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[DESENVOLVIMENTO DE FILMES PARA REGENERACAO OSSEA]
RESUMO

A regeneracdo 0ssea constitui um campo de crescente importancia tendo em contas as
limitacOes inerentes as abordagens tradicionais, utilizadas no tratamento de lesfes dsseas. Nesse
contexto, surge a necessidade de desenvolver solugdes inovadoras e eficazes para a restauracao
do tecido 6sseo danificado. O potencial impacto deste estudo é de magnitude consideravel, uma
Vez gue se apresenta como uma possivel via para melhorar a qualidade de vida dos doentes que
enfrentam lesfes Gsseas, acelerando o processo de recuperacdo e mitigando as complicagGes
associadas.

O principal objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de filmes compostos a
base de biomateriais, com o propdsito de servir como estrutura de suporte a regeneracao do tecido
0sseo. Para tal, foram desenvolvidas formulagGes e processos de fabrico destes filmes, sequindo-
se a avaliacdo das suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, visando determinar a sua
eficacia como estruturas que promovam a regeneragdo 0ssea. Foram produzidas trés composigdes
base dos filmes, fazendo variar as percentagens de alginato e -carragenina, possibilitando assim,
analisar o impacto da composi¢&o base no resultado final. Adicionalmente, foram exploradas duas
metodologias para a incorporacdo de hidroxiapatite (HA) nos filmes: a suspenséo direta de HA
nas solucdes filmogénicas e a deposi¢cdo da HA durante o processo de cura. O processo de cura
compreendeu a imersdo de uma ou ambas as faces do filme numa solug&o de cloreto de célcio.

Os resultados indicam que a composicao mais eficaz foi a 75%/25%. Além disso, a cura
em ambas as faces do filme proporcionou, em geral, melhores resultados, atingindo um maédulo
de elasticidade de 6794 MPa e uma tensdo de carga maxima de 66 MPa. A inclusdo de HA na
composicdo dos filmes resultou numa reducdo de aproximadamente 65 % do modulo de
elasticidade, no entanto, a incorporacdo de HA na solucdo de cura demonstrou melhorias nos
ensaios de molhabilidade, com um &ngulo de contacto minimo de 9,0 °. Por fim, os ensaios
bioldgicos validaram os filmes como uma alternativa vidvel para a regeneragdo 0ssea,
evidenciando a ades&o e proliferacdo celular. O filme que se destacou com melhores resultados
foi o filme 75-25-C2L, apresentando uma viabilidade média de 84%, contribuindo assim para
avancos praticos e inovadores no campo dos biomateriais para aplicacBes ortopédicas e

traumaticas.
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Regeneracdo 0ssea; Biomateriais; Filmes compostos; Alginato; Carragenina;

Hidroxiapatite; Lesdes 0sseas.






[DEVELOPMENT OF FILMS FOR BONE REGENERATION]

ABSTRACT

Bone regeneration constitutes a field of growing importance, due to the inherent
limitations of traditional approaches used in the treatment of bone injuries. In this context, the
need to develop innovative and effective solutions for the restoration of damaged bone tissue
arises. The potential impact of this study is of considerable magnitude, as it presents itself as a
possible avenue to enhance the quality of life for patients facing bone injuries, by accelerating the
recovery process and mitigating associated complications.

The primary objective of this work is the development of films composed of biomaterials,
intended to serve as support structures for bone tissue regeneration. To achieve this, formulations
and manufacturing processes of the films were developed, followed by the assessment of their
physical, chemical, and biological properties, aiming to determine their effectiveness as structures
promoting bone regeneration.

Three base compositions of the films were produced, varying the percentages of alginate
and carrageenan, thereby enabling an analysis of the impact of the base composition on the final
outcome. Additionally, two methodologies for the incorporation of HA into the films were
explored: the direct suspension of HA in the filmogenic solutions and the deposition of HA during
the curing process. The curing process involved the immersion of one or both film faces in a
solution of calcium chloride.

The results indicate that the most effective composition was 75%/25%. Furthermore,
curing on both sides of the film generally yielded better results, reaching an elasticity modulus of
6794 MPa and a maximum load stress of 66 MPa. The inclusion of HA in the film composition
resulted in a reduction of approximately 65% in the elasticity modulus; however, incorporating
HA into the curing solution demonstrated improvements in wettability tests, with a minimum
contact angle of 9.0°. Finally, biological assays validated the films as a viable alternative for bone
regeneration, highlighting cell adhesion and proliferation. The film that stood out with the best
results was the 75-25-C2L film, presenting an average viability of 84%, thus contributing to
practical and innovative advances in the field of biomaterials for orthopedic and traumatic

applications.

KEYWORDS

Bone regeneration; Biomaterials; Composite films; Alginate; Carrageenan;

Hydroxyapatite; Bone injuries.
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1 INTRODUCAO

1.1 Enquadramento

A regeneragdo Ossea representa um campo de investigagdo e desenvolvimento de
crescente interesse e relevancia no &mbito da medicina regenerativa. Nos Gltimos anos, a crescente
procura por solugdes inovadoras destinadas ao tratamento de lesdes e defeitos Gsseos tem
suscitado uma investigacdo cada vez mais aprofundada em relagdo a materiais e métodos com
capacidade de promover eficazmente a regeneragdo do tecido 6sseo. Nesse contexto, o presente
trabalho foca-se no desenvolvimento de filmes & base de alginato, 1-carragenina e hidroxiapatite
(HA) como uma abordagem inovadora para a regeneracao da superficie 6ssea.

A regeneracdo Ossea desempenha uma funcdo essencial na qualidade de vida dos
pacientes que enfrentam lesdes 6sseas, fraturas ou defeitos estruturais. Embora as abordagens
convencionais tenham demonstrado a sua eficadcia em numerosos cenarios, é importante destacar
que existem limitagGes, sobretudo em situagfes que envolvem consideraveis perdas de tecido
0sseo. Portanto, a investigagcdo direcionada ao desenvolvimento de materiais inovadores e
métodos avancgados destinados a facilitar a regeneragdo do tecido 6sseo assume um grau de
elevada importancia.

A relevancia deste estudo centra-se na necessidade de desenvolvimento de solugdes
terapéuticas mais eficazes e inovadoras destinadas ao tratamento de lesdes 0sseas. Tais solu¢des
almejam acelerar o processo de cicatrizacdo, minimizar possiveis complicacbes e, por
conseguinte, melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados por tais condi¢Ges. Nesse
contexto, os filmes compostos por alginato, 1-carragenina e hidroxiapatite destacam-se como uma
alternativa promissora para promover a regeneracdo 0ssea, caracterizando-se pela sua
biocompatibilidade e capacidade de fornecer suporte estrutural.

Os filmes apresentam versatilidade em aplicacdes praticas, podendo ser adaptados as
particularidades de cada cenario clinico. Em intervencdes cirdrgicas, os estes podem ser
colocados sobre o defeito 6sseo, proporcionando suporte estrutural imediato. Esta estratégia é
facilitada pela formulagdo dos filmes em formatos que se ajustam facilmente ao local,
promovendo assim uma libertagdo controlada de fatores de crescimento e substancias bioativas
ao longo do tempo. Estas caracteristicas, juntamente com a capacidade intrinseca dos filmes para
criar um ambiente propicio ao crescimento celular, realgam a sua aplicabilidade prética e a

eficacia na inducdo da regeneragdo dssea.



1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é a elaboracdo de filmes & base de alginato, -
carragenina e HA, com particular destaque para a sua aplicagdo na promocao da regeneracao
0ssea.

Para atingir esse objetivo, foi desenvolvido um procedimento experimental que envolve
a formulacgdo e caracterizacdo dos filmes produzidos, com variacbes em composicao e métodos
de fabricacdo. Adicionalmente, o estudo incluiré testes in vitro com o propoésito de avaliar a
biocompatibilidade, capacidade de osteoinducédo e integracdo com o tecido 6sseo circundante.
Sera utilizada uma abordagem interdisciplinar, que incorpora principios da quimica de materiais,
engenharia de tecidos e da medicina regenerativa.

Como objetivos secundérios, destacam-se a analise do impacto da composicéo do filme
base na morfologia e nas propriedades fisico-quimicas dos filmes produzidos. Além disso,
pretende-se compreender como a técnica de fabrico dos filmes e a forma como HA é incorporada
nos mesmos influenciam as caracteristicas finais. Adicionalmente, pretende-se selecionar uma
composicdo e uma metodologia de fabrico dos filmes otimizadas para serem posteriormente

utilizadas em trabalhos futuros.

1.3 Organizacdo do documento

A presente dissertacdo encontra-se organizada em 5 capitulos principais, sendo o presente
a introducdo, contendo uma contextualiza¢do do tema e a importancia do estudo.

No segundo capitulo, apresenta-se uma revisdo bibliografica onde se descrevem as
principais caracteristicas do 0sso, nomeadamente a sua estrutura e composi¢do. S&o ainda
abordados os processos de remodelacéo e cicatrizagdo 6ssea, bem como possiveis defeitos 6sseos,
soluces terapéuticas e estratégias de regeneracao associadas a estes.

O terceiro capitulo descreve as metodologias adotadas para a preparacao e caracterizagao
morfoldgica e fisico-quimica dos filmes, tendo em conta, os diferentes ensaios realizados.

No quarto capitulo efetua-se a analise dos resultados obtidos, comparando-0s com 0s
resultados indicados pela literatura.

No quinto e ultimo capitulo, sdo apresentadas as conclusdes do trabalho, indicando

algumas perspetivas de desenvolvimentos futuros.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura do 0sso

O tecido 6sseo € um componente essencial do sistema esquelético humano e divide-se em
trés principais tipos morfoldgicos: 0sso trabecular (esponjoso), 0sso cortical (compacto) e 0sso
subcondral. O 0ss0 esponjoso ocupa a regido interna, enquanto 0 0sso compacto constitui a
camada externa. O 0sso subcondral, uma camada de tecido 6sseo liso, reside nas epifises dos
0ssos, geralmente revestido por cartilagem articular, desempenhando um papel fundamental na
regeneracdo cartilaginosa (Boskey & Posner, 1984). Pela Figura 2.1 é possivel observar a
estrutura e composicdo do 0sso.
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Figura 2.1 - Estrutura e composic¢ao do osso (adaptado de Servier medical art)

A relagdo proporcional entre osso trabecular e osso cortical varia entre 20% e 80% em
diferentes regides do sistema esquelético, dependendo da sua localizagdo anatémica. A principal
distingdo entre esses tipos de tecido 0sseo é caracterizada pela densidade e porosidade, sendo o
0sso trabecular altamente poroso e o 0sso cortical densamente compacto. O osso cortical
desempenha principalmente uma funcéo de sustentacéo e protecao contra as tensdes mecanicas,
enquanto o 0sso trabecular estd metabolicamente ativo, participando na regulagéo do metabolismo
do célcio e na hematopoese (Eriksen et al., 1993).

A estrutura do 0sso é caracterizada por varios niveis de organizacdo, segundo Francillon-
Vieillot et al., (1990) existem quatro niveis, que compreendem a macroestrutura, a microestrutura,

a sub-microestrutura e a nanoestrutura.



Macroestrutura (~1 m—1 mm): Organizacdo geral do 0sso em escala macroscopica,
influenciada por fatores filogenéticos, ontogenéticos, mecanicos e ambientais.

Microestrutura (1 mm — 100 pm): Analise das unidades estruturais fundamentais do
0Ss0, COMO osteonas ou sistemas de Havers, numa escala microscopica.

Sub-microestrutura (1000 pm — 1 pm): Investigagdo de niveis de organizagdo ainda
menores, incluindo as fibras de colagénio nas lamelas da matriz 6ssea, que desempenham um
papel crucial na resisténcia e flexibilidade do tecido 6sseo.

Nanoestrutura (1 pm — 10 nm): Concentra-se na organizagdo em escala nanométrica e
investiga componentes moleculares, como cristais de hidroxiapatite e proteinas envolvidas na

mineralizac&o e regeneracdo 6ssea.
2.1.1 Osso Cortical

O osso cortical, responsavel pela maior parte do peso do esqueleto (até 80%), possui uma
mineralizacdo de aproximadamente 95% e uma porosidade variando de 5% a 30% (Samuel et al.,
2009).

Este exibe uma estrutura organizada em lamelas concéntricas, constituindo unidades
cilindricas denominadas sistemas de Havers ou ostedes, conforme ilustrado na Figura 2.1. Cada
ostedo é composto por lamelas dsseas que circundam um canal central denominado canal de
Havers, o qual contém vasos sanguineos, células do tecido conjuntivo e fibras nervosas. Os
ostedcitos, células maduras do tecido ésseo, ocupam lacunas entre as lamelas e estabelecem
conexdes intercelulares através de canaliculos, possibilitando a troca de nutrientes e sinais
intracelulares. Adicionalmente, canais de Volkmann atravessam os osteGes em éangulos
perpendiculares, assegurando a vascularizacdo e nutri¢do do tecido do osso cortical (Tang, 2017).

A organizacdo estratificada, a presenca de canais comunicantes e a vascularizagdo
coordenada contribuem para as propriedades mecanicas distintivas do 0sso cortical, sendo este
predominantemente localizado na periferia dos 0ssos, nas diafises dos 0ssos longos e na camada

externa mais fina de 0ssos curtos e planos (Samuel et al. (2009); Tang (2017)).
2.1.2 Osso Trabecular

O osso trabecular, é uma estrutura tridimensional altamente porosa composta por
trabéculas lamelares. A porosidade exibe uma variagdo significativa, abrangendo um intervalo
que varia de 30% a 95% (Samuel et al., 2009).

Este tecido altamente poroso encontra-se ma medula éssea, desempenhando um papel
crucial na hematopoiese e na produgio de células do sistema imunolégico. A medida que o
individuo envelhece, a medula 6ssea comeca a acumular lipidos, resultando na transformacéo

para a designada medula éssea amarela (Goswami, 2016).



O osso trabecular localiza-se circundado pelo osso cortical, como mostra a Figura 2.1, e
é encontrado em quantidades reduzidas no centro da diafise dos 0ssos longos. No entanto, este
predomina nas regiGes da metafise e epifise desses 0ssos, onde desempenha um papel
fundamental no suporte de tensdes mecanicas.

Na Tabela 2.1 encontram-se apresentadas as propriedades mecanicas do 0sso cortical e

do osso trabecular.

Tabela 2.1 - Propriedades mecanicas do osso cortical e trabecular (LeGeros & LeGeros, 1993)

Propriedades Osso Cortical Osso Trabecular
Resisténcia a Compressao [MPa] 100 - 230 2-12
Resisténcia a Tracao e Flexdo [MPa] 50 - 150 10-20
Deformacdo até fratura [%0] 1-3 5-7
Médulo de Young [GPa] 7-30 0,05-0,9

2.1.3 0Osso Subcondral

O tecido ésseo subcondral, situado adjacente a cartilagem articular nas articulacdes,
desempenha um papel fundamental no fornecimento de suporte estrutural e estabilidade a essas
estruturas. Este tipo de tecido 6sseo exibe caracteristicas que sdo uma combinacao do tecido 6sseo
compacto e do tecido 6sseo esponjoso, geralmente apresentando maior densidade nas regides
submetidas a pressdo mecanica direta (Zhu et al., 2021).

2.1.4 Peri6steo

O peridsteo € uma membrana de tecido conjuntivo fibroso que reveste a superficie externa
de todos os 0ssos do corpo, exceto as superficies articulares. Este atua como uma camada de
transicdo entre o o0sso cortical e os tecidos moles, dividindo-se em duas camadas
distintas (Buckwalter & Cooper, 1987).

Camada fibrosa externa:

Esta camada é constituida por tecido conjuntivo denso e irregular, caracterizado por uma
matriz rica em colagénio e uma menor densidade de células. Esta subdivide-se numa camada
superficial altamente vascularizada, que recebe 0s vasos periosteais, e em uma camada interna
composta por tecido fibroelastico (Squier et al., 1990).

Camada Celular Interna (Camada Interna do Cambio):

A camada celular interna encontra-se em contacto direto com o 0sso. Esta camada é
caracterizada pela presenga de numerosos vasos sanguineos, fibroblastos e uma rede densa de
fibras de colagénio conhecidas como "fibras de Sharpey," que sustentam o peridsteo ao tecido

0sseo. Além disso, a camada interna contém células-tronco mesenquimais, células



osteoprogenitoras e pré-osteoblastos, desempenhando um papel crucial no crescimento adicional
e na reparacdo do tecido ésseo (Khurana, 2009).

A espessura do periosteo varia ao longo da vida, sendo mais pronunciada nos primeiros
anos de desenvolvimento e tendendo a diminuir com o envelhecimento. A sua espessura pode
também variar dependendo da localizacdo no 0sso. De notar que 0s 0ssos sesamoides sdo uma

excecao, pois ndo possuem periosteo (Uddstromer, 1978).
2.1.5 Endosteo

O endésteo € uma membrana fina que reveste a superficie interna dos 0ssos,
contemplando as cavidades do osso trabecular e a cavidade da medula 6ssea. O endosteo reveste
o canal de Havers e todas as cavidades internas do 0sso. Composta por uma Unica camada de
células osteoprogenitoras e fibras de colagénio do tipo Il (fibras reticulares), responsaveis por
formar osteoblastos e osteoclastos, desempenhando um papel importante na regulacdo e

manutengdo do tecido 6sseo. O enddsteo € mais fino que o peridsteo (Boskey & Posner, 1984).

2.2 Composicao do 0sso

2.2.1 Matriz Ossea

A matriz 6ssea € uma substancia complexa e altamente organizada que constitui a
estrutura fundamental dos ossos. Esta tem como fungdo principal conferir propriedades
biomecanicas e bioguimicas ao tecido 6sseo. A matriz é composta por dois componentes
priméarios, nomeadamente: componentes organicos e inorganicos, representando, respetivamente,
30% e 60% da composicéo do tecido 6sseo, enquanto os restantes 10% consistem em &gua (Feng,
2009).

A dureza e rigidez do 0sso sdo atribuidas & presenca de sais minerais na matriz osteoide.
Esses sais minerais formam uma estrutura cristalina complexa composta por calcio e fosfato,

conhecida como hidroxiapatite (Clarke, 2008).
2.2.1.1 Matriz Organica

A matriz orgénica corresponde a 30% da massa do 0sso desidratado e é
predominantemente constituida por colagénio, representando 90%, nomeadamente do tipo I,
enquanto as proteinas ndo colagénicas compreendem os restantes 10% (Sroga et al., 2011). Estas
proteinas desempenham um papel fundamental na organizacdo da matriz, atuando como
iniciadoras do processo de deposicdo de cristais de hidroxiapatite na matriz durante a
mineralizacdo 6ssea e influenciando o comportamento das células 6sseas (Boskey, 1989).
Adicionalmente, a matriz extracelular organica também inclui, em proporcdes inferiores,
colagénio dos tipos Il e V, os quais desempenham um papel na regulacdo da formacéo de fibrilas

e na modulagéo de seu diametro (Lin et al., 2020).



A matriz organica do 0sso desempenha um papel na determinacdo da morfologia 6ssea,
atuando como um reservatorio de fatores de crescimento que auxiliam no processo de
remodelacdo dssea. Além disso, essa matriz influencia a resisténcia mecénica do tecido 6sseo
como um todo. A interacdo entre a matriz organica e 0s minerais inorganicos é crucial para a

formacdo e manutencdo da salde 6ssea.
2.2.1.2 Matriz Inorganica

Os constituintes inorganicos que integram a matriz 6ssea consistem predominantemente
em fosfato de célcio, formando cristais de hidroxiapatite de acordo com a férmula quimica
[Cal0(PO4)6(0OH)2] (Marcus et al., 2007). Estes cristais sdo depositados e incorporados as fibras
de colagénio, alinhando-se de maneira paralela, conferindo ao 0sso elevada dureza e resisténcia
a compressdo (ver Tabela 2.2 para detalhes sobre resisténcia a compressao).

A composicgdo inorganica da matriz 6ssea é dindmica, sujeita a processos continuos de
remodelacdo ao longo da vida. Durante fases de crescimento, cicatrizagdo de lesbes ou em
resposta a estimulos hormonais, a matriz 6ssea adapta-se de forma dinamica, ajustando a
quantidade e a disposi¢do dos cristais de hidroxiapatite para atender as solicitagdes biomecanicas
em constante evolucdo (Buckwalter & Cooper, 1987).

Importa salientar que, além do célcio e do fosfato, a componente mineral da matriz 6ssea
também incorpora a presenca de ides de sodio e magnésio. A libertagdo controlada desses ides
assegura niveis plasmaticos adequados, desempenhando fungdes vitais, como a conducao nervosa

e contragdo muscular (Marcus et al., 2007).
Tabela 2.2 - Propriedades fisicas da HA (He et al., 2008)

) Moadulo de Resisténcia a Resisténcia a Resisténcia a
Densidade
Young Tracéo Flex&o Compressao
[o/cm3]
[GPa] [MPa] [MPa] [MPa]
3,05-3,15 80 - 120 40-20 100 - 120 300 - 900

2.2.2 Células do Osso

A remodelacdo dssea é um processo continuo e dindmico que envolve a reabsorcao do
0ss0 existente e a formagao de novo tecido dsseo. Esse processo é estritamente regulado por uma
variedade de células dsseas especializadas, cada uma com funcdes especificas na manutencdo da
salde Ossea. As principais células envolvidas na remodelacdo dssea incluem os osteoblastos,
osteoclastos, ostedcitos e células do revestimento 6sseo, todas provenientes de células-tronco

mesenquimais (CTM) e células-tronco hematopoiéticas (CTH) (Clarke, 2008).



2.2.2.1 Osteoclastos

Os osteoclastos, derivados de células-tronco hematopoiéticas, desempenham um papel
crucial no processo de remodelacdo Ossea, sob a orientacdo de fatores de transcricdo que
promovem a proliferacdo e diferenciacdo dessas células. A formacéo dos osteoclastos ocorre no
ambiente medular, sob a regulacéo dos osteoblastos (Baek & Kim, 2011).

Os precursores dos osteoclastos, denominados pré-osteoclastos, expressam na membrana
o recetor ativador do fator nuclear kB (RANK), cuja interagdo com o ligante de RANK (RANK-
L) presente nos osteoblastos resulta na fusdo desses precursores, formando osteoclastos
multinucleados imaturos como mostra a Figura 2.2 (Arboleya & Castafieda (2013); Baek &
Kim(2011)).
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Figura 2.2 - Diferenciacéo e ativacdo de osteoclastos ( adaptado de Arboleya & Castafieda, 2013)

A funcdo primordial dos osteoclastos reside na reabsor¢édo 6ssea, manifestada pela criagdo
de lacunas de reabsorcdo (lacunas de Howship) no osso trabecular e no periosteo, ou pela
formac&o de taneis de reabsorcdo no osso cortical. Este processo inclui a acidificagdo do meio
pelos osteoclastos, mediante a libertagdo de protdes e ides cloreto [Cl-], formando acido cloridrico
[HCI] que dissolve os cristais de hidroxiapatite. Simultaneamente, enzimas como a catepsina K e
colagenases desempenham papel crucial na degradacdo do colagénio tipo | da matriz 6ssea. A
complexidade dessa reabsor¢do Gssea é essencial para a manutencdo da homeostase e integridade
estrutural do esqueleto (Arboleya & Castafieda, 2013).

2.2.2.2 Osteoblastos

Os osteoblastos, derivados de células-tronco mesenquimais, assumem um papel
fundamental no processo de formacdo e mineralizacdo 6ssea. Este conjunto celular desempenha
uma funcéo central na sintese e deposi¢do dos componentes essenciais da matriz éssea.

A diferenciacdo de pré-osteoblastos em osteoblastos é mediada pelo fator de crescimento
B (TGF-B) e proteinas morfogenéticas dsseas (BMP), tais como, BMP2, BMP4 e BMP7. Estes
sinais bioquimicos desencadeiam a ativacao de genes especificos, impulsionando a produgdo de
colagénio tipo | e proteinas ndo colagenadas (Arboleya & Castafieda (2013); Marie & Kassem
(2011)).



Os osteoblastos, notaveis pela sua elevada atividade metabdlica, possuem a capacidade
de sintetizar colagénio tipo I, conhecido como ostedide, que é depositado na matriz 6ssea existente
ou envolve os proprios osteoblastos, transformando-os em ostedcitos. Esse processo envolve a
libertagdo controlada de proteinas ndo colagenadas, induzindo a formacdo de cristais de
hidroxiapatite entre as fibrilas de colagénio tipo | (Arboleya & Castafieda (2013); Marie &
Kassem (2011). Apos essa fase, os osteoblastos tém trés destinos principais: transformarem-se
em ostedcitos, células de revestimento 6sseo ou passar por apoptose. Este processo encontra-se
representado na Figura 2.3.
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Figura 2.3 — Destinos da diferenciacdo e ativacdo de osteoblastos (adaptado de Arboleya &
Castafieda, 2013)

2.2.2.3 Ostedcitos

Os osteocitos, provenientes da diferenciacdo de osteoblastos, encontram-se na matriz
mineralizada dos 0ssos, exercendo uma funcao vital na homeostase e adaptacdo do tecido 6sseo.
Estas células especializadas convertem estimulos mecanicos em sinais bioquimicos, que sao
posteriormente transmitidos a outras células adjacentes por meio de extens@es citoplasmaticas
(Baek & Kim (2011); Franz-Odendaal et al. (2006)).

Um aspeto fundamental dos ostedcitos é a sua capacidade de dete¢do de microlesfes no
tecido dsseo. Ao identificar pequenas fraturas resultantes de forgas mecénicas, 0s ostedcitos
iniciam processos de reparacdo, desencadeando respostas adaptativas. Os sinais bioquimicos por
eles emitidos podem desencadear duas ag¢fes principais (Rubin & Lanyon, 1987):

- Estimulo a atividade dos osteoblastos e inibi¢cdo dos osteoclastos, favorecendo o
crescimento 6sseo num contexto anabdlico;

- Ativacdo da diferenciacdo dos osteoclastos e estimulo a sua proliferacdo, promovendo
a reabsor¢do 6ssea como parte de um processo catabdlico.

Dessa forma, os ostedcitos desempenham um papel essencial na remodelagdo dinamica
do tecido 6sseo, garantindo a sua capacidade de adaptacdo a diferentes solicitacdes mecanicas,
contribuindo para a manutencdo da salde Ossea e participando ativamente na regulacdo do

equilibrio mineral 6sseo (Rubin & Lanyon, 1987).



2.2.2.4 Células de revestimento 6sseo

As células que revestem o tecido Gsseo, conhecidas como osteoblastos quiescentes,
desempenham um papel na preservacdo da homeostase dssea, evitando a atividade excessiva dos
osteoclastos quando ndo ocorre a remodelacdo Ossea programada. Uma das suas funcbes
primérias consiste na detecdo de desequilibrios nas forcas mecanicas ou na matriz 6ssea. Estas
células tém a capacidade de transformar-se em osteoblastos ativos em resposta a estimulos, como
lesbes ou aumento de solicitagbes mecanicas. Essa transi¢cdo é de importancia critica para a
manutenc¢do da homeostase dssea, permitindo que 0 0sso se adapte as necessidades do organismo
e se repare apos lesdes. Portanto, as células de revestimento 6sseo sdo componentes vitais no
sistema regulatério da saude 6ssea, garantindo a integridade e a funcionalidade do tecido dsseo
ao longo do tempo.

2.3 Remodelacdo 6ssea

A remodelagdo Ossea € um processo fundamental que ocorre periodicamente,
aproximadamente a cada 10 anos, no organismo adulto (Manolagas, 2000). Esta desempenha
diversas fungdes, incluindo (Eriksen (1986); Marie & Kassem (2011)):

Adaptacdo as Tensdes Mecanicas: Os 0ssos ajustam-se as diversas forcas e cargas a que
sdo submetidos, preservando a integridade e resisténcia do tecido désseo.

Reparagdo de Microtraumatismos e Fraturas: A remodelacdo Ossea facilita a
reparacdo de lesdes e fraturas nos 0ssos, contribuindo para a manutencdo e reparacao do tecido
0sseo.

Controlo da Homeostase Mineral: Este processo é fundamental para regular o
equilibrio de minerais, como célcio e fosforo, no corpo, permitindo a rapida mobilizacdo desses
elementos quando necessario.

A fase inicial da remodelacéo 6ssea é a reabsorcéo, conduzida pelos osteoclastos, celulas
especializadas, cuja fungdo consiste em criar cavidades onde serdo posteriormente formados 0s
novos canais de Volkmann e ostedes. Apds a reabsorcdo realizada pelos osteoclastos, 0s
osteoblastos entram em agdo. Estes migram para a &rea onde ocorreu a reabsor¢do e depositam
novo tecido 6sseo (Dempster (1997); Langdahl et al. (2016)). Durante esse processo, 0S
osteoblastos secretam uma substancia denominada de ostedide, que se mineraliza sob a acdo dos
ostedcitos. Esse mecanismo é essencial para a formacdo dos novos ostedes. Na Figura 2.4

encontra-se representado o processo de remodelagdo dssea.
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Figura 2.4 - Processo de remodelagéo dssea (adaptado de Servier medical art)

E crucial manter um equilibrio entre reabsorcio e deposicio 6ssea para evitar condicdes
patoldgicas, como a osteoporose, onde a densidade mineral 6ssea diminui significativamente
(Langdahl et al., 2016).

E importante notar que, no caso de materiais implantados, é fundamental que ocorra uma
remodelacdo 6ssea semelhante. As células dsseas devem estabelecer interagdes analogas com o
material implantado, ou seja, serem decompostas quimicamente pelos osteoclastos e reconhecidas
pelos osteoblastos, permitindo-lhes migrar e dar inicio ao processo de remodelacdo (Clarke,
2008).

2.4 Cicatrizacdo 0ssea

A regeneracdo 6ssea é um processo complexo que ocorre em lesGes 0sseas de pequena
escala, geralmente aquelas cujas dimensdes sdo inferiores a duas vezes o diametro do 0sso
afetado. Este processo é caracterizado por trés fases distintas: a fase inicial inflamatéria, a fase
subsequente de reparacdo 6ssea e a fase final de remodelacéo 6ssea. Estas podem ser observadas
através da Figura 2.5 (Fazzalari (2011); Marsell & Einhorn (2011); Sheen et al. (2023)).

Fase Inflamatdria: A primeira fase da regeneracdo 6ssea é a fase inflamatoria,
desencadeada imediatamente ap0s a lesdo. Nesta etapa, ocorre uma resposta inflamatoéria
localizada, resultando num hematoma devido a rutura dos vasos sanguineos que irrigam 0 0SS0 e
0 peridsteo, fornecendo uma estrutura temporaria e uma base para o inicio do processo de
reparacdo Ossea. Citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento sdo libertados, atraindo
células como leucdcitos e macréfagos para o local da lesdo. Essas células desempenham um papel
na remocao de detritos celulares e na eliminacéo de microrganismos, preparando o local da lesdo

para a regeneragao 6ssea posterior.
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Fase de Reparacédo Ossea: Apos a fase inflamatoria, inicia-se a fase de reparagdo dssea.
Os osteoblastos entram em acdo, sintetizando novo tecido ésseo. Nesta etapa, pode ocorrer a
formacdo de um calo fibrocartilaginoso, este proporciona uma base resiliente e flexivel,
especialmente importante em &reas sujeitas a movimentos e pressdes articulares. De seguida, 0s
osteoblastos continuam a produzir colagénio e proteinas ndo colagenadas, formando a matriz para
0 novo 0sso. Ocorre, entdo, a mineralizagdo progressiva do novo tecido dsseo. Esse processo
resulta na formacdo do calo 0Osseo, uma estrutura mais rigida que substitui o calo
fibrocartilaginoso, proporcionando maior resisténcia mecanica.

Fase de Remodelacdo Ossea: A fase final do processo é a remodelacdo 6ssea. Nesta
etapa, o tecido Gsseo regenerado é otimizado para se adaptar as solicitagdes mecanicas e garantir
a integridade dssea. O equilibrio entre a reabsorcdo e deposicdo 6ssea € crucial para manter a
densidade e a integridade adequadas do osso. Os osteoclastos desempenham um papel na
reabsorcdo, enquanto osteoblastos continuam a sintetizar e fortalecer o 0sso. Este processo de
remodelacdo contribui para a adaptacdo continua do tecido 6sseo as necessidades biomecéanicas
ao longo do tempo.

De salientar que a regeneracdo 0ssea € um processo altamente regulado e essencial para
a manutencdo da integridade do sistema esquelético apos lesdes Osseas. A compreensdo das
diferentes fases envolvidas nesse processo é crucial para o desenvolvimento de terapias e

tratamentos que visem otimizar a regeneracéo e recuperagao do tecido 6sseo.

Novos vasos
sanguineos

! p Osso
cartilaginoso || ‘] abe: —"{
I g ‘ ( 5 . A Trabecular

1° 20 30 40
Formag¢ao do hematoma Formagao do calo Formagcao do calo dsseo Remodelagao dssea
fibrocartilaginoso

Figura 2.5 - Cicatrizacdo 6ssea (adaptado de Servier medical art)
2.5 Defeitos 0sseos

2.5.1 Consideraces Iniciais

O tecido 6sseo possui uma capacidade intrinseca de regeneracdo natural em casos de
pequenas lesbes, devido ao processo de remodelagdo dssea. No entanto, em situagdes de traumas
severos ou patologias especificas, pode ocorrer uma perda substancial de tecido 6sseo, o que
compromete a eficacia da regeneracdo natural, resultando em defeitos 6sseos criticos.

A definicdo precisa de um defeito dsseo critico pode variar, mas geralmente implica
dimensdes da ordem de 10 a 20 mm ou uma perda de volume superior a 50% da circunferéncia

do osso afetado. Existe controvérsia quanto a necessidade de intervencdo cirtrgica em casos de
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defeitos menores, com divergéncias notaveis em relacdo a defeitos com dimensdes entre 6 e
12 mm. Defeitos que ultrapassam os 12 mm sdo comumente considerados criticos (Schemitsch
(2017); Laurencin et al. (2006)).

Os defeitos 6sseos criticos podem ser desencadeados por diversos fatores, como traumas,
patologias especificas, anomalias congénitas ou procedimentos cirdrgicos para a remocao de
tumores &sseos. Em tais circunstdncias, a perda de tecido &sseo pode prejudicar
significativamente os processos de revascularizacdo e diferenciacdo celular, culminando em

fraturas 0sseas espontaneas que requerem intervencdo médica (Sela & Bab, 2012).
2.5.2 Situacdes de trauma

O tecido 6sseo é notavel pela sua elevada resisténcia e capacidade de resistir a cargas
externas, embora 0 excesso dessas cargas possa culminar na ocorréncia de fraturas. As fraturas
frequentemente envolvem les6es nos tecidos moles adjacentes e podem ser desencadeadas por
traumas intensos. O tratamento a ser adotado varia de acordo com a gravidade das fraturas, sendo
que, em muitos casos, a imobilizagcdo mostra-se suficiente. No entanto, nos cenarios de defeito
0sseo critico, a intervencgdo cirdrgica torna-se necessaria (Bigham-Sadegh & Oryan, 2015).

Além do referido, as fraturas podem surgir devido a subcarga, provocada por tensdo
ciclica que pode levar a formag&o de microfraturas. A persisténcia dessa tensdo pode ocasionar o
desenvolvimento de um maior nimero de microfraturas até dar origem a uma fratura completa.
O tratamento geralmente compreende repouso, imobilizacéo e fisioterapia, sendo a intervencéo
cirdrgica uma ocorréncia rara. As origens das fraturas podem variar, incluindo traumas e lesdes

decorrentes de sobrecarga (Astur et al., 2016).
2.5.3 Defeitos associados a um contexto fisiopatologico

Envelhecimento Populacional

O envelhecimento da populacdo exerce um grande impacto na remodelacdo 0ssea,
aumentando a suscetibilidade a doencas 6sseas. A trajetdria da massa 6ssea ao longo da vida pode
ser dividida em trés fases distintas: crescimento inicial, que se estende até os 20 - 30 anos de
idade, seguindo-se por um periodo de estabilizagdo e, por fim, uma fase de declinio da massa
Ossea (Clark et al., 2017).

O avanco da idade resulta na diminuicdo da atividade das células 6sseas, 0 que, por sua
vez, aumenta o risco de desenvolvimento de doencas 6sseas, com a osteoporose emergindo como
uma das mais proeminentes entre elas. Esta condigéo afeta predominantemente a populacdo idosa
e caracteriza-se pela diminuicdo da densidade e resisténcia 6ssea, aumentando assim a
suscetibilidade a fraturas. Essas fraturas, frequentemente associadas a osteoporose, podem
desencadear dor crénica e, sobretudo, resultados clinicos adversos em individuos idosos (Clark et
al., 2017).
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Cancro no Tecido Osseo

O tecido 6sseo pode ser afetado por tumores, que podem apresentar-se como benignos ou
malignos, sendo classificados em duas categorias principais (Badila et al., 2021):

Tumores Primaérios: Estes tumores tém origem intrinseca no préprio tecido 6sseo e sdo
mais prevalentes em adolescentes e jovens adultos. Exemplos incluem o tumor osteoblastico e o
osteoma osteoide.

Tumores Secundarios (ou Metastases Osseas): Tendem a ocorrer com maior frequéncia
em individuos com mais de 50 anos e resultam da disseminacao do cancro de outras origens para
o tecido 0sseo.

O tratamento desses tumores, de uma forma geral, envolve procedimentos cirdrgicos,
frequentemente complementados por terapias adicionais, como quimioterapia ou radioterapia. A
finalidade da cirurgia € realizar a ressec¢do do tecido 6sseo, com a remoc¢édo do tumor, visando o
tratamento e controlo da doenga. No caso de tumores secundarios, o foco do tratamento recai na
gestdo do cancro primario que metastizou para o tecido 6sseo (Badila et al., 2021).

Infecbes

Os defeitos 6sseos podem ser decorrentes de infegdes conhecidas como osteite, que
podem ter origem bacteriana, fungica ou parasitaria. Essas infe¢des podem manifestar-se em
diversas circunstancias, incluindo fraturas expostas, procedimentos cirdrgicos envolvendo 0sso,
utilizacdo de implantes de osteossintese e disseminacéo a partir de infegdes sanguineas (Tiemann
& Hofmann, 2009).

O tratamento inicial, de uma forma geral, envolve a administragdo de agentes
antibacterianos ou antiflngicos. Contudo, em situacGes complexas, como aquelas que ocorrem
apos intervencgdes cirdrgicas, pode ser necessaria a realizagao de procedimentos cirdrgicos para a
remogdo do tecido infetado, seguida de terapia antibiotica, visando a completa erradicagdo dos

agentes patogénicos (Tiemann & Hofmann, 2009).

2.6 Solucdes terapéuticas e estratégias de regeneracédo

2.6.1 Considerac0es iniciais

Em cenérios que envolvem perda 6ssea substancial, decorrente de traumas graves ou
patologias, é praticacomum a utilizagéo de biomateriais como substitutos 6sseos. Esses materiais,
independentemente da sua origem natural ou sintética, sdo projetados com a finalidade de
interagir de forma sinérgica com o organismo humano, visando facilitar a regeneracao,
tratamento, substituicdo ou reparacao de areas anatdmicas especificas. A selecdo criteriosa dos
materiais e técnicas de fabrico utilizados, e a adocdo de estratégias terapéuticas apropriadas
desempenham um papel fundamental no processo da regeneracdo 6ssea (Khan et al. (2005);
Roberts & Rosenbaum (2012)).
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2.6.2 Enxertos Osseos

No contexto da reparagdo 6ssea, a selecdo criteriosa de materiais € essencial para garantir
que a reparacéo se assemelhe ao osso original, mantendo a sua funcionalidade e integridade. E
imperativo que a selecdo de materiais leve em consideragdo, ndo apenas as caracteristicas da
lesdo, mas também as propriedades do tecido circundante, assegurando, assim, a eficacia do
processo de reparacdo 6ssea.

2.6.2.1 Autoenxerto

O autoenxerto € uma técnica que envolve a extragao de tecido 6sseo autologo do paciente,
frequentemente da crista iliaca, ou menos frequentemente, da tibia, para posterior implantacéo na
area recetora. O 0sso autlogo contém contetdo organico e celular vivo, promovendo o
crescimento 6sseo e a formacdo de tecido 6sseo. Além disso, a sua alta biocompatibilidade
contribui para a minimizacdo de reacBes imunoldgicas adversas. Consequentemente, essa
abordagem é amplamente reconhecida como o padréo-ouro na reparacdo de defeitos 0sseos
(Laurencin et al. (2006); Fesseha & Fesseha (2020)).

No entanto, é importante ressaltar que os autoenxertos apresentam algumas limitacGes. A
quantidade de tecido 6sseo autélogo disponivel é limitada, e o procedimento de extragdo pode
resultar em morbidade na éarea de recolha. Estes sdo, portanto, fatores que devem ser

cuidadosamente ponderados no planeamento cirurgico.
2.6.2.2 Aloenxerto

O aloenxerto é um procedimento de transplante que envolve a transferéncia de tecido de
um doador humano para outro individuo da mesma espécie, sendo frequentemente utilizado em
situacOes de perda 6ssea considerdvel ou no tratamento de pacientes idosos. Diferentemente do
autoenxerto, o aloenxerto requer um doador para fornecer o tecido humano (Fesseha & Fesseha,
2020).

As vantagens inerentes a utilizacao de aloenxertos compreendem a capacidade de mitigar
as complicagGes associadas a morbidade na regido de recolha no doente, uma maior
disponibilidade de fontes doadoras e a versatilidade em relacéo as diferentes formas e tipos de
tecido disponiveis, incluindo tiras, p6 e lascas 6sseas, abrangendo tanto tecido esponjoso quanto
cortical e cortico-esponjoso. Além disso, os aloenxertos podem ser submetidos a diversos
processos de fabricagdo, tais como liofilizagdo, liofilizagdo desmineralizada, preservacdo em
estado fresco ou congelado. Contudo, é importante destacar que estes apresentam algumas
limitagBes, como risco de rejeicdo, disponibilidade e osteoconducéo aleatdria dentro do enxerto
(Carvalho et al., 2021).
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2.6.2.3 Xenoenxerto

Os xenoenxertos representam procedimentos de transplante que envolvem o uso de
tecidos de espécies diferentes entre o doador e o recetor, exemplificados pela utilizacdo de
enxertos bovinos em pacientes humanos. A similaridade na estrutura anatomica em relagdo ao
0ss0 humano, juntamente com propriedades biomecéanicas comparaveis, confere aos
Xenoenxertos vantagens. Essas vantagens incluem a estimulacdo da orientacdo do crescimento
6sseo e, em determinadas circunstancias, a capacidade de promover a osteogénese. De salientar,
que estes destacam-se pela baixa probabilidade de transmissdo de doencas infeciosas e
bacterianas, o que contribui para mitigar a dependéncia de recursos humanos como doadores.
Contudo, estes apresentam algumas limitacdes, tais como o risco de rejeicdo pelo sistema
imunoldgico do recetor e a limitagdo da disponibilidade do tecido adequado (Fesseha & Fesseha,
2020).

2.6.3 Materiais para manutencao e substituicao de propriedades mecanicas

A regeneragdo de defeitos 0sseos requer uma abordagem adaptativa que varia de acordo
com as caracteristicas, dimensdes e localizagdo especifica do defeito em questdo. Os substitutos
0sseos devem ser adaptados para responder a diversas necessidades, incluindo a preservacao das
propriedades mecanicas do 0sso e o preenchimento de defeitos de maior extensao.

Este procedimento envolve a preservacédo e estabilizacdo de estruturas 6sseas fraturadas
por meio da aplicagdo de dispositivos de fixagdo ortopédica, como placas, parafusos e hastes
metéalicas. Os materiais mais frequentemente utilizados para esses dispositivos sdo metais e ligas,
devido a sua alta resisténcia mecénica e biocompatibilidade. De salientar que a utilizagdo de
polimeros é menos comum e esta condicionada pelas caracteristicas do tecido 6sseo em questao
e pelo método de intervencdo cirlrgica desejada. Esta abordagem promove uma recuperagao
funcional mais precoce do paciente, assegurando que a cicatrizagdo ocorra com os fragmentos

6sseos alinhados e estabilizados adequadamente (Kim et al., 2020).
2.6.4 Materiais de enchimento

Em cenérios que envolvem falhas Gsseas extensas, € imperativo recorrer a materiais, tais
como a matriz 6ssea desmineralizada (DBM) (matriz orgéanica rica em proteinas, colagénio e
outros componentes naturais do 0sso), 0 cimento dsseo e os fosfatos de calcio [Ca-P], que
possuam a capacidade de preencher integralmente essas falhas criticas no sistema esquelético.
Esses materiais devem possuir propriedades, como a osteocondutividade, que orienta o
crescimento do tecido 6sseo, e a osteoinducdo, que promove a regeneragdo dssea. Além disso,
devem atender a requisitos de propriedades mecénicas apropriadas e, simultaneamente,

demonstrar a capacidade de serem gradualmente absorvidos pelo organismo ao longo do tempo.
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No caso dos materiais que ndo preenchem integralmente esses critérios, € necessario introduzir

adaptacdes visando garantir uma regeneracao eficaz do tecido ésseo (Carlos et al., 2018).
2.6.5 Engenharia de Tecido Osseo

A engenharia de tecido 6sseo, definida por Langer & Vacanti (1993), é uma abordagem
que combina os principios das ciéncias da vida e engenharia para conceber substitutos biol6gicos
que restabelecem, mantém ou aprimoram a funcao dos tecidos. Essa estratégia surge como uma
perspetiva promissora para a resolucdo de defeitos d6sseos, especialmente em contextos que
envolvem o preenchimento de perdas 6sseas, a reparacao de lacunas na fusdo da coluna vertebral
e a estabilizacdo de fraturas vertebrais por compresséo.

No ambito da engenharia de tecido dsseo, identificam-se trés pardmetros essenciais: a
criacdo de estruturas biocompativeis que replicam a matriz extracelular dos 0ssos naturais, a
utilizacdo de células com potencial osteogénico e a incorporacdo de componentes bioativos que
sinalizam para atrair células e direciona-las a diferenciagdo osteogénica (Dimitriou et al., 2011).

Os filmes desempenham um papel fundamental na regeneracéo de tecidos danificados e
na formacéo de novo tecido 0sseo. Estes revestimentos finos, frequentemente produzidos a partir
de materiais biocompativeis, sdo aplicados diretamente no local da lesdo ou defeito Gsseo,
oferecendo diversas funcionalidades (Stevens et al. (2008); Henkel et al. (2013)):

Libertacdo Controlada de Fatores de Crescimento: Os filmes podem ser estruturados
para possibilitar a libertacdo gradual de fatores de crescimento, como o BMP-2 (Proteina
Morfogenética Ossea-2), desempenhando um papel fundamental na estimulagio da formagcao de
novo tecido 0sseo.

Moldagem Personalizada: Os filmes podem ser personalizados em termos de
configuracdo e formato, adaptando-se de forma precisa as areas especificas de defeitos Gsseos,
otimizando a regeneracdo e facilitando a integragdo com o tecido 6sseo circundante.

Protecdo e Isolamento: Os filmes exercem uma fungdo protetora ao isolar a area do
defeito ésseo de influéncias externas, como infe¢fes ou processos inflamatorios, criando um
ambiente propicio para o processo de regeneragao 0ssea.

Materiais Biodegradaveis: Diversos filmes sdo produzidos a partir de materiais com
capacidade de biodegradacao, permitindo que se desintegrem gradualmente ao longo do processo
de regeneracdo tecidual, evitando a necessidade de remocao cirurgica posterior.

Adesdo ao Tecido: Alguns filmes sdo projetados para aderir de forma eficaz tanto ao
0ss0 quanto ao tecido circundante, assegurando a sua permanéncia no local e fornecendo o suporte
necessario para a regeneracgao 0ssea.

Inducéo da Diferenciagdo Celular: Além do referido, os filmes podem ser modificados
com biomateriais que favorecam a diferenciacdo de células-tronco em osteoblastos, as células

responsaveis pela produgdo de tecido dsseo, facilitando o processo de regeneragéo 0ssea.
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Em suma, os filmes desempenham um papel de extrema importancia na area da
engenharia de tecido 6sseo, fornecendo uma plataforma versatil e personalizada para a
regeneracao de tecidos em defeitos dsseos, contribuindo significativamente para a recuperacao e

restauracdo da funcédo do tecido 6sseo afetado.
2.6.6 Métodos de fabrico

As diversas técnicas tém sido desenvolvidas com o propdésito de produzir estruturas de
suporte para o processo de regeneracdo de tecidos dsseos. A selecdo apropriada das técnicas a
utilizar é condicionada pelos materiais escolhidos e pelas caracteristicas desejadas nos filmes
resultantes. Neste contexto, torna-se relevante o estabelecimento de uma distin¢cdo entre
metodologias convencionais e avangadas.

Técnicas Convencionais

Vazamento em molde (Solvent casting): Esta técnica implica o vazamento de uma solugédo
filmogénica num molde plano. A medida que o solvente evapora, os elementos constituintes do
filme organizam-se, dando origem a uma estrutura sélida. Esta abordagem é amplamente adotada
devido a sua simplicidade e ao controlo relativo da espessura do filme resultante. O filme requer
normalmente uma fase de cura, passando a ser insolivel em &gua e aumentando as suas
propriedades mecanicas (Stevens et al., 2008).

Técnicas de Imersdo: Estas técnicas envolvem a imersdo de substratos em solugdes que
contém os componentes do filme. Camadas sucessivas sdo depositadas a medida que o substrato
é imerso e retirado, permitindo, assim, o desenvolvimento de filmes multicamada com controlo
sobre a composicao de cada estrato (Stevens et al., 2008).

Técnicas Avancadas

Eletrofiagdo (Electrospinning): A eletrofiacdo consiste na criagdo de filmes compostos
por nanofibras. Uma solucédo precursora é extrudida de modo eletrostatico, originando nanofibras
que sdo depositadas num substrato. Estas nanofibras apresentam uma elevada relagéo entre a
superficie e o volume, tornando-as ideais para aplicagdes na engenharia de tecido ésseo (Kim et
al., 2005).

Deposicdo de Camada por Camada (Layer-by-Layer): A deposicdo de camada por
camada envolve a construcdo de filmes multicamada controlados. Camadas sucessivas de
solucbes que contém polimeros ou componentes especificos sao depositadas de forma alternada,
proporcionando um controlo preciso sobre a espessura e a composic¢ao de cada camada (Caridade
& Mano, 2017).

Métodos de cura de filmes para regeneracéo 6ssea

Para além de uma selecéo criteriosa do método de fabrico dos filmes, é igualmente

importante realizar uma selecdo apropriada do método de cura, visando otimizar o desempenho
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do filme na regeneracdo de tecidos Osseos comprometidos. Diversas abordagens sao
frequentemente utilizadas, entre as quais (Caridade & Mano, 2017):

Cura por Imersdo: Este procedimento envolve a imersdo dos filmes em solucGes
especificas, sendo o cloreto de calcio uma escolha recorrente. A interacdo entre o filme e a solucéo
propicia a gelificacdo, contribuindo para a formacdo de uma estrutura sélida.

Cura Térmica: A aplicacdo controlada de calor é utilizada para induzir a cura,
especialmente em filmes que incorporam polimeros termoplésticos. O processo térmico visa
solidificar o filme e ajustar as suas propriedades conforme necessario para a aplicacao biomédica.

Cura por Radiacdo: A exposicdo a fontes de radiacdo, como luz ultravioleta (UV) ou
feixes de eletrBes, € utilizada para desencadear rea¢fes quimicas especificas que solidificam o
filme. Este método é particularmente eficaz para polimeros que respondem a polimerizagdo por
radiacéo.

Cura por Humidade: Dependendo da composi¢do do filme, a exposicdo controlada a
humidade ambiente pode ser utilizada para induzir a cura. Este método é aplicado em filmes que
contenham materiais sensiveis a humidade, contribuindo para a formagao de uma matriz estavel.

Cura Quimica: A adicdo de reagentes quimicos especificos desencadeia reagdes, como
polimerizagdo ou reticulacdo, resultando na solidificagdo do filme. Esta abordagem é relevante
para ajustar as propriedades quimicas do filme de acordo com os requisitos da aplicagdo em
questao.

A escolha do método de cura é determinada pelas propriedades desejadas do filme,
incluindo biocompatibilidade, estabilidade e capacidade de suportar a regeneragdo 6ssea. Cada
abordagem possui vantagens e desvantagens, e a escolha adequada é essencial para garantir que

os filmes cumpram os critérios da aplicacdo clinica em quest&o.

2.7 Biomateriais em regeneracao 0ssea

2.7.1 Considerac0es iniciais

Diversos materiais s&o utilizados no processo de reparagdo do tecido ésseo,
independentemente de sua origem, seja natural ou sintética. A sele¢&o criteriosa desses materiais
é essencial para atender as necessidades especificas da aplicacdo, tendo em consideracdo as
propriedades anatdmicas e biomecanicas do tecido 6sseo alvo.

Na &rea da engenharia de tecido 6sseo, inimeros biomateriais tém sido minuciosamente
investigados e aplicados com o prop6sito de promover a regeneracdo eficaz do tecido 6sseo. Neste
contexto, este trabalho centra-se numa analise aprofundada de trés biomateriais: alginato, 1-

carragenina e hidroxiapatite.
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2.7.2 Alginato

O alginato é um polissacarideo extraido de algas marinhas castanhas, sendo relevante
devido a sua composicdo quimica, composta principalmente por acido f-D-manuroénico e acido
a-L-gulurénico (Asti & Gioglio, 2014). Essa composicdo confere ao alginato a capacidade de
formar géis quando exposto a ides de célcio. Adicionalmente, o alginato destaca-se pela sua alta
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Devido & sua capacidade inata de formar géis a
temperatura corporal, juntamente com a capacidade de permitir a libertagdo controlada de
moléculas terapéuticas e fatores de crescimento, posiciona o alginato como um biomaterial
promissor no desenvolvimento de matrizes destinadas a regeneracdo de tecido 6sseo (Lee &
Mooney, 2012).

2.7.3 1-carragenina

A 1-carragenina, outro polissacarideo, extraido de algas vermelhas, exibe uma estrutura
quimica diversificada, composta por distintos tipos de carragenanas (i-carragenina e p-
carragenina), cada qual apresentando propriedades reoldgicas e capacidades de gelificagcdo
especificas. As 1-carrageninas evidenciam biocompatibilidade e capacidade de estimular o
crescimento de células dsseas, devido a presenca de grupos sulfato que contribuem para aprimorar
a adesdo e proliferacdo celular. Manifestando potencial osteogénico, a 1-carragenina é utilizada
em filmes compositos para aprimorar a viabilidade celular. Além disso, a sua biocompatibilidade,
torna-a um biomaterial versatil para a administracdo de farmacos. A i-carragenina também
apresenta propriedades biolégicas benéficas, tais como anticoagulantes, antivirais,
anticancerigenas e anti-inflamatdrias (Cao et al., 2021).

Como resultado dessas caracteristicas, estas tém sido extensivamente utilizadas como
possiveis componentes de biomateriais para regeneracdo Ossea, especialmente quando

combinadas com outros biomateriais e fatores de crescimento.
2.7.4 Hidroxiapatite

A hidroxiapatite, um mineral composto por fosfato de calcio, é naturalmente encontrada
no esqueleto humano e apresenta uma composi¢do quimica que se assemelha a estrutura mineral
do tecido 0sseo. Esta é extensivamente utilizada como substituto ésseo artificial, em virtude das
suas propriedades bioldgicas, tais como biocompatibilidade, bioafinidade, bioatividade,
osteocondugdo, osteointegracdo e osteoinducdo. Composta exclusivamente por iGes de célcio e
fosfato, a HA demonstra auséncia de toxicidade local ou sistémica adversa. Ao ser implantada,
ocorre a conexao direta do osso recém-formado & HA através de uma camada de apatite
carbonatada deficiente em célcio, estabelecendo a interface osso-filme (Ripamonti et al., 2012).

A superficie da HA favorece a adesdo, crescimento e diferenciacdo de células

osteoblasticas, propiciando a deposicao progressiva de 0sso, mediante a substituicdo do 0sso vivo
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adjacente. Adicionalmente, filmes constituidos com HA podem desempenhar a funcdo de
veiculos de entrega para citocinas, incluindo as BMP. A interacdo da HA com tecidos bioldgicos
assume um papel crucial na regeneracao, sendo a HA reconhecida como bioativa, permitindo a
formacdo de ligacGes quimicas diretas com 0s 0ssos. A sua osteoindutividade e a sua
biodegradacdo, iniciada por alteracGes nos fluidos bioldgicos circundantes e pela adsorcédo de
biomoléculas, sdo atributos fundamentais (Habibovic et al. (2004); Kattimani et al. (2016)).

A cinética de biodegradacdo da HA esta condicionada a relagcdo HA/trifosfato de calcio
(TCP), sendo que uma maior propor¢do resulta numa menor degradacgéo (Ripamonti et al. (2012);
Kattimani et al. (2016)). Estas propriedades conferem a HA um carater promissor na regeneracéo
0ssea, destacando a importancia da compreensédo das respostas in vivo do hospedeiro a HA para

com vista a otimizar a sua aplicacdo na engenharia de tecidos 6sseos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os materiais utilizados na sintese dos filmes consistiram em alginato de sédio (Tokyo
Chemical Industry Co.); 1-carragenina (Tokyo Chemical Industry Co.); D-sorbitol, cuja massa
molecular é de 182,17 (Sigma-Aldrich); hidroxiapatite, com uma massa molecular de 502,31,
(Sigma-Aldrich) e cloreto de célcio, com uma massa molecular de 147,01 (Riedel-de Haén).

3.2 Preparacdo dos filmes

Para analise da influéncia da composicao e metodo de fabrico dos filmes, foi desenvolvido
um total de 5 configuracGes e 15 composigdes diferentes, conforme descrito na Tabela 3.1. A
influéncia da composicdo base, foi avaliada fazendo variar a composicéo dos filmes entre 75-
25%, 50-50% e 25-75% em peso relativo de alginato e 1-carragenina. Em todos os filmes foi
adicionado D-sorbitol, como plasticizante, em quantidade equivalente & massa dos materiais
filmogénicos. O processo de cura foi realizado por imersédo em solucéo de cloreto de calcio, num
C1L ou nos dois lados C2L do filme e a introdugdo de HA foi feita quer diretamente na solucéo
filmogénica HA-C2L e HA-C1L, quer na solucdo de cura, por forma a que este se deposite apenas
sobre o lado curado do filme C1L-HA.

3.2.1 Procedimento experimental

Inicialmente, utilizando uma balanga analitica de alta precisdo (A&D, GR-200), os
reagentes foram pesados de acordo com as quantidades da Tabela 3.1.

Para a preparacdo das solugGes dos filmes (C2L, C1L, C1L-HA), o alginato de sddio, 1-
carragenina, D-sorbitol e hidroxiapatite (apenas nos filmes HA-C1L, HA-C2L) foram
adicionados a 100 mL de &gua destilada a 60 °C. As misturas foram homogeneizadas por agitagdo
magnética durante 60 minutos a 2.000 rotagdes por minuto (rpm). Apds a conclusdo desse
processo, as solucdes foram transferidas para placas de Petri de plastico com um diametro de
14 cm e mantidas numa estufa (BINDER, ED 23) a 50 °C por 48 horas. Na Figura 3.1 encontra-

se representado o processo de fabrico dos filmes.

/ Reagentes
Filme
/ 25%/75%
& 50°C
& 60°C
»—— Agua destilada \ Iﬂ O o Fllivie
pu— =N —> 50%/50%
—> —>
D = \
(ee |9 v
Filme
75%/25%
0 Dissolugao dos e Depositar as solu¢des o Secar na estufa
reagentes nas placas de petri ventilada

Figura 3.1 - Processo de fabrico dos filmes
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Tabela 3.1 - Composi¢do dos filmes (Sem HA (C2L, C1L), Com HA (HA-C2L, HA-C1L) e C1L-HA)

Reagentes

) Alginato de ; ) ) . .
Filmes . -carragenina D-Sorbitol Hidroxiapatite
odio

o]  [%] [a] [%]  [g] [%] [g] [%]

75-25-C2L 0,75 37,50 0,25 12,50 1,00 50,00 -

50-50-C2L 0,50 25,00 0,50 25,00 1,00 50,00 -

< 25-75-C2L 0,250 1250 0,75 37,50 1,00 50,00 -
T
e
3 75-25-C1L 0,75 37,50 0,25 12,50 1,00 50,00 -
50-50-C1L 0,50 25,00 0,50 25,00 1,00 50,00 -
25-75-C1L 0,250 12,50 0,75 37,50 1,00 50,00 -
75-25-HA-C2L 0,75 35,70 0,25 11,90 1,00 47,60 0,10 4,80
50-50-HA-C2L 0,50 11,90 0,50 35,70 1,00 47,60 0,10 4,80
< 25-75-HA-c2L 0,25 11,90 0,75 35,7 1,00 47,60 0,10 4,80
T
e
8 75-25-HA-C1L 0,75 37,50 0,25 12,50 1,00 50,00 0,10 4,80
50-50- HA-C1L 0,50 25,00 0,50 25,00 1,00 50,00 0,10 4,80
25-75- HA-C1L 0,250 12,50 0,75 37,50 1,00 50,00 0,10 4,80
< 7525-CIL-HA 0,75 37,50 0,25 12,50 1,00 50,00 -
T
% 50-50-C1L-HA 0,50 25,00 0,50 25,00 1,00 50,00 -
4]
S
O 2575-CIL-HA 0,250 1250 0,75 3750 1,00 50,00 -

Neste estudo, foram realizados trés métodos de cura com o proposito de avaliar os
impactos das diferentes abordagens sobre as propriedades dos filmes. O processo de cura
envolveu a preparacdo de duas solugdes distintas:

Solucéo 1: 5% de cloreto de célcio + H20
Solucéo 2: 5% de cloreto de célcio + 1% HA + H20
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Os métodos de cura utilizados consistiram em:
Curallado (C1L): Asolucdo 1 foi aplicada apenas sobre uma das faces do filme por um periodo
de 60 minutos, apds o qual a solucdo foi removida e o filme foi colocado para secar ao ar livre.
Cura 2 lados (C2L): A solucdo 1 foi aplicada em ambas as faces do filme, mantendo-a em
contacto com a solucéo por 2 minutos. Em seguida, a solucéo foi retirada e o filme foi colocado
para secar ao ar livre.
Curacom HA (C1L-HA): A solugéo 2 foi aplicada apenas sobre uma das faces dos filmes (C1L-
HA) por 60 minutos. Apdés esse periodo, a solucéo foi removida e o filme foi deixado para secar
ao ar livre.

Os processos de cura mencionados, podem ser observados na Figura 3.2.

Preparacdo das
solugdes de cura
Agua Agua

desmada_\ /desmada
& &

J

|| —— 5% Cloretode

— .
calcio

Adicionar a / / \
solugdo de cura
@ 1h @ 2 min @ 1h

5% Cloreto de calcio ——
+1%HA

Apenas uma face Ambas as faces Apenas uma face

Secar a temperatura \ / /

ambiente

Figura 3.2 - Processo de cura dos filmes
3.3 Caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica dos filmes

3.3.1 Microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) é uma técnica de observacdo da
microestrutura de materiais. As andlises por SEM foram conduzidas utilizando um microscépio
eletrénico de varrimento (Hitachi S2400).

As amostras dos filmes compositos foram preparadas de acordo com as praticas padréo,
sendo revestidas com uma fina camada de liga de ouro e palddio para evitar a acumulacdo de
carga elétrica durante a observacao.

As imagens foram adquiridas sob vacuo a uma aceleragdo de 20 kV e uma distancia de

trabalho de 16. A ampliagédo utilizada nas analises variou de 100x a 10000x.
3.3.2 Ensaios reoldgicos

Os ensaios reolégicos tém como objetivo medir a resisténcia de um fluido, que pode ser

um liquido ou um gel, ao fluxo (viscosidade). Para a realizacdo destes ensaios foi utilizado um
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redmetro (MCR 92, Anton Paar), com sistema de medicdo CP50-1, adaptado para medicdes de
viscosidade em materiais viscosos e ndo-newtonianos.

As amostras das solucdes filmogénicas foram preparadas de acordo com o procedimento
descrito anteriormente. A temperatura de ensaio foi controlada a 60 °C, garantindo condicGes
consistentes com o vazamento e secagem dos filmes. Antes dos ensaios, 0 equipamento foi
devidamente calibrado de acordo com as instrugdes do fabricante para assegurar resultados
precisos.

A curva reologica foi obtida com a medi¢do de 50 pontos entre a taxa de corte de
1a 1000 1/s, como explicado por Oun & Rhim (2017).

3.3.3 Ensaios de tracao

Os ensaios de tracdo foram utilizados para determinar o comportamento mecénico dos
filmes. Foi utilizada uma méquina de ensaios de tracdo universal (INSTRON 5544), com uma
capacidade maxima de 250 N. Para garantir uma melhor resolucéo, foi utilizada uma célula de
carga de 100 N. As amostras dos filmes foram cuidadosamente cortadas em forma de provetes
tipo “osso de cdo”, com dimensdes da zona de medicdo 15 mm x 39 mm.

Em seguida, as amostras foram devidamente fixadas na maquina de ensaios de acordo
com as especificacdes do equipamento. A velocidade de aplicacdo da carga foi mantida constante
a 1 mm/min, e as medicOes foram registadas até que a amostra atingisse o ponto de fratura,
permitindo a avaliagdo das propriedades de tracdo do material.

Para o calculo da tensdo no material foi medida a espessura dos filmes utilizando um
micrémetro analégico de alta precisdo (NewBrand, NB-MICR2). O micrometro apresenta uma
gama de medigdo que abrange de 0 a 25 mm, com uma preciséo de medi¢do de 0,01 mm. Cada
filme foi posicionado sob a haste do micrémetro, e a medicéo da espessura foi realizada em cinco
pontos diferentes do filme para garantir uma analise representativa.

As medicoes foram conduzidas em condic6es de temperatura ambiente. O gréfico tensao-
extensdo foi utilizado para a determinagdo do modulo de Young (utilizando o declive da zona
linear elastica), da tensdo de cedéncia, da tensdo de carga maxima e da extensdo de fratura dos

filmes.
3.3.4 Molhabilidade por angulo de contacto

A molhabilidade por &ngulo de contacto é um ensaio que permite avaliar como um liquido
interage com a superficie do filme. Os ensaios de &ngulo de contacto foram realizados utilizando
um gonidmetro de angulo de contacto (OCA 15EC, DataPhysics Instruments), em condicGes de
temperatura ambiente.

Para obter o &ngulo de contacto, gotas de agua destilada com um volume de 3 pL foram

depositadas sobre a superficie dos filmes. Em seguida, uma cémara digital, acoplada ao
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equipamento, capturou imagens das gotas em tempo real. Os angulos de contacto médio foram
automaticamente calculados pelo software dpiMAX, que estava instalado num computador
conectado ao equipamento. Foi realizado um total de cinco medi¢Ges em diferentes pontos da

superficie dos filmes, para o célculo do angulo médio.
3.3.5 Testes de absorcéo

Os testes de absorcdo de agua (swelling) séo utilizados para avaliar a capacidade de o
material absorver liquidos e expandir. Os procedimentos para esses testes foram os seguintes:

Inicialmente, as amostras completamente secas (n=3), cada uma com dimensdes de
10 mm x 10 mm, foram pesadas utilizando uma balanga analitica de alta precisdo. Em seguida, as
amostras foram imersas em agua destilada a temperatura ambiente, que foi mantidaa 25 + 0.5 °C.
O tempo de imersdo foi mantido constante, sendo de 5 minutos para todas as amostras. Apés o
periodo de imersdo de 5 minutos, as amostras foram retiradas da agua e qualquer excesso de
liquido foi cuidadosamente absorvido com papel absorvente. Este procedimento foi realizado ao
longo de 50 minutos.

A taxa de absorcdo de agua (swelling ratio) dos filmes foi determinada utilizando a

seguinte relacdo:
Taxa de absorcéo [%] = % * 100 (3.1)

em que P, é o peso inicial do filme e P; é o peso do filme apos a imersao.
Desta forma foi possivel calcular a variagdo percentual no peso das amostras ap6s imersdo
durante um determinado intervalo de tempo, fornecendo uma medida quantitativa da capacidade

de absorc¢do de liquidos pelos materiais.
3.3.6 Teste de degradacéo

Os testes de degradacdo sdo fundamentais para avaliar a estabilidade e a durabilidade dos
filmes compostos ao longo do tempo.

O método utilizado para avaliar a degradacdo do filme foi o de degradagdo in vitro,
conforme descrito por Pereira et al. (2013). Inicialmente, as amostras secas com dimens@es
24 mm x 24 mm foram pesadas com recurso de uma balanca analitica de alta precisdo. As
amostras foram imersas numa solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) com pH 7,4. As
amostras foram armazenadas a 37 °C por um periodo de 30 dias, com a troca do meio de digestdo
a cada 5 dias.

Para analisar a influéncia do tempo na degradacdo dos filmes, as amostras foram
recolhidas nos dias 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30. Cada amostra foi retirada da solugcdo de degradacdo,
submetida a uma lavagem com agua destilada para remocdo de impurezas, seguida da eliminacéo

do excesso de agua através de papel absorvente. Posteriormente, para determinar a perda de peso,
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os filmes foram secos a 37 °C até atingirem um peso constante. O grau de degradacdo dos filmes,

expresso como perda de peso, foi calculado utilizando a seguinte equacao:
Perda de peso [%0] = @ * 100 (3.2)

em que P, é o peso inicial do filme e P; é o peso do filme ap6s a imersao e secagem.

3.4 Testes in-vitro

3.4.1 Cultura de células

Na cultura celular realizada nos filmes produzidos, utilizou-se a linha celular ndo tumoral
mamaria MCF-10, adquirida através da American type culture collection (ATCC).

Para iniciar a cultura de células, uma placa de cultura de seis pogos foi preparada, na qual
foram inseridos cinco filmes distintos, nomeadamente 75-25-C1L, 75-25-C2L, 75-25-HA-CLL,
75-25-HA-C2L, e 75-25-C1L-HA. Adicionalmente, no dltimo pogo, uma I&mina de vidro foi
colocada como controlo. Todas as amostras possuiam dimensdes de 24 mm x 24 mm.

Ap0s a execucgdo do procedimento anteriormente referido, uma solugéo de 12 mL de meio
Eagle Modificado por Dulbecco: Mistura de Nutrientes F-12 Ham (DMEM/Ham's F-12) (Sigma-
Aldrich) foi preparada, suplementada com 5% de soro de cavalo, 1% de penicilina estreptomicina
(Penstren), 0,05% hidrocortisona, 1% de fator de crescimento epidérmico (EGF), 1% de insulina
e 10% de toxina colérica. Subsequentemente, cada poco foi plagueado com 2 mL da solugdo
referida, contendo 300.000 células.

Finalmente, a placa foi colocada numa incubadora padrdo (BINDER, BD-S 115), mantida
a uma temperatura de 37 °C, numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO2, durante

48 horas e 96 horas. Este processo encontra-se ilustrado na Figura 3.3.

placa de pocos

o Colocar as diferentes o Peparar meio »
amostras dos filmes na suplementado }
/ 10% Téxina colérica
/_ Filme \ —— 1% Insulina

/ 6 C s
Y — - / —

jo—— 12 mL
Meio DMEM,
12

Ham's F-

o Plaquear com meio o Colocar a placa na
suplementado e celulas incubadora

Tasy

e & 37°C
. 2 R = m@48h

o O | O

Figura 3.3 - Processo de cultura celular
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Posteriormente, procedeu-se a avaliacdo da superficie das amostras utilizando um
microscopio de fase invertida (Zeiss, Axiovert 40 C) com uma objetiva de ampliacdo 5X,
associada a uma lente ocular de 10x, resultando numa ampliacdo total de 50x. Foram capturadas
imagens nos seguintes intervalos temporais: 24, 48, 72 e 96 horas.

Todos os fatores de crescimento utilizados nas culturas celulares foram adquiridos através
Sigma-Aldrich. As placas de pogos de cultura de tecidos (CT) foram adquiridas pela Orange
Scientific. Os frascos de CT foram adquiridos pela Sarstedt Ag&Co.

3.4.2 Viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular, recorreu-se a utilizacdo de uma maquina
automatizada de contagem celular denominada "Cell Count"” (Thermo Fisher Scientific, Countess
3 FL). Este dispositivo integra uma combinagdo de fontes luminosas e fluorescéncia com o
proposito de identificar e quantificar células. A luz é utilizada para iluminar as células, ao passo
que a fluorescéncia revela a presenca dos corantes em células ndo viaveis. Com base nas
propriedades fluorescentes, a maquina realiza uma classificacdo automatica entre células viaveis
e ndo viaveis, proporcionando uma contagem precisa.

Posteriormente, procedeu-se a extracao das células dos distintos filmes presentes na placa
de pogos. Inicialmente, 0 meio de cultura foi descartado. Em seguida, adicionou-se 300 pL de
tripsina em cada poco, seguido por uma incubacdo a 37 °C numa atmosfera contendo 5% de CO2,
por um periodo de 5 minutos. A tripsina, uma enzima proteolitica, foi utilizada para dissociar
células aderentes do substrato. Apos a desagregacéo celular, a neutralizagdo da tripsina ocorreu
mediante a adi¢do de 750 uL de meio em cada pogo. O conteddo de cada pogo foi aspirado,
transferido individualmente para tubos de centrifugacéo e centrifugado a 1.000 rpm por 5 minutos
numa centrifuga (eppendorf, centrifuge 5702 R).

Apos a conclusdo da etapa precedente, o sobrenadante foi descartado, resultando na
preservacao do pellet de células. Adicionalmente, 1.000 pL de meio de cultura foram adicionados
a cada tubo para homogeneizar a suspenséo celular. Finalmente, 10 uL de cada suspensdo celular
foram retirados, transferidos para tubos de eppendorf e misturados com 10 pL de corante azul de
tripano. Estas solucGes foram entdo distribuidas em Iaminas de contagem devidamente
identificadas, onde posteriormente foi conduzida a contagem através da maquina de contagem

celular.
3.4.3 Proliferacao celular

Com o proposito de investigar a proliferagdo celular nos filmes, adotou-se a técnica de
coloracdo utilizando 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Esta metodologia permite a marcacdo

de &cido desoxirribonucleico (DNA), consequentemente evidenciando os nicleos. Tal abordagem
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torna possivel a andlise qualitativa dos ndcleos e sua morfologia em diferentes subpopulacGes
celulares, além da avaliacdo da sua distribuicdo espacial ao longo dos filmes.

Inicialmente, procedeu-se a preparacdo das células para a conducdo do ensaio. O meio de
cultura DMEM/Ham's F-12 foi removido dos po¢os onde as células foram crescidas nos diferentes
filmes durante 2 dias. Posteriormente, as células foram fixadas com uma solucdo de 4%
formaldeido (Thermo Scientific) em PBS, onde se adicionou 1 mL desta solu¢do a cada pogo,
mantendo por um periodo de 15 minutos & temperatura ambiente. Apos este intervalo, a solucéo
de formaldeido foi removida e substituida por 1 mL de PBS em cada poco. Em seguida, procedeu-
se a adigdo da solug¢do de DAPI diluida (1 ug/mL em PBS) as células, incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente, protegido da luz. Apds essa etapa, as amostras foram lavadas com PBS
para remover o excesso de DAPI ndo ligado. Subsequentemente, as laminas foram montadas
utilizando um meio de montagem antifading para microscopia de fluorescéncia. Finalmente, as
celulas foram observadas com recurso a um microscopio confocal (ZEISS, LSM 980). O DAPI

foi observado expondo as amostras a um cumprimento de onda de 405 nm.

3.5 Analise estatistica

As diferentes amostras (n=3.5) utilizadas na caracterizacdo morfoldgica e determinacgao
das diferentes propriedades dos filmes, foram analisadas de forma a determinar a existéncia de
diferencas estatisticamente significativas entre si. Dada o reduzido nimero de amostras
produzidas, foi utilizado o teste de significhncia ANOVA em conjunto com o teste nédo
paramétrico de Bonferroni, para determinar a existéncia de diferengas significativas quando
p<0.05.
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4 APRESENTACAO E ANALISE DE
RESULTADOS

4.1 Caracterizacédo dos filmes

4.1.1 Microscopia eletronica de varrimento

A andlise da morfologia superficial dos filmes foi conduzida por meio de microscopia
eletronica de varrimento. Foram obtidas imagens de quatro filmes distintos: Sem HA (C1L, C2L);
e Com HA (HA-C2L, C1L-HA), cada um apresentando uma composicao relativa de alginato e 1-
carragenina, 75%/25%, 50%/50%, e 25%/75%, respetivamente.

A utilizacdo de duas ampliacBes distintas, nomeadamente 200x (baixa ampliagdo) e
2000x (alta ampliagdo), foi adotada com o propdsito de realizar uma anélise abrangente da
morfologia dos filmes em diferentes escalas de observacdo. A ampliagdo de 200x possibilita uma
visualizacdo panoramica, enquanto a ampliagdo de 2000x viabiliza a identificagdo detalhada de
caracteristicas microscopicas. Na Figura 4.1 é possivel observar imagens SEM dos diferentes

filmes com ampliacdo 200x.

31



75%/25% 50%/50% 25%I/75%

Sem HA (C1L)

Sem HA (C2L)

Com HA (HA-C2L)

Cura HA (C1L-HA)

) k) 1)

Figura 4.1 - Microscopia eletrénica de varrimento da superficie dos filmes, com ampliagdo 200x, a)
75-25-C1L, b) 50-50-C1L, ¢) 25-75-C1L, d) 75-25-C2L, €) 50-50-C2L, f) 25-75-C2L, g) 75-25-HA-C2L, h) 50-
50-HA-C2L e i) 25-75-HA-C1L, j) 75-25-C1L-HA, k) 50-50-C1L-HA e I) 25-75-C1L-HA

Numa primeira analise das imagens obtidas com uma ampliacdo de 200x (Figura 4.1),
nos casos dos filmes sem HA e com HA na solucdo filmogénica, ndo se observam diferencas
visiveis quanto a sua superficie. Ambos exibiram superficies homogéneas, com cores uniformes
indicando uma mistura eficaz das fases (Figura 4.1 a), b), f) e i)). No entanto, na Figura 4.1 c), d),
e), g) e h), observaram-se cores distintas, sugerindo a presenca de duas fases que ndo se encontram
completamente solubilizadas.

Nas imagens dos filmes C1L-HA (Figura 4.1 j), k) e I)), € possivel identificar uma
superficie rugosa, devido a deposicdo de HA na superficie do filme. Estas particulas sdo de grande

dimensao (5 a 10 um) pelo que, provavelmente, se pode afirmar que resultam do processo de
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deposicédo e aglomeracédo sobre a superficie durante a fase de cura do filme. Na Figura 4.1 k) é
possivel verificar um contraste de cores, onde através de uma analise quimica foi possivel
identificar que a zona mais escura, correspondia a particulas de HA e polimeros (alginato e 1-
carragenina), sugerindo uma zona mais uniforme, onde as particulas de hidroxiapatite se
encontravam bastante bem ligadas aos polimeros, ao passo que na zona mais clara, correspondia
a particulas de HA, sugerindo uma superficie mais rugosa onde se encontravam depositadas
particulas de HA sem revestimento polimérico.

Destaca-se que ndo foram observadas diferencas significativas quanto a morfologia do
filme para as suas diferentes composicGes base.

Na Figura 4.2 abaixo apresentada, é possivel observar imagens SEM dos diferentes filmes
com ampliag&o 2000x.
75%/25% 50%/50% 25%I/75%

* %

T:‘(‘l

Sem HA (C1L)

Com HA (HA- Sem HA (C2L)

Cura HA (C1L-HA)

Figura 4.2 - Microscopia eletrénica de varrimento da superficie dos filmes, com ampliagdo 2000x, a)
75-25-C1L, b) 50-50-C1L, c) 25-75-C1L, d) 75-25-C2L, e) 50-50-C2L, f) 25-75-C2L, g) 75-25-HA-C2L, h) 50-
50-HA-C2L e i) 25-75-HA-CLL, j) 75-25-C1L-HA, k) 50-50-C1L-HA e [) 25-75-C1L-HA
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Nas imagens de alta ampliacdo (2000x) (Figura 4.2), foi possivel analisar o tamanho e a
geometria dos poros. Matrizes porosas facilitam uma melhor vascularizacdo e, consequentemente,
osteocondutividade, contribuindo para uma maior resisténcia da interface filme-osso (Sorg et al.,
2022).

Na Figura 4.2 ), é possivel observar véarias segregacfes na superficie, através de uma
analise quimica da &rea da interface entre a &rea mais clara e a mais escura. Foi possivel identificar
gue a zona escura corresponde a uma zona rica em alginato, ao passo que a zona mais clara
corresponde a uma zona rica em 1-carragenina. Sugere-se, através da uma analise das informacdes
obtidas, que as segregacOes possam ter surgido devido ao aparecimento de microfissuras,
resultantes de diferentes velocidades de secagem dos filmes. Através dessas microfissuras,
possivelmente, a fase rica em 1-carragenina pode ter sido segregada, uma vez que seria mais fécil
energeticamente, visto que a fissura ja existia. O mesmo foi constatado na Figura 4.2 i), embora
em menor quantidade. E possivel concluir que os filmes Sem HA, com maiores quantidades de
alginato na sua composicao, apresentaram mais segregacées na superficie.

Através da observacdo da Figura 4.2 (g), h), j) e k)), é possivel verificar a presenca de
aglomerados de particulas brancas, a partir de uma analise quimica verificou-se que sdo
aglomerados de alginato.

De uma forma geral, ndo sdo visiveis grandes discrepancias na morfologia da superficie
entre os filmes sem HA e com HA na solucdo filmogénica, ambos apresentam particulas
semelhantes. Esta observacdo pode ser atribuida & baixa quantidade de HA, levando a sua
dissolucdo juntamente com outros reagentes.

Relativamente aos filmes C1L-HA, é bastante visivel a deposi¢do de HA na superficie,
exibindo particulas de dimensdes consideravelmente superiores em comparagao com 0s restantes
filmes. Na Figura 4.2 1) foi realizada uma analise quimica onde se verificou a presenca de calcio,
fosforo e oxigénio bem identificados, comprovando que séo particulas de HA.

Na Figura 4.3, apresentada abaixo, é possivel visualizar as imagens SEM, da sec¢do
transversal dos diferentes filmes, com ampliagéo 100x.

Sem HA (C2L) Com HA (HA-C2L) CIL-HA

-

50%/50%

a) b) ©)

Figura 4.3 - Microscopia eletrénica de varrimento da sec¢éo transversal dos filmes, com ampliagéo
100x, a) 50-50-C2L, b) 50-50-HA-C2L, c) 50-50-C1L-HA
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Através da observacdo das seccOes transversais dos filmes é possivel constatar que, na
imagem a), observa-se uma superficie homogénea de uma Unica fase, onde a espessura do filme
permanece relativamente constante. Ao comparar com a superficie da imagem b), verifica-se um
ligeiro relevo, possivelmente derivado da presenca de HA. Por fim, na imagem c), é possivel
verificar a existéncia de duas fases distintas, onde uma delas corresponde aos polimeros € a outra

corresponde a uma camada de deposic¢do de HA na superficie, derivado do tipo de cura utilizado.
4.1.2 Ensaios reoldgicos

Os ensaios realizados revelaram padrdes distintos de viscosidade em funcdo da taxa de
corte aplicada. Os resultados dos ensaios realizados nas solu¢cdes Sem HA e Com HA, com
concentracdes relativas de alginato/i-carragenina 75%/25%, 50%/50% e 75%/25%, encontram-se
ilustrados no Figura 4.4.

Sem HA
150 )
— 75%/25%
- —— 50%/50%
:E 100+ —— 25%/75%
o
=
o~
=
g 50+
2
=
0 T T T T T
184 388 592 796 1000
Taxa de Corte [1/5]
a)
Com HA
150+ )
—— 75%/25%
'_;' —=—  50%/50%
:E 100t —— 25%/75%
I’ I
=
[
=
2 ceeee
-
|
0 T T T T T

184 388 592 796 1000
Taxa de Corte [1/s]

b)

Figura 4.4 - Resultados dos ensaios de viscosidade das solugdes a) Sem HA e b) Com HA, com
concentragdes relativas de alginato/i-carragenina 75%/25%, 50%/50% e 75%0/25%
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Através da analise dos resultados obtidos nos ensaios, foi constatado que, em situacdes
de baixa taxa de corte, as solu¢des apresentam uma viscosidade mais elevada, indicando uma
resposta mais rigida e resistente ao fluxo. Por outro lado, em taxas de corte mais elevadas, a
viscosidade decresceu, evidenciando uma maior capacidade de deformacdo e menor resisténcia
ao fluxo. As solugdes filmogénicas 75-25 e 50-50 (com e sem HA) mostram uma queda gradual
da sua viscosidade, ja a solucdo 25-75 apresenta uma viscosidade quase constante.

Na Figura 4.4 a) e b), observa-se que as concentragdes de 75%/25% revelaram os valores
mais altos de viscosidade (47 MPa-s na solucdo Sem HA e 40 MPa-s na solu¢gdo Com HA)
(p <0.05), enquanto as concentracbes de 25%/75% apresentaram os valores mais baixos
(18 MPa's na solugdo Sem HA e 15 MPa-s na solugdo Com HA) (p > 0.05). Assim, é possivel
inferir que a presenca de concentracfes superiores de alginato confere & solu¢gdo uma maior
viscosidade.

As solucBes sem HA na sua composi¢do revelaram, em todas as concentragoes, valores
superiores de viscosidade em comparagdo com as solugdes que incluiam HA na sua composigao.
Mashahdi & Idris, 2021 obtiveram resultados semelhantes, atribuindo a reducao da viscosidade a
alteractes na massa molecular da solucéo provocadas pela adi¢éo de HA.

Por altimo, destaca-se que a solucdo que evidenciou os melhores resultados reolégicos
foi a solugdo Sem HA 75%/25%. Solucbes filmogénicas com elevada viscosidade podem
proporcionar uma sustentacdo estrutural melhor, sendo benéfico para a manutencdo da forma do
filme por um periodo prolongado durante a secagem do mesmo. Adicionalmente, a viscosidade
mais elevada pode contribuir para uma libertacdo sustentada de substancias ativas incorporadas
no filme, conferindo beneficios terapéuticos ao longo do tempo. Contudo se a solu¢do filmogénica
apresentar uma viscosidade demasiada elevada, pode induzir defeitos no filme ao ndo preencher

totalmente o molde onde é vazada. Tal ndo se verificou durante este trabalho.
4.1.3 Ensaios de tracdo

No decorrer deste estudo, foram realizados ensaios de tracdo em amostras dos filmes
produzidos. A analise dos resultados desses ensaios é fundamental para a compreensdo da
resposta mecanica desses materiais quando submetidos a cargas externas.

A curva caracteristica de um ensaio de tragdo, conhecida como curva tensdo-deformacéo,
ilustra 0 comportamento de um material sob carga de tracdo progressiva. Destacam-se as
seguintes fases para uma melhor compreensao (Korhonen & Saarakkala, 2011):

Regido Elastica (Linear): Nesta fase, 0 material deforma-se proporcionalmente a carga
e retorna a sua forma original apés a remogao da carga.

Limite Elastico e Tensdo de Cedéncia: O limite elastico (LE) inicia-se quando ocorre
um desvio da linearidade. A tensdo de cedéncia corresponde ao ponto de deformacdo permanente

apos a remogao da carga.
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Regido Plastica: Nesta fase, ocorre deformacdo permanente sem aumento significativo
da tensdo aplicada.

Tensdo de Carga Maxima: Representa a tensdo maxima suportada pelo material antes
da fratura.

Extenséo de Fratura: Deformacao total correspondente ao ponto de fratura do filme.

Ao analisar as curvas tensdo-deformacéo resultantes dos ensaios de tragdo, sintetizou-se
os valores obtidos na Tabela 4.1, onde foi possivel observar o comportamento mecanico dos
filmes produzidos.

Tabela 4.1 - Resultados dos ensaios de tracdo nos filmes produzidos, Tensdo de Carga Maxima,
Extensdo de Fratura, Tensdo de Cedéncia e Mdédulo de Young

Tenséo Extenséo de Tensdo de Modulo de
Amostras Méxima Fratura Cedéncia Young
[MPa] [mm/mm] [MPa] [MPa]
< 75%/25% 46 = 0,00 0,07 £ 0,00 24 + 0,00 2055 + 0,00
é ;:I': 50%/50% 38 + 8,16 0,17 £ 0,07 19+1,00 1290 + 55,73
G = 25%/75% 37+7,39 0,10 +£0,15 12 +1,50 641 + 10,81
< _ 75%/25% 66 + 5,51 0,20 £ 0,00 38 +4.36 6794 + 653,90
E S 50%/50% 41 +0,71 0,70 £ 0,05 23+ 4,24 3250+ 71,74
7 B 25%/75% 26 + 1,53 0.06 £ 0,05 11+231 1436 + 136,27
< 3 75%/25% 50 + 7,02 0,85+ 0,03 29+6,91 2683 £ 199,78
E (j 50%/50% 42 £ 11,24 0,15+0,05 20 £ 5,29 1457 + 386,59
3 i:;, 25%/75% 20+1,83 0,33 +0,04 5+0,96 345 £75,53
< 3 75%/25% 32+£0,71 0,29 £ 0,00 18 + 3,53 2387 £ 455,31
E § 50%/50% 21+ 354 0,380,445 12+ 2,83 1051 + 146,49
8 L 25%/75% 19+ 275 0,09+0,04 8+1,71 738 + 202,83
< < 75%/25% 17 + 5,57 0,12 £ 0,03 11+ 3,61 827 +172,71
:Ic:& E 50%/50% 11+1,00 0,18 £0,13 5+1,06 455 + 219,61
8 §, 25%/75% 22 6,36 0,03+0,01 11+ 2,83 1431 + 297,90

Conforme abordado na revisdo bibliogréafica, os filmes desempenham uma funcéo
essencial como estruturas de suporte que orientam os processos de migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular. Para além de servirem como substitutos eficazes da matriz extracelular, é
necessario que os filmes apresentem caracteristicas especificas, incluindo elevada porosidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e comportamento mecanico equiparavel ao tecido 6sseo

(Henkel et al., 2013). Os filmes devem apresentar rigidez e a resisténcia adequadas para sustentar
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0s processos de cultura celular in vitro, uma vez que as células estdo sujeitas a alteracbes
morfol6gicas que podem resultar em forcas de tracdo (Dimitriou et al., 2011).

Ao analisar os dados provenientes dos ensaios de tracdo, verifica-se que a variacdo na
composicao dos filmes influenciou as propriedades mecanicas, especialmente nos filmes Sem HA
(Tabela 4.1). Verifica-se que os filmes com maior quantidade de alginato na composicao (75-25)
apresentam modulos de elasticidade, tensfes de cedéncia e de carga méaxima mais elevados. O
valor do modulo de Young mais elevado obtido foi de 6794 MPa para o filme 75-25-C2L, um
aumento de 79% quando comparado com o filme 25-75-C2L (menor percentagem de alginato),
esta diferenca é estatisticamente significativa com um valor de p < 0.001. Resultados semelhantes
foram obtidos para a tenséo de cedéncia, que atingiu 38 MPa no filme 75-25-C2L e na tenséo de
carga méxima (66 Mpa). Essa melhoria pode ser atribuida a estrutura molecular do alginato, que
contribui para a formagéo de filmes mais coesos e resistentes. Os grupos carboxilatos nas cadeias
do alginato favorecem interacoes especificas, como pontes de hidrogénio, contribuindo para a
coesdo molecular (Pascalau et al., 2012).

O processo de cura tem também uma influéncia importante nas propriedades mecénicas
dos filmes sem HA. Assim o filme 75-25-C1L vé a sua rigidez diminuir para 2055 MPa, uma
reducdo de 70% quando comparado com o filme 75-25-C2L. Também a tensdo de cedéncia e a
tensdo de carga méaxima dos filmes C1L foram afetadas, reduzindo-se o seu valor maximo para
24 MPa e 46 MPa, respetivamente. Este resultado é esperado, pois com a cura em apenas uma
face o filme fica menos rigido e resistente aos esforcos aplicados. Seria de esperar uma evolugédo
oposta no que diz respeito a extensdo de fratura, mas tal ndo se verificou. Este facto deve-se a
fragilidade dos filmes, o que resulta na sua fratura fora da zona til da amostra.

A adigdo de HA na composicdo dos filmes, apresentou dois comportamentos distintos,
um de melhoria das propriedades mecénicas (C1L) e outro de diminuigdo das mesmas (C2L). As
melhorias verificadas no filme 75-25-HA-C1L comparativamente com o filme base 75-25-C1L
foi um aumento da tensdo maxima de 8%, tensdo de cedéncia de 17% e um aumento do mddulo
de Young de 24%. Contudo no filme 75-25-HA-C2L, essa incorporagdo resultou numa
diminuigdo de 52% na tensdo maxima, 53% na tensdo de cedéncia e 65% no maédulo de Young.
A presenca de HA pode ter introduzido variagbes na estrutura do filme, demostrando um
comportamento mais fragil durante o ensaio, possivelmente pela dureza das particulas de
hidroxiapatite.

Além disso, o tipo de cura também influenciou significativamente as propriedades
mecanicas dos filmes. A C1L demonstrou resultados superiores em comparacdo com a C2L
(menor percentagem de alginato), apresentando um aumento da tensdo méaxima de 36%, tensdo
de cedéncia de 38% e um aumento de 11% do modulo de Young. No entanto, no filme C1L-HA,
a adicdo de HA na superficie resultou numa diminuicdo das propriedades mecénicas,

apresentando valores mais baixos de tensdo méxima (17 MPa), tensdo de cedéncia (11 MPa) e
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modulo de Young (827 MPa). Em comparagdo com o filme 75-25-C1L, observou-se uma reducao
de 63% na tensdo maxima, 54% na tensdo de cedéncia e 60% no modulo de Young.

Ao avaliar as propriedades mecéanicas em relacdo ao 0sso cortical, nomeadamente o
modulo de Young (7-30 GPa), constata-se que o filme mais congruente com as caracteristicas do
0sso foi o filme 75-25-C2L, exibindo um médulo de Young de 6794 MPa.

Em resumo, a composicao de 75%/25% apresentou as melhores propriedades mecénicas.
O tipo de cura que se demonstrou mais eficaz foi a cura em ambos os lados, nomeadamente nos
filmes Sem HA (p < 0.001). Finalmente, a adicdo de HA teve um impacto negativo nas
propriedades mecanicas dos filmes (p < 0.001).

Por forma a comparar os resultados obtidos com a literatura, analisou-se um estudo
conduzido por Barbut & Harper (2019), no qual foram produzidos filmes contendo alginato de
calcio (5%) e k-carragenina (0,0025%). Estes filmes foram produzidos utilizando glicerol, como
agente plasticizante, e incorporando a solucdo de cura gota a gota na solugdo filmogénica.
Posteriormente, os filmes foram condicionados a 57% e 100% de humidade relativa. Os filmes
referidos apresentaram propriedades mecénicas inferiores comparativamente aos filmes Sem HA
(C1L e C2L). Enguanto os filmes desse estudo exibiram um maodulo de Young de 603 MPa e
172 MPa, os filmes Sem HA (C1L e C2L) demonstraram um mddulo de elasticidade médio de
1329 MPa e 3827 MPa, respetivamente. Resultando num aumento médio de 85%. A diferenca
fundamental entre estudos foi o condicionamento do filme, pelo que se conclui que este leva a

absorcdo de 4gua o que reduz as suas propriedades mecanicas.
4.1.4 Molhabilidade por angulo de contacto

Foram realizadas medigdes dos angulos de contacto nos filmes Sem HA (C1L, C2L),
Com HA (HA-C2L) e Cura com HA (C1L-HA) para avaliar o comportamento superficial dos
filmes mencionados.

Os resultados, decorrentes da deposicéo controlada de goticulas de dgua sobre a superficie
dos filmes, revelam os angulos de contacto formados com o substrato. Esses valores sdo
indicadores quantitativos da molhabilidade intrinseca das superficies dos filmes, desempenhando
um papel importante na compreenséo da afinidade da superficie do filme com a agua destilada.
Esta propriedade ganha importancia especial em ambientes clinicos, uma vez que é crucial para
impedir que o filme se solte ou deslogue do local de aplicacdo, conforme referido por Menzies’s
& Jones (2010).

A Figura 4.5 apresenta detalhadamente os resultados dos &ngulos de contacto obtidos de

cada configuracéo de filme.
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Sem HA (CIL)
Sem HA (C2L)
Com HA (HA-C2L)
CIL-HA
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Figura 4.5 - Angulos de contacto dos filmes Sem HA (C1L), Sem HA (C2L), Com HA (HA-C2L) e
ClL-HA

Através da analise dos angulos obtidos, é possivel inferir que o tipo de cura desempenhou
um papel relativo na molhabilidade dos filmes. O filme 75-25-C1L (submetido a cura em apenas
um lado) apresenta um valor inferior do &ngulo de contacto (65,5 °) em comparagdo com o filme
75-25-C2L (84,2 °) (curado em ambos os lados) (p < 0.001). Para os filmes 50-50-C1L e 25-75-
C1L os angulos de contacto variaram de 77,6 ° a 98,0 ° (p < 0.001), & medida que aumentou a
concentragdo de 1-carragenina. J& nos filmes 50-50-C2L e 25-75-C2L os &ngulos variaram entre
85,5°¢e 94,2 ° (p > 0.05), ndo se verificando diferencas significativas entre 0 método de cura. A
diferenca verificada nos filmes com maior percentagem de alginato pode ser atribuida a
capacidade da cura em ambos os lados de promover uma adesdo mais eficaz do material ao
substrato, resultando numa superficie mais coesa e, potencialmente, menos suscetivel a interacdo
com a agua.

Observou-se também que os filmes sem HA na sua composi¢do (C2L) exibiram valores
de angulo de contacto semelhantes aos filmes com HA, apenas o filme 25-75-HA-C2L apresentou
um angulo de contacto inferior (53,6 °). Desta forma ndo foi possivel retirar conclusdes sobre a
influéncia da presenca de HA na composic¢éo do filme.

Em contraste, a presenca de HA na solugdo de cura (filmes C1L-HA) conferiu maior
hidrofilicidade as superficies. O angulo de contacto mais baixo obtido foi de 9,0 °, no filme 75-
25-C1L-HA, o mesmo pode dever-se ao facto da gota ser praticamente absorvida de imediato
pelo filme, em particular pela camada de HA que se depositou sobre o filme durante o processo
de cura.

No geral verifica-se que a composi¢do base dos filmes influencia a hidrofilicidade dos
mesmaos, existindo uma correlagéo positiva entre a quantidade de alginato presente na composi¢ao
do filme e a sua hidrofilicidade, com a excecdo do filme 25-75-HA-C2L. Como possivel
justificacdo desta diferenca aponta-se a existéncia de fraturas no revestimento de HA do filme
(Figura 4.2 i)) que podem ter levado a uma maior absor¢do da gota e logo a um menor angulo de

contacto.
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Segundo um estudo conduzido por Liu et al. (2007), resultados prévios indicaram que
uma superficie hidrofilica com um angulo de contacto com a &gua inferior a 60 ° demonstrava
uma maior adesdo de células. Com base nessa evidéncia, é possivel concluir que o filme que
obteve os melhores resultados foi 0 75-25-C1L-HA, apresentando um angulo de 9,0 °. O angulo
de contacto mais baixo, indicativo de maior molhabilidade. Essa caracteristica pode ser benéfica
para promover a adesdo celular e a colonizacdo pelos tecidos circundantes. Superficies mais
hidrofilicas tendem a facilitar a interacdo com fluidos biolégicos e células, contribuindo para a
eficacia do filme em aplica¢des especificas, como regeneracao 0ssea.

4.1.5 Testes de absorcao

Para a conducdo dos ensaios de absor¢do, foram utilizados cinco filmes, com trés
composicOes relativas de alginato e 1-carragenina, 75%/25%, 50%/50%, e 75%/25%,
respetivamente.

A Figura 4.6 apresenta as variacOes da taxa de absor¢do ao longo do tempo para cada
filme testado, nomeadamente: a) Sem HA (C1L); b) Sem HA (C2L); ¢) Com HA (HA-C1L); d)
Com HA (HA-C2L); e e) C1L-HA.
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Figura 4.6 - Resultados do ensaio de absorcdo: a) Sem HA (C1L); b) Sem HA (C2L); ¢) Com HA
(HA-C1L); d) Com HA (HA-C2L); e) C1L-HA

Os resultados evidenciaram variagdes significativas nos niveis de absorcdo entre 0s
diferentes filmes analisados. E possivel verificar que o tipo de cura utilizada (C1L e C2L) exerce
uma influéncia sobre a taxa de absorcdo dos filmes. O cloreto de calcio atua como agente de
reticulacdo, promovendo ligagc6es cruzadas no alginato e -carragenina, culminando na gelificacéo
do filme. A densidade dessas ligacGes cruzadas impacta a estrutura do filme, sendo que uma rede
mais densa pode restringir a absorcao de agua, resultando numa menor taxa de absorcéo. O tempo
de exposicdo do filme a solucdo de cura também afeta o grau de reticulacdo, conduzindo a
distintos comportamentos de absorcdo. A reticulacdo do polimero pode, adicionalmente,
modificar a porosidade do filme, com uma estrutura mais compacta limitando a entrada de agua
e, consequentemente, afetando a absorcao.

Apo6s imersdo na agua destilada, as amostras iniciaram a absorcdo do solvente,

culminando no aumento da sua massa. Verificou-se um aumento progressivo nos primeiros
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25 minutos, enguanto, nos subsequentes 25 minutos do ensaio, a massa dos filmes permaneceu
praticamente inalterada, apresentando um valor maximo de absorcéo de 2103% no filme 25-75-
C1L e um valor minimo de 424% no filme 75-25-C1L-HA.

Verificou-se, portanto, que os filmes submetidos a C2L apresentaram, de forma geral,
uma taxa de absorcdo inferior em comparacdo com os filmes submetidos a C1L. No caso dos
filmes Sem HA (C2L), houve uma diminui¢do média de 72%, enquanto nos filmes Com HA (HA-
C2L), ndo se verificam diferencas significativas. Este facto pode ser atribuido & densa reticulagdo
em ambas as faces, resultando na reducdo da porosidade do filme e, por conseguinte, na
diminuicéo da absorcéo.

Foi ainda observada a existéncia de uma uniformidade entre todos os filmes com
composicOes relativas de alginato/i-carragenina 25%/75%, respetivamente, 0s quais exibiram
uma taxa de absorcdo superior em relacdo as demais composicBes, apresentando um valor
maximo de 2199% no filme 25-75-C1L. Essa evidéncia sugere que a presenca de concentragdes
mais elevadas de i-carragenina exerce um impacto na capacidade de absorcdo dos filmes,
possibilitando uma maior taxa de absor¢cdo. Em comparagdo com as composicdes relativas de
alginato/i-carragenina 75%/25% (valor maximo de 1192%, no filme 75-25-C1L) (p < 0.001),
verifica-se que, apesar de o alginato ser inerentemente hidrofilico, a sua combinacdo com a 1-
carragenina resulta numa reducdo na taxa de absorg&o.

No que diz respeito & incorporacdo de HA na solucdo filmogénica verificaram-se
resultados contraditérios. Para os filmes curados apenas numa face, os filmes contendo HA
apresentaram taxas de absor¢do 80% inferiores em relacdo a filmes sem HA na sua composicao.
Tal fendmeno pode estar associado a interferéncia da HA na formag&o de ligagGes cruzadas entre
cadeias poliméricas, o que limitou a absorc¢ao de 4gua pelos filmes HA-C1L. No entanto os filmes
curados em ambos os lados apresentaram um comportamento inverso. Os filmes HA-C2L
apresentaram uma taxa de absor¢do média 1386%, 74% superior a dos filmes C2L. Assume-se
que o processo de cura tenha estabilizado a estrutura do gel de uma forma mais eficiente,
reduzindo a sua capacidade de absor¢do, 0 que explica que ndo se tenham encontrado diferencas
significativas entre estes.

Em relacdo a introducdo de HA durante o processo de cura, os filmes C1L demonstram
valores superiores de absor¢cdo em comparacdo com os C1L-HA. Os filmes Sem HA (C1L)
apresentaram uma taxa média de absor¢do de 1264%, enquanto os filmes C1L-HA apresentaram
254%, resultando huma reducéo de 80% na taxa de absorcdo. O mesmo pode ser explicado pela
capacidade da HA, enquanto material sélido, de preencher os espacos na estrutura porosa do
filme, reduzindo assim a sua capacidade de absorver agua.

Em ultima anélise, é possivel inferir que os filmes 25-75-C1L demonstraram desempenho
superior, uma vez que a taxa de absor¢do é uma propriedade vantajosa para materiais de curativos.

O facto de esses filmes absorverem mais 4gua sugere uma maior porosidade, desempenhando um
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papel crucial na estimulacdo da migracéo celular e facilitando a entrada dos fluidos necessarios
para a regeneracdo. Essa propriedade pode ser estrategicamente explorada para impregnar os
filmes com farmacos e agentes antimicrobianos, contribuindo assim para o tratamento eficaz de
lesGes.

Por forma a comparar os resultados obtidos com as informacdes encontradas na literatura,
analisou-se um estudo conduzido por Fadeeva et al. (2021), no qual foram produzidos filmes
contendo polivinilpirrolidona (PVP) (45%), alginato de célcio (45%) e HA (10%). Estes filmes
foram produzidos adicionando o PVP, alginato de sddio e a HA a 95 mL de agua destilada.
Posteriormente, a cura foi realizada com uma solucéo de cloreto de célcio, na qual os filmes foram
imersos por 5 minutos. Ao analisar os resultados obtidos no estudo mencionado, foi possivel
verificar que os filmes 25-75-HA-C2L apresentaram uma taxa de absor¢do maxima de 835%,
enquanto nos filmes de PVP, alginato e HA, a absor¢do méxima foi de 375%, resultando em uma
reducdo de 55%. A diferenca fundamental entre estudos foi a adi¢cdo de PVP do filme, pelo que
se conclui que este leva a uma reducédo da absor¢do de agua.

Por forma a realizar uma comparacdo mais representativa, analisou-se um estudo
realizado por Pereira et al. (2013) Nesse estudo foram produzidos filmes de alginato de sodio
(1,5% p/v) e aloé vera (1,5% p/v). Primeiramente, o alginato e o aloé vera foram dissolvidos em
agua destilada, de seguida foi adicionado glicerol (15% m/m, com base na massa do alginato)
como agente plasticizante. Posteriormente, as solu¢des de alginato e aloé vera foram misturadas
para obter as proporcOes finais de alginato/aloé vera (v/v) de 100:0 (filme AG), 95:5 (filme
AGAD), 85:15 (filme AGAL5) e 75:25 (filme AGA25). Por fim, os filmes foram imersos numa
solucéo de cura de cloreto de célcio (5,0% p/v), durante 5 minutos. Os ensaios de absor¢do foram
conduzidos numa solucéo tampé&o acetato pH 5,5 a 37 °C, onde os filmes foram submersos por
1440 minutos. Através da analise desses ensaios, foi possivel verificar que o filme que apresentou
uma maior absorcao foi 0 AGA25, com 135% aos 50 minutos. Em comparacdo com os resultados
obtidos neste ensaio, o filme que demonstrou a maior taxa de absor¢do foi o 25-75-C1L,
apresentando uma taxa de absorcdo de 1223%. A principal diferenca entre estudos foi a adigdo de
aloé vera e do glicerol como agente plasticizante no filme, assim como, o tipo de solu¢do utilizada

no ensaio. Conclui-se, portanto, que essas altera¢6es resultam numa reducdo na taxa de absorgao.
4.1.6 Teste de degradacéo

Os ensaios de degradacdo desempenham uma funcéo essencial na avaliacdo da dindmica
e da performance dos filmes. Este estudo foi realizado numa solucgdo de PBS, mantida a 37 °C, ao
longo de um periodo de 1, 2, 3 e 4 semanas, nos filmes identificados como: Sem HA (C1L), Sem
HA (C2L), Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e C1L-HA.

Além disso, é relevante salientar que os filmes analisados possuem uma composicao base

de 75%/25% de alginato/ 1-carragenina, respetivamente. Essa escolha baseou-se na analise prévia
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dos resultados, nomeadamente nos ensaios de tracdo, onde se constatou que esta composicao
apresentava as melhores propriedades mecanicas. Os resultados deste ensaio encontram-se

apresentados na Figura 4.7.
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Figura 4.7 - Comportamento de degradacao in vitro, nos filmes Sem HA (C1L), Sem HA (C2L), Com
HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e C1L-HA

Por meio da analise dos resultados obtidos, verificou-se uma disparidade nas taxas de
degradac&o entre os filmes Sem HA (C1L, C2L). Os resultados revelaram valores inferiores de
degradacdo nos filmes C1L, apresentando uma redugdo do valor da taxa média de degradacéo de
93%, comparativamente com os filmes Sem HA (C2L). O mesmo poderéa ser explicado, através
de uma comparagdo com os resultados obtidos nos ensaios de absorcdo, onde se verificou que 0s
filmes Sem HA (C1L) apresentaram a maior taxa de absorcao (Figura 4.6) e como tal, assume-se
que permaneceu mais estavel. Uma potencial explicacdo reside na distribuicdo assimétrica de
materiais induzida pela C1L. A formagéo de gradientes de propriedades mecanicas ao longo dos
filmes pode influenciar a resposta & degradacdo, resultando em valores mais baixos. Além do
referido, a exposicdo diferencial aos fatores de degradacdo pode ter influenciado as taxas
observadas (Daniel et al., 2015).

Nos filmes Com HA, a C2L revelou taxas inferiores de degradagdo em comparagdo com
C1L. O valor méximo de taxa de degradacdo dos filmes HA-C2L foi de 23%, ao passo que nos
filmes HA-C1L foi de 38%, apresentando assim uma reducdo de 40%. O mesmo pode ser
atribuido & capacidade da C2L de promover uma melhor adesdo e integragdo do material,
incluindo a hidroxiapatite, ao substrato do filme. Uma melhor adesdo pode conferir maior
resisténcia a degradacédo, culminando em valores mais baixos.

Em relacdo aos filmes HA-CL1L, estes apresentaram valores consideravelmente superiores
em comparagdo com os filmes Sem HA (C1L). A taxa de degradacdo observada nos filmes HA-
CL1L foi de 17%, enquanto nos filmes Sem HA (C1L) foi de 2%, resultando em um aumento de
88%. Conforme verificado no ponto anterior a introducdo de HA na solucdo filmogénica afetou
a sua capacidade de absorcao, fazendo com que estes filmes apresentem um comportamento
semelhante aos filmes curados nos dois lados. Como explicacdo para este comportamento esta a

presenca de calcio que contribuiu para a cura do filme HA-C1L.
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Ao longo das quatro semanas de ensaio, observou-se visualmente desagregacdo dos
filmes Sem HA (C2L), Com HA (HA-C1L) e C1L-HA, restando apenas intactos os filmes Sem
HA (C1L) e Com HA (HA-C2L).

Conclui-se, portanto, que os filmes que evidenciaram um desempenho mais eficaz frente
a degradacdo foram os filmes Sem HA (C1L) e os filmes Com HA (HA-C2L).

Por forma a comparar os resultados obtidos dos ensaios de degradacdo num estudo
analisado anteriormente, conduzido por Pereira et al. (2013). Nesse estudo, ao analisar 0s
resultados dos ensaios de degradacéo, foi possivel verificar que o filme que apresentou uma taxa
de degradac&o inferior apds quatro semanas foi o filme AG, com um valor de 8%. Comparando
com os resultados obtidos neste estudo, os filmes que se degradaram menos foram os filmes Sem
HA (C1L), com um valor médio de 5%.

4.2 Testes In-vitro

4.2.1 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi conduzido utilizando uma linha celular n&o tumoral
mamaria, selecionada devido a auséncia vidvel de osteoblastos em tempo Util deste estudo. O
objetivo principal consistiu na realizacdo de uma analise empirica da viabilidade celular nos
filmes desenvolvidos, optando-se pela utilizacdo das células MCF-10A.

Neste estudo analisou-se a viabilidade celular dos filmes: Sem HA (C1L), Sem HA(C2L),
Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e C1L-HA, utilizando células ndo tumorais mamarias
MCF-10. Avaliou-se diferentes configuracdes de cura, incluindo C1L e C2L e C1L-HA além de
um grupo controlo, com o objetivo de compreender o potencial desses filmes na regeneracéo

Ossea. Os resultados encontram-se ilustrados na Figura 4.8:
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Figura 4.8 - Resultados do ensaio de viabilidade celular nos filmes Sem HA (C1L), Sem HA (C2L),
Com HA (C1L), Com HA (C2L) e C1L-HA, ap0ds 48 horas

Os resultados obtidos evidenciaram diferencas significativas na viabilidade celular entre

0s grupos experimentais. No grafico a), observa-se uma diferenca notavel entre C1L e C2L, sendo
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gue C2L apresenta uma maior percentagem de células viaveis. No caso dos filmes Sem HA (91%
e 78%), essa diferenca é de 13%, enquanto nos filmes Com HA (88% e 50%) é de 38%.

Constatou-se, também, que os filmes que continham hidroxiapatite na sua constituicao
apresentavam valores inferiores de viabilidade celular em comparacdo com os filmes Sem HA.
Observou-se uma diferenca de 28% entre Sem HA (C1L) (78%) e Com HA (HA-C1L) (50%), e
uma diferenca de 3% entre Sem HA (C2L) (91%) e Com HA (HA-C2L) (88%).

Em relagéo ao filme C1L-HA (42%), este apresentou um desempenho notavelmente
inferior quando comparado com o filme Sem HA-C1L (78%), exibindo uma diferenca de 35%.

O filme que se destacou com resultados superiores em comparagdo com o grupo de
controlo (88%) foi o filme Sem HA (C2L) (91%), superando-o em 3%.

Passando a analise do grafico b), é possivel afirmar que o mesmo padrdo de
comportamento observado no grafico a) foi corroborado. O tipo de cura impactou a quantidade
de células viaveis, especificamente nos filmes Sem HA (77% e 64%), a diferenca sendo de 33%,
e nos filmes Com HA (73% e 44%), atingindo 29%.

Verificou-se, adicionalmente, que a presenca de HA reduziu o nimero de células viaveis,
apresentando uma diferenca de 20% entre os filmes Sem HA (C1L) (64%) e o filme Com HA
(HA-C1L) (44%), e uma discrepancia de 4% entre o filme Sem HA (C2L) (77%) e o filme Com
HA (HA-C2L) (73%).

No que concerne ao filme C1L-HA, este apresentou uma viabilidade ligeiramente
superior relativamente ao grafico a). Quando comparado ao filme Sem HA-C1L (64%), C1L-HA
(52%) revelou um desempenho inferior, apresentando uma diferenca de 12%. Novamente, o filme
que se destacou com resultados superiores em comparagdo com o controlo foi o filme Sem HA-
C2L, sendo inferior em 11%.

Comparando, de uma forma geral os graficos a) e b), é possivel constatar que a viabilidade
celular dos filmes baixou ligeiramente, apresentando diferencas de: Sem HA (C1L) de 14%, Sem
HA (C2L) de 14%, Com HA (HA-C1L) de 6%, Com HA (HA-C2L) de 15% e C1L-HA de 10%.

Inicialmente, ap6s a preparacdo das placas de pogos com as amostras dos filmes,
procedia-se a esterilizacdo das mesmas, submetendo-as a luz UV por 15 minutos. Contudo, apds
mais de 48 horas da realizacdo do processo de cultura de células, os filmes ficavam contaminados
por fungos, inviabilizando os testes devido a morte celular (os resultados até 48 horas encontram-
se evidenciados no gréafico a). Na sequéncia desses eventos, tornou-se imprescindivel adotar uma
abordagem alternativa de esterilizacéo.

Como método primario de esterilizacdo, procedeu-se a autoclavagem direta dos filmes a
uma temperatura de 120 °C, mantendo uma pressdo de 1 bar. Observou-se uma deterioracdo
acentuada das propriedades mecénicas dos filmes, tornando-os secos e quebradicos. Este

fenébmeno pode ser atribuido a degradacdo térmica do alginato quando submetido a altas

47



temperaturas, resultando na quebra das cadeias poliméricas e na redugdo das suas propriedades
fisicas e quimicas.

Dado o referido, foi necessario adotar uma abordagem alternativa de esterilizacdo viavel.
Esta consistiu na autoclavagem das solucdes dos filmes, com excecdo do alginato na sua
composicdo, bem como das solugdes de cura. Posteriormente, o alginato foi adicionado as
solucdes e homogeneizado por agitacdo magnética a 2.000 rpm durante 20 minutos, a uma
temperatura de 60 °C. Por fim, os filmes foram secos e curados, conforme mencionado
anteriormente.

A eficécia deste método foi comprovada pela preparagdo de uma placa com os filmes e
as células, que permaneceram sem contaminacgdes durante 96 horas. Posteriormente procedeu-se
a realizacdo de um replicado técnico das mesmas, resultando nos dados apresentados no
grafico b).

Quanto a analise dos resultados obtidos, é possivel constatar que o tipo de cura utilizado
exerceu uma influéncia significativa na viabilidade celular, destacando-se, sobretudo, a C2L. Esta
tendéncia pode ser atribuida a uma distribuicdo mais uniforme dos reagentes nos filmes, criando
um ambiente mais propicio para as células. A técnica C2L pode conferir maior estabilidade
estrutural ao filme, reduzindo deformacdes ou desintegracdes que poderiam ocorrer com a cura
unilateral. Além disso, essa abordagem pode aumentar a superficie de contato disponivel para as
células aderirem e proliferarem. Adicionalmente, pode permitir que as células tenham acesso
equitativo a nutrientes essenciais e fatores de crescimento presentes no meio de cultura celular,
aspeto crucial para sustentar a proliferacdo celular e a manutengdo da viabilidade ao longo do
tempo.

Observou-se também, que a inclus&o de hidroxiapatite na constituicao dos filmes resultou
numa diminui¢do do nimero de células vidveis nos mesmos. Tal poderé dever-se a varios fatores:

- As propriedades da HA ndo serem compativeis com as necessidades especificas das
células ndo tumorais mamarias, tais como propriedades de aderéncia ou sinaliza¢do bioquimica,
resultando numa reducéo na afinidade;

- A superficie dos filmes contendo HA pode nédo proporcionar uma adesdo ou interacéo
adequada com as células, devido a caracteristicas como rugosidade, topografia e carga superficial;

- As células ndo tumorais mamarias podem ndo expressar 0s recetores celulares
necessarios para interagir eficazmente com a HA. A expressao de proteinas de superficie celular
especificas pode variar entre tipos celulares, influenciando a afinidade com determinados
substratos.

Ao comparar os dois graficos, constata-se que a esterilizacdo exerceu uma pequena
influéncia na viabilidade celular. Durante as primeiras 48 horas, o grafico a) revelou resultados
ligeiramente superiores, entretanto, apds esse periodo, evidenciou-se a presenga de fungos,

levando a morte celular. Em contrapartida, no grafico b), observa-se, por meio de uma anélise
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externa, que as células mantiveram a sua capacidade proliferativa apés as 48 horas, indicando a

eficacia do processo de esterilizagdo utilizado.
Por fim, é possivel afirmar que o filme Sem HA (C2L) apresentou a maior percentagem

de células viaveis, destacando-se como o filme mais eficiente.
4.2.2  Andlise morfoldgica da cultura celular

A andlise morfoldgica da cultura celular nos filmes proporciona uma compreensdo mais
aprofundada da interacdo celular com os substratos em anéalise. As imagens da morfologia das
células nos filmes, capturadas apds 24 e 48 horas com uma ampliacdo total de 50x nos filmes:
Sem HA (C1L), Sem HA (C2L), Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e C1L-HA, permitiram
uma avaliacdo das alteragdes morfoldgicas ao longo do tempo. Estas imagens encontram-se
apresentadas na Figura 4.9.

Sem HA (CIL) Sem HA (C2L) Com HA (HA-CIL)

24 horas

48 horas

Controlo

24 horas

48 horas

Figura 4.9 - Morfologia das células, com ampliac¢do 50x, dos filmes Sem HA (C1L), Sem HA (C2L),
Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e C1L-HA, ap6s 24 horas (a), b), ¢), g), h) e i), respetivamente) e
48 horas (d), e), ), j), k) e ), respetivamente)
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Numa fase inicial, apds 24 horas, foi observada uma adesdo inicial das células a superficie
de todos os filmes. Essa aderéncia inicial é crucial para estabelecer a integridade da cultura celular
nos filmes.

A medida que o tempo avangou até as 48 horas, verificou-se um aumento na densidade
celular, especificamente nos filmes contendo HA na sua composicao. Esse resultado corrobora a
analise previamente conduzida relativa a viabilidade celular. Este desenvolvimento indica uma
resposta positiva das células & composicdo do filme, evidenciando um ambiente propicio para o
crescimento celular.

Utilizou-se um grupo de controlo como referéncia, uma vez que era de conhecimento
comum que as células adeririam e proliferariam nesse cenario. Essa abordagem proporcionou uma
base sélida para a comparacao das respostas celulares nos filmes em estudo, permitindo uma
avaliacdo mais precisa das variacfes observadas.

E relevante mencionar que os filmes apresentam uma superficie opaca, o que inviabiliza
a penetracdo da luz do microscépio para uma visualizagdo mais nitida das células.

Finalmente, é possivel inferir que os resultados da analise morfoldgica proporcionaram

uma compreensdo bastante superficial da cultura celular nos filmes ao longo do tempo.
4.2.3 Proliferacdo celular

Na andlise da proliferacdo celular, a coloragéo nuclear proporcionada pelo DAPI permitiu
uma avaliagdo precisa do numero de células em diferentes condi¢Ges experimentais,
nomeadamente nos filmes: Sem HA (C1L), Sem HA (C2L), Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-

C2L) e C1L-HA, apds 48 horas. As imagens obtidas encontram-se representadas na Figura 4.10.
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Sem HA (C1L) Sem HA (C2L) Com HA (HA-C1L)

a) c)

Com HA (HA-C2L) HA-C1L

d) e)

Figura 4.10 - Resultados do ensaio de proliferacéo celular nos filmes a) Sem HA (C1L), b) Sem HA
(C2L), ¢) Com HA (HA-C1L), d) Com HA (HA-C2L) e e) C1L-HA, ap6s 48 horas

Na analise das imagens obtidas, foram identificadas variagfes na densidade celular entre
os diferentes filmes. Essas varia¢cdes sugerem que a composicdo especifica dos filmes exerceu
uma influéncia significativa na proliferacdo celular ao longo do periodo de observagdo.
Notavelmente, os filmes Sem HA (C2L) manifestaram uma proliferacdo celular menos
pronunciada em comparacdo com os Sem HA (C1L).

Nos filmes com HA na sua composi¢do, observou-se uma dindmica inversa, sendo que a
C2L evidenciou uma densidade celular consideravelmente superior, acompanhada de uma
organizacdo celular mais homogénea, sugerindo um ambiente propicio ao crescimento e expansao
celular.

Ao comparar o filme Sem HA (C1L) com o C1L-HA, torna-se evidente que a presenca
de HA na superficie do filme exerceu um impacto desfavoravel na proliferacéo celular, refletindo-
se na observacgao de um nimero reduzido de ndcleos.

Contudo, os resultados obtidos revelam incongruéncias com as analises anteriormente
referidas. Essas inconsisténcias podem ser atribuidas ao fato de que as amostras analisadas foram

submetidas a cortes dos filmes iniciais (24 mm x 24 mm) para dimensdes aproximadas de
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5 mm x 5 mm. Nada assegura que a area cortada possuia uma escassez de células, uma vez que a
distribuicdo pode variar ao longo da superficie dos filmes. A fim de mitigar essa limitacdo, no
processo de cultura celular, as células deveriam ser incorporadas em filmes previamente cortados
nas dimensdes necessarias para a montagem das laminas, garantindo, assim, uma visualizac¢éo

integral da superficie de cada filme e uma analise mais fidedigna.
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5 CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

5.1 Sintese do trabalho

O tecido 6sseo humano é um componente essencial para o sistema esquelético e divide-
se em trés principais tipos morfoldgicos: 0sso trabecular, 0sso cortical e 0sso subcondral. O 0sso
esponjoso ocupa a regido interna, 0 0ss0 compacto constitui a camada externa, € 0 0SSO
subcondral, uma camada lisa, reside nas epifises dos ossos, desempenhando um papel crucial na
regeneracao cartilaginosa.

O o0sso possui na sua constituicdo matriz 6ssea, cuja funcdo principal é conferir
propriedades biomecénicas e bioquimicas ao tecido ésseo, esta é composta por dois componentes
primarios: organicos e inorganicos. O tecido 6sseo também inclui células, como osteoclastos,
contribuindo para a remodelacdo 0ssea, osteoblastos, responsaveis pela formagéo e mineralizagdo
Ossea, e ostedcitos, essenciais na homeostase e adaptagdo do tecido 0sseo. Adicionalmente,
células de revestimento Gsseo atuam como sistema regulatdrio da saude 6ssea, garantindo a sua
integridade e funcionalidade ao longo do tempo.

A remodelacdo Ossea € um processo fundamental, que desempenha fun¢Ges como
adaptacdo as tensGes mecénicas, reparagdo de microtraumatismos e fraturas, e controlo da
homeostase mineral. Esta ocorre em quatro fases: reabsorcdo, reversdo, formacdo e
mineralizacdo. A regeneragdo 0ssea é um processo complexo que ocorre em lesdes dsseas de
pequena escala. O processo de cicatrizagdo 6ssea, é caracterizado por trés fases: a fase inicial
inflamatdria, a fase de reparacdo 6ssea e a fase final de remodelacéo 6ssea.

O tecido 6sseo possui uma capacidade natural de regeneracao, contudo traumas severos
ou patologias podem resultar em defeitos 6sseos criticos. Esses defeitos podem ser desencadeados
por diversos fatores, como traumas, patologias especificas, anomalias congénitas ou
procedimentos cirurgicos. Além disso, os defeitos podem estar associados a um contexto
fisiopatoldgico, como envelhecimento populacional, cancro no tecido 6sseo e infecdes.

Em cenérios que envolvem perda 6ssea substancial, decorrente de traumas graves ou
patologias, surge a necessidade de solucOes terapéuticas e estratégias de regeneracdo. Existem
diversas opcdes, incluindo enxertos dsseos: autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos. Além
disso, existem também materiais de enchimento, como matriz 6éssea desmineralizada, cimento
0sseo e fosfatos de célcio, com o objetivo de preencher integralmente falhas Gsseas. Outra
estratégia terapéutica € a engenharia de tecidos 0sseos, onde se identificam trés parametros
essenciais: a criacdo de estruturas biocompativeis replicando a matriz extracelular dos 0ssos
naturais, a utilizagdo de células com potencial osteogénico e a incorporacdo de componentes

bioativos sinalizando para atrair células e direciona-las a diferenciacdo osteogénica.
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Os filmes surgem como uma alternativa a regeneracéo, desempenhando papel crucial na
recuperacdo de tecidos danificados, especialmente no desenvolvimento de novo tecido ésseo.
Produzidos geralmente com materiais biocompativeis, esses revestimentos finos sdo aplicados
diretamente no local da lesdo ou defeito 6sseo, providenciando, libertacdo controlada de fatores
de crescimento, moldagem personalizada, protecdo, isolamento, adesdo ao tecido e inducéo de
diferenciagdo celular. A fabricacdo dos filmes pode ocorrer por diversas técnicas, incluindo as
convencionais (vazamento por molde e técnica de imersdo) e avancadas (eletrofiacdo e deposi¢ado
por camada). Os filmes requerem processo de cura, existindo diversas abordagens, como cura por
imersdo, térmica, por radiacdo, por humidade e quimica.

Através deste trabalho de investigacdo, foram desenvolvidos filmes destinados a
regeneragdo 0ssea, compostos por alginato, 1-carragenina, HA e D-sorbitol. Produziram-se cinco
configuragdes distintas, totalizando 15 composi¢des variando a propor¢do entre alginato e t1-
carragenina em peso relativo (75%/25%, 50%/50% e 75%/25%). O D-sorbitol foi adicionado a
todos os filmes como agente plasticizante, em quantidade equivalente & massa dos materiais
filmogénicos. O processo de cura ocorreu por imersdo em solucéo de cloreto de célcio em um ou
ambos os lados do filme, e a introdugdo de HA foi feita tanto diretamente na solugdo filmogeénica
quanto na solucéo de cura, garantindo a deposicao apenas no lado curado do filme.

Posteriormente, realizou-se a caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica dos filmes.
Inicialmente, foi analisada a morfologia da superficie dos diversos filmes. Em seguida, foram
conduzidos ensaios reoldgicos para avaliar a viscosidade das solugdes filmogénicas base (Com
HA e Sem HA). Foram realizados ensaios mecénicos, como ensaios de tragdo, e a configuracdo
com as melhores propriedades mecénicas foi selecionada com base nesses resultados.
Subsequentemente, foram realizados ensaios de molhabilidade por angulo de contato com o
objetivo de avaliar o comportamento superficial dos filmes. Posteriormente, ensaios de absor¢ao
foram realizados para avaliar a capacidade de os filmes absorverem liquidos e expandirem. Por
fim, ensaios de degradacdo foram conduzidos visando avaliar a estabilidade e durabilidade dos
filmes ao longo do tempo.

Em seguida, foram realizados testes in vitro, com o objetivo de avaliar a eficacia dos
filmes. Uma cultura de células foi realizada recorrendo a utilizagdo de uma linha alternativa de
células ndo tumorais mamarias MCF-10A, onde as células foram cultivadas em cinco tipos de
filmes: Sem HA (C1L), Sem HA (C2L), Com HA (HA-C1L), Com HA (HA-C2L) e com HA na
solucédo de cura (C1L-HA). A viabilidade celular foi analisada por meio de contagem de células
aderentes aos filmes, seguida por uma analise morfolégica das células na superficie dos mesmos.
Por fim, um ensaio de proliferacéo celular foi realizado utilizando a técnica de coloracdo DAPI
com a finalidade de observar a morfologia dos nucleos das células e a sua distribuicdo ao longo

do filme.
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5.2 Conclusoes

Tendo em conta o trabalho desenvolvido, considera-se que os objetivos estabelecidos
foram alcangados. Primeiramente, 0 primeiro objetivo consistia no desenvolvimento de varios
filmes, com o proposito de compreender, qual a composi¢cdo e método de cura que apresentava
melhores resultados. O mesmo foi alcangado durante a realizacdo dos ensaios de caraterizacao
dos filmes. O segundo grande objetivo, passou pela validacdo dos filmes enquanto estratégia
terapéutica de regeneracdo do 0sso, 0 mesmo foi alcangado com base nos resultados obtidos nos
ensaios in-vitro, onde se observou adesdo e proliferacdo das células nos filmes desenvolvidos.

Em concluséo, o estudo investigou a influéncia das composicGes dos filmes e do tipo de
cura, com potencial aplicacdo na regeneragdo 0ssea.

Através da analise da morfologia dos filmes foi possivel constatar, que numa baixa
ampliagdo (200x) os filmes Sem HA e Com HA ndo apresentaram diferengas visiveis na
superficie, exibindo uma homogeneidade de cores indicativa de uma mistura eficaz das fases. No
entanto, em algumas imagens, foram observadas cores distintas, sugerindo a presenca de duas
fases ndo completamente solubilizadas. Os filmes C1L-HA revelaram uma superficie rugosa
devido a deposicdo de HA, destacando-se particulas de grande dimenséo (5 a 10 pum) resultantes
do processo de deposicdo durante a cura. As imagens de alta ampliagdo (2000x) permitiram
analisar o tamanho e a geometria dos poros. N&o foram identificadas diferencas significativas na
morfologia do filme para diferentes composi¢cdes base. Em algumas imagens, foi possivel
visualizar segregages na superficie, que possivelmente podem ser atribuidas a microfissuras
resultantes de diferentes velocidades de secagem das solu¢des filmogénicas, com zonas ricas em
alginato e 1-carragenina. Os filmes Sem HA apresentaram mais segregacoes.

Nos ensaios reoldgicos, verificou-se que concentracdes de 75%/25% revelaram os valores
mais altos de viscosidade, enquanto as concentragdes de 25%/75% apresentaram os valores mais
baixos. Assim, é possivel inferir que a presenga de concentragdes superiores de alginato confere
a solugdo uma maior viscosidade. A adicdo de HA na solucdo filmogénica resultou numa
diminuicdo da viscosidade. Por fim, verificou-se que a solucdo que evidenciou viscosidade mais
elevada foi a solugdo Sem HA 75%/25%.

A partir da analise dos resultados obtidos nos ensaios de tracao, foi possivel concluir que
a composicdo base 75%/25% demonstrou os melhores resultados, evidenciando valores
superiores de mddulo de Young, tenséo de cedéncia e carga méxima. Essa constatacdo sugere que
maiores proporcGes de alginato contribuem para a melhoria das propriedades mecénicas dos
filmes. Além disso, observou-se que o processo de cura influencia as propriedades mecanicas dos
filmes, no caso dos filmes Sem HA, a cura de ambos os lados apresentou resultados superiores
em comparacdo com a cura de um lado apenas. A justificacdo para os resultados anteriores

prende-se com a capacidade do alginato em interagir com os ides de calcio, amplamente
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disponiveis quando a cura é feita em ambos os lados. No entanto, nos filmes Com HA, a tendéncia
foi inversa, com os filmes HA-C1L apresentando desempenho superior aos HA-C2L.. Verificou-
se também que a incorporacdo de HA direta nos filmes ou durante o processo de cura resultou na
diminuicdo das propriedades mecanicas, evidenciada pela reducdo nos valores de médulo de
Young, tensdo de cedéncia e carga maxima. Comportamento possivelmente explicado pela
introducdo de defeitos na estrutura do filme pelas particulas de HA. Por fim, ao comparar o0s
resultados obtidos com as propriedades mecéanicas do 0sso cortical, é possivel afirmar que o filme
mais congruente com as caracteristicas 6sseas foi o filme 75-25-C2L, destacando-se, portanto,
por apresentar as melhores propriedades mecéanicas.

Através da andlise dos ensaios de molhabilidade por &ngulo de contato, observou-se que
alguns dos filmes submetidos a cura em apenas um lado, apresentaram valores inferiores de
angulos de contato em comparagdo com os filmes curados em ambos os lados. Foi constatado que
a presenca de HA na solugdo de cura (filmes C1L-HA) conferiu maior hidrofilicidade as
superficies. Este efeito pode ser atribuido ao fato de a gota ser absorvida imediatamente pelo
filme, especialmente pela camada de HA que se depositou sobre o filme durante o processo de
cura.

Através dos ensaios de absorcéo, foi possivel concluir que os filmes C2L apresentaram,
de forma geral, uma taxa de absor¢éo inferior em comparagdo com os filmes C1L. Observou-se,
que filmes contendo HA apresentaram taxas de absorcéo inferiores em relacdo a filmes sem HA
na sua composicdo. Por fim, os filmes sem HA na sua composic¢do (C1L), apresentaram valores
superiores em comparacgdo com a C1L-HA.

Nos ensaios de degradacdo foi possivel verificar que os filmes que evidenciaram um
desempenho mais eficaz frente a degradacdo, ou seja, apresentaram valores inferiores, foram os
filmes C1L e os filmes HA-C2L.

As conclusdes obtidas a partir dos ensaios biol6gicos, nomeadamente na viabilidade
celular, indicaram que o tipo de esterilizacdo exerceu uma influéncia significativa na eficiéncia
do filme. A esterilizacdo por luz UV durante 15 minutos néo se revelou suficiente para eliminar
a contaminagdo por fungos, no entanto, a nova abordagem de esterilizacdo, através da
autoclavagem da solucéo filmogénica, foi eficaz em colmatar essa lacuna. O tipo de cura utilizado
também teve um impacto significativo na viabilidade celular, destacando-se, sobretudo, a C2L.
Além do referido, a inclusdo de hidroxiapatite na composicdo dos filmes resultou numa
diminuigdo do nimero de células viaveis nos mesmos. Em suma, € possivel afirmar que o filme
Sem HA (C2L) apresentou a maior percentagem de células viaveis, destacando-se como o filme
mais eficiente.

No que diz respeito as conclusdes retiradas dos ensaios de proliferacdo celular, observou-
se que os filmes Sem HA (C2L) apresentaram uma proliferacdo celular menos pronunciada em

comparagdo com os Sem HA (C1L). Verificou-se também que a presenca de HA na superficie do
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filme teve um impacto desfavoravel na proliferacdo celular. Em Gltima andlise, os resultados

obtidos neste ensaio revelam incongruéncias com as andlises anteriormente referidas.

5.3 Perspetivas Futuras

Tendo em conta os excelentes resultados obtidos neste estudo, a par da relevancia do
assunto tratado, surge a necessidade de aprofundar o conhecimento sobre esta estratégia de
regeneracao 0ssea. Desta forma, sdo enunciadas algumas possibilidades de estudos a realizar.

Primeiro aspeto a ser explorado € a incorporacdo de agentes terapéuticos para
potencializar ainda mais a capacidade de regeneracdo dos filmes, nomeadamente a incorporacao
de nanoparticulas de prata. Estas possuem propriedades antimicrobianas eficazes, inibindo o
crescimento de bactérias e outros microrganismos, um aspeto crucial em ambientes de
regeneracao 6ssea para prevenir infegdes. Além da acdo antimicrobiana, as nanoparticulas de
prata também tém demonstrado propriedades anti-inflamatérias, que podem ser benéficas no
contexto da regeneracdo do o0sso, auxiliando na modulagdo da resposta imunoldgica e
promovendo um ambiente mais propicio a cicatrizacdo. A nanotecnologia permite manipular de
forma precisa as propriedades dos materiais, possibilitando ajustes nas caracteristicas fisico-
quimicas dos filmes. Dessa forma, é possivel otimizar a libertacdo controlada de ifes de prata,
maximizando os seus beneficios terapéuticos sem comprometer a biocompatibilidade. Contudo,
é fundamental realizar estudos que avaliem a biocompatibilidade e a seguranca da incorporagdo
de nanoparticulas de prata nos filmes, considerando tanto as interagdes com células dsseas, quanto
possiveis efeitos sistémicos. Além disso, devem ser realizados ensaios que avaliem o potencial
osteogénico e a influéncia na matriz extracelular para averiguar que a adi¢do de nanoparticulas
de prata ndo compromete as propriedades regenerativas dos filmes.

Adicionalmente, é essencial conduzir uma analise mais aprofundada, em ambiente in
vitro, sobre a interacdo dos filmes desenvolvidos com células especificas, nomeadamente
osteoblastos, com vista a realizar uma analise mais representativa. Ao repetir 0s ensaios com
osteoblastos, sera possivel verificar se as células ndo tumorais mamarias realmente nao
manifestam afinidade com o HA. De facto, os osteoblastos, por serem células especificas do 0sso
e fazerem parte da sua composigdo, podem demonstrar melhores resultados na regeneragéo 0ssea
com a adicdo de HA.

Em suma, as perspetivas futuras para esta area de estudo sdo bastante vastas, oferecendo
oportunidades para contribuigdes no campo da regeneracdo 6ssea e, por conseguinte, na melhoria

da qualidade de vida de doentes com condicBes ortopédicas e traumaticas.

57



58



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arboleya, L., & Castafieda, S. (2013). Osteoimmunology: The Study of the Relationship Between
the Immune System and Bone Tissue. Reumatologia Clinica (English Edition), 9(5), 303—
315. https://doi.org/10.1016/j.reumae.2013.02.004

Asti, A., & Gioglio, L. (2014). Natural and Synthetic Biodegradable Polymers: Different
Scaffolds for Cell Expansion and Tissue Formation. The International Journal of Artificial
Organs, 37(3), 187-205.

Astur, D. C., Zanatta, F., Arliani, G. G., Moraes, E. R., Pochini, A. de C., & Ejnisman, B. (2016).
Stress fractures: definition, diagnosis and treatment. Revista Brasileira de Ortopedia
(English Edition), 51(1), 3-10. https://doi.org/10.1016/j.rboe.2015.12.008

Badila, A. E., Radulescu, D. M., Niculescu, A. G., Grumezescu, A. M., Radulescu, M., &
Réadulescu, A. R. (2021). Recent advances in the treatment of bone metastases and primary
bone tumors: An up-to-date review. Cancers, 13(16), 1-38.
https://doi.org/10.3390/cancers13164229

Baek, W., & Kim, J. (2011). Transcriptional regulation of bone formation. 126-135.

Barbut, S., & Harper, B. A. (2019). Dried Ca-alginate films: Effects of glycerol, relative humidity,
soy fibers, and carrageenan. Lwt, 103(January), 260-265.
https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2019.01.004

Bigham-Sadegh, A., & Oryan, A. (2015). Basic concepts regarding fracture healing and the
current options and future directions in managing bone fractures. International Wound
Journal, 12(3), 238-247. https://doi.org/10.1111/iwj.12231

Boskey, A. L. (1989). Noncollagenous matrix proteins and their role in mineralization. Bone and
Mineral, 6(2), 111-123.

Boskey, A. L., & Posner, A. S. (1984). Bone structure, composition, and mineralization.
Orthopedic Clinics of North America, 15(4), 597-612.

Buckwalter, J., & Cooper, R. (1987). Bone structure and function. Instructional Course Lectures,
36, 27-48.

Cao, W., Jin, J., Wu, G., Bravenboer, N., Helder, M. N., Pathak, J. L., Zandieh-Doulabi, B.,
Hogervorst, J. M. A., Matsukawa, S., Geonzon, L. C., Bacabac, R. G., Schulten, E. A. J. M.,
& Kilein-Nulend, J. (2021). K-carrageenan stimulates pre-osteoblast proliferation and
osteogenic differentiation: A potential factor for the promotion of bone regeneration?
Molecules, 26(20), 1-19. https://doi.org/10.3390/molecules26206131

Caridade, S. G., & Mano, J. F. (2017). Engineering membranes for bone regeneration. Tissue
Engineering - Part A, 23(23-24), 1502-1533. https://doi.org/10.1089/ten.tea.2017.0094

Carlos, L., Porto, G. G., Savio, E., & Andrade, D. S. (2018). Demineralized bone matrix and
calcium-phosphate cement in  bone  regeneration in  rats. 29768538.
https://doi.org/10.1590/s0102-865020180040000007

Carvalho, M. S., Cabral, J. M., Silva, C. L., & Vashishth, D. (2021). Bone Matrix Non-

Collagenous Proteins in Tissue Engineering: Creating New Bone by Mimicking the
Extracellular Matrix. https://doi.org/10.3390/polym13071095

59



Clark, D., Nakamura, M., Miclau, T., & Marcucio, R. (2017). Effects of Aging on Fracture
Healing. Current Osteoporosis Reports, 15(6), 601-608. https://doi.org/10.1007/s11914-
017-0413-9

Clarke, B. (2008). Normal bone anatomy and physiology. Clinical Journal of the American
Society of Nephrology : CJASN, 3 Suppl 3, 1-17. https://doi.org/10.2215/CIN.04151206

Daniel, R., Zeilinger, A., Schoberl, T., Sartory, B., Mitterer, C., & Keckes, J. (2015).
Microstructure-controlled depth gradients of mechanical properties in thin nanocrystalline
films: Towards structure-property gradient functionalization. Journal of Applied Physics,
117(23), 1-6. https://doi.org/10.1063/1.4922666

Dempster, D. W. (1997). Exploiting and bypassing the bone remodeling cycle to optimize the
treatment of osteoporosis. Journal of Bone and Mineral Research, 12(8), 1152-1154.
https://doi.org/10.1359/jbmr.1997.12.8.1152

Dimitriou, R., Jones, E., McGonagle, D., & Giannoudis, P. V. (2011). Bone regeneration: Current
concepts and future directions. BMC Medicine, 9, 1-43. https://doi.org/10.1186/1741-7015-
9-66

Eriksen, E. F. (1986). Normal and pathological remodeling of human trabecular bone: Three
dimensional reconstruction of the remodeling sequence in normals and in metabolic bone
disease. Endocrine Reviews, 7(4), 379-408. https://doi.org/10.1210/edrv-7-4-379

Eriksen, E. F., Axelrod, D. W., & Melsen, F. (1993). Bone Histomorphometry. In Raven Press.

Fazzalari, N. L. (2011). Bone Fracture and bone fracture repair. Osteoporosis International,
22(6), 2003-2006. https://doi.org/10.1007/s00198-011-1611-4

Feng, X. (2009). Chemical and Biochemical Basis of Cell-Bone Matrix Interaction in Health and
Disease. Current Chemical Biology, 3(2), 189-196.
https://doi.org/10.2174/187231309788166398

Fesseha, H., & Fesseha, Y. (2020). Bone Grafting, Its Principle and Application: A Review.
Osteol Rheumatol Open J, 1(1), 43-50. https://doi.org/10.17140/ORHOJ-1-113

Francillon-Vieillot, H., V. de Buffrénil, Castanet, J., J. Géraudie, F. ., Meunier, F. J., J.Y. Sire, L.
Zylberberg, & A.J. de Ricglés. (1990). Microstructure and mineralization of vertebrate
skeletal tissues. Chapter 20. Van Nostrand Reinhold, New York, 1, 471-530.

Franz-Odendaal, T. A., Hall, B. K., & Witten, P. E. (2006). Buried alive: How osteoblasts become
osteocytes. Developmental Dynamics, 235(1), 176-190.
https://doi.org/10.1002/dvdy.20603

Goswami, R. (2016). Primer on the metabolic bone diseases and disorders of mineral metabolism.
Indian Journal of Medical Research, 144(3), 489. https://doi.org/10.4103/0971-
5916.198664

Habibovic, P., Van Der Valk, C. M., Van Blitterswijk, C. A., De Groot, K., & Meijer, G. (2004).
Influence of octacalcium phosphate coating on osteoinductive properties of biomaterials.
Journal of Materials Science: Materials in  Medicine, 15(4), 373-380.
https://doi.org/10.1023/B:JMSM.0000021104.42685.9f

He, L. H., Standard, O. C., Huang, T. T. Y., Latella, B. A., & Swain, M. V. (2008). Mechanical

behaviour of porous hydroxyapatite. Acta Biomaterialia, 4(3), 577-586.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2007.11.002

60



Henkel, J., Woodruff, M. A., Epari, D. R., Steck, R., Glatt, V., DIckinson, I. C., Choong, P. F.
M., Schuetz, M. A., & Hutmacher, Di. W. (2013). Bone Regeneration Based on Tissue
Engineering Conceptions-A 21st Century Perspective. Bone Research, 1, 216-248.
https://doi.org/10.4248/BR201303002

Kattimani, V. S., Kondaka, S., & Lingamaneni, K. P. (2016). Hydroxyapatite—Past, Present, and
Future in Bone Regeneration. SAGE Journals, 7, 9-19.
https://doi.org/10.4137/BTR1.S36138

Khan, S.N., MD, F.P.C.,Jr, MD,H.S. S., MD, A. D. D., MD, PhD, F. P. G., & Joseph M. Lane,
M. (2005). The Biology of Bone Grafting. The Journal of the American Academy of
Orthopaedic Surgeons, 58(8), 1-86. https://doi.org/10.5435/00124635-200501000-00010

Khurana, J. S. (2009). Bone Pathology (second). Human Press.

Kim, K. H., Jeong, L., Park, H. N., Shin, S. Y., Park, W. H., Lee, S. C., Kim, T. Il, Park, Y. J.,
Seol, Y. J., Lee, Y. M., Ku, Y., Rhyu, I. C., Han, S. B., & Chung, C. P. (2005). Biological
efficacy of silk fibroin nanofiber membranes for guided bone regeneration. Journal of
Biotechnology, 120(3), 327-339. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2005.06.033

Kim, T., Wang, C., Li, X., & Zhu, D. (2020). Orthopedic implants and devices for bone fractures
and defects: Past , present and perspective. Engineered Regeneration, 1(May), 6-18.
https://doi.org/10.1016/j.engreg.2020.05.003

Korhonen, R. K., & Saarakkala, S. (2011). Biomechanics and Modeling of Skeletal Soft Tissues.
In Theoretical Biomechanics (Issue 6). https://doi.org/10.5772/19975

Langdahl, B., Ferrari, S., & Dempster, D. W. (2016). Bone modeling and remodeling: potential
as therapeutic targets for the treatment of osteoporosis. Therapeutic Advances in
Musculoskeletal Disease, 8(6), 225-235. https://doi.org/10.1177/1759720X16670154

Langer, R., & Vacanti, J. P. (1993). Tissue engineering. Science, 260(5110), 920-926.
https://doi.org/10.1126/science.8493529

Laurencin, C., Khan, Y., & EI-Amin, S. F. (2006). Bone graft substitutes. Expert Review of
Medical Devices, 3(1), 49-57. https://doi.org/10.1586/17434440.3.1.49

Lee, K. Y., & Mooney, D. J. (2012). Alginate: Properties and biomedical applications. Progress
in Polymer Science (Oxford), 37(1), 106-126.
https://doi.org/10.1016/j.progpolymsci.2011.06.003

LeGeros, R. Z., & LeGeros, J. P. (1993). Dense Hydroxyapaite, in an Introduction to Bioceramics.
World Scientific Publishing Co, 139-180.

Lin, X., Patil, S., Gao, Y. G., & Qian, A. (2020). The Bone Extracellular Matrix in Bone
Formation and  Regeneration.  Frontiers in  Pharmacology, 11, 1-28.
https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00757

Liu, X., Lim, J. Y., Donahue, H. J., Dhurjati, R., Mastro, A. M., & VVogler, E. A. (2007). Influence
of substratum surface chemistry/energy and topography on the human fetal osteoblastic cell
line hFOB 1.19: Phenotypic and genotypic responses observed in vitro. Biomaterials,
28(31), 4535-4550. https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.06.016

Manolagas, S. C. (2000). Birth and Death of Bone Cells: Basic Regulatory Mechanisms and

Implications for the Pathogenesis and Treatment of Osteoporosis. Endocrine Reviews, 21(2),
115-137. https://doi.org/10.1210/edrv.21.2.0395

61



Marcus, R., Feldman, D., A. Nelson, D., & J. Rosen, C. (2007). Osteoporosis. Academic Press.

Marie, P. J.,, & Kassem, M. (2011). Osteoblasts in osteoporosis: Past, emerging, and future
anabolic  targets.  European Journal of Endocrinology, 165(1), 1-10.
https://doi.org/10.1530/EJE-11-0132

Marsell, R., & Einhorn, T. A. (2011). The biology of fracture healing. Injury, 42(6), 551-555.
https://doi.org/10.1016/j.injury.2011.03.031

Mashahdi, N. I., & Idris, M. 1. (2021). Fabrication of Alginate and Hydroxyapatite Biocomposite
Film for Tissue Regeneration Application. 2(2), 371-379.

Menzies’s, K. L., & Jones, L. W. (2010). The Impact of Contact Angle on the Biocompatibility of
Biomaterials (Vol. 87, Issue 6). Journal of the American Academy of optometry.
https://doi.org/10.1097/0OPX.0b013e3181da863e

Oun, A. A., & Rhim, J. W. (2017). Carrageenan-based hydrogels and films: Effect of ZnO and
CuO nanoparticles on the physical, mechanical, and antimicrobial properties. Food
Hydrocolloids, 67(June), 45-53. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2016.12.040

Pascalau, V., Popescu, V., Popescu, G. L., Dudescu, M. C., Borodi, G., Dinescu, A., Perhaita, 1.,
& Paul, M. (2012). The alginate/k-carrageenan ratio’s influence on the properties of the
cross-linked composite films. Journal of Alloys and Compounds, 536(SUPPL.1), 1-11.
https://doi.org/10.1016/j.jallcom.2011.12.026

Pereira, R., Mendes, A., & Bartolo, P. (2013). Alginate/Aloe vera hydrogel films for biomedical
applications. Procedia CIRP, 5, 210-215. https://doi.org/10.1016/j.procir.2013.01.042

Ripamonti, U., Roden, L. C., & Renton, L. F. (2012). Osteoinductive hydroxyapatite-coated
titanium implants. Biomaterials, 33(15), 3813-3823.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2012.01.050

Roberts, T. T., & Rosenbaum, A. J. (2012). Bone grafts, bone substitutes and orthobiologics the
bridge between basic science and clinical advancements in fracture healing. Organogenesis,
8(4), 114-124. https://doi.org/10.4161/0rg.23306

Rubin, C. T., & Lanyon, L. E. (1987). Osteoregulatory nature of mechanical stimuli: Function as
a determinant for adaptive remodeling in bone. Journal of Orthopaedic Research, 5(2), 300—
310. https://doi.org/10.1002/jor.1100050217

Samuel, S. P., Baran, G. R., Wei, Y., & Davis, B. L. (2009). Biomechanics - Part Il. In Bone
Pathology. In Humana Press: Totowa, NJ.

Schemitsch, E. H. (2017). Size Matters: Defining Critical in Bone Defect Size! Journal of
Orthopaedic Trauma, 31, S20-S22. https://doi.org/10.1097/BOT.0000000000000978

Sela, J., & Bab, 1. (2012). Principles of Bone Regeneration (Vol. 30, Issue 13). Springer US:
Boston, MA. https://doi.org/10.1007/978-1-4614-2059-0

Sheen, J. R., Mabrouk, A., & Garla, V. V. (2023). Fracture Healing Overview. 1-8.
Sorg, H., Tilkorn, D. J., Hauser, J., & Ring, A. (2022). Improving Vascularization of Biomaterials
for Skin and Bone Regeneration by Surface Modification: A Narrative Review on

Experimental Research. Bioengineering, 9(7).
https://doi.org/10.3390/bioengineering9070298

62



Squier, C. A., Ghoneim, S., & Kremenak, C. R. (1990). Ultrastructure of the periosteum from
membrane bone. Journal of Anatomy, 171, 233-239.

Sroga, G. E., Karim, L., Colon, W., & Vashishth, D. (2011). Biochemical characterization of
major bone-matrix proteins using nanoscale-size bone samples and proteomics
methodology. Molecular and Cellular Proteomics, 10(9), 1-2.
https://doi.org/10.1074/mcp.M110.006718

Stevens, B., Yang, Y., Mohandas, A., Stucker, B., & Nguyen, K. T. (2008). A review of materials,
fabrication methods, and strategies used to enhance bone regeneration in engineered bone
tissues. Journal of Biomedical Materials Research - Part B Applied Biomaterials, 85(2),
573-582. https://doi.org/10.1002/jbm.b.30962

Tang, S. . (2017). Natural composites: The structure-function relationships of bone, cartilage,
tendon/ligament, and the intervertebral disc. In Biomedical Composites.

Tiemann, A. H., & Hofmann, G. O. (2009). Principles of the therapy of bone infections in adult
extremities: Are there any new developments? Strategies in Trauma and Limb
Reconstruction, 4(2), 57-64. https://doi.org/10.1007/s11751-009-0059-y

Uddstrémer, L. (1978). The osteogenic capacity of tubular and membranous bone periosteum: A
qualitative and quantitative experimental study in growing rabbits. Scandinavian Journal of
Plastic and Reconstructive Surgery and Hand Surgery, 12(3), 195-205.
https://doi.org/10.3109/02844317809012995

Zhu, X., Chan, Y. T., Yung, P. S. H,, Tuan, R. S., & Jiang, Y. (2021). Subchondral Bone

Remodeling: A Therapeutic Target for Osteoarthritis. Frontiers in Cell and Developmental
Biology, 8(January). https://doi.org/10.3389/fcell.2020.607764

63



