAN, L. W.; HAO, J. S.; HENG, P. W. Evaluation of Permeability and Mechanical
Properties of Composite Polyvinyl Alcohol Films. Chemical and Pharmaceutical
Bulletin, Singapore, v. 47, n. 10, p. 1412-1416, 1999.



103

CHAN, B. P.; LEONG, K. W. Scaffolding in tissue engineering: general approaches and
tissue-specific considerations. European Spine Journal, China , v. 17, p. S467-S479,
2008.

CHANG, H.-l.; WANG, Y. Cell Responses to Surface and Architecture of Tissue
Engineering Scaffolds. In: EBERLI, D. (Ed.). Regenerative Medicine and Tissue
Engineering - Cells and Biomaterials. InTech, p. 569-588, 2011.

CHUA, C. K.; LEONG, K. F.; TAN, K. H.; WIRIA, F. E.; CHEAH, C. M. Development of
tissue scaffolds using selective laser sintering of polyvinyl alcohol/hydroxyapatite
biocomposite for craniofacial and joint defects. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine, Singapore, v. 15, issue 10, p. 1113-1121, 2004.

CHUA, C. K.; LEONG, K. F.; AN, J. Introduction to rapid prototyping of biomaterials. In:
NARAYAN, R. (Ed.). Rapid prototyping of biomaterials: Principles and
applications. Cambridge, Woodhead Publishing Limited, p. 1-15, 2014.

COATES, J. Interpretation of Infrared Spectra, A Practical Approach. In: MEYERS, R. A.
(ed.). Encyclopedia of Analytical Chemistry, John Wiley & Sons Ltd, Chichester, p.
10815-10837, 2000.

EOSOLY, S.; BRABAZON, D.; LOHFELD, S.; LOONEY, L. Selective laser sintering of
hydroxyapatite/poly-g-caprolactone scaffolds. Acta Biomaterialia, Ireland, v. 6, p. 2511-
2517, 2010.

ESHRAGHI, S.; DAS, S. Micromechanical finite-element modeling and experimental
characterization of the compressive mechanical properties of polycaprolactone—
hydroxyapatite composite scaffolds prepared by selective laser sintering for bone tissue
engineering. Acta Biomaterialia, USA, v. 8, p. 3138-3143, 2012.

GIBSON, I.; SHI, D. Material properties and fabrication parameters in selective laser
sintering process. Rapid Prototyping Journal, Hong Kong, v. 3, n. 4, p. 129-136, 1997.

GIBSON, I.; ROSEN, D. W.; STUCKER, B. Additive Manufacturing Technologies:
Rapid Prototyping to Direct Digital Manufacturing. New York: Springer
Science+Business Media, 2010. 462 p.

GRIFFITH, L. G.; NAUGHTON, G. Tissue Engineering - Current Challenges and
Expanding Opportunities. Science, USA, v. 295, p. 1009-1016, 2002.

HASSAN, C. M.; PEPPAS, N. A. Structure and Applications of Poly(vinyl alcohol)
Hydrogels Produced by Conventional Crosslinking or by Freezing/Thawing Methods.
Advances in Polymer Science, USA, v. 153, p. 37-65, 2000.

HAYCOCK, J. W. (Ed.); AHLUWALIA, A. (Ed.); WILKINSON, J. M. (Ed.). Cellular In
Vitro Testing: Methods and Protocols. Boca Raton: CRC Press. 2014. 192 p.



104

HODGKINSON, N.; TAYLOR, M. Thermoplastic Poly(Vinyl Alcohol) PVOH. Materials
World, v. 8, p. 25-25, 2000.

HUANG, H.; KOJIMA, N.; NARUKE, H.; OIZUMI, S.; NIINO, T.; SAKAI, Y. A Porous
Perfusion Bioreactor That Possess Microchannels: It's Fabrication by Selective Laser
Sintering and Preliminary Evaluation of Culture of Human Hepatoma Hep G2 Cells. In:
PEPPAS, N. A.; HOFFMAN, A. S.; KANAMORI, T.; TOJO, K. (eds). Advances in
Medical Engineering, Drug Delivery Systems and Therapeutic Systems, AIChE,
New York, p. 58-63, 2006.

HUTMACHER, D. W. Scaffold design and fabrication technologies for engineering
tissues — state of the art and future perspectives. Journal of Biomaterials Science
Polymer Edition, Singapore, v. 12, n. 1, p. 107-124, 2001.

JONES, S. A.; BROWN, M.; MARTIN, G. P. Determination of Polyvinyl Alcohol Using
Gel Filtration Liquid Chromatography. Chromatographia, UK, v. 59, n. 1/2, p. 43-46,
2004.

KARIMI, A.; DAUD, W. M. A. W. Harmless Hydrogels Based on PVA/Na*-MMT
Nanocomposites for Biomedical Applications: Fabrication and Characterization.
Polymer Composites, Malaysia, p. 1-9, 2015.

KIVELIO, A.; EHRBAR, M. Recent Advances in 3D Tissue Models. In: AKASHI, M.;
AKAGI, T.; MATSUSAKI, M. (Eds). Engineered Cell Manipulation for Biomedical
Application, Springer, p. 3-42, 2014.

KRIMM, S.; LIANG, C. Y.; SUTHERLAND, G. B. B. M. Infrared Spectra of High
Polymers. V. Polyvinyl Alcohol. Journal of Polymer Science, USA, v. XXII, p. 227-247,
1956.

KRUTH, J.P.; WANG, X.; LAOUI, T.; FROYEN, L. Lasers and materials in selective
laser sintering. Assembly Automation, Belgium, v. 23, n. 4, p. 357-371, 2003.

KRUTH, J-P.; MERCELIS, P.; VAERENBERGH, J. V.; FROYEN, L.; ROMBOUTS, M.
Binding mechanisms in selective laser sintering and selective laser melting. Rapid
Prototyping Journal, Belgium, v. 11, p. 26 - 36, 2005.

KRUTH, J.-P.; LEVY, G.; KLOCKE, F.; CHILDS, T. H. C. Consolidation phenomena in
laser and powder-bed based layered manufacturing. Annals of the CIRP, Belgium, 56,
p. 730-759, 2007.

KRUTH, J.-P.; LEVY, G.; SCHINDEL, R.; CRAEGHS, T.; YASA, E. Consolidation of
Polymer Powders by Selective Laser Sintering. In: PROCEEDINGS OF THE 3™
INTERNATIONAL CONFERENCE ON POLYMERS AND MOULDS INNOVATIONS, p.
15-30, 2008.



105

LEE, M.-Y,; LIU, S.-W.; CHEN, J.-P.; LIAO, H.-T.; TSAI, W.-W.; WANG, H.-C. In Vitro
Experiments on Laser Sintered Porous PCL Scaffolds with Polymer Hydrogel for Bone
Repair. Journal of Mechanics in Medicine and Biology, Taiwan, v. 11, n. 5, p. 983-
992, 2011.

LEONG, K.F.; CHEAH, C.M.; CHUA, C.K. Solid freeform fabrication of three-
dimensional scaffolds for engineering replacement tissues and organs. Biomaterials,
Singapore, v. 24, p. 2363-2378, 2003.

LEVY, G. N. Additive Manufacturing in Manufacturing: A future oriented technology with
high degree of innovation potentials - are we ready? Challenges and Chances to handle.
In: EUROPEAN FORUM ON ADDITIVE MANUFACTURING - 18th edition of the AEPR
(Assises Européennes de Prototypage Rapide) forum, Paris, 2013.

LIAO, H.-T.; CHANG, K.-H.; JIANG, Y.; CHEN, J.-P.; LEE, M.-Y. Fabrication of tissue
engineered PCL scaffold by selective laser-sintered machine for osteogeneisis of
adipose-derived stem cells. Virtual and Physical Prototyping, Taiwan, v. 6, n. 1, p. 57-
60, 2011.

LIU, D.; ZHUANG, J.; SHUAI, C.; PENG, S. Mechanical properties’ improvement of a
tricalcium phosphate scaffold with poly-L-lactic acid in selective laser sintering.
Biofabrication, China, v. 5, p. 1-10, 2013.

LOHFELD, S.; TYNDYK, M. A.; CAHILL, S.; FLAHERTY, N.; BARRON, V.; MCHUGH,
P. E. A method to fabricate small features on scaffolds for tissue engineering via
selective laser sintering. Journal of Biomedical Science and Engineering, Ireland, v.
3, p. 138-147, 2010.

LU, L.; FUH, J.; WONG, Y.-S. Laser-induced Materials and Processes for Rapid
Prototyping. USA: Kluwer Academic Publishers, 2001.

MANSUR, A. A. P.; MANSUR, H. S. Estimativa do grau de hidrdlise do PVA através de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. Anais do 8° Congresso
Brasileiro de Polimeros, Brasil, p. 349-350, 2005.

MARTEN, F. L. Vinyl Alcohol Polymers. Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical
Technology, 2002.

MERLE, G.; HOSSEINY, S. S.; WESSLING, M.; NIUMEIJER, K. New cross-linked PVA
based polymer electrolyte membranes for alkaline fuel cells. Journal of Membrane
Science, The Netherlands, 409-410, p. 191-199, 2012.

MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO. Laboratérios tém cinco
anos para adotar 17 métodos alternativos. 2014. Disponivel em:
<http://www.mcti.gov.br/visualizar/-/asset_publisher/jIPUOISRgRmq/content/laboratorios-
tem-cinco-anos-para-adotar-17-metodos-



106

alternativos;jsessionid=03D9BC857A5F8B703C20643B43C8D10F>. Acesso em: 16
nov 2016.

MOTA, C.; PUPPI, D.; CHIELLINI, F.; CHIELLINI, E. Additive manufacturing techniques
for the production of tissue engineering constructs. Journal of Tissue Engineering and
Regenerative Medicine, ltaly, p. 1-17, 2012.

PAPADATOS, A. L.; AHZI, S.; DECKARD, C. R.; PAUL, F. W. On dimensional
stabilities: Modeling of the Bonus-Z during the SLS Process. In: Proceedings of the Solid
Freeform Fabrication Symposium, p. 709-716, 1997.

PEDRAM, M. Z.; OMIDKHAH, M.; AMOOGHIN, A. E. Synthesis and characterization of
diethanolamine-impregnated cross-linked polyvinylalcohol/glutaraldehyde membranes
for CO,/CH4 separation. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, Iran, v. 20,
p. 74-82, 2014.

PEREIRA, T. F. Impressao 3D de Poli (3-hidroxibutirato) pela Técnica de
Sinterizagcao Seletiva a Laser visando a Producao de Arcabougos para
Regeneragdo Ossea. 2015. 212 f. Tese (doutorado) — COPPE / Programa de
Engenharia Metalurgica e de Materiais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

POLYSCIENCES, Inc. 2017. Disponivel em: < http://www.polysciences.com/default/>.
Acesso em: 22 dez 2017.

PUPPI, D.; CHIELLINI, F.; PIRAS, A. M.; CHIELLINI, E. Polymeric materials for bone
and cartilage repair. Progress in Polymer Science, Italy, v. 35, p. 403-440, 2010.

ROHATGI, C. V.; DUTTA, N. K.; CHOUDHURY, N. R. Separator Membrane from
Crosslinked Poly(Vinyl Alcohol) and Poly(Methyl Vinyl Ether-alt-Maleic Anhydride).
Nanomaterials, Australia, 5(2), p. 398-414, 2015.

SHUAI, C.; MAO, Z.; LU, H.; NIE, Y.; HU, H.; PENG, S. Fabrication of porous polyvinyl
alcohol scaffold for bone tissue engineering via selective laser sintering. Biofabrication,
China, n. 5, p. 1-8, 2013a.

SHUAI, C.; MAO, Z.; GAO, C,; LIU, J.; PENG, S. Development of Complex Porous
Polyvinyl Alcohol Scaffolds: Microstructure, Mechanical, and Biological Evaluations.
Journal of Mechanics in Medicine and Biology, China, v. 13, n. 3, p. 1-12, 2013b.

SHUAI, C.; MAO, Z.; HAN, Z.; PENG, S. Preparation of complex porous scaffolds via
selective laser sintering of poly(vinyl alcohol)/calcium silicate. Journal of Bioactive and
Compatible Polymers, China, v. 29, n. 2, p. 110-120, 2014.

SHUAI, C.; FENG, P.; GAO, C.; SHUAI, X.; XIAO, T.; PENG, S. Graphene oxide
reinforced poly(vinyl alcohol): nanocomposite scaffolds for tissue engineering
applications. RSC Advances, China, v. 5, p. 25416-25423, 2015.



107

SIGMA-ALDRICH. 2017. Disponivel em: <https://www.sigmaaldrich.com/united-
states.html>. Acesso em: 22 dez 2017.

SLAUGHTER, B.; KHURSHID, S. S.; FISHER, O. Z.; KHADEMHOSSEINI, A.; PEPPAS,
N. A. Hydrogels in Regenerative Medicine. Advanced Materials, USA, n. 21, p. 3307-
3329, 2009.

STAMPELLA, A.; PAPI, A.; RIZZITELLI, G.; COSTANTINI, M.; COLOSI, C;
BARBETTA, A.; MASSIMI, M.; DEVIRGILIIS, L. C.; DENTINI, M. Synthesis and
characterization of a novel poly(vinyl alcohol) 3D platform for the evaluation of
hepatocytes' response to drug administration. Journal of Materials Chemistry B, Italy,
v. 1, p. 3083-3098, 2013.

SUNDARARAJAN, P. R. Poly(vinyl alcohol). In: MARK, J. E. (Ed.). Polymer Data
Handbook. USA: Oxford University Press, p. 890-909, 1999.

TADOKORO, H. Crystallization-sensitive Band of Polyvinyl Alcohol. Bulletin of the
Chemical Society of Japan, v. 32, n. 12, p. 1334-1339, 1959.

TAN, K. H.; CHUA, C. K; LEONG, K. F.; CHEAH. C. M.; GUI, W. S.; TAN. W. S.; WIRIA,
F. E. Selective laser sintering of biocompatible polymers for applications in tissue
engineering. Bio-Medical Materials and Engineering, Singapore, v. 15, p. 113-124,
2005.

UNGARO, F.; BIONDI, M.; INDOLFI, L.; DE ROSA, G.; LA ROTONDA, M. |.; QUAGLIA,
F.; NETTI, P. Bioactivated Polymer Scaffolds for Tissue Engineering. In: ASHAMMAKHI,
N.; REIS, R. L. (Eds). Topics in Tissue Engineering, v. 2. Helsinki: Expertissues, p. 1-
38, 2005.

VACANTI, J. P.; VACANTI, C. A. The History and Scope of Tissue Engineering. In:
LANZA, R.; LANGER, R.; VACANTI, J. (Eds). Principles of Tissue Engineering. 4th
edition. Oxford: Academic Press, p. 3-8, 2014.

WILLIAMS, J. M.; ADEWUNMI, A.; SCHEK, R. M.; FLANAGAN, C. L.; KREBSBACH, P.
H.; FEINBERG, S. E.; HOLLISTER, S. J.; DAS, S. Bone tissue engineering using
polycaprolactone scaffolds fabricated via selective laser sintering. Biomaterials, USA, v.
26, p. 4817-4827, 2005.

WIRIA, F. E.; LEONG, K. F.; CHUA, C. K;; LIU, Y. Poly-e-caprolactone/hydroxyapatite
for tissue engineering scaffold fabrication via selective laser sintering. Acta
Biomaterialia, Singapore, v. 3, p. 1-12, 2007.

WIRIA, F. E.; CHUA, C. K.; LEONG, K. F.; QUAH, Z. Y.; CHANDRASEKARAN, M
LEE, M. W. Improved biocomposite development of poly(vinyl alcohol) and
hydroxyapatite for tissue engineering scaffold fabrication using selective laser sintering.
Journal of Materials Science: Materials in Medicine, Singapore , v. 19, issue 3, p.
989-996, 2008.



108

WIRIA, F. E.; LEONG, K. F.; CHUA, C. K. Modeling of powder particle heat transfer
process in selective laser sintering for fabricating tissue engineering scaffolds. Rapid
Prototyping Journal, Singapore, v. 16, issue 6, p. 400-410, 2010.

YANG, S.; LEONG, K.-F.; DU, Z.; CHUA, C.-K. The Design of Scaffolds for Use in
Tissue Engineering. Part |. Traditional Factors. Tissue Engineering, Singapore, v. 7, n.
6, p. 679-689, 2001.

YANG, S.; LEONG, K.-F.; DU, Z.; CHUA, C.-K. The Design of Scaffolds for Use in
Tissue Engineering. Part Il. Rapid Prototyping Techniques. Tissue Engineering,
Singapore, v. 8, n. 1, p. 1-11, 2002.

YEONG, W.-Y.,; CHUA, C.-K.; LEONG, K.-F.; CHANDRASEKARAN, M. Rapid
prototyping in tissue engineering: challenges and potential. TRENDS in Biotechnology,
Singapore, v. 22, n. 12, p. 643-652, 2004.

YEONG, W. Y.; SUDARMADJI, N.; YU, H. Y.; CHUA, C. K, LEONG, K. F;
VENKATRAMAN, S. S.; BOEY, Y. C. F.; TAN, L. P. Porous polycaprolactone scaffold
for cardiac tissue engineering fabricated by selective laser sintering. Acta
Biomaterialia, Singapore, v. 6, p. 2028-2034, 2010.

ZHOU, W. Y.; LEE, S. H.; WANG, M.; CHEUNG, W. L.; IP, W. Y. Selective laser
sintering of porous tissue engineering scaffolds from poly(L-lactide)/carbonated
hydroxyapatite nanocomposite microspheres. Journal of Materials Science: Materials
in Medicine, China, v. 19, p. 2535-2540, 2008.



