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Cominotte MA. Anadlises fisico-quimicas e biologicas de diferentes scaffolds a base de
polihidroxibutirato e polihidroxibutirato-co-valerato [Dissertacdo de Mestrado]. Araragquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016

RESUMO

Com a evolugdo no desenvolvimento de biomateriais, a utilizagdo de
matrizes tridimensionais (scaffolds), construidas a partir de impressao tridimensional
(3DP), via SLS (selective laser sinterization) e por Extrusdo de Filamentos, vém
ganhando bastante destaque no ramo da engenharia tecidual dssea. A possibilidade de
impressdo de modelos 3D, baseado em modelo virtual prévio, com forma, tamanho, e
porosidade altamente controlados, assemelha o material ao osso perdido, favorecendo a
reconstru¢do de defeitos dsseos em substituicdo aos autoenxentos, considerados “padrao
ouro”. O objetivo deste trabalho foi caracterizar fisico-quimica e biologicamente
scaffolds a base de Poli(3-hidroxibutirato) (PHB), confeccionados por impressao 3D via
SLS, revestidos com celulose bacteriana (CB), funcionalizados ou ndo com apatitas
(HA) e/ou peptideo de crescimento osteogénico (osteogenic growth peptide - OGP)
(Estudo 1), assim como matrizes de Poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV) e PHBV-
apatita radiopaca dopada com Lantanio (PHBV-Lax0OAP) confeccionadas por Extrusao
de Filamentos (Estudo 2), com finalidade de regeneracdo Ossea. Os resultados de
caracterizacdo fisico-quimica por meio da MEV/EDS demonstraram que os scaffolds
produzidos apresentaram composicdo quimica e arquitetura (forma e porosidade)
adequadas. A resisténcia mecanica nos scaffolds de PHB nédo sofreu alteracdo
significativa apds o revestimento com CB; porém, teve reducdo com a adicdo de apatita.
O lanténio promoveu um aumento do modulo de elasticidade das matrizes de PHBV.
Experimentos para analise do comportamento biolégico dos scaffolds demonstraram
que estes permitiram a manutencdo da viabilidade, proliferacdo e espraiamento celular
semelhante em todos os grupos, com excecdao do PHB(CB-HA)-OGP que demonstrou
atraso na proliferacdo celular durante todos os periodos. Houve a formacgédo de nodulos
minerais pelas células sobre os scaffolds do Estudo 1 e 2. As matrizes pertencentes ao
Estudo 2 permitiram a expressdo pelas células de genes relacionados & mineralizagdo
0ssea. Sendo assim, estes resultados, sugerem que os scaffolds avaliados nos Estudos 1

e 2 sdo promissores para a utilizagdo em procedimentos de regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: Bioimpressdo. Polimeros. Celulose bacteriana. Apatitas. OGP.

Lantanio.



Cominotte MA. Physico-chemical and biological analyzes of different scaffolds based on
polyhydroxybutyrate and polyhydroxybutyrate-co-valerate [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016

ABSTRACT

With the evolution in the development of biomaterials, the use of three-
dimensional matrices (scaffolds), constructed from three-dimensional printing (3DP) via
SLS (selective laser sinterization) and Filament Extrusion are gaining a lot of attention
in the field of bone tissue engineering. The possibility to print 3D models based on
previous virtual models with highly controlled shape, size and porosity, makes the
material similar to the lost bone and favours the reconstruction of bone defects in the
replacement of autografts considered "gold standard”. The aim of this study was to
physicochemically and biologically characterize Poly (3-hydroxybutyrate) (PHB)
scaffolds, made by 3D printing via SLS coated with bacterial cellulose, functionalized
or not with apatite (HA) and / or osteogenic growth peptide— (OGP) (Study 1) and
matrices of Poly (hydroxybutyrate-co-valerate) (PHBV) and PHBV-La containing
radiopaque apatite (PHBV-La200AP) made by filament extrusion (Study 2) for bone
regeneration. Results from physicochemical characterization by SEM/EDS
demonstrated that the all produced scaffolds presented appropriate chemical
composition and architecture (shape and porosity). The mechanical strength of the PHB
scaffolds was not significantly affected my CB coating but was reduced after apatite
addition. The La allowed an increase in the elasticity modulus of PHBV matrices.
Experiments for analysis of the biological behaviour of the scaffolds showed that they
allowed the maintenance of the viability, proliferation and similar cell spreading in all
groups, with exception to the PHB(CB-HA)-OGP, which showed delayed -cell
proliferation during all periods. Mineral nodules were produced by cells on all scaffolds
from both studies. Matrices from Study 2 allowed the expression of genes related to
bone mineralization. Therefore, these results suggest that scaffolds evaluated in Studies

1 and 2 are promising for use in bone regeneration procedures.

Keywords: Bioprinting. Polymers. Bacterial celulose. Apatites. OGP. Lanthanum.



LISTA DE ABREVIATURAS

Alp: Alkaline Phosphatase - Fosfatase alcalina

Bglap: Bone Gamma-Carboxyglutamate (Gla) Protein - Osteocalcina

CB: Celulose Bacteriana

Collal: Colageno tipo 1-alfa 1

EDS: Energy- dispersive x-ray spectroscopy (espectroscopia de energia dispersiva de raios-x)
FBS: Fetal bovine serum (soro fetal bovino)

Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HA: Hidroxiapatita

HBMSC: Human bone marrow stromal cell (célula de medula 6ssea humana)

La: Lantanio

MC3T3-E1: Mouse osteoblastic cell line (células de linhagem osteoblastica de rato)
MEV: Microscopia eletrdnica de varredura

OCP: Fosfato octacalcio

OGP: Osteogenic growth peptide (peptideo de crescimento osteogénico)

P/S: Penicillin/ streptomycin (penicilina/ estreptomicina)

PBHV-LaxoOap: Polihidroxibutirato-co-valerato apatita dopada com lantanio

PBS: Phosphate- buffered saline (tampéo fosfato-salino)

PCL.: Policaprolactona

PGA: Acido poliglicélico

PHA: Polihidroxialcanoatos

PHB: Polihidroxibutirato

PHBV: Polihidroxibutirato-co-valerato

PLA: Acido polilético

PR: Prototipagem rapida

PVC: Policloreto de vinila

RBMSC: Rat bone marrow stem cell (célula de medula dssea de ratos)

Runx2: Runt-related transcription factor 2 (Fator de transcri¢do 2 relacionado ao Runt)

SLS: Selective Laser Sintering (sinterizacéo seletiva a laser)
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o aumento na busca por maior qualidade e expectativa de vida
tem estimulado o desenvolvimento de novos materiais biocompativeis e bioabsorviveis
para diversas aplicacfes clinicas. Dentro deste contexto a engenharia tecidual tem
proporcionado grandes avangos com relacdo ao desenvolvimento de biomateriais
tridimensionais (3D) para reconstrucdo de defeitos de tecido 0sseo, relacionados as
enfermidades congénitas, traumas ou lesbes oncoldgicas. Contudo, 0s autoenxertos
0sseos, obtidos de areas doadoras do préprio individuo, ainda sdo considerados “padrao
ouro” para reconstru¢do destes defeitos, devido as suas caracteristicas biologicas

favoraveis 37:82. 17,

Os autoenxertos possuem trés propriedades primordiais: osteoconducao,
osteoinducéo e osteogénese °1, além do beneficio da auséncia de rejeicdo imunoldgica.
Porém a utilizacdo destes enxertos pode resultar em algumas desvantagens como: 1.
Quantidade e areas doadoras limitadas; 2. Potencial de morbidade da area doadora; 3.
Consideravel reabsorcdo; 4. Viabilidade limitada por causa da escassez de

vascularizagdo em caso de enxertos ndo vascularizados; 5. Tempo cirdrgico adicional °.

Além disso, as potenciais areas doadoras: fibula, escépula, crista iliaca e
radio, apresentam uma maior morbidade ap6s os procedimentos cirtrgicos, além de
cada regido receptora a ser reconstruida exigir certos cuidados com relacdo a forma,

funcéo, e vascularizacio do enxerto 6sseo °L.

Como alternativa aos autoenxertos temos 0s xenoenxertos (obtidos de
espécie distinta) e os aloenxentos (obtidos de outro individuo), que por sua vez
necessitam de cuidados especiais para que haja a diminui¢do dos riscos de transmissao
de infeccdo e ativacdo do sistema imunolégico do hospedeiro, que pode ocasionar

incompatibilidade bioldgica e consequente rejeicdo do enxerto 24,

Os enxertos de origem sintéetica podem ser a base de polimeros naturais e de
origem sintética, cerdmicas incluindo biovidros, metal e compdsitos. Estes materiais
visam substituir os enxertos autdgenos mimetizando sua composi¢cdo mineral e sua
estrutura (trabeculado 6sseo). Os materiais sintéticos possuem algumas vantagens e
desvantagens; como exemplo do material mais utilizado atualmente, as ceramicas

associadas aos fosfatos de calcio possuem baixo custo, osteocondutividade, e boa

10



compatibilidade. Entretanto quando comparadas ao 0sso possuem baixa dissolucdo e
pouca osteoindugao *°.

Devido as desvantagens dos autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos a
engenharia tecidual e a biotecnologia buscam o desenvolvimento de novos biomateriais
e métodos para reparacdo dos tecidos perdidos, principalmente o tecido 6sseo. Com
IS0, 0s substitutos dsseos sintéticos e/ou processados biotecnologicamente tornaram-se

biomateriais potenciais para aplicac6es clinicas nas diversas areas da salde.

11



7 CONCLUSAO

Baseado nos estudos iniciais realizados in vitro e apresentados nesta dissertacao,

concluimos que:

1) As impress@es do tipo 3D através da Sinterizacdo Seletiva a Laser, e por Extrusdo de
Filamentos dos Estudos 1 e 2, para a producgéo dos scaffolds de poli(3-hidroxibutirato) e
poli(hidroxibutirato-co-valerato), foram eficazes na confeccdo das matrizes
tridimensionais para aplicacdo em defeitos 0Osseos, com relacdo a morfologia e
propriedades fisico-quimicas desejadas e avaliadas: caracteristicas superficiais

microscopicas, composi¢do quimica e resisténcia mecanica.

2) No Estudo 1 os scaffolds de PHB revestidos com CB associados ao OGP (PHB-CB-
OGP) apresentaram-se favoraveis a mineralizacdo da matriz 6ssea, enquanto que 0s
scaffolds associados ao HA [PHB(CB-HA)-OGP] apresentou reducdo de suas
propriedades mecanicas bem como bioldgicas. A associacdo do La aos scaffolds de
PHB do Estudo 2 permitiu a confeccdo de matrizes tridimensionais com radiopacidade

satisfatoria, porém ndo apresentou efeito fisico-quimico e bioldgico adicional.

60
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