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Resumo

A engenharia de tecidos 6sseos (ETO) é uma area que desenvolve arcaboucos capazes de
mimetizarem e repararem danos ao tecido 6sseo. A manufatura aditiva, permite a fabricagdo de
arcaboucos 3D com variadas geometrias e propriedades, sendo que a técnica de modelagem por
fuséo e deposicao (FDM) apresenta versatilidade e baixo custo. Uma das maneiras de se obter
arcaboucos que promovam adesao, proliferacdo e diferenciacdo celular, ¢ modificar a superficie
dos materiais. Neste trabalho utilizou-se a técnica FDM, com o filamento polimérico de
poli(butileno adipato-co-tereftalato (PBAT), que é biocompativel e bioreabsorvivel e tém
apresentando caracteristicas adequadas para ETO. Apesar desta caracteristica, os polimeros
sintéticos possuem baixo reconhecimento celular, necessitando de modificagdes. Para suprir
esta necessidade, os arcaboucos foram revestidos com hidroxiapatita (H), biovidro dopado com
Niobio (B) e/ou gelatina (G), pela técnica de imersdo em solucdo aquosa. Os materiais foram
analisados frente as suas caracteristicas estruturais de grupamentos, morfologicas, térmicas,
mecanicas, e biologicas com os ensaios de brometo de metil tiazolil difenil-tetrazolio (MTT),
sulforodamina B (SRB) e vermelho de alizarina S. Foram produzidos arcabougos 3D de PBAT
e a sua modificagdo da superficie, foi comprovada pelas micrografia de MEV-FEG com EDS e
os grupamentos funcionais analisados por FTIR. A modificacdo ndo ocasionou mudancas na
estabilidade térmica do polimero PBAT e houve um aumento no médulo de Young em mais de
1,5 vezes quando modificado, além de aumentar a tensdo de compressao de 0,96 + 0,23 MPa
para o0 PBAT puro, para mais de 2 MPa dependendo da modificacdo aplicada. A porosidade do
arcabouco de PBAT 3D, bem como de todos os materiais imersos se manteve em
aproximadamente 60 %. Finalmente, todos os arcaboucos demonstraram viabilidade celular
pelos ensaios de MTT e SRB, sem diferenca significativa, bem houve aumento de
mineralizacdo celular do PBG, PHG e PBH no ensaio de vermelho de alizarina S com células
pré-osteoblasticas MC3T3-E1, quando em compara¢do ao material puro 3D de PBAT. Portanto,
a modificacdo por imersdo PBAT 3D com 2 componentes, demonstrou ser uma alternativa

promissora para producao de biomateriais funcionais para ETO.

Palavras-chave: engenharia de tecidos 0sseos, manufatura aditiva, arcabouco 3D,

poli(butileno adipato-co-tereftalato), modificacéo superficial.
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Abstract

Bone tissue engineering (BTE) is an area that develops scaffolds capable of mimicking and
repairing damage to bone tissue. Additive manufacturing allows the fabrication of 3D scaffolds
with varied geometries and properties, and the fusion deposition modeling (FDM) is a versatile
and low cost technique. One way to obtain scaffolds that promote cell adhesion, proliferation
and differentiation is to modify the surface of the materials. In this work, the FDM technique
was used, with the polymeric filament of poly(butylene adipate-co-terephthalate (PBAT),
which is biocompatible and bioresorbable and has presented characteristics suitable for ETO.
Despite this characteristic, synthetic polymers have low cellular recognition, requiring
modifications. To meet this need, the scaffolds were coated with hydroxyapatite (H), bioglass
doped with Niobium (B) and/or gelatin (G), by immersion in aqueous solution technique. The
materials were analyzed for their structural characteristics of groups, morphological, thermal,
mechanical, and biological tests with methyl thiazolyl diphenyl tetrazolium bromide (MTT),
sulforhodamine B (SRB) and alizarin red S. 3D PBAT scaffolds were produced and their
surface modification was proven by SEM-FEG micrographs with EDS and the functional
groups analyzed by FTIR. The modification did not cause changes in the thermal stability of
PBAT polymer and there was an increase in Young's modulus of more than 1.5 times when
modified, in addition an increasing in compressive stress from 0.96 + 0.23 MPa for pure PBAT,
to more than 2 MPa depending on the modification applied. The porosity of the 3D PBAT
scaffold, as well as of all immersed materials, remained at approximately 60%. Finally, all
scaffolds demonstrated cell viability by the MTT and SRB assays, with no significant
difference, and there was an increase in cellular mineralization of PBG, PHG and PBH in the
alizarin red S assay with pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells, when compared to the pure 3D
PBAT material. Therefore, the immersion modification of 3D PBAT with two components

proved to be a promising alternative to produce functional biomaterials for ETO.

Keywords: bone tissue engineering, additive manufacturing, 3D scaffold, poly(butylene
adipate-co-terephthalate), surface modification.
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1. Introducéao

Com o crescimento populacional e da expectativa de vida, um maior nimero de
problemas relacionados ao tecido 6sseo tem surgido e, consequentemente, aumentado o uso de
substitutos 6sseos, 0s quais ainda podem provocar dificuldades clinicas como fraturas, tumores
e infeccBes.? Nos procedimentos clinicos ja utilizados para a insercdo de substitutos dsseos, 0
auto enxerto é o principal, sendo caracterizado pela transferéncia de um tecido, érgao, ou parte
do individuo para outra parte do mesmo individuo. Além deste, h& o aloenxerto, o qual provém
de um doador da mesma espécie do receptor, e o xenotransplante, que se utiliza um material de
uma espécie diferente. Estes procedimentos apresentam limitacBes, como a falta de
disponibilidade de tecido em regides grandes, dor e podendo ocorrer infecgdes.®

Para superar estes desafios, pesquisas de novos biomateriais com propriedades
compativel ao tecido e com menos complicagdes a satde do paciente tém sido realizadas. A
area de estudos gque tem como objetivo a fabricacdo de biomateriais que apresentem capacidade
de mimetizar o ambiente adequado, degenerar e/ou substituir o tecido lesionado € a engenharia
de tecido 0sseo (ETO) *°. Estes materiais devem apresentar biocompatibilidade, permitir que
ocorra a osteogénese, osteocondutividade e osteoinducdo. Também é importante obter
estruturas e geometrias adequadas, com porosidade e propriedades mecanicas similares a
estrutura dssea desejada.?®

Varios métodos de producéo de estruturas tridimensionais (3D) tém sido estudados na
literatura. Dentre estes temos a eletrofiacdo®, evaporacéo de solvente-lixiviagdo’, liofilizagdo®,
espuma por gas®, etc. Além deste, como destaque temos a fabricagdo aditiva ou prototipagem
rapida, também conhecida como impresséo 3D.

A técnica de modelagem por deposicéo fundida (FDM) é um dos tipos de prototipagem
rapida e é baseada na extrusdo de um polimero fundido. E uma tecnologia simples que ndo
necessita de solvente, permitindo a fabricacdo de pecas com baixo custo, ampla aplicacdo e
processamento rapido.® Esta técnica, tém como principio a deposicdo repetitiva de material,
formando as respectivas camadas e estruturas previamente construidas de um projeto assistido
por computador (CAD).1° Dentre os materiais comerciais utilizados para fabricagio em FDM
temos o poli(acido latico) (PLA), acrilonitrila butadieno estireno (ABS), poliuretano
termoplastico (TPU) e policaprolactona (PCL). Um grupo de polimeros em destaque na ETO,
sdo os poliésteres, como PCL, poli(acido latico) PLA, poli(acido latico-co-acido glicdlico)
(PLGA)*2 e poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT)*°,

O polimero biodegradavel PBAT é um copoliéster linear composto de dois tipos de

dimeros, sendo sua parte rigida (BT) uma unidade de éster retida de butanodiol e do monémero
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acido tereftalico, e a parte flexivel (BA) consistindo dos monémeros 1,4 butanodiol e acido
adipico. 1 Este biopolimero é promissor nesta area de pesquisa, e sobretudo ndo ha filamento
de FDM comerciais do mesmo. Apresenta boas propriedades mecanicas, processabilidade e
biocompatibilidade, porém como todo polimero sintético, apresenta baixo reconhecimento
celular.” Para superar limitagdes como esta, pode-se realizar modificacdes deste biomaterial
apos sua impressao.

O osso é um material compésito constituido de uma fase inorgénica de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH)2) e uma fase organica constituida majoritariamente por colageno tipo | e agua.
Além disso, os nanocristais uniformes de fosfato de calcio estdo arranjados entre as fibras de
colageno formando uma estrutura organizada. As principais func@es deste tecido incluem:
locomocéo, promover estrutura suporte e protecao de tecidos moles, armazenamento de calcio,
fosfato e da medula dssea.’®® Neste contexto, uma caracteristica importante do biomaterial
0sseo é a presenca de materiais inorganicos que tenham a capacidade de mimetizar o0 0sso e
seus componentes. Sendo assim, um dos materiais bioceramicos amplamente estudado € a
hidroxiapatita, devido a sua biocompatibilidade, bioatividade e similaridade quimica com o
mineral presente no 0ss0.2°

Outro material bioativo que apresenta relevancia nesta area de estudo sdo os biovidros
(B), que sdo materiais baseados em silica sintética que possui a habilidade de se ligar ao 0sso e
formar uma camada de apatita biologicamente ativa na superficie.?* Os biovidros apresentam
capacidade osteogénica, taxa de degradacdo controlavel e atdxica, a qual é dependente da sua
estrutura quimica. Além disso servem de suporte ao crescimento celular e auxiliam no reparo
de locais lesionados.? O Biovidro original, chamado Bioglass®45S5, é um vidro derivado de
fusdo com quatro componentes (46,1% SiO», 24,4% Na,0, 26,9% CaO e 2,6% P,0s, em mol).?!
Ele tem sido utilizado em muitos procedimentos clinicos como reparo de defeitos 6sseos
periodontais, reconstrucdo de defeitos maxilofaciais, cirurgia da coluna vertebral e reposicédo
0ssea. Como exemplo, temos a incorporacdo de B em scaffolds de PCL ou poli(D-L-acido
latico) PDLLA, melhorando o crescimento celular e a atividade funcional 222

No entanto, ainda que o B e H apresentem potencial osteogénico, somente estes
materiais podem n&o ser suficientes para permitir a melhor mimetizacgéo e regeneracéo do tecido
lesionado. Desta maneira varios autores vém desenvolvendo biomateriais que combinam
materiais organicos e inorganicos, ambos presentes na estrutura 6ssea. 2* Dentre 0s organicos
utilizados, pode-se destacar o biopolimero natural gelatina, que € uma proteina obtida pela
hidroélise alcalina ou acida do colageno. Além disso, a gelatina é um material biocompativel que
apresenta baixos niveis, ou quase nenhum, de citotoxicidade, permite um melhor

reconhecimento celular em comparagdo a compostos sintéticos e mimetiza a parte organica que
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compde 0 0ss0.1? Westhauser e colaboradores observaram que amostras 3D de vidro bioativo
45S5 apresentaram uma melhora na formacdo Ossea quando o biomaterial foi recoberto
superficialmente com a gelatina, devido a melhor interacdo celular obtida, criando um efeito
sinérgico entre os dois materiais®.

Poucos trabalhos de impressdo com PBAT foram descritos na literatura. Ulbrich e seus
colaboradores imprimiram arcabougos 3D utilizando filamentos de PBAT e o compdsito
PBAT/biovidro obtido via extrusio.?® O compdsito apresentou um aumento na habilidade de
promover mineralizacdo celular e promoveu formacao 6ssea nos testes in vivo, sem nenhum
problema de toxicidade sistémica no local onde foi aplicado, demonstrando ser um material
seguro para aplicacfes biomédicas.

A bioatividade de uma superficie € muito importante para que o material possa estimular
a proliferacdo e diferenciacdo de células mesenquimais. Quando a superficie de suportes
bioativos 6sseos possui padrdes de adesdo celular, seu papel nos processos subsequentes de
ancoragem e diferenciagdo celular sio acelerados.?’

Dentre as técnicas para modificacdo superficial de suportes poliméricos 3D destaca-se
0 recobrimento por imerséo, na qual se pode utilizar um amplo espectro de materiais na
superficie destas pecas. Com este tipo de modificacdo é possivel a criacdo de estruturas mais
complexas e materiais com caracteristicas que mimetizam e regeneram o0s tecidos
lesionados.?®2° Martin e colaboradores® fabricaram suportes de PLA 3D e 0s revestiram com
colageno tipo I, minociclina (farmaco antibacteriano) e citrato-hidroxipatita utilizando a técnica
dip coating, a fim de promover um suporte com diversas funcionalidades para engenharia 6ssea.
He e colaboradores 3! também utilizaram esta técnica para depositar colageno tipo | em poli(L-
lactideo-co-g-caprolactona) (PLCL) e observaram o aumento da hidrofilicidade do material,
bem como o melhoramento da proliferacéo celular de condrocitos em relagéo ao polimero puro.

Devido aos inmeros requisitos necessarios para se obter materiais biocompativeis, com
caracteristicas morfoldgicas, mecanicas e fisico-quimicas que se assemelhem ao tecido
estudado, € necessario a utilizacdo de materiais com diferentes componentes, que possam suprir
essas deficiéncias em comparagdo aos seus materiais puros.

Nesse contexto, este trabalho visa a producdo de arcaboucos 3D poliméricos de PBAT,
via impressdo FDM, e sua posterior modificagdo superficial através da técnica de imersdo. A
modificacdo superficial deste material foi realizada utilizando o polimero natural gelatina e as
cargas inorganicas de hidroxiapatita e biovidro com nidbio. Desta forma, pretendeu-se produzir
um biomaterial hibrido com amplo espectro e que abarque propriedades adequadas para

mimetizacdo do tecido Gsseo e sua posterior regeneracao.



2. Revisao bibliografica
2.1. Tecido 6sseo, estrutura e remodelamento.

O 0sso € um tecido conjuntivo mineralizado e ndo € homogeneamente sélido, mas sim
um organizado de células dsseas vivas dispostas em um meio biomineral®2. A sua composicéo
é de aproximadamente 30 % de segmentos organicos, e 70% de segmentos inorganicos. Quase
a totalidade da parte organica (=90 %) é de colageno tipo I, com outros 10 % sendo
provenientes de outros proteinas, lipidios e moléculas proteoglicanas, osteopotina e outros
compostos da matriz dssea. Ja a parte inorganica é formada por cristais de hidroxiapatita, fase
mineral do osso de formula Caio(PO4)s(OH). com estrutura hexagonal, que se organiza
paralelamente ao longo do eixos das fibras de colageno por auto montagem das hélices triplas

domesmo.!8 A estrutura 6ssea pode ser visualizada nas Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Estrutura do Osso. Adaptado de laquinta M.R. e colaboradores® e do site

https://www.biologianet.com/histologia-animal/tecido-osseo.htm, acessado em 24 de

novembro de 2023.

As proteinas na matriz extracelular do osso também podem ser proteinas estruturais
(colégeno e fibronectina) e proteinas com funcGes especializadas, como as que regulam o
didametro das fibrilas de colageno, moléculas sinalizadoras, fatores de crescimento, como
enzimas, entre outras funcdes. A quantidade relativa de cada um destes constituintes varia com

a idade, local, género, e estado de satde. 3
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Figura 2. Estrutura hierarquica com escala dos componentes 6sseos. Adaptado de Wang e

colaboradores.®®

Este tecido apresenta inimeras fungdes importantes, como ser suporte mecanico e servir
de protecdo a outros tecidos, participar da formacao local de ligagdes musculares, ligamentos,
tenddes, armazenamento de calcio, fosfato e medula 6ssea.’® A matriz extracelular ¢ um
ambiente com diversos componentes e funcdes, otimizado para a residéncia das celulas que
além de fornecer apoio estrutural, € um canal de comunicacdo célula-célula e repositério de
fatores de crescimento. * O o0sso apresenta trés tipos diferentes de células em sua composigao:

osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, que podem ser visualizados na Figura 3.

Ostedcito Osteoblasto Célula Osteogénica Osteoclasto
(mantém tecido 6sseo) (forma a matriz 6ssea) (célula mesenquimal) (reabsorcdo 6ssea)

Figura 3. Células presentes na estrutura Ossea. Adaptado de Behzadi e colaboradores .

Os osteoblastos mononucleados sdo derivados de células osteoprogenitoras de origem
mesenquimal na medula 0ssea e em outros tecidos e responsaveis pela formacao do 0sso. As
células precursoras se diferenciam e se proliferam para osteoblastos antes da formacéo 6ssea,
estimulados por proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs). Essas células sdo responsaveis por
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crescimento ou remodelacdo dssea. Além disso, seus papéis sdo a sintese, deposicdo e
mineralizacdo dos matriz ¢ssea, produzindo uma mistura de proteinas chamada ostedide. Os
ostedcitos sdo as células derivadas dos osteoblastos, sendo o tipo celular mais abundante no
tecido dsseo e descritos morfologicamente como forma de estrela. Eles servem de instrumento
para desintegrar a matriz 6ssea através da ostedlise osteocistica. >

Os osteoclastos multinucleados séo derivados de precursores hematopoiéticos, sendo a
principal célula envolvida no processo chamado de reabsorcdo Ossea, uma vez que liberam
enzimas e acidos capazes de dissolver e digerir minerais no 0ss0.®*® Elas também s&o
responsaveis pela intensa sintese de enzimas lisossémicas, principalmente a isoenzima
resistente fosfatase acida (TRAP, do inglés Tartrate-resistant acid phosphatase). E relatado
que a TRAP é um marcador do fendtipo do osteoclasto, cisteina protienases, por exemplo,
catepsinas degradadoras de colageno, conhecidas por degradar o colageno.®® As células de
revestimento sdo células inativas de osteoblastos que ficam da superficie do 0sso. Elas possuem
importante papel na reabsorcdo e formacao 6ssea, na diferenciacdo dos osteoclastos bem como
na homeostasia de calcio.*?

O 0sso apresenta um processo complexo de remodelamento que é necessario para cura
de fraturas e adaptacdo mecanica do uso esquelético. Este processo é visualizado na Figura 4 e
ocorre seguindo algumas fases que sdo coordenadas pelas suas células, que juntas formam uma
estrutura basica anatdbmica chamada unidade multicelular basica (BMU). O remodelamento
pode ocorrer em duas etapas, a primeira em que héa formacéo dssea por osteoblastos seguido de
células denominadas osteoclastos que realizam a reabsor¢do do 0sso, atingindo uma massa de
tecido 6ssea equilibrada de maturidade fisiologica.*® A primeira fase de reabsorgdo. Na qual s
osteoclastos sédo recrutados e remodelam o local escavando o local, pode ocorrer em um periodo
de 2 a 4 semanas. Apos isto, estas células podem se diferenciar nos osteoblastos, na fase
chamada fase reversa. Nesta nova fase, de 2 a 4 meses, 0s osteoblastos maduros depositam uma
matriz organica que se tornara mineralizada.** O equilibrio envolvido na reabsorgdo Gssea e
formacdo de novo tecido é de extrema importancia, pois o desbalanceamento pode indicar

osteoporose (perda 6ssea)*? ou oesteopetrose * (ganho ou acumulo 6sseo).



Células Tronco Células Tronco
Hematopoiéticas  Mesenquimais

@ @

Células de Revestimento

Osteoblasto

K p % .
p " o
[ e e° # Osteoclasto ‘ /
: “ »
2 @ Matriz Ossea e .
. o
. -
5}
Q @

. ‘ Ostedcito .

Figura 7. Processo de remodelamento dsseo. Adaptado de laquinta M.R. e colaboradores®®

2.2 Engenharia de tecido 6ssea (ETO)

Um dos problemas de se tratar as fraturas Osseas, sdo que muitas fraturas grandes
segmentares requerem operagdo ortopédica. Atualmente, os defeitos dsseos sdo curados pelos
métodos de autoenxerto, aloenxertos e substitutos 6sseos biocompativeis, osteointegrativos
(intensa comunicacdo entre o tecido do hospedeiro e o substituto 0sseo), osteocondutivo (a
habilidade do material de ser colonizado pelas celulas Gsseas e sangue hospedeiro) e
osteoindutivo (induzir as células mesenquimais a se diferenciar nas celulas do tecido 6sseo). Os
enxertos 0sseos tém sido utilizados em diversos processos clinicos, para uma melhora na
regeneracdo e reparacdo do 0sso. Os procedimentos clinicos atuais como 0s auto enxertos e
aloenxertos, apresentam algumas limitacGes e deficiéncias, como complicacdes clinicas para o
reparo e regeneracéo Ossea.*

O procedimento clinico mais utilizado ainda atualmente é o0 auto enxerto, operagdo em
que consiste na transferéncia de um tecido, 6rgdo ou parte dele para outra parte do corpo do
mesmo individuo, pois 0s materiais sdo histocompativeis e ndo imunogénicos, possuindo todas
as propriedades basicas necessarias para 0 enxerto 0sseo. Este procedimento apresenta

inimeros problemas, podendo resultar em lesdo e morbidades no local do doador, assim como
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problemas de dor cronica, sangramento, inflamacéo e infeccdo. Além disto, este procedimento
é inviabilizado pela falta de disponibilidade quando ha necessidade de se utilizar maiores
volumes de materiais. *

Os aloenxertos sdo o0 segundo procedimento mais comum nos enxertos 0sseos. Ele
envolve o transplante de tecido 6sseo de outra pessoa (sem ser o proprio paciente), normalmente
de um cadaver. Este procedimento possui risco de imunorreagdes e transmissdo de infecgdes.*
Como alternativa aos métodos de enxerto relatados, a pesquisa de materiais na engenharia de
tecidos Gsseos tém atraido atencdo nas ultimas décadas. Este campo de pesquisa tém objetivo
de criar materiais que melhorem a reparacdo e regeneracdo 0ssea, sendo uma alternativa aos
métodos de enxerto e os problemas causados por este processo. 4

A selecdo dos materiais para producdo de matrizes tridimensionais é de fundamental
importancia pois as propriedades finais do material, dependem das caracteristicas dos materiais
originais. Deseja-se que 0s biomateriais utilizados na engenharia de tecido 6ssea possuam uma
superficie que suporte a adesdo, proliferacdo, migracao e crescimento celular, além de possuir
outros requisitos fisico e quimicos.*® Visando a obtencdo de materiais com essas caracteristicas,
blendas dos poliméricos e cerdmicos se tornaram bons candidatos a serem utilizados na ETO,
pois apresentam caracteristicas de ambos os materiais e se assemelham ao 0sso, que é um
material composito, formado por parte organica (fibras de colageno) e cristais inorganicos de

hidroxiapatita.*

2.3 Produgéo de arcabougos 3D e prototipagem rapida

Os suportes ou arcaboucos para a area de engenharia de tecidos sdo materiais que devem
apresentar biocompatibilidade, bioatividade e suporte mecanico adequado, além do que, devem
mimetizar as propriedades da matriz extracelular do tecido, provendo ao local, um ambiente
favoravel para que as células possam aderir, proliferar e se diferenciar no tecido lesionado 44,
Para produzir a partir da técnica de impressdo 3D, 0s materiais devem possui boas propriedades
reoldgicas e térmicas para permitir uma impressdo adequada, ser biocompativel, apresentar
propriedades mecanicas compativeis com a aplicacdo, boa cinética de degradacdo e produtos
de degradac&o no toxicos 451,

As estruturas tridimensionais sdo produzidas por diversas técnicas como, evaporacao
de solvente e lixiviacdo®?, espuma por gas >3, liofilizagdo, eletrofiacdo™, fiacdo umida™> (wet
spinning) e impressdo 3D, ou a combinacio destas técnicas. Porém, estes métodos podem
possuir algumas desvantagens, tais como uso de solventes organicos, longo tempo de produgéo

e pouca reprodutibilidade nas estruturas 3D fabricadas, como por exemplo porosidade irregular
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na estrutura. °" Dentro da area de fabricagéo de estruturas tridimensionais, a impressdo 3D se
destaca, permitindo o controle da arquitetura dos arcaboucos 3D.

A técnica de impressdo 3D, também conhecida como manufatura aditiva, é uma
tecnologia que permite a producdo de estruturas de alta complexidade estrutural de acordo com
a necessidade especifica de um paciente. O design e fabricacdo dos materiais é baseado em
imagens teciduais, as quais normalmente séo obtidas com ajuda de técnicas medicas de imagens
como tomografia computadorizada e ressonancia magnética. Devido a possibilidade de
controlar as caracteristicas dos materiais impressos, como a geometria, orientacdo de camadas
e porosidade, bem como utilizar diversos materiais naturais, sintéticos e/ou bioldgicos,
tornaram a impressdo 3D de grande relevancia para a comunidade cientifica.®® Apesar de
apresentar grande potencial, possui algumas limitacdes, como a velocidade de impresséo e a
resolucdo das impressoras. Além disso, é de extrema complexidade a producdo de materiais
que apresentem caracteristicas especificas e adequadas ao corpo humano nas suas condicdes
fisioldgicas ideais.

Podemos dividir em quatro grupos as principais tecnologias de fabricacdo aditiva:
métodos baseados em extrusdo, em fusdo de particulas, métodos induzidos por luz
(fotopolimerizacdo) e impressdo a jato de tinta °® Neste trabalho, utiliza-se a técnica de
impressdo que utiliza extrusdo, denominada modelagem por fusdo e deposicdo (FDM). Esta
manufatura aditiva utiliza um material na forma de um filamento sélido (1,50 e 1,75 mm de
didmetro) que é fundido e extrudado, criando 0 modelo 3D, camada por camada. O filamento é
enrolado e extrudado usando um sistema motorizado de roletes de presséo, passando pelo bico
guente com temperatura de até 230°C ou maiores, dependendo do modelo de impressora 3D, e
sendo solidificado em uma mesa coletora. O filamento extrudado passa pelo bico de impressdo
e segue um caminho pré-determinado nos eixos X, Y e Z que forma produzidos em softwares
de design 3D auxiliado por computador. Os materiais utilizados normalmente, sdo polimeros
que podem fluir, ou seja, se fundir, e se solidificar rapidamente na mesa coletora apds
resfriamento e formacéo do desenho projetado. O nivel de resolucéo da localizacdo do bico de
25 um no plano X e Y é atingido com dimensdes de linha e espessura da camada de 200—500
um, determinada pelo didmetro do bico. Este tipo de impressdo pode ser vizualizado na Figura
5.
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Figura 8. Adaptacdo de https://www.embarcados.com.br/imprimindo-o-mundo-em-uma-
impressora-3d/ e https://3dprinterss.com/fused-deposition-modeling-3d-printer/. Acessado em
20 de outubro de 2023.

Dentro dos parametros de processo, podemos citar alguns comuns, espacamento de ar,
orientacdo de construcao, densidade de preenchimento, padrdo de preenchimento, espessura de
camada, angulo e largura de arraste e velocidade de impressao.

A orientacdo de impressdo de construcdo representa qual é a direcdo que sera gerado o
modelo na plataforma coletora. A modicacédo deste componeten pode modificar as propriedades
mecanicas finais do material impresso. O angulo z de constru¢do normalmente é o principal
fator para propriedades de tensdo mecéanica, sendo a orientacdo de 0° a preferencial, como

demonstrado na figura 6 >,
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Figura 9. Orientacédo de construcdo: (a) Angulos Variados (b) Angulos determinados.
Adaptado de Gao e colaboradores *°.

A orientacdo de arraste, de fibra ou camada, representa a variagdo do angulo x na
plataforma. Barros R.R, em seu estudo da variagdo angular das camadas, utilizando como
polimero extrudado PBAT, comprovou que a propriedade mecanica € afetada por este
parametro. O modulo de elasticidade e a tensdo méaxima diminuiram com 0 aumento da
orientacdo angular usada, de 15°, 30°, 45°, 60° 75° e 90° .

a) b) c) d)

Figura 10. OrientagGes de camadas (a) 0° (b) 45° (c) 90° (d) —45°/45° >,

Juntamente com as mencionadas acima, a altura da camada (espessura de camada), pode ser
modificada, sendo menor que o didmetro de bico de extrusdo (Figura 8).

Diametro do bico
de extrusido

Espessura

0,05 mm 0,lmm  02mm 0,3mm

Figura 11. Representacdo esquematica da modificacdo da espessura de camada. Adaptado de
Ayrilmis Nadir.>®

Ayrilmis Nadir em seu trabalho, verificou que o aumento da espessura de camada
diminui o angulo de contato de sua amostra, de 76,6 °© com uma camada de 0,05 mm para 64,5

° com 0,3 mm. Outro parametro analisado e verificado, foi a rugosidade da superficie, que

-11-



aumentou com o aumento da camada. Quando se modifica a velocidade de impresséo,
normalmente verifica-se que geralmente ha uma velocidade 6tima, entre 15 a 20 mm/s, e que
quanto mais rapido, menor a qualidade de impressdo, pois ndo ha tempo de o polimero se
solidificar adequadamente, além de causar instabilidade na impressora em velocidades muito
altas. % Corte e colaboradores ao imprimir filamentos de PCL, verificaram que o aumento da
velocidade de impressdo do material, ocasionou grumos na amostra impressa, obtendo uma
morfologia com poros ndo homogéneos formados.®? Além disso, outros fatores como
propriedade mecanica e porosidade do material também sdo modificados com o aumento da
velocidade de impressdo, como descrito por Kamer e colaboradores®. Eles verificaram que o
aumento de 20 e 40 mm/s para 60 mm/s ocasionou 0 aumento da porosidade da amostra de PLA

impressa, bem como diminuicéo das propriedades mecanicas de forca de tensao.

Desta maneira, verifica-se que os parametros controlados como a espessura de camada,
angulo da deposicdo, 0 espaco entre o arraste, altura entre as camadas, resolucdo da impressédo
e a velocidade de impressdo do material, sdo caracteristica que determinam a qualidade da
impressao final com seus poros, morfologia determinado no projeto CAD, além de também ser

dependente das propriedades reoldgicas do material termopléastico a ser extrudado.®*

2.4. Materiais utilizados na impresséao 3D e na sua modificacao

2.4.1 Poli(butilenoadipato-co-tereftalato) (pbat)

Dentre os polimeros utilizados na impressdao 3D, os polimeros biodegradaveis vém se
destacando por apresentarem caracteristicas importantes para a engenharia de tecidos, como
biocompatibilidade, e muitas vezes biodegradabilidade, ndo toxicidade de seus produtos de
degradag&o®. Os polimeros biodegradaveis podem ser divididos em duas categorias: polimeros
naturais e polimeros sintéticos. Os polimeros naturais podem ser tanto de origem vegetal quanto
animal e, em sua maioria, estdo em grande abundancia na natureza. Alguns exemplos: celulose,
amido, acido hialurdnico, alginato, quitina, gelatina 5,

Dentre os polimeros sintéticos, um dos poliésteres utilizados na &rea médica que tem se
destacado é o poli(butilenoadipato-co-tereftalato) (PBAT) (Figura 9), que é um copoliéster
sintético e biodegradavel de origem fossil. O PBAT é preparado por reacdo de
transesterificacdo, apresentando cadeia linear composta por dois dimeros. A sua parte rigida
(BT) é uma unidade ester retida de butanodiol e mondmero 4cido tereftalico, enquanto a parte

flexivel (BA) consiste dos mondmeros 1,4-butanodiol e &cido adipico.
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Figura 12. Estrutura quimica do PBAT.

BT

Atualmente, o PBAT é utilizado nas mais variadas aplicacfes, como materiais para
embalagem (sacolas de lixo, embalagens de comida e filmes de enrolar)®” e no campo
biomédico na engenharia de tecidos!®>®8, Este polimero apresenta como uma de suas principais
caracteristicas a flexibilidade e alto elongamento de ruptura, apresentando médulo de Young
de 20-35 MPa, forca de tensdo de 32-36 MPa, e elongamento de ruptura (aproximadamente 700
%) maior que outros poliésteres como o poli (4cido latico) e poli(succinato de butileno).%®

Seu processo de degradacdo ambiental depende das condi¢cdes ambiente com umidade,
bem como da sua estrutura quimica. Este processo pode acontecer simultaneamente ou ndo, por
acdo de enzimas secretadas por microrganismos como bactérias, fungos e algas presentes no
meio ambiente, e 0 processo de despolimerizacdo por cisdo das cadeias poliméricas por vias de
hidrolise quimica ou degradacéo térmica, sendo que os possiveis intermediarios formados séo
metabolizados pelos microrganismos. "'t

Este polimero normalmente apresenta sua utilizagdo com outros componentes que em
conjunto melhoram suas propriedades em dada aplicagédo. Vasconcellos e colaboradores,
produziram compositos por eletrofiagdo de PBAT/nanohidroxiapatita/grafeno para aplicacao
Ossea. A utilizacdo dos componentes hidroxiapatita e nanofibras de grafeno (5 m/m %)
melhorou a formacg&o dssea lamelar in vivo, aumentando a densidade radiografica e rigidez apds
implantacdo em comparagdo ao polimero puro’2. Compdsitos em impressdo 3D também vem
sendo relatados na literatura como uma opc¢édo de material que contenha varias caracteristicas
necessarias. Ulbrich e colaboradores fabricaram suportes de PBAT/vidro bioativo com nidbio
(90/10 m/m %) e demonstraram um aumento na mineralizacdo in vitro e diferenciagéo celular
apos 14 e 21 dias.

2.4.2 Gelatina

A gelatina (G) é uma polipeptideo soltvel em agua que apresenta caracteristicas como
excelente biocompatibilidade, ndo imunogénica, biodegradavel e possui boa disponibilidade

comercial a baixos custos em comparagdo ao colageno.’*" Sua obtencdo ocorre através da
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hidrolise parcial do colageno nativo, que é a proteina estrutural mais abundante encontrada na
pele, tenddes, cartilagens e 0ssos de animais vivos.’

Existem dois tipos de gelatina obtidas através de processos de hidrolise distintos: a
gelatina tipo A (processo acido), que apresenta ponto isoelétrico em 9 e tipo B (processo
basico), com ponto isoelétrico 5. Na hidrolise, grupos amida da aspargina e glutamina na
molécula de colageno tipo I séo hidrolisados a grupos carboxilas e resultam em grupos residuais
aspartato e glutamato na molécula de gelatina. ”’.

Por serem obtidas de metodos diferentes, ambas apresentam diferencas em sua
composigdo de aminodcidos, padrbes de polipeptidios, turbidez, resisténcia e rigidez da gelatina
e propriedades de espumar.’® Além disso, gelatina obtida de porcos ou bovinos tém sido
estudados na area de engenharia de tecidos devido a similaridade estrutural humana, enquanto
0S provenientes de peixes apresentam algumas diferencas em suas repeticdo que estdo em
menor quantidade. Possuem menor temperatura de fusdo, baixa temperatura de gelificacéo,
menor estabilidade térmica e maior viscosidade. A estrutura da gelatina (Figura 10) é

apresentada abaixo.
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Figura 13. Estrutura quimica de um fragmento da cadeia alfa da gelatina.”

Diversos trabalhos utilizam a gelatina por sua similiaridade ao colageno (componente
da matriz extracelular), baixa toxicidade e alta hidrofilicidade, o que é essencial e uma
alternativa aos polimeros sintéticos, os quaisgeralmente sdo hidrofébicos. Arcaboucos de
PLGA puro e PBAT/Gelatina foram obtidos com um dispositivo de eletrofiagdo. Este material
quando adicionado de gelatina diminuiu o angulo de contato de 102 £ 6,7° do PLA para 31 +
4,8°, aumentando sua hidrofilicidade e por consequencia melhorando a adesdo e crescimento
celular.® Compésitos de gelatina e B-tricalcio fosfato em solucio aquosa, foram produzidos

em uma bioimpressora 3D no estudo de Jeong e colaboradores 8, o compésito com gelatina/p-
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tricalcio (60/40 m/m %) apresentou forca de compressdo similar ao 6sso esponjoso, como boa

atividade celular, bem como induziu a formag&o 0ssea sem respostas inflamatorias.

2.4.3 Hidroxiapatita

Varios materiais ceramicos tém sido utilizados na area de engenharia 6ssea, sendo a
hidroxiapatita sintética, um material inorganico, que vém sendo amplamente estudado devido
a similaridade com o mineral constituinte do osso natural.®? A parte mineral do 0sso, é composta
por componentes de fosfato de célcio, na qual majoritariamente se encontra na forma de
hidroxiapatita (65-75%). Além disso, apresenta como caracteristicas fundamentais, a
biocompatibilidade, bioatividade, além de ser osteocondutivo (capacidade de servir de
arcabouco para a migracdo de células désseas), osteoindutivo (capacidade de induzir a célula
mesenquimal, a se diferenciar em uma célula formadora de 0sso, um osteoblasto).?8 A
hidroxiapatita (H) € um material ceramico de formula Ca10(PO4)s(OH)2 e possui estequiometria
exata de Ca/P de 1,67. A estrutura da hidroxiapatita € mostrada na Figura 11.

A estabilidade das fases de fosfato de célcio sdo dependentes da presenca do meio em
que sdo utilizados. Na temperatura corporal de 37 °C, apenas duas fases sdo estaveis, o fosfato
de dicalcio dihidratado (CaHPO4.2H20), e a hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)2], que ocorrem em
pHs acidos menores que 4,2 e maiores que 4,2 respectivamente.?’A hidroxiapatita ¢ utilizada
como implante de varias formas, granular 8, microesferas®®, porosas 8. Uma aplicacdo muito
utilizada é o revestimento de implantes metalicos, melhorando a sua biocompatibilidade®.
Além disso, a sua utilizagcdo promove o crescimento de um novo tecido através do mecanismo
de osteoconducdo, sem apresentar problemas de toxicidade sistemica ou local, e sem

inflamacao.

Figura 14. Estrutura da hidroxiapatita.®’
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A biocompatibilidade de alguns polimeros ou metais pode ser melhorada realizando o
revestimento destes materiais com hidroxiapatita que apresenta estabilidade quimica e
osteocondutividade.® A literatura tem demonstrado a sua utilizagdo juntamente com polimeros,
formando compdsitos com propriedades superiores ao polimero e ao material inorganico puro.

Dubienko realizou a preparacdo de materiais impressos via impressao FDM de PLLA
com varias porcentagens de HA na matriz polimérica (12,5, 25 e 50 % m/m de HA no polimero
de PLLA).% Isto fez com que as propriedades mecanicas do material 3D como mddulo de
Young fossem aumentadas de 2468 + 237 MPa até 8111 + 714 MPa com o arcabouco de
PLLA/H 50/50 . Li e colaboradores, modificaram a superficie de um suporte 3D impresso de
PLA com ponericina, gelatina e hidroxiapatita via imersdo direta. O ensaio de viabilidade de
coloracgéo vivo/morto demonstrou a melhora de adeséo celular comparado ao PLA. Além disso,
houve melhora na atividade enzimatica como indicador de osteocondutividade com o ensaio de
alcalino fosfatase e melhora na deposicao de calcio nas amostras modificadas através do ensaio
corante de alizarina S ®.0utro estudo, realizado por Cestari e colaboradores, demonstrou que
amostras de PCL impressos contendo bio-HA obtiveram uma melhor resposta na atividade

metabdlica e proliferacéo celular quando em comparacio ao PCL puro %.

2.4.4 Biovidro

Os vidros bioativos sdo um grupo de materiais biocompativeis e inorganicos que séo
baseados em silica sintética. A caracteristica de biocompatibilidade se deve ao fato de que o
material apresenta a habilidade de fazer ligacdo com o 0sso através da formacdo de uma camada
de apatita carbonatada na superficie 6ssea 2*. O primeiro vidro bioativo foi feito por Hench em
1969, sendo estudado no inicio da década de 70 e aplicado em diversas areas clinicas como
scaffolds na engenharia de tecidos, enxerto 0sseo, e revestimento de materiais dentarios. Este
novo material tinha a caracteristica de apresentar uma ligacdo efetiva com o hospedeiro,
diferente dos metais e polimeros inertes que se utilizavam normalmente °!. Existem varios
biovidros que apresentam composi¢Oes estruturais diferentes, e por consequéncia, isso
influéncia as taxas de recuperacdo 0ssea e as respostas celulares ao biomaterial utilizado.

O tipo de biovidro mais investigado, chamado Bioglass®45S5, € um silicato bioativo
que apresenta em sua mistura a proporcdo dos componentes de 46,1 % de dioxido de silicio
SiO2, 24,4 % de 6xido de sodio Na20, 26,9 % de dxido de célcio CaO e 2,6 % de pentdxido de
fosforo P20s em mol. 2 Ele tem sido utilizado em muitos procedimentos clinicos, incluindo
reparo de defeitos Osseos periodontais, reconstrucdo de defeitos maxilofaciais, cirurgia da

coluna vertebral e reposicéo Ossea. Este material provoca a deposi¢do de uma camada de apatita
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na sua superficie, e 0 mecanismo se deve a liberacdo de ions da sua matriz quando entram em
contato com o meio. Além disso, estes ions também participam da regulacdo da atividade
celular no local, como os estimulos osteogénicos das células osteoblasticas *2.

O biovidro apresenta uma estrutura 3D (Figura 12) formada por uma rede de SiO2, na
qual o silicio é tetracoordenado com o oxigénio, formando uma rede tridimensional tetraédrica,
e cada tetraedro € associado com uma ponte de oxigénio. A adicdo de componentes a SiOa,
como no caso do Bioglass®, modificam a estrutura, os ions constituintes como o Na* e Ca?*
induzem a ligacdo de ndo ponte entre &tomos de oxigénio (NBOs), ou seja, 0 oxigénio nao fica
ligado totalmente a dois atomos de silicio. *3

Figura 15. Representacao da estrutura de unidades tetraédricas de SiO4 e a formacao de NBO's
devido a modificacdo do modificador de estrutura Na* .

De acordo com Hench® (1971), a formagéo da camada carbonatada de H é resultado de
vérias reagdes que podem ser visualizadas nas equacgdes abaixo, e ocorre na superficie do
biovidro no local do implante. Inicialmente ha uma troca rapida de ions de H* ou HsO" com os
fons Na* e Ca" provenientes do biovidro. Além disso na superficie do vidro também ocorre a

reacao de hidrdlise dos grupos de silica, formando Si-OH devido a rapida troca idnica.

Si-O-Na* + H" - Si-OH + Na*(aq) Equacédo 1
Si-O-Si + H20 - Si-OH + OH-Si Equacao 2

O consumo de ions H* aumenta o pH da solucdo, permitindo que mais Si-OH sejam
formados na superficie do biovidro, devido ao ataque a rede de Si-O- e dissolugéo da silica na
forma de Si(OH).. Havera também a reacéo de condensacdo e polimerizacdo da camada amorfa
rica em SiO2 na superficie do vidro empobrecido com fons Na* e Ca®". Juntamente com a
continua dissolucio da camada de SiO2, ocorre a migragdo dos ions Ca?* e (PO4)* desta camada
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e da solucdo, formando uma camada de fosfato de calcio amorfo (ACP) na superficie da camada
ricaem SiO,. A camada ACP ainda incorpora os ions (OH)- e (CO3)? da solugio, formado uma
camada de apatita hidroxilcarbonatada (HCA).2* O mecanismos in vitro da agdo dos substratos

cobertos por biovidro pode ser visualizada abaixo, na figura 13.
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Figura 16. Mecanismo in vitro da agdo de substratos cobertos por biovidro em SBF. Adaptado

de Ratheesh e colaboradores %°.

A composic¢éo de cada biovidro modifica a regulagéo celular promovida, uma vez que
também modifica a liberacdo de seus ions, afetando a sua bioatividade e ocasionando uma
recuperacdo especifica no tecido adicionado.’® Desta maneira, inimeros estudos com
modificacBes e incorporacdes de novos ions na estrutura do B sdo realizadas. Dentre estes,
estdo o Magnésio®”, Cobre® %, Zinco®"* e Niobio®1% influenciando os mecanismos de
recuperagdo e o metabolismo do 0sso.

O metal nidbio e seu ion, tém sido estudado na area biomédica recentemente. Este
elemento, apresenta grande abundancia de reservas no pais, representando 98 % das reservas
mundiais %2, René Olivares-Navarrete e colaboradores obtiveram melhores resultados de
bioatividade com o recobrimento de superficies de aco inoxidavel com nidbio em comparagao
com seu metal puro, relatando maior adesdo, proliferacdo e atividade metabélica celular 1%,
Além disso, Balbinot e colaboradores %, fabricaram biovidro com incorporagdo de niébio na
forma de pd e de arcabougos porosos 3D, demonstrando que a incorporacdo deste metal na
matriz do biovidro pelo método sol-gel, aumentou a mineralizacdo localmente apds 14 dias em

comparagdo com o biovidro puro. Isto indica que a presenga deste composto promove uma
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melhor regeneragdo. Adicionalmente, Balbinot'® e colaboradores produziram membranas de
PBAT/biovidro com nidbio via casting, as quais promoveram melhor a proliferacéo de células
mesenquimais MC3T3-E1 e aumentaram a diferenciacdo celular e a mineralizagdo em

comparagdo com membranas sem biovidro.

2.4.5 Modificacao superficial de arcaboucos 3D.

A modificacdo superficial de arcaboucos tridimensionais (3D) € um recurso essencial
no desenvolvimento de biomateriais para a engenharia de tecidos. Os arcaboucos séo usados
como estruturas de suporte temporarias para crescimento celular e tecidual, e suas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas devem ser apropriadas para adesdo, proliferacdo e diferenciacdo
celular. A superficie do arcabouco é crucial para que estas propriedades sejam adquiridas, de
modo que polimeros os biodegradaveis normalmente utilizados como PLA, PCL ou PBAT,
necessitam de posterior modificacdo, pois apresentam estruturas hidrofébicas e apresentam
falta de um grupo de reconhecimento celular para interagir com as moléculas bioativas do
tecido.%-197 Além disso, a topografia da superficie pode promover ou inibir a adesdo e a
proliferacédo celular, dependendo do design escolhido na impresséo 3D, técnica que permite a
preparacgdo de superficies com caracteristicas estruturais definidas e ajustas.

A funcionalizagdo quimica é um dos métodos mais comuns, onde grupos funcionais séo
adicionados a superficie do material para melhorar a biocompatibilidade ou introduzir
funcionalidades especificas, como a ligagdo de moléculas bioativas!®1%. Dentre os métodos
utilizados frequentemente, podemos citar o plasma!'® e a radiagdo ultravioleta UV,
modificando seletivamente as propriedades de superficie, como hidrofobicidade, carga e a
rugosidade do material. A incorporacdo de biomoléculas como proteinas, peptideos ou fatores
de crescimento diretamente na superficie do arcabougo é uma abordagem inovadora, sendo a
imobilizacdo quimica por ligacdes covalentes''! ou a adsorcéo fisical?, principalmente com
métodos de imersdo, sdo 0s métodos mais comuns para incorporagdo. A presenca de moléculas
bioativas pode melhorar a adeséo celular e a diferenciacdo, aumentando assim a velocidade de
regeneracdo e a eficacia do arcabouco. Tabatabaei e colaboradores, modificaram pecas 3D de
PCL com incorporacdo de beta tricalcio fosfato, exposicdo a plasma de N2/O, e posterior
imersdo em solugOes de colageno. Esta modificacdo permitiu 0 aumento da absor¢do de dgua e
proteinas, bem como melhora significativa na proliferacdo e adesdo celular de osteoblastos,
devido as sequéncias grupos amino presentes na estrutura que promovem ligacdo com as

células.?
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Outro estudo de modificacdo foi relatado por Chi Minghan e colaboradores, no qual
estruturas de PLA 3D foram recobertas de polidopamina (PDA) por meio da técnica de imersédo
formando um filme que agiu como uma plataforma para a posterior adesdo a cargas de
nanohidroxiapatita. Estas alteragdes geraram uma superficie com maior rugosidade, bem como
aumentaram a degradabilidade do polimero recoberto em comparacdo ao puro, por meio da
degradacéo da superficie dos arcabogos em solucéo salina tamponada de fosfato (SBF) por 28
dias. *® Também foi verificado que compdsitos 3D de PLA/PBAT, produzidos por técnica de
lixiviagdo, obtiveram uma melhora na biomineralizagéo utilizando a técnica de imersdo em
Polidopamina (PDA) e solugdo tampédo SBF, bem como na propriedade osteogénica de células
de osteoblastos humanas (MG-63), utilizando os ensaios de MTT para citoxicidade e vermelho
de alizarina S'*.

Em resumo, avancos recentes no campo de modificacdo superficial de arcabougos 3D
permitiram melhorar estruturas de biomateriais inovadores. A modificagdo superficial de
arcaboucos 3D é um campo em desenvolvimento que impacta a chamada funcionalidade dos
tratamentos de engenharia de tecido. Deste modo, a medida que as técnicas e novas pesquisas
se desenvolvam, os arcabougos 3D modificados desempenhardo um papel maior na éarea de
regeneracao 0ssea, oferecendo inovadores e eficazes tratamentos de reparagdo de tecido.

-20-



3. Objetivos

Desenvolvimento de arcabougos poliméricos funcionais de PBAT produzidos atraves da
técnica de manufatura aditiva, pelo processo de modelagem de deposi¢do fundida (FDM) em

uma impressora 3D.

3.1. Objetivos especificos

= Desenvolver arcabougos poliméricos 3D através da técnica de modelagem por deposicado
fundida utilizando o polimero PBAT;

= Modificar a superficie dos suportes poliméricos 3D por meio da deposicdo de HA, BA e
GE, de maneira isolada (1 componente), ou em conjunto de 2 destes componentes (1:1) ao
mesmo tempo e em proporgdes iguais (1 % m/v);

= Investigar as propriedades morfoldgicas, estruturais, térmicas e mecanicas dos suportes
produzidos, com e sem modificacao superficial,

= Avaliar a dispersdo dos materiais depositados nas estruturas 3D fabricadas;

= Investigar as propriedades bioldgicas dos suportes 3D escolhidos mediante ensaios in vitro

de citotoxicidade, biocompatibilidade, proliferacdo e diferenciacéo celular.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Materiais

Poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) (Ecoflex® F Blend C1200) na forma de
pellets fornecido pela BASF Corporation (Florham Park, NJ, USA), densidade de 1,27 g cm™
a 23 ° C e indice de fluidez 13 g 10"t min (190 ° C / 2,16 kg). Hidroxiapatita nanop6 > 97 %
tamanho de particula (< 200 nm (BET)) (Sigma Aldrich). Biovidro (B) produzido e fornecido
pelo Laboratorio de Materiais Dentarios (LAMAD-UFRGS) sob patente de ndmero BR
102018006848-2 A2, apresentando composicdo nas seguintes proporcdes (em mol): 0,1 a2 %
de pentdxido de nidbio (V) (Nb2Os), 20 a50 % de SiO», 20 a 50 % de CaO, 20 a 35 % de NaO,
e 1 a3 % de P,Os. Gelatina (GE) de pele bovina tipo B (forca do gel ~225 bloom) (Sigma
Aldrich). Meio de cultura essencial minimo alfa (a-MEM, Thermo Fisher Scientific), soro
bovino fetal (Thermo Fisher Scientific), penicilina 1% (Thermo Fisher Scientific),
Sulforadamina B 0.4% (Sigma Aldrich), formaldeido 10% (Sigma Aldrich), solugdo aquosa de
vermelho de alizarina S (Sigma Aldrich), acido tricloroacético 50% (Dindmica) e acido acético

(Dinamica).
4.2 Fabricacéo do suporte polimérico 3D por FDM

Para a fabricacdo do suporte polimérico 3D de PBAT, inicialmente foi realizada a
modelagem computacional da peca utilizando o software CAD (projeto assistido por

computador) SolidWorks® 2017. O modelo digital é apresentado na Figura 14 com orientac&o
de camada 0-90°.

(A) (B) ©

LS AS

000000
DF EF

CS

Figura 17. Representacdo geométrica dos suportes poliméricos 3D: vista isométrica (A), vista
superior (B), vista frontal (c).
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As dimensBes presentes no projeto 3D podem ser visualizadas na Tabela 1. As
dimensdes empregadas para a para fabricagdo do modelo CAD foram escolhidas com base na
literatura de modo que sua estrutura tridimensional pudesse fornecer os requisitos necessarios
para area de tecidos 6ssea, ou seja, obter propriedade mecéanica adequada para servir como
suporte na area a ser aplicada®->16, Além disso € necessario que as estruturas tenham poros
com didmetro de no minimo 100 pm e porosidade maior que 40-60 % para permitir o
crescimento celular, difusdo de nutrientes e metabdlitos, migracdo celular bem como permitir

uma vascularizagdo do tecido em crescimento®!’ 119,

Tabela 1. Dimensdes do modelo CAD dos suportes poliméricos de PBAT.

Geometria do suporte Tamanho(mm)
Espacamento entre filamentos depositados (EF) 0,5
Diametro dos filamentos depositados (DF) 1
Altura do suporte 3D (AS) 3
Comprimento do suporte 3D (CS) 10
Largura do suporte 3D (LS) 10

Foi projetado em nosso laboratdrio o modelo CAD como descrito acima, transformado
em um documento *.STL para ser impresso na impressora do tipo modelagem por fuséo e
deposicdo 3D CL1 (Cliever), utilizando o software de impressdo Cliever Studio. As etapas a
partir do filamento para producdo dos suportes poliméricos 3D pelo método FDM podem ser

visualizadas no esquema apresentado na Figura 15.

Usuario Modelo CAD Arquivo *.STL Impressao 3D Material 3D

Figura 18. Esquema do processo envolvido na impresséo de um material 3D em uma

impressora de Modelagem por Fusao e Deposi¢do (FDM).

Para o processo de impressdo 3D foram utilizados filamentos produzidos por extrusao
utilizando pellets de PBAT. Para este processo, foi utilizada uma extrusora dupla rosca co-
rotante Haake H-25, modelo Rheomex PTW 16/25, L/D 25, matriz com L/D = 3

(Polylabsystem, Karlsruhe, Alemanha), rotacdo de 150 rpm a uma taxa de alimentacdo de 10
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g.minl, mantendo a temperatura de 130-140 °C na zona de alimentacdo. O filamento foi
resfriado em uma banheira de agua e tracionado por sistema de rotores para se atingir a
espessura de 1,75 mm apropriada para a impressora utilizada.

Durante o processo desenvolvimento da peca impressdo 3D, foram realizados inimeros
ensaios na impressédo 3D, como demonstrado na Figura 16, que contém pecas com diferentes
tipos de problemas na impressdao em um dos varios testes realizados. Desta maneira, variou-se
os parametros de impressdo 3D disponiveis no software Cliever Studio, como velocidade de
impressdo, temperaturas de extrusdo, espessura entre camadas, entre outros, até se obter um

material que apresentasse as melhores condig¢Ges possiveis de impressao com o polimero PBAT.

Figura 19. Amostras impressas com problemas em um dos testes realizados para adequacao
dos parametros definidos.

Os parametros utilizados na impressdo dos suportes neste trabalho podem ser
visualizados na Tabela 2. Os parametros utilizados foram obtidos em laboratério com a

otimizacdo do processamento das pecas na impressora Cleaver.

Tabela 2. Pardmetros de impressao dos suportes 3D.

Densidade (%0) 1%
Espessura das paredes 1
Diametro do bico (mm) 0,3
Altura entre camadas (mm) 0,15
Espessura da base (Camadas) 1
Espessura do topo base (Camadas) 1
Velocidade de impresséo (%) 70%
Diametro do filamento (mm) 1,75
Temperatura de extruséo (°C) 150
Temperatura da bandeja - 12 camada (°C) 30
Temperatura da bandeja - demais camadas (°C) 30
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4.3 Modificacgao superficial dos suportes poliméricos 3D

O esquema do processo de modificagédo superficial dos suportes de PBAT 3D (P) pode
ser visualizado na Figura 17. Este processo foi realizado pelo método de revestimento por
imersdo, por meio da imersdo das pecas obtidas em solugdes aquosas (H2O deionizada) de
gelatina (G), hidroxiapatita (H) e biovidro (B), em concentra¢des de 10 mg/mL (m/V) de cada
componente, sob agitagdo magnética lenta e temperatura de 50 ° C por 24 h. As concentracdes
utilizadas para o processo de imersdo foram adaptadas da literatura.!®® A modificacéo
superficial foi classificada de acordo com a quantidade de componentes depositados nos
suportes. Os suportes 3D modificados com apenas 1 componente foram denominados de PG,
PH e PB. Os suportes modificados com 2 componentes simultdneamente foram denominados
PBH, PBG e PHG. Apos este procedimento, todas as amostras foram secas em estufa a 50 ° C
por 24 h e armazenadas em dessecador.

IMPRESSAO 3D MODIFICACAO DO PBAT 3D POR
FDM IMERSAO
W 1% m/
: o m/v
HEo Exirusords Hidroxiapatita (H)
Biovidro (B)

Gelatina (G)

24h de agitacdo a T = 50°C

Figura 20. Representacdo do processo de producdo e modificacdo por imersdo dos arcabougos
3D.
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4.4 Caracterizacao dos suportes poliméricos 3D

4.4.1 Microscopia eletronica de varredura com emisséo de campo (MEV-FEG) acoplada a

espectroscopia de raios-X por dispersédo de energia (EDS)

A morfologia e composicdo elementar superficial dos suportes 3D foram avaliadas por
MEV-FEG acoplado a EDS em um microscopio FEI Inspect F50 equipado com espectrometro
(e com detector de desvio de silicio (SDD, Apollo SDD, EDAX® products). Imagens dos
suportes 3D foram obtidas no modo de elétrons secundarios (SE), operando com um potencial
de aceleracédo de feixe de 20 keV. As amostras foram previamente metalizadas com ouro. As
analises foram realizadas no Laboratorio Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM)
da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Para avaliar e comprovar
a deposicdo superficial de hidroxiapatita, biovidro e gelatina nos suportes realizou-se 0
mapeamento elementar dos suportes. As dimensdes do suporte 3D de PBAT puro foram obtidas
a partir da analise das imagens de MEV-FEG no programa computacional Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) por meio da realiza¢do de 100 medidas, com objetivo
de comparar as dimens6es do suporte 3D obtido por FDM com as dimensGes projetadas no

modelo 3D desenvolvido no SolidWorks.

4.4.2 Microtomografia computadorizada de raios X (UCT)

A morfologia interna e externa tridimensional dos suportes 3D foram analisadas em um
microtomografo de raios X (UCT) (SMX-90 CT; Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) disponivel no
Laboratorio de Materiais Dentarios (LAMAD) da Faculdade de Odontologia da UFRGS. O
scanner operou a 60 kV e 100 mA (0,5 mm Al filter), gerando imagens com 1024 x 1024 pixels
de resolucdo e 4800 numeros de visualizagdes. Para cada amostra, a avaliacdo foi feita de 300
a 400 fatias. A partir desta analise, a porosidade (%) dos suportes foi avaliada com o auxilio
do software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Também foi realizada
a reconstrucdo 3D das amostras utilizando o software ImajeJ/Fiji, e 0 uso do plugin weka
segmentation, uma ferramenta de classificacdo e segmentacdo de imagens com aprendizado de

maquina de algoritmos (machine learning).
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4.4.3 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As caracteristicas estruturais dos suportes 3D foram avaliadas por FTIR em um
espectrometro FT-IR Spectrum One Spectrometer da Perkin Elmer Instruments, equipado com
0 acessorio de refletancia atenuada total universal (UATR), no intervalo de comprimento de
onda de 4000 a 530 cm™ utilizando 4 varreduras. A analise foi realizada no Laboratorio de

Espectroscopia da Escola Politécnica/PUCRS.

4.4.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos suportes 3D foi avaliada por analise termogravimetrica em
um equipamento de modelo SDT Q600 (TA Instruments). Foi realizada uma rampa de
aguecimento no intervalo de temperaturas de 25 a 600°C a uma taxa de aquecimento de
20°C.min™%, sob atmosfera inerte de nitrogénio (100 mL/min). A analise foi realizada no
Laboratorio Multiusuario de Analise Térmica (LAMAT) do Instituto de Quimica da UFRGS.

Na literatura, a analise termogravimétrica é utilizada para estimar a quantidade de
substancia imobilizada por adsorcéo na superficie de matrizes poliméricas e inorganicas!?: 1%
Além disso, vale ressaltar que a perda de massa até 200°C néo foi contabilizada uma vez que

nessa regido ocorre perda de agua (umidade) das amostras.

4.4.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A analise do comportamento térmico das amostras foi realizada por DSC em calorimetro
(TA  Instruments, modelo Q20, EUA). A medigdo foi realizada no modo
calor/resfriamento/aquecimento a uma taxa de 10°C.min", sendo aquecida da temperatura
ambiente até 200°C com uma isoterma de 5 min, resfriada até -50°C com uma isoterma de 5
min, e aquecido novamente até 200°C, sob atmosfera de nitrogénio (vazédo de 50 mL.min™?). A
temperatura de fusdo foi determinada na segunda etapa de aquecimento. A cristalinidade das
amostras foi calculada usando a seguinte formula: Xc = (AHm/AHm100) * 100, onde, AHm100 € O
calor de fuséo teérico do PBAT contendo 100% de fase cristalina (114 J.g)!%. A analise DSC
foi realizada no Laboratério Multiusuario de Analise Térmica do Instituto de Quimica
(UFRGS).
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4.4.6 Ensaio mecanico de compressao

O comportamento mecanico dos suportes poliméricos 3D foi avaliado em um ensaio de
compressdo uniaxial com método adaptado da literatura 2, utilizando a Maquina Universal
(LLOYD Instruments). As amostras utilizadas apresentavam dimensfes de 1 x 1 x 1 cm e foram
analisadas em quadruplicatas. Neste ensaio, foram utilizadas uma célula de carga de 5 kN e
uma velocidade de compressdo de 1 mm.min™ até uma deformacao de 30 % da peca. As analises

foram realizadas no Laboratério de Quimica Industrial da Escola Politécnica/PUCRS.

4.5 Analises bioldgicas

Para estas analises foi utilizado células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1
(Banco de Células do Rio de Janeiro- Rio Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em Meio
de Cultura Dubellco Modificado (a-MEM), suplementado com 1 % de Penicilina e 10 % de
Soro Fetal Bovino (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusets, EUA) em estufa a 37°C
e 5 % de CO2 com troca de meio de cultura a cada 2-3 dias. Todos os ensaios biologicos foram
realizados no laboratério de materiais dentarios (LAMAD) da Faculdade de Odontologia da
UFRGS.

4.5.1 Analise de proliferacéo celular dos suportes 3D

O ensaio de viabilidade celular por Sulforodamina B (SRB) foi feito com método
indireto. Os extratos foram produzidos com as amostras 10 x 10 x 3 mm imersas por 24 h em
a-MEM. As amostras utilizadas foram esterilizadas com perdxido de hidrogénio. As células
foram semeadas com uma densidade de 5 x 10° células por poco em placas de 96 pogos e
tratadas com o meio extraido por 72 h. Apds este periodo, as células foram fixadas com &cido
tricloroacético 50 % (Dindmica, Indaiatiba, S&o Paulo, Brasil) e coradas com SRB 0,4 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em 1 % de &cido acético. A camada de células foi suspendida
em Tris(hidroximetil)aminometano 10 % e realizada a leitura da absorbancia em cada pogo em
um leitor de microplacas a 560 nm (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, USA). Os
resultados obtidos foram normalizados para os valores obtidos nos pocos onde as células foram
tratadas apenas com meio de cultura e a partir disso foram obtidos o valor da porcentagem de
celulas viaveis em cada grupo.

Foi também realizado o ensaio de viabilidade MTT na qual os meios condicionados
foram produzidos conforme descrito no ensaio do SRB. As células foram semeadas na mesma

concentracdo em placas de 96 pocos e tratadas com os extratos por 68 h. Ao fim deste periodo,
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as células foram lavadas com PBS e uma solucdo de 0,5 mg.ml* de solugdo de MTT (brometo
de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio) foi adicionada aos pogos. As placas foram
incubadas a 37°C e 5% CO; por 4 h para que as células metabolizem o MTT e para que 0
periodo de 72 h de analise se complete. Apos a incubacdo, uma solugdo de dimetilsulfoxido
(DMSO) foi utilizada para dissolver os cristais formados pelo metabolismo do reagente MTT,
sendo possivel realizar a leitura da absorbancia em cada po¢o em um leitor de microplacas a
570 nm (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, USA). Os resultados obtidos foram
normalizados para os valores obtidos nos pogos onde as células foram tratadas apenas com meio
de cultura (controle) e a partir disso foram obtidos o valor da porcentagem de células viaveis

em cada grupo.

4.5.2 Mineralizacéo celular

A coloracdo com vermelho de alizarina S foi usada para avaliar a diferenciacdo de
células MC3T3-E1. As amostras (10 mm x 10 mm x 3 mm altura; n = 3) foram imersas em
meio de cultura por 24 h para extracdo. As células MC3T3-E1 foram cultivadas em meio
osteogénico suplementado com 0,0023 g.mL* de B-glicerofosfato e 0,05 mg.mL? de L-
ascorbato na densidade celular de 2 x 10* em placas de 24 pogos. O tratamento foi realizado
por 7, 14 e 21 dias. Apds cada ponto de tempo, os pogos foram lavados com PBS e corados
com solucdo de 2% de vermelho de alizarina S (Sigma Aldrich, St, Louis, E.U.A.) por 20 min.
As imagens foram tiradas com uma camera com ampliacdo de 5x e analisadas em software de
imagem (ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). A porcentagem da area
mineralizada em cada poco foi calculada considerando a medi¢do da &rea de intensidade
vermelha limiarizada. O mesmo limiar foi usado para todas as imagens. A porcentagem dos
nodulos mineralizados em cada poco foi normalizada para os valores encontrados nos pogos

tratados com a-MEM puro (controle).
4.6 Andlise estatistica

Anaélise de variancia unidirecional (ANOVA) e pos-teste de Tukey foram utilizadas para
analise de dados de viabilidade celular, propriedades mecéanicas e porosidade. Foi utilizado

ANOVA bidirecional para a mineralizacdo celular no teste Vermelho de Alizarina S. Todas as

analises foram realizadas com significncia de 5%.
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5. Resultados e discussoes

5.1 Espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-
ATR)

5.1.1 FTIR dos reagentes

No espectro de FTIR das nanoparticulas de hidroxiapatita (H) (Figura 18), os modos
vibracionais tipicos dos grupamentos PO4>e OH podem ser observados. Bandas caracteristicas
de OH podem ser visualizadas nas regides de 3572 e 632 cm™, referentes a ligag&o de hidrogénio
O-H em modo tracdo e liberacdo de ions OH ligados a hidrogénio, respectivamente. As bandas
caracteristicas de fosfato (PO.*) foram observadas nas regides de 602 e 567 cm¥,
correspondente aos modos vibracionais v4 do dobramento angular O-P-O dos fosfatos, e em
1087, 1028 e 962 cm™, correspondente ao estiramento vi relacionado as ligagdes P-O dos
fosfatos de calcio. 2129
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Figura 21. Espectro de FTIR-ATR das nanoparticulas de hidroxiapatita (H) utilizadas na

modificacdo superficial dos suportes poliméricos 3D de PBAT.
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No espectro FTIR da gelatina (G), Figura 19, as bandas caracteristicas como ligacédo

amida A (3279 cm™), estiramento C=0 de grupos carboxil (1734 cm™), estiramento da ligacéo

C-O na amida I (1633 cm™), ligagdo N-H e estiramento vibragdo C-N na amida 11 (1529 cm™)

e amida 111 (1233 cm™) puderam ser visualizadas. %3
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1734
Cc=0
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1233
C-N
{Amida IIT)
1529
N-H
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Amida A
1633
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Numero de Onda (cm™)

Figura 22. Espectro de FTIR-ATR da gelatina (G) utilizada na modificacdo superficial dos

suportes poliméricos 3D de PBAT.

No espectro de FTIR do biovidro (B) (Figura 20), as bandas caracteristicas do material

foram visualizadas nas regides de 568 cm™, correspondente a ligagio de ponte Nb-O-Nb, e 849

cm?, referente ao estiramento colinear Nb-O-Nb.1*2132 Além disso, pode-se observar as bandas

dos grupos fosfatos (PO4*) cristalinos nas regides de 614 e 656 cm™, e bandas de estiramento

da ligacdo Si-O-Si em SiOs* em 710 cm™, a qual é tipica de silicatos cristalinos. Bandas

relacionadas majoritariamente ao estiramento de grupos Si-O foram observadas em 1026 e 1068

cm™, porém na mesma regifo ha uma sobreposicdo com grupos fosfato PO4%. As bandas em

1412 e 1483 cm™ podem ser atribuidas ao estiramento e impurezas de carbonato CO3z>,
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provenientes da reacdo de origem do biovidro. Por fim, as bandas correspondentes aos grupos

hidroxilas (O-H), relacionados a 4gua na estrutura do BG, foram encontradas em 3063 e 1616
Cm-1_134,135
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Figura 23. Espectro de FTIR do Biovidro (B) utilizado na modificagdo superficial dos suportes
poliméricos 3D de PBAT.

5.1.2. FTIR dos suportes poliméricos 3D modificados superficialmente com apenas 1

componente

Os espectros de FTIR dos suportes 3D de PH, PB, PG e PBAT sao apresentados na
Figura 21. No espectro de FTIR do suporte 3D de PBAT é possivel observar a presenca das
bandas caracteristicas do PBAT ndo processado, tais como estiramento assimétrico da ligacdo
C-H das fragoes alifatico-aromatico em 2951cm™; estiramento simétrico C-H em 2869 cm™,
aos grupos carbonila C=0 da ligacdo éster em 1710 cm™; estiramento C-O das ligacGes éster
em 1268 cm™; estiramento C-O-C das ligagOes éster em 1247 cm™; e vibracbes dos grupos
metilenos (-CHz-) em 727 cm?, 126136137

No espectro de FTIR do suporte 3D de PH, foi observada a presenca das bandas
principais do PBAT em 2959 cm™(C-H), 1715 cm™ (C=0) da ligac&o éster, 1268 cm™ (C-O) e
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727 cm® (-CH,-). As bandas de hidroxila referentes a hidroxiapatita podem ser encontradas em
3573 e 634 cm™. Além disso, as bandas referentes as ligacdes P-O do fosfato podem ser
visualizadas em 1086, 1019 e 962 cm™. No entanto, foi observado um pequeno deslocamento
das bandas fosfato (PO4>) para nimeros de onda mais baixos (562 e 599 cm™) em relacio a
hidroxiapatita pura, indicando que hé interagdo entre a hidroxiapatita e o PBAT®, Também foi
observado deslocamento da banda correspondente ao estiramento C=0 do PBAT para humeros
de onda mais alto (1710 para 1716 cm™), o que pode ser atribuido & formacéo de ligacdes de

hidrogénio entre os grupamentos OH da hidroxiapatita e a ligagdo éster C=0 do PBAT 1%,
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Figura 24. Espectros de FTIR dos suportes poliméricos 3D de PH (azul), PB (vermelho), PG

(verde) e PBAT (preto).

No espectro de FTIR dos suportes 3D de PB também foram encontrados as bandas
caracteristicas do PBAT em 2955 e 2874 cm™ (C-H), 1714 cm™® (C=0 de éster), 1271 cm™ (C-
0), 1253 cm™ (C-O-C) e 726 cm™ (-CH-). Essas bandas foram relatadas por Ulbrich em seu
trabalho, com bandas em 1150/1270 cm™ relativos as vibragdes C-O em polimero de PBAT
com 10% de biovidro.?® Bandas caracteristicas de OH do biovidro foram observadas em 3575

e 633 cm™. Bandas dos grupos fosfatos (PO4*) foram observadas em 571 e 602 cm™. Bandas
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referentes a ligacdo Si-O sdo visualizadas na regifo de 1100 a 1000 cm™.26 As bandas em 1457
e 1410 cm™ sdo atribuidos ao estiramento e impurezas de carbonato COs*, e em 874 cm™
atribuido a ligagdo CO3%.13%1%0 por fim, foi observada uma banda em 918 cm™, caracteristica
da ligaco colinear Nb-O-Nb. 14

No espectro de FTIR dos suportes 3D de PG podem ser visualizadas as bandas
caracteristicas da gelatina em 3304 cm™ correspondente ao estiramento N-H da ligagdo amida,
1670 cm™ referente ao estiramento C=0 (amida I), 1541 cm™ correspondente & ligagdo N-H
(amida 1), 643 cm™ referente a ligagdo N—H fora do plano de amida secundaria, e 564 cm™
correspondente a ligagdo N-H. 1%/

A partir da analise dos espectros de FTIR dos suportes 3D com 1 componente
isoladamente depositado, pode-se verificar que a modificacdo superficial alterou as
caracteristicas estruturais dos materiais, demostrando que a deposi¢do de 1 componente na
superficie do suporte 3D de PBAT pelo método de recobrimento por imersao foi efetiva.

5.1.3 FTIR dos suportes poliméricos 3D modificados superficialmente com a combinacéo

de 2 componentes

Os espectros de FTIR dos suportes poliméricos 3D de PHG, PBH, PBG e PBAT séao
apresentados na Figura 22. PHG apresentou as principais bandas caracteristicas da matriz, bem
como dos 2 componentes depositados. Observou-se a ligagio C=0 de éster em 1714 cm™
proveniente da matriz de PBAT, enquanto as bandas de OH e dos grupos fosfato da
hidroxiapatita foram encontrados em 3571 cm?, 632 cm™ e 602 cm™, respectivamente. Ja as
ligagcBGes quimicas presentes na gelatina foram observadas em 3288 cm™, correspondente ao
estiramento N-H, em 1644 cm™, referente estiramento C=0 (amida 1), e em 1540 cm¥,
correspondente a ligagdo N-H (amida II). O deslocamento observado na banda relativa ao
estiramento C=0 (1710 cm™ para 1714 cm™) pode ser atribuida a formacéo de ligacGes de
hidrogénio entre os grupamentos OH da hidroxiapatita e a ligacdo C=0 de éster do PBAT. Luo
Y. e colaboradores obtiveram resultados similares de FTIR ao criar suportes de
alginato/gelatina via impressdo 3D e deposicdo de hidroxiapatita por mineralizagdo in situ,
identificando bandas de P-O do grupo fosfato em 604 cm™.1%

No espectro de FTIR do suporte 3D de PBG forma observadas bandas em 1711 cm™,
referente & ligagcdo C=0 de éster do PBAT, em 3571 e 634 cm™, correspondente & banda de
OH, em 1018 cm™?, referente a ligacdo Si-O-Si, e em 634 e 563 cm™ referente aos grupos
fosfato. A ligagdo N-H (amida I1) foi observada em 1559 cm™ enquanto o estiramento N-H foi

observado em 3288 cm™.
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O suporte 3D de PBH apresentou as principais bandas caracteristicas da matriz e dos
componentes inorganicos depositados: em 1718 cm™, correspondente a ligagdo C=0 de éster;
em 1268, 1157, 634 e 565 cm™, correspondentes aos grupos fosfatos. No entanto, na regido de
1100 a 1000 cm™ ha uma sobreposicao das ligagdes Si-O e dos grupos fosfato. O deslocamento
da banda referente ao estiramento C=0 do PBAT (1710 cm™ para 1718 cm™) pode ser atribuida
a formacéo de ligagdes de hidrogénio entre os grupamentos OH da hidroxiapatita e a ligacdo
C=0 de éster do PBAT.
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Figura 25. Espectros de FTIR dos suportes poliméricos 3D de PHG (vermelho), PBG (azul),
PBH (verde) e PBAT (preto).

A partir da andlise dos espectros de FTIR dos suportes 3D com 2 componentes
depositados simultaneamente, pode-se verificar as bandas caracteristicas dos materiais,
demostrando que a deposi¢do de 2 componentes na superficie do suporte 3D de PBAT pelo
método recobrimento por imersdo foi efetiva, bem demonstrar que a mesma ocorreu por

interacdes fisicas entre os componentes utilizados (H, B e G) e a superficie do suporte.
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5.2 Caracteristicas morfoldgicas dos suportes poliméricos 3d com superficie modificada

5.2.1 MEV-FEG dos reagentes

A Figura 23 apresenta as imagens obtidas por de MEV-FEG dos materiais aplicados
(gelatina, biovidro e hidroxiapatita) na modificacao superficial da peca de PBAT 3D. Tanto o
biovidro quanto a hidroxiapatita demonstraram tendéncia de aglomeragdo entre suas particulas.

BIOVIDR

Figura 26. Fotomicrografias obtidas por de MEV-FEG dos materiais aplicados a superficie da
peca de PBAT 3D

A Figura 24 apresenta as fotomicrografias de MEV-FEG do suporte 3D de PBAT
processado via FDM, o qual apresentou um espacamento entre filamentos de 505 + 77 um
(Projetado de 500 pm) e didmetro dos filamentos de 683 + 92 (Projetado de 1000 pm). As
dimensdes obtidas para o suporte 3D de PBAT impresso apresentaram valores diferentes
daqueles projetadas no software, e isto pode ser atribuido a resolucdo da impressora utilizada.
De acordo com a literatural#?143, é necessario que um biomaterial apresente macroporosidade

acima de 100 pm para facilitar os processos de osteogénese e angiogénese. Poros
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interconectados podem promover uma melhor circulacdo de fluidos corpdreos, nutrientes e
oxigénio, bem como a migragdo celular. Além disso, a microporosidade pode melhorar a
osteoinducdo de suportes, principalmente por apresentar uma maior area superficial, provendo
mais locais de adsorcdo proteicas e de permeabilidade. >4 Estruturas macroporosas que
contenham tamanho de poros iguais a = 500 um sdo consideradas adequadas para a engenharia
de tecido, uma vez que a faixa ideal de tamanho de poros para esta aplicacdo varia de 300 a
1000 um. Devido a isto, a arquitetura do scaffold é de suma importancia, pois deve favorecer a
osteogénese permitindo a vascularizagdo e o transporte de nutrientes para o crescimento do

tecido 144,145

Figura 27. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimeérico 3D de PBAT puro.

5.2.3 MEV-FEG, mapeamento elementar dos suportes poliméricos 3D com 1 componente e

reconstrucao 3D de imagens analisadas por UCT.

Na Figura 25 séo apresentadas as imagens de MEV-FEG e do mapeamento elementar
do suporte 3D de PH. E possivel observar que a deposicdo superficial com hidroxiapatita foi
realizada de maneira uniforme ao longo da peca, se mostrando presente também em regides
internas da peca como demonstrado na imagem de mapeamento de todos 0s componentes
atdmicos juntos. Yongxiang Luo e colaboradores?*, depositaram camadas de nanoapatita de
maneira uniforme por deposicdo in situ em suportes 3D de alginato/gelatina, a qual foi
comprovada devido a presenca de picos caracteristicos de Ca e P nos espectros de EDS.
Adicionalmente, os autores também observaram que a nanoapatita depositada estimulou a
proliferacdo e diferenciacdo osteogénica, bem como aumentou a adsorcdo de proteinas na

superficie.
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Figura 28. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico 3D de PH e do
mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos célcio (azul),

fosforo (vermelho) e oxigénio (amarelo).

A deposicédo de biovidro ativo na superficie do suporte 3D de PB pode ser visualizada
na Figura 26. A analise microscopica comprova a deposi¢do deste biomaterial em toda a
superficie do suporte, e 0 mapeamento elementar confirma a presenca do biovidro. No entanto,
percebe-se que ha a presenca de aglomerag6es de biovidro nas camadas que foram criadas via
FDM que apresentam irregularidades, ja que a peca é feita camada por camada. Fathi A. e
colaboradores, fabricaram suportes 3D de compositos de PCL e biovidro modificado (PCL/BG)
via técnica FDM. Os autores utilizaram um biovidro multicomponente dopado de estréncio (Sr)
ou cobalto (Co). A adicéo dos biovidros levou uma melhora na resisténcia a compressdo dos
suportes, bem como aumento a hidrofilicidade deles (96,6° para PCL puro e 76° para PCL/BG).
A porosidade dos suportes obtidos pelos autores foi de 25%. A andlise de MEV dos suportes
demonstrou que a rugosidade da superficie dos suportes de PCL/BG aumento quando
comparado ao suporte de PCL puro, atribuido as inclusdes de biovidro projetando-se do
polimero, bem como as aglomeracdes das particulas desse material inorganico. Além disso, foi
observado que os macrocanais do suporte apresentavam o tamanho de = 400 um. A andlise de
EDS detectou os ions de C, Si, Ca, P, O, Sr e Co no suporte de PCL/BG demonstrando a
presenca dos biovidros modificados e como estes materiais estavam dispersos na superficie. Os

resultados dos ensaios in vitro realizados revelaram que os suportes 3D baseados em
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compositos de PCL/BG modificados eram biocompativeis, bem como confirmaram que eles
eram substratos adequados para a adeséo e proliferacdo de células de osteosarcoma MG-63.146
Apesar de o suporte 3D de PCL/BG obtido Fathi e colaboradores apresentar biovidro no bulk
(além da superficie), os resultados referentes a morfologia superficial deste suporte apresentam
similaridade com os resultados de morfologia superficial obtidos neste trabalho para o suporte
polimérico 3D de PB, no qual o PBAT teve sua superficie modificada pela deposicdo de

biovidro por imersao.
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Figura 29. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico de 3D de PB e do

mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos calcio (azul),
fésforo (vermelho), oxigénio (amarelo), sodio (laranja) e silicio (rosa).

Na Figura 27 séo apresentadas as imagens de MEV-FEG e do mapeamento elementar

do suporte 3D de PG. Diferentemente dos suportes de PH e PB, ndo ha presenca de aglomeracao
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de gelatina na superficie do suporte PG. No entanto, uma fina camada de gelatina foi criada na
superficie da peca, sendo que seus elementos constituintes, nitrogénio e oxigénio, foram

identificados no mapeamento elementar obtido por MEV-FEG/EDS.

500pm !
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Figura 30. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico 3D de PG e do
mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos nitrogénio (verde)

e oxigénio (amarelo).

O recobrimento com polimeros de origem natural, ja foi descrito na literatura, visando
a melhora das propriedades dos materiais, tais como hidrofilicidade e ades&o celular. Isto pode
ser visto no trabalho de Young He e colaboradores, no qual suportes 3D de poli(L-lacteo-co-¢-
caprolactona) (PLCL) foram recobertos com colageno tipo I. Os autores observaram uma
reducdo discreta nas propriedades mecanicas, bem como melhora significativa da
hidrofilicidade em relagdo ao PLCL puro. Além disso, através da anélise de MEV, os autores
demostraram que a deposigdo superficial do colageno foi realizada no PLCL, mantendo a sua
estrutura praticamente igual ao polimero puro 3D. Também houve a verifica¢do que a deposicao
ndo reduziu a porosidade da peca, bem como néo afetou a sua estrutura externa. Os resultados

do ensaio de MTT demonstraram que a proliferacdo celular de condrdcitos articulares de coelho
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foi melhor no suporte modificado em comparacédo ao suporte puro. Por fim, a morfologia celular
destas células apds 1 dia de cultura foi melhor para o suporte de PLCL modificado com gelatina
31_

No presente trabalho, através da analise dos dados por Weka segmentation no software
FIJI, podemos verificar que a gelatina se deposita majoritariamente na superficie, como se
criasse uma pelicula ao redor do PBAT. O biovidro, por sua vez, apesar de ser um componente
inorgénico, apresenta hidrofilicidade, o que faz com que se deposita em maior quantidade na
superficie do arcabouco, quando comparado a desposicao de hidroxiapatita. Essa afinidade com
agua permitiu que o Biovidro se dispersa-se melhor na solu¢do aquosa. O resultado desta

deposicdo pode ser visualizada na Figura 28, com imagens reconstruidas pelo software ImajeJ.
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Figura 31. Imagens de reconstrucdo 3D das amostras, a),b),d) e f), e a segmentacdo das imagens
realizada pelo plugin weka segmentation (c,e,g), na qual a cor preta na estrutura identifica o

PBAT e o colorido representa os materiais depositados.
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Figura 28. Imagens de reconstrucdo 3D das amostras, a),b),d) e f), e a segmentacdo das imagens
realizada pelo plugin weka segmentation (c,e,g), na qual a cor preta na estrutura identifica o

PBAT e o colorido representa os materiais depositados.

5.2.4 MEV-FEG, mapeamento elementar dos suportes poliméricos 3D com 2 componentes

e reconstrucao 3D de Imagens analisadas por uCT

Na Figura 29 sdo apresentadas as imagens de MEV-FEG e do mapeamento elementar
da deposicdo de hidroxiapatita e gelatina no suporte 3D de PHG. A partir destas imagens,
observa-se que foi possivel realizar uma deposicédo simultanea dos componentes hidroxiapatita
e gelatina, e que a pega apresentou um recobrimento em quase totalidade do suporte de PBAT

por ambos os materiais.
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Figura 32. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico 3D de PHG e do
mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos célcio (azul),
fésforo (vermelho), oxigénio (amarelo) e nitrogénio (verde).

A analise de EDS comprovou essa deposi¢do por meio da identificacdo dos atomos
constituintes de ambas as substancias de recobrimento (N, Ca, P, O). V. Martin e
colaboradores!* obtiveram resultados similares apos a deposicdo superficial de colageno,
hidrocloreto de minociclina e citrato hidroxiapatita via dip-coating. Os autores também
observaram que a superficie do suporte 3D apresentou um recobrimento homogéneo de
colageno e de hidrocloreto de minociclina, bem como a presenca de pequenas aglomeragdes
hidroxiapatita, sendo que todos esses componentes foram observados no mapeamento
elementar obtido por EDS.

Na Figura 30, as imagens mostram a presenca de biovidro e gelatina no suporte 3D de
PBG. Igualmente ao suporte de PHG, as imagens de MEV de PBG também comprovam que a
deposicao simultanea de biovidro e gelatina na superficie da peca de PBAT. Entretanto, também
se verifica pequenas aglomeragOes de biovidro entre as camadas formadas durante a confecgéo
da peca. A andlise de EDS comprova a deposigéo e corrobora com as fotomicrogafias obtidas
por MEV.
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Figura 33. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico 3D de PBG e do
mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos célcio (azul),
fésforo (vermelho), silicio (rosa), oxigénio (amarelo), sodio (laranja) e nitrogénio (verde).

Na Figura 31, pode ser visualizada a presenca de biovidro e hidroxiapatita no suporte
3D de PBH, a qual foi comprovada também atraveés do mapeamento elementar. Neste caso,
além da deposi¢éo simultanea dos materiais verificou-se que o biovidro e a hidroxiapatita estao

localizados em toda a superficie da peca 3D, de forma homogénea.
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Figura 34. Fotomicrografias obtidas por MEV-FEG do suporte polimérico 3D de PBH e do
mapeamento elementar obtidas por EDS, onde sdo mostrados os elementos Calcio (Azul),

Fosforo (vermelho), Silicio (rosa), Sodio (laranja) e Oxigénio (Amarelo).

Para 0s materiais com 2 componentes, a analise dos dados e imagens dos fatiamentos
realizados pela técnica de microtomografia computadorizada tambem foi realizada. Apesar de
ndo ter sido possivel diferenciar qual dos dois materiais estdo na superficie do arcabouco, ou
seja, conseguir separar a estrutura principal impressa de PBAT de outro componente diferente,
podemos inferir qual a distribuicdo destes no material 3D. Na Figura 32, é demonstrado a

estrutura 3D, bem como as segmentacdes realizadas.
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Figura 35. Reconstrucdo 3D das amostras (a,b,d,f) e a segmentacdo das imagens realizada pelo
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5.3 Porosidade dos suportes poliméricos 3D

As porosidades dos suportes poliméricos 3D (Figura 33) foram de 57 £ 6 % (PBAT), 52
+2 % (PB), 57 + 7 % (PH), 60 £ 3 % (PG), 60 + 1 % (PBH), 63 £ 5 % (PBG) e 61 £ 1 %
(PHG), nao apresentando diferenca significativa entre todos arcaboucos. Para fins de
comparagdo, 0 0sso cortical apresenta porosidade de 5 a 15%, enquanto o 0sso trabecular

apresenta um amplo espectro de 40% a 95% 4.
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Figura 36. Andlise da porosidade quantitativa dos suportes poliméricos 3D pela anéalise de

MicroCT. ANOVA de uma via ndo apresenta diferenca significativa entre as amostras testadas.

No trabalho de Yong He e colaboradores'*®, foi avaliado a porosidade de suportes 3D
de PLCL modificados por meio do deposito de colageno tipo | (PLCL/COLI) em sua superficie.
Os resultados do estudo demonstraram que porosidade ndo alterou significativamente apds a
deposicao de colageno (84.7 + 1.7 %) em comparagdo com PLCL puro (86.7 £ 1.8 %). Os
autores atribuiram a porosidade mais alta da amostra pura a separacdo de fases do suporte
durante o processo de moldagem realizado pela técnica de formacéo por derretimento (melt-
forming technique). Martin e colaboradores realizaram modificagcbes multifuncionais em
suportes 3D de PLA pela deposicdo de coladgeno (Col), minociclina (MH) e citrato de
hidroxiapatita (cHA) por dip coating. As porosidades estimadas para os arcaboucos obtidos
foram 56,5 % (PLA puro), 55,4 % (PLA-Col-MH) e 57,1% (PLA-Col-MH-cHA).14*

Em geral, o tamanho de poro e porosidade atuam por meio de pelo menos 3 mecanismos.

Primeiro, o tamanho de poros e a porosidade regulam o fluxo de fluidos e o transporte de massa
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dentro dos poros do suporte. Dependendo do tamanho dos poros e da porosidade do suporte, a
permeabilidade do suporte poroso e, portanto, a velocidade do fluido sera diferente. Em estudos
in vitro, altas velocidades de fluxo significa que a célula tem menos tempo para aderir a
superficie do suporte. Portanto, a eficiéncia da semeadura celular pode diminuir com tamanhos
de poros maiores. Em estudos in vivo, o transporte de oxigénio, nutrientes e excretas por meio
de difusdo ocorrerd mais facilmente quando os tamanhos de poros sdo maiores. Esta pode ser a
razdo pela qual a maioria dos estudos in vivo apresentam melhor resultados para a regeneracao
do tecido 6sseo com o uso de suportes que apresentem tamanhos de poros maiores que 300 um
145,149.

A partir das imagens obtidas por MEV-FEG e dos resultados de porosidade, é possivel
verificar que os componentes utilizados foram depositados na superficie do PBAT, deixando
mais “livre” os macroporos do suporte, uma vez que a porosidade obtida para os suportes
poliméricos 3D modificados apresentou poucas variagdes nos valores, estdo todas muito

proximas do valor de porosidade do suporte de PBAT puro.

5.4 Propriedades mecanicas dos suportes poliméricos 3D modificados

Os resultados do ensaio mecanico de compressao demonstraram que todas as amostras
modificadas superficialmente apresentaram diferencas significativas no modulo de Young (E)
quando comparado com a peca de PBAT pura. A adi¢do de biovidro, hidroxiapatita ou gelatina
no arcabouco de PBAT afetou significativamente o mddulo de Young em comparacdo ao PBAT
puro (17 £ 0,76 MPa), com PB (32 + 2,1), PH (28 £ 2,9 MPa) e a peca PG (27 + 2,7 MPa). A
adicdo de dois compostos simultaneamente, mostrou resultados similares de aumento
significativo de modulo de Young ou compressdo em compara¢do ao arcabouco puro. Ao
analisarmos a forga de compresséo, seu valor aumentou de forma significativa quando houve
deposicédo de 1 ou dois componentes, em comparacdo ao PBAT puro. (Figura 33).

Embora a deposicdo tenha sido realizada de maneira homogénea, a superficie dos
suportes e a porosidade ndo foi afetada, nota-se que houve uma maior densidade das fibras
produzidas (struts de 1 mm), sem modificar o “bulk polimérico” e interior da peca. A deposi¢do
dos minerais sobre as pequenas as falhas da impressdo pode ser o fator de contribuicdo para
melhora das propriedades mecéanicas. A relacdo entre a deposicdo superficial e a modificacdo
na propriedade mecéanica, também foi observada por Y. Luo e colaboradores ao realizar ensaios
mecanicos em suportes 3D de alginato/gelatina recobertas com nanoparticulas de
hidroxiapatita. As pegas mineralizadas foram modificadas com solugdes de concentragdo de 0,1

-48 -



Me 0,5 M de NazHPO4 com imerséo em CaCl; e obtiveram uma pequena melhoria na forga de
compressdo (20.7 £ 4.7 MPa for 0.1 M e 23.9 £ 1.5 MPa para 0.5 M) em comparagdo com seu
padrdao com 18.8 £ 5.8 MPa. Ja o modulo de Young aumentou significativamente, de 62 + 5.8
MPa para 119 + 26 (0,1 M) e 135 + 36 MPa (0,5 M) com a modificacio da superficie!?.
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Figura 37. Ensaios das propriedades mecanicas do arcabouco puro de PBAT (P) e dos
arcaboucos modificados com gelatina (G), hidroxiapatita (H) e biovidro (B). Foram avaliados
as propriedades de a) modulo de Young (E), e b) tensdo de compressao (o). Analise estatistica
ANOVA de uma via: grupos com mesma letra, ndo apresentam diferenca significativa com pos
teste de Tukey (valor de p<0,05).

Tabela 3. Propriedades mecanicas dos suportes 3D

Pecas 3D  Mddulo de Young de compressdo (MPa) Tenséo de compressao (MPa)

PBAT 17+0,76 0,96 + 0,23
PB 32+21 2,75+0,33
PH 28+29 2,44 + 0,46
PG 27+ 2,7 2,27 +0,32

PBH 36 +2,7 2,80+0,59
PBG 30+3,8 2,51+0,33
PHG 34+29 2,89+0,21
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5.5 Estabilidade térmica

5.5.1 Estabilidade térmica dos reagentes puros

A estabilidade térmica dos suportes poliméricos 3D modificados, PBAT puro e dos
materiais reagentes puros (gelatina, biovidro e hidroxiapatita) foi avaliada por andlise
termogravimétrica. As curvas TG/DTG dos reagentes puros sdo apresentadas na Figura 35. A
amostra de biovidro (Fig.35 c) apresentou 3 estagios de degradacao, sendo que no primeiro (=
6% no intervalo de 48 a 149 °C e Tmax= 98 °C) e segundo estagio de degradacéo (= 6% no
intervalo de 149 a 219 °C e Tmax= 178 °C) ocorrem perdas de massa relacionadas a agua livre
adsorvida na estrutura, condensacao de grupos silandis presentes na superficie das particulas e
grupos etandis.'®® O terceiro estagio de degradagio (= 4% no intervalo de 276 a 448 °C e Tmax
= 380 °C) pode ser associado a decomposicdo de grupos alcoxi e nitratos residuais da reagédo
do biovidro®!. Além disso, a derivada indica um quarto estagio, observado entre 500 a 664 °C
com Tmax = 626 °C e que esta relacionado a fase de cristalizagdo do vidro.1°1-153
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Figura 38. Curvas TG e DTG dos reagentes utilizados no processo de modificagio superficial:
(a) PBAT; (b) gelatina; (c) biovidro e (d) hidroxiapatita.
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A gelatina foi avaliada na forma de po, para o qual foram observados dois estagios de
degradacdo em sua DTG (Fig. 35b). No primeiro estagio ocorre uma perda de massa (= 12%
no intervalo de 23 a 200 °C e Tmax = 54 °C) relacionada a perda de &gua adsorvida na
estrutura.’> Ja no segundo estagio de degradacdo ocorre uma perda de massa (= 55% no
intervalo de 200 a 500 °C e Tmax = 327 °C) relacionada a degradagéo das cadeias proteicas e a

ruptura das ligacGes peptidicas da gelatina.’>*>® Ran e colaboradores!®®

, analisaram por TGA
compdsitos de gelatina e hidroxiapatita com diferentes concentragcdes também observaram um
comportamento de degradacgao térmica similar, com dois estagios de degradacdo, entre 25-200
°C relacionado a agua adsorvida e em 250-400 ° relacionado a degradacdo polimérica da
gelatina.

Na amostra de hidroxiapatia (Fig. 35d) observou-se 2 estagios de degradacéo, sendo o
primeiro estagio (= 4,7 % no intervalo de 23 a 500 °C) referente a perda de massa de agua
presente na superficie da hidroxiapatita. Além disso, 0 segundo estagio de degradacéo (= 0,8%
no intervalo de 530 a 700 °C e Tmax= 627 °C) que pode ser indicio da evaporacao, dessorgéo
e queima de solvente residual etanol de uma fabricagdo das nanopariculas.®™®” O suporte de
PBAT (Fig. 35d) apresentou somente um estagio de degradacdo de 333 °C a 460 °C com
temperatura maxima de degradacgao (Tmax) em 416 °C e perda de massa de = 94 %, corroborando

com trabalhos prévios da literatura. '8!

5.5.2 Estabilidade térmica dos suportes polimeéricos 3D modificados

As curvas TG/DTG relativas aos suportes 3D modificados sdo apresentadas na Figura
36. Ndo foram observadas alteracdes na estabilidade térmica do PBAT 3D ap06s a deposicédo de
1 ou 2 componentes. Juntamente com os resultados obtidos pelo MEV-FEG, EDS e FTIR, isto
pode ser uma indicacdo de que ha apenas uma pequena camada de material depositado nos
arcaboucos por impressao 3D.

Na literatura, a analise termogravimétrica é utilizada em alguns trabalhos para a
estimativa da substancia imobilizada por adsorcdo, na superficie de matrizes poliméricas e
inorganicas.'?12* Desta forma, foi possivel estimar a quantidade de massa depositada na
superficie da peca comparando ao PBAT 3D, utilizando os valores de residuo no final da corrida
de TGA. A quantidade de material depositado pode influenciar na formacdo de camadas de
apatita quando testada in vivo e também permitir uma maior adesdo de proteinas. Isto foi
relatado por Yongxiang Luo e colaboradores!?* que produziram arcabougos 3D a partir de
biotintas de alginato/gelatina em diferentes concentracbes (0,1 M e 0,5 M de Na;HPOQO4). Os

autores realizaram a deposi¢do de hidroxiapatita na superficie dos scaffolds por dip coating,
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utilizando uma solucdo 1 M de CaCl, ou seja, a formagdo dessa camada ocorreu por
biomineralizacdo in vitro. Os autores estimaram por TGA que as quantidades de hidroxiapatita
no scaffolds mineralizados foram de 2,8% (0,1 M) e 8,5% (0,5 M). Ambos as deposicoes
obtiveram melhores resultados de adsorcéo de proteina nos suportes em comparagéo ao suporte
puro, porém maiores quantidades de proteinas foram adsorvidas utilizando a solugédo de 0,5 M

pois se obteve uma maior quantidade de mineral depositado.
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Figura 39. Curvas de TG e DTG dos arcaboucos 3D modificados de PBAT: (a, b) PB, PH e
PG - 1 componente; (c, d) PBG, PBH e PHG - 2 componentes.

O deposito de 2 componentes simultaneamente ocasionou a variagdo da massa de 1,7
para 3,8 % (m/m). A deposicdo de 2 componentes pode ser sinérgica e de efeito positivo em
ensaios celulares. V. Martin e colaboradores®, produziram suportes multifuncionais de PLA
com deposicéo superficial de colageno (Col), minociclina (MH) e citrato de hidroxiapatita. Eles
concluiram que houve um aumento da afinidade celular nos suportes de PLA-Col-MH-cHA
scaffolds em comparacdo ao PLA-Col. Isto foi demonstrado pela morfologia celular mais
alongada, maior nimero de ligacdes extracelulares e aumento da atividade cito fisiologica. De

maneira geral, os resultados apresentados, indicam que ndo houve mudancas na decomposicao
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de todas as amostras, indicando que a deposi¢do nas amostras, ndo alterou a estabilidade térmica
das amostras.

A anélise de DSC e seus resultados sdo mostradas nas Figuras 37 e 38 e na Tabela 4. Os
principais eventos térmicos e transi¢des foram pouco afetados pela deposi¢cdo dos componentes.
A temperatura de fusdo se manteve basicamente constante quando adicionados 1 componente
ao arcabouco, porém a porcentagem de cristalinidade foi levemente afetada quanto ao PBAT
puro (13,6 %). A adicdo de componentes ndo modificou a Tmax comparado ao arcabouco
isoladamente. A diminuicgdo verificada na T; para o PG, PHG, PBG, é um indicio da gelatina
presente na superficie da amostra que comeca a se degradar em aproximadamente 200 °C,

perdendo quase % de sua massa inicial.

Tabela 4. Dados analisados do TGA and DSC, na qual: Ti é a temperatura inicial de degradacé&o,
Tt é a temperatura final de degradagéo, Tm é a temperatura de fusao, AHm entalpia de fuséo, Xc
é a taxa de cristalizacdo, T. ¢ a temperatura de cristalizagdo, AH¢ € a entalpia de cristalizacéo,

e Ty é a temperatura de transi¢do vitrea.

Amostras TGA DSC
Residuo
Ti Tf Tmax Tm AHm Xc Tc AHc Tg
. . . em 600
°C) | CC) | (°C) | , °C) | Qlg) | (%) | (°C) | Jg) | (°C)
C (%)

PBAT 359,6 | 461,3 | 4157 1,7 130,5 15,5 13,6 91,2 21,1 | -30,1
PB 359,3 | 455,6 | 415,9 3,8 130,5 13,4 11,8 91,6 19,7 | -31,6
PH 350,1 | 459,1 | 4138 5,8 131,3 12,9 11,3 92,3 17,9 | -32,8
PG 349,0 | 466,7 | 4147 2,4 130,7 12,41 10,8 92,2 20,2 | -334

PBG 348,3 | 462,0 | 4150 1,7 123,6 13,31 10,2 92,9 16,1 | -314

PHG 351,0 | 465,3 | 4144 3,1 127,4 11,6 11,6 92,0 19,1 | -33,2

PBH 358,3 | 463,3 | 4145 3,8 127,9 14,3 12,5 93,6 18,3 | -30,9
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Figura 40. Curvas de aquecimento (a) e resfriamento (b), dos arcaboucos com deposicdo de 1

componente.
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Figura 41. Curvas de aguecimento (a) e resfriamento (b), dos arcabougos com deposicéo de 2

componentes.

5.6 Viabilidade celular dos suportes 3D

Os dados do ensaio de viabilidade celular realizados pelo ensaio SRB (Figura 39)
demonstrou que todas as amostras obtiveram uma viabilidade celular acima de 50 %, mostrando
ndo serem citotdxicas. Comparando as amostras entre si, as amostras de PBAT obtiveram
diferencas significativas quando em comparac¢do com o suporte PB e PG de um componente,
porém se mantiveram viaveis. O ensaio celular de SRB, realizado pelo grupo de estudo de

Ulbrich ”® em PBAT puro e compositos de PBAT/10 % de biovidro, demonstrou que ambas as
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estruturas tém viabilidade celular em linhagem pré-osteobléastica MC3T3-E1. Um sistema de
nanofibras com diferentes quantidades de gelatina foi estudado por Nie e colaboradores 7,
demonstrando a melhora na compatibilidade celular, com maior crescimento e diferenciacdo
celular em células endoteliais.

O suporte PBH obteve diferencas significativas com todos os suportes de um so
componente (PB, PH e PG), demonstrando que a utilizagdo de ambos os componentes de
hidroxiapatita e biovidro melhorou a viabilidade celular. O PBG também obteve maior
viabilidade em relagdo ao PB e PG. Teixeira, B. N. e colaboradores'® realizaram ensaio
vivo/morto para ver a viabilidade celular em amostras de PLA modificadas com colageno e
dopamina em 7 dias. Verificou-se uma maior proliferacdo nas amostras com colageno e com

dopamina em comparacgédo a amostra ndo modificada.
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Figura 42. Resultados de viabilidade celular SRB com células MC3T3-E1 para o arcaboucos
3D depoisde 72 h, PBAT puro, PG (PBAT + gelatina), PH (PBAT + hidroxiapatita), PB (PBAT
+ biovidro), PHG (PBAT + hidroxiapatita + gelatina), PBH (PBAT + biovidro + hidroxiapatita),
e PBG (PBAT + biovidro + gelatina). Os dados sdo mostrados com valores médios + desvio
padrdo. ANOVA de uma via: amostras com letras diferentes apresentaram diferencas

estatisticas utilizando poés teste Tukey (p > 0,05).

Os resultados do ensaio de viabilidade MTT (Figura 40) demonstraram que todas as
obtiveram uma boa viabilidade celular, comparada ao controle (100 % de viabilidade) e nao
apresentaram diferencas significativas na proliferacdo celular. Isto corrobora com os dados da

literatura, confirmando que o PBAT é um biomaterial atoxico biodegradavel, assim como a
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hidroxiapatita, gelatina e biovidros. O trabalho de Fukushima e colaboradores ! com PBAT e
nanocompaositos, demonstraram a auséncia de citotoxicidade do PBAT puro em ensaio com
fibroblastos, por um periodo de 24, 96 e 168 h. Também realizou-se ensaios em osteoblastos,
permitindo o crescimento celular, seja puro ou junto com nanocompdsitos como
montmorilonita e sepiolita. Resultados similares foram encontrados por Fathi, A. e

colaboradores 146

, que fabricaram compostos via impressao 3D de Policaprolactona (PCL) e
misturas de PCL com vidros bioativos. Os seus ensaios de viabilidade MTT, demonstraram que
ambos os materiais sdo vidveis e ndo apresentaram diferencas significativas apos 24h de
incubacgdo. Apesar disso, outros resultados como adesdo celular de células MG-63 mostram

uma melhora quando adicionado o biovidro.
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Figura 43. Resultados dos ensaios MTT de células MC3T3-E1 depois de 72 h para 0s
arcaboucos 3D do PBAT puro, PG (PBAT + gelatina), PH (PBAT + hidroxiapatita), PB (PBAT
+ biovidro), PHG (PBAT + hidroxiapatita + gelatina), PBH (PBAT + biovidro + hidroxiapatita),
e PBG (PBAT + biovidro + gelatina). ANOVA de uma via: ndo houve diferenca significativa

(p < 0,05) entre quaisquer grupos de analise.

Os resultados obtidos com o teste Vermelho de Alizarina (Figura 41) demonstraram que
as amostras PBG, PBH e PBG aumentaram a diferenciacdo pré-osteoblasticas comparado com
0 arcabougo 3D de PBAT puro. Isto se verifica apds 14 e 21 dias, verificado pelo aumento da
area mineralizada. O efeito positivo ao se adicionar biovidro com nidbio na mineralizacéo

celular foi previamente descrito por Balbinot e colegas. Este grupo encontrou um aumento na
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porcentagem de mineralizacdo de membranas de compdsito de PBAT quando em comparagdo
ao material puro®. Wang e colaboradores 62 compararam em seus estudos materiais de PLA e
compdsitos de PLA com nanohidroxiapatita, e observaram um aumento consideravel nos
nodulos de célcio (porcentagem de &rea mineralizada) do compdsito. Wang ainda realizou
ensaios in vivo que demonstraram que o crescimento de tecido 6sseo com nanohidroxiapatita e

PLA foi maior que o puro PLA.
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Figura 44. Teste Vermelho de Alizarina para os arcabougos 3D do PBAT puro, PHG
(hidroxiapatita + gelatina + PBAT), PBH (biovidro + hidroxiapatita + PBAT), e PBG (biovidro
+ gelatina + PBAT). ANOVA de uma via: grupos com letras diferentes apresentaram

apresentam diferencas estatisticas utilizando pos teste Tukey (p > 0,05).

Trabalho com mais de um componente, como o realizado por Jun Liu e colaboradores,
demonstraram que os osteoblastos do composito de PCL com gelatina, hidroxiapatita e um
silicato com magnesio denominado Atapulgita, obtiveram maior secrecdo de depoésitos de
calcio extracelular em suas analises do corante vermelho de alizarina.'®® Neste trabalho, de
maneira geral, percebe-se que quando adicionados 2 componentes, seja o sistema PBG, PBH
ou PBH, temos um efeito sinérgico e benéfico em comparacdo ao PBAT puro, sendo um
indicativo de que estes materiais sdo promissores e possam ser testado futuramente em testes

in vivo de regeneracdo 0ssea.
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6 Conclusoes

Os arcaboucos poliméricos de PBAT foram produzidos pela técnica de impressao 3D
de modelagem por deposicdo fundida (FDM). As dimensdes obtidas da amostra PBAT 3D
foram préximas as dimensdes do modelo digital criado no SolidWorks® (2017). Além disso,
foi possivel modificar a superficie das pegas 3D através da deposicdo dos materiais gelatina,
hidroxiapatita e biovidro utilizando o método de imersdo em solucdo aquosa, depositando 1
componente isoladamente ou 2 simultaneamente. A modificacdo superficial ndo alterou a
porosidade do material, sendo este resultado um fator positivo, uma vez que este parametro é
essencial para proliferacdo celular e diferenciagdo osteogénica, bem como uma boa taxa de
permeacao de nutrientes celulares.

Por meio da caracterizacao topogréafica e analise estrutural dos suportes poliméricos 3D
modificados, foi constatado que em todos os casos houve o deposito dos materiais isoladamente
ou simultaneamente na superficie das pecas 3D. Os resultados referentes as propriedades
térmicas demonstraram que a estabilidade térmica dos suportes 3D se manteve constante,
apresentando as caracteristicas do polimero de PBAT ap0s as modificacfes superficiais.

Os resultados obtidos pela analise de viabilidade celular MTT e SRB demonstraram que
os suportes 3D modificados e puro ndo causaram efeitos adversos, indicando que esses
materiais ndo sao citotdxicos e todos eles podem ser utilizados na area de engenharia de tecidos
6sseo. Além disso, a mineralizacdo celular demonstrou que a utilizacdo dos componentes de
gelatina, hidroxiapatita e biovidro, com adi¢cdo simultdnea de 2 destes, aumentou a area
mineralizada em comparagéo ao PBAT puro.

Desta maneira, podemos concluir que a adi¢do de bicomponentes ao material impresso
3D polimérico, viabilizou a construcdo de arcaboucos com propriedades mecanicas e bioldgicas
adequadas para 0 emprego na engenharia de tecido 6sseo. No entanto, para resultados mais
aprofundados com estudos in vivo necessitam ser realizados visando compreender 0 mecanismo

destes componentes quando em contato com o tecido 0sseo.
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8. Perspectivas Futuras

Como perspectivas deste trabalho, pretende-se:

- Avaliar a rugosidade dos arcaboucos obtidos para complementar os resultados biologicos, por
meio da técnica de microscopia de forca atbmica;

- Realizar ensaios de reparos 0sseos in vivo em colabora¢do com o laboratério LAMAD, para
avaliar quais componentes conseguem agir de forma sinérgica e reparar o tecido estudado.
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