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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Com o aumento das enfermidades que afetam o sistema musculoesquelético,
a regeneracao 0ssea se tornou um desafio clinico em casos de lesdes ou doencas
0sseas. Diante do avanco tecnoldgico e dos tratamentos disponiveis, os biomateriais
emergem como aliados essenciais no tratamento dessas lesdes, proporcionando
suporte estrutural e condicbes aprimoradas para a regeneracdo do tecido
comprometido. Nesta pesquisa, exploramos a producdo de hidrogéis a base de
alginato de sodio, incorporados com vidro bioativo em um sistema de liberacdo
controlada de medicamentos, que foram posteriormente impressos em 3D.
Avaliamos o comportamento desses materiais in vitro, com o objetivo de otimizar o
processo de osteogénese e futuramente do reparo 6sseo. A metodologia adotada
segue o Nivel de Maturidade Tecnoldgica (TRL/MRL), e os resultados obtidos
destacam a relevancia do estudo e producdo desses novos biomateriais. Os
hidrogéis impressos demonstraram a necessidade de investigacbes mais
aprofundadas, fornecendo informacdes cruciais sobre a biocompatibilidade e o
potencial osteogénico e reparador desses materiais. Essa pesquisa ndo apenas
contribui para a expansao do conhecimento cientifico, mas também abre caminho
para investigacfes clinicas mais aprofundadas sobre esses biomateriais inovadores.
Essa pesquisa esta relacionada com a area 3 da ODS.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

With the increase in diseases affecting the musculoskeletal system, bone
regeneration has become a clinical challenge in cases of bone injuries or diseases.
In the face of technological advances and available treatments, biomaterials are
emerging as essential allies in the treatment of these injuries, providing structural
support and enhanced conditions for the regeneration of compromised tissue. In this
research, we explore the production of sodium alginate-based hydrogels
incorporated with bioactive glass in a controlled drug delivery system, which were
subsequently 3D printed. We assessed the behavior of these materials in vitro,
aiming to optimize the bone repair process. The adopted methodology follows the
Technology Readiness Level/Maturity Readiness Level (TRL/MRL), and the obtained
results underscore the relevance of studying and producing these novel biomaterials.
The printed hydrogels have demonstrated the need for more in-depth investigations,



providing crucial insights into the biocompatibility and osteogenic/repair potential of
these materials. This research not only contributes to the expansion of scientific
knowledge but also paves the way for more in-depth clinical investigations into these
innovative biomaterials. This research is related to SDG 3.
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RESUMO

Grisante LAD. Hidrogel 3D incorporado com biovidro para sistema drug delivery:
caracterizacdo e estudo in vitro [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2024.

Atualmente ha diversos tratamentos para a osteoporose, porém a maioria deles
pode corroborar com o surgimento de outras complicacdes sistémicas, para isso é
de suma importancia o desenvolvimento de terapias locais, visando diminuir ou
eliminar os efeitos colateriais causados por medicamentos de uso oral. O objetivo
nesse projeto foi avaliar a influéncia de hidrogéis, com sistema drug delivery,
incorporados com particulas de vidro bioativo funcionalizadas com diferentes
medicamentos, na osteogénese in vitro. Particulas de vidro bioativo foram
sintetizadas e caracterizadas. Em seguida, foram funcionalizadas com os farmacos
raloxifeno e ranelato de estréncio usando a técnica sonoquimica. Hidrogéis de
alginato foram sintetizados e incorporados com as particulas funcionalizadas usando
impressdo 3D em dimensfes especificas. Os hidrogéis foram caracterizados por
microscopia eletrénica de varredura, analise de intumescimento e molhabilidade. Em
testes in vitro, os hidrogéis foram cortados em medidas menores e usados para
culturas de células para avaliar a atividade e diferenciacdo celular para osteogénese.
Células mesenquimais foram isoladas de ratas ovariectomizadas, diferenciadas em
osteoblastos e co-cultivadas com os hidrogéis. Viabilidade celular, conteido de
proteina total, atividade de fosfatase alcalina, morfologia celular e formacédo de
nodulos de mineralizacdo foram analisados em intervalos de tempo definidos. Os
dados quantitativos foram submetidos aos testes estatisticos de normalidade
Kolmogorov-Smirnov, seguidos pelo teste ndo paramétrico Kruskal Walis e teste
multiplo de Dunn, com nivel de significancia de 5%. A caracterizacdo morfolégica e
fisico-quimica evidenciou o sucesso da referida metodologia em confeccionar o
novo biomaterial. Nos testes in vitro, todos os grupos de hidrogéis impressos 3D
nao se mostraram citotoxicos e permitiram a diferenciacdo celular. A atividade de
fosfatase alcalina ndo apresentou diferenca entre os grupos. Por meio da analise da
morfologia celular por fluorencéncia direta foi possivel observar que em todos os
grupos com excessdo ao HBRx as células exibiam morfologia poligonal de forma
integra, todos os grupos apresentaram células aderidas na superficie dos materiais,
sendo que a maior quantidade de células foi observada no grupo hidrogel com vidro
bioativo incorporado com ranelato de estréncio. Na analise da formacédo de nodulos
de mineralizacdo, todos os grupos apresentaram a formacéo dos nédulos, exceto o
grupo HBRx. Os resultados evidenciaram sucesso na producao de todos 0S novos
biomateriais, HP, HB HBRx e HBSr tanto na sintese quanto na impressdo 3D,
conforme verificado nos testes de MEV, EDS e Raman, enquanto nos testes in vitro
0S grupos com vidro bioativo, em sua maioria, apresentaram resultados positivos
para o uso na engenharia tecidual. De modo geral hidrogéis impresso 3D com vidro
bioativo sem farmaco (HB) e incorporado com farmaco ranelato de estréncio (HBSr)
sdo os biomateriais que se mostraram mais promissores em comparagao aos
demais grupos.



Palavras chave: drug delivery; hidrogel; impresséao 3D; osteogénese; raloxifeno; estroncio.



ABSTRACT

Grisante LAD. 3D Hydrogel Incorporated with Bioactive Glass and Drug Delivery
System: Characterization and In Vitro Study [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2024.

Currently, there are several treatments for osteoporosis; however, most of them can
lead to the emergence of other systemic complications. Therefore, it is of utmost
importance to develop local therapies aiming to reduce or eliminate the side effects
caused by orally administered medications. The objective of this project was to
evaluate the influence of hydrogels with drug delivery systems incorporated with
bioactive glass particles functionalized with different drugs on in vitro osteogenesis.
Bioactive glass particles were synthesized and characterized. Subsequently, they
were functionalized with the drugs raloxifene and strontium ranelate using
sonochemical technique. Alginate hydrogels were synthesized and incorporated with
the functionalized particles using 3D printing in specific dimensions. The hydrogels
were characterized by scanning electron microscopy, swelling analysis, and
wettability assessment. In in vitro tests, the hydrogels were cut into smaller sizes and
used for cell cultures to assess cell activity and differentiation for osteogenesis.
Mesenchymal cells were isolated from ovariectomized rats, differentiated into
osteoblasts, and co-cultured with the hydrogels. Cell viability, total protein content,
alkaline phosphatase activity, cellular morphology, and mineralization nodule
formation were analyzed at defined time intervals. Quantitative data were subjected
to Kolmogorov-Smirnov normality tests, followed by non-parametric Kruskal-Wallis
and multiple Dunn tests, with a significance level of 5%. The morphological and
physicochemical characterization demonstrated the success of the methodology in
fabricating the new biomaterial. In the in vitro tests, all groups of 3D-printed
hydrogels were non-cytotoxic and allowed cell differentiation. Alkaline phosphatase
activity showed no difference among the groups. Through direct fluorescence-based
cellular morphology analysis, it was observed that cells in all groups except HBRx
exhibited intact polygonal morphology, with cells adhering to the material surfaces in
all groups. The highest quantity of cells was observed in the hydrogel group
incorporating bioactive glass with strontium ranelate. In the mineralization nodule
formation analysis, all groups showed nodule formation except for the HBRx group.
The results demonstrated successful production of all new biomaterials (HP, HB,
HBRx, and HBSr) in both synthesis and 3D printing, as verified by SEM, EDS, and
Raman tests. Meanwhile, in vitro testing showed that groups with bioactive glass
mostly exhibited positive results for tissue engineering purposes. Overall, 3D-printed
hydrogels with bioactive glass without drugs (HB) and incorporated with strontium
ranelate (HBSr) proved to be the most promising biomaterials compared to the other
groups.



Keywords: drug delivery; hydrogel; 3D printing; osteogenesis; raloxifene; strontium.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALP Fosfatase alcalina

BIOCERAM Laboratorio de Bioceramicas

BG Bioactive glass

CEUA Comité de Etica em Pesquisa em Animais

CONCEA Conselho Nacional de Experimentacdo Animal

EDS Espectroscopia por Energia Dispersiva
FTIR Infravermelho por transformada de Fourier
H Hidrogel

ICT Instituto de Ciéncia e Tecnologia

ITA Instituto Tecnoldgico de Aeronautica
MEV Microscopia Eletrénica de Varredura
mL Mililitro

mm Milimetro

MSCs Mesenquimais

PT Proteina total

Rx Raloxifeno

SFB Soro Fetal Bovino

Sr Ranelato de Estroncio (Strontium Ranelate)
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicaram por meio das analises de
caracterizagao e testes in vitro que o hidrogel impresso 3D incorporado ou ndo com
vidro bioativo e os farmacos raloxifeno e ranelato de estrdncio sdo promissores, uma
vez que ndo foram citotoxicos e permitiram a diferenciagdo celular. Em relacdo a
sintese do material, foi observado o sucesso nos grupos HP, HB HBRx e HBSr na
producao e impresséao, confirmado pelos testes MEV, EDS e Raman.

A incorporagdo do vidro bioativo no hidrogel se mostrou benéfica,
apresentando melhores resultados ao comparar com o hidrogel sem o vidro bioativo,
nos testes de fluorescéncia e de viabilidade celular.

Comparando todos os grupos, incorporados ou ndo com vidro bioativo com ou
sem a presenca dos farmacos, todos 0s grupos apresentaram resultados
adequados, com excec¢do ao HBRx. Com isso, tem-se que os hidrogéis impresso 3D
com vidro bioativo sem farmaco (HB) e incorporado com farmaco ranelato de
estroncio (HBSr) sdo os biomateriais que se mostraram mais promissores em
comparacao aos demais grupos, e podem trazer grandes impactos para a medicina

regenerativa, principalmente na regeneracao 6ssea.
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