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Resumo

Materiais substitutos biolégicos sdo estudados devido a crescente demanda no mercado e por
apresentarem caracteristicas distintas, custos elevados e dificuldades de obtencdo. O trabalho
objetivou avaliar os polimeros comerciais Acrilonitrila-Butadieno-Estireno (ABS) da F3DB™
e 0 Poli(Acido Léactico) (PLA) da Cubex™, quanto & composicdo, propriedades térmicas e
biocompatibilidade. As amostras foram caracterizadas por Termogravimetria (TG),
Termogravimetria Derivada (DTG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DCS) e
Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho (FTIR). Foram realizados testes de
citotoxicidade in vitro, o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT), e Citometria de Fluxo (CF) utilizando lodeto de Propidio (PI). As analises
por TG, DTG e DSC apontaram o comportamento térmico, degradacdo e temperaturas
caracteristicas de cada material. O ABS F3DB™ apresentou degradacdo mais lenta, indicando
seu uso para aplicagdes de longa duracdo, como € o caso dos implantes fixos. O FTIR
identificou grupos funcionais de cada material estudado, confirmando dados da literatura. Os
ensaios com MTT (24, 48 e 72 h) apontaram crescente proliferacdo celular para os materiais
estudados, sem diferencas estatisticas entre materiais e tempos (24h: P = 0,1732; 48h: P =
0,8412, 72h: P = 0,9652). Ensaios com Pl apontaram que o contato com 0s materiais ABS
F3DB™ e PLA Cubex™ apresentam semelhanca na fase G1 do ciclo celular comparando com
controle. Com a baixa toxicidade e elevados indices de proliferacdo celular conclui-se que os
ensaios propostos sinalizaram positivamente para a aplicacao préatica dos polimeros comerciais
estudados na area biomédica com énfase para usos na bioengenharia, sem a necessidade de

submeté-los a tratamentos rigorosos.

Palavras-chave: Biomateriais. Acrilonitrila Butadieno Estireno. Acido Polilactico.
Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho. Analise Térmica. Citotoxicidade.

Bioengenharia.



Abstract

Biological substitutes are studied because of the increasing demand in the market and because
they present distinct characteristics, high costs and difficulties of obtaining. The objective of
this work was to evaluate the Acrylonitrile-Butadiene-Styrene (ABS F3DB™) and Polylactic
Acid (PLA Cubex™) commercial polymers, regarding their composition, thermal properties
and biocompatibility. The samples were characterized by Thermogravimetry (TG), Derived
Thermogravimetry (DTG), Differential Exploration Calorimetry (DCS) and Infrared
Absorption Spectroscopy (FTIR). In vitro cytotoxicity tests, the 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay, and Flow Cytometry (CF) using Propidium
lodide (PI) were performed. The TG, DTG and DSC analyzes indicated the thermal behavior,
degradation and characteristic temperatures of each material. The ABS F3DB™ showed slower
degradation, indicating its use for long-term applications, such as fixed implants. The FTIR
identified functional groups in each studied material, confirming data from the literature. The
MTT assays (24, 48 and 72 h) indicated increased cellular proliferation for the studied materials,
with no statistical differences between materials and time (24h: P = 0,1732; 48h: P = 0,8412,
72h: P = 0,9652). Assays with PI indicated that the contact with the ABS F3DB™ and PLA
Cubex™ materials show similarity in the G1 phase of the cell cycle compared to control.
Considering the low toxicity and the high rates of cellular proliferation, it is concluded that the
tests signaled positively for the practical application of the studied commercial polymers in the
medical field with emphasis on uses in bioengineering, without the necessity of subjecting them

to rigoro us treatments.

Keywords: Biomaterials. Acrylonitrile Butadiene Styrene. Polylactic Acid. Infrared

Absorption Spectroscopy. Thermal analysis. Cytotoxicity. Bioengineering.
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1 Introducao

Chim e Gosain (2009) definem os biomateriais como qualquer material, natural ou
artificial, que compreende um todo ou uma parte de uma estrutura viva ou um dispositivo
biomédico que executa, acrescenta ou substitui uma funcio natural. Segundo Mitragotri e Lahann
(2009) os biomateriais tem aplicabilidade na drea médica com €nfase para usos na engenharia
de tecidos, como meio para distribuicao de drogas, e ainda, utilizados como dispositivos para
terapia e como contraste em diagndstico por imagem. Zioupos (1998) afirma que as células
podem sofrer alteracdo na atividade proliferativa a depender das propriedades dos materiais com
os quais interagem. L.ogo, torna-se necessario que sejam realizados estudos no intuito de verificar
as caracteristicas fisicas e quimicas dos materiais, bem como, as reagcdes esbocadas quando em
contato com o meio biologico (CHEUNG et al., 2007b).

Os materiais destinados a utilizacdo como substitutos biolégicos precisam ser aprovados
por 6rgaos reguladores. Os requisitos minimos de biomateriais para aplicagdes médicas incluem
a baixa toxicidade, eficicia e possibilidade de esterilizagdo (AURAS et al., 2010).

A procura por materiais bioabsorviveis, biocompativeis e biodegraddveis tem aumentado
nos ultimos anos e hd uma diversidade de estudos nas areas de bioengenharia, médicas e
farmacéuticas devido a variedade de polimeros naturais, sintéticos e biodegradaveis (SUN,
2005).

ACIDO POLILACTICO - PLA

Os polimeros bioabsorviveis sdo considerados uma alternativa adequada para a melhoria
e desenvolvimento de inimeras aplicagdes na Medicina. O PLA € um dos biopolimeros mais
promissores devido ao fato de que os mondmeros podem ser produzidos a partir de matéria-prima
renovavel e nio téxica (LASPRILLA et al., 2012). E produzido a partir do 4cido lactico, um
dcido organico de origem bioldgica e sintetizado via fermentativa, utilizando agtcares derivados
de cana-de-acguicar. O PLA pode ser obtido por diferentes rotas, e as condi¢cdes de operacao
deste tipo de sintese influenciam nas caracteristicas finais do produto (WOOL; SUN, 2005;
MARTINEZ et al., 2011).

ACRILONITRILA-BUTADIENO-ESTIRENO (ABS)

ABS € um copolimero obtido através da polimerizacdo da acrilonitrila e do estireno na
presenca do polibutadieno. As proporc¢des desta composi¢do podem variar de 15 % a 35 % de
acrilonitrila e 40 % a 60 % de estireno, com 5 % a 30 % de butadieno. As resinas ABS podem
ser encontradas em tipos adequados para moldagens por injecdo, extrusdo e para conformacoes a
quente. Alguns tipos de ABS sdo compostos com outros tipos de resinas tendo a finalidade de
atingir propriedades especiais (MARTINS, 2013). Segundo Dawson e Landry (2007) o ABS é o
segundo tipo de plastico mais utilizado pelas industrias eletroeletronicas.
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Nos tltimos anos as pesquisas revelam que houve aumento considerdvel na demanda por
biomateriais na drea médica. Materiais que sirvam como substitutos biologicos sdo estudados
devido a crescente demanda no mercado e por apresentarem caracteristicas distintas, custos
elevados e dificuldades de obten¢do (CHEUNG et al., 2007a).
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2 Revisao da Literatura

2.1 Biomateriais

O estudo sobre biomateriais j4 existe hd bastante tempo, ha cerca de 2000 mil anos foram
encontrados indicios onde utilizou-se ouro e linho em suturas (PIRES; BIERHALZ; MORAES,
2015). E apo6s a segunda guerra mundial (1939-1945) os incentivos para estudos nessa area
aumentaram em consequéncia das sequelas fisicas decorrentes dos acontecimentos (RATNER et
al., 1996).

A defini¢do sobre biomateriais tem sofrido algumas modifica¢des ao longo do tempo,
porém em 1982 na Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicagdes Clinicas o termo
biomaterial foi definido como qualquer material (exceto drogas) ou combinagao de substancias,
de origem natural ou sintética, usado por tempo indeterminado, parcialmente ou completo
como parte de um sistema que trate, aumente ou substitua qualquer funcao, 6rgao ou tecido do
organismo (CARNEIRO, 2007).

Os biomateriais sdo classificados de acordo com sua natureza quimica em biomateriais
naturais ou sintéticos e conforme o comportamento fisiolégico, como: bioinertes, biotolerdveis,
bioativos e absorviveis (HENCH; WILSON, 1993).

Os biomateriais de origem natural sdo advindos de fontes renovaveis como plantas,
animais, bactérias e algas (GOMES et al., 2013). Estes biomateriais possuem grande aceitagdo
por apresentarem propriedades semelhantes a dos tecidos bioldgicos, composi¢des variadas,
baixa toxicidade e inducdo de sinais bioldgicos para o crescimento celular (SEWELL-LOFTIN
et al., 2011).

Os biomateriais sintéticos originam-se de fontes renovaveis e nao-renovaveis. Estes
materiais t€m chamado bastante atencdo pela facilidade de reprodugdo, propriedades mecanicas
controladas, ndo danificam os tecidos saudaveis e baixo risco de contaminacado bacteriana ou
viral, no entanto quando a biodegradacdo destes materiais ocorre de forma ndo controlada
e/ou imprevista seu desempenho pode desenvolver processos inflamatérios (WILLIAMS, 1987,
FILOVA et al., 2009; KIM et al., 2011).

Polimeros sintéticos e naturais tem sido cada vez mais explorados pela engenharia de
tecidos para a confeccio de scaffolds, principalmente os polimeros sintéticos
biodegradaveis (NAVARRO et al., 2008).

Os polimeros sdo macromoléculas formadas por meros (unidades de repeticio da cadeia
polimérica), originando extensas cadeias a partir de reagdes de polimerizacao e interligados
através de ligacOes covalentes (BENATTI, 2017). E quando a cadeia é formada por diferentes
meros, dois ou mais, nomeia-se de copolimero (CANEVAROLO JUNIOR,
2006)(CANEVAROLO, 2006).
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Os biomateriais poliméricos ou biopolimeros sdao formados por macromoléculas
organicas, de fontes renovaveis, como o milho, a cana-de-agucar, entre outros. E de fontes nao
renovaveis, como derivados do petroleo (DANTAS, 2014). Segundo Tian et al. (2012) os

biopolimeros estao entre os biomateriais mais importantes para a saide humana.

2.2 Aplicacoes na area médica

WILLIAMS (1987) afirma que os biopolimeros podem ser utilizados como dispositivos
biomédicos. Exemplos disso seriam as lentes, suturas, vilvulas cardiacas, placas, entre outros
(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

As propriedades fisicas e quimicas dos biomateriais sdo de fundamentais importancia
nos processos de adesdo, proliferacdo e diferenciacao celular, desta maneira é possivel obter
respostas tanto positivas como negativas (HUTMACHER et al., 2007). Como base nos estudos
de Jahno (2005), Kucharczyk (2013), Chen, Liang e Thouas (2013) para que os biomateriais
possam ser aplicados na drea médica exige-se o cumprimento de alguns requisitos, tais como:
baixa toxicidade; facilidade de processamento; tempo de vida util adequado para o local de
aplicacdo; biocompatibilidade; no caso dos biomateriais biodegraddveis, os subprodutos de
sua degradagdo ndo devem ser toxicos; eficacia e possibilidade de esterilizacao; ndo devem ser

carcinogénicos.

2.3 Acrilonitrilo-Butadieno-Estireno — ABS

O ABS € um termopléstico derivado do petréleo sendo bastante conhecido por ser um
pléstico com boas propriedades mecanicas a baixas temperaturas, possui aplicacdes em diversas
areas da inddstria, porém apresenta uma baixa resisténcia a solventes se comparado com outros
plasticos (LEE; KUO; CHANG, 1994). E um copolimero amorfo obtido através da
polimerizagdo da Acrilonitrila e do Estireno formando uma matriz vitrea (SAN) na presenca do
Polibutadieno. O Polibutadieno forma uma fase borrachosa dispersa na matriz vitrea, e por
ultimo forma-se uma fase de moléculas de polibutadieno graftizadas com moléculas de
SAN (ALBURQUERQUE, 2014; FERREIRA; PESSAN; HAGE JUNIOR, 1997). A Figura 1
apresenta o processo de obtengdo do ABS. A producdo de ABS pode ser realizada por
polimerizacdo em massa, polimerizacio em emulsio ou pelos dois processos
combinados (LANDI; SILVA, 2003).
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Figura 1 — Desenho esquematico da preparacao do Copolimero ABS.
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No polimero, cada mondmero € fundamental na determinagao das suas propriedades
finais. A Figura 2 apresenta a composi¢cdo do ABS e as caracteristicas que cada um dos

mondmeros confere ao mesmo.
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Figura 2 — Propriedades e influéncia da proporcao de cada monomero do ABS.
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Fonte: SIMIELLI e SANTOS (2010).

Os filamentos de ABS utilizados em impressoras 3D sao ideais para a fabrica¢ao de
pecas ou objetos que necessitam de uma boa resisténcia mecanica. A temperatura média de

extrusdo do ABS para impressdes tridimensionais € em torno de 225 °C (AL., 2014).

As caracterfsticas fisico-quimicas do ABS variam de acordo com a processabilidade e as
propor¢des de cada mondmero. Merecem destaque as seguintes propriedades: boas propriedades
dielétricas, resisténcia quimica que varia de média a alta, alta rigidez, elevada dureza,
estabilidade dimensional e alta contragdo de moldagem (LANDI; SILVA, 2003). No entanto,
estudos de Silva (2014) mostram que este copolimero na presenca de oxigénio apresenta baixa
resisténcia a radiagcdo ultravioleta (UV), a qual provoca variacdo em suas propriedades
mecanicas e modifica¢cdes quimicas irreversiveis como descoloracdo e formagao de uma camada

superficial de material fragilizado.

2.4 ACIDO POLILACTICO - PLA

O PLA foi sintetizado pela primeira vez em 1932 por Carothers, um pesquisador da
DuPont, produzindo um polimero de baixo peso molecular. Em 1954 a DuPont produziu um
PLA de alto peso molecular (LASPRILLA et al., 2012). Mais tarde as resinas de PLA obtiveram

forte impulsdo no mercado e foram aprovadas pela US Food and Drug Administration (FDA) e
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autoridades reguladoras europeias para aplicacdes nas dreas biomédica, alimenticia e
farmacéutica (LAMPE et al., 2009).

Hoje o PLA estd entre os principais biopolimeros estudados, destacando-se por ser uma
um composto presente em nosso organismo € por ser produzido através de fontes renovaveis,
como cana-de-acticar, mandioca e outros alimentos produzidos em grade escala no
Brasil (LASPRILLA et al., 2012).

Acido Litico (4cido 2-hidroxi-propanoico ou 4cido o-hidroxi-propanoico) C3HgO3 [CAS
50-21-5], é um 4cido que pertence a familia dos hidroxi-propanoico. E produzido na natureza por
animais, plantas e micro-organismos, as bactérias produzem os isdmeros L(S) e D(R), enquanto
que os mamiferos produzem apenas o isdmero L(S) (DATTA; HENRY, 2006; CARVALHO,
2013).

O PLA pode ser produzido por sintese quimica, ou por fermentacdo de carboidratos,
através de diferentes rotas de polimeriza¢do, como polimerizacdo por condensagdo direta,
abertura de anel, condensacdo desidratante azeotrépica (AURAS et al., 2010; LASPRILLA et
al., 2012).

O PLA comercial é um copolimero de poli(4dcido lactideo) (PLLA) e poli(D-L-4acido
lactideo) (PDLLA) feito a partir dos enantidmeros L-lactideo e D-L-lactideo, e de acordo com a
composi¢ao opticamente ativa dos L e D-L-enantiomeros, este polimero pode ser cristalizado em
trés formas: o, 3 e (LIM; R.AURAS; RUBINO, 2008; LASPRILLA et al., 2012).

O PLA ¢ dos biopolimeros mais promissores na atualidade, por ser de origem organica e
pelos elevados indices de biocompatibilidade e biodegradabilidade (NAMPOOTHIRI; NAIR;
JOHN, 2010; AURAS et al., 2010).

Dentre os biomateriais biocompativeis mais promissores estdo o grupo dos poli (o-
hidréxi acidos). O PLA que € um dos principais polimeros deste grupo tem se destacado
e empregado em larga escala na fabricacdo de micro e nanoestruturas, tais como micro e

nanoparticulas, microcapsulas, nanofarmacos (LI et al., 2013; ZHOU et al., 2013).

2.5 Anadlise Térmica: Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG) e
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Nas ultimas décadas estudos termoanaliticos tem contribuido bastante para o
desenvolvimento de pesquisas em diversas dreas. A andlise térmica € uma técnica analitica na

qual é capaz de avaliar as propriedades térmicas e estrutura dos materiais (FARIA et al., 2002).

A International Confederation for Thermal Analysis and Calorimetry (ICTAC) define
a andlise térmica como um conjunto de técnicas capaz de acompanhar as variagdes térmicas,

estruturais e/ou subprodutos da reacdo de uma amostra, submetida a uma programacao controlada
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de temperatura (DENARI; CAVALHEIRO, 2012).

IONASHIRO (2004) define a Termogravimetria (TG) como técnica na qual a amostra
é colocada em uma termobalanca e verifica-se a variacdo da massa uma amostra em fungao
da temperatura ou tempo. A Termogravimetria Derivada (DTG) como uma técnica na qual
verifica-se a derivada de massa da amostra em funcdo do(a) tempo/temperatura (dm/dt). E a
Calorimetria exploratdria diferencial (DSC) como uma técnica na qual mensura-se a diferenca
de energia fornecida a substancia termicamente inerte e a um material referéncia, submetidos a

uma programacao controlada de temperatura.

As técnicas de andlises térmicas sdo utilizadas na caracterizacdo de materiais organicos e
inorganicos, e alguns parametros avaliados nas amostras, sdo: propriedades térmicas,
cristalinidade, degradagdo, determinacao do grau de pureza, intera¢do entre substancias, entre
outros. O objetivo € estabelecer uma ligacdo entre as temperaturas especificas e as propriedades
fisicas dos materiais. Segundo Shadfan e Barron (2012) essas medi¢des ajudam na criacdo de
diagramas de fase e recolhem informagdes termoanaliticas tais como temperaturas de transi¢ao e

entalpia.

2.6 Analise Quimica (FTIR)

Dentre as modernas técnicas instrumentais utilizadas em Quimica, a Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), é considerada uma das mais importantes.
A FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que tem sido usada ha mais de dez anos
na identificagdo de substincias desconhecidas. O teste fornece informacdes sobre os modos
de vibracao molecular, que por sua vez dependem da estrutura da molécula. As vibragdes
moleculares envolvem energias que correspondem a energias de fétons infravermelhos. Na
espectroscopia molecular, tais f6tons podem ser absorvidos pela molécula que estd sendo objeto
de estudo, excitando modos de vibragdo da molécula, resultando, dessa interacao entre fétons
e molécula, espectros de absor¢do na regido do infravermelho. Assim, pode-se investigar a
geometria e as forgas de interacdo entre os 4&tomos que constituem a molécula, pois seus espectros
dependem desses fatores (ADT et al., 2006).

2.7 Estudos in vivo e in vitro

Inicialmente a toxicidade dos materiais € testada através de estudos in vitro, com o
intuito de diminuir o nimero de experimentacdo animal. Além disso esse tipo de teste tem
ganhado cada vez mais espacgo por se tratar de uma técnica simples, facil, rapida, reprodutivel,
de facil execugdo, com meio de cultura e composicdo padrdes, ambiente de incubagao definido e
condi¢cdes de trabalho estéreis, permitindo avaliagdes quantitativas e qualitativas precisas. No
entanto vale ressaltar que este tipo de teste ndo invalida estudos in vivo, muito menos sdo capazes

expressar condi¢des clinicas reais. Desta forma, trata-se de um teste preliminar capaz de fornecer
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informacgdes a respeito de um determinado material e como orientacio para o planejamento
experimental (PEREIRA, 2015).

As principais agéncias internacionais regulatérias sao a American Society for Testing
and Materials (ASTM) e a International Standards Organization (ISO), estas entidades sdo
responsaveis por estabelecer as regras e os testes que devem ser realizados para a anélise bioldgica
de dispositivos médicos. As normas informam que para que um material seja considerado téxico

devem ser levados em conta local de aplicacdo, tipo de material e fun¢do (BENATTI, 2017).

A cultura de células € uma técnica com grande aplicacdo na Engenharia de Tecidos.
Esta técnica resume-se ao isolamento de células de um determinado tecido ou linhagem celular,
obtidas a partir de mecanismos por degradacdo mecanica, quimica e enzimatica (BENATTI,
2017).

Os fibroblastos 3T3 encontram-se entre as linhagens celulares estabelecidas, este tipo de
linhagem € bastante utilizada em ensaios de biocompatibilidade devido a facilidade de isolamento
e cultivo (RAAB et al., 2014).

De acordo com a ISO, ISO 10993-5: 2009 (2009),0 teste de citotoxicidade é indicado
quando se deseja avaliar a biocompatibilidade de um material, consiste em uma técnica capaz
de avaliar inicialmente a interagdo do material com células animais. Ha trés tipos de métodos
de cultura para a avaliacao da citotoxicidade de um biomaterial: teste por extracao (o qual foi

utilizado neste estudo), contato direto e contato indireto.

2.7.1 Ensaio de citotoxicidade - brometo de  3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,
5-difenil-2H-tetrazélio (MTT)

Em 1983 Tim Mosmann criou um dos principais ensaios de citotoxicidade, o MTT.
Consiste em um teste calorimétrico quantitativo que avalia a viabilidade celular através do uso
do MTT, quantificando o quanto o MTT presente no meio é reduzido pela atividade da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase formando cristais de formazan (cor violeta). Dessa maneira
a quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao nimero
de células viaveis (MOSMANN, 1983).

2.7.2 Ensaio com lodeto de Propidio (PI) por Citometria de Fluxo (CF)

A CF ¢ uma técnica bastante conhecida e sua utilizagdo estd sendo cada vez mais
frequente, tanto no diagndstico clinico como na investigacdo bdsica, com técnicas
complementares utilizadas para o estudo da morfologia, da bioquimica e biologia
celular (MENDES, 2009). Trata-se de uma tecnologia que permite analisar de forma ripida,
objetiva e qualitativa as caracteristicas estruturais e funcionais de particulas bioldgicas (células,
organelas celulares, protozodrios, bactérias, etc.) que fluem em uma suspensido celular
(MIOTTO, 2009).
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Segundo Silva et al. (2004) a estrutura bésica de um citdmetro de fluxo € um sistema
constituido por 5 elementos: fonte(s) de radiacdo, (lampada de mercurio ou laser), uma camara
de uxo, unidades de filtros Opticos para selecdo de um intervalo de comprimento de onda
especifico a partir duma gama espectral mais vasta, fotodiodos ou fotomultiplicadores para a
detec¢do sensivel e processamento dos sinais com interesse € uma unidade que processa os dados

recolhidos.

Este aparelho consiste em uma ou mais fontes de laser que atua juntamente com um
sistema de captacdo da luz e um sistema hidraulico controlando a passagem de células pelo
sistema de luz, onde um computador coleta os dados e interpreta os sinais elétricos emitidos pelo
sistema de luz, gravando varios parametros sobre cada célula/particula que tramita pela camera,
permitido assim a distingdo em populacdes heterogéneas (MACEY, 2007).

Existem algumas técnicas laboratoriais que utilizam marcadores fluorescentes capazes de
destacar estruturas celulares especificas, como por exemplo o PI capaz de detectar a integridade
da membrana, o Bis-oxonol capaz de detectar o potencial de membrana e o brometo de etidio
(BE) que ¢ utilizado para deteccao de células cujo sistema de transporte se encontra afetado
(SILVA et al., 2004).

O PI se liga as cadeias do DNA devido sua afinidade, e coram em vermelho o nicleo
das células que estiverem com a membrana citoplasmadtica lesada ou mortas, pois este marcador
fluorescente ndo consegue atravessar uma membrana integra (CELEGHINI et al., 2010; SILVA
et al., 2004).
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Esta pesquisa teve como objetivo analisar as caracteristicas fisicas, quimicas e a
biocompatibilidade dos polimeros de origem mineral — Acrilonitrila-Butadieno-Estireno (ABS)

e de origem vegetal ou via fermentacio - Acido Polildctico (PLA).

3.2 Objetivos Especificos

« Avaliar as propriedades térmicas dos polimeros ABS F3DB’™ e PLA Cubex’ através
de calorimetria exploratdria diferencial (Differential scanning calorimetry — DSC);

« Identificar os principais grupos funcionais dos polimeros ABS F3DB”™ e PLA Cubex’™
através de espectroscopia de absorc¢ao no infravermelho (Fourier Transform Infrared

Spectroscopy - FTIR);

+ Examinar se os polimeros ABS F3DB”Y e PLA Cubex”" apresentam citotoxicidade
através dos testes com brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT)

e iodeto de propidio.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

¢ Polimeros ABS F3DB™M ¢ PLA Cubex™™;

Células (Fibroblastos de Camundongos — 3T3);

Kit 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT);

Iodeto de Propidio.

4.2 Procedimentos metodolégicos

Inicialmente confeccionaram-se os corpos de provas para que as amostras fossem
caracterizadas utilizando testes de espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Os materiais foram fragmentados utilizando uma
granuladora de polimeros em pedacos medindo dreas médias de 0,059 cm? para o ABS
F3DB™ ¢ (0,056 cm? para o PLA Cubex”™. As medidas foram realizadas com um paquimetro
digital Starrett’™ 150 mm e a seguir as amostras foram acondicionadas em envelopes
auto-selante medstéril’™ com identificacdo e esterilizadas por radiacio gama. Foram cultivadas
células (fibroblastos 3T3) em placas de cultivo contendo meio de extracdo (ME) proveniente do
ABS F3DB”M ¢ PLA Cubex”™ e meio padrio (MP) para o grupo controle (plastico da placa de
cultivo - poliestireno). As células foram cultivadas em diferentes pogos (triplicata para o MTT e
duplicata para o PI por CF), por periodos de 24, 48 e 72 horas. A seguir, foi realizado o teste de
viabilidade de celular utilizando o MTT e a confirmacio realizada com iodeto de propidio por

citometria de fluxo.

Foi elaborado um planejamento metodolégico descrito conforme o diagrama abaixo
(Figura 3):
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Figura 3 — Diagrama descritivo das etapas da pesquisa
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O Diagrama acima descreve os procedimentos metodoldgicos utilizados na presente

pesquisa. Desta forma a metodologia descrita foi dividida em 5 etapas:

1* Confecgdo dos corpos de prova, aferi¢ao e pesagem;

2* Caracterizacao dos materiais;

3* Esterilizacdo por radiacao gama;

47 Cultivo celular — (fibroblastos linhagem 3T3) + Superficies (ABS, PLA e Placa de
Cultivo);

5% Anélise Estatistica e Processamento dos Dados.

Todas as etapas foram aplicadas para os materiais testados.



Capitulo 4. Materiais e Métodos 29

4.2.1 Etapas dos procedimentos metodolégicos
4.2.1.1 Primeira etapa: confeccao dos corpos de prova, afericdo e pesagem

A primeira etapa € marcada pela preparacgdo, afericdo e pesagem das amostras.

4.2.1.1.1 Preparacdo das Amostras (Granula¢do)

Inicialmente os materiais, em formato de fio, foram submetidos ao processo de granulacio
descrito na Figura 4, utilizando uma granuladora de polimeros fornecida pelo Laboratério de
Reologia e Processamento de Polimeros - Labpol do Departamento de Engenharia de Materiais
da UFRN.

Figura 4 — Preparacio das amostras. Fragmentacfo utilizando uma granuladora de polimeros.

E

Autor

4.2.1.1.2 Aferigdo das amostras

ApOs a granulacao foram separadas aleatoriamente 10 amostras de cada material, levadas
para o laboratério de metrologia da UFRN e aferidas com o auxilio de um paquimetro digital
Starrett” 150 mm, de exatiddo + 0,02 mm (Figura 5). As amostras de ABS F3DB’™ ¢ PLA
Cubex”Mobtiveram dreas médias de 0,059 cm? e 0,056 cm? e desvios padrdes 0,00128 cm? e

0,00116 cm?, respectivamente.
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Figura 5 — Paquimetro digital Starrett’”” 150 mm utilizado para afericio das amostras.

Autor

4.2.1.1.3 Pesagem das Amostras

As amostras foram armazenadas em envelopes auto-selantes Medstéril”¥, pesadas
e etiquetadas (Figura 6). Para que entdo pudessem ser transportadas para o Laboratério de

Metrologia das Radiagdes Ionizantes — LMRI (Departamento de Energia Nuclear da UFPE).



Capitulo 4. Materiais e Métodos 31

Figura 6 — Pesagem das amostras com o auxilio de uma Balanca digital Shimadzu”" AUY220, de precisio +
0,1 miligramas (mg).

Autor

4.2.2 Segunda etapa: caracterizacdo dos materiais

A segunda etapa é marcada pelos testes de andlises térmicas realizados na Central
Analitica, do Instituto de Quimica (UFRN), com auxilio do analisador termogravimétrico e
calorimetro simultaneo Q600d o fabricante TA Instrumentos (Figura 7).

4.2.2.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O ensaio objetivou encontrar as temperaturas de transi¢ao vitrea (T), fusdo cristalina
(T,,) e decomposic¢ao (Ty) através do teste de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC).
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Figura 7 — Analisador termogravimétrico e calorimetro simultineo SDT-Q600, ta instrumentos’™.

Autor

4.2.2.2 Espectroscopia de Absor¢do no Infravermelho (FTIR)

Nesta etapa foram realizadas algumas andlises quimicas no Laboratério de Caracterizacao
Estrutural de Materiais (Departamento de Engenharia de Materiais da UFRN), através de um
Espectroscopio FTIR; Modelo: FTIR Processual In Situ ReactIR 45P; Fabricante: Mettler Toledo
(Figura 8). O objetivo foi identificar a presencga dos principais grupos funcionais constituintes

dos polimeros e a possivel existéncia de contaminantes/impurezas.



Capitulo 4. Materiais e Métodos 33

Figura 8 — Espectrofotometro de FTIR IRTracer-100 utilizado para caracterizaciao das amostras.

Autor

4.2.3 Terceira etapa: Esterilizacao por Radiacdo Gama

Com base nas metodologias utilizadas por GOES FILHO (2016) e Souza et al. (2013) os
polimeros foram submetidos a um processo de esterilizagdo por radiagdo gama pelo Irradiador
Gammacell 220 Excel, com fonte de Co-60, da Nordion, no qual receberao uma intensidade de

25 KGyp a uma taxa de 2,434 KGy/h, para a eliminac@o de micro-organismos.

424 Quarta etapa: Cultivo celular (fibroblastos linhagem 3T3) + Superficies (ABS
F3DB™™, PLA Cubex”™ e Placa de Cultivo)

Nesta etapa foi realizado o cultivo celular (fibroblastos linhagem 3T3) seguido de teste
de citotoxicidade pelo método MTT para avaliar a viabilidade celular. A confirmagdo do teste foi

realizada com o ensaio utilizando PI.

4.2.4.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Para determinar a citotoxicidade nas células (fibroblasto de camundongo - 3T3) frente
aos polimeros ABS F3DB”™ ¢ PLA Cubex’™ foi realizado um teste de citotoxicidade in vitro
via contato indireto, baseando-se nos estudos de Mosmann (1983) e nas ISOS 10993/12 e
10993/09. O método quantitativo utilizando MTT (brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5 difeniltetraz6lio) que tem como principio determinar a viabilidade celular, avaliando o quanto
o MTT presente no meio foi reduzido pela atividade metabdlica celular ligada ao NADH e
NADHP formando cristais de formazan, de cor violeta. Dessa maneira a quantidade de formazan,

medida por espectrofotometria, € diretamente proporcional ao nimero de células vidveis.

4.2.4.1.1 Delineamento do Estudo
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O experimento foi conduzido em triplicata (MTT) e duplicata (PI), com dois grupos
experimentais € um controle (Figura 9) em trés intervalos de tempo (24, 48 e 72 horas), sendo os

grupos estabelecidos:

- Grupo I (ABS - ME): células (fibroblasto de camundongo - 3T3) cultivadas no ME
preparado com ABS F3DBM,

- Grupo II (PLA-ME): células (fibroblasto de camundongo - 3T3) cultivadas no ME

preparado com PLA Cubex’™.

- Grupo III (Controle): células (fibroblasto de camundongo - 3T3) cultivadas no pléstico

da placa de cultivo (poliestireno) com Meio Padrao (MP).

Figura 9 — Desenho experimental da distribuicao dos grupos na placa de cultura de 96 pocos. Azul
corresponde ao Grupo I, amarelo ao Grupo II e verde ao Grupo III.
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4.24.1.2 Cultura de Células

A linhagem de células de fibroblasto de camundongo (3T3) foi obtida a partir da Colecao
de Culturas da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Colecao RICB, Rio de Janeiro, RJ).
Foram cultivadas em garrafas de 25 e 50 cm*com um meio Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM), contendo 1 % de antibiéticos (penicilina e estreptomicina) e suplementado com
10 % de soro fetal bovino — FBS. As culturas foram mantidas a 37°C em 5 % de CO; na
Estufa Incubadora de CO, Galaxy B+, MMM CO2CELL’M (Figura 10) até alcancarem uma
confluéncia entre 70 e 90 %, com troca de meio (MP) ou subcultivo a cada 3 dias de acordo com

a necessidade da linhagem. (Figura 11).

No subcultivo o MP foi removido e entdo adicionado tripsina/EDTA (0,25 % de Tripsina
contendo 1 mM de EDTA — Rio de Janeiro, RJ) na quantidade proporcional ao tamanho da
garrafa cultivada. A suspensao celular foi entdo colocada em um tubo cénico com 0 mesmo

volume de meio DMEM suplementado com 10 % de FBS com o objetivo de inativar a tripsina.


marce
Retângulo
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A suspensio foi centrifugada por uma Centrifuga Sorolégica 12 Tubos CENTRIBIO™ (Figura
12) a 3500 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi retirado, as células foram ressuspensas em
1 mL de meio DMEM, e entdo uma aliquota dessa suspensao foi separada para a contagem na
camara de Neubauer, com auxilio do Microscoépio invertido - TCM400, LABOMED™ (Figura
13), transferindo uma densidade celular de 1x10* células por garrafa.

Figura 10 — Estufa Incubadora de CO, Galaxy B+, MMM CO2CELL’Y,

Autor

Figura 11 - DMEM (SFB + 1 % de antibioticos, Colecao RJCB, Rio de Janeiro, RJ)

Autor
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Figura 12 - Centrifuga Sorolégica 12 Tubos, CENTRIBIO Y,

Autor

Figura 13 — Microscopio invertido - TCM400, LABOMED”M utilizado para avaliacdo e contagem das
células na cimara de Neubauer.

Autor
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4.2.4.1.3 Meio de extragdo - ME

Figura 14 — Preparo da solu¢io-mae - DMEM + PLA e DMEM + ABS.

Autor

4.2.4.1.4 Cultivo celular no ME / Ensaio com MTT

Apés a contagem as células foram plaqueadas juntamente com o MP em placas de
96 pocos, aplicando-se uma densidade de 1x10 células/poco (Figura 15). Passado o periodo
de adesdo (24 h) o MP foi aspirado e substituido pelo ME nos Grupos 01 (ME-ABS) e 02
(ME-PLA), e no Grupo 03 apenas trocou o MP (Figura 16). Apds os intervalos de tempo
determinados, preparou-se uma solu¢do de MTT, protegida da luz, diluindo-a em PBS (retirando
a interferéncia do vermelho fenol do meio), resultando em uma concentracao 1 mg/ml, em
seguida aspirou o contetdo da placa protegendo-a da luz, aplicou 100uL. de MTT em cada pogo
e incubou por 4 horas, mantendo a placa sob protecdo da luz, novamente aspirou o conteddo da
placa mantendo-a sob protec¢@o da luz, adicionou 100uL de alcool absoluto, submeteu a placa a
agitacao por 15 minutos, entre 40 e 50 rpm (Figura 17). Posteriormente realizou a leitura em um
Espectrofotometro de Microplacas Epoch, com o auxilio do Software GEN 5 Versdo 2.00.18 em
570nm (Figura 18), determinando o quanto o MTT presente no meio foi reduzido pela atividade
metabdlica celular ligada ao NADH e NADHP formando cristais de formazan, de cor violeta. E
por ultimo avaliou-se e comparou-se ao longo dos tempos 24, 48 e 72 h a citotoxicidade celular

entre 0s grupos.
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Figura 15 — Plaqueamento celular.

Autor

Figura 16 — Troca de meio.
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Figura 17 - Mesa de Oscilante TE-143-E1, TECNALY

\i il

Autor
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Figura 18 — Espectrofotdémetro de Microplacas Epoch, BioTek”™.

4.2.4.2 Ensaio com lodeto de Propidio por Citometria de Fluxo

Utilizou-se a técnica por citometria de fluxo (Figura 19) e o marcador nuclear fluorescente

iodeto de propidio para realizar a analise do ciclo celular (fibrobastos 3T3).

Figura 19 - Leitor de Placa BD FACSCanto™ II, DB”Y Software FlowJo, versio 5.0
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata para o MTT e em duplicata para o PI. A
significancia das diferencas entre os grupos foi calculada pelos métodos da anélise de variincia
(ANOVA) seguido do teste de comparacdes multiplas de Sidak, através do software GraphPad

Prism, versao 6.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Analises Térmicas

Os ensaios foram realizados para a caracteriza¢do da natureza destes materiais por meio
de medidas de estabilidade térmica e da cinética de degradacdo. A seguir serdo apresentadas
as curvas da Andlise Termogravimétrica — TG (Gréficos 1 e 3), Termogravimétrica Derivada —
DTG (Gréficos 2 e 4) e Calorimetria Diferencial de Varredura — DSC dos materiais estudados
(Graficos 5 e 6).

O ponto médximo da TG indica a variagdo minima/nula da massa da amostra em fun¢do
da temperatura, e 0 ponto minimo a variacdo maxima, consequentemente indicando o ponto final
da degradacdo do material. A DTG também evidencia estes dois pontos e determina que o pico
de sua curva € a variacdo mdxima da massa da amostra em funcdo da temperatura. Com base nos
resultados obtidos, ambos os materiais foram comparados e avaliados através de suas respectivas

curvas de decomposic¢ao.

Grifico 1 — Curva TG da degradacio térmica do ABS F3DB'M,
TG-ABS F3DB™
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Griéfico 2 — Curva DTG do ABS F3DB™M,
DTG-ABS F3DB™
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Grifico 3 — Curva TG da degradagio térmica do PLA Cubex’™.
TG-PLA Cubex™
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Gréfico 4 — Curva DTG do PLA Cubex™™.
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A andlise por DSC também foi utilizada para investigar as propriedades térmicas dos
polimeros estudados, onde serdo apresentadas a seguir as temperaturas Tg, T,,e Ty4. Os Griéficos
5 e 6 apresentam o comportamento térmico das amostras de ABS F3DB”™ e PLA Cubex’¥,

respectivamente.

Grifico 5 — Termograma da andlise de DSC das amostras do copolimero ABS F3DB™™: 20.056 mg, 10 °C/min,
Gaés de Parpura: N2 , Cadinho: Platina.
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O Grifico 5 apresenta as propriedades térmicas do ABS estudado, cuja T, da fase
estireno-acrilonitrilo aparece em torno de 100,1°C e Ty 475 °C. Thuong et al.
(2016) encontraram resultados semelhantes (100,6 °C) para a T, do ABS pds-consumo
(ABS-pc); jaa T, do ABS virgem foi um pouco superior (440 °C) ao encontrado nesta pesquisa.
O valor da T, registrada por Blom, Wojnarowski e Ling (2006) foi de 112,2°C e a segunda T, da
fase borrachosa (butadieno) em torno de - 58,1 °C, portanto superior aos resultados obtidos neste
trabalho. Consideremos que néo foi possivel apresentar a T, da fase borrachosa por limitagdes
do equipamento utilizado.

Grifico 6 — Termograma da anélise de DSC das amostras do polimero PLA Cubex™: 20.036 mg, 10 °C/min, Gas
de Parpura: N, Cadinho: Platina.
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Na Grifico 6 € possivel observar que a T, do PLA Cubexocorre em torno de 65,9°C,
caracterizando um pico endodérmico; posteriormente registram-se dois picos de cristaliza¢do: o
primeiro acontece em 96,9 °C durante o primeiro ciclo de aquecimento (30-240-30 °C) e segundo
a 131,7°C, durante o segundo ciclo (30-800 °C), posteriormente a T,, que ocorre em torno de
168,1°C e por ultimo a T; a 393 °C.

De acordo com o Auras et al. (2010) as propriedades térmicas do PLA sdo: T, entre 45 ¢
60°C, T,, em torno de 100°C e T,, entre 150 e 160°C. Marei et al. (2016) apresenta uma T, do
PLA a 376,3 °C, um pouco abaixo da obtida.

A variagdo entre Ty . T,, sdo provenientes da forma de processamento e/ou da propor¢do
em sua composi¢ao. Considerando que ambos os materiais estudados apresentam diferentes
composi¢des e formas de processamento, consequentemente observam-se comportamentos
térmicos distintos. Vale ressaltar que o ABS F3DB”¥nio apresentou um pico caracteristico de

cristalizacdo conforme apresentado pelo PLA Cubex”por tratar-se de um copolimero amorfo.
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5.2 Analises Quimicas

Para identificacdo da composi¢do quimica dos materiais estudados utilizou-se a técnica
por FTIR, capaz de identificar grupos funcionais provenientes dos espectros de absorcao

caracteristicos de cada material.

O espectro infravermelho é formado pela absor¢do de radiacdo eletromagnética na
frequéncia que corresponde aos grupos especificos de bandas quimicas de uma molécula. E a

banda espectral estd caracterizada por sua frequéncia e amplitude.

Grifico 7 — Espectro FTIR do ABS F3DB’Y.

FTIR (ABS FD3B™)
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Autor

A partir do espectro apresentado no Gréfico 7, descreve-se um mapeamento das principais
bandas de absorcao dos meros que compdem o ABS. Segundo Vadori, Misra e Mohanty (2016) os
extensores de cadeias apresentam picos em 907 e 842 cm-1, os quais representam as vibracdes de
deformacio do anel dos grupos epéxido. No presente estudo registram-se picos aproximados aos

encontrados pelo mencionado autor, com picos em 910 e 844 cm-1.

Os espectros de FTIR obtidos por Bokria e Schlick (2002) definem os picos entre
3200 - 3000 cm-! como sendo alongamentos C—H dos grupos aromaéticos e 3000 - 2800 cm-!
como alongamentos C—H dos grupos alifaticos. No presente estudo observa-se a similaridade
destes grupos funcionais com registros em 3028 cm-! (aromaético), 2920 cm-! (alongamento C-H)
e 2850 cm-! (alifatico). Este mesmo autor cita o pico 2237 cm-! como um alongamento CN,
que estd relacionado aos grupos nitrilo do ABS; no presente estudo também € visto um pico no

mesmo local. Os picos em 1597 cm-! e 1492 cm-! encontados na Figura 7 estdo entre as bandas
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espectrais 1601 e 1493 cm-! encontradas por Bokria e Schlick (2002), causados pelas duplas
ligacdes dos blocos de estireno. E o pico em 1450 cm-! € semelhante aos picos 1453 cm-!e
1454 cm-! encontrados por Bokria e Schlick (2002) e Yousefi et al. (2011), respectivamente, que

segundo os autores representa as duplas ligacdes dos blocos de butadieno.

De acordo Hirayama e Saron (2015) uma das maneiras de identificagdo do ABS € através
dos grupos funcionais nitrilas do Poliacrilonitrila (PAN) que se destacam por apresentarem uma
absorc¢do de baixa intensidade entre as bandas 2260 e 2240 cm-!, o que corrobora este estudo
que apresentou espectros caracteristicos em 2252 e 2237 cm-1. O referido autor observou uma
ligacdo do tipo C=C entre as bandas de 1600 e 1680 cm-!, similar aos espectros 1639 e 1597 cm-!
encontrados neste estudo. E grupamentos fenila foram observados pelo mesmo autor na faixa
de espectro entre 750 e 690 cm-!, similar as bandas 759 e 698 cm-! encontradas na presente

pesquisa.

Grifico 8 — Espectro FTIR do PLA Cubex’.

FTIR (PLA Cubex™)
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Autor

A caracterizagdo dos filamentos de PLA Cubex’™ a partir dos dados registrados no ensaio
realizado mostrou os principais componentes de sua estrutura quimica. As curvas registradas
no Gréfico 8 apresentaram comportamentos similares aos descritos na literatura consultada
por (CHIENG et al., 2014; BITENCOURT, 2011; SANTANA, 2015; SOUSA, 2016).

No presente estudo os espectros registrados no intervalo 2997 - 2947 cm-! correspondem
ao estiramento -CH, o espectro 1747 cm-! esta relacionada ao estiramento de carbonila C=0 e o
espectro 1450 cm-! representa o dobramento C-H, correspondendo aos espectros encontrados
por Chieng et al. (2014) entre 3000 e 2850 cm-!, 1750 e 1745 cm-!, 1500 e 1400 cm-1,
respectivamente. Os espectros em 1381 cm-! e 1361 cm-!, apresentam similaridade com os

registros obtidos por SOUSA (2016) que considerou como representagdes as vibragdes e
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deformacdes simétricas de C-H, respectivamente; no presente estudo o
espectro registrado em 1080 cm-! se assemelha com o espectro obtido na curva FTIR do estudo
de Chieng et al. (2014) e as bandas 1082 e 1083 cm-! apresentadas por SOUSA (2016), que
considerou como o estiramento C-O=C, proveniente da vibracdo de alongamento caracteristico

das ligacdes éster.

De acordo com BITENCOURT (2011), o espectro entre (800 e 7540) cm-! € relativo ao

estiramento C-H. No presente estudo tal espectro estd inserido na banda (7520) cm-1.

Os resultados apresentam as composicdes do PLA Cubex’™ ¢ ABS F3DB'M
destacando os principais componentes e grupos funcionais, conforme descrito na literatura,
porém ha espectros que ndo foram descritos e com este tipo de teste ndo € possivel

assegurar total composigao.

5.3 Analise de viabilidade celular (MTT)

O crescente desenvolvimento de materiais para producao de dispositivos para uso em
seres humanos tem recorido a diversos métodos de avaliacdo da compatibilidade desses materiais
e o parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular. Para avaliar a
viabilidade via contato indireto das células 3T3 frente aos materiais ABS F3DB’Y e PLA

Cubex™  foi realizado um teste de citotoxicidade in vitro, o ensaio de MTT.

Os resultados mostraram que os materiais avaliados apresentaram baixa toxicidade,
consequentemente os indices de proliferagcdo celular foram elevados, como pode ser observado
nos Gréficos 9 e 10. Foram encontrados os valores de P nos diferentes tempos estudados: 24h (P
=0,1732 - Grafico 9), 48h (P = 0,8412 - Grafico 10) e 72h (P = 0,9652 - Gréafico 11), entre os

grupos teste e controle.
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Griéfico 9 — Distribuigio das células cultivadas com diferentes materiais (ABS F3DB”™, PLA Cubex’™ e pléstico
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Griéfico 10 — Distribui¢io das células cultivadas com diferentes materiais (ABS F3DB”Y, PLA Cubex”™ e pldstico
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Grifico 11 — Distribuigio das células cultivadas com diferentes materiais (ABS F3DB”™, PLA Cubex™ e pléstico
da placa de cultivo - poliestireno) marcadas com MTT, tempo 72 h. P = 0,9652.

3T3 - 72horas

119,2

120

100 -
80 -
60 -

m Proliferacdo (%)

40 -

20 -

1.25CM2/ML 1.25CM2/ML

CTRL ABS PLA

Autor

Observa-se que ao longo dos trés periodos de avaliacdo (24, 48 e 72 h) tanto ABS

F3DB”™ quanto o PLA Cubex’™ apresentaram uma crescente proliferagio celular.

5.4 Analise de viabilidade celular (PI)

Quando estudamos uma populagdo de células por meio da citometria de fluxo,
verificamos que elas estardo distribuidas nas diversas fases do ciclo celular. As células somdticas
se apresentam em grande quantidade na fase G1 do ciclo celular. Um marcador bem utilizado
para avaliar a viabilidade celular € o PI, uma molécula de alto peso molecular que se intercala
no DNA desde que a membrana celular esteja permedvel. Os marcadores de DNA que
apresentam alto peso molecular ndo conseguem atravessar a membrana de uma célula integra,
portanto, € possivel que marquem células que sofreram necrose, assim como, células nos
estagios avancados da apoptose, considerando que estas j4 apresentam alteracdes na

permeabilidade da membrana plasmadtica.

A avaliacdo da viabilidade celular por citometria de fluxo em cultivo de fibroblastos
3T3 marcados com PI (Gréficos 12), realizada em diferentes tempos (24, 48 e 72h) de cultivo
(Gréficos 13, 14 e 15), e apresentou resultados muito préximos quando se comparou o0 meio de
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cultivo preparado em contato com PLA Cubex”™ ¢ ABS FD3B”™ com o meio que teve contato
apenas com o plastico da placa de cultivo - poliestireno (controle). Essas andlises reafirmam os
dados obtidos pelos ensaios com MTT e reforcam a idéia de que os materiais PLA Cubex’™ e
ABS F3DB™M de uso comercial e preparado em escala industrial podem ser candidatos ao uso

como biomateriais.

Griéfico 12 — Distribui¢io das células cultivadas com diferentes materiais (PLA Cubex’™. ABS F3DB”¥ e plistico
da placa de cultivo - poliestireno) marcadas com PI nas fases do ciclo celular nos tempos 24, 48 e 72h.
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Griéfico 13 — Distribui¢io das células cultivadas com diferentes materiais (PLA Cubex’™, ABS F3DB”¥ e pldstico

da placa de cultivo - poliestireno) marcadas com PI nas fases do ciclo celular. Fase G1 em tempo de
cultivo de 24h.
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Griéfico 14 — Distribui¢io das células cultivadas com diferentes materiais (PLA Cubex’™, ABS F3DB”¥ e pldstico
da placa de cultivo - poliestireno) marcadas com PI nas fases do ciclo celular. Fase G1 em tempo de
cultivo de 48h.
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Griéfico 15 — Distribui¢io das células cultivadas com diferentes materiais (PLA Cubex’™, ABS F3DB”¥ e pldstico
da placa de cultivo - poliestireno) marcadas com PI nas fases do ciclo celular. Fase G1 em tempo de
cultivo de 72h.
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6 Conclusao

Os ensaios realizados foram capazes de elucidar questdes importantes sobre 0s aspectos
fisico-quimicos e bioldgicos dos materiais estudados. Nas amostras pesquisadas, os testes de
andlises térmicas (TG, DTG e DSC) confirmam as propriedades térmicas dos materiais ABS
F3DB™M ¢ PLA Cubex”™, conforme descrito na literatura, apresentando pequenas variagdes em
consequéncia dos parametros composicao e processamento que variam de acordo com cada
fabricante. A partir das andlises e seguindo orientacdes dos fabricantes foi possivel assegurar
uma faixa de temperatura que estes materiais pudessem ser manipulados sem que
houvesse degradacio. Considera-se também que o ABS F3DB™ apresentou uma degradagio
mais lenta, e tal propriedade possibilita o emprego deste material para aplicagdes com fins de
longa duracdo, como € o caso dos implantes fixos. Quanto ao teste de andlise quimica (FTIR)
registraram-se os principais grupos funcionais que permitem identificar os polimeros. Os ensaios
de viabilidade celular (MTT e PI) apontaram que os polimeros estudados ndo comprometem o
desenvolvimento do ciclo celular. Conclui-se que os materiais estudados (polimeros comerciais
ABS F3DB’M ¢ PLA Cubex’™), mesmo sem passar por tratamentos rigoroso ou especificos
despontam como candidatos com potenciais para futuras aplicagdes na drea biomédica ou

bioengenharia.
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ANEXO A - Analise Estatistica

Analise estatistica (MTT) em relaciao aos grupos
controle, PLA Cubex® e ABS FD3B® ao longo
dos tempos 24, 48 e 72 h.

ANOVA
Tempo (h) Valor-p
24 h 0,1732
48 h 0.,8412
72 h 0,9652
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ANEXO B - Guia de Materiais 2017, ABS F3DB"M

F3DB

. Frannos. 30 Bassi "’"

FILAMENTOS 3D BRASIL 2017

Filamentos ABS Premium

Caracteristicas do produto
ABS Premium é realmente um material especial, pois 0 mesmo é fabricado com uma resina ESPECIAL com alto indice de

fluidez. Entre as principais caracterisiticas deste produto esta a forte adesio entre camadas, a grande precisdo dimensional
nas pecas e o0 seu acabamento. A matéria prima deste material é amplamente usada na indistria e este grade que utilizamos
para impressao 3D foi um grande achado, pois em varios lestes podemos comprovar a sua qualidade superior. Como ja disse

acima ele tem uma grande adesdo entre camadas e é muito facil de imprimir, tdo facil ou mais que PLA e outros materiais.

Costumnamos dizer aqui que quando a maquina estd imprimindo com ele, parece que ela AGRADECE, pois imprime suave!!

Apesar do prego baixo este material tem um alto valor, pois é fundamental para quem precisa de produgao com gualidade.

Para imprimi-lo, indicamos uma temperatura para mesa de 110 a 120° C e para hotend de 240° C. Segue abaixo a tabela com

suas propriedades.

100% ABS
Didmetro: 1,75mm +/- 0,05
Variacao Geométrica: 1,75 mm +/- 0,05
Temperatura de fusdo: 2302A 270°C

Densidade: 1,04

Todos os direitos reservados a Filamentos 3D Brasil 7
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Kolen?® (MPa)

Resisténtia & Mexso
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FILE N
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& HE |

A3 color

Todos os direitos reservados a Filamentos 3D Brasil
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ANEXO C. Data Sheet, PLA Cubex™

ANEXO C - Data Sheet, PLA Cubex’¥

Safety Data Sheet
according to Regulation (EC) Mo 19072006 (REACH),
o L GHS Reyw 04 (2011): 5. O3HA. CMA. ANSI
—— WHS Regulations Ausiralia,
-""E-"' JIS Z 7253 (201 2): Japan
Cube®™ PLA plastic / CubeX™ PLA plastic
Fvizion Date: 12 Decembber 2003

1. IDENTIFICATION OF THE SUBSTANCEPREPARATION AMD OF THE COMPANY/UNDERTAKING
1.1 identification of the subsiance or preparation: Cube® PLA plastic

1.2 Use of the subsiance / preparation: For use with the 2™ and 3° generalicn Cube® 30 Priniers
And the CubeX™ 30 Prinles

1.3 Companyundertaking identification:

Comparry Mame 3D Systems Japan KK,
Addrass Yebisu Garden Place Tawer 27F
4-20-3, Ebigu, Shibuya-ku, Takys
50-8027 Japan
Telephone MNa. 0E-5758-2500
Chermical Efnergency 03-4520-0637 - Chaminec

Z HAZARDS IDENTIFICATION

2.1 Classification:
Mol classified according to GHS, Regulation (EC) Na. 127272008, HazxCom 2012,

2.2 Label Elsments
Regulation (EC) Mo, 12722008

Hazard pictograms and signal word: Mone

Hazard stalements: None

EJEPhThHﬂF Hazardous Materials ldentification System (HMIS):
1 = Slight (Degres of hazard: 0 = law, 4 = sxireme),

2 = Madarale Health 1

T = Serious Flammabilily 1

4 = Bayare Physical Hazards 0O

1. COMPOSTIONANFORMATION ON INGREDIENTS
.1 Preparation refated infarmaticn
Description: Bispelyrmes

3.2 Dangerous components

Classification
Chemical name CAS-He ECHa w Regulation (EC) Reguiaticn
12722008 f’m'mﬂ-

Polylactice resin B051-89-2 | polymer | B0-00% . .

4. FIRST AlD MEASURES

4.1 In case of inhalation: Fumes released from heated maledial may cawse irritation io respisaiony System. Move
allecied parson io fresh air. If respirstory irilation ooours, sesl medical atbention immedialehy.

4.2 In case of skin eontact: Flush skin with plarty al Saag and wales.

508 - Cube® PLA plasic / CubeX™ PLA plasic « 38015151 2.00-4 « JAPAN - ENGLISH - GHS
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ANEXO C. Data Sheet, PLA Cubex™ 65

Al Safety Data Sheet
- | © according to Regulation (EC) Mo 1907/2006 (REACH),
W e GHS Fev 4 (2011): US, DSHA, CMA, ANSI
e WHS Regulations Ausiralia,

f.&- JIS Z TI53 (201 2): Japan
Cube® PLA plastic / CubaX™ PLA plastic
Fevision Dabe: 12 Deosmier 2003

4.3 In case of eye conlact: Fush syes with phanly of waler.

4.4 In case of ingestion: Il ingesled, dirk phenty of water. Da nel indues variting.

B FIRE-FIGHTING MEASURES
5.1 Suitable extinguishing media: Waler mist, dry chemical, carbar doxide, of appropriale loam,
B.2 Special axposure hazards ariging from the subsiance or preparation itesll, combustion products,

resulling gases: Burring produces noxious and loxie lumes. Thermal decompasilion products ean indude SOz, CO
and dehydes.

£. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

B.1 Persenal precautions: Wasr appregrisbe prabective equigment and chathing.

6.2 Enwironmental precautions: Avoid discharge 1o sewer sysbem.

B.3 Methods for cleaning up: Swesn up. Place all wasie in an appropriate canlainer for disposal

T. HAMDLING &ND STORAGE
7.1 Handling: Awoid camact wilh skin and eyes. Do nol allow 1o enler drains or walsnsourses.
7.2 Storage: Slore sealed in the ariginal container & room bamperalura.

B. EXPOSURE CONTROLS { PERSONAL PROTECTION

B.1 Exposure limit values:
Gareral Produet Infarmation: Mo sesupational expasure limits (PELITWA] have bean established for fis produet.

8.2 Exposure controls

Technical measures o prevent exposure: Good general venilation should be sulficient for normal aperation.
Personal prolection equipment: If product is used a< intended, no personal protective soguipment is required.
Respiralory protection: NA

Eye prolection: MA

Body prolection: hA

8. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

o1 Appesrance:

Physical stale: Soiid flament
Colowr: Black, Blue, Brawn, glow-in-the-dark Blus, low-in-the-dark Green, Gresn, Magenta, Nesn Green, Negn
Ovange, Purple, Red, Silver, Tan, Teal, White, Yellow

Odour: Ddaudess

8.2 Impariant health, salety and envirenmental informatian

pH (20 Tk

Vicat Seflening Point | *C):
Boiling peintirange [ 'C):
Flash paint |*C):

Ignition temperature [°C):
Vapour pressure | “C):
Density (giem):

Bulk density [kgim3):

Waler solubility (20°C in gi):
Partition coelficient:
n-OctanolWater (log Paiw):
Viseosity, dynamic (mPa z):
Dust explosion hazard:
Explesion limils:

]
ol

£EfEggepgey s
E

505 - Cube® FLA plasic § CubeX™ PLA plasic < 22015151 2:00=4  JAPAM - ENGLISH - GRE 2
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ANEXO C. Data Sheet, PLA Cubex™ 66

A Safety Data Sheet

"2 ol B according to Regulation (EC) Mo 1907/2006 (REACH),

= M = GHS Rey 04 (2011): US, OSHA, CMA, ANSI
[ e WHS Regulations Ausiralia,

-f&l JIS T THEI (201 2): Japan
Cube® PLA plastic / CubeX™ PLA plastic
Fivision Dabe: 12 Deosmber 2003

10. STABILITY AND REACTIVITY
10.1 Conditions lo avoid: Temperalures ever the decempasiltion lemperature of 250° C. These lemperaiunes ane
nal encourdened in normal operations.

10.2 Hazardows decomposition products: Al high lemperalures or upan burming, thermal decomposition products
incduding bul nol limibed 10 carbon monoxide and carbon dioxide may be amifled.

11. TOXICOLOGICAL INFORMATION
11.1 Texicokinetics, metabolism and distribution: MA

11.2 Acute eMects [toxicity lests)
Acute loxicily: NA

Oral LD50: NA

Irritant and corrosive effects: NA

Irritation Lo respiratary tract: MA
Sensitisation: NA

11.3 Experiences made in practice
Oisarvalions melevant o classficalion: -

Oher obsarvalions=-

11.4 General remarks:
Carcinogenicily: Mane ol this product's eompanents e listed by ACGIH, IARC, OSHA, NIOSH, or NTP

12. Ecolagical information

121 Ecoloxieity: Mot expected o be aculsly inde, but il ingesied by watedawl or aquatic lile, may mechanically
Causs finerse aflects,

12.2 Mability: Mo biocencentration is expacied because of (he high mebscubar weight (MW=1000). In the leresirial
evirgament, malerial is axpected 1o remain in the soil. In the aqualic enviranmenl malerial will sak and remain i
e seclimean.

12.3 Persistence and degradability: This water irssluble polynerc solid is expecied 16 be iner in the enviraament.
Surface degradation it axpacied with axpasune ta sunighl. Mo appreciable bisdegradation i sxpecied,

12.4 Resulis of PBT assessment: Mo information available far product

12.5 Other adverse effects: No informalion avalable for produs

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS

13.1 Appropriate disposal / Product: Da not dump inlo sy sewers, o the ground, or imo any body of waler.
All dispasal metheds must be in campliance with all Federal, Stale/Provincial and local lws and regulatiens.
Aegulalions may vary in dilferenl localians. Wasie characterizalions and complance wilh appliance [sws are the
responsibility selely of Ihe waste genersior.

For unused & uncartaminated product, the preferred splicns include sending te a licensed, parmitied recycler,
rectaim, ingineralos ar other lhermal destruction device.

13.2 Waste codes | waste designations according to EWC / AVV:
13.3 Appropriale packaging: -
13.4 Additional information: -.

m-ﬂu‘mm1ﬂ“l“mm-ﬂm151-512ﬂlﬂ- JAPAM + EMGLISH - GHE 3
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ANEXO C. Data Sheet, PLA Cubex™ 67

1 Safety Data Sheet

"+ M B according to Regulation (EC) Mo 1907/2006 (REACH),
== g T GHS Rev 04 (2011): US, OSHA, CMA, ANSI

e i WHS Regulalions Ausiralia,

f_',-__&} JIS Z 7253 (201 2): Japan

Cube® PLA plastic / CubeX™ PLA plastic
Bevision Date: 12 Decesnber 2003

14. TRANSPORT INFORMATION
14.1 Land ransport (ADR/RIDVGGVSE): Mol regulaled
14.2 Sea transport (IMDG-Code/GGVSee): Not regubsled

14.3 Al transport (ICAD-IATADGR): Not regulaled

15. REGULATORY INFORMATION

15.1 EU resgulations
EINEC/ELINCEMLF: All mabarials are isted
REACH Annax XV Mone listed

15.2 US FEDERAL

TSCA: All maberials are Ested on the TSCA Irvenmony or ané nol subject 1o TSCA requiremants:

Califarnia Proposition 65 This produd does nol conlain chemicals which ane knoan 1o the siale of Calilomia o
causs cancer, bifh, or any ather reproductive delesis.

15.3 Australian regulations
SUSDP, Irdusirial Chemicals Act 1989:
Australian Irvertory af Chemical Substances, AICS: Listed

15.4 Japanese regulalions
Chemical Risk Indormation platform (CHRIF): Lsted

16. OTHER INFORMATION

SO3E Crealion Dale: .......December 12, 2013
SOE Aevigion #-............ MA
SOE Aevigion Dabe: .. NA
Reason lor Revigian: ... NA

B00.795.3869 (Toll-free in the LIS GMT-0700; M. America, Mon — Fri, 5:00 a.m. 10§ p.m.)
B03. 3263300 [Outside the U5, GMT-0700; M. America, Mon — Fri, 5:00 a.m. 1o & p.m.)
w44 144-22B2600 (Ewrope GMT+01:00; Mon — Fri, 08200 am. - 17:00 pom. MEZ)

CHSCLABAER OF LIASILITY: The redated o i your forms, letiers, and

irom. by or wth 30 Systems Corporaion. 2D Systems Coporafon maies 1 wamety, Shethar Sxprassed o mples, nckng
warranties of merchantabilty or of fitlness for a partiodar purpose for this product. Mo sialements or recommendations contained in
the product lileratre ane to be consined 2 inducemnents. 1o infringe any relevant palent now or heneafer in exstence. Linder no
ciroumstances shall 30 Sysiems Corporation be lable for inddental, consequental, special, or other damages from alleged
negligenoe, broach of wamranty, siict kabiity or amy other thoory, arising out of the manulachure, use, sale, or handing of this
product. In o event shall the liablity of 20 Sysiems Corporation for any claims arising out ol the manufaciure, use, handling, or
sale of its products excesed an amount equal to the buyer's purchase price.

The coments. of this safety data sheel ane subject fo change without notice. 30 Systems, Inc. recommaends thal you perodically
check www.3dsySIBMS.0om o Make SUN you ane using the mos! oument safety data sheat.

& Copyright 2013 by 20 Systems, inc. Al rights reserved. The 20 logo and Cube ane regisiensd rademarks, and CubeX is a
trademark of 30 Systems, Inc.
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