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Resumo

0 ligamento cruzado anterior (LCA) é o ligamento intra-articular do joelho mais frequentemente
lesionado. A insuficiente vascularizacdo deste tecido impede que ele cicatrize completamente apds uma
rutura ou rasgo, fazendo com que o desenvolvimento de enxertos para a reconstrucdo do LCA seja uma
necessidade. As limitacdes dos enxertos existentes atualmente motivaram uma investigacdo de possiveis
enxertos produzidos através de técnicas subjacentes ao ramo da engenharia de tecidos. A producéo
eficaz de um enxerto biodegradavel deve possuir propriedades mecanicas semelhantes as do ligamento
nativo; até o momento, nenhum enxerto sintético disponivel comercialmente atingiu este requisito. Para
atingir este objetivo, neste trabalho utilizou-se a técnica de entrancamento de fibra de polimero para

projetar um scaffold de PLA com grafite para a engenharia de tecidos do LCA.

Inicialmente foram produzidos filamentos compésitos reforcados com grafite exfoliada, pela
técnica de mistura no polimero fundido, com didmetro controlado para posteriormente serem produzidos
scaffolds através de técnicas téxteis, para aplicacdo biomédica na regeneracao do LCA. Foram utilizados
trés tipos de grafites: grafite exfoliada (EG), grafite exfoliada funcionalizada (-EG) e grafite exfoliada
funcionalizada com adicao de nanoparticulas de prata (-EG+Ag). Foram processados diferentes tipos de
filamentos: PLA, PLA com 0,25, 0,5%, 1% e 2% de EG, PLA com 0,25, 0,5%, 1% e 2% de f-EG e PLA com
0,25, 0,5%, 1% e 2% de -EG+Ag. A morfologia, propriedades térmicas, elétricas e mecéanicas de todos os
filamentos produzidos foram depois avaliadas. Depois de processados e caracterizados todos os tipos de
filamentos, foram produzidos trés scaffolds para trés tipos de composicoes: PLA, 0.5% PLA + f-EG + Ag
e 2%PLA + f-EG + Ag. Depois de produzidos, os scaffolds foram caracterizados por analise mecanica

dindmica.

Palavras Chave: PLA, LCA, Scaffold, Nanocompositos, Grafeno
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Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragao do Ligamento Cruzado Anterior

Abstract

The anterior cruciate ligament (ACL) is an intra-articular ligament of the knee and one of the most
frequently injured. Insufficient vascularization of this tissue prevents it from scarring completely after a
rupture or tear, making the creation of grafts for ACL reconstruction a necessity. The limitations of grafts
currently existing motivated an investigation of possible grafts produced through techniques underlying
the field of tissue engineering. The effective production of a biodegradable graft must have mechanical
properties similar to those of the native ligament; to date, no commercially available synthetic graft has
reached this requirement. To achieve this goal, polymer fiber braiding techniques were used to design a

PLA scaffold for ACL tissue engineering.

To carry out this work, polymer composite filaments reinforced with exfoliated graphite were
initially produced by mixing in the polymer melt, preparing filaments with controlled diameter that were
then used to form scaffolds through textile techniques, for biomedical application on ACL regeneration.
For this, three types of graphite were used: normal exfoliated graphite (EG), functionalized exfoliated
graphite (-EG) and a functionalized exfoliated graphite with the addition of silver nanoparticles (-EG+Ag).
Different types of filaments were processed: PLA filaments, PLA with 0.25, 0.5%, 1% and 2% of EG, PLA
with 0.25, 0.5%, 1% and 2% of +-EG and PLA with 0.25, 0.5%, 1% and 2% of ~EG+Ag. The morphology,
thermal, electrical and mechanical properties of all filaments produced were then evaluated. After
processing and characterized all types of filaments, three scaffolds were produced for three types of
compositions: PLA, 0.5% PLA + f-EG + Ag and 2%PLA + f-EG + Ag. Once produced, all scaffolds were

characterized using dynamic mechanical analysis.

Keywords: PLA, ACL, Scaffold, Nanocomposites, Graphene
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Capitulo 1

Introducao
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1. Introducéo

1.1.  Motivacao

Os tenddes e ligamentos sao tecidos conectivos densos que unem 0ssos a musculos e 0ssos a
0sso0s respetivamente. As lesdes nestes tecidos estao entre as lesdes mais comuns relativas ao corpo

humano e sao particularmente comuns em populacao jovem e fisicamente ativa (1).

O ligamento cruzado anterior (LCA) é o ligamento do joelho mais comumente lesionado, com
mais de 250.000 pacientes a cada ano com diagndstico de rutura do LCA e aproximadamente 150.000
cirurgias de LCA realizadas anualmente. O LCA ¢ um ligamento intra-articular que controla movimento
normal e atua como um estabilizador articular, conectando o fémur a tibia. Devido a sua pobre
capacidade intrinseca de cura e vasculariza¢ao limitada, estas ruturas nao cicatrizam sendo geralmente

necessaria intervencdo cirtrgica (2).

A alta incidéncia de patologias e ruturas de tenddes e ligamentos e a auséncia de tratamentos
adequados que garantam a recuperacao total da funcédo conjunta ou da area afetada do sistema
locomotor, tornam necessario pesquisar novos materiais que possam ser implantados e substituir
temporariamente o tecido danificado até sua regeneracao completa (3). Tradicionalmente, estas lestes
sao tratadas com enxertos biologicos (autoenxertos ou aloenxertos). Os autoenxertos e os aloenxertos
possuem boa resisténcia mecanica inicial, promovem a proliferacéo celular e o crescimento de novos
tecidos. No entanto, possuem também algumas desvantagens. Os autoenxertos requerem uma cirurgia
adicional que é conhecida por causar morbidade local, aumento do tempo de recuperacao e possivel dor
no local da colheita. Os aloenxertos por sua vez apresentam limitacdo no seu fornecimento, podendo
transmitir doencas ou infecdes bacterianas e provocar uma resposta imunogénica negativa do hospedeiro

(4).

A utilizacao de polimeros como biomateriais teve bastante impacto no avanco da medicina
moderna. Em particular, os biomateriais poliméricos biodegradaveis possuem a capacidade de se

decompor, nao sendo necessaria a sua remocao apos terem cumprido a sua funcao.
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As aplicacdes sdo profusas, por exemplo, com polimeros biodegradaveis a serem aplicados
clinicamente como suturas e implantes cirurgicos. Para atender a demanda funcional, materiais com as
propriedades fisicas, quimicas, biolégicas, biomecanicas e de degradacdo adequadas para uma
determinada aplicacdo devem ser selecionados. Felizmente, uma ampla gama de polimeros
biodegradaveis naturais e sintéticos tem sido investigada para aplicacdes biomédicas, com novos

materiais sendo constantemente desenvolvidos para enfrentar novos desafios (5).

Todos os dias, milhares de procedimentos cirurgicos sao realizados para substituir ou reparar
tecidos danificados por doencas ou traumas. O campo em desenvolvimento da engenharia de tecidos
(TE) procura regenerar tecidos danificados, combinando células humanas com scaffolds altamente
porosos, que atuam como suportes para a regeneracdo de tecidos (6). A Engenharia de Tecidos €
multidisciplinar, abrangendo, conhecimentos das areas da ciéncia e engenharia de materiais, biologia e
medicina. Nesta estratégia, tipicamente é efetuada a expansao in vitro de células provenientes do
paciente dador sobre suportes de polimeros biodegradaveis, designados por scaffolds. Este suporte

degrada enquanto um novo 6rgao ou tecido é formado.

Numa fase inicial, os biomateriais foram concebidos para que se mantivessem inertes no
organismo. Desta maneira, os estudos concentraram-se na forma de prevenir/minimizar as reacoes
teciduais indesejaveis. Atualmente, os polimeros correntes sdo concebidos para que haja uma interacao
com os tecidos, provocando respostas fisiologicas como proliferacao e/ou diferenciacdo celular no local

do implante.

Nas Ultimas décadas, foram obtidos avancos expressivos na compreensdo dos mecanismos de
interacdo das células animais com o seu ambiente natural, a matriz extracelular, bem como a influéncia
da mesma na proliferacao e diferenciacao celular. Muitas vezes, este conhecimento tem sido utilizado
para o desenvolvimento de polimeros que possam simular as propriedades da matriz extracelular,
exercendo assim um papel ativo na regeneracdo tecidual. Os biomateriais aplicados podem ser
classificados como permanentes ou temporarios. Os materiais permanentes sao utilizados com o objetivo

de substituir um tecido danificado por tempo indeterminado. Dessa forma, sdo produzidos de modo a
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reter as suas propriedades mecanicas e fisico-quimicas por longos periodos. Esses tipos de
dispositivos sao frequentemente utilizados como préteses, por exemplo, para substituir articulacdes
danificadas. Em contrapartida, existem situacdes onde é necessario um suporte que preencha apenas
temporariamente a regido lesada, até que a regeneracao dos tecidos ocorra, ou ainda que direcione o

processo regenerativo. Neste caso, uma alternativa sdo os biomateriais temporarios (7).

Os poli (a-hidréxi acidos), tal como o poli (acido latico) (PLA) e o poli (acido glicolico) (PGA),
representam uma das classes de polimeros sintéticos biodegradaveis mais utilizados nesta area. Para o
desenvolvimento e selecao desses materiais, o tempo de degradacao é primordial para o sucesso do
implante. Os estudos e os desafios atuais sdo normalmente direcionados para a compreensao da relacéo

entre a composicao quimica, morfologia, e a técnica de processamento utilizada (8).

Este trabalho concentra-se no desenvolvimento de fibras de composito de grafite exfoliada e
funcionalizada com o polimero PLA, através da extrusao de filamento, para aplicar na producao de
suportes porosos (scaffolds) para regeneracdo de ligamentos. Espera-se que estes compositos

apresentem propriedades mecanicas superiores € menor resistividade elétrica.

1.2. Esquema da Tese

Esta tese esta dividida em cinco capitulos:
No Capitulo 1 é apresentada a motivacao deste trabalho, assim como o esquema da tese.

O Capitulo 2, apresenta uma visdo geral do estado da arte das funcdes e propriedades do
ligamento cruzado anterior (LCA), assim como abordagens atuais no tratamento da rotura deste
ligamento. E também apresentado um sumario dos materiais usados neste trabalho, assim como as
suas principais propriedades, e a sua utilizacao na area biomédica. O método de torcao e entrancamento
para a producao de scaffoldstambém é abordado neste capitulo, assim como os métodos utilizados para

produzir as fibras utilizadas nestes scaffolds.
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O Capitulo 3 descreve os materiais e métodos adotados neste trabalho, nomeadamente as
técnicas usadas para a funcionalizacdo da grafite exfoliada, incorporacdo de nanoparticulas de prata,
processamento de filamentos através de extrusdo e producao dos scaffolds fibrosos. Todas as técnicas

usadas para caracterizar os materiais produzidos também sao apresentadas.

O Capitulo 4 divide-se em dois subcapitulos, onde serdo descritos: i) caracterizacao e discussao
de resultados relativos aos filamentos compasitos e ii) caracterizacao e discussao de resultados relativos

aos scaffolds fibrosos.

No Capitulo 5 sado apresentadas as principais conclusdes deste trabalho assim como algumas

propostas para trabalhos futuros de investigacao.
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Capitulo 2

Estado de Arte
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2. Estado de Arte

2.1. Ligamento Cruzado Anterior

A rutura do ligamento cruzado anterior (LCA), representada na figura 1, é uma das lesdes
ligamentares mais comuns do joelho (9). Mais de 800.000 pessoas procuram assisténcia médica a cada
ano para lesdes nos ligamentos e tendoes. Estas roturas geralmente causam dor, inchaco e instabilidade

articular e requerem cirurgia para reconstruir o tecido.

Ruptura completa
do LCA

Figura 1- Rutura do Ligamento Cruzado Anterior.
(61)

0 ligamento cruzado anterior (LCA) é vital para a estabilidade mecanica da articulacéo do joelho;
funciona para restringir o movimento excessivo para a frente da tibia em relacéo ao fémur, limitando o
movimento rotacional do joelho. A lesao neste ligamento resulta em rutura completa ou parcial do
mesmo, sendo frequentemente observada no cenario clinico e particularmente em pacientes mais jovens
e ativos [1]. Embora as ruturas sejam bastante comuns, a sua reconstrucao cirurgica apresenta baixas

taxas de sucesso (10).

A lesdo ocorre quando uma tensdo excessiva é aplicada ao ligamento, geralmente devido a
movimentos bruscos de torcao e / ou desaceleracéo realizados no pé de apoio (11). As mesmas podem

resultar em disfuncao articular significativa, o que pode levar a lesdes de outros tecidos e ao
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desenvolvimento de doenca articular degenerativa. O uso de substitutos de ligamentos sintéticos ganhou
popularidade no final dos anos 80, mas apenas sob condicdes limitadas, nao envolvendo o sacrificio de

tecidos autogenos e minimizando a morbidade associada e o risco de transmissao de doencas (12).

Os ligamentos sao tecidos densos e altamente ordenados, compostos de proteinas (como os
tipos de colagénio |, lll e V e elastina), proteoglicanos, agua e células, contendo uma estrutura hierarquica
com niveis crescentes de organizacao. Estes contém moléculas de colagénio, fibrilas, conjuntos de fibrilas
e fasciculos que sao organizados ao longo do eixo do tecido, como representado na figura 2. Além disso,

o0 ligamento é cercado por uma bainha de epiligamento vascularizado (4).

Tendon

Figura 2- Estrutura Hierdrquica de um tenddo. (14)

Idealmente, um enxerto de substituicao deve ser biocompativel e ter propriedades mecanicas
semelhantes ao LCA natural. A estrutura hierarquica das fibras e fibrilas de colagénio nos ligamentos

fornece propriedades mecanicas especificas, incluindo uma elevada resisténcia mecanica (4).

Existem diversas consideracdes biomecanicas que devem ser tidas em conta ao projetar
solucdes para regenerar o tecido do tendao ou ligamento, neste caso, do LCA. Segundo Chandrashekar
et al., apos inumeras pesquisas, a principal causa para uma elevada incidéncia nas taxas de rotura do
ligamento cruzado anterior (LCA) no sexo feminino em comparacdo com 0 sexo masculino ainda
permanece desconhecida. Até o momento, a possibilidade de que o ligamento feminino seja
mecanicamente mais fraco do que o ligamento masculino nao foi diretamente investigado. Embora ja
esteja estabelecido em estudos anteriores que o ligamento feminino € menor em tamanho, as diferencas
nas propriedades estruturais do mesmo entre os dois sexos ndo foram estudadas. O objetivo desse
estudo era determinar se existiam diferencas baseadas no sexo nas propriedades mecanicas do LCA
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humano quando é considerada a idade, assim como outras variaveis do LCA, como é indicado na tabela

1(13).

No inicio do processo de reabilitacao, o enxerto tem de suportar e proteger o novo tecido das
forcas desenvolvidas por mobilizacao, e permitir um aumento gradual da exposicao a uma carga. 1sso
ira permitir ao tecido que este se desenvolva mais naturalmente e de uma forma mais eficaz e saudavel.

A rigidez do enxerto deve diminuir ao longo do tempo, de maneira a evitar o stress constante.

Tabela 1- Propriedades do ligamento cruzado anterior humano. (13)

Comprimento (mm) Homem: 29.61 + 2.70 Mulher: 27.04 + 2.90
Alongamento na rotura (mm) Homem: 6.8-11 Mulher: 4.9-10

Tensé&o de rotura (%) Homem: 24-36 Mulher: 19-35

Forca de rotura (N) Homem: 1119-2517 Mulher: 739-1793
Rigidez (N/mm) Homem: 219-397 Mulher: 111-287

Madulo de elasticidade (MPa) Homem: 93-163 Mulher: 49-149

2.2. Design de scaffolds na regeneracdo de ligamentos

A Engenharia de tecidos depende da utilizacdo de suportes porosos (scaffolds) para fornecer o
ambiente apropriado para a regeneracao de tecidos e orgdos (6). Estes scaffolds atuam essencialmente
como um modelo para a formacao de tecidos e sao tipicamente cultivados in vitro com células,

implantados no local lesionado como é representado na figura 3 [2].
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Il - Cell proliferation and
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construct

tissue equivalent

Figura 3- Estratégia Geral da Engenharia de Tecidos. (19)

Estes scaffolds devem ser fabricados a partir de um material biocompativel que ndo provoque
uma reacao imunologica adversa. Além disso, € necessario escolher um material polimérico que se
degrade e reabsorva a uma taxa controlada ao mesmo tempo que as células cultivadas no suporte

aderem e proliferam (14).

O scaffold ideal deve apresentar algumas propriedades importantes. Deve fornecer o suporte
mecanico temporario necessario para a regeneracdo/formacdo do novo tecido. Deve também ser
biodegradavel para que a sua remocao cirlrgica, apos ter cumprido a sua funcéo, ndo seja necessaria.
No entanto, a cinética de degradacao deve refletir a cinética de formacéo do tecido novo. Isso permite
que o scaffold forneca o suporte mecanico estrutural temporario até que o tecido recém-formado possa

suportar a carga mecanica.

O diametro dos poros ¢é importante para facilitar a adeséo e proliferacéo celular. No entanto é
necessario obter o equilibrio certo entre a regeneracdo do tecido e as propriedades mecanicas do
scaffold. Poros com dimensdes muito reduzidas sao ineficientes, e poros com dimensdes demasiado
elevadas podem comprometer as propriedades mecanicas da mesma. A analise da porosidade para

varias composicoes poliméricas é representada na tabela 2 [11].

UNIVERSIDADE DO MINHO



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

Tabela 2 - Analise da porosidade para diferentes tipos de composicoes poliméricas. (15)

Area Superficial Moda do Mediana do
Polimero Porosidade (%)
(cm?) diametro (um) diametro (um)
PGA 55+1 63+7 177 + 68 103+ 18
PLAGA 70+ 12 59 +5 195 + 44 84 + 20
PLLA 64 +9 54 +8 226 + 23 103+ 20

Tém sidos desenvolvidos scaffolds a partir de uma grande variedade de biomateriais e fabricados
através de uma infinidade de técnicas, na tentativa de regenerar diferentes tecidos e érgaos do corpo
[2]. Por exemplo, tém sido propostos scaffolds baseados em polimeros naturais tais como colagénio,
seda, acido hialurénico, quitosano ou fibrina. Os polimeros naturais, apesar de apresentarem uma maior
biofuncionalidade e biocompatibilidade, tendo a capacidade de ser biologicamente conhecidos e de
fornecerem um ambiente adequado para suportar a regeneracao de tecidos, apresentam limitacdes que
restringem a sua evolucao de um estagio de pesquisa para uma potencial aplicacao clinica, pelo menos
por enquanto. Estas incluem as suas propriedades mecanicas inferiores, cinética de degradacao nao
previsivel ou controlada, pois esta depende da disponibilidade e concentracao de enzimas no local do

implante, processamento dificil e custo elevado (16).

Devido as desvantagens dos scaffolds baseados em polimeros naturais referidas anteriormente,
tém sido desenvolvidos scaffolds, a partir de polimeros sintéticos biodegradaveis. Além de uma melhoria
das propriedades mecanicas, mencionadas na tabela 3, estes polimeros também oferecem outras
vantagens ligadas a producdo em grande escala, uma vez que representam uma fonte confiavel de
matérias-primas, baixo riscos imunogénicos, estao disponiveis numa ampla variedade de composicoes e
tém uma processabilidade satisfatoria. Além disso, podem ser modificados para resolver problemas
como efeitos inflamatdrios colaterais, hidrofobicidade e baixa adesao celular. Devido as vantagens
enumeradas, esta classe de polimeros tem sido amplamente utilizada na area médica. Poliésteres, como
poli (acido glicolico) (PGA), os estereoisdémeros do poli (acido lactico) (PLA), PLLA e PDLA, o seu
copolimero poli (acido (latico-co-glicalico) (PLGA) e a poli (e-caprolactona) (PCL), estao entre os polimeros
biodegradaveis mais utilizados em aplicacdes biomédicas. Todos estes poliésteres estao aprovados pela

Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico (16).
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Tabela 3- Propriedades de polimeros sintéticos aprovados para utilizacdo em implantes médicos. (14)

Polimero Resisténciaa  Maddulo de Deformacao Biodegradacéo
Tracdo (MPa)  Young (GPa) de Rotura (%)  (Meses)

PGA 55-80 57 15-20 6-12

PLLA 45-70 2.7-3.5 510 >24

PLGA 55-80 2 3-10 1-12

PCL 10-35 0.4-0.6 300-500 >24

2.3. Materiais para a producdo de scaffolds para regeneracéo de ligamentos

2.3.1. Poli (acido latico) (PLA)

Entre as familias de polimeros sintéticos existentes, os poliésteres tém sido os que despertam
mais interesse para aplicacées biomédicas devido a facilidade de degradacdo por hidrélise da ligacao
éster, sendo os produtos de degradacéao tipicamente reabsorvidos pelas vias metabolicas, e ao potencial
para modificar a sua estrutura para alterar a cinética de degradacao. Os poliésteres também tém sido
considerados para o desenvolvimento de aplicacdes no ramo da engenharia de tecidos, particularmente
para engenharia de tecidos dsseos [12]. Embora varios poliésteres estejam disponiveis comercialmente
e todos sejam teoricamente degradaveis, a natureza hidroliticamente estavel da ligacao éster significa
gue apenas poliésteres com cadeias alifaticas razoavelmente curtas podem ser utilizados como polimeros
degradaveis para aplicacdes biomédicas. Devido a facilidade de sintese através da abertura do anel ou
polimerizacdo por condensacdo, figura 4, e disponibilidade comercial, os poli (a-ésteres) tém sido os
biomateriais degradaveis mais pesquisados até 0 momento. Um exemplo de um poliéster amplamente

usado na area biomédica, é o poli (acido latico) (PLA), ilustrado na figura 5 [1].
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C ——n n | \ - T ” N
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Oligomer Lactide Polylactide

Figura 4- Sintese do PLA. (5)
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Figura 5- Estrutura quimica do PLA.

0 aspeto mais atrativo do PLA, especialmente no que diz respeito a aplicacdes biomédicas, ¢ a
sua biocompatibilidade. O PLA hidrolisa para o seu constituinte hidroxiacido quando implantado em
organismos vivos, incluindo o corpo humano, sendo depois incorporado no ciclo do acido tricarboxilico e
excretado. Além disso, o PLA ¢ facilmente processado através de métodos baseados no processo de

fusao, tais como injecao, extrusdo, moldacao sopro ou termoformacao (17).

Como o PLA possui moléculas quirais, existem quatro estereoisomeros: poli (acido L-lactico)
(PLLA), poli (acido D-lactico) (PDLA), poli (D, L-acido latico) (PDLLA) - uma mistura racémica de PLLA e
PDLA e meso-poli (acido lactico), representados nas figuras 6-8. O PLLA e o PDLLA tém sido propostos
para diversas aplicacdes biomédicas (18).Na Tabela 4 estao algumas das principais propriedades do PLA

(19).
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Figura 8- Meso-Ldctico. (17) Figura 6- D-Ldctico. (17) Figura 7- L-Ldctico. (17)
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Tabela 4- Propriedades do PLA. (18)

Densidade (p) 1.26 (g/cm?)
Toxicidade Nao

Madulo de Young (E) 3.4-3.8 (GPa)
Deformacao (&) 2.3-2.5 (%)

Temperatura de Transicéo Vitrea (T;) 49-63 (°C)

Temperatura de Fuséo (T-) 144-186 (°C)

2.3.2. Grafite

A grafite & um cristal formado por camadas tridimensionais (3D) de grafeno, como representado
na figura 9. E por natureza um material com superficie lisa, constituido por camadas de carbonos
hibridizados sp2 ligados entre si na forma de um anel hexagonal planar. Essas camadas de grafeno tém
0,335 mm de distancia de separacéo entre elas e 0 comprimento da ligacado carbono-carbono no plano
¢ de 0,142 nm. Além disso, as restantes orbitais p formam orbitais moleculares do tipo 11 deslocalizadas
que se estendem paralelamente aos planos dos atomos de carbono e ddo origem a mobilidade eletronica
(condutividade elétrica) assim como as atracdes de van der Waals fracas entre os planos. A diferenca
entre as forcas de ligacdo entre os carbonos no plano e entre os diferentes planos é responsavel por
diversas propriedades anisotrépicas e industrialmente relevantes da grafite, como a sua condutividade

térmica, dureza, porosidade, condutividade elétrica, efeitos de superficie e reatividade quimica (20).
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Figura 9- Estrutura molecular da grafite. (19)

A selecdo de matérias-primas e condicoes de processamento é fundamental para a definicéo das
propriedades do composito final. Essas propriedades dependem da morfologia e do grau de anisotropia

da grafite acabada. A tabela 5 ilustra o efeito da anisotropia nas propriedades da grafite (20).

Tabela 5- Algumas das propriedades da grafite. (19)

Propriedade Unidade Paralelo ao Plano Perpendicular ao Plano
(eixo 2)

Resistividade pHQ'm 0.40 60

Médulo de elasticidade GPa 1020 36

Forga de tenséao GPa 96 34

Condutividade térmica W/m'K 2000 10

Expansao térmica 1/°C -0.5x107° 27x107°

Do ponto de vista industrial, a mistura através da fusao € a técnica mais utilizada para a
preparacao de compositos, por ser uma técnica direta, um processo economico e ambientalmente
correto, uma vez que nao sao envolvidos solventes durante a preparacao do composito. Equipamentos
de mistura tradicionais, como a extrusora, misturador interno e moinho de dois rolos podem ser adotados
para as operacdes de mistura por fusao e geralmente estao disponiveis na maioria das unidades de

composicao (21).
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2.3.2.1. Exfoliacdo da grafite

Quando a grafite é aquecida para la da sua temperatura critica ou exposta a radiacdées micro-
ondas, ocorre uma grande expansdo (até centenas de vezes) de flocos de grafite ao longo do eixo e
depois na direcdo do plano, formando acordedes, com baixa densidade e resisténcia a altas
temperaturas, sendo este produto expandido conhecido como grafite expandida (EG), representada na
figura 10. Esta é composta por pilhas de nano folhas que podem variar de 100 a 400 nm.
Industrialmente, a grafite expandida é produzida submetendo flocos de grafite naturais a acido sulfurico
seguido de um choque térmico brutal. Esta exibe uma estrutura em camadas semelhante a camadas de

silicatos e apresenta uma boa afinidade com polimeros e compostos organicos (21)

Graphite

Figura 10- Esfoliacdo/Expanséo da grafite. (20)
2.3.3. Grafeno

O grafeno, é uma folha individual bidimensional, com a espessura de um atomo de carbono,
composta por uma rede hexagonal de atomos de carbono, que tem sido intensamente investigado desde
0 seu primeiro isolamento em 2004, baseado na exfoliacdo mecanica de grafite pirolisada altamente
orientada (HOPG). As suas extraordinarias propriedades fazem dele um candidato promissor para
diversas aplicacdes praticas no ramo da eletronica, sensorizacao, catalise, armazenamento de energia,

conversao, etc.
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Tanto os estudos tedricos como os experimentais provaram que as propriedades do grafeno sdo
principalmente dependentes da sua estrutura geométrica. Na figura 11 esta representada a estrutura do

grafeno de acordo com a sua escala de tamanho (22).

nanographene graphene

graphene molecules

graphene
nanoribbons

graphene
quantum dots

10 nm

Figura 11- llustragao esquemaética da terminologia do grafeno de acordo com a sua escala de tamanho. (21)

Para regenerar o tecido muscular esquelético, as terapias baseadas em células-tronco séo
frequentemente usadas com nanomateriais que podem atuar como estruturas funcionais para estimular
a viabilidade e diferenciacédo celular. A esse respeito, como os materiais a base de grafeno possuem
excelente flexibilidade, condutividade elétrica relativamente alta e fortes propriedades mecanicas com
densidade ultralateral, eles podem atuar como excelentes substratos celulares para engenharia de tecido
muscular. Para além disso, estes materiais melhoram ainda a adesao, proliferacdo, miogénese das
células musculares e o alinhamento celular, maximizando, estas ultimas duas, o poder contratil celular

dos tecidos musculares (23).

Os biomateriais sdo componentes cruciais na engenharia de tecidos, pois podem induzir funcdes
celulares especificas, diferenciacao direta de células e modular interagcdes célula-célula. No entanto,
todos os tecidos no corpo possuem propriedades mecanicas, elétricas ou fisicas diferentes. Materiais
unicos podem néao imitar as propriedades fisicas e biolégicas do tecido nativo; portanto, materiais hibridos
com multiplos componentes que podem atender a diferentes requisitos sao amplamente utilizados para
fabricar tecidos artificiais. As extraordinarias propriedades mecanicas e elétricas dos materiais a base de
grafeno motivaram os pesquisadores a usa-los na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa. O
grafeno pode ser combinado com uma grande variedade de materiais bioativos para projetar materiais

com as caracteristicas desejadas.
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0 grafeno e seus derivados tém sido uma nova classe essencial de nanomateriais e um sistema
modelo para o comportamento quantico. A excelente condutividade elétrica e térmica, area superficial,
resisténcia térmica do material e possivel biocompatibilidade sao de grande interesse para a comunidade
cientifica. Os materiais bidimensionais de grafeno tém sido amplamente utilizados em varias areas de

pesquisa biomédica, como bioeletronica, libertacao controlada de farmacos e engenharia de tecidos (22).

2.3.4. Funcionalizacdo do grafeno

A funcionalizacdo do grafeno, exemplificada na figura 12, aparece como uma estratégia
adequada para aumentar a compatibilidade entre o grafeno e uma matriz polimérica, resultando na
producdo de compositos com propriedades estruturais excecionais com baixas cargas de reforco. A
funcionalizacdo do grafeno pode ser alcancada por meio de modificacdes covalentes e nao covalentes.
O primeiro leva a formacao de interfaces fortes e estaveis com matrizes polimérica através da adicédo de
grupos funcionais a superficie de grafeno, que fornece reatividade para certos compostos, polimeros ou

moléculas com atividade bioldgica (24).
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Figura 12- Funcionalizacéo do grafeno. (46)
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2.3.5. Grafeno decorado com nanoparticulas de prata

A presenca de um material estranho, como um biomaterial sintético, no corpo do recetor do
implante representa um local potencial para a atividade microbiana. Reduzir a adesao bacteriana é muito
importante, pois a fixacdo da superficie do microrganismo € o primeiro passo critico no desenvolvimento
de infecOes associadas ao implante. Para superar as limitacdes dos tratamentos com antibidticos para a
prevencao de infecoes periprotéticas, é dada uma atencao especial ao uso de agentes antimicrobianos
alternativos, como cobre (Cu), zinco (Zn) e prata (Ag). Este ultimo, € um agente antibacteriano de amplo
espectro e é usado nas formas idnica e metalica e é particularmente usado na forma de nanoparticulas
em solucdes coloidais. A atividade antimicrobiana tem sido relacionada principalmente a sua forma
oxidada (Ag*), causando a rutura das membranas celulares bacterianas, inibicdo de atividades
enzimaticas, producao de ATP nos processos de transporte de ides e replicacdo do DNA. A reatividade
da prata é ainda mais potenciada quando é usada na forma de nanoparticulas, que possuem uma
enorme relacao superficie /volume, sendo por isso, que a funcionalizacao do grafeno com as mesmas
deve cumprir a sua funcdo com o minimo de prata possivel, para que a toxicidade que pode advir da
concentracdo da mesma em excesso seja evitada (25). Os varios modos de ataque das nanoparticulas

de prata sob bactérias sao representados na figura 13.
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Figura 13- Varios modos de ataque das nanoparticulas de prata sob as
bactérias. (45)
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Nanomateriais e, especialmente, nanoparticulas metalicas (NPs), como o caso da prata (Ag),
surgiram como uma nova classe de compostos particularmente interessantes para a ciéncia dos
materiais devido a uma basta gama de propriedades unicas. Podem ser aplicados em diversas areas, da
quimica a fisica, ciéncias dos materiais, biologia e medicina. A combinacdo desses materiais com
nanoestruturas de carbono pode levar a uma integracdo bem-sucedida das propriedades dos dois
componentes nos novos materiais hibridos que apresentam caracteristicas importantes para catalise e

nanotecnologia (26) (27).

E de prever que a decoracdo de grafeno com nanoparticulas de prata possa ter efeito benéfico
na condutividade elétrica de compositos a base de grafeno e, por sua vez, levar a uma diminuicdo na
resistividade do scaffold, podendo ser considerado uma vantagem, uma vez que se sabe que 0S campos
elétricos aplicados (estaticos e pulsantes) sdo amplamente utilizados em praticas ortopédicas e tém

demonstrado melhorar a cicatrizacdo do ligamento in vivo (26) (27).

2.4, Técnicas téxteis de processamento de scaffolds para regeneracao de ligamentos

Na ultima década, técnicas téxteis, tais como tecelagem, tricd, tranca e eletrofiacdo surgiram
como plataformas promissoras para o processamento de Scaffolds para regeneracdo de tecidos
humanos. Para fabricar um scaffold funcional, a construcao projetada deve simular as suas propriedades
estruturais, topograficas e mecanicas. Além disso, 0 scaffold deve facilitar a difusdo de nutrientes e
oxigénio (0), bem como a remocao de residuos metabolicos durante a regeneracéo do tecido, como foi

anteriormente mencionado.

Dois designs aplicados recentemente na producao de scaffolds, representados na figura 14, sao
a torcao e o entrancamento (braid-twist). A combinacdo destas duas técnicas € normalmente usada no
fabrico de materiais téxteis e ambas as técnicas tém sido usadas separadamente para produzir scaffolds
para regenerar LCA. O entrancamento é uma técnica usada para produzir produtos que suportem cargas
axiais e fornecer reforco mecanico. As estruturas entrancadas sao resistentes ao corte, conformaveis e
podem transferir grandes cargas enquanto fornecem extensao, e em comparacdo com outras estruturas
téxteis, oferecem maior forca axial. A porosidade e as propriedades mecéanicas podem ser ajustadas
espacialmente. Assim, além dos tecidos conjuntivos, as estruturas entrancadas podem ter o potencial de

serem usadas em tecidos de engenharia que requerem alta resisténcia mecanica.
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5mm 3 mm -

Figura 14- Métodos téxteis utilizados para a producao de scaffolds. As imagens apresentam os scaffolds entrancados (a), com torcao (b) e
a combinacao do entrancamento com a torcao (c). (10)

A torcdo das fibras ¢ usada na industria téxtil para formar fios. A direcdo e o grau de torcao
afetam a resisténcia do fio, a resisténcia a abrasao e a flexibilidade. Um baixo grau de torcdo produz fios
mais frageis que se separam e partem mais facilmente e podem desenvolver saliéncias nas suas
superficies devido a abrasdes. O aumento do grau de torcdo melhora a resisténcia e a abrasao do fio. A
combinacao de torcdo com o entrancamento das fibras produz uma estrutura mecanicamente estavel,
com maior capacidade de carga e maior grau de extensibilidade. Os graus de entrancamento e de torcéo
podem ser alterados para ajustar as propriedades mecanicas do scaffold as do tecido que se pretende

regenerar [19].

A tabela 6 e 7 resumem os principais resultados dos estudos relacionados com a utilizacao de
técnicas téxteis para a producdo de scaffolds baseadas em poliésteres na regeneracdo de ligamentos,

assim como algumas vantagens e desvantagens associados a cada um desses materiais poliméricos.
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Tabela 6- Principais estudos na drea da engenharia de tecidos para regeneracao de ligamentos. (14) (27)

Biomaterial Estudos Técnicas Téxteis Refs.

PGA Um scaffold de PLLA tem maior integridade estruturale  Entrancamento (1e)
propriedades mecanicas ao longo do tempo, (28)
apresentando uma maior contagem de células in vitro,
qguando comparado com scaffolds de PGA.

PLLA Implantes entrancados de PLLA degradam-se mais Entrancamento (16)
rapidamente in vivo do que in vitro. Implantes de 2.0 Torcao (28)
mm perderam 69% da carga de tracao inicial em 46 Entrancamento-
semanas de degradacao in vitro. Em condicdes in vivo, Torcao
ambos os implantes de 2.0 e 3.2 mm retiveram apenas
3% e 4% da sua carga de tracdo inicial.

PLGA Propriedades mecanicas diminuem na degradacao in Entrancamento (16)
vitro, mas ainda dentro dos valores fisiologicamente (28)
relevantes.

PGA/PLA O scaffold puro de PGA/PLA nédo conseguiu regenerar (16)
tecido com propriedades mecéanicas adequadas, (28)
atingindo apenas 14% da forca normal do tendao apds o
implante.

PCL Apds 16 semanas, enxertos acelulares contendo fatores  Entrangamento (1e)
de crescimento alcancaram 58.8% da rigidez e 40.7% da (28)

carga do LCA nativo, e sem fatores de crescimento
adicionados, alcancaram apenas 31.3% da rigidez e

28.2% da carga.
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Tabela 7- Vantagens e desvantagens de materiais poliméricos na regeneracao de tecidos.

Material  Vantagens Desvantagens Refs.

PCL Considerado um polimero nao- Propriedades mecéanicas (29) (28)
toxico, compativel com o tecidoe  reduzidas;
com outros polimeros e tem uma
taxa de degradacao lenta em
comparacao com o PLA;

PLLA Boa adeséo celular e proliferacdo, Biologicamente inerte; Producao  (28)
facil de produzir e taxa de de solugdes toxicas devido a sua
degradacao lenta; degradacao acida;

PGA Boas propriedades mecanicas Degradacao demasiado rapida (28)
iniciais; aquando comparado com

outros materiais e rapida perda
de propriedades mecanicas;
PLAPGA Biocompativel, ndo-toxico e nao Promovem reacdes adversas (29)

inflamatorio. durante o processo de

reparacao de tecido.

E importante sublinhar, que a area da engenharia de tecidos ainda estd numa fase embrionaria
e muitas abordagens diferentes estdo a ser alvo de investigacdes experimentais. Assim, ainda nao esta
claro o que define um conjunto scaffold/célula ou scaffold/tecido recém-formado ideal, mesmo para um
tipo de tecido especifico. De fato, uma vez que alguns tecidos desempenham multiplas funcdes, é
improvavel que um Unico scaffold sirva de base universal para a regeneracdo de um Unico tecido.
Portanto, as consideracdes para o seu desenvolvimento sao complexas e incluem a composicao do
material, arquitetura porosa, propriedades mecanicas, propriedades da superficie, propriedades dos
produtos de degradacao, e ainda a composicao de quaisquer componentes biologicos adicionados e, é

claro, as variacdes de todos esses fatores com o tempo.

2.5. Producdo de filamentos de compdsito para regeneracdo do LCA

Os polimeros termoplasticos semicristalinos amolecem ou fundem quando aquecidos acima do
seu ponto de fusdo, este tipo de processamento tem sido uma técnica muito valiosa no fabrico de
compésitos reforcados com nanoparticulas. Em geral, este tipo de processamento envolve a mistura do
polimero fundido com as nanoparticulas por aplicacdo de forcas de corte intensas. Dependendo da
morfologia/forma final dos compositos, as amostras podem ser processadas através de diversas

técnicas, como por exemplo a extrusao.
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Tal como acontece com outros polimeros, a preparacao de compdsitos de PLA/NP’s através
desta técnica é prejudicada pela capacidade de obter uma dispersao suficientemente boa. De fato, estes
compositos normalmente contém aglomerados primarios de nanoparticulas remanescentes, devido as
fortes interacoes entre elas. O tamanho e o nimero dos aglomerados restantes - e, portanto, o nivel de
dispersao - sdo influenciados pelos parametros de processamento. Altas tensdes hidrodinamicas, bem
como longos tempos de residéncia durante a mistura sdo geralmente necessarios para produzir niveis
de dispersao mais elevados. Na extrusdo, um perfil de parafuso que contenha um numero significativo
de elementos de mistura de distribuicao tipicamente resulta numa melhor dispersao de nanoparticulas

na matriz de PLA do que um parafuso padrao com alguns elementos de mistura.

As fracas interacdes entre as nanoparticulas de reforco e o polimero também podem afetar a
dispersao, impedindo a infiltracdo do polimero fundido sobre os aglomerados primarios, resultando em
aglomerados remanescentes de maiores dimensdes. Assim, a modificacdo quimica da superficie das
nanoparticulas com grupos funcionais adequados podem ser uma forma eficaz de aumentar as

interacdes interfaciais e melhorar a dispersao.

Dependendo da morfologia/forma final dos compdsitos, os materiais podem ser entdo
processados através de variadas técnicas e usados em diversos tipos de equipamentos de mistura, como
extrusoras, misturadores internos e outros tipos de misturadores, como por exemplo, a extrusora de

parafuso duplo representada na figura 15 (30).

Figura 15- Layout de extrusora co-rotativa de parafuso duplo. (28)

Num estudo recente, com o objetivo de superar alguns desafios subjacentes a dispersao de
grafite exfoliada em poli (acido-latico) (PLA) através de extruséo, € utilizada outro tipo de abordagem,
onde os granulos de PLA sdo revestidos uniformemente pela grafite exfoliada antes da sua extrusao,

sendo estudado o efeito do processamento por fusdo em diferentes compositos carregados de grafeno.
UNIVERSIDADE DO MINHO



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

(31) Noutro estudos, foram também analisados os efeitos da extrusdo de filamento, na condutividade
elétrica e propriedades mecanicas em compositos de poli (acido lactico) (PLA) revestidos com
nanoparticulas de grafeno. (32) Assim como o efeito do multiplo reprocessamento nas propriedades do
poli (acido lactico) (PLA) revestido também com nanoparticulas de grafeno em comparacdo com a matriz
polimérica pura do material fundido reprocessado, onde os materiais nanocompaésitos foram preparados

por uma extrusora co-rotativa de parafuso duplo (33).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos
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3. Materiais e Métodos

Este trabalho divide-se em duas fases: Numa primeira fase realizou-se a funcionalizacdo da
grafite exfoliada (EG), e na segunda fase foram produzidos filamentos compdsitos com 0.25 mm de
diametro para producdo de scaffolds através de técnicas téxteis. Os materiais e procedimentos
experimentais adotados neste trabalho para produzir grafite esfoliada funcionalizada e filamentos de
composito sao descritos neste capitulo, assim como todas as técnicas adotadas para a sua

caracterizacao.

3.1. Materiais

3.1.1. Preparacdo de Grafite exfoliada funcionalizada

A Grafite exfoliada (EG), Micrograf HC11, com 99.5% de pureza e 9,9 um de largura média da
folha, foi obtida na Nacional de Grafite Lda. A EG foi funcionalizada via cicloadicdo dipolar 1,3 de iletos
de azometina. Os reagentes usados foram um aminoacido, M(benziloxicarbonil) -glicina (Z-Gly-OH, 99%
da Aldrich) e paraformaldeido, da Sigma-Aldrich. A lavagem dos produtos foi realizada com etanol da
Fisher Scientific UK, hexano comercial da JMS e acetona da Pronalab. O produto final é a EG

funcionalizada, designada por f-EG.

3.1.2. Decoracdo da grafite esfoliada funcionalizada com nanoparticulas de Prata

O procedimento de decoracédo da grafite esfoliada funcionalizada (-EG) com nanoparticulas de
prata (FEG + Ag) foi baseado na reacdo de reducdo dos ides de prata (Ag™) utilizando N, N-
dimetilformamida (DMF), da Panreac. A solucdo de nitrato de prata foi misturada com etanol, ambos da
Fisher Scientific. O produto final foi obtido por filtracdo e lavagem com éter dietilico e hexano, também

da Fisher Scientific.
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3.1.3. Filamentos de Compdsito

0 polimero utilizado na producao dos filamentos foi 0 PLA Luminy LX175 da Total Corbion. E um
polimero amorfo com uma viscosidade relativamente alta, sendo uma resina adequada para extrusdo ou
fiacao de fibra, com indice de fluidez de 3 g/10 min. O PLA é um polimero de origem biologica derivado
de recursos naturais com densidade de 1,25gcm™3. (28) Foi misturado por fusdo com trés composices
diferentes de EG: Micrograf (EG recebido da Nacional de Grafite), grafite exfoliada funcionalizada (f-EG) e
grafite exfoliada funcionalizada decorada com nanoparticulas de prata [(FEG) + Ag]. Uma extrusora
Rondol Microlab de duplo fuso foi usada para preparar compdsitos de PLA com 0,25%, 0,5%, 1% e 2%

em massa de EG, f-EG e (f-EG) + Ag como mencionado anteriormente.

3.2. Métodos

3.2.1. Producao da grafite exfoliada funcionalizada

Como ja referido anteriormente, a grafite exfoliada foi funcionalizada por meio de cicloadicao
dipolar 1,3 de iletos de azometina, ligando grupos de pirrolidina na superficie do grafeno. A
funcionalizacdo foi realizada com sucesso através dos seguintes passos: 10 g de Z-Gly-OH foram
misturados com 50 ml de éter dietilico e deixados sob um agitador magnético, a temperatura ambiente,
durante 5 min; em seguida, foram adicionados 7 g de paraformaldeido e a suspensao foi mantida outra
vez sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por mais 5 min. Por fim, foram adicionados 10 g
de EG e 50 ml de éter dietilico a mistura anterior. A mistura reacional foi agitada e aquecida a 30-35 °C,
até o éter dietilico evaporar. Em seguida, a mistura solida foi aquecida a 250 °C durante trés horas. De
acordo com Paiva et al. (34), o aquecimento da mistura de reacédo solida produz formaldeido por
decomposicao térmica do paraformaldeido; o formaldeido difunde-se e reage com o aminoacido fundido
formando as espécies dipolares representadas na Figura 16, que reagem por cicloadicdo as ligacoes

duplas C=C da superficie de grafeno.
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R= -COOCH,Ph

Figura 16- Funcionalizacdo da supetficie CNT. (34)

O produto foi seco a 80 °C durante 5 h e depois arrefecido a temperatura ambiente e lavado
com uma sequéncia de solventes, nomeadamente etanol, hexano, acetona e uma segunda vez com
etanol. Finalmente, é seco novamente por 2 horas a 150 °C e 1 hora a 100 °C sob vacuo. No final

dessas etapas, obteve-se a grafite exfoliada funcionalizada (f-EG) (34).

3.2.2. Decoracdo da grafite funcionalizada com nanoparticulas de prata

A decoracao da grafite exfoliada funcionalizada com nanoparticulas de prata em (-EG +
Ag) foi realizada usando o método descrito por Cheng Ma et al. (35). O procedimento foi o seguinte:
primeiro, foram misturados 140 mg de nitrato de prata (NOAg3) com 8 mL de etanol e deixados sob
agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 15 min; ao mesmo tempo, 280 mg de f-EG foram
misturados com 16 ml de DMF e deixados sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 15
min; em seguida, essas duas suspensdes foram misturadas e agitadas por 72h; essa suspensao foi
submetida a ultrassonografia por 15 min a cada 24h. Finalmente, o produto foi lavado com éter e hexano
e seco a 150 °C durante 2 h em vacuo. No final dessa etapa, foi obtida a decoracéo da grafite esfoliada

funcionalizada com nanoparticulas de prata (f-EG + Ag).
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3.2.3. Producéo dos filamentos

Os filamentos foram produzidos com recurso a uma mini extrusora Rondol Microlab Twin Screw
com PLA e PLA com 0,25, 0,5, 1 e 2% em massa de EG, f-EG e (F-EG) + Ag, individualmente. O
equipamento foi inicialmente desenhado/projetado para processar pequenas quantidades de material,
mantendo desta maneira as caracteristicas térmicas e hidrodindmicas de equipamentos de maiores
dimensdes. A extrusora possui um didametro de rosca de 10 mm, sendo o fuso configurado com diferentes
elementos que permitem o escoamento do material ao longo do canal, promovendo ainda uma mistura

intensiva e eficaz do material por inclusao de elementos de mistura, conforme ilustra a figura 17.

Al al ol « “ : AT p—
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Figura 17- Parafusos da mini extrusora constituidos por diferentes elementos de mistura e transporte.

Para obter um filamento com 0,25 mm de diametro, que possa ser utilizado posteriormente na
producdo de scaffolds com recurso a técnicas téxteis, as condicdes de processamento variam de acordo

com o filamento a ser processado da seguinte forma:

e Para a producao dos filamentos de PLA, a velocidade de rotacdo dos parafusos foi de 15 rpm, a
zona de alimentacao e a fieira eram mantidas a 160 e 130 °C, respetivamente, e um alimentador
volumétrico miniaturizado era ajustado a 37,4 g/h.

e Em filamentos compositos, as condicdes de processamento variaram dependendo do tipo de
grafite a ser adicionado (EG, f-EG ou -EG + Ag) e da percentagem de reforco necessaria, tal como

esta indicado na tabela 8.

UNIVERSIDADE DO MINHO



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

Tabela 8- Pardmetros de processamento para a producdo de filamentos compdsitos com 0,25%, 0,5%, 1% e 2% de grafite.

Material Temperatura (-C) Débito (g.h™1) Velocidade do
Zona de Parafuso(rpm)
Alimentacdo/Meio/Fieira

PLA+ 0,25% 160/170/130 0.096 15
PLA+ 0,5% EG 0.186

PLA+ 1% 160/170/130 0.376 25

PLA+ 2% 0.759 45
PLA+ 0,25% 160/170/123 0.108 25
PLA+ 0,5% fEG 0.2

PLA+ 1% 160/170/130 0.376 45

PLA+ 2% 0.759 65
PLA+ 0,25% 160/170/123 0.126 25
PLA+ 0,5% f-EG+Ag 0.240

PLA+ 1% 160/170/130 0.376 45

PLA+ 2% 0.759 65

Para uma extrusao controlada de cada filamento, em particular para o controlo do didametro do
filamento extrudido, é exigido um par de rolos de puxo, posicionados em sequéncia de forma a puxar,
ajustando o diametro e orientando a fibra horizontalmente. Durante este processo o filamento arrefece e
consolida ao ar. Apos isto, os filamentos foram enrolados e recolhidos. Durante a extrusao de cada tipo
de filamento, a velocidade de ambos os rolos foi semelhante, tal como indicado na Tabela 9. No entanto,
foram necessarios alguns pequenos ajustes para cada composicdo, variando ligeiramente sua

velocidade.
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Tabela 9- Velocidades dos rolos de puxo para os compdsitos com 0,25%, 0,5%, 1 e 2% de grafite.

Material Velocidade dos rolos(rpm)
Rolo 1 Rolo 2

PLA 33.38-33.62 33.72-33.84
PLA + 0.25% EG 33.52-33.56 33.76-34.02
PLA + 0.5% EG 36.60-36.58 36.80-36.82
PLA + 1% EG 33.04-33.24 40.72-41.02
PLA + 2% EG 33.02-33.24 43.98-44.14
PLA + 0.25% f-EG 38.88 39.08-39.12
PLA + 0.5% f-EG 39.28 39.4-39.48
PLA+ 1% fEG 35.54-35.86 42.86-43.14
PLA+ 2% fEG 33.02-33.24 44.64-44.86
PLA+ 0.25% (F-EG+Ag) 39.24-39.30 39.44-39.48
PLA+ 0.5% (FEG+Ag) 39.34 39.54-35.58
PLA+ 1% (FEG+Ag) 35.58-35.88 43.66-43.9
PLA+ 2% (FEG+Ag) 32.98-33.18 45.12-45.30

3.2.4. Caracterizacdo estrutural dos filamentos compdositos

3.2.4.1. Andlise Termogravimeétrica (TGA)

A analise termogravimétrica é uma técnica importante usada para avaliar informacdes sobre a
composicao (alteracoes fisicas -/- quimicas) e estabilidade térmica de materiais de base polimérica. Este
método avalia a alteracdo de massa de um material em funcdo de um programa de temperaturas,
permitindo avaliar a sua estabilidade térmica ao longo desse programa. A TGA também pode ser usado
para determinar os teores de umidade, volateis e de carga, para estudar os efeitos dos aditivos e para
obter a separacao de alguns componentes. Na tentativa de determinar os mecanismos exatos de
degradacao do polimero, a TGA foi acoplada a técnicas espectroscopicas para esclarecer os mecanismos

de degradacédo e identificar componentes (36).

Os equipamentos TGA consistem em dois componentes principais: uma microbalanca e
um forno. As amostras sao colocadas no cadinho inerte e colocadas no forno. A variacdo de massa €

medida enquanto as amostras sao submetidas a um programa de temperaturas definido. Um fluxo de
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gas flui a uma velocidade constante através do forno para limpa-lo dos gases de degradacdo e aumentar

a condutividade térmica da atmosfera do forno (36).

A analise de TGA foi realizada no equipamento Q500 (TA Instruments, EUA) para o rendimento
da funcionalizacdo da EG. quantificacdo do rendimento de funcionalizacao de EG e avaliar a sua
estabilidade térmica. Aproximadamente 4 mg de cada amostra foi colocada no cadinho de platina e
aquecida sob uma atmosfera de nitrogénio (fluxo constante de 50 mL/min) variando a temperatura entre

40 °C e 950 °C. Os ensaios foram realizados a uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min (37).

3.2.4.2. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman tem um papel importante no estudo e caracterizacdo de materiais a
base de grafite, sendo amplamente utilizado nas ultimas quatro décadas para caracterizar grafite
pirolitica, fibras de carbono (C), nanotubos de carbono, grafeno, entre outros, identificando os tipos de

ligacoes e fornecendo informacdes sobre o grau de desordem da rede cristalina (38).

A espectroscopia Raman tem vindo a ser utilizada para analisar as caracteristicas estruturais e
eletronicas do grafeno, grafite e seus derivados, fornecendo informacdes Uteis sobre as trés principais

bandas, tipicas do grafeno e derivados. A banda D, centrada proximo de 1350 cm™?

, que resulta de
defeitos estruturais, que tém origem na insercdo de grupos funcionais no plano de carbono originando
hibridizacdo sp3. A intensidade desta banda diminui com perfeicdo da ligacdo da rede hexagonal de
carbono, indicativa de uma diminuicdo dos defeitos. A banda G, cerca de 1580 cm ™1, esta diretamente
relacionada com a vibracao no plano de atomos de carbono spz, refletindo a qualidade da rede de grafite

do material, uma vez que avalia a hibridizacdo sp? da estrutura. A banda 2D ou G’, em torno dos 2670
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cm™1, corresponde ao “espalhamento” ou dispersao de segunda ordem da banda D, fornecendo

informacdes sobre o numero de camadas do grafeno. Estas bandas surgem no espectro de Raman em

torno dos 1350 cm ™1, 1580 cm™?! e 2670 cm™conforme ilustrado na figura 18 (38) (39).
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Figura 18- Comparacao do Espetro Raman da grafite e do grafeno. (63)

De forma a avaliar o rendimento da funcionalizacdo, a qualidade da estrutura e o nivel de

exfoliacdo através de Espectroscopia Raman, os filamentos de grafite exfoliada (EG), grafite exfoliada

funcionalizada (f-EG) e (-EG)+Ag, foram colocados sobre uma lamela de vidro e analisados num

espectrometro LabRAM HR Evolution Raman (Horiba Scientific, Japao) usando um laser com um

comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram analisados e normalizados com o software

LabSpecé.

UNIVERSIDADE DO MINHO

AR
lll



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

3.2.4.3. Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM)

O microscopio eletrénico de varrimento (SEM), cujas caracteristicas estéo ilustradas na figura
19, é um instrumento que cria imagens ampliadas, revelando informacdes em escala microscépica sobre
o tamanho, forma, composicao, cristalografia e outras propriedades fisicas e quimicas de uma amostra,
através de sinais de eletrdes espalhados pela superficie, sendo habitualmente aplicado para visualizacéo
de materiais a base de grafite. (40) No SEM, os eletrdes sao gerados por um canhdo de eletroes e
focalizados num feixe de alta energia da ordem dos 2-10 nm de largura quando atinge a amostra. O
feixe é controlado eletronicamente por uma série de lentes e permite digitalizar uma area desejada de
uma superficie. Este feixe pode variar em energia de 1 a 40 keV. Os eletrdes interagem com os atomos
na amostra e sdo espalhados pela superficie da amostra produzindo uma variedade de sinais. Os sinais
secundarios e retro-difundidos sdo geralmente capturados e convertidos numa imagem da superficie

(20).

O feixe de eletrdes, extremamente estreito, produz imagens com uma grande profundidade de
campo, de modo a que aspetos 3D da superficie possam ser visualizados. Usando detetores adequados,
esses sinais podem ser usados para realizar analises quimicas da superficie permitindo a identificacéo
qualitativa e quantitativa dos elementos da amostra. A Figura 19 mostra as principais caracteristicas de
um microscépio eletronico de varredura (SEM). Para imagens convencionais de SEM, as amostras devem
ser eletricamente condutoras para evitar a acumulacdo de carga. As amostras nao condutoras séo
revestidas com ouro, tornando as suas superficies condutoras evitando distorcdes de imagem devido a

acumulacao de carga (20).
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Figura 19- Principais caracteristicas de um microscopio eletronico de
varredura (SEM). (20)

A morfologia e a distribuicao do reforco dos filamentos de PLA, PLA com grafite exfoliada
(EG), PLA com grafite exfoliada funcionalizada (-EG) e do PLA com grafite exfoliada funcionalizada
decorada com nanoparticulas de prata (FEG + Ag) foram caracterizadas por SEM, utilizando o

instrumento FEI Nova 200 FEG-SEM/EDS.

3.2.4.4. Microscopia Otica

O microscépio 6tico, representado na figura 20, é um dispositivo que contém uma ou mais lentes
que produzem uma imagem ampliada da amostra colocada no plano focal da lente. A resolucao do
microscopio dtico é limitada pelos efeitos de difracdo e aproxima-se dos comprimentos de onda da luz
transmitida, na regido dos 200 nm. Existem duas opcOes disponiveis em microscopia otica: (1)
Microscopia de transmissao, em que o feixe de luz passa por um objeto transparente ou por uma seccao
fina, e (2) microscopia de reflexdo, na qual a luz incidente é refletida na superficie de uma amostra solida.

Uma possibilidade adicional destes dispositivos é o uso de luz polarizada no plano.
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Esta técnica é particularmente adequada para o estudo de materiais anisotrépicos, como a
grafite. A luz branca normal abrange todos os comprimentos de onda de luz visivel que vibram em todas
as direcées em um plano perpendicular a direcdo de propagacdo. Quando essa luz passa através de um
filtro de polarizacdo, uma onda com apenas uma Unica direcao de vibracao paralela ao polarizador, ou
luz plano- polarizada, emerge (20).
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Figura 20- Representacao de um microscdpio dtico de luz polarizada configurado para reflexdo e
transmisséo. (20)

A microscopia 6tica foi utilizada para confirmar a presenca de grafite nos compositos, analisar a
dispersao e possivel formacao de aglomerados e quantificar a razdo de area das particulas de reforco na
matriz. Para tal, foram cortadas seccdes transversais de cada filamento no micrétomo Leica EM UC6,
colocadas sobre uma lamela de vidro com balsamo do Canada e, a seguir, analisadas no microscdpio
optico Olympus BH-2 com as lentes de 10x e 40x, em modo de transmissdo. As imagens obtidas por

microscopia otica foram analisadas com o software ImageJ para analise estatistica.

UNIVERSIDADE DO MINHO



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

3.2.4.5. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC) permite medir a diferenca entre o fluxo de calor
fornecido a uma amostra e a uma referéncia enquanto ambas estdo sujeitas a um programa de
temperatura controlada (41). O DSC ¢ provavelmente das técnicas mais populares de analise térmica
devido a sua ampla gama de areas de aplicacao e também ao facto de que as medicdes sado rapidas e
faceis (42). Como as reacdes quimicas e muitas transicdes fisicas estdo relacionadas com a libertacao
ou absorcao de calor, a calorimetria € um método universal para investigar tais processos. Dispositivos
de medicdo onde uma quantidade exatamente conhecida de calor é introduzida numa amostra, ou
abstraida dela, e a mudanca de temperatura na amostra ¢ medida (determinacao da capacidade de
calor, por exemplo), também sao conhecidos como calorimetros. Os componentes do sistema de

medicao sao representados esquematicamente na figura 21 (41).
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Figura 21- Componentes de medicdo do DSC. (62)

Quando o forno ¢ aquecido (de forma linear no tempo), o fluxo de calor principal do forno passa
para a amostra simetricamente através de um disco, de condutividade térmica média, que contém
sensores de temperatura embutidos. Os recipientes das amostras sao posicionados neste disco simétrico
ao centro e 0 mesmo calor flui para a amostra e para a amostra de referéncia. A diferenca de temperatura
AT € entdo zero. Se este equilibrio de estado estacionario é perturbado por uma transicao de amostra,
é gerado um diferencial que é proporcional a diferenca entre as taxas de fluxo de calor para a amostra e

para a amostra de referéncia, que é dado pela equacédo 1 (41):
AT = Ts — Tg (1)
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A energia geralmente flui para dentro ou para fora de um material em resposta a uma mudanca
na temperatura, portanto, o DSC aquece ou arrefece um material de maneira controlada e mede o fluxo
de energia para dentro ou para fora do material. Isso revela todas as transicdes que ocorrem no material
ao longo da gama de temperaturas investigada, assim como as temperaturas em que ocorrem, como

fusdo, recristalizacao e também temperaturas de transicao vitrea (Tg) (42).

Um exemplo tipico de curva de fluxo de calor é apresentado na Figura 22, onde a fusdo de um
material & demonstrada em funcéo da temperatura. A area do pico fornece a entalpia da transicao, neste

caso a entalpia de fusao (42).

Lt

Heat Flow Endo Up (mW) —

Melt region

Initial transient

Ha
8T £ - ™ - " o - w " m m

Temperature °C

Figura 22- Tipica curva de fluxo de calor. (28)

Neste trabalho, foram realizados ensaios de DSC no equipamento DSC 200 F3 sob fluxo
constante de nitrogénio, para analisar a influéncia da EG, f-EG e (f-EG) + Ag na temperatura de fuséo e

na cristalizacdo dos compositos. As amostras foram aquecidas e reaquecidas entre 30 e 190 °C a 5

°C/min.
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3.2.4.6. Andlise Mecanica Dinamica (DMA)

A analise mecéanica dinamica (DMA) & uma técnica que fornece informacao sobre as
propriedades viscoelasticas do material, onde uma tensao ou deformacao é aplicada a uma amostra a
frequéncias controladas, sendo depois analisada a resposta de modo a obter o angulo de fase e a
deformacao. Estes dados permitem o calculo do fator de amortecimento (tand), e do modulo complexo.

E assim uma ferramenta poderosa para medir transicdes em polimeros (43) (44).

Os polimeros apresentam um comportamento viscoelastico que combina propriedades elasticas
(s6lido) com viscosas (liquido), onde a tensao aplicada é proporcional a deformacao resultante (44). Os
materiais viscoelasticos apresentam dois tipos de comportamentos comuns: a) Apds a aplicacdo de uma
tensao constante, a deformacdo nao é constante, mas o material continua a deformar-se em funcao do
tempo; b) Pode, de outro modo, armazenar parte da energia aplicada e usa-la para recuperar
parcialmente sua forma (44). Como resultado destes dois tipos de comportamentos diferentes, o médulo

complexo pode ser definido através da equacao 2:

E* = Z—g (cos(8) + i sin(d)) (2)

o0 , . , .y
onde, E' = 0 (cos(d)) é referido como o modulo de armazenamento (elastico) e representa a

energia armazenada na amostra por ciclo e E" = :—g (sin(8)) representa a energia perdida/ dissipada

por ciclo (44).

A razdo entre a perda de energia e 0 armazenamento da mesma € dada pelo 7an §, medindo a

dissipacdo de energia de um determinado material. Esta pode ser definida através da equacao 3:

E
Tané = ? (3)
Para avaliar as propriedades mecéanicas/viscoelasticas dos filamentos, foram realizados ensaios

de DMA, com recurso ao equipamento Tritec 2000B (Triton Technology, Reino Unido), equipado com o
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modo tracado (37). As amostras foram cortadas com 20 mm de comprimento, aproximadamente. A
espessura foi determinada em trés pontos diferentes para cada amostra, utilizando um micrémetro
(Mitutoyo, Japao). Depois de cortados, os filamentos foram fixados no aparelho com uma distancia entre
amarras de 15 mm. As medicdes foram realizadas a 70 °C. Depois de equilibrar a 70 °C, os espectros
de DMA foram obtidos usando um ciclo de tensao a frequéncia de 1 Hz. Foi aplicada uma pré-carga
estatica de 0.5 N durante os ensaios para manter a amostra estirada. Foram efetuados 3 ensaios para

cada condicao.

3.2.4.7. Resistividade Elétrica

A aplicacdo de campos elétricos (estaticos e pulsantes) ¢ amplamente utilizada em praticas
ortopédicas para tratar lesdes e tém demonstrado melhorar a cicatrizacao do ligamento in vivo. Os sinais
elétricos influenciam o comportamento e funcao celular, particularmente quando se usam células

excitaveis, tais como células do tecido musculo-esquelético cardiaco, ou neural (45).

Desta forma, foram feitos alguns avancos na incorporacdo de particulas condutoras, como

nanofibras de carbono (45).

Neste trabalho, medicdes de resistividade elétricas foram realizadas num picoamperimetro 6487
(Keithley, EUA) com 8009 elétrodos (Keithley, EUA) e segundo a norma ASTM D257. Foi aplicada uma
voltagem variavel, entre -10,0 e 10,0, entre os elétrodos, e analisadas as curvas |-V obtidas para cada

material.

A resisténcia do filamento, R (€2), foi calculada de acordo com a equacao 4, da lei de Ohm, onde

V (V) é a voltagem aplicada no filamento e | (A) é a corrente medida (46).

r=’ (4)
I

A resistividade volumétrica pV (£2.m) dos filamentos foi posteriormente determinada através da

equacao b:

p=r2 )
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onde A(m?2) representa a area efetiva da amostra, e R(£2) a resisténcia (46). Cada amostra tinha 10 mm
de comprimento e os didametros das mesmas foram previamente medidos, usando um micrémetro

(Mitutoyo, Japao).

3.2.5. Producdo de Scaffolds

A técnica utilizada na producéo de scaffolds para a regeneracao do ligamento cruzado anterior,
foi 0 entrancamento de filamentos. As estruturas produzidas a partir desta técnica para além de garantir
a producao de estruturas porosas com poros com diferentes dimensdes, permitem obter estruturas com
propriedades mecanicas comparaveis ao ligamento natural. O método de entrancamento fornece
também resisténcia ao desgaste e a rutura dos mesmos. Esta faz com que as fibras sejam tecidas em
toda a espessura da tranca dando-lhe forca e reforcando a estrutura, evitando assim a falha total da
estrutura se algumas das fibras romperem ou estragarem. O scaffold ¢ composto por microfibras que
sdo semelhantes em diametro as fibras de colagénio do ligamento natural. Essas microfibras séo
agrupadas, sendo organizadas em feixes e entrancadas em toda a espessura da estrutura, como é

ilustrado na figura 23 (47) (48).

— 4§ TN SRS
SOCARKX
X [SEA SNt S S
P ‘
Aligned Braided
Nanofiber Nanofiber Nanofibrous

Bundle Scaffold

Figura 23- Técnica de entrancamento aplicada a producao de scaffolds. (64)
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De maneira a se obter o entrancado desejado para a producéo de scaffolds, foi utilizado um
disco Kumihimo com aproximadamente 12 cm de didmetro. Este pequeno equipamento, ilustrado na
figura 24, ¢ uma forma de arte tradicional japonesa de produzir trancas e corddes, que se baseia no

entrelacamento de fio, neste caso, filamentos de PLA (49).

Cada scaffold contém oito feixes, cada um com oito filamentos de PLA com aproximadamente
1mm de diametro cada e 2 cm de comprimento. Estes pequenos feixes foram depois agrupados dois a
dois, para facilitar o entrelacamento final e finalizar o scaffo/d. Os oito filamentos sdo colocados no
kumihimo, como estd representado nas figuras 24 e 25, de maneira a produzir o feixe. Foram
selecionadas para este estudo, trés das cinco composicdes existentes e produzidos trés scaffolds para

cada uma delas: PLA, PLA + 0.5% (f-EG)+Ag e PLA + 2% (f-EG)+Ag.

Figura 24- Disposicéo dos filamentos PLA num Disco Figura 25- Feixe produzido com recurso ao Disco Kumihimo.
Kumihimo.

3.2.6. Caracterizacdo Estrutural dos Scaffolds

3.2.6.1. Andlise Mecanica Dinamica (DMA)

Para avaliar as propriedades mecéanicas dinamicas e viscoelasticas dos compositos, foram
realizados testes dinamicos de DMA a compressao, com recurso ao equipamento Tritec 2000B (Triton
Technology, Reino Unido). As amostras tinham aproximadamente, entre 8-9 mm de comprimento, e a

sua espessura, determinada em trés pontos diferentes através de um micrémetro (Mitutoyo, Japao), era
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aproximadamente de 7-8 mm. Antes de realizar os testes de DMA, as amostras foram hidratadas durante
a noite, numa solucdo de PBS, para atingirem o equilibrio de inchamento. As amostras foram
posteriormente colocadas num reservatorio de Teflon com PBS e, depois de equilibrar a temperatura a
37°C, os espetros de DMA foram obtidos para intervalos de frequéncia de 0.1 Hz a 10 Hz, e para cada

condicéo, foram realizados trés testes.
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Capitulo 4

Discussao de Resultados
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4, Discussao de resultados

4.1. Caracterizacao estrutural do grafeno

4.1.1. Espectroscopia Raman da grafite e de derivados de grafeno

Como ja foi referido no capitulo anterior, a espectroscopia Raman tem um papel importante na
analise das caracteristicas estruturais e eletrdnicas do grafeno, grafite e seus derivados, fornecendo
informacodes Uteis pela analise das trés principais bandas. Num estudo anterior, foi possivel comprovar
que o espectro Raman da grafite e de derivados de grafeno exibem normalmente 3 bandas, bandas D,

G e 2D, como esta representado na figura 26.

— EG
__—/"\\—__ \‘n_
a — fEG
I N — EG + Ag
I - 2D .

D 1 2500 800 2700 2800 2900 /L

)
1500 2000 2500
Raman Shift [cm™]

Intensity [a.u]

3.

Figura 26- Espectro Raman dos compositos EG, FEG e FEG+Ag. (28)

Os espectros Raman normalizados obtidos para EG, -EG e f-EG + Ag estao representados na
Figura 26, e os resultados obtidos para a razao de intensidade entre a banda D e a banda G, assim como

0 numero de onda a que se encontra a banda 2D, estao representados na tabela 10. A relacao entre as
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bandas D e G (ID / IG) mostra que a banda D diminuiu com a funcionalizacéo de 0,15 para 0,10, o que
pode indicar uma menor quantidade de defeitos na grafite exfoliada funcionalizada quando comparada
com a grafite exfoliada pura. Isso pode estar relacionado com a alta concentracdo de defeitos na forma
pura de EG, causada principalmente pela técnica de producao. Além disso, a grafite original advém de
uma mistura de flocos com diferentes niveis de defeitos, e como a funcionalizacdo ¢ uma reacéo de
cicloadicao as ligacdes duplas do grafeno, ocorre preferencialmente nos flocos mais perfeitos, separando-

0s dos mais defeituosos e levando a uma banda D mais fraca.

Tabela 10- Resultados dos espectros Raman. (28)

Intensidade Raman Shift [cm]
lo/ I 2D-Band
EG 0.15 2710
fEG 0.10 2706
FEG+Ag 0.12 2700

Com a adicéo de nanoparticulas de prata, a razao de intensidade ID/IG entre f-EG e -EG + Ag
aumentou ligeiramente de 0,10 para 0,12, podendo estar relacionado com uma reducéo do carater sp2
no plano e aumento na hibridizacéo de sp3 devido a adicao de nanoparticulas de Ag nas camadas de

grafeno.

Relativamente ao terceiro pico, designado como banda 2D, a frequéncia da mesma é quase o
dobro da banda D. Como ja relatado em diversos estudos, o pico 2D muda para valores de comprimento
de onda mais altos tornando-se mais largo para um numero crescente de camadas, enquanto o grafeno
puro apresenta um unico pico 2D nitido com dupla intensidade em relacao ao pico G. Além do pico 2D
um pouco mais nitido que foi obtido para -EG e -EG + Ag, quando comparado com o EG puro, o

deslocamento do comprimento de onda do pico 2D pode ser observado de 2710 cm ™!

, para EG, para
2706 e 2700 ¢m™1, para os picos 2D de fEG e £EG + Ag, respetivamente. Isso pode resultar da

funcionalizacao seletiva dos flocos EG mais finos e estruturalmente mais perfeitos.
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4.2. Caracterizacdo estrutural dos filamentos compositos

4.2.1. Andlise Termogravimétrica (TGA)

A Analise Termogravimétrica foi realizada com o intuito de avaliar a estabilidade térmica dos
filamentos e calcular a percentagem do reforco através da massa dos residuos finais. As Figuras 27 e

28 mostram a perda de massa e a derivada da perda de massa, respetivamente, do PLA e dos filamentos

compésitos quando aquecidos até 900 °C, sob atmosfera inerte.

PLA+2% f-EG
PLA+0.25% (f-EG+Ag)
PLA+0.5% (f-EG+Ag)

— PLA

100 : \\ PLA+0.25% EG

] \ | — PLA+0.5% EG

w3 | | — PLA+1%EG
S ] i " — PLA+2% EG
= .- PLA+0.25% f-EG
% 50 PLA+0.5% f-EG
g i \ - o — PLA+1% f-EG

o

200

400

600

Temperature [°C]

Figura 27- Resultados de TGA relativos a perda de massa em funcdo da temperatura.
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Figura 28- Resultados de TGA relativos a derivada de perda de massa em funcao da temperatura.
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PLA+2% EG
PLA+0.25% -EG
PLA+0.5% f-EG
PLA+1% f-EG
PLA+2% f-EG
PLA+0.25% (f-EG+Ag)
PLA+0.5% (f-EG+Ag)
PLA+1% (f-EG+Ag)
PLA+2% (f-EG+Ag)
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A maior perda de massa, ocorre entre os 300 e os 400 ° C, devido a decomposicao do
material polimérico e dos grupos funcionais de f-EG e -EG+Ag. Pode também observar-se na figura 27
que todos os filamentos apresentam uma estabilidade térmica semelhante, independentemente da
presenca de grafite funcionalizada. Os valores da temperatura a qual o PLA e os compositos comecam
a degradar estao apresentadas na tabela 11, sendo aproximadamente 300 °C para todas as
composicdes. Assim, todos os materiais estudados sao termicamente estaveis a temperatura de
interesse para a aplicacao pretendida, isto é, a 37°C. Um comportamento semelhante foi descrito por
Novais ef al. (34) para compositos com PLA.
Tabela 11- Temperaturas iniciais de degradacéo.
Material  PLA 025G 05EG 1EG  2EG  0.25F 05f  1FEG 2FEG  0.25F  O.5F 1t 2f
EG EG EG+Ag  EG+Ag  EG+Ag  EG+Ag
T(C°) 301.6 3183 2945 307.1 301.1 3104 3098 307.1 3116 3225 3265  309.4  303.6

A grafite adicionada ao PLA durante a extrusdo do filamento foi adicionada manualmente,
portanto, de maneira a averiguar se a percentagem do reforco nos filamentos foi a pretendida recorreu-
se ao TGA para analisar os residuos e desta maneira calcular o reforco. Estes dados estao apresentados

na Tabela 12.

Tabela 12- Percentagem de reforco presentes nos compdsitos.

Filamento Reforco (wt. %)
PLA+ 0,25% 0.2+0.25
PLA+ 0,5% EG 0.39+0.31
PLA+ 1% 1.14+1.3
PLA+ 2% 2.34+1.74
PLA+ 0,25% 0.48+0.74
PLA+ 0,5% f-EG 0.36+0.58
PLA+ 1% 1.15+0.26
PLA+ 2% 2.18+1.72
PLA+ 0,25% 0.21+0.85
PLA+ 0,5% f-EG+Ag 0.53+0.44
PLA+ 1% 1.06+1.10
PLA+ 2% 1.02+0.22
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Os resultados mostram que apesar de alguns erros, que podem estar associados a disperséo
nao uniforme devido a alimentacao nao continua do reforco nos filamentos, assim como a presenca de
alguns aglomerados, praticamente todos os filamentos foram produzidos com a quantidade prevista de

reforco.

4.2.2. Espectroscopia Raman

4.2.2.1. Espectroscopia Raman dos filamentos de compositos

A espectroscopia Raman foi executada nos filamentos de maneira a examinar e analisar a
presenca de EG no composito. Na Figura 29 estédo presentes os espectros Raman de todos os filamentos
compésitos analisados. Como o PLA nado apresenta dispersao na regido da banda G, o comprimento de
onda correspondente pode ser usado para confirmar a presenca de EG. O espectro Raman do filamento
relativo ao PLA (linha vermelha) também apresenta um pico em torno dos 2740 cm™. Todos os
filamentos apresentam a banda associada ao PLA, porém ¢ mais larga devido a contribuicao da banda
2D, mais proxima de 2700 cm™1, do material EG. A banda G, carateristica da EG, esta presente em

todos os compdsitos, e a intensidade aumenta com a concentracédo de EG no compdsito.

G 5D | — PLA
D J\__ PLA+0.25% EG
———-/\a—) ;L—- s PLA+0.5% EG
- — ™~ — PLA+1%EG
= | — PLA+2% EG
— AN A e~ PLA+0.25% f-EG
> A ] PLA+0.5% f-EG
D — PLA+1% f-EG
- — PLA+2% f-EG
= — ; PLA+0.25% (f-EG+Ag)
= “—A | — PLA+0.5% (-EG+Ag)
. | — PLA+1% (f-EG+Ag)
ukﬂﬂ_‘;&ﬂ_i_ A i | — PLA+2% (-EG+Ag)
1 | | 1 1

1200 1500 1800 2100 2400 2700
Raman shift [cm'1]

Figura 29- Espectros Raman dos filamentos compdsitos.
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4.2.3. Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM)

A morfologia da seccéo transversal de cada um dos filamentos foi analisada por microscopia

eletronica de varrimento (SEM). Os resultados obtidos para cada uma das composicoes sao apresentados
nas tabelas 13-19.

Tabela 13- Imagens SEM do filamento de PLA.

PLA
500 x 15 000 x 50 000 x

owt%

Tabela 14- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+0.25EG e PLA+0.5EG.

PLA + EG
500 x 15 000 x 50 000 x

0.25 wt %
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0,5wt %

Tabela 15- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+1EG e PLA+2EG.

PLA + EG
500 x 1 000 x 50 000 x

1wt%

2wt%
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Tabela 16- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+0.25f-EG e PLA+0.5f-EG.

PLA + f-EG

500 x 15 000 x 50 000 x

0.25wt %

0.5wt %

Tabela 17- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+1f-EG e PLA+2f-EG.

PLA + f-EG

500 x 15 000 x 50 000 x

1wt%

2wt %
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Tabela 18- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+0.25f-EG+Ag e PLA+0.5f-EG+Ag.

PLA + f-EG + Ag

500 x 15 000 x 50 000 x

0.25wt %

0.5wt %

Tabela 19- Imagens SEM dos filamentos de compdsitos: PLA+1f-EG+Ag e PLA+2f-EG+Ag.

PLA + f-EG+Ag

500 x 15 000 x 50 000 x

1wt%

2wt %

2 pm (
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Ao analisar as imagens obtidas, é possivel observar que o aumento da quantidade de reforco no
filamento torna a sua superficie mais rugosa, como seria de prever. E ainda possivel observar, uma boa
interface entre a matriz polimérica e o reforco para todas as composicdes, podendo concluir-se também

que a interface ¢ melhorada apds a funcionalizacao.

As amostras também foram analisadas por espectroscopia de raios X por energia dispersiva
(EDS) para as composicdes decoradas com nanoparticulas de prata, para confirmar a presenca de prata.
As Tabela 20 e 21 apresenta imagens dos filamentos com 0,25%, 0,5%, 1% e 2%, onde as zonas Z1 e 72
marcadas foram analisadas por EDS. E possivel observar através destas imagens que a matriz polimérica
foi degradada pelo feixe de eletrdes, necessario para visualizar as particulas de prata mais brilhantes na
imagem. O sinal C aparece devido a presenca da grafite e do polimero, o sinal O aparece devido a
presenca de oxigénio, o sinal Au devido a presenca de ouro (recobrimento da fibra para observacao no

SEM) e o sinal Ag confirma a presenca de prata.

Tabela 20- Imagens SEM e analise EDS do PLA+ 0,25% e 0,5% (FEG+Ag).
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Tabela 21- Imagens SEM e andlise EDS do PLA+ 1% e 2% (f-EG+Ag).
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4.2 4. Microscopia Otica

Com recurso a um microtomo, foram efetuados cortes transversais a cada um dos filamentos
com aproximadamente 2 um de espessura, e de seguida observados através de um microscopio 6tico
(modo de transmissdo) em duas ampliacdes diferentes (10x e 40x). As imagens obtidas estdo
apresentadas nas tabelas 22 e 23. Os resultados obtidos, relativos ao tamanho médio das particulas,

numero de particulas e tamanho maximo de particulas, estao presentes na Tabela 24.
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Tabela 22- Imagens do microscdpio dtico da secgdo transversal dos filamentos.

PLA +0,5% EG PLA +0,25% EG PLA

PLA +1% EG

10 x

40 x

PLA +2% EG

PLA + 0,25 f-EG

PLA +0,5f-EG
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Tabela 23- Imagens do microscdpio dtico da secgdo transversal dos filamentos.
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Depois de analisar as imagens das tabelas 22 e 23 e os resultados da tabela 24, é possivel
verificar que o tamanho médio das particulas para cada composicao depende da percentagem de reforco
adicionado. Relativamente aos filamentos que contém EG, para 0,25% e 0,5%, o tamanho médio ¢

proximo de 1 um?, e para 1% e 2%, aumenta para valores entre 5 e 7 pum?.
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Relativamente aos filamentos que contém f-EG, para 0,25% e 0,5%, o tamanho médio esta entre
2 e 3 wm?, e para 1% e 2%, aumenta para valores entre 3,5 e 9 pm?. Por fim, para os filamentos com
f-EG+Ag, para 0,25% e 0.5%, o tamanho médio varia entre 0,5 e 3 pm?, e para 1 e 2% em peso, 0

mesmo sobre para valores entre 3,5 e 4,5 um?2.

Em relacdo ao numero de particulas por mm?, os filamentos com f-EG s&o 0s que apresentam
um numero relativamente mais baixo. Para terminar, em relacao ao tamanho maximo de particulas, os
filamentos com 1% EG, 2% EG e 1% f-EG, sdo os que apresentam maiores valores em relacao as outras
composicdes, como é possivel constatar nas figuras presentes nas tabelas 22 e 23, podendo estar
relacionado com a sua dispersao, pois foram adicionadas manualmente no processo de extrusdo dos

filamentos.

Tabela 24- Caracterizagdo da secgdo transversal dos filamentos.

Amostra Tamanho Médio de Numero de Particulas Tamanho Méaximo de
Particulas (um?) (mm?2) Particulas (um?)

PLA + 0.25 EG 1,37 11025 22,05
PLA + 0.5 EG 0,717 11675 26,45
PLA+1EG 7,354 27244 192,04
PLA + 2 EG 4,925 29534 176,9
PLA + 0,25 fEG 3,525 6523 73,19
PLA + 0,5 fEG 1,834 7806,3 18,82
PLA + 1 fEG 8,756 12044,6 122,82
PLA + 2 fEG 3,64 14813,4 62,54
PLA + 0.25 fEG+AG 3,381 9132,3 72,14
PLA + 0.5 FEG+AG 0,595 9749,13 10,29
PLA + 1 fEG+AG 3,655 12169,9 32,05
PLA + 2 fEG+AG 4,655 20430,2 82,07

4.2.5. Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

A analise térmica para cada um dos filamentos foi também efetuada por calorimetria diferencial
de varrimento (DSC). Os resultados obtidos, para o PLA e para os filamentos compositos correspondentes
ao primeiro aquecimento, arrefecimento e segundo aguecimento sdo apresentados nas figuras 30-32,

respetivamente. Os resultados obtidos para cada uma das amostras correspondentes ao primeiro e
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segundo aquecimentos estdo resumidos nas tabelas 24 e 25. Ao comparar os filamentos compdsitos
com o PLA, é possivel verificar que as curvas de cristalizacdo dos compdsitos sdo ligeiramente

assimeétricas, indicando uma distribuicao heterogénea de cristais e

mesmos desenvolvida durante a cristalizacao do PLA.

Heat Flow(WI/g) (a.u)

Heat Flow(W/g) (a.u)
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——\f__/\l\_' —
*\v/"_j‘/\x/\__ —
NN\ :
— =
. | T
50 100 150

Temperature [°C]

Figura 30- Curvas DSC relativas ao 1°2 Aquecimento.
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Figura 31- Curvas DSC relativos ao Arrefecimento.
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Figura 32- Curvas DSC relativas ao 22 Aquecimento.

As curvas obtidas para o segundo aquecimento, apos a histéria térmica de cada composicéo ser
eliminada, sao também semelhantes, como acontece no primeiro aquecimento, apresentando todos uma
transicao vitrea, sofrendo uma cristalizacao a frio e possuindo picos de fusédo semelhantes. Ao analisar
as tabelas 24 e 25 podemos observar que as temperaturas de transicoes vitreas dos compositos sdo
semelhantes a temperatura de transicéo vitrea do PLA, podendo indicar que o reforco ndo interfere com

a mobilidade das cadeias poliméricas (28) (50).

O comportamento de cristalizacdo a frio ¢ semelhante nos dois aquecimentos, pois a
cristalizacdo dos filamentos compdsitos ocorre a temperaturas superiores a do PLA em ambos 0s casos,
podendo concluir-se que a adicdo do reforco, principalmente nas grafites funcionalizadas, retarda o inicio
da cristalizacdo. Foi sugerido num estudo anterior que, com a adicdo de um reforco, este processo de
cristalizacao é restringido pela formacao de estruturas cristalinas imperfeitas e com espessuras lamelares
mais baixas, podendo também ter como consequéncia temperaturas de fusdo mais baixas nos filamentos

compositos do que no PLA (28).

O grau de cristalinidade para cada um dos filamentos, foi calculado através da equacao 6:

AH; — AH,
AHf® % (1 —0)

Xc(%) = x 100 (6)
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onde AHyrepresenta a entalpia de fusdo medido para a amostra, AH € entalpia de cristalizacao, AHf0
¢ a entalpia de fusdo teorica tabelado para o PLA (93J)/g) e @ ¢ a fracdo em massa da grafite no

composito. Estes resultados sao apresentados nas tabelas 25 e 26.

1. 1°Aquecimento

Tabela 25- Propriedades térmicas do PLA e dos filamentos compdsitos relativos ao 12 aquecimento.

Amostra Tg(°C) | Tec (°C) | Tm (°C) AHc AHm Xc (%) ACp
/8 /8 J/(g*K))

PLA 59,4 103,6 159,2 26,8 29,3 2,63 0,36
PLA+0.25% 59,8 102,8 158,8 28,3 29,7 1,46 0,37
PLA+0.5% EG 59,4 104,2 158,8 27,0 28,1 1,20 0,38
PLA+1% 61,9 111,3 160,7 30,8 31,4 0,62 0,50
PLA+2% 55,7 107,2 142,7 30,4 30,6 0,24 0,26
PLA+0.25% 59,5 103,4 158,6 27,6 28,6 1,08 0,39
PLA+0.5% fEG 59,2 105,3 159,2 30,4 31,0 0,72 0,43
PLA+1% 56,3 110,7 161,0 28,3 28,7 0,41 0,25
PLA+2% 57,0 107,8 161,1 28,8 29,0 0,15 0,20
PLA+0.25% 59,8 103,3 159,2 25,5 26,9 1,46 0,34
PLA+0.5% FEG+Ag 59,7 104,1 159,6 25,4 26,8 1,52 0,41
PLA+1% 54,6 112,1 161,0 29,1 29,5 0,47 0,31
PLA+2% 55,2 107,5 160,8 26,5 26,8 0,3 0,54

2. 2°Aquecimento

Tabela 26- Propriedades térmicas do PLA e dos filamentos compdsitos relativos ao 22 aquecimento.

Amostra Tg(°C) | Tec (°C) | Tm (°C) AHc AHm % Xc ACp
/8 /8 (J/(g"K)

PLA 59,4 103,6 159,1 26,8 29,3 2,63 0,44
PLA+0.25% 58,8 112,1 159,0 30,7 31,7 1,09 0,31
PLA+0.5% EG 58,4 112,8 159,1 30,7 31,4 0,78 0,36
PLA+1% 58,7 112,3 160,6 29,3 31,6 2,60 0,46
PLA+2% 52,0 116,7 160,1 18,3 31,6 14,6 0,75
PLA+0.25% 58,9 116,8 157,0 28,7 31,0 2,43 0,25
PLA+0.5% fEG 59,1 118,2 155,6 32,6 33,6 1,10 0,44
PLA+1% 59,1 114,1 160,8 26,2 28,6 2,62 0,38
PLA+2% 58,8 111,0 160,6 28,1 28,9 0,91 0,42
PLA+0.25% 60,1 118,2 156,2 30,6 32,1 1,68 0,46
PLA+0.5% FEG+Ag 59,6 118,8 154,2 26,7 30,5 4,11 0,38
PLA+1% 60,4 116,2 160,8 23,4 30,0 7,17 1,03
PLA+2% 58,8 112,8 160,8 26,3 26,5 0,26 0,40
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Os resultados mostram que o grau de cristalinidade (Xc) no 1° aquecimento diminui com a adicao
do reforco na matriz poliméricas, podendo estes resultados estar inerentes a forma como o material foi
processado € a sua histdria térmica. A presenca/adicao de reforco no 1°aquecimento interfere com o
processo de cristalizacdo do PLA, ndo promovendo estruturas cristalinas. Relativamente ao 2°
aquecimento, apods a histdria térmica do material ser apagada, algumas percentagens de reforco
promoveram a formacao de estruturas cristalinas. De uma forma geral, para ambos 0s aquecimentos, a

adicao do reforco, principalmente nas grafites funcionalizadas, retarda o inicio da cristalizacao.

4.2.6. Analise Mecanica Dinamica (DMA)

Foram realizados testes de DMA, para avaliar os efeitos da incorporacdo de grafeno
funcionalizado nas propriedades mecéanicas e viscoelasticas no PLA. A Figura 33 apresenta a variacao
do modulo de armazenamento E’ ao longo da temperatura. E possivel observar que para a maior parte
dos filamentos compdsitos, 0 médulo aumenta com o aumento da incorporacao de grafeno no PLA,
resultando num aumento da rigidez da matriz polimérica, o que era de esperar pois o grafeno é um
material rigido. Foram obtidos em estudos anteriores resultados idénticos nas propridades mecanicas

apos a incorporacao de grafeno no PLA (37) (51).

4000

— PLA
PLA+0.25% EG
PLA+0.5% EG

— PLA+1% EG

— PLA+2% EG
PLA+0.25% f-EG
PLA+0.5% f-EG

— PLA+1% f-EG

— PLA+2% f-EG
PLA+0.25% (f-EG+Ag)

— PLA+0.5% (f-EG+Ag)

— PLA+1% (-EG+Ag)

— PLA+2% (-EG+Ag)

30001

2000

E'(MPa)

1000+

20 40 60
Temperatura (°C)

Figura 33- Mddulo de armazenamento do PLA e dos filamentos compdsitos em fungdo da temperatura, na regido da
transigdo vitrea.
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O fator de amortecimento mecanico, tan 8, é a razdo entre a energia dissipada e a energia
armazenada de um material. E um fator que mede a energia perdida, fornecendo informacées sobre as
propriedades de amortecimento do material. Na Figura 34 ¢ apresentada a variacdo do tan 6 com a
temperatura. De uma maneira geral, os filamentos compdsitos com reforco apresentam valores de tan
6 mais elevados do que o filamento de PLA na regido da transicéo vitrea, indicando que os compdsitos
reforcados com grafeno possuem uma maior capacidade de dissipar energia, aumentando as suas
capacidades de amortecimento mecanico (37) (51). Relativamente as amostras 2% f-EG e 2% -EG+Ag,
as curvas das mesmas apresentam uma grande discrepancia em comparacao as restantes, devido a
possiveis erros experimentais ou a reduzida aquisicdo de dados aquando a realizacdo dos ensaios

experimentais.

20 — PLA
PLA+0.25% EG

15 PLA+0.5% EG
} — PLA+1% EG
— PLA+2% EG
Q PLA+0.25% f-EG
c 10 PLA+0.5% f-EG
= — PLA+1% f-EG

— PLA+2% f-EG
5- PLA+0.25% (f-EG+Ag)
— PLA+0.5% (f-EG+Ag)
— PLA+1% (f-EG+Ag)
0 — PLA+2% (f-EG+Ag)

20 40 60
Temperatura (°C)

Figura 34- Fator de amortecimento mecdnico do PLA e dos filamentos compdsitos em fungdo da temperatura,
na regido da transigdo vitrea.

Nas figuras 35 e 36 estao representados os resultados de DMA para o PLA e
para os filamentos compositos a 37°C, para analisar as propriedades mecanicas e viscoelasticas de

cada amostra a temperatura normal do corpo humano.
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PLA

PLA+0,25% EG
PLA+0,5% EG
PLA+1% EG
PLA+2% EG
PLA+0,25% f-EG
PLA+0,5% f-EG
PLA+1% f-EG
PLA+2% f-EG
PLA+0,25% (f-EG+Ag)
PLA+0,5% (f-EG+Ag)
PLA+1% (f-EG+Ag)
PLA+2% (f-EG+Ag)

Figura 35- Mddulo de armazenamento do PLA e dos filamentos compdsitos a 37°C.

De um modo geral, verifica-se uma tendéncia para um aumento do modulo de armazenamento

a 37°C, com a incorporacao do reforco na matriz polimérica, conferindo uma rigidez superior ao PLA.
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0.06

Tand
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0.00
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PLA+0,25% EG
PLA+0,5% EG
PLA+1% EG
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PLA+0,25% f-EG
PLA+0,5% -EG
PLA+1% f-EG
PLA+2% f-EG
PLA+0,25% (f-EG+Ag)
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PLA+1% (-EG+Ag)
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Figura 36- Fator de dissipagdo de energia do PLA e dos filamentos compdsitos a 37°C.
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Relativamente ao fator de dissipacdo, é possivel verificar que todas as amostras dissipam
energia, como seria de prever, uma vez que sao materiais viscoelasticos, apresentando todas valores de

Tand entre 0,02 e 0,08.

Segundo a literatura, o LCA apresenta um valor de modulo de young que varia de 100 a 300
MPa. (52) (53) (13) Assim, estes resultados indicaram que o PLA reforcado com grafeno & um material
promissor, demonstrando valores de rigidez adequados para a aplicacao pretendida e os valores de
amortecimento mecanico sao valores tipicos apresentados por tecidos humanos, que também

apresentam um comportamento viscoelastico. (54)

4.2.7. Resistividade Elétrica

A aplicacao de campos elétricos é regularmente utilizada para fins ortopédicos, e tem vindo a
mostrar-se uma técnica muito promissora, aumentando a capacidade de regeneracdo de um ligamento
in vivo. Num estudo, aplicaram campos elétricos de corrente continua no ligamento cruzado anterior

(LCA), comprovando que estes podem ser utilizados para melhorar a cicatrizacao do ligamento (28) (27).

A Tabela 27 mostra a variacao da resistividade elétrica medida nos filamentos em funcdo da
quantidade de EG adicionada. E possivel observar que o maior valor de resistividade obtido foi o do
filamento de PLA+0.25EG, com 6,98x10°Q.cm, e o menor valor de resistividade foi o do filamento de
PLA+2 EG, com 5,48x108Q.cm. Assim, a adicdo do reforco néo altera significativamente a resistividade
elétrica do filamento pois as concentracdes de reforco utilizadas na realizacdo deste trabalho séo
reduzidas. De qualquer modo, a presenca deste reforco, reduz a resistividade elétrica, em duas ou trés
ordens de magnitude, o que é um indicador promissor para a producado de filamentos compositos

condutores com reforco a base do grafeno, conforme foi relatado em diversos estudos (24) (55).
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Tabela 27- Resistividade elétrica do PLA e dos filamentos compdsitos.

Amostra Resistividade Elétrica (Q.cm)
PLA+0.25% EG 6,98E+09 + 2,97E+09
PLA+0.5% EG 1,82E+09 + 6,09E+08
PLA+1% EG 9,41E+08 + 5,02E+07
PLA+ 2% EG 5,48E+08 + 1,23E+08
PLA+0.25% f-EG 1,12E+09 + 2,43E+08
PLA+0.5% fEG 8,10E+08 + 4,24E+06
PLA+1% fEG 7,49E+08 + 4,93E+06
PLA+2% EG 6,44E+08 + 3,04E+07
PLA +0.25% (F-EG+Ag) 3,44E+09 + 3,66E+09
PLA+0.5% (FEG+Ag) 4,36E+09 + 5,19E+09
PLA+1% (FEG+Ag) 6,96E+08 + 3,83E+07
PLA+2% (f-EG+Ag) 5,96E+08 + 1,14E+08

Num estudo realizado recentemente, concluiram que a resistividade elétrica do PLA sem a
presenca de grafite é da ordem de grandeza dos 101?Q.m. Ficou claramente demonstrado neste estudo
que, com a adicao do reforco ao compdsito, a resistividade elétrica diminui gradualmente, levando a
formacao de caminhos condutores no compésito, interconectando as particulas de grafite, até atingir

valores mais baixos na ordem dos 108Q.cm (56).

4.3. Producao dos Scaffolds

Com recurso a um kumihimo, foram produzidos com sucesso scaffolds para as composicdes
previamente selecionadas, através da técnica de entrancamento de fibra. De todas as composicoes, foi
escolhido o PLA sem qualquer tipo de reforco e duas amostras com incorporacao de reforco, o PLA +
0,5% -EG+Ag e o PLA + 2% f-EG+Ag, para termos de comparacao. Na tabela 28, estdo apresentados os
scaffolds produzidos para o PLA e para os compdsitos 0,5% e 2 % f-EG+Ag, observados com recurso a

uma lupa estereoscopica Leica.
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Tabela 28- Scaffolds produzidos para o PLA e para os filamentos compdsitos de 0.5% e 2% f-EG+Ag.

PLA+0.5 FEG+Ag PLA

PLA+2 fEG+Ag

E possivel observar através da andlise das imagens obtidas, que todos os scaffolds produzidos

apresentam uma estrutura bastante porosa, com poros interconectados, o que é extremamente

importante para possibilitar a regeneracao do tecido humano com sucesso. (57) (19)

4.4, Caracterizacdo Estrutural dos Scaffolds

4.4.1. Andlise Mecanica Dindmica (DMA)

De maneira a avaliar as propriedades mecanicas e viscoelasticas dos scaffolds fibrosos, foram
realizados ensaios de DMA a 37°C e a uma frequéncia crescente de 0,1 Hz a 1 Hz, para simular as

frequéncias fisioldgicas do corpo humano. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 29.
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Tabela 29- Resultados DMA dos scaffolds fibrosos.

Compressio (1Hz)
Amostra Comprimento Diametro (mm) | E’ (MPa) Tan &
(mm)
PLA 8,82 7,19 0,682+0,026 0,201+0,015
PLA + 0,5% f-EG+Ag 8,63 7,25 1,420+0,422 0,257+0,018
PLA + 2% 8,9 7,45 0,987+0,068 0,200+0,034

E possivel observar que o mddulo de armazenamento (E’) tende a aumentar com a incorporacao

do grafeno funcionalizado na matriz polimérica, isto é, a rigidez dos scaffolds compositos parece ser

superior. O fator de amortecimento mecanico (tan &) a 37°C é semelhante para todas as amostras e

diferente de 0, o que evidencia a capacidade de dissipacao de energia dos scaffolds. Em estudos

realizados por outros autores, foram obtidos valores de modulos de armazenamento (E’) e de fator de

dissipacao (Tand) semelhantes, que variavam com a porosidade do scaffo/d fibroso em causa. (58) (59)
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Capitulo 5

Conclusoes
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5.  Conclusdes

Com a realizacao deste trabalho, procurou-se desenvolver filamentos compositos com boas
propriedades térmicas € mecanicas de maneira a produzir scaffolds com recurso a técnicas téxteis de
entrancamento de fibra. De maneira a melhorar as propriedades mencionadas, procedeu-se previamente
a funcionalizacdo da grafite exfoliada e a ancoragem de nanoparticulas de prata, sendo ambos os

processos realizados com sucesso.

Posteriormente, procedeu-se a extrusao do PLA e dos filamentos compdsitos com cerca de
0,25%, 0,5%, 1% e 2% de cada uma das grafites exfoliadas, sendo testadas de seguida quanto a sua
morfologia, propriedades térmicas, mecanicas e elétricas. Relativamente a morfologia dos filamentos, foi
possivel observar um ligeiro aumento de rugosidade com a adicado do reforco. Para além disso, é possivel
observar uma boa adesao do reforco a matriz polimérica. Em relacdo as propriedades térmicas dos
filamentos, é possivel concluir que a adicao do reforco a matriz polimérica em nada afeta a sua
estabilidade térmica, sendo todos os filamentos produzidos adequados para a aplicacdo pretendida. No
que diz respeito as propriedades mecanicas, a adicao do reforco a matriz aumentou o modulo de
armazenamento e o fator de dissipacao de energia (Tan 8), o que era de prever, uma vez que a
funcionalizacdo da grafite exfoliada melhorou a interface matriz-reforco. No que se refere aos testes
elétricos, pode-se concluir que apesar de a adicao do reforco nao alterar significativamente a resistividade
elétrica dos filamentos, uma vez que as suas concentracoes sao reduzidas, a sua presenca diminui de

facto a mesma, sendo um indicador promissor para a aplicacao pretendida.

De seguida, procedeu-se a producao e caracterizacdo mecanica de scaffolds com o PLA e os
filamentos compositos produzidos e caracterizados anteriormente. Estes foram produzidos
manualmente, com a ajuda de um dispositivo kumihimo, com recurso a técnicas téxteis de
entrancamento de fibra. Foram produzidos trés scaffolds para cada amostra a testar, cada um com oito
feixes e cada feixe com oito filamentos, sendo testados de seguida quanto as suas propriedades
mecanicas. Relativamente as propriedades mecanicas dos scaffolds, 0 mdédulo de armazenamento e o
fator dissipativo aumentam com a adicdo do reforco, o que era de prever uma vez que 0 mesmo
aconteceu na caracterizacdo dos filamentos, podendo-se concluir que a adicdo da grafite exfoliada

funcionalizada melhora as propriedades mecanicas de toda a estrutura fibrosa.

UNIVERSIDADE DO MINHO



Scaffolds de Nanocompdsitos de Grafeno para Regeneragdo do Ligamento Cruzado Anterior

Tendo em consideracao todos os resultados presentes neste trabalho, pode concluir-se de uma
forma geral, que todos os filamentos produzidos podem ser utilizados na producéo de scaffolds com

recurso a técnicas téxteis de entrancamento de fibra.

5.1. Trabalho Futuro

Apesar de os resultados obtidos serem positivos, possibilitando a producao de filamentos com
as propriedades desejadas para a aplicacdo em causa, sera necessario continuar e aprofundar o estudo
de maneira a preencher todos os requerimentos inicialmente propostos. Desta maneira, séo

apresentadas a seguir por tépicos, algumas sugestdes a ter conta no futuro:

- Repetir ensaios DMA, para as amostras de 1% f-EG e 2% f-EG+Ag, aumentando a velocidade de
aquisicao de dados, de maneira a adquirir curvas com maior resolucao e com menos ruido;

- Realizacdo de ensaios de DMA no modo de tracdo, uma vez que neste trabalho so foi possivel
realizar ensaios de compressao;

- Realizacdo de ensaios de Micro-CT, de modo a analisar a porosidade e tamanho dos poros das

amostras em estudo.
E também importante realizar a producdo de monofilamentos usando PLA de grau

médico, produzir e caraterizar os scaffolds com esse PLA, que permitirda avaliar outras

carateristicas importantes para a aplicacao, tais como a biocompatibilidade e citoxicidade.
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