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Resumo

O ligamento cruzado anterior (LCA) é o ligamento mais frequentemente sujeito a lesdes, com
dificil recuperacao devido a insuficiente vascularizacdo, sendo necessario uma intervencao cirurgica para
recuperar as funcdes do joelho. As abordagens atuais para o tratamento incluem enxertos, no entanto
este tipo de cirurgia apresenta varias limitacdes tais como a elevada taxa de recorréncia e o facto dos
tecidos reparados serem mecanicamente inferiores aos tecidos nativos. A engenharia de tecidos pretende
resolver estes problemas, produzindo suportes artificiais (scaffolds) para regeneracdo do LCA em
condicdes laboratoriais, com o potencial de transplante e com uma elevada taxa de sucesso.

No presente trabalho foram desenvolvidos filamentos compdsitos baseados em poli (acido latico)
(PLA) e em trés tipos de reforco: grafite exfoliada (EG), grafite exfoliada funcionalizada (f-EG) e grafite
exfoliada funcionalizada com adicao de nanoparticulas de prata (f-EG + Ag). A funcionalizacdo da grafite
foi efetuada através da reacao de cicloadicao 1,3-dipolar de um ileto de azometina. As nanoparticulas de
prata (Ag) foram ancoradas na grafite exfoliada funcionalizada, dado crescerem de forma controlada na
presenca dos grupos funcionais ligados a EG. Os filamentos nanocompésitos foram produzidos por
extrusdo, usando uma extrusora de duplo fuso co-rotativo. Os filamentos apresentam 1.75 mm de
diametro, e foram usados posteriormente para o fabrico de scaffolds por impressao 3D, para potencial
aplicacdo na regeneracdo do LCA. Foram processados diferentes filamentos compésitos: filamento de
PLA, filamento de PLA+0,5% EG, filamento de PLA + 0,5% f-EG e filamento com PLA + 0,5% [(f-EG) + Ag].
A morfologia, propriedades térmicas, elétricas e mecanicas de todos os filamentos produzidos foram
avaliadas.

As propriedades térmicas dos filamentos produzidos foram melhoradas e a dispersao dos
reforcos na matriz polimérica foi alcancada, de acordo com os resultados obtidos. Nao houve alteracoes

significativas das propriedades elétricas e mecéanicas dos filamentos com a adicao de grafite exfoliada.

Palavras-chave: Engenharia de Tecidos, LCA, PLA, Grafeno, Scaffold



Abstract

The anterior cruciate ligament (ACL) is the ligament most frequently injured, with difficult recovery
due to insufficient vascularisation, requiring surgical intervention to restore knee function. Current
approaches to treatment include grafts, but this type of surgery has several limitations, such as a high
recurrence rate and the fact that repaired tissues are mechanically inferior to native tissues. Tissue
engineering aims to solve these problems by producing artificial supports (scaffolds) for ACL regeneration

under laboratory conditions, with the potential for transplantation and a high success rate.

In the present work, composite filaments based on poly (lactic acid) (PLA) and on three types of
reinforcement were developed: exfoliated graphite (EG), functionalized exfoliated graphite (f-EG) and
functionalized exfoliated graphite with addition of silver nanoparticles (f-EG + Ag). The graphite
functionalisation was carried out through the 1,3-dipolar cycloaddition reaction of an azomethine ilet. The
silver (Ag) nanoparticles were anchored to the exfoliated functionalised graphite as they grew in a
controlled manner in the presence of the EG-bound functional groups. The nanocomposite filaments were
produced by extrusion, using a co-rotating twin-screw extruder. The filaments are 1.75 mm in diameter
and were subsequently used to fabricate scaffolds by 3D printing for potential application in ACL
regeneration. Different composite filaments were processed: PLA filament, PLA+0.5% EG filament, PLA +
0.5% f-EG filament and filament with PLA + 0.5% [(FEG) + Ag]. The morphology, thermal, electrical and

mechanical properties of all the produced filaments were evaluated.

The thermal properties of the produced filaments were improved and the dispersion of the
reinforcements in the polymeric matrix was achieved, according to the results obtained. There were no
significant changes in the electrical and mechanical properties of the filaments with the addition of

exfoliated graphite.

Keywords: Tissue engineering, ACL, PLA, Graphene, Scaffold
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1. Introducao

Este capitulo apresenta a motivacao do trabalho, assim como o conteudo de cada capitulo desta

dissertacao.

1.1.Motivacao

Os ligamentos sdo o tecido conjuntivo fibroso que liga 0sso a osso [1]. Sdo importantes na
transmissdo de forcas para evitar movimentos excessivos e aumentam a estabilidade das articulacdes
[2,3]. Os ligamentos sdo frequentemente danificados durante o desporto e atividades rigorosas, e estdo
entre as lesdes mais comuns no corpo, sendo particularmente comuns na populacao jovem e fisicamente

ativa [4,5].

0 ligamento cruzado anterior (LCA) é o ligamento intra-articular do joelho mais frequentemente
lesionado [6]. A sua rotura pode causar instabilidade significativa, que subsequentemente leva a lesdes

noutros ligamentos e ao desenvolvimento de doencas degenerativas das articulacées [5].

Devido a cicatrizacdo intrinsecamente fraca e vascularizacdo limitada, as lesées do LCA nédo
cicatrizam e é necessaria a intervencao cirurgica, envolvendo autoenxertos, aloenxertos, e enxertos
sintéticos [7]. A estimativa mundial dos jovens fisicamente ativos que necessitam de cirurgia apés uma

lesao no joelho situa-se entre 17%-61% [8].

Estudos a longo prazo que avaliam as substituicdes tanto do autoenxerto como do aloenxerto
tém tido taxas de sucesso superiores a 90% em termos de restauracdo da estabilidade do joelho,
satisfacao do paciente e regresso a atividade atlética plena [6]. Possuem uma boa resisténcia mecanica
inicial e promovem a proliferacao celular e o crescimento de novos tecidos [9]. Apesar destes excelentes
resultados, complicacdes graves estao associadas ao uso do tecido do autoenxerto e do aloenxerto. As
utilizacdes de aloenxertos incluem o risco de transmissao de doencas, infecao bacteriana, e a
possibilidade de resposta imunogénica desencadeada no hospedeiro [6]. Para além disso, os
autoenxertos requerem cirurgia adicional, morbilidade do local doador, tempo de recuperacéo prolongado

e dor [9].

A engenharia de tecidos é a aplicacao de principios biolégicos, quimicos e de engenharia para o
desenvolvimento de substitutos para a reparacéo, substituicdo ou restauracao da funcao do tecido [9].
As limitacoes existentes tém suscitado um interesse crescente em engenharia de tecidos para a

reconstrucao do LCA utilizando scaffolds que possam imitar tanto as suas propriedades bioldgicas como



a durabilidade mecénica dos tecidos nativos [6]. O scaffold ideal deve ser poroso, biocompativel,
apresentar resisténcia mecanica suficiente para resistir a tensées mecanicas e degradar-se ao longo do
tempo de forma a promover a formacao do tecido do ligamento [6,7]. A Figura 1, apresenta um esquema

ilustrativo do tratamento classico e do tratamento de engenharia de tecidos para a regeneracdo do

ligamento.
Tratamento classico Tratamento de Engenharia de Tecidos
Autoenxerto/Aloenxerto
/I: l o Fatores de crescimento

Células

NG

Scaffold

Figura 1: Comparacdo entre o tratamento classico e o tratamento de engenharia de tecidos para a regeneracdo do
ligamento. Adaptado de [5].

Varios materiais tém sido considerados para a producao de scaffolds, com intuito de regeneracéo
do ligamento [6]. Polimeros naturais biodegradaveis, tais como a seda e o colagénio tipo | séo
frequentemente utilizados em engenharia de tecidos, no entanto possuem uma resisténcia mecanica
inferior ao tecido nativo [4]. A investigacao atual sobre LCA centrou-se na utilizacdo de polimeros
biologicos e sintéticos que sao biocompativeis e degradaveis, tais como o poli (acido glicélico) (PGA), poli
(acido L-lactico) (PLLA), poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) e poli (e-caprolactona) (PCL) [6][10].
Embora estes dispositivos sintéticos fornecam inicialmente as funcdes dos ligamentos que substituem,

falham com o tempo porgue ndo podem replicar o comportamento mecanico do ligamento [9].

O presente trabalho foca-se no desenvolvimento de filamentos compositos baseados em poli (acido
latico) (PLA) de grade médico e grafite exfoliada e funcionalizada pelo processo de extrusdo, que possam

ser posteriormente utilizados na producao de scaffolds para aplicacao na regeneracao do ligamento.



Espera-se que os compositos apresentem propriedades mecanicas e térmicas melhoradas e que

permitam efeitos elétricos locais que promovam a regeneracao de tecidos.

1.2. Esquema da dissertacao

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos:
O Capitulo 1 apresenta a motivacdo e a estrutura da dissertacao.

No Capitulo 2 é apresentada uma revisdo geral nas propriedades e funcdo do ligamento cruzado
anterior (LCA), assim como os seus possiveis tratamentos em caso de rotura. Os materiais, as suas
respetivas propriedades e a sua aplicacdo na area de biomédica ¢ descrita. O método de impressao 3D
para a producao de scaffolds, assim como o processamento dos filamentos através de extrusdo também

sdo abordadas neste capitulo.

O Capitulo 3 descreve os materiais e métodos usados na producao da grafite exfoliada funcionalizada,
na adicao de nanoparticulas de prata, no processamento de filamentos através de extrusao e também
na producao de scaffolds por impressao 3D. Uma breve descricao das técnicas utilizadas para a

caracterizacao dos filamentos também é apresentada.
O Capitulo 4 reune os resultados obtidos no ambito desta dissertacdo assim como a sua analise.

O Capitulo 5 foca-se nas principais conclusoes e trabalhos futuros.



CAPITULO 2
ESTADO DE ARTE



2. Estado de arte

2.1. Ligamento Cruzado Anterior

Os ligamentos sdo o tecido conjuntivo fibroso que liga osso a osso [1]. Resistem a forcas para
evitar movimentos excessivos e aumentam a estabilidade das articulacdes [2]. Os ligamentos s&o
frequentemente danificados durante o desporto e atividades rigorosas, e estdo entre as lesdes mais

comuns no corpo, sendo particularmente comuns na populacao jovem e fisicamente ativa [4,5].

O ligamento cruzado anterior (LCA) é um dos quatro ligamentos principais do joelho,
desempenhando um papel critico na estabilizacao da articulacao durante as atividades diarias de carga
[11]. E o ligamento intra-articular do joelho mais frequentemente lesionado, a sua rotura pode causar
instabilidade significativa, que subsequentemente leva a lesdes noutros ligamentos e ao desenvolvimento
de doencas degenerativas das articulacoes [b]. A Figura 2 representa a rutura do ligamento cruzado

anterior.

Rutura do ligamento cruzado anterior

Figura 2:lmagem ilustrativa da rutura do ligamento cruzado anterior. Adaptado de [12].

Devido a cicatrizacao intrinsecamente fraca e vascularizacao limitada, o tecido nativo do LCA
demonstra uma capacidade limitada de se reparar a si proprio e nao cicatriza, sendo necessaria a
intervencao cirurgica, envolvendo autoenxertos, aloenxertos, e enxertos sintéticos [7][11]. Porém, estas
opcoes de tratamento nao sao fiaveis, uma vez que trazem certas complicacdes para o dador, tais como:

tempo cirurgico prolongado, dor e transmissao de doencas [4].

As desvantagens mencionadas tém suscitado um interesse crescente em engenharia de tecidos
para a reconstrucao do LCA para gerar estruturas que possam imitar as propriedades dos tecidos nativos

[71[13].



Atualmente, a maior incidéncia de lesdo do LCA é nas mulheres na faixa etaria dos 14-17 anos
(18-21 anos para os homens). Esta é também a populacdo com a atual maior taxa de aumento das
lesdes do LCA. As diferencas baseadas no sexo nas taxas de lesdes LCA estdo bem estabelecidas, com
as mulheres a sofrerem lesdes relacionadas com o desporto 2-7 vezes mais frequentemente do que os
homens [11]. Os fatores de risco que explicam o aumento da incidéncia de lesdo do ligamento cruzado
anterior em atletas do sexo feminino sdo geralmente classificados como anatomicos, neuromusculares
e hormonais [14]. Hashemi et al. descobriram que os LCA femininos possuiam concentracées mais
baixas de fibrilas e menor percentagem de area ocupada por fibrilas de colagénio em comparacdo com
0os LCA masculinos [11]. Na Tabela 1 estdo representadas as diferencas baseadas no sexo nas

propriedades estruturais e mecéanicas do LCA.

Tabela 1. Diferencas baseadas no sexo nas propriedades estruturais e mecanicas do LCA [14,15]

Homem Mulher
Comprimento (mm) 29.61 +2.70 27.04 £ 2.90
Mdédulo de elasticidade (MPa) 128 + 35 99 + 50
Alongamento na rotura (mm) 895+2.12 7.48 +2.26
Tensao de rotura (%) 30+ 6 27 +8
Forca de rotura (N) 1818 + 699 1266 + 577
Rigidez (N/mm) 309 + 89 199 + 88

Estas diferencas sao frequentemente postas em causa pelo aumento da presenca de hormonas
especificas do sexo, que podem promover um LCA feminino mais instavel, sendo a funcéo articular ditada

por multiplos fatores estruturais, mecanicos, geométricos, de resisténcia e neuromusculares [11].

O scaffold é, portanto, um elemento-chave na engenharia de tecidos para a regeneracdo de
ligamentos e os polimeros biodegradaveis sdo excelentes candidatos devido a sua versatilidade [13].
Para a substituicdo do LCA, além da biodegradabilidade, o scaffoldideal deve ser poroso, biocompativel,

apresentar resisténcia mecanica adequada ao LCA e promover a formacao do tecido do ligamento [7].

Além disso, as propriedades elétricas, mecanicas e térmicas do PLA podem ser melhoradas pela
incorporacao de nanoparticulas, como por exemplo, desenvolvendo compésitos de PLA com nanotubos
de carbono (CNT) em que sao esperadas boas propriedades elétricas, mecanicas e térmicas, mesmo

com baixo contetdo de incorporacdo [16].



2.2. Scaffolds para a regeneracao do ligamento

A engenharia de tecidos (TE) é altamente multidisciplinar e recorre a especialistas de medicina,
engenharia, ciéncia dos materiais, genética e das ciéncias da vida. A TE identifica um procedimento para
0 qual materiais, células, fatores de crescimento e/ou outras moléculas bioativas, combinados entre si,
sdo combinados num suporte (scaffola) implantavel cujo papel é promover a reparacao e a regeneracao
do tecido do local do implante, enquanto se degradam [17]. Assim, baseia-se extensivamente na
utilizacdo de scaffolds porosos 3D para fornecer o ambiente apropriado para a regeneracao de tecidos e
orgados. Os materiais, as propriedades mecanicas dos scaffolds e a cinética de degradacdo devem ser
adaptados a aplicacdo especifica, para garantir as funcées mecanicas necessarias e ser adequada a

cinética de formacao de novos tecidos [17,18].

Os scaffolds sdo produzidos a partir de uma variedade de biomateriais utilizando varias técnicas de
fabrico e tém sido aplicados na regeneracao de diferentes tecidos e orgaos do corpo. Independentemente
do tipo de tecido, uma série de consideracdes chave sao importantes na concecao de um scaffold para
utilizacdo na engenharia de tecidos [18]. O scaffold estrutural ideal para um enxerto do LCA, deve ser
biodegradavel, biocompativel, ou seja, causar uma resposta inflamatoéria minima, possuir uma resisténcia
mecanica suficiente a do LCA nativo e promover a formacéo do tecido do ligamento [9]. Isto &, deve
manter as propriedades mecanicas ao longo do tempo necessario para que uma reparacao funcional
ocorra sendo reabsorvido pelo tecido de substituicao [19]. Para além disso, devem ter uma estrutura de
poros interligados e alta porosidade para assegurar a penetracao celular e a difusdo adequada de
nutrientes e remocao de residuos de metabolismo celular sem interferéncia com os o6rgaos e tecidos

circundantes [17,18] .

O critério final para os scaffolds na engenharia de tecidos, é a escolha do biomaterial a partir do qual

0 Scaffold deve ser fabricado [18].

A maioria dos scaffolds sao produzidos a partir de polimeros naturais ou sintéticos [17]. Scaffolds a
base de polimeros naturais, tal como, o alginato, o quitosano, o colagénio ou o0 acido hialurénico tém
sido utilizados na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa [19]. Como o colagénio tipo | constitui
cerca de 90% do LCA nativo, a utilizacdo de scaffolds a base de colagénio tem sido extensivamente
investigada [20]. Dunn et al e Bellincampi et al desenvolveram scaffolds feitos de fibrilas de colagénio

[8]. No entanto, houve uma diminuicdo da resisténcia mecanica apdés 6 semanas, e estes foram



completamente reabsorvidos ndo conseguindo imitar as propriedades mecéanicas do LCA nativo [8].
Apesar de os polimeros naturais possuirem boa biocompatibilidade e baixa citoxicidade, muitas vezes

apresentam desafios em relacdo a resisténcia mecanica [17][8].

A utilizacao de polimeros sintéticos biodegradaveis é promissora na engenharia de tecidos de LCA.
Estes polimeros sdo bastante utilizados em aplicacées biomédicas como ¢é o caso do poli (acido glicolico)
(PGA), o poli (acido lactico) (PLA), acido poli-L-Lactico (PLLA), poli (acido(latico-co-glicolico)) (PLGA) bem
como a poli (e-caprolactona) (PCL) [17][21]. Na Tabela 2 estao listados os principais polimeros sintéticos
biodegradaveis, usados em diversas aplicacdes clinicas, e que tém sido propostos como scaffolds para
LCA [21,22]. Embora os polimeros sintéticos sejam vantajosos devido ao seu fornecimento quase
ilimitado com propriedades bem caracterizadas e controlaveis, a resisténcia mecéanica e a degradacao
destes scaffolds ainda precisam de ser otimizadas para satisfazer os requisitos do tecido tendinoso ou

do ligamento nativo [4].

Tabela 2 Propriedades fisicas dos principais polimeros biodegradavers utilizados em aplicacdes biomédicas. [23][6]

Polimero Médulo de Young Tempo Degradacao Aplicacoes
(GPa) (meses)
Dispositivos médicos
PGA 5-7 GPa 6al2 Suturas
Reparacao do menisco
PLLA 2.7 GPa >24 Cirurgia Ortopédica
Parafusos de interferéncia
PLGA 1.4-2.8 GPa lab Suturas
Reconstrucdo LCA
PCL 0.4—0.6 GPa >24 Suturas de revestimento

Implantes dentarios ortopédicos

Algumas complicacdes foram ocasionalmente relatadas apds a implantacdo de biomateriais PLA-

PGA, geralmente atribuidas a libertacdo de produtos acidos durante a degradacdo do material. No
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entanto, a maioria dos estudos clinicos que citam complicacées em seres humanos devido a implantes

PLA e PGA, relatam apenas reacdes leves ndo especificas de corpo estranho [17].

2.3. Materiais para a producao de scaffolds para a regeneracao de ligamentos
2.3.1. Poli (acido latico)

O poli (4cido latico) (PLA) é um biopolimero promissor devido ao facto de os seus monémeros
poderem ser produzidos a partir de matérias-primas renovaveis nao toxicas, bem como altamente versatil
podendo ser transformado num vasto espetro de produtos [24]. A Figura 3 apresenta a estrutura quimica
do PLA.

PLA

T ﬁ
O C Cc

CHs4 n

Figura 3: Estrutura quimica do PLA [17].

De base biologica, o PLA é produzido a partir do acido lactico, um acido organico que ocorre
naturalmente e que pode ser produzido por fermentacao de acucares obtidos de recursos renovaveis,
como a cana-de-acucar, milho e batata. Como o acido latico € uma molécula quiral (com nos isémeros
L e D), o termo "poli(acido latico)" refere-se a uma familia de polimeros: acido poli-L-Lactico (PLLA), acido

poli-D-lactico (PDLA), e acido poli-D,L-lactico (PDLLA), representados na Figura 4 [24][25].
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Figura 4: [sémeros de dcido latico. a) D-atico b) D-L-atico c) L-ldtico [26].

A sua sintese pode ser efetuada por diferentes processos de polimerizacdo a partir do acido
latico, tais como a: polimerizacao por condensacao direta, polimerizacdo por abertura de anel e por
métodos diretos como desidratacdo azeotropica e polimerizacao enzimatica. Atualmente, a
policondensacao e a polimerizacéo por abertura de anel sao as técnicas de producao mais utilizadas

industrialmente. A Figura 5 apresenta os principais tipos de polimerizacao do acido latico.

Policondensacao
Direta
il .
HO )l\,\_ i) TN \[/J\ o
\I T -H20 1
Acido latico Poli (icido latico)

Polimerizagao por
abertura de anel

Acido latico Oligdmero Lactideo Poli (acido latico)

Figura 5:Principais tipos de polimerizacdo a partir do dcido latico [27].
O primeiro tipo de polimerizacao indicado na Figura 5, tem como principal vantagem a simplicidade
tecnoldgica e seu baixo custo operacional, produzindo um PLA de menor massa molar. O segundo

processo apesar de mais complexo, apresenta um produto final de alta massa molar e € amplamente

utilizado pelos maiores produtores de PLA no mercado [25][28].
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A biodegradacao do PLA é conseguida através da quebra de ligacdes hidroliticamente instaveis
presentes na sua estrutura quimica. Primeiro, ocorre a cisao aleatdria da cadeia nao enzimatica dos
grupos éster, reduzindo a massa molar. Depois, a massa molar é reduzida até que o acido latico e os
oligdmeros de baixa massa molar sejam naturalmente metabolizados por microrganismos para produzir

didxido de carbono e agua [25][29]. A Tabela 3, apresenta as propriedades do PLA.

Um ponto-chave do PLA para aplicacdes médicas é a sua capacidade de ndo produzir toxicidade ou

efeitos cancerigenos no organismo humano, e ndo metabolizar em produtos toxicos de degradacao [30].

Tabela 3: Propriedades do PLA: Ty, (temperatura de fuséo), T, (temperatura de transicdo vitrea). 1. Processo
(femperatura de processamento), T, (Temperatura de degradacao) e P, (Periodo de degradacdo a 50% ou 100%
de massa perdida) [31]

Ty, (°C) 150-175
T, (°C) 55
Temperatura do Processo (°C) 185-190
T, (°C) 325-500
P, 50% (meses) 6-12
P, 100% (meses) > 36

O PLA tem amplas aplicacées nao somente como plastico biodegradavel, mas também como
material biomédico, devido as suas excelentes propriedades mecanicas, por ser hidrolisavel no corpo
humano e pela sua biocompatibilidade [4][32]. Assim, € um biomaterial aprovado pelas autoridades
responsaveis por regular o mercado dos dispositivos médicos, em particular pela Agéncia Europeia do

Medicamento (EMA) e pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos da América [33].
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2.3.2. Grafite

A grafite & um cristal tridimensional (3D) que consiste na sobreposicao de camadas de grafeno
de espessura monoatomica, constituidas por atomos de carbono no estado de hibridacdo sp?, ligado
covalentemente e formando uma rede hexagonal. Estas camadas estdo ligadas entre si por interacdes
de Van der Waals induzidas pelas interacdes entre os eletrdes nas orbitais 1 deslocalizadas [4][34]. A
separacao entre planos de grafeno é de 3.35 A, enquanto a distancia entre os atomos de carbono em

cada camada é de 1,42 A, como esta representado na figura 6 [35].

Figura 6: Estrutura cristalina de grafite indicando a separacdo das camadas e dos atomos. [34]

As propriedades interessantes da grafite devem-se em grande medida, ao facto de se tratar de um
material anisotropico. E um bom condutor elétrico e térmico dentro dos planos de grafeno, e é um mau
condutor elétrico e térmico na direcdo ortogonal a esses planos, devido a maior distancia e ligacdo mais

fraca resultante das forcas Van der Waals entre as camadas [34][36].
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A tabela 4 apresenta as propriedades das camadas de grafite.

Tabela 4. Propriedades das camadas de grafite paralelo ao plano e perpendicular ao plano (z-axis) [37][38]

Paralelo ao plano Perpendicular ao plano

(z-xis)
Densidade (g.cm™) 2.26 2.26
Mdédulo de elasticidade (GPa) 1020 36
Resistividade elétrica (uQ.cm) 40 - 50 6000
Condutividade Térmica (Wm™1K™1) 2000 - 3000 6-10
Coeficiente de Expanséo Térmica (1/°C) 0.5x107% -1x107® 27x107% - 29x107°®
Tensao de rotura (GPa) 96 - 130 34

E um material estratificado e a sua eficiéncia como reforco num compdsito polimérico aumenta
guanto menor for a espessura das particulas de grafite e quanto melhor for a sua dispersao em toda a

matriz polimérica [38].

2.3.3. Exfoliacao da grafite

O processo que resulta na formacéo de grafite exfoliada (EG) consiste em separar as camadas de
carbono, sendo dificil remover toda a interacao entre camadas, mas normalmente alcancando a
formacao de particulas com espessura nanomeétrica [39]. A exfoliacao pode envolver métodos quimicos,
mecanicos e térmicos, levando a formacao de flocos finos a partir de cristais maiores de grafite [4][39].
Os compostos de intercalacao de grafite (GIC) sdo formados pela insercao de camadas atomicas ou
moleculares de diferentes espécies quimicas entre os planos de grafeno [38]. Envolve tipicamente a
intercalacéo de acido sulfurico com a grafite, seguida de aquecimento para decompor em particulas mais
pequenas provocando a expansao das camadas e resultando numa grafite expandida com baixa
densidade. A EG exibe propriedades mecanicas, térmicas, elétricas etc. que diferem das da grafite
convencional, assim como numerosas aplicacoes [40][41]. Esta é composta por pilhas de nano folhas
que podem variar de 100 a 400 nm e apresenta uma boa afinidade com os compostos organicos e

polimeros [38].
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A Figura 7 apresenta a exfoliacdo da grafite para a formacao de nanoplaquetas de grafeno.

Q-

Graphite

GIC

¥-&

Exfoliation

Figura 7: llustracdo esquemadtica da exfoliacdo da grafite para a formacdo de nanoplaquetas de grafeno. Adaptada de [38].

2.3.4. Grafeno

O grafeno tem suscitado um grande interesse em diversas areas cientificas devido as suas
excelentes propriedades, tornando-se nos ultimos anos num material intensamente estudado [42][43].
Este material surge em 2004, quando um grupo do Centro de Nanotecnologia da Universidade de
Manchester, isolou pequenos fragmentos de grafeno a partir de grafite por uma técnica denominada de

exfoliacdo mecanica [42][44].

O grafeno &, portanto, formado por uma camada Unica de atomos de carbono de espessura
nanoatémica, constituido por atomos de carbono com ligacdes sp2, o que significa que estes se
encontram fortemente ligados, ordenados numa rede cristalina hexagonal, tal como se pode observar

esquematicamente na Figura 8: [42] [45]
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Figura 8: Estrutura ilustrativa do grateno. [42]

A designacdo de grafeno foi alargada no decorrer dos anos, uma vez que a familia do grafeno
pode ser classificada como grafeno de camada Unica, grafeno de poucas camadas (2-10 camadas), e
nanoplaquetas de grafite (GNP). As GNP s&o compostas por varias camadas de grafeno (mais do que
10) apresentando espessuras na ordem das dezenas de nanometros, assim estruturalmente estao entre
grafeno e grafite podendo a espessura variar de 3.4 nm a 100 nm. A Figura 9 esquematiza uma forma

de producdo de GNP a partir de grafite natural por exfoliacdo na fase liquida [46].

Graphite

Graphene

Liquid Phase  Nanoplatelets

Exfoliation
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- = =

Figura 9: Producao de GNP a partir de grafite natural por exfoliacdo na fase liquida. [46]

As GNP sao um reforco interessante para os nanocompasitos, pois sao facilmente incorporadas
em matrizes poliméricas, adicionando condutividade elétrica e térmica e melhoram as propriedades

mecanicas, tais como a resisténcia a tracao e a dureza superficial [47].
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A Tabela 5 demonstra algumas das propriedades do grafeno.

Tabela 5.: Propriedades do grafeno. [42]

Unidade Grafeno
Mobilidade eletronica cm?2 'V >15000
Resistividade Q.cm 10
Condutividade Térmica W/mK (4-5) x103
Area Superficial m2g~1s™" 2630
Modulo de Young TPa ~1

O grafeno ¢ um material transparente, absorvendo apenas 2,3% da luz que incide sobre ele,
sendo o melhor material a conduzir corrente elétrica & temperatura ambiente. E a combinacdo das
propriedades de alta resisténcia, flexibilidade e o potencial para modificacao quimica, que faz com que
seja alvo de grande interesse, sendo possivel aplicar em diversas areas, como a industria nanoeletronica,

automovel, aeroespacial e medicina [45][48].

2.3.5. Funcionalizacao do grafeno e derivados

O grafeno e seus derivados apresenta dificil dispersao em alguns solventes organicos e em
solventes aquosos, devido a hidrofobicidade da sua superficie e a coesdao dos aglomerados de
nanoparticulas, estabilizados pelas forcas atrativas de Van der Waals entre camadas [49]. Os métodos
mais comuns para promover a dispersao de nanoparticulas derivadas da grafite envolvem modificacoes
guimicas covalentes e nao covalentes. A funcionalizacao quimica consiste na modificacao da superficie
do grafeno através da ligacao de grupos funcionais que podem atuar como locais de ancoragem e tem
como objetivo melhorar a sua compatibilidade quimica com uma matriz polimérica, aumentando a

adesao [4][43][45][50].

A funcionalizacdo covalente ¢ uma forma muito estudada de funcionalizacao do grafeno,
envolvendo a formacao de ligacdes covalentes entre os atomos de carbono do grafeno ou grafite e
pequenas moléculas com estrutura quimica adequada, polimeros ou biomacromoléculas, alterando a
guimica da superficie de grafeno. A funcionalizacdo ndo covalente tem como principal vantagem a
introducdo de funcionalidades quimicas a superficie do grafeno por adsorcédo, sem afetar a ligacado
quimica entre atomos de carbono, que deve ser mantida para preservar a condutividade deste material.
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A abordagem nao covalente é efetuada através de interacdes intermoleculares tais como forcas
Van der Waals, interacées 11-11, interacao eletrostatica, ligacdes de hidrogénio ou ligacdes de coordenacao
[4][43] [50][51]. No entanto a estabilidade térmica do grafeno funcionalizado pela via ndo covalente é
em geral muito inferior que a do grafeno funcionalizado covalentemente, o que pode ser uma

desvantagem conforme a aplicacéo.

A modificacdo da superficie do grafeno foi efetuada através da reacéo de cicloadicado 1,3-dipolar
(DCA), que foi aceite como uma abordagem interessante e vantajosa para a modificacdo superficial de
materiais de carbono com estrutura baseada em grafeno. Esta reacdo ocorre através da condensacao
de um a-aminodcido e de um aldeido formando um intermediario dipolar que reage com ligacdes duplas
C=C da estrutura de grafeno por cicloadicdo 1,3-dipolar. Esta reacao origina a formacdo de grupos do
tipo pirrolidina ligados covalentemente a superficie do grafeno [42]. A pirrolidina pode reagir e melhorar
a compatibilidade com matrizes poliméricas durante os processos de mistura em fusao [52]. De acordo
com estudos recentes, é utilizado benziloxicarbonilglicina (Z-Gly-OH) como a-aminoacido e
paraformaldeido gerando uma espécie intermediaria reativa, um dipolo 1,3 que reage com a superficie

do CNT gerando uma amina protegida, como esta representado na Figura 10.

1 . H N? H
-CO, £,
-H,0 H H

R, =PhCH,COO-

Figura 10: Representacdo esquemaditica ciclo adicao dipolar 1,3 [42].
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A funcionalizacado do grafeno desperta grande interesse, visto que pode melhorar a solubilidade
e a processabilidade, facilitando as interacées do material com polimeros organicos. Além disso, a
funcionalizacdo também permite modificar as caracteristicas intrinsecas, incluindo propriedades

eletronicas, ampliando assim a sua gama de aplicacdes [53].

A reacdo DCA é caracterizada como sendo um processo simples e reprodutivel, além de que é
vantajosa em relacao a oxidacao da grafite, a qual é bastante utilizada para obter grafeno funcionalizado
pela via oxidativa em grandes quantidades num curto espaco de tempo. No entanto, para a producao de
uma quantidade significativa de grafeno, é necessario a adicdo de acidos e outros compostos oxidantes
para ajudar a exfoliar a grafite nas camadas de grafeno. Estes compostos sdo toxicos, afetam a
condutividade elétrica do material em consequéncia da sua oxidacdo, sendo necessario retirar produtos
de oxidacao resultantes, exigindo por isso uma reacao de reducao. Estes processos nao sao necessarios
com a reacdo DCA, uma vez que a estrutura do grafeno funcionalizado ndo é alterada de forma

significativa.

2.3.6. Decoracao do grafeno com nanoparticulas de prata

A utilizacdo de nanoparticulas, particularmente nanoparticulas metalicas, encontrou interesse na
investigacao biomédica, uma vez que apresentam propriedades Unicas de pequeno tamanho, grande
relacdo superficie/volume, elevada reatividade relativamente as células vivas, estabilidade a altas
temperaturas e translocacao para as células, etc. As nanoparticulas metalicas mais frequentemente

estudadas incluem ouro, prata, oxido de titanio e nanoparticulas de ferro [54].

As nanoparticulas de prata (AgNPs) exercem a sua atividade bactericida através de um mecanismo
em que a sua ligacao inicial a superficie celular leva a uma alteracao da permeabilidade, seguida da
penetracado da barreira celular e da libertacao intracelular de ides metalicos de prata. Entre as multiplas
aplicacoes potenciais dos AgNPs, tém sido dirigidos esforcos para a sua aplicacdo em tratamentos de
feridas, scaffolds de tecido, e vestuario de protecdo, devido a sua atividade bacteriana, antifungica e

antiviral [55].

Estudos recentes indicam que um sistema hibrido de grafeno decorado com AgNPs oferece

propriedades interessantes. Por um lado, as AgNPs inibem a aglomeracao das folhas de grafeno; por
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outro lado, as folhas de grafeno atuam como excelente suporte para estabilizar nanoparticulas de prata
impedindo a aglomeracao e facilitando a dispersédo. Assim, as folhas hibridas de grafeno com AgNPs
uniformemente distribuidas a sua superficie podem apresentar elevada condutividade elétrica e boa
atividade antibacteriana. Num outro estudo, as folhas de éxido de grafeno reduzido (RGO) decoradas
com prata mostraram elevadas propriedades antibacterianas e elétricas devido aos efeitos sinergéticos
da prata e do grafeno [56]. Assim, os AgNPs e/ou GOs adicionados sdo benéficos para a formacao de

nanocompositos de PLA com atividade antimicrobiana [57].

2.4. Processo de extrusio

O processo de extrusao ¢ um método de fabrico versatil, econémico e eficiente que pode ser aplicavel

a escala industrial para a producéo de materiais compdsitos [58].

0O fabrico de nanocompdsitos através da incorporacao de reforcos em polimeros, tais como a grafite
exfoliada, origina materiais com novas propriedades mecanicas e funcionais [59]. Este método envolve
a fusdo do polimero e a mistura aplicando forcas de corte intensas, a medida que o material é
transportado através do espaco entre os parafusos, que ajudam a dispersar os reforcos uniformemente
no polimero fundido [4][59]. Os varios parametros do processamento, tais como o perfil de
temperaturas, a velocidade do parafuso e o débito, determinam a eficiéncia da dispersao das

nanoparticulas no material extrudido [60].

No caso dos nanocompositos baseados em polimeros termoplasticos, a extrusao de duplo fuso é
amplamente utilizada, sendo a mistura induzida pelas tensdes de corte geradas [58]. Novais et al.
usaram uma extrusora de duplo fuso co-rotativo para preparar os compositos de PLA/nanotubos de

carbono (CNT), mostrando o efeito da funcionalizacao dos CNT e das condicoes de processamento [4].
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A Figura 11 ilustra o protétipo da extrusora de duplo fuso co-rotativo.

L/D=19

Figura 11: Prototipo da extrusora de duplo fuso co-rotativo. [16]

Um perfil de parafuso contendo um numero significativo de elementos de mistura distributivos resulta
numa melhor dispersdo de CNT numa matriz PLA, em comparacdo com um equipamento de duplo fuso

padrao [4].

Apesar das elevadas temperaturas e pressdes de funcionamento, bem como das elevadas taxas de
corte, o processamento de polimeros por extrusao € um processo amplamente utilizado na industria
porgue é uma operacao continua, rapida, simples e versatil, uma vez que ndo estao envolvidos solventes
durante a preparacdao do composito. Cada sistema de polimeros requer a formacao de um conjunto
especial de condicoes de processamento, com base na eficiéncia de processamento e nas propriedades

do produto desejado [38][61].

Espera-se que os compésitos resultantes da adicdo de PLA e grafite exfoliada apresentem
propriedades mecanicas, elétricas e térmicas melhoradas, aumentando a sua potencial utilizacdo em

aplicacoes biomédicas, tais como na producéo de scaffolds para engenharia de tecidos [62].
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2.5. Fabrico de scaffolds por impressao 3D

A impressdo 3D é uma tecnologia revolucionaria em crescimento que consiste em conceber
estruturas complexas a um baixo custo que nao poderiam ser produzidas utilizando métodos de
processamento tradicionais [63]. Entre as tecnologias de impressao 3D, a modelacao por deposicdo do
fundido (FDM) é a técnica mais utilizada para criar componentes 3D a partir de dados obtidos diretamente
do modelo geométrico gerado num sistema CAD [31]. A estrutura 3D ¢é estabelecida através da extrusdo
do filamento fundido, com um didmetro adequado para a impressora 3D, numa plataforma de extruséo
camada a camada através do bico de impressao [64,65]. Trata-se de um método com baixo custo, alta
precisdo e geometria personalizada. Um dos pontos fortes da sua utilizacdo é a sua compatibilidade com
varios tipos de materiais de polimeros termoplasticos [66,67]. A Figura 12 apresenta um diagrama do

processo de FDM.
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Figura 12: Diagrama esquematico do processo FDM. Adaptada de [67].

A qualidade das pecas impressas pode ser controlada alterando os parametros de impressao, tais
como a espessura da camada, a orientacdo de impressao, a largura de impressao, o angulo, a

velocidade, diametro do bico de impressao, pressao de extrusao, entre outros [66][68].

A impressao 3D permite produzir scaffolds porosos para aplicagdes de engenharia de tecidos,

incluindo scaffolds para regeneracao 0ssea e implantes personalizados para os pacientes [69][70].
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Alguns estudos demonstraram as capacidades da impressdo 3D no fabrico de scaffolds dsseos,
combinando boas propriedades mecanicas e baixa densidade [68][69]. No entanto, a funcionalidade dos
scaffolds e implantes impressos em 3D é altamente dependente do material. Assim, a selecdo do material
para os scaffolds e implantes impressos tornou-se uma area de investigacao proeminente, uma vez que

as suas propriedades e comportamento sao afetados pelo tipo de técnica de fabrico utilizada [69].

0 PLA tem sido extensamente estudado como bio polimero para a fabricacao de scaffolds ortopédicos
devido a sua biodegradabilidade [31]. Afigura 13 apresenta um scaffold de PLA por impressdo 3D para
a reconstrucado do LCA. Recentemente, houve um aumento de estudos centrados no fabrico de pecas
3D por FDM para varias aplicacdes utilizando um filamento de grafeno/ poliacido latico (PLA) [71][72].
Hye-Been Kim et al produziram scaffolds com PLA/CNT por impressdo 3D e observaram uma melhoria
significativa na resposta mecanica nos compdsitos em comparacao com os scaffolds de PLA [73]. Belaid

et al. estudaram tanto as propriedades mecéanicas como bioldgicas dos scaffolds e relataram um

aumento de 30% no mddulo de Young quando 0,3 wt. % GO foi adicionado ao PLA [72].

Figura 13: Propriedades fisicas do scaffold de PLA em forma de parafuso. (A) Estrutura tedrica 3D do scaffold em forma de parafuso.
(B) O scaffold de PLA produzido. (C) A imagem SEM da superficie do scaffold de PLA com estrutura orfogonal bem definida. [74]
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo abordados os materiais e 0os métodos utilizados para a producao dos filamentos

e scaffolds assim como as técnicas utilizadas para caracterizar os filamentos e scaffolds.

3.1. Preparacao de grafite exfoliada funcionalizada

A funcionalizacdo da grafite (Micrograf HC11,”EG”, da Nacional de Grafite Lda.) ocorre através
da reacdo de ciclo adicdo 1,3-dipolar. Para realizar a funcionalizacdo misturaram-se de 10 g do
aminoacido N-benziloxicarbonilglicina com 7 g de paraformaldeido e 50 ml de éter dietilico, mantendo-
se em agitacdo magnética durante 10 min. De seguida, foram adicionadas 10g de EG e 50 ml éter
dietilico e deixou-se em agitacao até formar uma mistura homogénea. Apds evaporacao do éter dietilico,
aumentou-se a temperatura para 250 °C e deixou-se a essa temperatura durante 3h. Na reacdo, descrita
na Figura 10, é formada uma amina ciclica protegida. No caso da reacéo formada neste trabalho, a
amina formada esta representada na Figura 14 (1). Quanto mais elevada for a temperatura da reacao
mais extensa é a reacao de clivagem do grupo, originando a pirrolidina (2) [42]. A EG funcionalizada é
lavada com sequéncia de solventes, designadamente: etanol, hexano, acetona e etanol de novo, e em
seguida secada a 150 °C durante 2h sob vacuo. No fim deste processo obtém-se grafite funcionalizada

(FEG).

R H
N e
1 2

Re .COOCH,Ph

Figura 14: Reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar. Adaptado de [42].
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3.2. Preparacao de grafite exfoliada funcionalizada com adicao de nanoparticulas de
prata

A ligacao de grafite funcionalizada com nanoparticulas de prata seguiu a seguinte sequéncia: utilizou-
se 280 mg de -EG e adicionou-se 16 ml da solucao de N, N-dimetilformamida (DMF) que posteriormente
durante 15 min é colocado sob agitacdo magnética com 500-600 rotacées/min. Simultaneamente a este
processo, pesou-se 140 mg de nitrato de prata que é colocado num frasco de vidro juntamente com 8
ml de etanol. O frasco foi colocado sob agitacdo magnética para que possa ocorrer a mistura das
solucdes. Depois do tempo terminar, introduziu-se a solucdo com o nitrato de prata na suspensao de f-
EG e foi colocado novamente sob agitacdo. Como este processo que decorreu durante 72 h, a cada 24
h retirou-se a solucao da agitacao para colocar num banho de ultrassons durante 15 min. No decorrer
de todo o processo cobriu-se o fraco reacional com folha de aluminio, para que nao fique exposto a luz.
Apds as 72 h, seguiu-se a lavagem do material onde este foi filtrado com uma mistura de éter e hexano,

e finalmente ocorreu a sua secagem a 150 °C em vacuo durante 2 h.

3.3. Mistura do poliacido latico com os reforcos

Previamente a formacéo dos filamentos pelo processo de extrusao, realizou-se a mistura dos granulos
de polimero com os diversos aditivos em estudo, nomeadamente, a grafite exfoliada, a grafite exfoliada
funcionalizada e grafite exfoliada funcionalizada com adicdo de nanoparticulas de prata. A Figura 15,
apresenta o aspeto dos granulos de PLA recobertos pelas nanoparticulas antes da mistura no fundido e

formacao dos filamentos por extrusao.

Figura 15: Mistura do polidcido ldtico com os respetivos reforcos. a) EG, b) FEG e ¢) FEG + Ag
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Para isso, procedeu-se a secagem do PLA a 80°C sob vacuo e a secagem dos reforcos a serem
adicionados a 80°C sem vacuo, separadamente. Preparou-se cada composito em frascos individuais de
250 ml, contendo 129.35 g de PLA e 0.65 g do respetivo reforco, agitando vigorosamente. De seguida,

a dispersao foi mantida a 80°C sob vacuo até a sua utilizacao, para evitar a presenca de humidade.

A percentagem de 0,5% em massa proposta para a grafite exfoliada nos compoésitos é baseada nas
tolerancias indicadas para aplicacdes biomédicas, normalmente considera-se que concentracdes de

grafite até 1% em massa sdo adequadas em termos de citoxicidade [75].

3.4. Producao dos filamentos compésitos

O polimero utilizado foi o PLA (PURASORB ® PL 10 da Corbion), trata-se de um polimero com uma
viscosidade inerente entre 0s 0.9 — 1.2 dI/g e com uma gama de fusao entre 170 - 200 °C. O PURASORB
PL 10 é um PLA de grade médico utilizado principalmente para aplicacbes em dispositivos médicos e é
adequado para todas as técnicas de processamento de polimeros comummente utilizadas. Os filamentos
de PLA e PLA com 0,5% de EG, 0,5% de f-EG e 0.5% de f-EG + Ag foram processados por extrusao. Foi
utilizada uma micro extrusora de duplo fuso co-rotativo Rondol Microlab, com parafuso de 10 mm de
diametro, uma relacdo comprimento/diametro (L/D) de 22, usando uma velocidade de rotacado do

parafuso de 43 rpm.

A saida da fieira encontram-se os rolos de puxo e a sua velocidade foi controlada de modo que o
diametro do filamento fosse 1,75 mm, didmetro que é adequado para impressao 3D. O primeiro rolo de
puxo encontra-se mais préximo da feira exercendo a funcao de controlo de didametro e o segundo rolo de
puxo tem como funcéo o estiramento longitudinal do fio durante o arrefecimento. No final, os filamentos
foram recolhidos e identificados. A extrusao foi feita sob atmosfera de azoto, uma vez que o polimero
utilizado apresenta elevada sensibilidade a humidade, podendo sofrer degradacdo. Os parafusos
apresentam 3 zonas de mistura diferentes que permitem que o material flua ao longo do canal

promovendo uma mistura intensiva, como ilustra a Figura 16.

27



< PAPIAT TV AL ATA

Figura 16: Parafusos duplos co-rotativos da extrusora Rondol Microlab.

Na Figura 17 esta representada a mini-extrusora utilizada.

Figura 17: Extrusora Rondol Microlab utilizada para a producao dos filamentos.

Para o processamento dos filamentos de PLA e filamentos compdsitos, as condicdes de
processamento estao descritas na Tabela 6. A velocidade de rotacdo dos fusos e o débito dos filamentos

compositos foram idénticos ao filamento de PLA.
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Tabela 6: Condlicdes de processamento para a producdo dos filamentos.

PLA

43 rpm
Débito: 4.216 g/min
Velocidade dos Rolos:
R1 (mm/s) = 27.84
R2 (mm/s) = 31.64
Temperatura:
135°C—-170°C

(alimentacdo— fieira)

PLA+0.5% EG
43 rpm

Débito: 4.216 g/min
Velocidade dos Rolos:
R1 (mm/s) =45.70
R2 (mm/s) = 47.87
Temperatura:
135°C—168°C

(alimentacdo— fieira)

PLA+0.5% f-EG
43 rpm

Débito: 4.216 g/min
Velocidade dos Rolos:
R1(mm/s) = 34.50
R2 (mm/s) = 35.50
Temperatura:
135°C—163°C

(alimentacao— fieira)

PLA+0.5% [(f-EG) + Ag]

43 rpm
Débito: 4.216 g/min
Velocidade dos Rolos:
R1(mm/s) = 32.81
R2 (mm/s) = 35.85
Temperatura:
135°C —155°C

(alimentacao— fieira)

29



3.5. Caracterizacao dos filamentos

3.5.1. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétria (TGA) monitoriza as alteracdes das propriedades fisicas ou quimicas
de um material que envolvam variacdo de massa por efeito da temperatura. Esta técnica mede a variacéo
de massa em funcdo da temperatura ou do tempo de exposicdo a uma temperatura, em atmosfera
controlada [76][77]. A TGA permite determinar a estabilidade térmica dos materiais, assim como
alteracdes na sua composicao e analisa materiais que apresentam perda ou ganho de massa devido a
decomposicao, oxidacdo ou perda de volateis [78]. E uma técnica comum para determinar a quantidade
de um reforco dentro de um polimero, uma vez que a amostra € aquecida para degradar toda a matéria
organica, de maneira a obter uma percentagem do residuo final do material testado [76]. O equipamento
do TGA consiste em quatro componentes diferentes para fornecer dados analiticos precisos,
nomeadamente uma balanca para medir o peso da amostra, um forno programado para um aumento
linear da temperatura, um programador de temperatura para a respetiva medicdo e controlo e um
sistema de aquisicao de dados para registar as mudancas de peso e temperatura [76][79]. Para além
disso, um fluxo de gas (inerte ou oxidante) flui a um caudal constante dentro do forno para o limpar dos

gases de degradacéo e aumentar a condutividade térmica da atmosfera do forno [4].

A analise de TGA foi realizada num equipamento Q500 da TA Instruments®. As amostras foram
colocadas num cadinho de platina e aquecidas de 40 °C a 850 °C a 10 °C/min~" sob um fluxo constante
de azoto. Foram efetuados 3 ensaios para cada tipo de filamento. Este ensaio permitiu a avaliacdo da
estabilidade térmica dos filamentos, analisar a influéncia da incorporacao do reforco (EG, f-EG e f-EG+Ag)

na matriz polimérica, assim como a quantidade de reforco no final de cada ensaio.

3.5.2. Espetroscopia Raman

A espetroscopia de Raman é uma técnica de caracterizacdo nao destrutiva, rapida, com alta
resolucao e fornece informacéo estrutural e quimica dos materiais de carbono [80]. Tornou-se num
meétodo versatil para identificar e caracterizar a composicao quimica e caracteristicas fisicas de materiais,
sendo de particular interesse para os materiais de carbono, incluindo diamante, grafite, grafeno,

nanotubos de carbono, entre outros [81]. A espetroscopia de Raman fornece uma grande quantidade de
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informacdo, relativamente a defeitos e desordem dos cristais, espessura, dopagem, introducdo de
impurezas quimicas, numero de camadas de grafeno, condutividade térmica do grafeno, entre outros

[82][83].

Utiliza um laser com um comprimento de onda que pode ser selecionado conforme o material a
analisar. O laser fornece radiacdo que vai incidir sobre a amostra, e os fondes da radiacdo dispersa de
forma elastica sdo analisados, sendo observada a radiacdo obtida por emissao (processo Stokes) ou

absorcdo (processo anti-Stokes) [82][84].

As principais caracteristicas nos espetros Raman do grafeno e seus derivados, sdo a banda G,
situada a 1580 cm™ e a banda 2D, situada a 2670 cm™, como se encontra representado na Figura 18
[82]. Pode também observar-se uma banda situada a 1350 cm™, a banda D, que esta associada a
defeitos estruturais do material, sendo tanto mais intensa quanto maior o niumero de defeitos presentes
na estrutura do material. O pico G esta relacionado com a vibracdo no plano de atomos de carbono sp2
que formam a estrutura hexagonal da camada de grafeno e o pico 2D da informacdes, por exemplo,

relativamente ao numero de camadas de grafeno [85].
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Figura 18: Espectros tipicos de Raman para uma amostra de grafeno de camada tnica e grafite utilizando um laser de
excitacdo de 532 nm. Adaptado de [82].
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A espetroscopia de Raman foi utilizada de forma a identificar e avaliar a presenca e a dispersao
dos reforcos nos filamentos compositos. Foram cortados segmentos de cada filamento e colocados numa
lamela para andlise através do espetrometro LabRAM HR Evolution Raman (Horiba Scientific,Japan)
usando um laser com um comprimento de onda de 532 nm. A analise dos resultados foi conseguida

através do software LabSpec6.

3.5.3. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

O microscopio eletronico de varrimento (SEM) é um instrumento que permite observar a
morfologia de superficies até a escala nanométrica e, usando a microanalise de raios X (EDS),
caracterizar a composicao quimica elementar dessas superficies [86]. Devido a sua alta resolucao, a sua
grande profundidade de campo e a capacidade de realizar analise elementar, o SEM é muito utilizado na
ciéncia dos materiais - incluindo a ciéncia dos polimeros - para elucidar a estrutura micro € nanométrica
ou para diferenciar varias fases em materiais compdsitos e misturas de materiais [87]. O SEM pode

fornecer informacoes sobre a topografia da superficie, morfologia e composicao quimica [88][89].

0 SEM funciona exatamente como os seus equivalentes 6ticos, exceto na utilizacdo de um feixe
focalizado de eletroes em vez de luz, de forma a obter informacdes sobre a sua estrutura e composicao
[89]. Para preparar uma amostra para microscopia eletronica a superficie desta deve ser condutora,
caso contrario procede-se ao revestimento da superficie com uma camada de ouro ou de outros
materiais, ou misturas de materiais, para evitar a acumulacao de carga durante a visualizacao da amostra
[90]. Um feixe de eletrdes é formado e acelerado em direcdo a amostra utilizando um potencial elétrico
positivo. Os eletrdes no feixe interagem com os atomos do material, produzindo sinais que contém
informacdes sobre as suas propriedades e estas interacoes e efeitos séo detetados e transformados

numa imagem [89]. A Figura 19 esquematiza os componentes da microscopia eletronica de varrimento.
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Figura 19:Esquema e funcionamento do SEM. Adaptado de [112].

A morfologia, composicdo quimica e distribuicao do reforco dos filamentos de PLA, PLA+0.5%
EG, PLA+0.5% f-EG e PLA+0.5% [(f-EG) + Ag] foram caracterizadas por SEM, utilizando o equipamento
FEI Nova 200 FEG-SEM/EDS.

3.5.4. Microscopia Otica

A funcdo do microscopio otico é produzir uma imagem ampliada do objeto contendo a
informacao estrutural pretendida e que possa ser percebida pelo sistema olho-cérebro. Por exemplo, a
microscopia otica pode ser utilizada para estudar a cinética de cristalizacdo de materiais poliméricos
semicristalinos ou para analisar o grau de dispersao de aditivos em nanocompositos de polimeros

[91][92].

Cada tipo de filamento (PLA, PLA+0,5% EG, PLA+0,5% f-EG e PLA+0,5% [(FEG) +Ag]) foi
submetido a cortes transversais com 2 um de espessura com o auxilio de um micrétomo Leica EM UC6,
de seguida a seccao cortada foi colocada numa lamela de vidro com balsamo do Canada. Posteriormente
foram analisadas com o microscopio o6tico Olympus BH-2 usando uma objetiva de 4x, 10x e 20x, em

modo de transmissdo. As imagens obtidas foram analisadas pelo software /mage/ para analise
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estatistica. A microscopia ética foi utilizada para determinar a presenca de grafite e avaliar a dispersao e

aglomeracao das nanoparticulas de grafeno no filamento.

3.5.5. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) é uma ferramenta analitica para caracterizacéo
das propriedades térmicas de um polimero [93]. E utilizada para medir a energia absorvida ou libertada
por um material em funcdo da temperatura, quando o material é aquecido ou arrefecido [76]. Desta
forma é possivel detetar as transicées que ocorrem no material na gama de temperaturas estudadas,
tais como a temperatura de transicao vitrea, temperatura de fuséo e a temperatura de cristalizacéo,
assim como a entalpia envolvida em cada transicao [4]. A vantagem do DSC em comparacao com outras
técnicas calorimétricas reside na ampla gama dinamica no que diz respeito as taxas de aquecimento e

arrefecimento, e a possibilidade de analise em modo isotérmico e modulado a temperatura [93].

Os ensaios de Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) foram efetuados num DSC 200 F3
Maia da Netzsch sob um fluxo constante de nitrogénio. As amostras foram obtidas cortando pequenas
secdes de filamento com cerca de 9 mg. Efetuou-se um 1° aquecimento entre 30°C e 190°C a 5°C/min,
seguido de um arrefecimento a 20°C/min até 30°C e um 2° aquecimento até¢ 190°C a mesma
velocidade. Para cada filamento foram realizados 3 ensaios. Foi possivel detetar a transicao vitrea, a
fusao e a cristalizacdo das amostras assim como os valores de entalpia e as temperaturas as quais
ocorrem estes processos. Avaliou-se ainda a influéncia da adicdo do reforco na transicao vitrea, fuséo e

cristalizacado dos filamentos compositos.

3.5.6. Analise Mecanica Dindmica (DMA)

A analise mecéanica dinamica (DMA) é uma ferramenta indispensavel e eficaz para estudar o
comportamento viscoelastico dos materiais poliméricos/compésitos em funcao da temperatura e/ou da
frequéncia [76]. Numa experiéncia tipica de DMA, ¢ aplicada uma forca dindmica a uma amostra, e a

resposta da deformacao do material a esta forca é medida. A partir dos dados registados, pode-se calcular
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propriedades como o modulo de armazenamento (E’), o mddulo de perda (E”') e o fator de amortecimento

(tan (8)) [94], representadas nas equacdes 1 e 2 [95]:

E'= ?cos (8) (1)

E"= :_(()) sin (6) (2)

Onde E’ corresponde a capacidade de energia mecanica armazenada pelo material, E'" indica a
capacidade dos polimeros de dispersar energia mecanica através de movimentos moleculares internos.
E por fim, o fator de amortecimento é a razédo entre E"" e E’ e fornece informacéo sobre a ligacao de

interface entre o reforco e a matriz polimérica [96][97], representada na equacao 3 [95]:

Tan (6)="2 3)

De forma a avaliar as propriedades mecanicas/viscoelasticas dos filamentos foram realizados
ensaios de DMA utilizando o equipamento Tritec 2000B (Triton Technology,Reino Unido) em modo
tracdo. As amostras foram cortadas com 10 mm de comprimento. Os ensaios foram efetuados entre 10
°C e 70 °C a frequéncia de 1 Hz e a velocidade de aquecimento de 2 °C/ min. As amostras foram
submetidas a uma pré-carga estatica de 0.5 N para manter a amostra estirada. Foram realizados 3

ensaios para o filamento de PLA e para os filamentos compositos.
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3.5.7. Resistividade Elétrica

Para as medicdes elétricas dos filamentos foi utilizado um picoamperimetro 6487 (Keithley,EUA),
segundo a norma ASTM D257, aplicando uma voltagem variavel, entre -10 e 10 V. Os didmetros de cada
segmento dos filamentos foram medidos usando um micrémetro (Mitutoyo, Japdo). Cada amostra tinha

10 mm de comprimento.

A resisténcia do filamento (Q) foi obtida pela lei de Ohm, aplicando a equacéo 4:

v (4
1

R =
Onde V & a voltagem aplicada no filamento medida em Volt e | é a corrente elétrica medida em Ampere

[98].
A resistividade volumétrica py, (Q.m) foi determinada através da equacao 5:

A

p=R7 (5)

Onde R ¢ a resisténcia do filamento medida em Ohm, A é a area da amostra cm?2 e | ¢ o comprimento

da amostra (cm) [98].

3.6. Impressao 3D

Para a producao dos scaffolds utilizando os filamentos produzidos utilizou-se a técnica de impressao
3D. Os scaffolds foram concebidos utilizando o software Ultimaker Cura (versao 4.4) e impressos com
uma impressora 3D Creality Ender-3 com a plataforma de extrusdo mantida a 80°C, a temperatura do
bico de impressao a 185°C e a velocidade de extrusdo a 45 mm.s-!, para todos os filamentos. A distancia
de enchimento de 0,8 mm e a altura de camada de 0,15 mm foram mantidas constantes. Os scaffolds
em 3D foram impressos horizontalmente e concebidos com um padrao linear de preenchimento (0 e
90°) e uma porosidade de 50%. A figura 20 apresenta o design do scaffold criado através do sofware
numa perspetiva isométrica, com 9 mm de didmetro por 32 mm de comprimento. Para além disso,
também foram produzidos scaffolds com 9 mm x 4 mm para a sua posterior utilizacdo em trabalhos

futuros.
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Figura 20: Design do scaffold criado através do software numa perspetiva isométrica.
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CAPITULO 4

Discussao de Resultados
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4. Discussao de Resultados

Este capitulo centra-se na discussao de todos os resultados obtidos sobre producao e caracterizacao

dos filamentos e scaffolds desenvolvidos.

4.1. Caracterizacao estrutural da superficie do poliacido latico com grafite

4.1.1. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

Antes do processamento dos filamentos com diferentes composicdes, foi feita uma analise da
superficie do polimero PLA e PLA com os trés tipos de reforco, através da microscopia eletronica de
varrimento (SEM). A Figura 21 apresenta os resultados obtidos usando trés ampliacoes. E possivel
observar uma grande quantidade de flocos de EG, f-EG e f-EG + Ag localizados a superficie dos granulos
de PLA. Estes resultados confirmam boa adesao da grafite, antes e apds a funcionalizacao, na superficie

do polimero.
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PLA+0.5% f-EG PLA+0.5% EG

PLA+0.5% [(f-EG) + Ag]

Figura 21 : Imagens de SEM da mistura do polimero com os respetivos reforcos.
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4.2.Caracterizacao macroscopica dos filamentos

A figura 22 apresenta os filamentos de PLA, PLA+0,5% EG e PLA+ 0,5%[(f-EG) +Ag] produzidos por
extrusdo. No final, obteve-se uma boa adesdo das nanoparticulas de grafite a superficie do PLA e uma

flexibilidade adequada para a aplicacdo pretendida.

a)

Figura 22: Filamentos compdsitos: (a) PLA, (b) PLA+0,5% EG e (c) PLA+0,5% [(F-EG) + Ag]

As Figuras 23 e 24 apresentam os filamentos de PLA, PLA+0,5% EG, PLA+0,5% f-EG e PLA+ 0,5%][(f-

EG) +Ag] com 1,75 mm de diametro, com uma objetiva de 2.5x através de uma lupa macroscopica.

E possivel também observar & escala macroscopica homogeneidade da cor nos filamentos

compdsitos.

PLA PLA + 0.5% EG

2.5x

1mm

Figura 23: Filamento de PLA e PLA + 0,5% EG, a escala macroscdpica.
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PLA + 0.5% f-EG PLA + 0.5% [(f-EG) + Ag]

2.5x

1mm

1 mm

Figura 24: Filamento de PLA + 0,5% FEG e PLA + 0,5% [(-EG) + Ag], a escala macroscdpica.

4.3.Caracterizacao estrutural dos filamentos
4.3.1. Microscopia Otica
Uma dispersao uniforme e homogénea de nano aditivos em matrizes de polimeros é vital para

alcancar um bom perfil de propriedades mecéanicas em nanocompositos [99].

Como foi referido anteriormente, a microscopia otica visa avaliar a dispersao e aglomeracao das
nanoparticulas do reforco no filamento. As seccbes dos filamentos com aproximadamente 2 um de
espessura foram observadas por microscopia o6tica em modo de transmissao, usando trés objetivas, de

4x,10x e 40x. As imagens obtidas estao apresentadas na Figura 25.
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PLA+0.5% f-EG PLA+0.5% EG PLA

PLA+0.5% [(f-EG) + Ag]

4x 10x

40x

200y 200um

Figura 25: Imagens da microscopia dtica das secc¢oes dos filamentos.
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A secao de filamento do PLA mostra uma superficie limpa e livre de particulas, permitindo
comparar com os filamentos de nanocompdsito. As secdes cortadas de PLA+0,5% EG, PLA+0,5% f-EG e
PLA+0,5% [(f-EG + Ag)] demonstram possuir uma boa dispersao e distribuicdo das particulas e podem
conter a presenca de aglomerados, embora de pequenas dimensoes, atendendo as dimensbes médias
das nanoparticulas de EG. Em comparacdo com as amostras de filamentos f-EG, as amostras de EG e f-

EG + Ag possuem uma maior quantidade de particulas apesar da percentagem de reforco ser idéntica.

A analise estatistica do numero de particulas por unidade de area, tamanho médio dos
aglomerados, razdo da area dos aglomerados relativamente a area total de composito e area maxima

dos aglomeradas dos compositos, estdo presentes na Tabela 7.

Tabela 7: Andlise estatistica da seccdo transversal dos filamentos compdsitos

Amostra Nuamero de Area Média das Razao de Area Maxima das
Particulas (mm™2) Particulas (um2) area de Particulas (um2)
aglomerados
(%)
PLA+0.5% EG 2568 16.80 4.30 123.97
PLA+0.5% f-EG 1675 34.40 5.76 505.52
PLA+0.5% [(f-EG) + Ag] 3372 17.21 5.82 157.86

A analise estatistica apresentada na Tabela 7 mostra que o tamanho médio das particulas para
o filamento de EG é de 16.80 um?, para f-EG é de 34.40 um?2 e para f-EG + Ag é de 17.21 um2. Nas
imagens de microscopia com ampliacao intermédia (Figura 25), destaca-se a amostra de grafite exfoliada
funcionalizada, que possui um menor nimero de particulas, no entanto, estas tém um tamanho médio
e area maxima das particulas de f-EG superiores, podendo resultar de uma maior coesao de

nanoparticulas apds a funcionalizacao [62].

Observa-se ainda, que a razao da area dos aglomerados relativamente a area total de compdsito
varia, para todas as composicdes, entre 4.30—5.82 %, sendo que em f-EG + Ag é ligeiramente maior,

devido a presenca de um maior numero de particulas na area.

44



4.3.2. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

A seccdo transversal dos filamentos foi analisada por microscopia eletrdnica de varrimento

(SEM). A Figura 26, apresenta os resultados obtidos usando trés tipos de ampliacdes: 5000x, 15000x e
50000x.

5000x 15000x 50000x

PLA + 0,5% EG

PLA + 0,5% f-EG

PLA + 0,5% [(f-EG) + Ag]

Figura 26: Imagens de SEM dos filamentos compdsitos.
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Como pode ser observado na Figura 26, a superficie da seccao transversal dos filamentos que

contém a presenca de reforcos é mais rugosa, do que a supetrficie do filamento de PLA.

Foi feita uma analise de espetroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) ao filamento f-
EG+Ag, de modo a verificar a presenca de prata. A Figura 27 apresenta a imagem SEM deste filamento,
assim como o local no qual foi feita a analise (zona Z2) por EDS e o respetivo gréafico. O sinal C
corresponde ao contelido em carbono, devido a presenca da grafite, o sinal O representa o oxigénio
presente no PLA, o ouro (Au) estd presente na analise devido ao recobrimento das amostras para

observacado no SEM; e por fim o sinal de Ag confirma a presenca de prata, ancorada nas f-EG dispersas

nestes filamentos.
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Figura 27: Imagens SEM e analise EDS no filamento PLA + 0,5% [(FEG) + Ag]

4.3.3. Microscopia Raman

A microscopia de Raman foi utilizada para identificar e avaliar a presenca dos reforcos nos
filamentos. A Figura 28 apresenta o espetro de Raman dos filamentos compositos e do filamento de PLA.
As bandas tipicas de um material & base de grafite estdo identificadas na figura, nomeadamente as
bandas G e 2D. A banda G confirma a presenca de EG (sem e com funcionalizacao) nos compositos, ja

que 0 espetro do PLA nao apresenta nenhuma banda nesta regido dos 1580 cm™. Todas as amostras

apresentam uma banda na regiado do comprimento de onda de 2700 cm™1.
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Figura 28: Espetro de Raman dos filamentos compdsitos e do filamento de PLA.

4.3.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TGA) permitiu analisar a estabilidade térmica dos filamentos
produzidos. A estabilidade ¢ um fator importante que é necessario conhecer de modo a controlar o

processo de fusdo, bem como nas aplicacoes de utilizacao final [62].

A Figura 29 exibe o comportamento do filamento PLA e dos filamentos compésitos durante a
degradacao quando aquecidos até 800 °C numa atmosfera inerte. A Figura 30 representa a derivada da
curva de TGA, sendo que o pico maximo representa a temperatura a qual a velocidade de decomposicao

térmica do material € maxima.

47



100 - o
90- — PLA+0.5% EG
9 l... —  PLA+0.5% f-EG
B 50- 70 PLA+0.5% [(-EG)+Ag]
)] ) 250 300 350
1]
=

1 I 1
200 400 600 800
Temperatura [°C]

Figura 29: Perda de massa em fungdo da temperatura.
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Figura 30: Derivada da perda de massa em funcdo da temperatura.

A Tabela 8 apresenta a temperatura de degradacao dos filamentos, assim como as respetivas

temperaturas em que ocorre a velocidade maxima do processo de degradacao.

Tabela 8: Temperatura de degradacao e temperatura maxima de degradacdo dos filamentos.

PLA PLA+0.5% EG PLA+0.5% f-EG PLA+0.5% [(f-EG) +Ag]
Temp. de degradacao (°C) 248.42 261.86 273.86 27251
Temp. maxima de degradacao (°C) 363.76 364.96 365.16 356.34
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Nesta gama de temperaturas ocorre a degradacdo do PLA e dos grupos organicos dos reforcos
introduzidos na matriz polimérica. Avaliando a estabilidade térmica do filamento PLA e dos filamentos
EG, f-EG e f-EG + Ag, é possivel verificar que o pico de degradacdo das amostras com reforco ocorre a
temperaturas ligeiramente superiores, isto &, os filamentos compésitos apresentam uma estabilidade
térmica superior. Como o inicio da degradacao térmica dos materiais compositos ocorre sempre acima
dos 240°C é possivel afirmar que estes possuem as propriedades térmicas necessarias para a aplicacao
pretendida. Observa-se também que a temperatura maxima a que o PLA pode ser processado sem sofrer

degradacao térmica consideravel.

Para além disso, através do ensaio de TGA é possivel determinar a quantidade de residuo no
final de cada ensaio. Esta quantidade permite saber se a percentagem pretendida foi alcancada,
nomeadamente os 0,5% para os filamentos compositos. A Tabela 9 apresenta as percentagens de reforco

presentes em cada filamento.

Tabela 9: Percentagem de reforco presente nos filamentos compdsitos.

Amostra Reforco (wt/%)
PLA + 0.5% EG 0.49 +0.38
PLA + 0.5% f-EG 0.52 +0.52
PLA + 0.5% [(f-EG) + Ag] 0.57 £0.39

Observa-se que a incorporacao do reforco nos filamentos é semelhante a percentagem
pretendida, apesar de poder haver erros associados relativamente a distribuicao e dispersao nao
uniforme das particulas durante o processamento, dado que a quantidade de amostra analisada em cada

ensaio ¢ inferior a 10 mg.
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4.3.5. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A calorimetria diferencial de varrimento (DSC) tem como objetivo analisar o comportamento
térmico dos filamentos compdsitos. Os resultados de DSC obtidos para (a) 1° aquecimento, (b)

arrefecimento e (c) 2° aquecimento estdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31: Resultados de DSC para (a) 1° aquecimento, (b) arrefecimento e (c) 2° aquecimento.

As propriedades térmicas dos filamentos, tais como, temperatura de transicao vitrea (Tg),
temperatura de cristalizacéo a frio (Tc), temperatura de fusao (Tf), entalpia de cristalizacdo (AHc), entalpia
de fusao (AHf) e grau de cristalinidade (X) estao indicadas nas Tabelas 10 e 11, para o 1° aquecimento

e 2° aquecimento, respetivamente.
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O grau de cristalinidade do PLA e dos filamentos compdsitos foi calculado através da equacéo

AH p—AH,

®pLA X AH

X (%) = x 100 (6)

Onde AHf é a entalpia de fuséo, AHc é a entalpia de cristalizacdo, @p;4 € a fracdo do PLA

presente no filamento e AH}’ é a entalpia de fusdo do PLA 100% cristalino (93.7 J/g) [100].

Os gréficos relativamente ao 1° aquecimento sdo muito semelhantes para todos os filamentos:
é observada a transicao vitrea, o processo de cristalizacao a frio e a fusdo, e as temperaturas a que se
observam estas transicdes sdo muito préximas para o PLA e para os trés compdsitos preparados. O 1°
aquecimento é realizado para avaliar as caracteristicas térmicas do material extrudido. E também um
processo de eliminar a historia térmica das amostras. O arrefecimento controlado mostra o processo de
cristalizacéo do PLA e dos compositos, observando-se um claro processo de cristalizacéo apenas para o
compdsito com f-EG+Ag (Figura 28b) Relativamente ao grafico do 2° aquecimento, apesar de todos os
filamentos apresentarem temperaturas de transicdo vitrea e de fusdo semelhantes, no filamento f-EG +
Ag, o pico de cristalizacao a frio nao é detetado, sendo este compodsito o Unico com um pico de
cristalizacdo pronunciado durante o periodo de arrefecimento. Em ambos os aquecimentos surgiu um

2° pico de cristalizacao a frio, com uma intensidade baixa, muito préximo da fusao.

Tabela 10: Propriedades térmicas dos filamentos durante o 1° aquecimento

Ty(5€C) T.(%€) 22T.€) T;(°C) AH.(J/g) 22AH.(J/g) AH:I/g) X (%)

PLA 56.80 94 37 158.07 180.27 32.55 593 56.46 15.18
PLA + 0.5% EG 56.47 94.43 158.10 180.63 31.17 5.83 56.10 2049
PLA + 0.5% EG 56.50 93.77 158.27 180.77 27.79 523 50.66 18.92
PLA +0.5% [(FEG) + Ag)  56.50 95.20 158.40 180.80 29.75 5.55 53.55 15.57

Tabela 11. Propriedades térmicas dos filamentos durante o 2° aquecimento
Ig\L) I.\®C) Z=1.\*C) If\L) AHJ/g) Z*DHAYg ALHHIE A, %)

PLA 60.27 96.07 157.73 178.67 29.28 594 5554 21.69
PLA + 0.5% EG 60.07 94 97 157.93 178.77 17.61 469 55.45 35.56
PLA + 0.5% f-EG 60.20 95.93 157.77 178.77 22.23 494 45 99 24 48
PLA + 0.5% [(FEG) + Ag) 5473 161.77 178.80 497 51.50 4991

51



A calorimetria diferencial de varrimento mostrou que a adicdo de grafeno a matriz polimérica,
nao afetou significativamente a temperatura de transicdo vitrea dos compositos, que permanece entre
55-60 °C, gama tipica do PLA puro [101]. Para concentracdes baixas de reforco, como as nanoparticulas
estdo uniformemente dispersas no interior da matriz, normalmente nao interferem significativamente
com a mobilidade das cadeias polimérica [102]. A temperatura de cristalizacdo a frio nao teve alteracoes
significativas nos filamentos para o0 1° e 2° aquecimento. No entanto, a 27 temperatura de cristalizacéo
a frio, apresenta um aumento ligeiro no filamento de PLA +0.5% [(f-EG) + Ag]. Além disso todos os
filamentos exibiram uma Tf semelhante de aproximadamente 180 °C. No 2° aquecimento, apos apagar
a historia térmica, observa-se que o grau de cristalinidade do PLA nos compdsitos aumentou com a
introducdo da EG, f-EG e f-EG + Ag no PLA. Assim, em condicdes de arrefecimento quasi-quiescentes, a
formacao de estruturas cristalinas foi promovida com a introducéo dos aditivos de grafite, provavelmente
devido ao efeito de nucleacao adicional [103]. Espera-se que o aumento da cristalinidade nos scaffolds

compositos melhore as suas propriedades mecanicas.

4.3.6. Analise Mecanica Dinamica (DMA)

Do ponto de vista mecanico, um dos principais paradigmas na engenharia de tecidos e na ciéncia
biomecanica tem sido sempre que um scaffo/d deve imitar as propriedades biomecéanicas do érgao ou
tecido a ser substituido, de forma a fornecer apoio durante as fases iniciais de crescimento do tecido

[104][105].

As propriedades mecéanicas e viscoelasticas dos filamentos foram avaliadas com recurso ao

DMA. Afigura 32, apresenta a variacao do modulo de armazenamento E' com o aumento de temperatura.

3 — PLA

- — PLA+0.5% EG
= — PLA+0.5% f-EG
% 24 PLA+0.5% [(f-EG)+Ag]
w

1<

0 T T I

30 40 50 60

Temperatura [°C]

Figura 32: Modulo de armazenamento do PLA e dos filamentos compdsitos em funcdo da temperatura, na regido da transicdo vitrea.
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0O modulo de armazenamento esta frequentemente associado a rigidez de um material,
considerado como capacidade de armazenamento de uma amostra [97]. Como se observa na Figura
32, a incorporacdo de nanoparticulas de prata resulta na reducdo do moédulo de armazenamento

relativamente aos restantes compositos.

A Tg pode se verificar no inicio da queda de E’ ou no pico da curva de tan 8. Nas proximidades
da Tg, observou-se uma diminuicdo acentuada do valor do médulo de armazenamento (E') que indica
gue 0s compositos estdo a passar por uma transicdo de um estado vitreo fragil para um estado de maior

mobilidade molecular [95].

A Figura 33, apresenta o fator de amortecimento mecéanico (tan &) dos filamentos em funcao da

temperatura.
2.0 A
1.5 — PLA+0.5% EG
) — PLA+0.5%f- EG
7o PLA+0.5%[(f- EG)+Ag]
E 1.0-
[
0.5
0.0 T T o T

20 40 60
Temperatura [°C]

Figura 33: Fator de amortecimento do PLA e dos filamentos compdsitos em funcdo da temperatura, na regido da transicao vitrea.

Os filamentos compdsitos com reforco apresentam valores de tan & mais elevados do que o
filamento de PLA indicando que os compésitos reforcados com grafite possuem uma maior capacidade

de dissipar energia, aumentando as suas capacidades de amortecimento mecanico [62][106].
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As propriedades mecanicas/viscoelasticas do filamento de PLA e filamentos compésitos também
foram avaliadas aos 37°C, temperatura tipica do corpo humano. A Figura 34 apresenta o modulo de

armazenamento a 37°C.

n mm PLA
m EG

B m fEG
S m (FEG)+Ag
O
= 2
L

14

0..

PLA EG f-EG (f-EG)+Ag

Figura 34: Moadulo de armazenamento do PLA e dos filamentos compdsitos a 37 °C.

O filamento que detém o maior valor de médulo de armazenamento aos 37 °C ¢ o filamento f-
EG e 0 que possui menor valor é o filamento f-EG + Ag, embora as diferencas nao sejam estatisticamente
significativas. A adicao de grafeno nao melhorou consideravelmente as propriedades mecéanicas dos
filamentos compositos, algo que ja seria esperado uma vez que a percentagem de 0,5% em massa

poderia ndo ser suficiente para alterar significativamente as propriedades mecanicas.

O modulo de elasticidade do LCA esta entre os 100—165 MPa [14][15]. Apesar de as
propriedades mecanicas nao terem sido substancialmente melhoradas, os filamentos produzidos
possuem as propriedades necessarias para o fim desejado, de acordo com os valores do modulo de
elasticidade do LCA. O caracter viscoelastico destes filamentos tem particular relevancia para a aplicacao,

uma vez que os ligamentos também exibem comportamento viscoelastico [107].
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4.3.7. Resistividade Elétrica

A estimulacao elétrica (ES) promove a reparacao e regeneracao de varios tecidos, incluindo 0sso,
nervo e epiderme [108]. Os campos elétricos aplicados (estaticos e pulsantes) sdo largamente utilizados

em praticas ortopédicas para melhorar a cicatrizacdo ligamentar in vivo [109].

Na Tabela 12 estao apresentados os valores de resisténcia elétrica de cada filamento.

Tabela 12: Valores medidos da resisténcia elétrica dos filamentos.

Resistividade elétrica (2.cm)

PLA 2.72 x 101 + 6.45 x 1010
PLA+0.5% EG 1.30 x 10! + 3.08 x 10*°
PLA+0.5% f-EG 5.11 x 101 + 3.50 x 10°

PLA+0.5% [(-EG) + Ag] 5.52 x 101° + 1.91 x 10°

O filamento com maior valor de resistividade é o filamento de PLA com 2.72 X 10! Q.cme o
menor valor obtido corresponde ao filamento f-EG com 5.11 X 101° Q.cm. Num estudo realizado
recentemente, conclui-se que a resistividade elétrica do PLA sem a presenca de grafite é da ordem de
grandeza dos 10 Q.cm [110]. E possivel observar um decréscimo consideravel na resisténcia elétrica
com a introducao dos reforcos na matriz polimérica, apesar dos compositos serem ainda isoladores
elétricos. O método de medicédo utilizado ndo permite a medicao correta da resistividade elétrica de
materiais com resistividade superior a 1011 Q.cm, por esse motivo a resistividade medida para o PLA
ficou no valor limite que é possivel medir, que é consideravelmente inferior & resistividade real do
material. Varios estudos demonstraram que as propriedades elétricas dos nanocompoésitos nao
dependem apenas do tipo de aditivo, mas também do historico inicial de dispersdo e processamento

[99].

A introducao de cargas condutoras numa matriz polimérica promove a proliferacao das células
sob estimulacao elétrica. O grafeno e seus derivados mostraram serem promissores como refor¢co em
scaffolds poliméricos, uma vez que estudos recentes sugerem que pode aumentar a proliferacao celular

e pode ser eliminado por excrecao renal, fagocitose e/ou endocitose [111].
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1.6x

6x

4.4.Caracterizacao Macroscopica dos Scaffolds

4.4.1.1. Morfologia dos scaffolds produzidos

As Figuras 35-38 ilustram os scaffolds produzidos por impressao 3D, utilizando filamentos de
PLA, PLA+0,5% EG, PLA+0,5% f-EG e PLA+0,5[(f-EG) +Ag], com objetivas de 1.6x e 6x, em diferentes
posicoes: frente, topo e lateral. O microscopio digital permitiu observar a sua estrutura porosa e forma
adequada. Os scaffolds de PLA apresentam uma morfologia e tamanho de poros semelhante aos dos
scaffolds de nanocompositos. Para TE os scaffolds requerem um tamanho dos poros superior a 150 um,
apresentar uma porosidade nao superior a 80% e por fim, a sua estrutura tem de ser 100% interligada
com um desenho e producdo camada a camada. A temperatura do bico de impressao e a velocidade de
impressao foram variadas de modo a obter scaffo/ds com a geometria e porosidade adequadas para TE.
Quando estes valores foram definidos como 185 °C e 45 mm. s71, respetivamente, os scaffolds exibiam
poros bem definidos, sem deformacao da camada, e boa definicdo geométrica. A impressao horizontal
exigiu novamente a utilizacdo de um material de suporte (também PLA) com um angulo de contacto de
5 °, o qual foi faciimente removido apds arrefecimento. A escala macroscopica, todos os scaffolds

apresentavam uma boa dispersao do reforco.

PLA

Lateral

9 mm

Figura 35: Scaffold de PLA produzido por impressao 3D.
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Figura 36: Scaffold de PLA + 0,5% EG produzido por impresséo 3D.

PLA + 0.5%f-EG

Frente Topo Lateral

1.6x

6x

Figura 37:Scaffold de PLA + 0,5% F-£G produzido por impresséo 3D.
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PLA + 0.5% [(f-EG) + Ag]

Frente Topo

AN B _
Figura 38: Scaffold de PLA + 0,5% [(FEG) + Ag] produzido por impressédo 3D.

Lateral
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5. Conclusao

O principal objetivo desta dissertacéo foi preparar filamentos de nanocompdsitos de PLA e grafite
exfoliada, com e sem funcionalizacdo quimica e com adicdo de nanoparticulas de prata, com
caracteristicas adequadas para impressao 3D. Previamente a formacédo dos filamentos, procedeu-se a
funcionalizacdo quimica da grafite exfoliada e ancoragem das nanoparticulas de prata. Foi efetuada a
funcionalizacdo da grafite exfoliada através da reacdo cicloadicdo 1,3-dipolar, apresentando resultados
satisfatorios na adesao das particulas ao polimero. Também se procedeu a mistura dos reforcos e todas

estas etapas foram realizadas com sucesso.

No processo de extrusdo foram produzidos filamentos de PLA e PLA reforcado com 0,5% em
massa de grafite exfoliada. Os filamentos nanocompésitos foram caracterizados, de forma a estudar o
efeito da incorporacao de nanoparticulas de carbono na matriz polimérica do PLA sobre a morfologia e
propriedades térmicas, mecanicas e elétricas. A presenca dos reforcos nao afetou negativamente a
estabilidade térmica dos filamentos compositos, pelo contrario, a sua estabilidade térmica aumentou
relativamente ao filamento PLA. Observou-se ainda que as propriedades térmicas dos filamentos
compositos nao diferem muito das propriedades do polimero PLA de grade médico, levando a concluséo
de que a influéncia da adicdo de EG, f-EG e f-EG + Ag foi pequena. Relativamente as propriedades
mecanicas, ndo houve uma alteracao relevante, apesar de o filamento com f-EG + Ag, apresentar um
modulo de armazenamento mais baixo. Em termos de morfologia, a adicdo de reforco a matriz
proporcionou uma superficie mais rugosa nos filamentos compdsitos. Para além disso, foi observada
uma boa dispersao e adesao das nanoparticulas nos filamentos compositos. Os testes elétricos efetuados
mostraram nao haver uma alteracao significativa da resistividade, uma vez que a percentagem utilizada
era reduzida. No entanto foi possivel observar um decréscimo na resistividade elétrica com a introducao

dos reforcos na matriz polimérica.

Ap6s a caracterizacéo dos filamentos foi ainda possivel produzir scaffolds por impressao 3D,
demonstrando o potencial dos filamentos produzidos para a utilizacdo desta técnica. Os scaffolds

apresentam uma porosidade apropriada para a aplicacao pretendida.

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que os filamentos produzidos nesta dissertacéo
podem ser utilizados para a producdo de scaffolds para impressao 3D, com o intuito final de serem

utilizados para a regeneracao do ligamento cruzado anterior.
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5.1.Trabalho futuro

Apesar de os filamentos apresentarem as propriedades adequadas e a sua utilizacdo em impressao
3D ter sido promissora para a producdo de scaffolds, ainda é necessario a realizacdo de certas etapas

para serem utilizados na aplicacao pretendida.
Desta forma, sao apresentadas a seguir por tdpicos, algumas sugestdes a ter em conta no futuro:

e Realizacado de ensaios mecanicos aos scaffolds para avaliar as suas propriedades mecanicas na
estrutura pretendida;

e Realizacdo de testes de degradacéo aos scaffolds num ambiente com condices idénticas as do
corpo humano.

e Realizacao de testes de biocompatibilidade e citoxicidade dos scaffo/ds com os compositos de

PLA de grade médico.
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