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Resumo

As deformidades 6sseas, congénitas ou resultantes de traumas, apresentam um desafio para seu reparo por tratar-se de
um processo demorado com resultados frequentemente imprevisiveis, com elevada importancia econémica. A
engenharia de tecidos consiste na regeneracdo de 6rgédos e tecidos vivos, por meio do desenvolvimento de novos
dispositivos capazes de obter interacdes especificas com os tecidos bioldgicos, conhecidos como scaffolds. O
polimero de PLA (polidcido latico) apresenta-se de forma promissora para 0 UsO como suporte temporario para
substitui¢do de tecidos por ser biodegradavel, biocompativel e apresentar baixo custo. No entanto, sua caracteristica
hidrofébica € uma das principais desvantagens da utilizacdo desse polimero. Sendo assim, pesquisas atuais visam
modificar a superficie desses dispositivos a fim de torna-los mais hidrofilicos. Este estudo teve como objetivo avaliar
a modificacdo de superficie nos scaffolds de PLA, quimicamente tratados com o hidroxido de sodio (NaOH) para
avaliar a adesdo e viabilidade celular em scaffolds sobre o tratamento alcalino com NaOH. Foram utilizadas as
técnicas de FTIR-ATR (Infravermelho com Transformada de Fourier de Reflectdncia Total Atenuada) e AFM
(Microscopia de Forga Atdmica) para caracterizagdo fisico-quimica do material, ensaio de adesdo e viabilidade celular
pelo método fluorimétrico com o reagente resazurina. As analises de AFM e FTIR confirmaram a modificacdo da
superficie do material pelo tratamento alcalino. Pela andlise de adesdo celular, concluiu-se que o tratamento ndo
influenciou na adesdo, mas foi mais eficaz na manutencéo da viabilidade celular.

Palavras-chave: Engenharia tecidual; Medicina regenerativa; Regeneragdo 0ssea; Biomateriais; Osteoblastos.

Abstract

Bone deformities, whether congenital or resulting from trauma, present a challenge for their repair because it is a
lengthy process with often unpredictable results, with high economic importance. Tissue engineering consists of the
regeneration of living organs and tissues, through the development of new devices capable of obtaining specific
interactions with biological tissues, known as scaffolds. The PLA (poly lactic acid) polymer is promising for use as a
temporary support for tissue replacement because it is biodegradable, biocompatible and has low cost. However, its
hydrophobic characteristic is one of the main disadvantages of using this polymer. Therefore, current research aims to
modify the surface of these devices in order to make them more hydrophilic. This study aimed to evaluate the surface
modification of PLA scaffolds, chemically treated with sodium hydroxide (NaOH) to evaluate cell adhesion and
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viability in scaffolds on alkaline treatment with NaOH. The FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared) and AFM (Atomic Force Microscopy) techniques were used for physical-chemical
characterization of the material, adhesion and cell viability assay by the fluorimetric method with the resazurin
reagent. The AFM and FTIR analyzes confirmed the surface modification of the material by the alkaline treatment. By
analyzing cell adhesion, it was concluded that the treatment did not influence adhesion, but was more effective in
maintaining cell viability.

Keywords: Tissue engineering; Regenerative medicine; Bone regeneration; Biomaterials; Osteoblasts.

Resumen

Las deformidades 6seas, ya sean congénitas o resultantes de un traumatismo, presentan un desafio para su reparacion
debido a que es un proceso prolongado, con resultados muchas veces impredecibles y de alta importancia econémica.
La ingenieria de tejidos consiste en la regeneracion de o6rganos y tejidos vivos, mediante el desarrollo de nuevos
dispositivos capaces de obtener interacciones especificas con tejidos biolégicos, conocidos como andamios. El
polimero PLA (&cido polilactico) es prometedor para su uso como soporte temporal para el reemplazo de tejidos
porque es biodegradable, biocompatible y de bajo costo. Sin embargo, su caracteristica hidrofobica es una de las
principales desventajas del uso de este polimero. Por lo tanto, la investigacion actual tiene como objetivo modificar la
superficie de estos dispositivos para hacerlos mas hidrofilicos. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
modificacion de la superficie de andamios de PLA, tratados quimicamente con hidroxido de sodio (NaOH) para
evaluar la adhesion celular y la viabilidad en andamios en tratamiento alcalino con NaOH. Se utilizaron las técnicas
FTIR-ATR (Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared) y AFM (Atomic Force Microscopy) para la
caracterizacién fisico-quimica del material, ensayo de adhesidn y viabilidad celular por el método fluorimétrico con el
reactivo resazurina. Los analisis AFM y FTIR confirmaron la modificacién superficial del material por el tratamiento
alcalino. Al analizar la adhesion celular, se concluy6 que el tratamiento no influyé en la adhesion, pero fue més
efectivo en el mantenimiento de la viabilidad celular.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos; Medicina regenerativa; Regeneracion 6sea; Biomateriales; Osteoblastos.

1. Introducéo

O corpo humano é constituido por diversos tecidos, entre eles, o tecido ésseo é um tipo especializado de tecido
conjuntivo que é formado por células e pela matriz éssea (material extracelular calcificada) (Junqueira & Carneiro, 2013). O
tecido 0sseo é distinguido em duas substancias 6sseas, substancia 6ssea compacta e substancia dssea esponjosa, embora 0s
elementos constituintes estejam presentes em ambos, eles se dispdem de forma diferente conforme o tipo considerado e seu
aspecto macroscopico (Fattini & Déangelo, 2001). Esse tecido é formado por células, que sdo agrupadas em duas linhas
diferentes: (1) células da linha osteoblastica, as quais sdo responsaveis pelo processo de formacdo da matriz éssea, e (2) células
da linha osteocléstica, as quais séo relacionadas com a reabsorcéo e remodelagem do tecido ésseo. (Aubin et al., 1993; Judas,
2002).

Quando o osso é submetido a um estimulo perturbador que potencialmente pode comprometer a sua fungao, o sistema
imunoldgico inato é ativado a fim de restabelecer o estado homeostatico normal para efetuar o reparo local e a cicatrizagao
Ossea (Loi et al., 2016; Puzipe, 2016). O ciclo de remodelacdo 6ssea compreende uma série ordenada de eventos, que segue
uma sequéncia imutavel: ativacdo, reabsorcéo e formagdo. Diversos fatores, com ou sem causa aparente, Sdo responsaveis por
interferir no processo de remodelacdo e causar o retardo de consolidacdo 6ssea e pseudoartrose (Sahu, 2018). As deformidades
oOsseas resultantes de traumas (infecg@es, traumas, neoplasias ou falhas na artroplastia), por exemplo, apresentam um desafio
para seu reparo por tratar-se de um processo demorado com resultados frequentemente imprevisiveis (Arealis & Nikolaou,
2015), com elevada importancia econdmica (Loi et al., 2016). Varios métodos tém sido adotados para superar esses problemas,
€omo enxerto 4sseo.

Os defeitos 6sseos de tamanho critico necessitam tratamento adicional que envolve desde implantes a substitutos
6sseos de diferentes origens, que tém como funcdo incentivar o crescimento 6sseo no sitio lesado por meio de osteogénese,
osteoconducdo e osteoinducdo (Puzipe, 2016). O enxerto 6sseo autdgeno é o procedimento de enxerto mais seguro e eficaz
para o tratamento de defeitos 6sseos, pois: (I) contém células-tronco mesenquimais do paciente que aumentam a osteogénese e

(1) fatores de crescimento que aumentam a osteoinducdo, bem como (l11) fornece uma estrutura osteocondutora calcificada
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para o crescimento de novo osso (Rodriguez-Merchan, 2022). No entanto, devido as limitagdes na obtencdo de enxertos 6sseos
autégenos e a morbidade associada a sua obtengdo, varios materiais de cicatrizagdo 6ssea tém sido desenvolvidos nos Gltimos
anos.

O reparo 6sseo é um processo de auto cura, entretanto, defeitos dsseos de tamanho critico precisam de aumento 6sseo,
onde a engenharia do tecido ésseo desempenha um papel vital (Sivakumar et al., 2022). A producdo de novos materiais de
suporte para substituir ou reparar defeitos ésseos oferece um grande potencial quando se considera as 2,2 milh&es de cirurgias
de enxerto dsseo realizadas anualmente em todo o mundo (Leu Alexa et al., 2022). Os estudos na area da engenharia de tecidos
e, implicitamente, da medicina regenerativa, concentram-se no desenvolvimento de biomateriais que restauram, mantém ou
melhoraram a funcéo dos tecidos, que podem revolucionar a cirurgia de terapia 6ssea.

A engenharia de tecidos (ET) consiste na regeneracdo de dérgaos e tecidos vivos, por meio do desenvolvimento de
novos dispositivos capazes de obter interagdes especificas com os tecidos bioldgicos, conhecidos como scaffolds (Santos et al.,
2013). Os scaffolds projetados para utilizagdo em reparo ou substituicdo tecidual devem ter sua estrutura tridimensional (3D) e
porosa que forneca um ambiente adequado para as funcBes celulares, proporcionando suporte para proliferacdo celular e
regeneracéo de tecidos (Albuquerque, 2015). Para que o scaffold seja viavel e funcional, é necessario que seja biodegradavel e
ndo toxico, além de ter propriedades mecanicas, fisicas e bioldgicas mais préximas possiveis das caracteristicas nativas do
tecido lesionado. No local onde foram implantados, os scaffolds devem apresentar tempo de degradacdo compativel com o
tempo de reparo do tecido para que, com o passar do tempo, o local retorne a seu perfeito estado (Lopes et al., 2012) .

Diversos materiais tém sido utilizados na fabricacdo desses suportes, incluindo metais, cerdmicas, polimeros naturais
ou sintéticos e hidrogéis (Agrawal & Sinha, 2017; Gilbert Triplett & Budinskaya, 2017). A utilizagdo de suportes porosos
tridimensionais é essencial dentro da engenharia de tecidos. Nesses suportes sdo cultivados fatores de crescimentos e células
para a formacdo de tecidos (Martin et al., 2004). Dentre os polimeros sintéticos, encontram-se os poli (a- hidroxi &cidos)
(Barbanti et al., 2005), destacando-se o poliacido lactico (PLA) (Rocha et al., 2012). Os scaffolds carregados com fatores de
crescimento tem se mostrado como uma alternativa eficaz para estimular formagdo dssea, com isso, ET apresenta-se como
opcao de tratamento para os reparos 6sseo. A utilizacdo destes suportes promove a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de
células osteoblasticas ou células progenitoras pluripotentes em células 6sseas (Agrawal & Sinha, 2017; Arealis & Nikolaou,
2015).

As tecnologias de impressdo 3D tém contribuido de forma consistente para os avangos das abordagens da medicina
regenerativa 0ssea, no transcorrer dos ultimos anos. Dentro das estratégias de medicina regenerativa, uma das vantagens da
impressdo 3D é poder produzir objetos com formas customizadas as necessidades especificas de cada lesdo, sejam eles
implantes ortopédicos (dispositivos de osteossintese) ou os préprios scaffolds (Chia & Wu, 2015). A tecnologia de impresséo
3D vem contribuindo com novas possibilidades de pesquisas para alternativas de implantes e reparagdes teciduais, permitindo
a impressao de um modelo 3D que mimetize uma estrutura biolégica.

Para a impressao tridimensional de estruturas para engenharia tecidual, sdo pesquisados materiais capazes de realizar
interacBes especificas com tecidos bioldgicos, buscando assim utilizagdo de materiais biocompativeis para compor o scaffold
(Rocha et al., 2012). O polimero de PLA apresenta-se de forma promissora para 0 uso como suporte temporario para
substituicdo de tecidos por ser biodegradavel e biocompativel sendo degradado por hidrélise simples e metabolizado pelo
corpo humano (Lopes et al., 2012). O baixo custo do PLA é outra caracteristica vantajosa para 0 uso desse polimero o qual
apresenta 6timos resultados na impressao 3D (Lasprilla et al., 2012). No entanto, hd uma questdo a ser estudada sobre o0 PLA
que é a sua caracteristica hidrofobica, uma das principais desvantagens da utilizacdo desse polimero. Sendo assim, pesquisas
atuais visam modificar a superficie desses dispositivos a fim de torna-los mais hidrofilicos.

Em um trabalho anterior (Reina, 2019) foi observado que o scaffold 3D de PLA sem modificacdo de superficie ndo
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permitiu uma boa adeséo celular. No entanto, os scaffolds tratados com NaOH em concentragdo 0,1M mostraram melhorar a
adesao celular pelo ensaio da resazurina, embora ndo houvesse a comprovacdo da modificacdo pela técnica do FTIR-ATR
(Infravermelho com Transformada de Fourier de Reflectancia Total Atenuada). Outras técnicas sdo utilizadas para modificagdo
de superficie de PLA, por exemplo: (1) modificagdo por quitosana/polifosfato de sodio, (2) modificacdo por escrita direta a
laser (DLW), (3) por plasma atmosférico frio (CAP), e (4) por hidréxido de sédio (NaOH) (Wang et al., 2016). De acordo com
Mohd Sabee et al. (2016) e Pinto; Maia; Thiré (2019), o tratamento dos scaffolds com NaOH tem como consequéncia torna-lo
mais hidrofilico melhorando assim sua biocompatibidade, além de também aumentar o nimero de sitios ativos para ligacao
celular.

Considerando o problema de hidrofobicidade do scaffold de PLA puro, que ndo o torna atraente para a migracéo
celular e posterior aplicagdo na ET, o presente trabalho tem como objetivo modificar a superficie de PLA com o tratamento
com NaOH em diferentes concentracBes a fim de avaliar suas modificacdes superficiais e a eficacia de adesdo celular nas

diferentes concentragdes do tratamento quimico.

2. Metodologia
Obtencéo dos scaffolds de PLA

O filamento utilizado para a impressdo dos scaffolds foi o filamento transparente, da marca 3D Fila de diametro
1,75mm. O filamento de PLA foi utilizado para impressdo dos scaffolds na forma de discos, a partir da técnica FDM (Fused
Deposition Modeling) com a utilizagdo de uma impressora 3D da marca Creality, modelo Ender-3 (Figura 1 ) e software Cura
Ultimaker, para ajustar as configurac@es de fatiamento, temperatura e velocidade de impressdo dos prototipos. A temperatura
utilizada na cabeca extrusora da impressora 3D foi de 170°C, a velocidade de impressao foi de 15 mm/s e preenchimento de

20%. O scaffold foi impresso no didmetro 15,2mm para ser utilizado na placa de cultivo de 24 pocos.

Tratamento dos scaffolds com NaOH

Os scaffolds de PLA impressos em 3D pela técnica FDM foram inicialmente colocados em um béquer com 200ml de
agua destilada e mantidos durante 24 horas no agitador magnético para lavagem, com a finalidade de retirar qualquer impureza
do scaffold. Ap6s 24 horas, os scaffolds foram tratados com 0.25M e 1M de NaOH em solucdo de 100mL de &gua destilada
durante 1 hora a temperatura ambiente (Figura 2). Ap6s uma hora do tratamento, os scaffolds foram lavados com agua

destilada e secos em estufa a 40°C durante 2 horas, até que estivessem totalmente secos.

Esterilizacio dos scaffolds de PLA

A esterilizagdo dos suportes de PLA se deu pela imersdo dos suportes em solugdo de alcool 70%. Ap6s completa
evaporacdo 0s mesmos suportes foram submetidos a exposicdo na luz UV em capela de fluxo laminar, permanecendo em
exposicao a radiacdo ultravioleta (UV) durante 1 hora para cada lado do disco.

Infravermelho com transformada de Fourier de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)

Espectroscopia no infravermelho é um método fisico de caracterizacdo para andlise quantitativa de tracos de
elementos. 1sso é possivel porque os &omos que formam as moléculas possuem uma frequéncia de vibracdo especifica, que
varia de acordo com a estrutura, composicdo e modo de vibracdo de cada amostra. Dessa forma, para varrer essa gama de
frequéncias utiliza-se o infravermelho.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica que fornece evidéncias de
grupos funcionais presentes na estrutura de uma substancia, podendo ser utilizada na identificacdo de compostos ou para

estudo de sua composicdo quimica.. Dessa forma, compreende-se que a técnica de FTIR-ATR é uma técnica sensivel as
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interagBes intermoleculares.

No presente estudo, a técnica foi utilizada para monitorar picos de absorcdo em regifes especificas para determinar as
interacGes entre os grupos funcionais do scaffold de PLA e a mudanca a eles causados pela modificagdo com a reacdo de
hidrolise do NaOH. Para a andlise foi utilizado o equipamento Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700. O espectro foi obtido

entre as frequéncias de 4000 e 270 cm-1.

Ensaio de viabilidade e ades&o celular

O cultivo celular da linhagem Osteo-1 foi realizado em meio DMEM (Dulbecco modification of Minimum Essential
Mediasuplementado), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa umidificada a temperatura de
37°C com injecdo de 5% de CO2.

Para avaliar a influéncia da superficie quimicamente modificada dos scaffolds na adeséo celular foi realizado o ensaio
de adesdo celular e viabilidade utilizando o método fluorimétrico com o reagente resazurina, que detecta a atividade
mitocondrial de células saudaveis.

Inicialmente, em uma placa de 24 pocos, foram inseridos os scaffolds de PLA tratados e ndo tratados e foram
semeadas 2x105 células por poco, incluindo pogo sem PLA para o grupo controle de adesdo. A placa foi mantida em estufa
humidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apds o periodo de 4 horas, foi verificada a adesdo celular. Para isso o
meio de cultivo foi removido e os pocos lavados com PBS 1X estéril para a remocao das células ndo aderidas.

Em seguida, foi adicionada solucdo de resazurina a 10% em meio de cultura (v/v) e a placa foi incubada por 4 horas
na estufa. Depois da incubagdo com a resazurina, 100l desta solugdo foram transferidos para uma placa de 96 pogos para a
leitura da fluorescéncia em leitor de placa Spectra Max (Molecular Devices) a 570nm excitagdo e 590nm emissdo. Apds a
remocéo total da solucéo de resazurina, foi adicionado meio DMEM aos pocos e a placa contendo os scaffolds celularizados,
foi mantida em cultura por mais 24 horas. ApGs 24 horas foi realizada a medida da fluorescéncia para a avaliagcdo da
viabilidade celular. Ao final do procedimento experimental, 0 meio de cultura foi removido, os pogos lavados com PBS1X e as
células foram fixadas por 15min em paraformaldeido 4% em PBS (v/v) a temperatura ambiente. Depois de fixadas as células
foram marcadas com o fluoréforo DAPI (marcador nuclear) e fotografadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss, modelo
Vert.Al utilizando o software AxionVision Rel.4.8

Os Resultados da adesdo e viabilidade celular foram apresentados como porcentagem comparado ao grupo controle
100%, que foram os valores obtidos de fluorescéncia das células cultivadas sem a presenca de PLA, nos tempos de 4 e 24

horas.

3. Resultados e Discusséo
FTIR-ATR

Os espectros obtidos para as amostras de PLA estéo representados na Figura 01. Segundo a analise do espectro obtido,
temos deformagéo angular (picos stretching) da ligagdo C-O em 1077 e 1180 cm-1, caracteristico dos ésteres e &cidos
carboxilicos. Em 1745 cm-1 temos deformacdo axial (picos de bending) da ligacdo C=, caracteristico de ésteres, ainda, é
possivel notar a banda de stretching das ligacbes CH3 em 2955 e 3000 cm-1. Outras bandas destacadas sdo as de deformacéo
axial e rock (movimento de balan¢o) das ligacdes CH3, em respectivamente, 867 cm-1 e 753 cm-1.

As principais bandas entre 1300-1500 cm-1 sdo referentes a deformacédo angular simétrica da ligacdo C-H do metileno
(CH2) e da metila (CH3). Os picos 1180, 1359 e 1270 cm-1 representam o alongamento (C-C) e o pico de 1454 cm-1 é a
articulagdo (CH) (Chapple et al., 2013). Esses picos foram observados em todas as amostras de filamentos de PLA disponiveis

comercialmente. Portanto, o ensaio confirmou que os picos sdo semelhantes em todas as amostras de PLA.

5


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30500

Research, Society and Development, v. 11, n. 8, €8211830500, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30500

Para o tratamento de hidrdlise alcalina do scaffold de PLA com NaOH, é esperado o surgimento de hidroxilas (OH)

na regido préxima de 3500 cm-1 por meio da clivagem da ligagéo éster no PLA.

Figura 1 - Andlise por FTIR para os scaffolds tratados com NaOH.
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Fonte: Elaboragéo prdpria.

A Figura 1 representa que as mudangas quimicas-estruturais ocorreram no comprimento de onda de 3300 a 3610 cm-
1. No gréfico obtido (a) representa o grupo controle (PLA sem tratamento) (b) representa PLA tratado com 0,25M NaOH, e (c)
representa PLA tratado com 1M NaOH. O aparecimento de grupos —OH foi observado e conforme a concentracdo de NaOH
utilizada aumenta, a intensidade do pico —OH aumentou. Isso confirmou que a clivagem da ligac&o éster sob o tratamento dos
scaffolds com NaOH ocorreu com sucesso, assim como afirma em (Mohd Sabee et al., 2016). O FTIR também indicou que os
scaffolds tratados com NaOH 1M apresentaram maior intensidade, estando essa afirmacéo de acordo com as expectativas, pois,
maiores concentracdes de NaOH apresenta maior capacidade de clivar ligagdes éster, portanto, na concentragdo mais alta de
NaOH, a intensidade do pico da ligagdo —OH é maior.

De acordo com os resultados obtidos a partir da técnica FTIR-ATR, pdde-se observar que a hidrélise alcalina dos
scaffolds com NaOH modificou com sucesso a superficie do polimero de PLA, alterando sua caracteristica de superficie

hidrofobica para uma superficie mais hidrofilica.

Microscopia de forca atdmica (AFM)

A analise superficial topogréafica do scaffold realizada pela técnica de AFM é representada a seguir pela Figura 02.
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Figura 2 - Calibracdo da topografia do scaffold.

(A)

(€)

Z-Axis - Scan forward Mean fit

8)

Z-Axis - Scan forward Mean fit

2um
Mean fit 120nm

Mean fit 77,.9nm

sy
Z-Axis range

Opm

g
g

Fonte: Elaboragéo prdpria.

Na Figura 2, as imagens A e B sdo referentes a calibracéo da topografia do scaffold, enquanto a imagem C ilustra a
topografia do scaffold.

Com as figuras abaixo (Figuras 03 e 04) foi possivel obter uma andlise qualitativa com a comparagdo das mudancas
visuais nas duas condic¢des testadas (PLA puro e PLA tratado) na mesma regido de zoom. Pelas imagens das amostras, é
possivel observar uma mudanca aparente na rugosidade superficial do polimero tratado, sugerindo que o scaffold quando
submetido ao tratamento com NaOH, sofreu mudanc¢as em sua rugosidade superficial. Ainda, podemos observar nas imagens
do PLA hidrolisado com NaOH obtidas em duas diferentes regides de zoom, aparente aumento na aspereza da superficie,
causados pela erosdo da superficie do polimero, ressaltando que as caracteristicas do tratamento sdo responsaveis pela
alteracdo na rugosidade superficial do biomaterial, dessa forma, afirmando a eficicia do procedimento aplicado, como

observado na literatura citada na presente pesquisa.
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Figura 3 - Zoom de 20 para 5 um no PLA puro (sem tratamento).
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Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 4 - Imagens obtidas de diferentes regides por AFM do PLA tratado com 0,25M de NaOH.

Phase - Scan forward Line fit Z-Axis - Scan forward Line fit
o,
|
&
2
= £
=
8
©
&
2
@ =
@°
@
_ Phase - Scan forward Line fit Z-Axis - Scan forward Line fit
E T PR PEY 8V ZEG
I ]‘ 57 s e
5
&
e
= €
o
i =4
= =
2
|
E
=5
o

Fonte: Elaboragdo prdpria.

Visualmente nas figuras 3 e 4, observa-se pequenas nuances em questdo a rugosidade. Onde na Figura 3

representando o PLA sem tratamento, apresenta uma rugosidade bruta e irregular e presenca de desniveis no sentido da altura.
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Na Figura 4, representando PLA tratado, pode-se observar novas caracteristicas quando em comparacdo com a Figura 3. Em
ambas as imagens as rugosidades brutas séo transformadas em microrugosidades, demonstrando também que a superficie tem

aumento de irregularidades, pequenas e dispersas.

Ensaio de viabilidade e ades&o celular

A Figura 5 representa de forma ilustrativa o resultado da adesdo celular pelo marcador fluorescente DAPI nos
scaffolds modificados quimicamente com NaOH e grupo controle. Por meio das imagens obtidas, pode-se observar que as
células (pequenas esferas sinalizadas por setas) aderiram ao suporte , comprovando que 0 mesmo possui propriedade aderente

e que a modificagdo quimica ndo afetou a propriedade atdxica do polimero.

Figura 5 — (A) Células aderidas no scaffold PLA tratado com NaOH coradas com DAPI aumento 4 vezes; (B) Mesmo campo

das células aderidas fotografadas em campo claro; (C) Células do grupo controle aderidas ao plastico coradas com DAPI.
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Fonte: Elaboragéo prdpria.

A Figura 6, mostra os resultados dos ensaios de adesdo celular em fungéo dos tratamentos do scaffold. Foi observado
que na condicédo de tratamento com a solucdo 0,25M NaOH houve a maior porcentagem de adesdo quando comparado com a

condicdo de tratamento com 1M NaOH. Apesar desta diferenca todas as condi¢des testadas proporcionaram a adesao celular.
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Figura 6 - Ensaio de adesdo celular de Osteo-1 cultivadas na presenca de scaffolds de PLA tratados e ndo tratados pelo método
de reducéo da resazurina.
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Fonte: Elaboracgéo prdpria.

A Figura 7 mostra os resultados de viabilidade celular nas condi¢Bes testadas neste trabalho para a linhagem
osteoblastica. Os resultados obtidos mostraram que a modificacdo quimica com NaOH nos scaffolds de PLA, ndo alterou a
viabilidade celular em nenhuma condicdo de tratamento. Ainda, de acordo com o gréafico, pode-se afirmar que os scaffolds
tratados com 0,25M NaOH, apresentaram melhor viabilidade celular quando em comparacdo com a condicdo de tratamento de
1M NaOH, o que pode ser atribuido ao fato de que na menor concentracdo de NaOH a modificacdo quimica da superficie foi
menos agressiva, enquanto que na condicdo de tratamento com 1M ocorre uma modificacdo mais agressiva, com introducédo de

novos grupos funcionais e perca de outros grupos que poderiam ser atrativos para célula.
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Figura 7 - Ensaio de Viabilidade celular de Osteo-1 cultivadas na presenca de scaffolds dePLA tratados e ndo tratados pelo

método de reducdo da resazurina.

120 -

100- ——— e R ey
S
9
‘S 604
R
>
X

&(\0 &06 &00 w@
¥ ¥ ¥ ¥
\y' @@ & N
Q Q‘.l' \y~ (@)
4
Q\y

Fonte: Elaboragéo prdpria.

Observou-se que as viabilidades celulares em ambas condi¢des de tratamentos dos suportes obtiveram maior
porcentagem de células vidveis quando em comparagcdo com o biomaterial puro, sugerindo que o tratamento alcalino em
scaffolds de PLA para a manutencéo da viabilidade e proliferacdo celular é um tratamento eficaz. Esses dados corroboram com
0s apresentados por Mohd Sabee et al. (2016).

4. Consideracdes Finais

A impressdo tridimensional do scaffold de PLA pela técnica FDM permitiu que fossem estabelecidos os parametros
para obtencdo de um material em estrutura 3D para avalia¢do in vitro da adesdo e viabilidade celular.

As andlises de AFM e FTIR confirmaram a modificacdo da superficie do material pelo tratamento alcalino.

Os resultados dos ensaios biolégicos, mostraram que as condicGes de tratamento alcalino testadas no presente trabalho

ndo alteraram a capacidade de adesdo celular, mas foi eficiente no incremento da viabilidade para as células osteoblasticas.
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