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RESUMO

Os defeitos 0sseos causados por fraturas, osteoporose ou outro tipo de lesoes,
podem desencadear dificuldades na regeneracdo do tecido 6sseo, comprometendo a
qualidade de vida e o bem-estar do individuo. Os scaffolds sao estruturas tridimensionais
porosas que suportam a proliferacdo e a regeneracdo tecidual, sendo biocompativeis,
biodegradaveis, com porosidade e resisténcia mecanica adequada. No entanto, o
equilibrio entre a porosidade e as propriedades mecanicas, o design da estrutura e as
propriedades de superficie, continuam a ser um desafio constante para a engenharia de
tecidos (ET).

O fabrico aditivo, particularmente a técnica de fabrico por filamento fundido
(FFF), permite a producdo de scaffolds com geometrias e porosidades variadas. Este
trabalho estuda as propriedades morfologicas, fisicas, quimicas e mecanicas de scaffolds
de acido polilatico (PLA). Foram estudadas configuragdes ortogonais e isométricas, com
sequéncias de deposicdo de unica e dupla camada, variando a porosidade, incluindo o
revestimento com alginato de sodio. As amostras foram caracterizadas
microscopicamente, determinadas as porosidades, molhabilidade por angulo de contato,
ensaios mecanicos de compressao, sendo ainda realizados ensaios in vitro, analisando
particularmente a citotoxicidade e a adesdo celular as amostras.

Os resultados mostram que a porosidade continua a ser um dos fatores que mais
influencia as propriedades do scaffold. Uma amostra com menor porosidade apresenta
uma maior rigidez aparente a compressao, tensdo de cedéncia e demonstrou melhores
resultados in vitro. O PLA demonstrou ser adequado para a producao de scaffolds, uma
vez que ndo se revelou citotoxico, e o revestimento com alginato de soédio por sua vez,
melhorou a hidrofilicidade da superficie das amostras, embora a sua influéncia requeira

estudos adicionais.

PALAVRAS-CHAVE:

Tecido 6sseo, Scaffolds, Engenharia de tecidos, Fabrico aditivo, PLA, Revestimento,

Cultura celular
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ABSTRACT

Bone defects caused by fractures, osteoporosis or other types of injury can lead to
difficulties in bone regeneration, compromising the individual's quality of life and well-
being. Scaffolds are a three-dimensional porous structure, designed to induce support, cell
proliferation, and tissue regeneration. They are biocompatible, biodegradable, porous and
mechanically resistant. However, the balance between porosity and mechanical
properties, structure design and surface properties remain a constant challenge.

Additive manufacturing, particularly the fused filament fabrication technique,
allows the production of scaffolds with different geometries and porosities. This work
studies the morphological, physical, chemical and mechanical properties of polylactic
acid (PLA) scaffolds. Orthogonal and isometric configurations were analyzed, with both
single- and double-layer deposition sequences, along with variations in porosity. These
configurations were also coated with sodium alginate. The samples were characterized
microscopically, with determination of porosity, contact angle wettability, mechanical
compression tests, and in vitro tests were also carried out, particularly analyzing
cytotoxicity and cell adhesion to the samples.

The results show that porosity continues to be one of the factors that most
influences scaffold properties. A lower porosity leads to greater apparent compressive
stiffness, yield strength and better in vitro results. PLA has proved to be suitable for the
production of scaffolds, as it is not cytotoxic. Coating with sodium alginate improved the

hydrophilicity of the surface of the samples, although its influence requires further study.

KEYWORDS:

Bone tissue, Scaffolds, Tissue engineering, Additive manufacturing, PLA, Coating, Cell

culture
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1. Introducio

1.1 Enquadramento

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo que se destaca pelas
suas propriedades mecanicas, por garantir o suporte estrutural e a reserva mineral do
corpo, e por ser responsavel pela protecao dos 6rgdos internos. No entanto, a satide dos
tecidos pode ser comprometida por doencas ou lesdes, ¢ a regeneracao natural nem
sempre ¢ possivel (Chandra et al., 2020; Laurencin et al., 1999).

A complexidade do tecido dsseo torna dificil a reprodugdo exata de implantes
sintéticos. Um substituto dsseo eficaz deve permitir a osteointegragdo e promover a
osteoindugdo, incentivando o crescimento celular (Saiz et al., 2007). Neste contexto, os
scaffolds surgem como solugdes promissoras por serem estruturas tridimensionais
porosas que proporcionam suporte € promovem a proliferagao celular para a regeneracao
de tecidos. Os scaffolds devem apresentar caracteristicas como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, uma estrutura porosa adequada para a vascularizagdo, ¢ ainda
propriedades mecanicas proximas as do osso natural (Moroni et al., 2006).

No entanto, podem ser enumeradas algumas limitacdes associadas aos scaffolds.
Uma destas limitagdes baseia-se na dificuldade em equilibrar a concentragdo de poros
necessaria para a sua biofuncao, com a obten¢ao de propriedades mecanicas semelhantes
as do osso. Para além disso, as limitagdes nas propriedades de superficie e no tratamento
de grandes defeitos Osseos, leva a que seja continua a procura por melhorias e

complementos para estes implantes sintéticos (Bouyer et al., 2021).

1.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho ¢ desenvolver e caracterizar scaffolds tridimensionais a
base de acido polilatico para aplicagdes na ET. Pretende-se essencialmente avaliar o
comportamento de diferentes configuragdes geométricas, com diferentes porosidades, e
sequéncias de deposicdo de camada, sendo estudada a influéncia das mesmas nas
propriedades mecanicas, morfoldgicas e bioldgicas da estrutura. Além disso, pretende-se
estudar a influéncia da aplicacdo de um revestimento de alginato de so6dio no
comportamento superficial e nas restantes propriedades dos scaffolds. A caracterizagao
envolve uma série de técnicas, como microscopia estereoscopica e eletronica, ensaios de

compressao, testes de degradagdo, ensaios de molhabilidade e ainda ensaios in vitro. Os
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ensaios in vitro permitem, através da cultura celular, avaliar a citotoxicidade do PLA, a
adesdo, a proliferacdo e a viabilidade celular das células quando em contato com os
scaffolds. Através desta dissertacdo, espera-se identificar as condigdes mais adequadas

para a producao de scaffolds na regeneracao ossea, contribuindo para a area da ET.

1.3 Estrutura

Este documento estd organizado em cinco capitulos principais. No primeiro, €
feita uma introducao ao tema, que aborda o contexto e destaca a importancia do estudo,
bem como os objetivos da pesquisa e a organizacdo do documento. No segundo capitulo,
¢ apresentada a revisdo bibliografica, onde se explora a estrutura do tecido 6sseo, a sua
matriz e os diferentes tipos de células que o constituem. Além disso, sao apresentados
mecanismos de regeneracdo e remodelacdo Ossea, referindo ainda os principais
obstaculos e objetivos da ET. Em seguida, ¢ discutida a utilizacdo de scaffolds na
substitui¢ao do tecido dsseo, destacando o fabrico aditivo e a técnica utilizada para a
produgdo destas estruturas. O capitulo promove igualmente a discussdo de diferentes
métodos de revestimento de scaffolds e por ultimo aborda a andlise e avaliagdo dos
scaffolds, através de culturas celulares. O terceiro capitulo detalha as metodologias
utilizadas para a preparacdo e caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica dos scaffolds.
Destaca todo o procedimento experimental seguido para a produgdo das amostras, €
especifica os diferentes ensaios realizados quer aos materiais de partida, quer as amostras
obtidas. No quarto capitulo, os resultados obtidos sdo analisados e comparados com a
literatura, sendo ainda discutidas as principais observacdes e possiveis justificacdes para
os mesmos. Por fim, o quinto capitulo apresenta as conclusdes do trabalho, as suas

contribui¢des para o desenvolvimento da area e explora os possiveis trabalhos futuros.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Tecido o0sseo

O tecido 6sseo ¢ um sistema em constante transformacao, com propriedades
mecanicas notaveis. Trata-se de um tipo de tecido conjuntivo que, ao contrario dos
restantes, possui uma matriz extracelular mineralizada, que confere rigidez e resisténcia,
essenciais para a funcao de suporte e protecao do esqueleto. O osso desempenha quatro
fungdes principais: oferece suporte estrutural e mantém a posi¢cdo dos 6rgaos, atua como
reservatorio de minerais para o corpo, protege os 0rgaos vitais internos, essencialmente a
medula 6ssea, criando um ambiente essencial para o desenvolvimento do sistema

imunologico (Laurencin et al., 1999).

2.1.1 Estrutura 0ssea

Segundo Rho et al. (1998) existem quatro niveis de organizagdo da estrutura do
tecido 6sseo, que compreendem a macroestrutura, a microestrutura, a sub-microestrutura
e a nanoestrutura (Figura 1). A escala macroscopica, é categorizado como osso cortical e
0sso trabecular. A escala microscopica (1 mm - 100 pm), tanto o osso cortical como o
osso trabecular sdo caracterizados essencialmente por lamelas dsseas que formam as
trabéculas. A escala submicroscopica (1000 nm - 1 pm), estas lamelas, por sua vez, sdo
constituidas por fibras de colagénio. Finalmente, a escala nanoscépica (1 um e inferior),
encontram-se 0s minerais e proteinas que desempenham um papel fundamental nas
propriedades mecanicas do osso. Estes minerais sdo principalmente cristais de
hidroxiapatite, que se depositam nas fibras de colagénio, organizadas em estruturas de

tripla hélice que formam o tropocolagénio (Francillon-Vieillot et al., 1990).
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Figura 1- Estrutura do tecido 6sseo (adaptado de Niraula et al., 2022).
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Osso cortical

O tecido compacto ou cortical constitui cerca de 80% do tecido 6sseo. E
constituido por colunas cilindricas com aproximadamente 150 a 300 um de diametro, os
sistemas de Havers (ou ostedes) que representam, assim, as unidades estruturais
elementares do osso compacto. Cerca de 80 a 90% do volume total do osso cortical esta
calcificado, conferindo a esta camada uma resisténcia até 10 vezes maior do que 0 0sso
trabecular (Niraula et al., 2022).

As propriedades mecanicas do osso cortical sdo essencialmente influenciadas pelo
nivel de mineralizacdo, porosidade e localizacdo no esqueleto. O comportamento
mecanico deste tecido tem sido amplamente estudado, de maneira a compreender as
propriedades de resisténcia e durabilidade do tecido. Van den Dolder et al., (2003), através
de testes de compressao realizados nos ossos da tibia e do fémur, defende que o mddulo

de rigidez do osso compacto varia entre 8,7 ¢ 14,1 GPa (Jiang & Liu, 2016).

Osso trabecular

O tecido esponjoso ou trabecular, ¢ formado por delgadas trabéculas com 100 a
150 um de espessura, que delimitam amplas cavidades intercomunicantes ocupadas, no
0ss0 vivo, por medula 6ssea. As trabéculas estdo organizadas sob a forma de uma rede
tridimensional, seguindo sempre as linhas das for¢cas mecanicas, disposicao que confere
ao 0sso esponjoso uma Otima resisténcia as cargas transmitidas pelas superficies
articulares. Este tecido constitui apenas cerca de 20% do tecido 6sseo e estima-se que
cerca de 15 a 25% do mesmo, esteja calcificado. No que toca a rigidez, o osso trabecular
tem um modulo de rigidez de 1 a 500 MPa, dependendo sempre da natureza e da

localizagdo do mesmo (Jiang & Liu, 2016).

Membranas osseas

O periosteo ¢ uma membrana de tecido fibroso que envolve a superficie externa
dos ossos e faz a transicdo entre o osso cortical e os tecidos moles. A camada externa
desta membrana ¢ composta por um tecido conjuntivo mais denso, resistente e rico em
fibras de colagénio. A sua camada celular interna, por sua vez, estd em contacto direto
com 0 0sso0, € para além de conter vasos sanguineos ¢ fibroblastos, ¢ caracterizada pelas
fibras de Sharpey, que fixam o peridsteo ao 0sso. A espessura desta camada varia com a
idade, sendo notdvel uma diminui¢do da mesma aquando do envelhecimento do individuo
(Downey & Siegel, 2006). A superficie interna dos 0ssos, por sua vez, ¢ revestida pelo

endosteo, uma camada fina de tecido conjuntivo que cobre as cavidades do osso
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trabecular e a medula 6ssea. O endosteo desempenha um papel fundamental na regulacao
e manutencao do tecido 6sseo, por ser composto por células mesenquimais, que dao

origem a osteoblastos e osteoclastos (Downey & Siegel, 2006).

2.1.2 Matriz Ossea

A matriz 6ssea pode ser considerada um material compdsito constituido por uma
fase mineral que assenta numa organizada base de colagénio. O componente inorganico
representa aproximadamente 60% da massa 6ssea, o organico contribui com pouco mais
de 20% e a 4gua com aproximadamente 10% (Florencio-Silva et al., 2015).

A componente organica ¢ composta principalmente por colagénio do tipo I,
embora possam estar presentes outros tipos (V, VI, VIII e XII) em menores quantidades.
Para além disso, podem ser encontradas proteinas ndo colagenosas como osteocalcina,
osteopontina, proteoglicanas e fosfoproteina. Assim, no interior das células, as moléculas
de colagénio tipo I formam estruturas em tripla hélice, que por sua vez, conformam as
fibras de colagénio no espago extracelular. Estas fibras vao alinhar-se de forma
sobreposta, criando pequenos espagos entre as fibras adjacentes. Esta formacao dé ao osso
uma estrutura estavel e porosa, contribuindo para a resisténcia final do mesmo. Assim, a
matriz organica confere ao osso a grande capacidade de resisténcia as forcas de tracao
(Downey & Siegel, 2006).

A parte inorganica da matriz 0ssea ¢ essencial para fornecer a maior parte da
dureza e resisténcia do osso, além de desempenhar fungdes fisioldgicas importantes
relacionadas com o armazenamento de ides. Os minerais presentes nesta matriz sao
essencialmente cristais de hidroxiapatite que, por se tratar de um fosfato de calcio
constituem aproximadamente 99% de célcio e 85% dos fosfatos do corpo humano.
Devido a calcificagdao inerente a esta matriz, ndo existe a difusdo de substancias, ¢ a

nutri¢ao do tecido ¢ realizada através dos canais canaliculi (Florencio-Silva et al., 2015).

2.1.3 Células do tecido osseo

O tecido 6sseo € composto por quatro tipos celulares fundamentais: osteoblastos,
osteocitos, osteoclastos e células do revestimento dsseo (Figura 2). Alternativamente, ¢
possivel adotar uma classificagdo mais simplificada, que agrupa essas células em duas
categorias principais: células que formam o osso (osteoblastos, ostedcitos e células de

revestimento 6sseo) e células responsdveis pela sua reabsor¢do (osteoclastos). Estas
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células participam ativamente nos processos de formagdo, reabsor¢cdo, manutengdo e

remodelagdo 6ssea (Florencio-Silva et al., 2015).

Osteoblastos

Os osteoblastos sao células com ntcleo esférico e citoplasma basofilo. Podem ser
cuboides ou ligeiramente alongadas e sdo responsaveis pela producao da matriz organica
do osso, bem como pela sua mineralizagdo. Geralmente, encontram-se na camada celular
continua sobre a superficie do osso, e advém principalmente de células mesenquimais
indiferenciadas, que estdo geralmente localizadas na medula 6ssea, no enddsteo € no
periosteo (Downey & Siegel, 2006).

Estas células sdo responsaveis por sintetizar a matriz organica 6ssea, composta na
sua grande parte por colagénio tipo I, entre outras proteinas. Essas proteinas interagem
entre si libertando vesiculas na matriz, que se separam das células e ajudam na
mineralizacdo. Dentro dessas vesiculas, ocorre uma supersaturacao de fosfato e célcio,
resultando na precipitacdo de fosfato de célcio e, consequentemente, na mineralizagdo da
matriz 6ssea (Florencio-Silva et al., 2015). A apoptose dos osteoblastos ¢ também um
mecanismo importante para o controlo do crescimento 0sseo, sendo resposta a fatores
como traumas ou outros tipos de lesdes no tecido. Da mesma forma, os osteoblastos
podem também fagocitar corpos apoptoticos e contribuir para o equilibrio celular dentro

do tecido (Behzadi et al., 2017).

Osteodcitos

Este tipo celular ¢ o mais abundante no tecido ¢sseo. Os ostedcitos estdo
maioritariamente instalados em pequenas lacunas dsseas que estdo interligadas entre si
através de pequenos canais denominados canaliculi. Sao conhecidas pela sua morfologia
caracteristica, destacando-se pelos seus prolongamentos citoplasmdticos. Com estes
prolongamentos, e através dos canaliculi que ligam as lacunas Osseas, os ostedcitos
estabelecem entre si uma rede que permite a troca, quer de sinais bioquimicos, como de
nutrientes, € outras substiancias necessarias a sua sobrevivéncia. O tempo de vida das
mesmas, estd dependente da transferéncia de nutrientes, interferindo diretamente na
manuten¢do da matriz 6ssea inorganica, como referido acima (Behzadi et al., 2017).

Para além disso, sdo considerados mecanossensores, pois tém a capacidade de
detetar alteragdes no fluxo sanguineo, e desencadear processos de remodelacao dinamica.
Estas alteragdes no fluxo, geralmente indicam a presenga de pequenas fraturas ou danos

no tecido que resultaram de forcas mecanicas. Para além disso, estas células tém a
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capacidade de inibir a formacdo de osteoclastos, impedindo consequentemente, os

processos de remodelacdo excessiva. (Dahl & Thompson, 2011)
Osteoclastos

Os osteoclastos sao células de grandes dimensdes que se formam a partir da fusdo
de células da linha hematopoiética (responsavel pela producdo de células sanguineas).
Para além de gigantes, estas células possuem ramificacdes com formas irregulares e
espessuras variaveis com a sua funcao e localizacdo. Tém um citoplasma granuloso e sdo
células multinucleadas, apesar de terem origem em células mononucleadas (Behzadi et
al., 2017).

Na superficie que estd em contacto direto com o 0sso, a membrana celular dos
osteoclastos apresenta invaginagdes que permitem a fixagao destas células. Ao redor desta
conexdo, existe ainda uma regido denominada "zona clara", que consiste numa area de
citoplasma rica em proteinas, como a actina ¢ a miosina. Esta zona estd aderida a
superficie 0ssea, permitindo a fixagdo dos osteoclastos e delimitando o espago onde
ocorrera a reabsor¢do 6ssea (Behzadi et al., 2017).

Estas células t€ém a capacidade de criar pequenas cavidades na superficie do osso,
chamadas lacunas de Howship, e por isso, desempenham um papel fundamental na

reabsor¢ao ossea (Florencio-Silva et al., 2015).

Células de revestimento 0sseo

As células de revestimento 6sseo sdo consideradas osteoblastos inativos, que
cobrem as superficies 6sseas onde ndo ocorre reabsorcdo nem formacdo de 0sso. Estas
células ttm um ndcleo fino e achatado, e 0 seu citoplasma estende-se ao longo da
superficie do 0sso. Algumas destas células possuem prolongamentos citoplasmaticos que
se estendem até os canaliculi, estabelecendo ligacdes bioquimicas tanto com as células
de revestimento adjacentes, como com 0s ostedcitos presentes nestas cavidades
(Florencio-Silva et al., 2015).

Osteoblasto Ostedcito Osteoclasto Célula de revestimento 6sseo

Figura 2- Células do tecido dsseo (adaptado de Behzadi et al., 2017).
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2.2 Regeneracao do tecido dsseo

A regeneracgdo Ossea ocorre naturalmente ao longo da nossa vida, ndo s6 a nivel
de fraturas causadas por fatores externos, como por microfraturas geradas no nosso dia-
a-dia. Este processo conta com o recrutamento das células envolvidas, expressao génica
e sintese de fatores especificos, que vao restaurar a integridade e o funcionamento 6sseo.
A regeneracdo 6ssea pode ocorrer essencialmente de duas maneiras, a regeneracao da
fratura, onde o 0sso se regenera a si proprio, € a regeneracao guiada, onde € necessario
recorrer a meios cirargicos como enxertos autélogos, aloenxertos ou xenoenxertos

(Komatsu & Warden, 2010).

2.2.1 Cicatrizagao de fraturas

As fraturas podem ser micro ou macrofraturas, sendo as primeiras geralmente
causadas pelo esforco aplicado ao osso, e as segundas causadas, por exemplo, pelo
excesso de microfraturas. Para além disso, doengas associadas, tais como a sub-nutri¢ao,
podem levar a um enfraquecimento das propriedades mecanicas deste tecido. O processo
de regeneragdo da fratura, ou cicatrizacdo (Figura 3), ocorre quando estas lesdes de
pequena escala surgem, e estéd principalmente dividida em trés fases (Komatsu & Warden,
2010).

A fase inflamatoéria € a primeira etapa do processo de regeneracao e caracteriza-se
pela formagdao de um hematoma resultante da rutura dos vasos sanguineos e da lesdao dos
tecidos moles. Estas lesdes levam a formagdo de coagulos de fibrina, que agregam e
concentram citocinas e fatores de crescimento essenciais para o processo. As células
inflamatérias, como leucocitos e macrofagos, sdo por sua vez atraidas, removendo os
detritos celulares e preparando a superficie 0ssea para a regeneracao (Komatsu & Warden,
2010).

A fase de reparacgdo Ossea € a segunda fase da cicatrizacdo, e ¢ caracterizada pela
sintese de novo tecido 0sseo pelos osteoblastos. Da-se assim a formagao de um novo calo,
desta vez fibrocartilaginoso, que proporciona uma maior flexibilidade. De seguida ocorre
a mineraliza¢do do novo tecido, resultando na formagao do calo 6sseo mais rigido e mais
resistente (Komatsu & Warden, 2010).

A remodelagdo 6ssea ¢ a ultima fase do processo, onde o tecido regenerado ¢

preparado para suportar as cargas mecanicas. Os osteoclastos reabsorvem o 0sso antigo e
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0s osteoblastos continuam a sintetizar novo o0sso, equilibrando a densidade e a integridade

ossea (Komatsu & Warden, 2010).

~<~f-7/

Fase inflamatoria Formac@o do calo mole Formacao do calo duro Fase de remodelagio 6ssea
- Formagdo do - Formagdo do calo - Formagdo do calo - Formago do osso até dar
hematoma; fibrocartilaginoso; 0ss€e0; origem ao 0sso compacto;
-0a 2 semanas. -2a3semanas. -3 a 6 semanas. - 8 semanas a 2 anos.

Figura 3- Representagdo esquematica da cicatrizacdo 0ssea (adaptado de Gonzalez Torres et al.,
(2018).

2.2.2 Remodelagao dssea

A remodelacao 6ssea diz respeito a uma atividade coordenada dos osteoblastos e
dos osteoclastos, que vao ser responsaveis por sintetizar uma nova matriz 6ssea €
reabsorver o tecido 6sseo mais antigo, respetivamente. Trata-se de um mecanismo
continuo que ocorre ao longo de toda a vida do individuo, sendo ainda responsavel pela
adaptacao do osso a estimulos mecanicos, permitindo o crescimento e a manutencao do
esqueleto (Downey & Siegel, 2006).

A ativagdo deste processo ¢ realizada com a detecdo de sinais que indicam a
necessidade de remodelagdo. Os sinais surgem de diferentes formas, como do esforco
mecanico aplicado no osso, ou pela agdo de hormonas, como o estrogénio ou o
paratireoideano (PTH). O esforco mecanico, como anteriormente referido, ¢
maioritariamente detetado pelos ostedcitos, que posteriormente convertem essa
informacao em sinais bioldgicos. O PTH, por sua vez, ¢ libertado como resposta a baixos
niveis de calcio (Raggatt & Partridge, 2010).

O processo de remodelacdo esta representado na Figura 4, e € realizado em quatro etapas
fundamentais.

— Reabsor¢ao: A primeira etapa ¢ essencialmente gerida pelos osteoclastos. As
células reagem aos sinais transmitidos pelos ostedcitos e aos sinais hormonais,
recrutando os pré-osteoclastos, e promovendo a diferenciagdo e o
desenvolvimento dos osteoclastos. Por fim, realizam a reabsor¢cao o6ssea, onde se
fixam a superficie do osso e criam um microambiente acido que, através de

protdes e enzimas, promovem a desmineralizagdo do osso e a degradagdo da
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matriz 0ssea (Raggatt & Partridge, 2010). Esta acidez ¢ crucial para promover a
dissolu¢do dos minerais do 0sso e para ativar as enzimas lisossomaticas, que
degradam a matriz (Downey & Siegel, 2006) .

Reversao: Apos a reabsor¢cao mediada pelos osteoclastos, as lacunas de Howship
permanecem cobertas pela matriz colagenosa desmineralizada que ndo foi
digerida. Uma célula mononuclear, de origem nao determinada, remove esses
restos de colagénio e prepara a superficie 6ssea para a formac¢dao de novo 0sso
pelos osteoblastos (Raggatt & Partridge, 2010).

Formacio: Nesta etapa, os osteoblastos depositam a nova matriz organica nas
cavidades criadas pelos osteoclastos. Enquanto a matriz ndo ¢ mineralizada, ¢
chamada de osteoide. (Raggatt & Partridge, 2010).

Mineralizacdo: Dividida em duas partes, a mineralizagdo ¢ iniciada pela
nucleacao, onde os ides de calcio e fosfato formam pequenos nucleos. Esses
nucleos interagem com 0s componentes organicos € inorganicos da matriz dssea
e atraem aglomerados de moléculas carregadas negativamente, facilitando a
formagao da hidroxiapatite. Apés a nucleacgdo, ocorre a cristalizagdo, onde, nos
nucleos ja formados, a hidroxiapatite cristaliza e fortalece o tecido 6sseo (Raggatt
& Partridge, 2010).

O ciclo de remodelagdo conclui-se apenas quando todo o osso reabsorvido tiver

sido substituido. Ap6s a mineralizagao, os osteoblastos maduros sofrem apoptose e

voltam a ter um fen6tipo de revestimento 6sseo ou incorporam a matriz mineralizada e

diferenciam-se em ostedcitos. A superficie 0ssea em repouso ¢ restabelecida e mantida

até que o proximo ciclo de remodelagdo seja iniciado (Raggatt & Partridge, 2010).

Células de
revestimento 6sseo
Células de Osteoblastos N
revestimento 6sseo
Osteoclastos \_ £

¢ ¢ AT 0550 novo

N < >

— o s\ 0 9 ® " |
RS ‘r.\\;..,ﬁ P Linha de crescimento
/ 0ss0 antigo
Ostedcitos o
Reabsorgdo Reversdo Formagdo Mineralizagdo

Figura 4- Representacdo esquematica da remodelacdo Ossea (adaptado de Yin et al., 2019).
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2.3 Engenharia de tecidos

A saude e as fungdes dos tecidos e restantes drgaos, podem ser comprometidas por
diversas doencas e lesdes. A capacidade do corpo de se recuperar de lesdes agudas ou
cronicas sem intervencdo médica, ¢ por vezes restrita, resultando na formacao de
cicatrizes, que, por serem diferentes do tecido original, podem ndo ser capazes de
restaurar completamente a fungdo e a estrutura do tecido (Chandra et al., 2020).

As técnicas cirurgicas mais utilizadas no tratamento de muitas das condigdes
associadas a doencas e lesoes, consistem na realizacao de cirurgias de reconstru¢ao ou no
transplante de orgaos e tecidos. Estes procedimentos, apesar de eficazes, apresentam
algumas limitagdes. No que toca as cirurgias de reconstrugdo, a falta de tecido, o
desconforto e as cicatrizes, podem ser apresentadas como limitagdes. Da mesma forma,
os dispositivos médicos utilizados acabam por ndo conseguir responder a todas as
exigéncias bioldgicas as quais o tecido ou 6rgdos estdo sujeitos. No contexto dos
transplantes, a escassez de tecidos ou 6rgaos de doadores nao reflete o nimero de pessoas
em lista de espera, que ¢ sempre significativamente superior ao nimero de individuos
dispostos a doagao (Chandra et al., 2020).

A engenharia de tecidos baseia-se na aplicacdo de métodos e principios de
engenharia e medicina, que desenvolvam novos tecidos com caracteristicas e funcdes
semelhantes as do tecido original. O objetivo € permitir a implementacao destes métodos
no corpo para substituir, reparar ou melhorar a fun¢ao dos tecidos e 6rgaos (Chandra et

al., 2020).

2.4 Utilizacao de scaffolds na substituicao de tecido dsseo

A complexidade do tecido 6sseo, dificulta a reproducdo exata de implantes sintéticos.
Um substituto dsseo ideal seria um material capaz de formar uma ligacdo com os tecidos
(osteointegracdo), que permitiria, € até incentivaria o crescimento € a penetracao de
células (osteoinducdo) (Saiz et al., 2007).

A porosidade ¢ uma caracteristica intrinseca dos ossos, € apesar de ser mais
significativa no osso trabecular, estd também presente no osso cortical. Esta ¢
representada pelos canais de Havers, lacunas osteocitérias e canaliculi. Estas cavidades
anatomicas variam no seu tamanho, sendo que os canais de Haversian/Volkmann sdo as
porg¢des principais da porosidade total, por terem didmetros mais evidentes (50 pm). Esta

porosidade ¢ crucial para a criagdo de um ambiente propicio ao crescimento € a
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penetracao celular. Para além disso, € necessaria para que o 0sso seja leve e ainda assim
ofereca resisténcia mecanica (Saiz et al., 2007).

A procura por materiais biomiméticos levou ao desenvolvimento de biomateriais
sintéticos, que se aproximam das caracteristicas do tecido 6sseo saudavel. Esses materiais
devem de ser capazes de se comportar como bioinertes (ndo provocam respostas
inflamatérias ao interagirem com o meio bioldgico), bioativos (estimulados para
atividades especificas) e biodegradaveis (degradam-se progressivamente durante a
regeneracgao do tecido). Quando utilizados na criagdo de matrizes porosas, estes materiais
apresentam propriedades semelhantes as propriedades da matriz extracelular dssea
(Moreno, 2014).

Os scaffolds, estruturas tridimensionais porosas, desempenham principalmente a
funcdo de suporte e promovem a proliferagdo celular para a regeneracdo de tecidos.
Apesar das células dsseas ndo possuirem naturalmente essa conformagao 3D, os scaffolds
oferecem um ambiente propicio para que essas células se agreguem, proliferem e se
diferenciem, viabilizando a regenerag@o. Existem varias caracteristicas fundamentais dos
scaffolds: biocompatibilidade (os produtos de degradacdo devem ser ndo toxicos);
biodegradabilidade; uma estrutura porosa apropriada (facilitando a vasculariza¢do do
tecido) e propriedades mecanicas (semelhantes as do tecido, preservando a estrutura do
scaffold) (Moroni et al., 2006).

No entanto, podem ser enumeradas diversas limitagdes associadas aos scaffolds,
0 que resulta numa procura constante por melhorias. Uma destas limita¢des baseia-se na
dificuldade em equilibrar a porosidade necessaria a sua biofuncdo, com as suas
propriedades mecanicas. A estrutura porosa tem influéncia no crescimento do tecido, mas
a sua porosidade deve ser controlada. Por exemplo, uma porosidade elevada pode resultar
numa reducdo significativa das propriedades mecénicas, enfraquecendo assim a estrutura
tridimensional. Além disso, a dimensdo dos poros deve ser precisa, sendo que ha uma
relagdo direta entre a mesma e a vascularizagdo do tecido (didmetros menores levam a
uma maior dificuldade de vascularizagdo, sendo o tamanho minimo aceitavel em torno
dos 100-150 pm). Essa precisdo nas dimensdes dos poros dificulta a criagio de uma
estrutura de poros abrangendo todas as gamas dimensionais necessarias. Outra limitagdo
esta relacionada com a obtencao de propriedades mecanicas semelhantes as do osso, ja
que o material precisa ser capaz de suportar cargas sem que a deformacdo resultante

influencie a sua atividade (Bouyer et al., 2021).
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2.5 Fabrico aditivo

Nos ultimos 20 anos, tem havido um notavel avanco nas técnicas de fabrico
aditivo no ambito da ET. O fabrico aditivo permite a produ¢do de um modelo em camadas,
que sera responsavel pelo suporte e a promog¢ao da proliferagdo celular para uma
regeneracao do tecido 6sseo. Uma das tecnologias de fabrico aditivo mais comuns para
scaffolds de ET ¢ a técnica de FFF, na qual uma variedade de materiais poliméricos pode
ser extrudida. Aquando da extrusdo de material, os filamentos sdo extrudidos por um
noozle e posicionados relativamente uns aos outros de acordo com um padrao escolhido
pelo utilizador e processado numericamente. Este processo de fabrico permite assim obter
configuracdes que ndo sdo possiveis com técnicas de fabrico convencionais, como o
torneamento e a fresagem (Gleadall et al., 2018).

A geometria do scaffold ¢ determinada principalmente pela posicdo e orientacao
dos filamentos, afetando fatores como a fragao de volume de poros, tamanho e forma dos
poros, propriedades mecanicas e promoc¢do da proliferacdo celular. Os filamentos sdo
frequentemente orientados a 0° e 90° em camadas alternadas, tratando-se assim de uma
configuracdo de construgdo simples, € com um bom desempenho mecénico. De acordo
com Gleadall et al., (2018) uma geometria alternativa de suporte pode ser produzida ao
rodar camadas numa configuragdo de 0°/60°/120°, na qual as orientagdes dos filamentos
sdao alternadas em 60° entre cada camada subsequente. Estes scaffolds isométricos
apresentam poros em forma de trapézio e estdo delimitados por uma camada seguinte
vertical em relagdo ao poro. Esta caracteristica faz com que haja uma melhor fixagao
celular, facilitando assim o seu crescimento € a sua proliferacdo. A nivel de desempenho
mecanico, sabe-se ainda que a configuracdo isométrica apresenta bons resultados, uma
vez que todas as camadas compartilham o mesmo ponto de suporte, e por isso, a carga ¢
transmitida entre camadas sem flexdo da estrutura (Baptista & Guedes, 2021; Baptista et
al., 2021; Serra et al., 2013).

Moroni et al., (2006) concluiram que scaffolds com duas camadas repetidas
possuem um modulo de elasticidade menor do que aqueles com camadas alternadas.
Propuseram assim que, o tamanho dos poros tém uma relagado direta com as propriedades
mecanicas do scaffold obtido. Adicionalmente, Ruiz-Cantu et al. (2016), concluiram que
scaffolds 0/90 com uma, duas ou trés camadas repetidas apresentavam, modulos de
elasticidade com valores semelhantes. Acrescentam ainda que, os poros resultantes tém

forma de quadrado e por terem os mesmos pontos de suporte, a estrutura apresenta uma
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maior resisténcia a deformagao ao ser comprimido, melhorando assim o comportamento
mecanico do scaffold (Baptista & Guedes, 2021; Gleadall et al., 2018; Baptista et al.,
2021; Serra et al., 2013).

A posicdo e a orientacao do filamento ¢ o que define a forma dos poros, e estes
podem assumir uma variedade de formas como triangular, quadrada e hexagonal. Estudos
revelam que os parametros de fabrico, como a espessura da camada e a velocidade da
deposicdo, influenciam a porosidade e o tamanho dos poros nos scaffolds. A
interconectividade dos poros € crucial para a proliferacao celular e de nutrientes, sendo
estes fatores essenciais para avaliar o comportamento e eficacia dos scaffolds na
regeneragdo de tecidos (Gleadall et al., 2018).

Acido polilatico

O PLA ¢ um polimero biodegradavel, biocompativel e termopléstico, produzido a
partir de recursos naturais renovaveis nio fosseis (Farah et al., 2016). E obtido através da
polimerizacdo do acido lactico e tem varias aplicagdes tais como embalagens, fibras
téxteis e ainda diversas aplicagcdes na area da biomédica. Com as suas carateristicas
(Tabela 7 em Anexo), o PLA conquistou uma posi¢ao-chave no mercado dos
biopolimeros, sendo um dos polimeros biodegraddveis mais promissores, pelas suas
propriedades quimicas, processabilidade termoplastica e, inclusive, pelas suas
propriedades bioldgicas (como biocompatibilidade e biodegradabilidade) (Farah et al.,
2016).

Trata-se de um material fragil, com menos de 10% de extensao de fratura, embora
a sua resisténcia a tracdo e o seu mddulo de elasticidade sejam comparaveis aos do 0sso
(Zarei et al. 2024).

A sua taxa de degradacdo in vivo ¢ relativamente lenta. Este polimero degrada-se
através da hidrdlise dos grupos éster da sua espinha dorsal. A taxa de degradacdo vai
assim depender de varios fatores como a cristalinidade, o peso molecular e a sua
distribuicao, a morfologia, a taxa de difusdo na agua, o teor estereoisométrico, entre
outros. Este pardmetro ¢ frequentemente utilizado como critério de selecdo de materiais
biomimétricos para a regeneracdo de tecidos. Uma taxa de degradacdo lenta, leva a um
tempo de vida in vivo mais longo (Zarei et al. 2024). De uma maneria geral, o PLA tem
um tempo de degradagao in vivo de 3 a 5 anos (Farah et al., 2016).

No entanto, este polimero ¢ considerado hidrofébico, com um angulo de contacto

estatico com a agua de aproximadamente 80°. Assim, pode apresentar uma baixa
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afinidade celular, podendo ainda provocar, em alguns casos, uma resposta inflamatoria
quando em contacto direto com fluidos bioldgicos (Zarei et al. 2024).

Por fim, percebe-se que as cadeias laterais deste polimero ndo possuem grupos
reativos e por isso, o PLA ¢ considerado quimicamente inerte. Esta propriedade restringe
a sua capacidade de funcionalizagdo da superficie, sendo assim necessario utilizar
técnicas de revestimento fisico ou quimico, ou até mesmo agentes de ligacdo, a fim de

uma melhoria das suas propriedades superficiais (Zarei et al. 2024).

2.6 Revestimento de scaffolds

Atualmente, enfrenta-se um grande desafio no tratamento de defeitos 6sseos com
maiores dimensdes, especialmente aqueles com tamanho consideravel, em torno de 12
cm®. Nestes casos, 0s scaffolds estruturais sintéticos podem apresentar alguma
insuficiéncia em proporcionar o suporte completo para a regeneragao 6ssea (Bouyer et.
al, 2021). Varios estudos tém vindo a ser publicados para superar este desafio, sendo que
uma das abordagens seguidas ¢ o revestimento da estrutura. O revestimento ¢ uma
abordagem funcional para melhorar as propriedades de superficie dos scaffolds, tendo em
conta que as caracteristicas superficiais sao fatores fundamentais para a eficacia dos
mesmos. Para além disso, o PLA tem propriedades de superficie que podem limitar a
eficacia desta estrutura. Este polimero, como referido acima, € pouco polar, o que indica
que a sua superficie ¢ predominantemente hidrofobica (Zarei et al. 2024).

Najafabadi et al.,, (2023) realizaram o revestimento de scaffolds de
policaprolactona (PCL) com quitosano e nanotubos de carbono de parede multipla,
através do método de revestimento por imersdo. Os scaffolds produzidos apresentaram
um bom desempenho a nivel mecanico, com um aumento da resisténcia a compressao
(em até 16,1 MPa), uma maior hidrofilicidade da superficie e uma reducdo na taxa de
degradacao, em comparagdao com as estruturas nao revestidas (Najafabadi et al., 2023).
Na técnica de revestimento por imersdo, foram produzidas solugdes homogéneas de
quitosano e nanotubos de carbono, e os scaffolds foram mergulhados nas solugdes por 15
segundos. Apds a imersdo, os scaffolds secaram a temperatura ambiente e foram
posteriormente colocadas numa estufa durante 24 horas a 40 °C e a 400 bar, para garantir
a completa remog¢ao do solvente.

Bouyer et al., (2016) utilizaram scaffolds impressos em PLA revestidos com uma
pelicula polieletrolitica de Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP-2), para a regeneragao

de um defeito 6sseo mandibular. Este revestimento baseia-se na utilizagao de BMP-2, que
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consiste numa proteina que promove a formagéo e a regeneragdo 6ssea. A semelhanga de
outros autores, a técnica de revestimento utilizada foi o revestimento por imersao, com
recurso a um robd de imersdo. O estudo demonstrou que ¢ possivel, através do
revestimento, influenciar significativamente a quantidade e a capacidade de regeneragao
do osso, apresentando esta, uma clara dependéncia da dose de BMP-2 utilizada (Bouyer
etal., 2016).

Num estudo semelhante, optaram por um revestimento de fosfatos de calcio
integrados com BMP-2. Os autores optaram por um método de revestimento natural.
Através da imersdo do scaffold em simulated body fluid (SBF), uma camada amorfa de
fosfatos de calcio foi formada na superficie do mesmo. Apos a formagao desta camada, a
estrutura foi levada a uma autoclave onde a camada amorfa foi sendo gradualmente
cristalinizada. Simultaneamente a cristalizacdo dos fosfatos de célcio, o scaffold foi
imerso numa solu¢ao que continha a proteina BMP-2, conferindo assim o revestimento
desejado. Concluiram que, os testes com scaffolds revestidos, apresentaram niveis
substancialmente superiores de volume dsseo, drea Ossea e contato entre 0 0Sso € O
implante, quando comparadas as amostras sem revestimento (Gu et al., 2023).

A semelhanga do quitosano utilizado por Najafabadi et al., (2023), também o
alginato de sédio é um polimero natural com propriedades de biocompatibilidade e
biodegrabilidade (Najafabadi et al., 2023). Trata-se de um biopolimero de grande
interesse para a producdo de filmes ou revestimentos, devido as suas propriedades de
estabilizacdo, capacidade de producdo de hidrogéis e flexibilidade (King, 1983). O acido
alginico € o Unico polissacarideo natural que contém grupos carboxilicos em cada uma
das suas unidades constituintes, conferindo-lhe diversas funcionalidades como material
(Rhim, 2004). A propriedade que mais destaca este polimero, ¢ a sua capacidade de reagir
com catides metélicos, especialmente ides de célcio, formando hidrogéis fortes ou filmes

insoluveis (Rhim, 2004).

2.7 Analise e avaliacido de scaffolds utilizando culturas celulares

Numa caracterizagao de scaffolds produzidos em laboratdrio, para além de todos
os ensaios morfologicos e mecanicos, sdo ainda fundamentais os ensaios in vitro. A
avaliagdo com culturas celulares ¢ essencial para uma compreensdo da
biocompatibilidade e da capacidade de suporte ao crescimento e prolifera¢do celular das

estruturas (Najafabadi et al. 2023).
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Para avaliar a citotoxicidade do PLA, Gregor et al. (2017), incubaram amostras
dos scaffolds em meio de cultura, suplementado por 4 dias. O meio utilizado para esta
incubagdo, estava na mesma propor¢ao usada na cultura celular. Este meio condicionado,
foi utilizado para testar a citotoxicidade em células da linha celular MG-63, semeados em
placas de 96 pocos com uma densidade de 2,5 x 10° células/poco. A atividade metabolica
foi, por fim, avaliada com o teste MTS, medindo a absorbancia a 490 nm. Este ensaio
permitiu perceber se o PLA possuiu efeitos citotoxicos nas células, ao verificar a
viabilidade celular ao longo do tempo (Gregor et al. 2017).

Najafabadi et al. (2023), por sua vez, avaliou a morfologia e a adesao de células
MG-63 em scaffolds de PCL (e outras variantes), utilizando imagens SEM. As células
foram cultivadas e fixadas aos scaffolds com 3% de glutaraldeido a 4 °C por 24 horas.
Ap6s a fixacdo, foram desidratadas com etanol, para ser possivel a obten¢do das imagens
SEM. Além disso, a viabilidade celular foi avaliada através do ensaio MTT nos dias 1, 3
e 7 apos o cultivo. Para cada grupo, foram realizados trés replicados técnicos e, foi
estudada a progressao da absorvancia ao longo dos dias. A intensidade da absorvancia foi
medida a 570 nm, e permite o estudo da proliferacao celular nos scaffolds (Najafabadi et
al. 2023).

Assim como os exemplos anteriores utilizaram células da linha celular MG-63
(linha de células osteoblasticas humanas, derivada de osteossarcoma) para o estudo do
comportamento celular em tecido 6sseo, os testes de cultura celular devem ser feitos com
as linhagens celulares especificas. Estas células sdo mantidas em condigdes especificas
de temperatura, CO? e meios de cultura adequados para a sobrevivéncia e proliferacdo
celular.

Um dos ensaios de viabilidade mais utilizados, ¢ o ensaio MTT. Ao interagirem
com o reagente MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-brometo de 2,5-
difeniltetrazolio), as mitocondrias das células metabolicamente ativas, convertem este
reagente num produto colorido que € insoltivel em agua. Este produto pode ser detetado
e quantificado através da medida da absorvancia do mesmo. Deste modo, a quantidade de
produto produzida, estd diretamente relacionada com a viabilidade celular, sendo assim

possivel quantifica-la (Stindlova et al., 2024).
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

O material utilizado na impressao dos scaffolds foi o PLA (AzureFilm) e no
revestimento foi utilizado alginato de sodio (7okyo Chemical Industry Co. Ltd) e cloreto

de calcio (Riedel-de Haén).

3.2 Impressao dos scaffolds

Os scaffolds foram desenhados com dimensdes proporcionais as definidas pela
norma ASTM-D695 (11 x 11 x 6 mm). Produziram-se scaffolds com duas geometrias
distintas, e com variagdes de outros parametros como o esquema de deposi¢ao de camadas
e a densidade.

Para a primeira geometria, foi criada uma grelha ortogonal com alinhamento de
0°/90°, e para cria-la, foi apenas necessario fazer com que cada sequéncia de camadas,
tivesse um angulo de 90° entre si (Figura 5a). Ainda nesta geometria, foi variada a
densidade do scaffold a imprimir, estudando densidades de 30, 40 e 50%. Sendo a
densidade definida como a percentagem de material utilizado por unidade de volume, a
cada configuracdo produzida corresponde uma porosidade teérica de 70, 60 e 50%,
respetivamente.

A porosidade do scaffold é definida como:

p=100% X% (1—d) 1)
onde d representa a densidade relativa tedrica do scaffold. Como complemento, utilizou-
se uma configuragdo de dupla-camada, onde as mesmas foram repetidas antes da alteragao
da diregdo da seguinte camada (Figura 5d). Também a densidade foi variada, com os
mesmos valores acima descritos.

A segunda geometria a ser estudada, foi a configuragdo isométrica (Figura 5b),
onde os filamentos foram depositados com uma rotagéo de 0°/60°/120° entre camadas. A
semelhanca da primeira geometria, também na isométrica os scaffolds de camada tnica
(Figura 5c) e dupla-camada foram abordados e a densidade fez-se novamente variar entre

30, 40 e 50%.
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W= =
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Figura 5- Representacao esquematica das diferentes configuragoes; a) Geometria ortogonal; b)

a

Geometria Isométrica; ¢) Deposicao de camada unica; d) Deposicao de dupla camada.

Foram assim obtidos diferentes grupos de amostras a serem testadas, como
representado na Tabela 1. Para além disso, foi aplicado a cada uma destas configuragoes,

o revestimento de alginato de sodio, cujo procedimento sera descrito no préximo ponto.

Tabela 1- Designacdo das diferentes configuracdes de scaffolds.

Geometria Configuracdo Densidades Configuracdes Revestimento

de camada

30% Orto30 Orto30R

camada Unica 40% Orto40 Orto40R

Ortogonal 50% Orto50 Orto50R
30% 2x0rto30 2x0rto30R
dupla camada 40% 2x0rto40 2x0rto40R
50% 2x0rto50 2x0rto50R

30% 1s030 1so30R

camada Unica 40% I1s040 I1s040R

lsométrica 50% 1s050 Iso50R
30% 2x1s030 2x1s030R
dupla camada 40% 2x1s040 2x1s040R
50% 2x1s050 2x1s050R

O codigo de impressao das diferentes configuracdes de scaffolds foi obtido através
da manipulagdo do G-code obtido, no software CURA. Primeiramente, foi desenhado, em
CAD, (OnShape), um bloco com dimensdes 11 x 11 x 6 mm. O ficheiro em formato .s#/
foi importado para o software CURA, e os pardmetros de impressao foram selecionados.

Comecou-se pela remogao das paredes superiores, inferiores e laterais (Figura
23a, em anexo), de forma a garantir que a estrutura nao ficasse completamente fechada,
expondo apenas os filamentos internos. O parametro infill density (Figura 23b, em anexo),

definiu o espacamento entre os filamentos durante a impressao do scaffold, pois regula
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diretamente a densidade do material. Com o ajuste deste parametro, faz-se variar a
densidade e a porosidade da estrutura final.

Por fim, com o parametro infill line directions foi possivel definir a orientagdo e a
direcao da deposi¢ao do filamento.

Os scaffolds foram impressos por FFF, na impressora 3D (Original Prusa MINI+).
O PLA foi aquecido a 175°C e a velocidade de deposicdo foi de 30 mm/s. A base de
impressao, por sua vez, foi aquecida a uma temperatura de 70 °C. A espessura da camada
foi definida a 0,2 mm, e o nozzle de impressao utilizado possui um diametro de 0,4 mm.

Para os testes in vivo, a dimensao das amostras foi ajustada (10,87 x 10,87 x 5,93
mm) para que estas ndo flutuassem aquando da coloca¢do do meio nas placas de cultura,

devido a presenca de ar nos poros.

3.3 Revestimento dos scaffolds

Para revestir os scaffolds, adicionou-se 30 ml de agua destilada num gobelé de
vidro, colocado posteriormente sobre uma placa de aquecimento, ajustada para 40 °C.
Pesou-se 0,45 g de alginato de sodio, correspondendo a 1,5% massa/volume. Introduziu-
se ainda um iman de agitacdo no gobelé e iniciou-se a agitacao a 2 000 r.p.m, para garantir
a homogeneidade da solugdo. O alginato foi adicionado lentamente, em pequenas
porcdes, de maneira a evitar a formagdo de grumos, até que todo o soluto estivesse
completamente dissolvido e a solu¢do homogénea (1.1- Figura 6).

De seguida, o scaffold foi imerso na solucdo, e garantiu-se que a mesma penetrasse
em todos os poros (1.2- Figura 6). As amostras foram colocadas na estufa a 40 °C durante
48 horas, numa placa de petri para secar (1.3 e 1.4- Figura 6). Apds as primeiras 24 horas,
fez-se a rotacdo do scaffold para garantir que a solu¢do ndo se acumulava em dareas
especificas, permitindo uma distribuicdo mais uniforme.

Posteriormente, preparou-se uma solugdo de reticulagdo adicionando-se 5% de
cloreto de calcio (1,5 g) a 30 ml de dgua destilada (2.1- Figura 6).

Agitou-se a solugdo e, apds homogeneizada, imergiu-se o scaffold na solugao por
60 segundos (2.2- Figura 6) e deixou-se secar por 2 horas a temperatura ambiente numa
placa de petri (2.3- Figura 6).

Por fim, e de forma a ser possivel a caracteriza¢ao do revestimento como material
de partida, este foi obtido em forma de filme. A solu¢do de revestimento (1.1- Figura 6)
foi depositada numa placa de petri e colocada a secar na estufa por 48 horas a uma

temperatura de 40°, a semelhanga do processo de revestimento dos scaffolds descrito. De
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seguida, a solucao de reticulagdo (2.1- Figura 6) foi depositada na placa de petri por 60

segundos em cada um dos lados.
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Figura 6- Procedimento experimental do revestimento.

3.4 Caracterizacao morfologica, fisica e quimica dos materiais de

partida e scaffolds

3.4.1 Calometria diferencial de varrimento

As transformacdes fisicas que ocorrem no polimero comercial com o aumento da
temperatura de processamento, foram avaliadas através do ensaio de calorimetria
diferencial de varrimento (differencial scanning calorimetry, DSC) (TA Instruments,
Q200). O ciclo térmico consistiu no aquecimento a 10 °C/min até¢ 300 °C, sob um fluxo
de azoto de 20 ml/min, seguido por arrefecimento ao ar. Utilizaram-se porta-amostras de
aluminio, com tampa. Testaram-se amostras de filamento comercial e amostras retiradas
de scaffolds 2xIs040 e 2xOrto40. Adicionalmente, outra amostra de filamento tal-qual

fornecido foi aquecida até a temperatura de impressao de 225 °C. Apos arrefecimento ao
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ar, a amostra foi reaquecida at¢ 300 °C para avaliar o efeito da historia térmica do
polimero sobre as propriedades do material. Foram realizados pelo menos trés testes para

cada material (aproximadamente 7 mg) para garantir a reprodutibilidade dos resultados.

3.4.2 Ensaios reologicos

Os ensaios reoldgicos sdo realizados para avaliar o comportamento da solugdo de
revestimento e calcular a sua viscosidade. Para este teste foi utilizado um reémetro (MCR
92, Anton Paar). A temperatura de ensaio foi de 24 a 25 °C, e o equipamento foi
devidamente calibrado. A curva reologica foi obtida com a medi¢do de 50 pontos entre

uma taxa de corte de 1 € 500 1/s.

3.4.3 Morfologia dos scaffolds

Para uma analise da morfologia dos scaffolds, foram utilizadas duas técnicas de

microscopia.

3.4.3.1 Microscopia estereoscopica

A microscopia estereoscopica permite a visualizagdo tridimensional das amostras,
com uma perce¢do de profundidade obtida por duas objetivas distintas. A analise foi
conduzida por um microscopio 6tico com zoom (Kern OZL466T241). Uma amostra de

cada configuracdo foi observada com ampliacdes entre 0,7x e 3x.

3.4.3.2 Microscopia eletronica de varrimento
A microscopia eletronica de varrimento (SEM) € uma técnica de visualizag¢do e
analise da microestrutura de materiais. As observagdes por SEM foram realizadas
utilizando um microscépio eletroénico de varrimento (Hitachi $2400).

Primeiramente, foi realizada uma observa¢do ao revestimento de alginato em forma
de filme.

Os scaffolds, por serem constituidos por um material ndo condutor, foram
primeiramente revestidos com uma fina camada de liga de ouro e palddio de forma a ndo
haver a acumulacdo de carga elétrica durante a andlise. As imagens foram obtidas em
vacuo a uma aceleragao de 20 kV, e a ampliagdo utilizada nas anélises variou de 50x a
1 000x.

Para a andlise das referidas imagens, foi utilizado o software ImageJ. Este software
permite a medicdo de comprimentos, areas e outras dimensdes, tendo em conta a escala
da imagem, garantindo assim resultados proporcionais e mais precisos. Nesta analise, foi

analisada a espessura do filamento e a area dos poros de ambas as geometrias, fazendo
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uma comparagdo direta entre os valores esperados e os obtidos. Para o calculo da éarea
teorica dos poros, foram utilizados os valores fornecidos pelo parametro infill density do
software CURA que, ao ser definida a densidade da configuracdo, calcula
automaticamente a distancia entre os filamentos de cada camada. O calculo da area
esperada dos poros das configuragdes ortogonais e isométricas, encontra-se na Tabela 9,

€m ancxo.

3.4.4 Molhabilidade por angulo de contacto

A molhabilidade por angulo de contacto, consiste num ensaio onde ¢ avaliada a
interagdo de um liquido com uma superficie. No caso dos ensaios realizados, foi testado
o revestimento em forma de filme, e as amostras de camada tnica de cada geometria e
densidade, sendo que a deposicdo de duas camadas, ndo influencia a superficie da
amostra. Os ensaios foram realizados utilizando um goniémetro de angulo de contacto
(OCA 15EC, DataPhysics Instruments), em condi¢des de temperatura ambiente.

Assim, para este ensaio, foram depositadas gotas de dgua destilada, com um
volume de 5 pL, sobre a superficie dos scaffolds e do revestimento em forma de filme.
Através da camara do equipamento, capturaram-se imagens das gotas em tempo real. Os
angulos de contacto foram automaticamente calculados pelo software dpiMAX, em fungao
do tempo. Para o revestimento em forma de filme, foram realizadas sete medigdes em
diferentes pontos da superficie, e para os scaffolds de diferentes configuracdes, foram

realizadas 3 medigoes.

3.4.5 Densidade

O célculo da densidade, ¢ um parametro fundamental para o estudo dos scaffolds
na ET, fornecendo dados importantes para o estudo da porosidade e das propriedades
mecanicas do mesmo. Os scaffolds, revestidos e ndo revestidos, foram caracterizados
quanto a sua densidade aparente e de Arquimedes.

A densidade aparente foi determinada pela razao entre a massa de cada amostra, e
o volume total que estas ocupam. Esta densidade € tida como aparente, tendo em conta
que os poros sao contabilizados no volume total. Para o calculo do volume do material,
recorreu-se a um micrometro analdgico de alta precisdo (NewBrand, NB-MICR?2) para

medir a altura, largura e comprimento das amostras.
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No que toca a densidade de Arquimedes, esta foi obtida utilizando o método de
Arquimedes, com a imersdo das amostras em agua destilada. Todas as pesagens, foram

realizadas numa balanca analitica de precisao (A&D, GR-200).

3.4.6 Ensaios de compressao

Os ensaios de compressdo foram realizados para determinar as propriedades
mecanicas dos scaffolds, aquando da aplicagao de esfor¢os de compressao. Este ensaio
permite-nos calcular diversos parametros que permitem caracterizar o comportamento
das amostras aquando da compressao das mesmas.

Foi utilizada uma maquina eletromecanica (Shimadzu AG-1S) com capacidade
maxima de 20 kN. Para este ensaio foi utilizada uma célula de carga de 10 kN, a taxa de
compressdo foi definida para 1 mm/min, e a compressdo maxima foi de 50% da altura
inicial do scaffold.

Por fim, foram obtidos os graficos de tensdo-extensdo, através dos dados
registados nos testes mecanicos, que incluiam o tempo (segundos), a for¢a (kN) e a
deformacao (milimetros). Para calcular a tensao aparente, a for¢a aplicada foi dividida
pela area da secgao transversal da amostra. A extensao, por sua vez, foi obtida através da
divisdo da deformagdo da amostra durante o teste, pela sua altura inicial.

Foram ensaiadas trés amostras de cada uma das configuragdes, onde a rigidez
aparente a compressdo ¢ determinada pelo declive da zona elastica do material, que
corresponde ao inicio da curva obtida neste grafico. A tensdo de cedéncia, por sua vez, ¢
identificada no ponto de quebra desta curva, ou seja, onde se da o inicio da deformagao

permanente do material.

3.4.7 Teste de degradagao

De maneira a avaliar a durabilidade do PLA e consequentemente dos scaffolds ao
longo do tempo, foram realizados testes de degradacdo. Foi assim utilizado o método de
degradagdo in vitro. Como solu¢do de imersao, foi preparada uma solucdo de 1 000 ml de
SBF com pH 7,45 segundo o protocolo relatado em Kokubo & Takadama (2006).

Comecou-se por colocar 700 ml de agua destilada, num gobelé de 1 000 ml em
banho-maria. Este foi tapado com um vidro de relogio e aquecido até que a dgua estivesse
a 36,5 £ 1,5 °C, mantendo a agitacdo com uma vareta de vidro. Os reagentes da Tabela 8§,
em anexo, foram posteriormente dissolvidos no gobelé, um por um, pela ordem descrita

na tabela. Com uma temperatura de 36,5 = 1,5 °C, o pH foi ajustado para um valor de
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7,45, com recurso aos reagentes Trisbase e acido cloridrico, e foram prefeitos os 1 000 ml
da solucdo. O SBF foi de seguida distribuido pelos frascos utilizados para os testes de
degradacao.

As amostras foram colocadas nos frascos com o SBF e armazenadas a 37 °C por
um periodo de 50 dias, com a medicdo do pH e pesagem das mesmas de 7 em 7 dias
(Najafabadi et al., 2023). Para uma pesagem mais correta, foram aplicados 3 jatos de ar
comprimido ao retirar o scaffold do frasco, de forma a eliminar o liquido que estivesse
retido nos poros, € as amostras foram deixadas secar a temperatura ambiente por 2 horas.
Para as pesagens descritas, foi novamente utilizada a balanga de precisao analitica A&D,
GR-200.

Assim, analisou-se a influéncia do tempo na degradacdo dos scaffolds. Os pesos
foram registados nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 50. A perda de peso percentual, foi
calculada utilizando a equagao:

Py — P

Perda de peso (%) = ( > x 100 )

0
onde P, corresponde ao peso inicial, € P; o peso registado apos a imersdo por 7 dias e

posterior pesagem.

3.4.8 Bioatividade

A bioatividade do scaffold pode ser avaliada pela imersao das amostras em SBF,
solucdo essa que mimetiza a composicao idnica do plasma sanguineo humano, conforme
descrito por Kokubo & Takadama (2006). Estes autores estudam essencialmente o
desenvolvimento de materiais artificiais para implantes 6sseos, com especial foco na
capacidade dos mesmos para a promocao da bioatividade. Hench et al. descobriram que
determinados biovidros tinham a capacidade de se unir ao osso, sem que se desse a
formagdo de tecido fibroso. O tecido fibroso ¢ geralmente produzido pelo nosso corpo
como reacdo do sistema imunoldgico aquando da introdugdo de um material estranho. Ao
invés disso, Hench et al. verificaram a formagao de uma camada de fosfatos de calcio. A
hidroxiapatite estd presente na matriz 6ssea e ¢ um mineral especifico de fosfatos de
calcio. Assim, estes autores propdem que a formacdo de particulas de fosfatos de célcio
na superficie do material, ao ser implantado, ¢ um indicador da capacidade de

bioatividade do mesmo.
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Com base no descrito, as amostras impressas foram imersas por 15 dias, sendo
posteriormente analisadas por SEM e Espectroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS), de
maneira a poder comprovar a presenca de fosfatos de célcio.

A técnica de EDS ¢ um método de caracterizacao utilizado para identificar a
composi¢ao elementar de materiais. Através deste ensaio, € possivel nao s6 determinar a
presenca de diversos elementos quimicos na superficie das amostras, mas essencialmente

visa investigar a presencga de fosfatos de célcio, a fim de validar os testes de bioatividade.

3.5 Testes in vitro

3.5.1 Cultura celular

As amostras ensaiadas in vitro, foram testadas com diferentes linhas celulares.
Para a cultura celular foram utilizadas as linhas: MCF-10A, MCF-7 ¢ MDA-MB231,
adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC). Estas linhas celulares dizem
respeito a linhas epiteliais mamarias tumorais (MCF-7 ¢ MDA-MB231) e epiteliais
mamarias ndo tumorais (MCF-10A), que foram cultivadas nos seus meios de cultura
especificos. As células da linha celular MCF-10A foram cultivadas em meio Eagle
Modificado por Dulbecco/Mistura de Nutrientes F-12 Ham (DMEM/Ham's F-12)
(fornecido por SigmaAldrich). Este meio foi suplementado com 5% de soro de cavalo
(FBS) (fornecido por Thermo Fisher Scientific Inc.), 1% de penicilina estreptomicina
(Penstrep), 0,05% de hidrocortisona, 1% de fator de crescimento epidérmico (EGF), 1%
de insulina e 10% de toxina colérica. No que diz respeito as linhas celulares MCF-7 e
MDA-MB231, estas foram cultivadas em meio HyClone Eagle Modificado por Dulbecco
com baixa glucose (DMEM LG) (fornecido por SigmaAldrich). O meio foi suplementado
com 10% de FBS e 1% de Penstrep. Estas linhas celulares, com o mesmo meio de cultura,
variam na sua suplementacdo, sendo que as células MDA-MB231 ndo necessitam de
suplementagdo extra ao meio descrito, enquanto as MCF-7 requerem a suplementagao
extra de 1% de insulina.

A cultura foi mantida em frascos de cultura adquiridos da Sarstedt Ag&Co, e as
placas de cultura da Orange Scientific. Durante todo o crescimento, as células foram
incubadas numa incubadora padrao (BINDER, BD-S 115), mantidas a uma temperatura
de 37 °C, numa atmosfera humidificada com 5% de CO?.

As trés linhas celulares foram inicialmente descongeladas e cultivadas em T25

com um volume de 25 cm® com tampas ventiladas padrdo. Quando atingiram um nivel de
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confluéncia adequado, foram submetidas a tripsinizacao e subsequentemente transferidas
para frascos de cultura T75 (75 cm?). O meio de cultura, foi renovado em intervalos de 2
a 3 dias, de maneira a garantir as condi¢des necessarias ao crescimento e proliferacdo
celular.

A tripsinizagdo consiste num processo de dissociacdo das células do fundo do
frasco. Este procedimento implica algumas etapas fundamentais. Inicialmente, o meio de
cultura ¢ aspirado do frasco, e cuidadosamente substituido pela solucao responsavel pela
dissociagdo. Esta solugdo ¢ constituida por 2,25 ml de verseno, 250 pl de tripsina
(fornecido por Sigma-Aldrich) e aproximadamente 10 pl de bicarbonato de sddio. Para
acelerar o processo, as células foram incubadas por aproximadamente 3 a 4 minutos nas
condig¢des de incubagdo previamente descritas. Apos este periodo, 7,5 ml de meio foram
adicionados ao frasco, de maneira a neutralizar a atividade da tripsina, e as células foram
centrifugadas (Eppendorf, centrifuga 5702 R) a 1 000 r.p.m. durante 5 minutos. O pellets

celular resultante ¢, por fim, distribuido de maneira a ser possivel o seu subcultivo.

3.5.2 Citotoxicidade do PLA

A avaliagdo da citotoxicidade do PLA foi o primeiro fator a ser determinado, de
maneira a garantir que o PLA ndo liberta substancias toxicas que possam prejudicar a
viabilidade celular, e consequentemente, os ensaios in vitro.

A abordagem seguida para a avaliacdo da citotoxicidade do PLA, baseou-se no
contacto direto do meio de cultura com o PLA utilizado para a conformagao das amostras,
aplicando esse mesmo meio a cultura celular.

Primeiro, foram preparados trés gobelets, cada um contendo uma amostra de PLA
e o meio celular especifico para cada uma das trés linhas celulares. Esses gobelés foram
incubados por 72 horas para permitir que o PLA interagisse com os meios de cultura.

Posteriormente, foram preparadas trés placas de 96 pogos com 100 pl/pogo de
meio. O meio de cultura foi distribuido nos pogos de maneira alternada, como
representado na Figura 7. Na primeira e terceira colunas, foi colocado o meio dito normal
(controlo), que nao havia estado em contato com o PLA, e nas segunda e quarta colunas,
foi colocado o meio que esteve contato com o PLA. Essa distribui¢do alternada permitiu
uma comparacdo direta dos efeitos do PLA sobre o crescimento celular.

Por fim, as linhas celulares que estavam prontas para serem subcultivadas foram

tripsinizadas e plaqueadas nas placas, com uma concentragdo de aproximadamente 10
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000 células/pogo. Estas placas foram incubadas nas condi¢des previamente descritas,

durante 72 horas.

®

Cultura celular
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Figura 7- Procedimento experimental do ensaio de citotoxicidade do PLA.

Recorreu-se ao ensaio MTT, para a avalia¢do da citotoxicidade do PLA. Trata-se
de um ensaio colorimétrico que mede quantitativamente a atividade metabodlica das
células, tratando-se assim de um ensaio de viabilidade celular.

Neste sentido, as células sao expostas ao composto MTT, uma molécula que, na
sua forma original, é incolor e penetra nas cé¢lulas vivas. Dentro das células
metabolicamente ativas, o MTT ¢é degradado por enzimas mitocondriais, resultando na
formacao de cristais de formazan, um composto de cor plrpura que € insolivel em agua.
Sendo que, os cristais formados ndo sdo soliveis em agua, ¢ necessaria a adi¢do de um
agente solubilizante, como o dimetilsulfoxido (DMSO), para dissolver os cristais e
libertar a cor purpura na solucdo. A absorvancia da solugdo purpura ¢ entdo medida,
utilizando um espectrofotometro num comprimento de onda entre 570 e 590 nm. Assim,
e ao comparar os valores de absorvancia, ¢ possivel a avaliagdo dos efeitos de varias
condi¢des experimentais, sendo que a intensidade da cor purpura é proporcional ao
numero de células viaveis.

Apo6s terem sido preparadas as placas de cultura celular, como previamente
descrito, o meio dos pocos da placa de cultura foi retirado e substituido pelo reagente
MTT, a uma concentracdo de 0,5 mg/ml, num volume de 100 pl. Apds 3 horas de
exposicao ao reagente na incubadora, com as condi¢des de incubagdo padrdo, o conteudo
foi novamente substituido, mas com alguma precauc¢ao de maneira a nao interferir com
os cristais de formosan existentes no fundo do poco. Por fim, foram adicionados os 200

ul de DMSO. A absorvancia da solu¢do foi analisada por um leitor de microplacas
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SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices. Este procedimento
esta descrito na Figura 8.

Os resultados de absorvancia adquiridos foram comparados entre si, de forma a
estabelecer uma relagdo entre as células cultivadas com o meio que esteve em contacto

com o PLA, e o meio que ndo esteve em contacto com o PLA (controlo).

reagente i ]

.\“MTT - | g 3h EMSO
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Figura 8- Procedimento experimental do ensaio MTT.
3.5.3 Adesao celular ao scaffold

Os testes de agregacao celular foram realizados como forma de avaliar a eficacia
das diferentes configuracdes estudadas, no suporte ao crescimento e proliferagao celular.

O primeiro procedimento a validar, foi a esterilidade das amostras utilizadas na
cultura celular. A estratégia adotada para a validacdo da esterilidade, baseou-se na
aplicagdo de luz ultravioleta (UV) sob os scaffolds, por diferentes periodos de tempo. O
primeiro grupo de teste teve uma aplicagdo de luz UV por cerca de 30 minutos, um
segundo de 15 minutos e um terceiro de 7 minutos e 30 segundos. Os diferentes grupos
de teste foram distribuidos em placas de cultura diferentes com meio, e deixadas na
incubadora durante 72 horas. Os dois primeiros grupos ndo apresentaram qualquer tipo
de contaminagdo, enquanto o terceiro grupo apresentou uma contaminacao por bactérias.
Assim sendo, optou-se pela aplicagdo de luz UV durante 15 minutos, em conjunto com a
limpeza da base da impressora aquando da impressdo 3D, utilizagdo de luvas e com o
transporte das amostras em frascos estéreis.

De seguida, deu-se o cultivo das trés linhas celulares em placas de 24 pocos, cada
um dos pogos contendo uma amostra das configuragdes estudadas, como representado na
Figura 9. Para o cultivo celular foram colocadas aproximadamente 40 000 células/poco,
com o meio e suplementacao especifica.

Procedeu-se também a avaliagdo da superficie das placas com as amostras,
utilizando um microscopio de fase invertida (Zeiss, Axiovert 40 C) com uma objetiva de

ampliagdo 5x, e uma lente ocular de 10x, resultando numa ampliacdo total de 50x.
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Apo6s 72 horas de incubagao, retiraram-se as amostras dos pocos, transferindo-as
para uma nova placa de 24 pogos. Com essa transferéncia, garantiu-se que apenas as
células aderentes ao scaffold fossem analisadas. Em seguida, foi aplicada a solugdo de
tripsinizagdo sobre as amostras, num volume de 1 000 pl (suficiente para cobrir toda a
extensao da amostra), para que haja a dissociacao das células aderidas a mesma. De modo
a acelerar o processo, e a semelhanga do processo mencionado anteriormente, as placas
foram levadas para a incubag¢do nas condigdes padrdo, durante 3 a 4 minutos. De seguida,
e para a neutralizacao da tripsina, a solucao foi retirada dos pocos e colocada em tubos de
centrifugacdo devidamente identificados, juntamente com 2 000 ul de meio. Ainda na
placa de cultura, a amostra foi “lavada” com 1 000 ul de meio, e esse mesmo meio foi
adicionado ao tubo de centrifugagdo com o restante meio correspondente. Os tubos foram
centrifugados a 1 000 r.p.m. durante 5 minutos, € o sobrenadante foi descartado. Os pellets
celulares resultantes foram ressuspensos em 1 000 ul de meio, e 10 uL da suspensao
celular foi alicotada num tubo eppendorfde 500 ul, juntamente com 10 pl de corante azul
de tripano. O contetdo do tubo de eppendorf foi homogeneizado, distribuido em ladminas
de contagem devidamente identificadas, onde posteriormente foi conduzida a contagem
através da maquina de contagem celular.

A maquina automatizada de contagem celular "Cell Count" (Thermo Fisher
Scientific, Countess3 FL), permite também a avaliagdao da viabilidade celular. O aparelho
utiliza a luz e a fluorescéncia para um processamento automatico e preciso da contagem
e da viabilidade celular. As caracteristicas fluorescentes, permitem que o aparelho
identifique o corante nas células ndo vidveis e a luz, por sua vez, ¢ utilizada para iluminar
as células, tornando possivel a sua contagem.

Para uma maior certeza estatistica, foram realizados dois ensaios para cada linha

celular, sendo cada ensaio constituido por triplicados técnicos de cada configuragado a ser

estudada (Figura 9).
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Figura 9- Disposi¢ao das amostras ortogonais nas placas, para os ensaios de adesao.
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Os scaffolds revestidos, foram também testados in vitro. No sentido de se obter
um revestimento estéril, foi necessario recorrer a preparacdo do mesmo numa camara de
fluxo laminar. Em seguida, e de modo a esterilizar a solugdo, a solugdo foi autoclavada a
120 °C, num ciclo de 3 horas. Posteriormente, o scaffold foi imerso e deixado secar na
estufa numa placa de petri isolada por 48 horas, como mencionado no procedimento do
revestimento anteriormente descrito (3.3- Revestimento de scaffolds). Contudo, devido a
limitagdes temporais, ndo foi possivel obter resultados conclusivos que permitissem uma

comparacao direta dos efeitos do revestimento nas amostras.

3.6 Analise estatistica

Para uma melhor interpretacao dos resultados obtidos nos ensaios de compressao
e de citotoxicidade do PLA, estes foram analisados de forma a determinar a existéncia de
diferengas estatisticamente significativas entre si. Neste ambito, foi utilizado o teste de
significincia ANOVA em conjunto com o teste ndo paramétrico de Bonferroni, para
determinar a existéncia de diferengas significativas entre os ensaios de compressao das
varias configuragdes, uma vez que os graficos e desvios padrdo, ndo seriam suficientes.
Para além disso, foi ainda realizado o teste estatistico student’s t-test, para determinar a
significancia da diferenca das absorvancias obtidas nos ensaios de viabilidade celular, no

estudo da citotoxicidade do PLA.
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4. Resultados e discussao

4.1 Caracterizacao dos materiais de partida

4.1.1 Filamento de PLA

O processamento por FFF requer uma temperatura de processamento acima da
temperatura de fusdo do polimero, permitindo que o polimero flua, mas inferior a
temperatura de decomposi¢cdo. Estas temperaturas -caracteristicas dependem da
viscosidade, natureza, grau de polimerizagao e aditivos no polimero, ¢ sdo essenciais para
a extrusdo (Duty et al., 2018). O sucesso do processo da FFF depende, portanto, do PLA
utilizado, na medida em que este afeta as condi¢des de processamento (temperatura,
pressao, diametro do noozle) escolhidas (Hsu & Reber, 1999).

A Figura 10 mostra o efeito da temperatura de processamento do material. O
filamento comercial foi primeiro submetido a aquecimento até 300 °C (Figura 10a, linha
1), a respetiva curva térmica apresenta dois picos endotérmicos correspondentes
respetivamente a transi¢do vitrea, com inicio a aproximadamente 61 °C (méaximo do pico
a aproximadamente 64 °C), e a fusdo de cristalites com inicio aos 149 °C (maximo a
aproximadamente 157 °C). Note-se que o PLA comercial testado tem historia térmica
anterior, resultante da extrusdo da matéria-prima polimérica (geralmente em granulos) na
forma de filamento. A existéncia de um pico de fusdo indica que o arrefecimento a partir
dessa temperatura foi suficientemente lento para ocorrer algum rearranjo das cadeias
(Miiller et al., 2014). Este ensaio mostra também que para temperaturas superiores a 204
°C a curva térmica apresenta alguma instabilidade, e que a 247 °C existe um pico
exotérmico relacionado com a degradacdo do polimero. Assim, a temperatura de
processamento indicada pelo fabricante parece ser demasiado elevada, podendo levar a
degradacao das cadeias poliméricas e a diminui¢do de desempenho mecanico do polimero
(Lim et al., 2010). Uma nova amostra de filamento comercial foi depois testada até 225
°C e reaquecida (Figura 10a, linha 2), para avaliar o efeito do perfil térmico imposto aos
scaffolds durante FFF. A nova curva mostra auséncia total de picos, o que indica que o
polimero se tornou amorfo. Como este reaquecimento reproduz a histdria térmica do
filamento apdés aquecimento a temperatura de FFF, ¢ de esperar que os scaffolds
produzidos tenham também estrutura amorfa ap6s a impressao.

As curvas térmicas para os scaffolds (Figura 10b) sdo semelhantes a curva

representada a vermelho, para filamento comercial na Figura 10a, apresentando dois picos
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endotérmicos correspondentes respetivamente a transi¢ao vitrea (com inicio a
aproximadamente 60 °C para ambas as geometrias) e a fusdo de cristalites (com inicio a
aproximadamente 148 °C para ambas as geometrias). Estes valores sdo semelhantes aos
encontrados para o filamento comercial. No entanto, a temperatura de degradacao (pico
exotérmico) € de 220 °C nos scaffolds ortogonais (Figura 10b, linha 1) e de 223 °C nos
scaffolds isométricos (Figura 10b, linha 2). Estes valores sdo inferiores aos 247 °C
determinados para o filamento comercial (Figura 10a, linha 1), sugerindo que a extrusdo
de scaffolds com geometria complexa resulta na degradacao e encurtamento das cadeias

poliméricas.
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4.1.2 Revestimento de Alginato de Sodio

As imagens das Figuras 11a, 11b e 11c, com ampliacdes de 200x, 500x e 1 000x,
respetivamente, dizem respeito as imagens SEM do revestimento de alginato de sddio em
forma de filme. A caracteristica mais marcante nestas imagens, baseia-se na superficie
aparentemente rugosa e irregular, sem quaisquer padrdes especificos. Esta rugosidade
pode ser atribuida a distribuicdo ndo homogénea do alginato ao longo do filme. As regides
mais claras indicam 4reas com uma maior concentragao de particulas de alginato de sodio.
Esta distribuicao desigual leva a formagao de irregularidades na superficie do material,
contribuindo assim para o aumento da rugosidade do filme (Adao et al., 2024). Para além
disso, e a semelhanca do observado por Adao et al., (2024) aquando da analise SEM de
filmes de alginato e i-carragenano, podemos fundamentar a irregularidade da superficie

pelo processo de arrefecimento ao qual o filme foi exposto. Ao arrefecer, hd uma
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tendéncia para a contracao do filme, resultado na superficie rugosa observada (Adao et

al., 2024).

Figura 11- SEM do revestimento em forma de filme, a) filme com ampliagdo 200x, b) filme
com amplia¢do 500x, ¢) filme com ampliagdo 1000x.

Para a avaliagdo do comportamento reoldgico da solugdo de revestimento, foram
obtidos dois graficos (Figura 12). O primeiro grafico (Figura 12a), apresenta a relagdo
entre a tensdo de corte e a taxa de corte, evidenciando o comportamento pseudopléstico
do material, com um comportamento tipico de um fluido ndo newtoniano. Este
comportamento ¢ ideal, pois permite que a aplicacdo do revestimento seja efetivada de
uma forma mais facil, mas que adira bem a superficie e ndo escorra durante o processo
de secagem das amostras. Nos materiais pseudoplasticos, a medida que induzimos
movimento no fluido (levando a um aumento da taxa de corte), a sua viscosidade diminui,
facilitando a penetragdo do revestimento nos poros da amostra. Assim, ao imergi-lo no
fluido, o movimento reduz a viscosidade, permitindo que o revestimento adira a estrutura
tridimensional. Quando a amostra ¢ retirada, a falta de movimento faz com que a
viscosidade suba novamente, e que o fluido tenha menos tendéncia a escorrer sobre a
amostra aquando da secagem.

Numa analise a literatura, os resultados obtidos estio de acordo com o descrito,
nomeadamente por Comaposada et al., (2015). Estes autores caracterizaram diferentes
concentragdes de alginato de sddio em filmes, para o revestimento de linguicas
fermentadas. Aquando do estudo da viscosidade, Comaposada et al., (2015) mencionam
que a solucdo apresenta um comportamento pseudopléstico.

A variacao da viscosidade com a taxa de corte, por sua vez, esta representada na
Figura 12b, e ¢ obtida através da divisdo da tensdo de corte pela taxa de corte. A
viscosidade da solu¢do de revestimento, variou entre 400 ¢ 150 mPa.s. Além disso,

verifica-se uma reducdo da viscosidade com o aumento da taxa de corte (tal como
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esperado), o que confirma que o fluido se torna menos viscoso quando esta em

movimento.
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Figura 12- Ensaios reologicos; a) relagdo entre tensdo de corte e taxa de corte durante o ensaio;
b) relagdo entre viscosidade e taxa de corte na solugdo de revestimento.

A Figura 13 apresenta a evolugdo do angulo de contato ao longo do tempo para o
revestimento na forma de filme. Inicialmente, observa-se uma reducao acentuada do
angulo de contato, indicando que a superficie interage de forma favoravel com a agua,
sugerindo uma boa molhabilidade. Ap6s os 5 segundos, o angulo de contato atinge um
ponto de estabilizagdo. O valor médio do angulo de contato, apds essa estabilizagdo, ¢ de
31,46°, com um desvio padrao de 3,9°, o que, segundo Menzies’s, K. L., & Jones, L. W.,
(2010) retrata uma superficie hidrofilica. Este artigo defende que adngulos de contato
abaixo de 90°, sdo caracteristicos de superficies que apresentam boa afinidade com a agua.
Yu et al., (2024) fabricaram e caracterizaram filmes de alginato de sodio para o
revestimento de frutas (com uma concentracao de alginato de aproximadamente 1,67%),
obtendo um angulo de contacto de 33,2°, corroborando assim as medic¢des obtidas.

70
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20
10

Tempo [s]
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Figura 13- Ensaio de molhabilidade por angulo de contacto no revestimento em forma de filme;
a) angulos de contacto médios ao longo do tempo; b) imagens da deposi¢cdo da gota na superficie
do scaffold ao longo do tempo e representacao esquematica da medicao do angulo de contacto.
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4.2 Caracterizacao dos scaffolds

Os scaffolds passaram por uma caracterizagdo detalhada para garantir a sua
viabilidade e eficiéncia em aplicacdes de ET. Segue-se a descri¢do e discussdo dos

resultados obtidos pelos ensaios realizados, bem como a sua comparagao com a literatura.

4.2.1 Morfologia dos scaffolds

A analise morfologica da superficie das amostras foi observada através de técnicas
como a microscopia estereoscopica € a microscopia eletronica de varrimento.

Através do microscopio 6tico, foi realizada uma analise global das superficies
superiores ¢ laterias de todos os scaffolds. Como exemplo, apresentam-se de seguida os
resultados obtidos para as configuracdes Orto40 e 2xIso40 (Figura 14).

Nas Figuras 14a e 14d, com ampliacdo de 0,8x, observamos as amostras Orto40 e
2xIs040, respetivamente. Em ambas as amostras, os filamentos apresentam uma
espessura aparentemente uniforme ao longo da sua extensao, o que indica um processo
de impressao 3D uniforme e boa reprodutibilidade dos resultados. Além disso, os poros
dos scaffolds aparentam ser uniformes em qualquer uma das configuragdes, € os pontos
de apoio aparentam ser coincidentes, sendo que este ¢ um fator essencial na estabilizagdo
da estrutura.

Nas imagens com amplia¢do de 2x (Figuras 14b e 14e) € possivel verificar com
maior detalhe a espessura dos filamentos, que continua a ser bastante uniforme. A
regularidade dos poros ¢ mantida em ambas as amostras, sendo os espagos entre os
filamentos bem definidos e homogéneos.

As Figuras 14c e 14f, mostram a vista lateral das amostras. Nesta perspetiva, nao
nos ¢ possivel distinguir a geometria especifica, mas ¢ clara a diferenca entre a deposigdo
em camada Unica e dupla-camada. Nas amostras de camada Unica, os filamentos alteram
a sua orientagdo de camada para camada, fechando os poros laterais do scaffold, enquanto
que na configuragdao de dupla-camada, a dimensao lateral dos poros aumenta, como

consequéncia das duas camadas depositadas antes da mudanga de orientagao.

36



TECNOLOGIA SETUBAL

ESCOLA SUPERIOR - POLITECNICO SETUBAL

Figura 14- Microscopia esterecoscopica; a) Orto40 com ampliacdo 0,8x; b) Orto40 com
ampliagdo 2x; c¢) Orto40 vista lateral com ampliagdo 1,5x; d)2xIs040 com ampliagdo 0,8x;
e) 2xIs040 com ampliacdo 2x; f) 2xIs040 vista lateral com ampliagdo 1,5x.

Na andlise SEM, foram observadas as configuracdes Orto40 (Figuras 15a, 15b e
15¢), Orto40R (Figuras 15d, 15¢ 15f), Iso40 (Figuras 15g, 15h e 15i) e [so40R (Figuras
15j, 15k e 151), com ampliagdes de 50x a 2 000x.

As imagens com menor ampliagcdo (50x), especificamente as Figuras 15a, 15d,
15g e 15j, revelam uma certa irregularidade na espessura dos filamentos, que, através das
observagdes anteriores, em microscopia estereoscopica, ndo foi identificada. No entanto,
de uma forma geral, observa-se que a deposicdo de material é bastante regular. Os
espacamentos entre os filamentos, a direcdo de deposicdo e a homogeneidade da
impressao como um todo, indicam um controlo adequado do processo de impressao, e
consequentemente permitem afirmar que se trata de uma estrutura consistente.

Nas imagens das amostras com revestimento, ¢ possivel identificar claramente a
sua presenga, especialmente na Figura 15f. A fina camada observada no centro de ambas
as imagens, aparenta ser o revestimento de alginato. Além disso, nota-se que essa camada
apresenta algumas irregularidades na sua superficie (semelhante a bolhas), sendo notdria
a diferenca entre os dois materiais observados. Essas imperfei¢cdes podem ser atribuidas
a particulas de alginato que nao se dispersaram de forma homogénea pelo revestimento.
Na Figura 151, também ¢ possivel observar a mesma fina camada, desta vez num plano
mais inferior.

Algumas imagens, especialmente das Figuras 15b, 151, 15] e com mais evidéncia

na Figura 15m, mostram defeitos na impressao do filamento. Estes podem ser resultado
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de residuos acumulados no nozzle da impressora, que foram transferidos para o filamento
durante o processo de impressdo. Nas imagens da amostra Iso40, especificamente nas
Figuras 15g e 15h), as imperfei¢des observadas nos filamentos podem ser causadas pela
deposicao do filamento na cama de impressao, associadas a um arrefecimento mais lento

nessa area de contacto.

Orto40

Orto40R

Iso40

Iso40R

n) 0)
Figura 15- SEM das amostras; a) Orto40 com ampliacdo 50x; b) Orto40 com ampliacdo 150x;
¢) Orto40 com ampliagdo 1 000x; d) Orto40R com ampliacdo 50x; e) Orto40R com ampliagdo
150x, f) Orto40R com ampliagdo 1 000x; g) Iso40 com ampliacdo 50x; h) Iso40 com ampliagdo
150x; 1) Iso40 com ampliacdo 1 000x; j) [so40R com ampliacdo 50x; k) [so40R com ampliagéo
150x; 1) Iso40R com ampliagdo 1 000x; m) Falhas microscopicas na impressao; n) Anélise da
espessura do filamento no software ImageJ; o) Analise da area dos poros no software Image.J.
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O software ImageJ (Figuras 15n e 150) permitiu uma quantificacdo mais exata da
espessura do filamento e da area aproximada dos poros. As Figuras 15a, 15b, 15g e 15j
permitem determinar a espessura do filamento, sendo o seu valor esperado de 400 pm
(igual ao diametro do nozzle da impressora). Ao serem analisadas pelo software, percebe-
se que o filamento varia entre 304 um e 420 um. A variagdo da espessura do filamento,
pode ser causada por fatores irregulares durante o processo de fabrico, como variagdes na
temperatura ou na velocidade de deposi¢cdo e extrusdo. Nao obstante, a média destes
valores ¢ de aproximadamente 362 + 58,0 um, um valor 9,5% inferior ao valor esperado.

No que toca a area dos poros, esta foi analisada nas Figuras 15a e 15d, para a
configurag¢do ortogonal, e nas Figuras 15g e 15k, para a configura¢ao isométrica. Numa
média das medicdes, obteve-se uma area de 458 060 £+ 22 853,6 um? para as amostras
Orto40, e uma 4rea de 100 004,2 + 10 127,9 um? para as amostras [so40. Com recurso a
Tabela 9, em anexo, considera-se que, para a configuracdo Orto40, a area esperada seria
de 360 000 um?, e para a configuracao Iso40 de 92 000 um?. Ao relacionar estes valores,
¢ possivel constatar que houve um aumento da area dos poros, quando comparada com a
area esperada. Este aumento ¢ consequéncia da diminuigao da espessura do filamento, em

relacdo ao valor teorico.

4.2.2 Angulo de contacto

Zarei et al., (2024), defendem que o PLA ¢ pouco polar, indicando que a sua
superficie ¢ predominantemente hidrofobica. A Tabela 2 corresponde aos angulos de
contacto de cada configuragdo, sendo que o maior angulo de contacto ¢ observado na
amostra da configuracao Orto50 (145,94°), o que indica que se trata da superficie mais
hidrofébica. Em contrapartida, a configuragao Iso30 apresenta o menor angulo de contato
(91,52°), o que a torna a mais hidrofilica, com maior afinidade pela d4gua (Menzies’s, K.
L., & Jones, L. W., 2010). Apesar da molhabilidade da amostra ser dependente do
filamento, que ¢ comum a todas as configuracdes, € possivel verificar um aumento
gradual do angulo, a medida que a porosidade aumenta. Assim, e tendo em conta que a
gota tem mais pontos de apoio na superficie da amostra, as configuracdes mais
hidrofobicas sdo as configuracdes que tém uma maior densidade, independentemente da

sua geometria.

39



TECNOLOGIA SETUBAL

ESCOLA SUPERIOR - POLITECNICO SETUBAL

122,94 °

Figura 16- Ensaio de molhabilidade por 4ngulo de contacto nos scaffolds ao longo do tempo.

Tabela 2- Angulos de contacto médios medidos para as diferentes amostras de scaffolds sem

revestimento.
Configuracio Orto30 | Orto40 Orto50 Is030 Iso40 Iso50
Angulo de contacto 118,1° 130,1° 145,9° 91,5° 115,0° 134,6°

No que toca as amostras com revestimento, ndo foram registados valores
concretos. Ao depositar a gota, em vez da mesma permanecer suspensa, esta espalhou-se
na superficie e foi enviada para o interior dos poros do scaffold, fazendo com que fosse
impossivel a medicdo deste angulo. Esta rdpida dispersdo deve-se as propriedades
hidrofilicas obtidas pelo scaffold, apdés o seu revestimento. A hidrofilicidade do
revestimento foi demonstrada pelo calculo do angulo de contacto no revestimento em
forma de filme (31,46° + 3,9°), comprovando assim que o revestimento contribuiu na

melhoria da superficie das amostras.

4.2.3 Densidade

Como descrito no capitulo 3, a densidade aparente foi calculada com base na
massa € no volume geométrico das amostras (Tabela 10, em anexo). Através deste
parametro, é-nos possivel determinar a porosidade total das amostras, sendo a mesma
calculada através da seguinte equagdo, onde a densidade teodrica ¢ a densidade do material,

fornecida pelo fabricante (1,25 g/cm?).

(&)

densidade aparente
P =100 x (1 — - — )
densidade teodrica

O célculo e a média da porosidade total das amostras sem revestimento foram
calculados e representados na Figura 17.

Através da analise desta figura, € possivel perceber que, para todas as
configuragdes, a porosidade real € superior a porosidade previamente esperada, aquando

da impressao das amostras. E ainda possivel perceber que a medida que a porosidade
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esperada diminui, aumenta a diferenga entre este valor e a porosidade determinada. A
maior diferenga obtida chegou aos 10%.

Também para as configuragcdes com revestimento, as porosidades obtidas (Tabela
3), tanto ortogonais quanto isométricas, foram superiores aos valores esperados. Desta
vez, a diferenga mais significativa foi de apenas 6%.

As diferengas observadas podem ser justificadas pelo facto da espessura do
filamento (360 um, medida através da andlise no software ImageJ) ser inferior a espessura
esperada (400 um, didmetro do nozzle da impressora). De facto, para uma configuragao
com uma porosidade esperada de 50%, uma redug@o de 40 um na espessura do filamento,
conduz a um aumento de 5% na porosidade do scaffold.

Desta forma ¢é possivel afirmar que os valores elevados de porosidade obtidos, estdo de

acordo com a morfologia dos scaffolds.
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Figura 17- Comparacdo da porosidade total obtida, com a porosidade esperada.

Tabela 3- Porosidade total obtida, com a porosidade esperada nas amostras com revestimento.

Configuragéo Orto30R Orto40R Orto50R | 2xOrto30R | 2xOrto40R | 2xOrto50R

Porosidade total | 70% +0% 60% £2% 56% £1% | 66% £1% 61% +1% 54% £0%

Configuracgao 1s030R 1s040R I1s050R 2x1s030R 2x1s040R 2x1s050R

Porosidade total 68% +3% 61% +1% 55% +0% 68% +2% 62% +0% 55% +2%

Como descrito, a densidade de Arquimedes € obtida através do método de Arquimedes
(Tabela 11, em anexo). A porosidade fechada, por sua vez, ¢ obtida através da seguinte

formula:

(C))

densidade de ArquimedeS)

P =100 x (1 -
00 densidade tedrica
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Esta porosidade consiste nos poros que existem no interior da estrutura, mas que
ndo tém ligagdo com o exterior. Assim, sao os poros internos que ndo tém capacidade de
estabelecer qualquer tipo de trocas com o meio externo, € por isso ndo devem ser
considerados aquando do estudo da porosidade de um scaffold.

As Tabela 4 e 5 mostram a porosidade fechada obtida para as configuragdes sem
revestimento e com revestimento, respetivamente. Numa comparagao geral, ¢ possivel
constatar que as tabelas t€ém comportamentos opostos. Na Tabela 4, a medida que a
porosidade esperada da amostra diminui, a porosidade fechada também diminui, enquanto
que, na Tabela 5, a tendéncia ¢ contraria.

Com o estudo do angulo de contacto, ¢ percetivel que o PLA é um material
hidrofébico, e por isso, a 4gua pode ter mais dificuldade em penetrar nos poros, deixando
assim algumas bolhas de ar presas nos mesmos. Estas bolhas de ar podem ser refletidas
como porosidade fechada aquando do estudo da densidade de Arquimedes, sendo assim
notada a diminui¢do da mesma aquando da diminui¢do da porosidade. Os poros de
maiores dimensdes, vao conter bolhas de ar de maiores dimensdes, e assim, apresentar
uma porosidade fechada mais elevada (Tabela 4).

A tendéncia observada na Tabela 5, por sua vez, pode ser explicada pelo efeito do
revestimento, que, ao ser aplicado, pode fechar alguns poros, transformando-os em
porosidade fechada. Para além disso, a superficie ¢ mais hidrofilica, e por isso ¢ obtido o
efeito contrario as amostras sem revestimento.

Por fim, podemos ainda constatar que em ambas as tabelas, foram obtidos valores

reduzidos, o que mostra a eficiéncia do processo de impressao e de revestimento.

Tabela 4- Porosidade fechada das configuragdes sem revestimento.

Configuragéo Orto30 Orto40 Orto50 | 2xOrto30 | 2xOrto40 | 2xOrto50
Porosidade fechada | 5% +1% | 4% +0% | 3% +1% | 5%+ 1% 3% £1% | 1% +3%
Configuragéo 15030 1s040 15050 2x1s030 2x1s040 2x1s050
Porosidade fechada | 5% +3% | 4% £1% | 3% +£0% | 4% +2% 3% £1% | 2% + 0%
Tabela 5- Porosidade fechada das configuragdes com revestimento.
Configuragéo Orto30R | Orto40R | Orto50R | 2xOrto30R | 2xOrto40R | 2xOrto50R
Porosidade fechada | 2% +1% | 4% £1% | 5% £0% 2% +2% 3% £2% 8% £1%
Configuracéo 1s030R 1s040R 1s050R 2x1s030R 2x1s040R 2x1s050R
Porosidade fechada | 5% +1% | 6% +4% | 7% £4% 4% +3% 5% +1% 6% £1%
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4.2.4 Ensaios mecanicos

A partir das curvas tensdo-extensao da Figura 18, foram extraidos dois parametros
fundamentais: a rigidez aparente a compressao e a tensdo de cedéncia. Como referido, a
rigidez aparente a compressao foi determinada pela média dos declives obtidos da parte
inicial da curva (Figura 18b) e a tensdao de cedéncia foi identificada como a média dos

pontos em que a curva sofre uma quebra.

e FEnsaion. 1 Ensaio n. 2 ess=Ensaion. 3 e FEnsaio n. 1 Ensaio n. 2 ess==Ensaion. 3
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Figura 18- Ensaios de compressdo; a) curva tensao-extensao; b) zona elastica da curva tensao-
extensao.

Ao analisar a evolugdo da rigidez aparente e da tensdo de cedéncia para as
diferentes configuracdes testadas (Figura 19) ¢ possivel fazer uma andlise comparativa
entre os varios parametros de fabrico utilizados.

No que respeita a comparagdo entre porosidades, como seria de esperar, as
amostras com menor porosidade exibem maior rigidez. Concretizando, verificou-se que
as amostras Orto30 (192 MPa) e Iso30 (176 MPa) tém uma rigidez inferior em relagdo as
outras configuragdes, demonstrando, que uma porosidade mais elevada (70%), resulta
numa estrutura menos resistente e consequentemente menos rigida. Numa analise
estatistica, tanto a comparagdo entre Orto30 e Orto40 (294 MPa), como a comparagdo
entre [s030 e Iso40 (244 MPa), os testes resultaram numa diferenga significativa entre as
duas porosidades com um valor de p = 0,0002. Da mesma forma, tanto a comparagao
entre Orto30 e Orto50 (353 MPa), como a comparagao entre Iso30 e Iso50 (311 MPa),
resultou numa diferenca significativa na rigidez entre estas configuragdes, com um valor
de p <0,0001.

Relativamente a comparagdo entre geometrias, as amostras ortogonais

demonstraram uma rigidez superior as isométricas. Por exemplo, Orto30 apresentou uma
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rigidez superior a Iso30, e o mesmo padrao foi observado nas comparagdes entre Orto40
e Iso40, bem como entre Orto50 e Is050. Assim, entende-se que a geometria ortogonal
proporciona uma estrutura com superior rigidez aparente & compressdo € superior
resisténcia mecanica. Estes valores podem ser fundamentados com recurso a analise
térmica realizada, pois € possivel aferir que o pico de degradacdo da configuracao
isométrica, ¢ ligeiramente inferior (de aproximadamente 3 °C) quando comparado ao pico
de degradacdo da configuracdo ortogonal. Estes resultados sugerem que a extrusdo de
scaffolds com geometria mais complexa, resultam na degradacdo e encurtamento das
cadeias poliméricas, indicando que a configuragdo isométrica tem propriedades
mecanicas mais baixas.

Por fim, n3o foram obtidas variacdes significativas na rigidez entre as
configura¢des de camada tinica e dupla camada, independentemente da densidade ou da
geometria. A observacdo da Figura 19, juntamente com os desvios padrio apresentados,
indica que a diferenga entre estas duas configuragdes ¢ minima, sugerindo que a adi¢do
de uma camada extra ndo contribui de forma substancial para o aumento da rigidez das
amostras. De forma a confirmar esta ndo significancia, os resultados mostraram que a
diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,9999) entre as configuracdes
camada tnica e dupla camada. Como referido, Moroni et al., (2006) e Ruiz-Cantu et al.
(2016) corroboram os resultados obtidos, defendendo que configuragdes com duas
camadas repetidas possuem modulos de elasticidade semelhante aqueles com camadas
alternadas, pois o tamanho dos poros tem uma relagdo direta com as propriedades
mecanicas do scaffold obtido (Gleadall et al., 2018).

Confrontando os resultados obtidos com a literatura, Baptista & Guedes, (2021)
apresentam valores de rigidez aparente a compressdo mais elevados em relagdo aos
valores obtidos. Para a configuracdo 2xOrto30, foram obtidos 193 MPa, enquanto
Baptista & Guedes, (2021) relatam um valor significativamente mais elevado de 255
MPa. A mesma tendéncia ¢ seguida para 2xOrto50, com 351 MPa ao contrario dos 510
MPa no referido estudo de comparagdo. A diferenca entre o presente estudo e os
resultados obtidos por Baptista & Guedes, (2021) pode estar no esquema de impressao.
De acordo com Baptista & Guedes, (2021) as amostras foram impressas de forma
individual (uma de cada vez), enquanto no presente estudo, as amostras foram impressas
em grupo. E assim provavel que os gradientes de temperatura gerados durante o processo
de impressdo afetem o desempenho dos scaffolds produzidos. Além disso, através da

analise térmica, foi-nos possivel perceber que o PLA dos scaffolds tornou-se amorfo
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aquando da impressao. Baptista & Guedes, (2021), verificaram que os fabricos das suas
amostras resultaram num polimero com estrutura cristalina, sendo que esta caracteristica
parece conferir uma maior resisténcia as for¢as de compressao aplicadas as amostras. Em
suma, ¢ relevante referir que os varios estudos utilizam diferentes tipos de PLA, o que
resulta em caracteristicas e propriedades varidveis entre as amostras de cada estudo,
dificultando assim uma comparacao direta.

A tensdo de cedéncia (Figura 19b) das amostras segue exatamente o mesmo
comportamento observado no grafico da rigidez aparente. Assim como na rigidez, ndo se
observam variagdes significativas entre as amostras de camada unica e dupla camada.
Além disso, as amostras com maior densidade apresentam valores superiores de tensao
de cedéncia. Da mesma forma, as amostras com geometria ortogonal apresentam tensao

de cedéncia superior as isométricas para todas as densidades testadas.

Rigidez Tensao de cedéncia
400 14
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300 I I . z
—~10
250 I =
> 8 =
200 = I
T (]
o] 6 I
150 @
()
100 -4
50 2
0 0
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a) b)

Figura 19- Parametros dos ensaios de compressdo; a) Rigidez aparente a compressao; b) Tensao
de cedéncia das amostras de scaffolds

4.2.5 Testes de degradagao

Os testes de degradacao realizados, ao longo dos 50 dias, ndo apresentaram
variacoes significativas. Durante este periodo, as amostras nao sofreram uma degradagao
mensuravel ou significativa o suficiente para serem relatadas, sendo que os valores
obtidos estdo na margem de erro da balanga analitica de precisdo utilizada. Segundo Farah
et al., (2016), o PLA tem uma taxa de degradagao in vivo de 3 a 5 anos, pelo que se trata
de um processo de degradacdo relativamente lento. Assim, ao longo dos 50 dias, as

variagdes ndo foram significativas porque se trata de um periodo muito curto em relagdo
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ao tempo necessario para o PLA se degradar substancialmente. Ainda assim, foi possivel
observar uma reducao, ainda que muito pequena, na massa das amostras. Os calculos do
peso percentual das amostras, passados 50 dias, encontram-se representado graficamente

na Figura 24, em anexo.

4.2.6 Bioatividade

Para comprovar a bioatividade, conforme descrito por Kokubo & Takadama,
(20006) ¢ espectavel o aparecimento de fosfatos de calcio na superficie da amostra, apds a
exposicao ao SBF por 15 dias consecutivos. No entanto, nas condi¢des avaliadas, tanto
para as configuragdes com revestimento como para as sem revestimento, ndo foi possivel
identificar a formagdo destes compostos através da andlise SEM com o feixe de EDS
(Figura 25, em anexo). Este resultado pode estar relacionado a possiveis limitagdes na
composi¢ao do SBF produzido, ou até mesmo ao tempo de exposi¢ao das amostras, que
pode nao ter sido suficiente para a formacao e crescimento dos cristais na superficie do

scaffold.

4.3 Testes in vitro

4.3.1 Citotoxicidade do PLA

A citotoxicidade do PLA foi analisada através de ensaios de viabilidade celular,
apos a exposicao das células ao meio que esteve em contacto com o PLA. As linhas
celulares selecionadas, foram linhas epiteliais mamadrias, devido a auséncia de
osteoblastos em tempo util deste trabalho. Assim, optou-se por realizar uma anélise
empirica da viabilidade celular com as células MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB231.

A Figura 20 mostra um exemplo dos resultados obtidos pelo leitor de microplacas
SpectraMax. Aqui, o objetivo principal é a comparagdo entre os valores de absorvancia
obtido nos pogos das células controlo (suplementadas com o meio normal, representado
a verde), e os valores da absorvancia obtidos para as c€lulas suplementadas pelo meio em
contacto com o PLA (representado a vermelho).

Os valores de absorvancia lida nos pogos das células expostas ao PLA foram
normalizados em rela¢do ao controlo, sendo este considerado com 100% de viabilidade
celular. A normalizagdo dos resultados permite-nos uma comparagdo direta entre os
valores, reduzindo o impacto das variagdes experimentais.

Obteve se a viabilidade celular normalizada, com a seguinte equacgao:
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S Absorvancia PLA
Viabilidade celular (%) = — X 100
Absorvancia controlo

Em mais de metade dos pocos, as células expostas ao PLA mostraram uma
viabilidade acima de 100%, indicando um valor ligeiramente superior ao grupo de
controlo, sendo o maior valor obtido de 119, 97%. Em contrapartida, os valores de
viabilidade abaixo dos 100%, indicam uma reduc¢ao na viabilidade, sendo 76,81% o valor
mais baixo registado. Assim, e para todas as linhas celulares analisadas, ndo se observa
uma tendéncia de diminuicdo dos valores de absorvancia no grupo exposto ao PLA,
sugerindo que este material, aparentemente, ndo apresenta citotoxicidade.

Para uma confirmagao estatistica e mais concreta, as médias das absorvancias dos
grupos de controlo e do PLA (para cada linha celular) foram analisada pelo software
Graphpad, aquando de uma andlise estatistica através do student’ t-test. Percebe-se
assim, pela andlise da Tabela 6, que ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas.

Com os valores obtidos de normalizagdo e significancia estatistica, verifica-se que
o PLA utilizado na conformag¢do das amostras nao teve impacto negativo na viabilidade
das células. Assim, o material ¢ considerado ndo citotoxico e potencial para ser utilizado

na produgao de scaffolds, sendo por isso adequado para aplicagdes biomédicas.

Settings Information

Plate1 Endpoint
4 Absorbance
Lml 585
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 4 Flate Type
A | 0.026 | 0.032 | 0.016 | 0.033 | 0.019 | 0.037 | 0.003 | 0.016 | 0.004 | 0.019 | 0.021 | 0.029 96 Well Costar clear
B | 0.039 | 0.6088 | 0.6892 || 0.3785 | 0.3347 || 0.038 | 0.025 | 0.021 | 0.027 | 0.031 | 0.022 | 0.021 Height 14.3 mm
C| 0023 05992 0.5311 || 0.4277 | 0.396 | 0.043 | 0.030 | 0.032 | 0.005 | 0.039 | 0.037 I 0.028 4 More Settings
D | 0.045 03271 0.322 || 0.2274 | 0.2697 | 0.020 | 0.018 | 0.027 | 0.032 | 0.037 | 0.052 I 0.042 Shake 10s Orb., Med
E | 0.017  0.2638 | 0.3339 || 0.456 | 0.546 || 0.031 | 0.014 | 0.038 | 0.033 | 0.012 | 0.028 | 0.030 ReadOrder Row
F | 0.028 | 0.3784 | 0.3647 || 0.4186 | 0.3221 | 0.050 | 0.016 | 0.019 | 0.028 | 0.026 | 0.058 I 0.046
G | 0.037 0.5485  0.4976 || 0.3454 | 0.4526 | 0.046 | 0.031 | 0.037 | 0.042 | 0.033 | 0.021 | 0.032
H | 0.038 | 0.007 | 0.002 | 0.021 | 0.052 | 0.013 | 0.033 | 0.022 | 0.017 | 0.022 | 0.026 | 0.008 [ ——
SpectraMax i3x
Reduction Settings ROM v1. 6 bS7 11.06.2021
Optical Density Start Read : 14:50 07/06/2024

Wavelength Combination : 'Lm1l
Mean Temperature : 27.5°C

Figura 20- Layout do resultado do ensaio MTT da linha celular MDA-MB231.

Tabela 6- Resultados do teste student's t-test.

(©))

Controlo PLA t value p value signficant?

MCF-10A 0,4149+0,1222 | 0,4151 £0,1213 | -0,1332 0,8952 no, p > 0,05
MCF-7 0,5449 + 0,142 | 0,5444+0,1134 | 0,3892 0,7008 no, p > 0,05
MDA-MB231 | 1,3654+0,1121 | 1,3653 +£0,4145 | 0,1341 0,8945 no, p > 0,05
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Embora ndo tenham sido obtidas significancias estatisticas, ¢ importante destacar
a relevancia do controlo das varidveis experimentais, especialmente aquando de ensaios
bioldgicos, uma vez que estas sdo essenciais para a obten¢do de conclusdes mais concisas

e robustas.

4.3.2 Adesao celular

A semelhanca do ensaio anterior, os ensaios de adesdo e viabilidade celular foram
realizados com linhas celulares epiteliais mamadrias tumorais e ndo tumorais. As imagens
da Figura 21 ilustram a evolu¢do da cultura celular da linha MCF-7 no po¢o com uma
amostra Orto50, ao longo do tempo. Os registos foram realizados no inicio da cultura
celular (Figura 21a), apos 24 horas (Figura 21b), 48 horas (Figura 21c) e 72 horas (Figura
21d). No primeiro dia (Figura 21a), e logo apods a introducao das células no pogo, estas
distribuiam-se de maneira uniforme no fundo do mesmo. Apos 24 horas, ja é possivel
observar algum alongamento de algumas células, ainda que mantidas no fundo do pogo.
Passadas 48 horas (Figura 21c), ja é possivel observar o desenvolvimento, com um maior
nimero de células, e alguma adesdo ao filamento. Por fim, apds 72 horas (Figura 21d),
observa-se uma densidade celular ainda mais evidente, com um maior foco nas células

aparentemente aderidas ao PLA.

Figura 21- Imagens de microscopia da cultura celular nos scaffolds; a) Orto50 com ampliagao
40x apos 0 h; b) Orto50 com ampliagdo 20x ap6s 24 h; ¢) Orto50 com ampliacdo 10x apds 48 h;
d) Orto50 com ampliagdo 40x apo6s 72 h.

Por se tratar de uma imagem obtida num microscépio invertido, ndo sdo possiveis
garantias de que as células estariam aderidas ao filamento, como aparentam, podendo
apenas estar a ser observadas no fundo do pogo. Assim, estas células foram tripsinizadas
e contabilizadas, para que fosse possivel um tratamento dos dados.

Os graficos da Figura 22, representam os resultados obtidos pela countess,

aquando dos ensaios de adesdo celular das trés linhas estudadas. Como descrito, foi feita
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a cultura celular com 40 000 células/pocgo, sendo que cada pogo continha uma amostra e
o meio de cultura. Apds 72 horas de incubagdo, as amostras foram transferidas para novas
placas, de modo a que sejam apenas analisadas as células aderentes as mesmas.

Como descrito na legenda, as barras mais claras correspondem ao nimero total de
células (por mililitro) que ficaram aderidas ao scaffold, enquanto as barras mais escuras
correspondem a quantas dessas células estariam vivas. O objetivo principal deste ensaio,
¢ provar que as células aderem a superficie do scaffold.

E percetivel que a linha celular que reflete o maior nimero de células por mililitro,
¢ a linha celular MDA-MB231 (Figura 22c¢). Esta diferenca, prende-se pelo facto de ser
tratar de uma linha celular tumoral agressiva (triplo-negativo), e por isso, as células tém
uma maior capacidade de proliferacdo e crescimento. Quando comparamos as células
MCF-7 (Figura 22b) e MCF-10A (Figura 22c), percebe-se uma pequena superioridade
por parte das primeiras, por serem também de natureza tumoral. No entanto, ndo se trata
de um cancro altamente invasivo e, por essa razao, € ao ser comparado com as células
ndo tumorais, a diferenga nao parece ser significativa.

Ainda assim, os resultados obtidos sugerem uma clara diferenca entre as
configuracdes de dupla-camada em comparacdo as configuracdes de camada unica em
todas as linhas celulares estudadas. Esta diferenca pode ser atribuida ao facto de que, nas
configuragdes de dupla camada, os poros laterais sdo maiores, consequéncia da deposi¢ao
do filamento na mesma dire¢do antes da mudanga de dngulo. Esta caracteristica faz com
que as células consigam chegar de um modo mais eficaz ao interior do scaffold,
comportamento contrario as configuracdes de camada unica, onde os espagos entre as
camadas sao menos significativos.

No que diz respeito a densidade, observa-se um aumento no numero de células
aderidas, a medida que a densidade do scaffold aumenta. Este resultado pode ser
justificado pois uma maior densidade, implica uma maior quantidade de filamento na
amostra, € como tal, as células dispdem de mais superficie para aderir.

Na comparacdo entre as geometrias, os dados ndo indicam uma diferencga
significativa no comportamento celular, embora as configura¢des isométricas apresentem
valores de adesdo ligeiramente mais altos. Nesta configurag¢do, os filamentos estdo
dispostos de forma a cruzarem-se com maior frequéncia em comparagao com a geometria
ortogonal. Como os filamentos se intersetam mais, criam mais pontos de contacto e

superficies disponiveis, o que aumenta a possibilidade de adesao.
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Assim, e aparentemente, as configuragdes que apresentam resultados mais
promissores sdo as 2xIso50 e 2xOrto50, indicando que as densidades mais altas e as
configuracdes em dupla camada, oferecem melhores condicdes para a adesdo e
proliferagao celular.

Numa analise da viabilidade celular, os valores percentuais parecem relativamente
proximos entre si. No entanto, alguns resultados em especifico, (na configuracdo Orto30
para a linha MDA-MB231 e na configuragdo Iso30 para a linha MCF-10A) apresentam
viabilidades bastante reduzidas. Estas variacdes podem ser consequéncia de erros de
calculo, limitagdes do cell counter, da auséncia de duplicados biologicos e por fim, pela
nao otimiza¢ao do método.

E importante realgar que os resultados tém desvios padrio consideraveis, e os
erros de calculo, estimativas e a propria falta de precisao do cell counter, faz com que os
resultados ndo tenham quaisquer certezas estatisticas. Para além disso, nao foram
realizados duplicados bioldgicos, o que impossibilitou o teste em amostras biologicas
independentes. Os triplicados técnicos foram realizados por duas vezes, em dois ensaios
diferentes, para minimizar erros técnicos ou de manipulacdo, mas nao se mostraram
suficientes para estabelecer um desvio padrao baixo o suficiente, que permitisse uma
afirmacdo estatistica. Ainda assim, o PLA utilizado voltou a demonstrar nio ser
citotoxico, pelo que os valores de inviabilidade celular ndo sdo significativos quando
comparados com o numero de células aderidas.

Os scaffolds revestidos, de maneira estéril, foram também submetidos aos ensaios
in vitro. A cultura celular foi observada a microscopio, e foi percetivel a agregacdo de
algumas células a estrutura do scaffold, a semelhanca do observado na Figura 21 com os
scaffolds sem revestimento. Contudo, esta constatacdo ndo foi possivel de ser
quantificada, sendo que ndo sdo possiveis certezas estatisticas. O processo de
revestimento de maneira estéril, era demorado e complexo. Por isso, e pela contingente

do tempo, optou-se por estudar apenas os scaffolds sem revestimento.
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Figura 22- Resultados do ensaio de adesdo celular nos scaffolds; a) média do n° de células/ml e
do n° de células vivas/ml com a linha celular MCF-10A; b) média do n° de células/ml e do n°® de
células vivas/ml com a linha celular MCF-7; ¢) média do n° de células/ml e do n° de células
vivas/ml com a linha celular MDA-MB231.
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5. Conclusao

5.1 Sintese

Estudou-se a producdo e caracterizacao de scaffolds de PLA para a regeneragao
ossea. Foram utilizados dois tipos de geometria (ortogonal e isométrica) e trés densidades
(30, 40 e 50%), sendo ainda variadas as sequéncias de camadas (camada unica e dupla
camada). Para além disso, foi aplicado um revestimento de alginato de sddio para avaliar
o impacto do mesmo nas diferentes propriedades dos scaffolds.

As amostras foram impressas por FFF e foram caracterizadas morfologica, fisica,
quimica e mecanicamente. Através da manipulagcdo do G-code de um ficheiro em formato
.stl (desenhado em CAD), foram variados os pardmetros necessarios ao desenvolvimento
das diferentes configuracdes a estudar.

A andlise da morfologia foi realizada por microscopia estereoscopica e SEM, e
fez com que se confirmasse uma boa precisdo na impressao, com a consisténcia da
espessura do filamento e a uniformidade da area dos poros.

O revestimento de alginato de sodio, apresentou uma superficie hidrofilica, em
contraste com as amostras sem revestimento que apresentaram uma superficie
hidrofébica, conforme indicado pelos ensaios de molhabilidade.

Os testes mecanicos foram realizados para avaliar a rigidez aparente a compressao
e a tensdo de cedéncia das diferentes configuragdes. As amostras com maior densidade
mostraram uma rigidez aparente a compressao e tensao de cedéncia superior, em relagao
as restantes, reforcando que a densidade tem uma grande influéncia nas propriedades
mecanicas dos scaffolds. As diferengas entre as sequéncias de camadas e as geometrias,
também foram analisadas, apesar de ndo terem sido notadas diferencas que podem ser
consideradas significativas.

Os testes de densidade, quer geométrica quer de Arquimedes, possibilitaram o
estudo da porosidade total e fechada dos scaffolds, permitindo a comparacao destes
valores com os valores da porosidade esperada, definida aquando da impressao. Ainda
que superiores, as porosidades obtidas foram aproximadas as esperadas, revelando o bom
desempenho da impressao.

Os testes in vitro foram realizados através da cultura de trés linhas celulares
diferentes. Os resultados destes testes forneceram uma avaliacdo aparente da
citotoxicidade do PLA e do comportamento celular quando em contato com as amostras.

Com esta analise empirica, o estudo demonstrou que o PLA nio ¢ citotoxico, pelo que os
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valores de viabilidade celular obtidos, foram semelhantes ao grupo de controlo. Para além
disso, foram realizados testes de adesao celular, onde as células aderiram a superficie do
PLA, sendo posteriormente quantificadas.

Por fim, os ensaios em SBF ndo demonstraram os resultados esperados, sendo que
a peso percentual calculado nao alcangou valores mensuraveis ao longo dos 50 dias. Da
mesma forma nao foram detetados precipitados de fosfatos de célcio no filamento, e por

isso ndo foi possivel provar a bioatividade destas amostras.

5.2 Conclusoes

Os scaffolds produzidos mostraram resultados promissores, que nos permitem
concluir alguns aspetos aquando do estudo, avaliagdo e caracterizacdo dos scaffolds de
PLA, com e sem revestimento.

As observagoes realizadas por SEM e medic¢des no software ImageJ, confirmaram
a precisao e a eficacia da impressora utilizada na técnica FFF. A espessura do filamento
obtida, foi de 362 + 82,04 um, sendo este um valor 9,5% inferior ao valor esperado (400
um). Para além disso, a 4rea dos poros para ambas as geometrias, apresentaram pequenas
variacoes em relacdo aos valores tedricos, sendo que nas amostras Orto40, a area dos
poros obtida foi de 458 060 £+ 230 um? (para um valor tedrico 360 000 um?), enquanto
para as Iso040, a area foi de 100 004,2 + 107 um? (para um valor teorico de 92 000 um?).

Moroni et al., (2006) defendem que as caracteristicas fundamentais dos scaffolds
sdo a biocompatibilidade (os produtos de degradacdo devem ser ndo tdxicos), uma
estrutura porosa apropriada (facilitando a vascularizacdo do tecido) e propriedades
mecanicas (semelhantes as do tecido, preservando a estrutura do scaffold) (Moroni et al.,
2006). Com base nestas caracteristicas, pretendeu-se validar o método adotado. Os
ensaios de viabilidade celular demonstraram que o PLA é um material ndo citotdxico.
Estes resultados sdo promissores, pois indicam que o PLA utilizado, € proprio para a
producdo de scaffolds e para a sua aplicagdo neste contexto. Como complemento, os
ensaios de compressdo € os ensaios biologicos permitiram uma comparacgao direta dos
valores para as diferentes configuragdes estudadas.

Numa analise geral, os scaffolds com maior densidade demonstraram ter um
desempenho mecanico superior aquando dos ensaios de compressao, além de ter sido
observada uma maior quantidade de células aderidas. Ao comparar as geometrias, 0s
scaffolds ortogonais demonstraram melhores resultados de resisténcia mecanica a

compressao, em relagdo aos isométricos. No que toca a sequéncia de deposi¢dao de
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camadas, os scaffolds de dupla camada evidenciaram melhores valores na adesao celular,
possivelmente por possuirem poros laterias com maiores dimensdes, mas nao
apresentaram melhorias no desempenho mecanico, face aos de camada unica, como
expectavel.

Em suma, para as caracteristicas mecanicas, as configuracdes com maior rigidez
aparente a compressao sao as configuragdes Orto50 (353 MPa) e 2xOrto50 (351 MPa).
Por sua vez, as amostras com melhores valores de adesdo e viabilidade celular foram as
configuragdes 2x0rto50 (3,26 x 10* células/ml) e 2xIs050 (3,96 x 10* células/ml). Assim,
a configuracdo 2xOrto50 destaca-se como a amostra com as caracteristicas mais
apropriadas a substituicdo 0ssea, combinando a resisténcia mecanica, compativel com o
osso trabecular, com a adesao celular. As propriedades mecanicas obtidas aproximam-se
dos valores de rigidez encontrados no tecido trabecular, dependendo sempre do seu tipo
e da sua localizagdo (variacdo de valores de rigidez de aproximadamente 10 MPa a 500
MPa) (Van den Dolder et al., 2003). Conclui-se assim que, a configuragdo 2xOrto50
possui caracteristicas mecanicas adequadas para proporcionar o suporte necessario,
combinados com a boa adesao observada, demonstrando ser uma opg¢ao promissora para
aET.

O revestimento de alginato de sédio, por sua vez, contribuiu essencialmente para
a melhoria das propriedades de superficie do scaffold, como demonstrado pela medigao
do angulo de contacto do revestimento em forma de filme (31,46° + 3,9°). Pela obtengao
de um angulo de contacto inferior a 90°, a 4gua tende a espalhar pela superficie do
revestimento, indicando assim uma boa molhabilidade. Além disso, a aplicagdao do
revestimento mostrou ser eficaz e permanecer aderido a superficie, sendo que os ensaios
reologicos mostram uma solucdo de revestimento com um comportamento

pseudoplastico.

5.3 Perspetivas futuras

O trabalho de investigacdo realizado, forneceu perspetivas valiosas sobre a
producao e caracterizacao de scaffolds de PLA para a regeneragdo d6ssea. No entanto,
existem ainda campos que podem ser aprofundadas e trabalhados em futuras pesquisas.

A introdugdo de nanoparticulas bioativas, como a hidroxiapatite ou outros fosfatos
de calcio, no filamento de PLA (ou no revestimento) pode resultar numa melhoria das
propriedades mecanicas e biologicas do scaffold. Por exemplo, se for fabricado um

filamento de PLA com hidroxiapatite e B-tcp, através de uma extrusora, e de seguida, esse
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filamento for impresso por FFF, seriam conjugadas as propriedades mecanicas do PLA,
as propriedades bioldgicas e mecanicas dos fosfatos de célcio e a precisdo da técnica FFF.

E possivel ainda a avaliagdo de outras configuragdes geométricas, de forma a
abranger um maior leque de opg¢des. Seria um desafio, até conseguir especificar, por
exemplo, um tipo de configuragao especifico, para um tipo de osso especifico (com uma
localizagdo ou forma especifica). A impressdo 3D tem capacidade de desenvolver
estruturas personalizaveis e inovadoras, sendo por isso uma das maiores matérias de
estudo na regeneracao de tecidos.

No que toca aos ensaios bioldgicos, seria de elevado interesse o estudo da
interagdo destes scaffolds com células especificas do tecido 6sseo, tais como osteoblastos,
osteoclastos ou stem-cells mesenquimais. Assim, seria possivel uma avaliagdo mais
detalhada da eficacia destas estruturas na indugdo da osteogénese. A utilizacdo das linhas
celulares adequadas, replica de maneira mais realista o ambiente 6sseo, € vai fornecer
dados mais precisos da capacidade do scaffold para regeneragdo e proliferagdo dssea.

Como complemento, seria importante explorar de maneria mais profunda a
influéncia do revestimento de alginato de s6dio no comportamento celular. Seria
interessante investigar a incorporagdo de fatores de crescimento, outras componentes
bioativas (como o BMP-2) ou ides de calcio e fosfato, diretamente no revestimento. Com
esta estratégia, prevé-se que seja possivel promover uma melhor osteointegracdo e
proliferacdo celular.

A longo prazo, seria interessante a realizacdo de estudos in vivo, em modelos
animais, para uma avaliacdo do comportamento dos scaffolds em ambientes bioldgicos

complexos.
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Anexos

Tabela 7- Propriedades do PLA.

Propriedades quimicas:

Formula quimica (C3H402)n

Propriedades fisicas:
Densidade [g/cm?3] 1,252
Condutividade térmica [W/m°C] 1955 (a 109°C)

Propriedades mecénicas:

Resisténcia a tracao [MPa] 59
Moédulo de elasticidade [MPa] 3500
Moédulo elastico transversal [MPa] 1287
Coeficiente de poisson 0.36
Resisténcia a flexdo [MPa] 106
Dureza de rockwell [HR] 88
€ = B8 1nfill v
Walls
Wall Line Count 0 nfil Density > B

— Infill Line Distance 1.0

s Top/Bottom
Top Layers 0 Infill Pattern Lines R
Bottom Layers 0 Infill Line Directions 5 ez

a) b)

Figura 23- Pardmetros definidos no software CURA; a) retirar as paredes e as camadas
superiores ¢ inferior; b) definir a densidade ¢ a direcdo da deposicdo das configuragoes.
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Tabela 8- Reagentes utilizados na preparagao de SBF.

Ordem Reagentes Quantidades
1 NaCl 8,035 ¢
2 NaHCO; 0,355 ¢
3 KCl 0,225 ¢
4 K>HPO4. 3H,O 0,231 ¢g
5 MgCl, . 6H,O 0,331g
6 1.0m—HCI 39 ml
7 CaCl, 0,292 g
8 NaxSO4 0,072 g
9 Tris 6,118 g
10 1.0m—HC1 0-5ml

Tabela 9- Area tedrica dos poros.

Distancia entre filamentos (um)

Area dos poros (um?)

Orto30 1333,3 870 000
Orto40 1000 360 000
Orto50 800 160 000
1s030 1333,3 310 250
1s040 1000 92 000
1so50 800 23 000
Tabela 10- Calculo da densidade geométrica.
Orto30 Orto40 Orto50 2x0rto30 2x0rto40 2x0rto50
Densidade | 0,3505 0,4396 0,5329 0,3513 0,4230 0,5054
(g/mm?) +0,0066 | +0,0040 | +0,0044 +0,0055 +0,0056 +0,0287
1s030 1so40 1so50 2x1s030 2x1s040 2x1s050
Densidade | 0,3403 0,4497 0,5376 0,3330 0,4326 0,5257
(g/mm?) +0,0030 | +0,0039 | +0,0067 +0,0043 +0,0037 +0,0074
Orto30R | Orto40R | Orto50R | 2xOrto30R | 2xOrto40R | 2xOrto50R
Densidade | 0,3800 0,4974 0,5495 0,4268 0,4924 0,5780
(g/mm?) +0,0018 | +0,0085 | +0,0076 +0,0050 +0,0052 +0,0025
1so30R 1so40R Iso50R 2x1s030R 2x1s040R 2x1s050R
Densidade | 0,3988 0,4887 0,5679 0,3956 0,4794 0,5621
(g/mm?) +0,0112 | +£0,0029 | +0,0016 +0,0072 +0,0023 +0,0088
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Tabela 11- Calculo da densidade de Arquimedes.

Orto30 Orto40 Orto50 2x0rto30 2x0rto40 2x0rto50
Densidade | 1,1930 1,2060 1,2187 1,1935 1,2139 1,2376
(g/mm3) +0,0140 | +£0,0028 | +0,0099 +0,0112 +0,0174 +0,0355
1so30 1so40 1so50 2x1s030 2x1s040 2x1s050
Densidade | 1,1860 1,2018 1,2138 1,2003 1,2172 1,2219
(g/mm3) +0,0361 | +£0,0098 | +0,0050 +0,0250 +0,0181 +0,0023
Orto30R | Orto40R | Orto50R | 2xOrto30R | 2xOrto40R | 2xOrto50R
Densidade | 1,2270 1,1952 1,1883 1,2211 1,2114 1,1549
(g/mm3) +0,0149 | +0,0086 | +0,0055 +0,0184 +0,0149 +0,0204
Iso30R 1so40R 1so50R 2x1s030R 2x1s040R 2x1s050R
Densidade | 1,1832 1,1804 1,1587 1,2051 1,1926 1,1797
(g/mm3) +0,0152 | +£0,0160 | +0,0453 +0,0478 +0,0140 +0,0151
0,12% 0,25%
0,10% 0,20%
0,08% 0,15%
0,06%
0,10% I
0,04% I
0,00% . . 0,00%

Orto 30ROrto 40ROrto 50R 1s030R [s040R Iso50R

Dupla camada

Orto 30 Orto 40 Orto 50 1s030 Iso040 Iso50

Dupla camada
a) b)

Figura 24- Perda de peso percentual das configuragdes apds os 50 dias; a) configuragdes sem

B Camada Unica m Camada Unica

revestimento; b) configuragdes com revestimento.

1.25k

750

a) b)

Figura 25- Analise de particulas pela técnica de EDS; a) SEM da regido analisada; b) espetro
EDS.
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