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RESUMO

Scaffolds obtidos a partir de biocompdsitos tém sido largamente utilizados na area de engenharia de tecidos, como
alternativa de reparo de lesdes e/ou tratamento de algumas doencas cronicas. O uso da técnica de bioimpresséo 3D para
a producédo de scaffolds tem se apresentado como uma alternativa que permite a combinacéo de estruturas que atuam
como matrizes extracelulares e auxiliam na proliferacéo, diferenciagdo e biossintese da matriz natural de células na sua
superficie. Estudos demonstram que a incorporagéo de biocerdmicas, como a nano hidroxiapatita (nHA) (fosfato de célcio
hidratado, razéo Ca/P = 1,67) em matrizes biopoliméricas, como PLA (Poliacido latico) promovem osteocondutividade,
bioatividade e osteoindutividade, acelerando o processo de regeneracao tecidual. Portanto, esse estudo teve como
objetivo analisar se os diferentes tamanhos de particulas de nHA influenciam na afinidade superficial do material, na
degradacéo e na bioatividade do scaffold.

PALAVRAS-CHAVE: PLA; nHA; scaffold; compésito.
1. INTRODUCAO

A regeneracao e reparo de grandes lesdes no tecido ésseo ainda é um grande desafio para a
engenharia de tecidos. Com isso, a impressdo 3D é uma técnica de producdo alternativa aplicada a este
campo cujo o objetivo é sanar essas lesdes utilizando a manufatura aditiva por possibilitar alta precisédo e
maior grau de liberdade para customizar geometrias de matrizes extracelulares, scaffolds.! Portanto, ha
muitos estudos de materiais para aplicagdo como implante ésseo, como por exemplo, metais, cerdmicas e
polimeros, porém estes tém baixa atividade osteogénese, baixa histocompatibilidade e baixa taxa de
degradacé&o, ndo obtendo resultados satisfatérios.’> Com isso, a combinac&o de materiais biocompativeis é
necessario para mimetizar o tecido dsseo.! Para esse estudo, foi utilizado o biopolimero PLA e bioceramicas
a base de nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA) para fabricar scaffolds biocompésitos de PLA/nHA. A nHA
possui as propriedades e caracteristicas semelhantes a fase mineral do tecido 6sseo, tais como
osteocondutividade, osteoindutividade e bioatividade.! Portanto, este estudo teve como objetivo desenvolver
e caracterizar scaffolds produzidos de biocompositos de PLA/nHA com diferentes tamanhos de particulas de
nHA e de cristalinidade utilizando a bioimpressdo 3D. Os scaffolds impressos foram caracterizados por
microscopia eletronica de transmissao (MET), teste de molhabilidade da superficie do compdésito, degradacao
e bioatividade in vitro do scaffold.

2. METODOLOGIA

Os materiais utilizados para a sintese do composito foram o polimero PLA e a bioceramica
hidroxiapatita (nHA), que proporcionam, respectivamente, propriedades mecéanicas e biocompatibilidade ao
composito (PLA/NHA). Nesse estudo foram utilizados trés tipos de hidroxiapatita que diferem em seu cristalito
e cristalinidade?, como pode observar na Tabela 1.

Tabela 1: Tamanho de particulas e cristalinidade da nHA.

nHA Tamanho do Cristalito (nm) Cristalinidade (%)
Al 6.06 39.46
A2 9.42 98.33
A3 13.30 99.63

Para a sintese de PLA/nHA, foi utilizado o método solvente casting. Com isso, verteu 10% (p/v) de
cloroférmio num béquer e 10% p nHA na solucdo que foi submetida a agitacdo magnética por 10 minutos até
a sua homogeneizac¢éo. Para garantir que ndo houve aglomerado de particulas, a solu¢ao foi submetida a um
banho de ultrassom, por 10 minutos e depois posta novamente no agitador magnético onde foi adicionado 10
g de PLA para ser dissolvido na solugdo. Apds esse processo, a solucdo foi despejada em placas de petri e
deixadas 24 horas numa capela para que o solvente evaporasse e formasse filmes sélidos do compdésito.
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A impresséo dos scaffolfds, foi feita na bioimpressora da marca 3D Biotechnology Solutions do modelo
Octopus. Para a impressé&o cortou-se o filme de PLA/nHA em pedacos de aproximadamente de 5 x 5 mm?
para colocar na extrusora da bioimpressora. Os parametros utilizados na impressdo dos scaffolds estédo
listados na Tabela 2.

Tabela 2: pardmetros de impresséo.

Parametros
Tempo de pré aquecimento + 50 minutos
Temperatura 195 °C
Tamanho do scaffold 12 x 12 x 05 mm?
Velocidade de impressao 45 mm/min
Preenchimento interno 90%

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foi feita para verificar a distribuicdo do tamanho das particulas
do p6 de nHA. Foi analisado 100 particulas para a distribuicdo granulométrica e determinacdo do diametro
médio das particulas considerando seus formatos esféricos.
A andlise de angulo de contato das amostras, foi realizada para determinar a molhabilidade superficial das
amostras de PLA e compésitos (Al, A2 e A3). Para tal utilizou-se um gonidmetro, modelo DSA-25 (Kruss,
Hamburgo, Alemanha), no qual foi depositado uma gota, possuindo aproximadamente 5 ul, em diferentes
superficies das amostras.
O estudo de degradacéo do scaffold foi executado num periodo de 3 meses em que se consistia na pesagem
a cada 7 dias. Para esse estudo as amostras foram postas em um tubo Falcon, possuindo Phospate Buffered
Saline, PBS, (pH 7,4 + 0,2) em uma temperatura de 36°C sob agitagdo. O calculo utilizado para determinar a
perda de massa foi a Equagéo 1. Onde m é a massa total e m1 € a massa degradada.

Perda de massa = % 100% Q)

O estudo de bioatividade foi avaliado de acordo com a ISO 23317:20143. As amostras foram submersas em
um simulated body fluid (SBF) em um tubo Falcon. O volume (V) de SBF foi calculado a partir da Equacao 2,
onde Sa é a area aparente do scaffold.

V:S—a (2)

10

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as MET e os histogramas de tamanho de particula das amostras de nHA (A1, A2
e A3). Logo a Figura 1 (a), mostra que a amostra Alpossui uniformidade no formato, assim como
granulometria com faixa de distribuicéo estreita de acordo com a curva de distribuicdo. A amostra Al possui
menor tamanho médio de particulas (6,06 nm), em relacdo as amostras A2 (9,42 nm) e A3 (13,30 nm).

Figura 1: MET e histograma de distribuicdo de particulas Al (a), A2 (b) e A3 (c).
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As amostras utilizadas para o teste de molhabilidade foram o PLA e os compdsitos Al, A2 e A3.
Esse teste consiste em determinar se as amostras sao hidrofébicas, possuem angulo de contato maior que
90°, ou hidrofilicas, com angulo de contato menor que 90°. De acordo com o grafico 1, o PLA se comportou
como um material hidrofébico (95,8°+ 1,3°) e os compositos Al, A2 e A3 se comportaram como materiais
hidrofilicos gerando, respectivamente, os resultados 79,4°+ 2,5°, 78,6° + 1,9° e 79,2°+ 1,6°.

A degradacdo das amostras pode ser observada de acordo com o Figura 2, o qual o eixo
Y demonstra a porcentagem da perda de massa e o eixo X o tempo.
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Figura 2: Andlise de degradacdo in vitro.
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Analisando a Figura 2, a amostra Al teve maior perda de massa comparada as, demais. 1sso
acontece por conta do pequeno tamanho das nanoparticulas (6,06 nm) e baixa cristalinidade, possibilitando
maior superficie de contato com a solucédo. No entanto, o PLA apresentou baixa perda superficial de massa,
possivelmente por conta do material ser hidrofébico.

A analise do teste de bioatividade foi feito uma Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das superficies
dos scaffolds PLA (a-d), Al (e-h), A2 (i-m) e A3 (n-q) ap6s a imerséo no SBF nos dias 7, 14 e 28 como
mostrado, respectivamente, na Figura 3.

Figura 3: Bloatlwdade dos scaffolds in V|tro PLA (a- d) Al (e- h) A2 (i-m) e A3 (n-q).

De acordo com a imagem, o PLA nao apresentou caracteristicas bloatlvas ao longo dos dias, isso
pode ser observado por conta da falta de glébulos em sua superficie. Ja as as amostras que contém as nano
particulas de hidroxiapatita, € possivel observar que a partir do dia 7 (Figura 3) que ha formacao de globulos
na superficie dos scaffolds compositos ao longo dos dias 14 e 28 nota-se o aumento dos globulos na superficie
dos. Além disso, a amostra A1 mostrou maior formagéo de glébulos em sua superficie que as outras amostras.
4. CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, pode-se dizer que na andlise de molhabilidade da superficie dos materiais, 0s compadsitos
tiveram caracteristicas hidrofilicas, angulo de contato menor que 90°, por conta da insercao da bioceramica
(nHA). O teste de degradacao resultou em maior e taxas de degradacédo de massa dos scaffolds que tiveram
a nHA adicionada a matrix de PLA, pois como analisado na molhabilidade da superficie do material, os
compoésitos tinham caracteristicas hidrofilicas, possibilitando maior contato do PBS com as particulas do
scaffold. A andlise in vitro da bioatividade dos scaffolds mostrou que os compdsitos (PLA/nHa) possuem maior
bioatividade comparado ao PLA, porque esses materiais tem maior reatividade com o SBF, favorecendo a
dissolugdo gradual da hidroxiapatita através da liberacédo de ions Ca?* e PO4* no fluido. Logo essa é uma
caracteristica fundamental da diferenciacdo e adeséo celular. Portanto, os diferentes tamanhos de particulas,
cristalitos e cristalinidades influenciam nas caracteristicas e propriedade do material em relagdo ao PLA,
porém nao tem impacto expressivo entre si.
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