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RESUMO

Scaffolds obtidos a partir de biocompésitos tém sido largamente utilizados na area de engenharia de tecidos, como
alternativa de reparo de lesGes e/ou tratamento de algumas doencgas crdnicas. O uso da técnica de impressédo 3D para a
producgdo de scaffolds tem se apresentado como uma alternativa que permite a combinagéo de estruturas que atuam
como matrizes extracelulares e auxiliam na proliferacao, diferenciacéo e biossintese da matriz natural de células na sua
superficie. Estudos demonstram que a incorporagéo de bioceramicas, como a nanohidroxiapatita (nHA) (fosfato de célcio
hidratado, razdo Ca/P = 1,67) em matrizes biopoliméricas, como PLA (Poliacido latico) promovem osteocondutividade,
bioatividade e osteoindutividade, acelerando o processo de regeneracao tecidual. Além de estabilizar a interface
scaffold/tecido, melhorando a resisténcia a cargas mecéanicas. Portanto, esse estudo tem como objetivo analisar se
diferentes tamanhos de particulas e a cristalinidade de nHA ird impactar nas propriedades morfolégicas (MEV), mecéanica
(compressao), termogravimétrica (TGA) e bioldgicas do scaffold.

PALAVRAS-CHAVE: Scaffold; biocompdsito; impresséao 3D; PLA/nHA.
1. INTRODUCAO

A regeneracgdo e reparo de grandes lesdes no tecido 6sseo ainda € um grande desafio para a
engenharia de tecidos. Com isso, a impressao 3D € uma técnica de producéo alternativa na engenharia de
tecidos para sanar essas lesdes por ter alta precisdo e maior grau de liberdade para customizar geometrias
de matrizes extracelulares, scaffolds.! Portanto, ha muitos estudos de materiais para aplicagdo como implante
0sseo, como por exemplo, metais, ceramicas e polimeros, porém eles tém baixa atividade osteogénica, baixa
histocompatibilidade e baixa taxa de degradacdo, ndo obtendo resultados satisfatorios.? Com isso, a
combinac&o de materiais biocompativeis (biocompédsitos) é necessario para mimetizar o tecido 6ésseo.® Para
esse estudo, foi utilizado o biopolimero poliacido latico (PLA) e a bioceramica nanohidroxiapatita (nHA) para
produzir scaffolds biocompdsitos de PLA/nHA. A nHA possui propriedades e caracteristicas semelhantes a
fase mineral do tecido ésseo, tais como osteocondutividade, osteoindutividade e bioatividade. Este estudo
teve como objetivo desenvolver e caracterizar scaffolds biocompésitos de PLA/nHA produzidos por impresséo
3D. Foi utilizado nHA com diferentes tamanhos de particulas e cristalinidades. Os scaffolds impressos foram
caracterizados por microscopia eletronica de varredura (MEV), analise termogravimétrica (TGA), ensaio
mecanico de compressao e estudo de citotoxicidade por meio do ensaio de Alamar Blue (Invitrogen,
Carlsbad,USA) .

2. METODOLOGIA
Para a preparagdo do composito, foi utilizado a razdo de 3 % (em peso) de nHA e 15 % p/v de
cloroférmio como solvente.® A Tabela 1 apresenta as nomenclaturas das amostras produzidas e suas

respectivas cristalinidades e tamanhos de particulas.

Tabela 1: Nomenclatura dos scaffolds impressos e suas respectivas cristalinidade e tamanho de particula.

Amostras Cristalinidade | Tamanho de particulas (nm)
Al 3% 9,86
A2 65% 34
A3 60% 34

Inicialmente foram preparados filmes de biocompésito pelo método casting. Utilizou-se um ultrassom
para dispersar as nanoparticulas de nHA no cloroférmio por 20 minutos. Em seguida, o PLA foi adicionado na
solucéo de nHA/cloroférmio sob agitacdo magnética até total dissolugdo do PLA. A solucéo foi colocada em
placas de Petri e deixadas em circulacdo de ar durante 24 horas para evaporacao do solvente, formando
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filmes biocompdsitos, todo o processo foi executado em uma capela. Para a impressao 3D dos scaffolds foi
necessario cortar os filmes de PLA/nHA em quadrados de aproximadamente 5 x 5 mm.

A bioimpressora utilizada € do modelo Octopus da empresa 3D BIOTECHNOLOGY SOLUTIONS que
consiste em 3 cabecotes de impressédo e o software para o fatiamento do cdodigo foi o Simplify 3D. Os
parametros de impressao utilizados para imprimir os scaffolds biocompdsitos com dimensfes de 12x12x4
mm foram, , temperatura de impressao de 180 °C, pré-aquecimento de 20 minutos, preenchimento interno de
60 % (retilinear +45°), altura das camadas de 0,8 mm, didametro do bico 1 mm e velocidade de impresséo de
50 mm/min.

A analise de TGA do filme biocompésito obtido foi feita em um analisador TA Instruments DSC, com
uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de nitrogénio em uma faixa de temperatura de 25 a
800 °C. A andlise morfolégica dos scaffolds foi realizada por MEV (modelo JSM - 6510LV). O ensaio mecéanico
de compresséo foi executado no equipamento EMIC (modelo DL2000/700),utilizando uma célula de carga de
9KN e velocidade de 1 mm/min. A analise de citotoxicidade foi por meio do ensaio de Alamar Blue (Invitrogen,
Carlsbad,USA) com células Fibroblastos Murinos L929, plaqueadas em placas de cultura de 48 pogos, com

1,5x10° células por pogo, permanecendo em incubadora a 37 °C, 5 % CO2 por 48h. Todos os tratamentos
foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as curvas termogravimétricas do PLA puro e do biocompdsito PLA/nHA. E
possivel observar que para ambas as amostras (PLA e PLA/nHA) houve um evento acentuado de perda de
massa em aproximadamente 350 °C, referente a decomposicéo do polimero PLA. Para o PLA puro ocorreu
guase que sua decomposicao total, restando 0,85 % de residuo, além disso é possivel observar na curva
DTG que houve um evento térmico em torno 112 °C referente umidade ou compostos mais volateis presentes
no material. Ja para o biocompésito PLA/nHA o residuo foi de 2,92 %, que é equivale a quantidade de nHA
adicionada ao biocomposito.

Figura 1: Curvas TG e DTG dos scaffolds de PLA e PLA/nHA.
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Na analise por MEV dos scaffolds impressos (Figura 2) pode-se notar que os filamentos e os poros
apresentaram uma certa uniformidade. Analisando detalhadamente os filamentos dos scaffolds biocompdsitos
foi possivel observar a presenca de particulas de nHA distribuidas ao longo da superficie.

Figura 2: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos scaffolds impressos.
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Os resultados do ensaio de compresséo, com os valores de tensdo maxima e médula de elasticidade
dos scaffolds podem ser vistos na Tabela 2. Para esses valores foi realizado o teste de Tukey a 95 % para
avaliar se ocorreu diferenca estatistica entre os resultados. Observou-se que tanto o médulo elastico quanto
a tensdo na forca maxima das amostras nao diferem entre si estatisticamente.

Tabela 2: TensBes e mddulo de elasticidade dos scaffolds impressos.
Teste de Tuke

Amostra Tens&do maxima (MPa) | Mddulo elastico (MPa)
PLA 17,83 +7,312 127,2 £ 54,202
Al 11,91 +3,71% 85,93 + 23,812
A2 7,12 +3,53° 66,81 + 50,22
A3 9,51 + 3,79% 68,81 + 93,712

Na Figura 3 é apresentado os resultados do ensaio de citotoxicidade, podendo afirmar que o material
nao é citotdxico, visto que as porcentagens da viabilidade celular estdo préximas do controle, sem diferenca
significativa.

Figura 3:Viabilidade celular dos scaffolds impressos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que os diferentes tamanhos de particulas e cristalinidade da nHA nao interferem
significativamente nas propriedades mecénicas, morfoldgicas e biologicas dos scaffolds. A concentracdo de
nHA presente no compdésito foi aproximadamente igual a concentracdo estabelecida na fabricacdo do
PLA/nHA, ndo havendo perda significativa de material. Os scaffolds biocompédsitos possuem boa
uniformidade de filamentos e porosidade, mostrando que a adicdo de nHA n&o impactou na resolucdo de
impressédo. Além disso, houve boa dispersdo das particulas de nHA ao logo da matriz de PLA. Os scaffolds
apresentaram viabilidade celular satisfatdria para aplicacdo na engenharia de tecidos.
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