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Vérios polimeros tém sido usados para aplicacées biomédicas com potencial uso
em impressao 3D. O PLA é polimero com boa resisténcia mecanica que pode ser
sintetizado a partir de recursos renovaveis e faz parte de uma classe atrativa de
materiais biodegradaveis, biocompativeis e bioabsorviveis. As cadeias destes
polimeros podem sofrer rompimento quando o material é introduzido no corpo
humano sendo transformadas em unidades monoméricas de acido latico que séo
reabsorvidas e eliminadas do corpo através das vias metabdlicas convencionais
(Narayanan et al, 2016). A producéao de scaffolds porosos impressos de PLA a serem
usados como modelo 3D em regeneracdo Gssea deve apresentar caracteristicas
adequadas para a criacdo de um microambiente favoravel as células, capaz de
exercer suporte mecanico, estimulos fisicos e bioquimicos para o crescimento e
funcao ideais das células ser osteocondutor e osteoindutor, propiciando a adeséo e
proliferacdo das células 6sseas.

A adicado de nanoparticulas de hidroxiapatita como carga ao polimero confere ao
material final melhores propriedades de osteointegracao, o que € fundamental para
a aplicacdo como enxerto 0sseo. O zinco no organismo € responsavel pelo
crescimento celular, sendo um mineral essencial para muitos horménios, tornando-
os funcionais. Quando a taxa de zinco encontra- se insuficiente a taxa de
crescimento é reduzida, assim estando diretamente ligado a proliferagéo celular. O
crescimento ocorre através da divisdo celular e requer DNA, RNA e sintese de
proteinas. O zinco participa de uma grande variedade de processos como cofator de
muitas enzimas e influéncia expressao genética de fatores de transcricdo
(MacDonald, 2000). Por outro lado, a hidroxiapatita carbonatada apresenta maior
similaridade a fase mineral do 0sso, e devido a alteracdes que os ions carbonato
provocam na sua rede cristalina possui maior solubilidade sendo interessante
gquando se considera a sua aplicacdo como um enxerto biocompativel e
bioabsorvivel (Rupani et al, 2012).

Este projeto de Iniciacdo Cientifica destina-se a producdo de pecas por impressao
3D para aplicacbes em regeneracdo Ossea. Serdo utilizados materiais
biocompativeis, como compdsitos de poli-acido lactico (PLA) e hidroxiapatita
parcialmente substituidas por zinco e carbonato (ZnHA, CHA) na forma de
filamentos (PLA e compdésitos PLA-CHA e PLA-ZnHA), obtebdendo-se as pecas por
modelagem de deposicao de fusdo (FDM). Alem disso, pretende-se estudar a
citoxicidade desses materiais para uso como um sistema alternativo no tratamento
a infeccOes e aumento da capacidade de regeneracao do tecido 6sseo

Os objetivos deste trabalho sé&o:

» Caracterizar os materiais de partida e comparar as propriedades com as pecas
impressas

* Desenvolver modelos computacionais das pecas a serem fabricadas a impressora
3D

+ Otimizar os parametros operacionais do dispositivo
* Obter modelos controle e com os ativos a partir de impressao 3D
* Caracterizar os modelos fisico-quimica e mecanica
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* Avaliar a citotoxxicidade
* Avaliar a estabilidade do sistema em periodo de 90 dias

2.  MATERIAIS

As nanopatrticulas de hidroxiapatita carbonatada (CHA) e zinco hidroxiapatita (ZnHA)
utilizados neste estudo seréo sintetizadas no Laboratério de Materiais Bioceramicos
do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas — CBPF.

3. METODOLOGIA

A proposta metodoldgica neste projeto esta subdividida em 3 grupos. O primeiro esta
relacionado ao experimento computacional, que envolve o desenho do modelo a ser
impresso. No segundo grupo, esta a impressdo propriamente dita, no qual os
sistemas serdo obtidos. No terceiro grupo estao os testes de atividade bioldgica e
as caracterizagoes fisico-quimica e mecéanica necessarias.

Desenho do dispositivo no CAD: O desenho do modelo a ser impresso, sera obtido
utilizando o programa CAD 3D. Inicialmente serdo desenvolvidos 3 desenhos em
arquivo com extensdo STL. Em seguida, esse arquivo sera executado em um
programa chamado Slic3r. Esse programa é usado para a etapa de slicing (palavra
do inglés que significa fatiamento) que consiste na criacdo de programas Gcode,
convertendo o design 3D em linhas de comando de programagao que fornecem
instrucdes que podem ser lidas pela bioimpressora e determinar como o material
deve ser impresso.

Ajuste das condicbes de impressdo: Para determinar as condicdes de
processamento, serdo realizados testes preliminares de impressao a partir do
desenho projetado no item anterior. Para tal, variagcdes na temperatura do bico e da
placa, diametro do bico, altura da camada, taxa de extruséo, tempo e diferentes
vazbes de alimentacdo serdo testados. Assim como variacdes nas proporcoes
carga:polimero no material impresso. Apoés o ajuste das condicdes e a impresséo do
sistema controle, o processo sera realizado com a com a adicdo dos ativos.

As técnicas de caracteriza¢cdo a serem utilizadas serao:

- Angulo de contato (AG): Monitorar a molhabilidade do material para avaliar o
potencial crescimento celular.

- Cromatografia de permeacdo em gel (GPC): Andlise de GPC serd realizada para
determinar a massa molar dos polimeros usados a fim de correlacionar tal dado com
as propriedades do material final, uma vez que, as propriedades térmicas do
material, as caracteristicas mecanicas e seu tempo de estabilidade sdo diretamente
afetados pela massa molar.

- Analise Termogravimétrica (TGA): A analise termogravimétrica sera utilizada para
caracterizar o perfil de degradacdo das matrizes obtidas e fornecer os dados
necessarios para delimitar a faixa da analise de DSC dos materiais obtidos.

-Ensaios de citotoxicidade - protocolo 1ISO (10993; 1993 e 2009): Extrato dos
materiais serdo obtidos em meio de cultura a-MEM com SFB, na concentracao de
100 mg/mL (1997) e 200 mg/mL (2009) (material/meio de cultura a-MEM) durante
24h, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. A citotoxicidade para cada material sera
determinada utilizando-se células do tipo MC3T3 (0,8x104 células/poco). Apés 24h,
0 meio de cultura contendo o extrato sera removido e as células lavadas com PBS.
Cada ensaio sera repetido duas vezes e em sextuplicata. Controle positivo: células
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em SDS 1%; controle negativo: células em a-MEM. Apds exposicao dos extratos as
células por 24 horas sera adicionado 100uL de MTT a 1 mg/mL, solubilizado em
PBS e incubados por 4h a 37°C. Apés a incubacao, o sobrenadante sera removido
e 200uL de dimetilsulféxido (DMSO) sera adicionado a cada pogo para solubilizagao
e a absorbancia serd medida a 540nm com um espectrofotbmetro. As amostras
serdo analisadas em triplicatas experimentais e biologicas.

As técnicas utilizadas para caracterizacdo das particulas de CHA e ZnHA seréo:
Difratometria de Raios-X (DRX), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), e Absorcdo Atbmica para determinacdo da concentracdo de
calcio, fésforo e zinco.

CRONOGRAMA

O plano de trabalho consistird das etapas descritas na metodologia, ordenadas no
esquema a seguir. Vale notar que algumas alteragdes no cronograma podem ocorrer
de acordo com interpretacdes nos resultados obtidos, podendo prolongar a sua
execucao ou mesmo ocorrer a inclusdo de novas técnicas e procedimentos ao longo
da realizagéo do projeto.

Etapa Més
01|02 |03|04|05|06 |07 08|09 )|10|11 |12

1) Desenho do dispositivo no |x |X |X
CAD

2) Caracterizacao de carbo- e X X |x |x

zinco-apatita

3) Ajuste das condicdes de X |x |x

impressao

4) Impresséo do scaffold X |x

5) Caracterizac¢édo do scaffold X [x |x

6) Ensaios In vitro- viabilidade X |X |X

celular e citotoxicidade

Producao de relatério X X
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