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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A regeneracao 0ssea € um desafio clinico em casos de lesdes ou doencas ésseas, e
com o avancgo da tecnologia e dos tratamentos existentes, os biomateriais vém se
mostrando um aliado no tratamento destas injarias, oferecendo suporte estrutural e
melhores condi¢cdes para a regeneracao do tecido acometido. Nesta pesquisa, foi
avaliada a producéo de novos compdésitos, bem como seu comportamento in vitro e
in vivo visando a otimizacdo do reparo 0sseo. A metodologia segue o Nivel de
Maturidade Tecnldgica (TRL/MRL) e os resultados obtidos evidenciam o sucesso na
producdo desses novos biomateriais, bem como informacdes relevantes quanto a
biocompatibilidade e potencial osteogénico/reparador desses scaffolds. Esta
investigacdo contribui para a expansao do conhecimento cientifico, e permite futuras

investigacdes a nivel clinico dos biomateriais estudados.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Bone regeneration poses a clinical challenge in cases of bone injuries or diseases.
With advancements in technology and existing treatments, biomaterials have
emerged as allies in the treatment of these injuries by providing structural support
and improving conditions for tissue regeneration. This research aimed to evaluate the
production of new composites and their behavior in vitro and in vivo to optimize bone
repair. The methodology follows the Technology Readiness Level (TRL/MRL), and
the results obtained demonstrate the successful production of these new scaffolds,
as well as relevant information regarding their biocompatibility and osteogenic/repair
potential. This investigation contributes to the expansion of scientific knowledge and

enables future clinical investigations of the studied biomaterials.
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RESUMO

Fernandes MS. Andlise comparativa de novos compoésitos a base de polimero
associado a diferentes vidros bioativos: estudo in vitro e in vivo [dissertacdo]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2023.

O avanc¢o no campo da engenharia tecidual e biomateriais conduz ao aprimoramento
dos tratamentos e tecnologias ja existentes, visando otimizar a resolucao de injurias
e permitir tratamentos cada vez mais eficientes para a populacdo. Desta maneira, 0
objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar scaffolds de policaprolactona (PCL)
incorporadas com trés formulagdes diferentes de vidro bioativo, bem como avaliar a
influéncia destas na osteogénese in vitro e na neoformacédo éssea in vivo. Para isso,
foram obtidos quatro grupos experimentais: PCL (P), PCL incorporado com o vidro
bioativo 45S5 (P45), PCL incorporado com o vidro bioativo S53P4 (P53) e PCL
incorporado com o vidro bioativo 58S (P58). A sintese de todos os vidros foi
realizada pela rota Sol-Gel, os quais foram incorporados a solucdo de PCL
previamente a producdo dos scaffolds por meio do processo de eletrofiacao.
Posteriormente a caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica, os scaffolds foram
submetidas aos testes biologicos in vitro e in vivo. Na etapa in vitro, células da
medula Ossea obtidas de fémures de ratos foram isoladas e plagueadas com os
scaffolds, visando avaliar a influéncia destas na atividade e diferenciagéo celular na
osteogénese. Para 0 ensaio in vivo, 30 ratos Wistar foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para confeccdo de um defeito critico de 3,0 mm nas tibias
direita e esquerda para avaliacdo dos scaffolds. A eutanasia dos animais foi
realizada apos 4 semanas do procedimento cirdrgico, e as pecas foram submetidas
a analise histolégica, imuno-histoquimica (IHC), histomorfométrica e ao teste
biomecanico de flexdo de trés pontos. Os dados obtidos foram estatisticamente
analisados pelo teste ANOVA um fator, com nivel de significAncia adotado de 5%. A
caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica evidenciou o sucesso da referida
metodologia em confeccionar o novo biomaterial. Na analise in vitro, observou-se
que os scaffolds ndo foram citotoxicos, e permitiram atividade e diferenciacao
celular, sendo que o grupo P exibiu maior conteddo de proteina total (p<0,05) em
ambos os periodos analisados, e os grupos P53 e P58 exibiram maior atividade de
fosfatase alcalina (ALP), ndo diferindo entre si (p>0,0001) enquanto P exibiu menor
atividade, diferindo estatisticamente (p<0,05). Todos 0s grupos permitiram a
formacdo de ndédulos de mineralizacédo, e foi observado maior quantificacdo de
Alizarina nos grupos P45, P53 e P58 quando comparados ao grupo P (p<0,05). Na
analise histolégica foi observada a presenca de neoformacédo é6sseana regido do
defeito critico em todos os grupos. A IHC evidenciou a imunomarcagao por
osteocalcina (OC) e TRAP. Na analise histomorfométrica foi observada maior
formacao nos grupos P45 e P53, os quais nao diferiram entre si (p>0,0001). O teste



biomecanico evidenciou que nao houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos (p>0,05) ao avaliar a forca de ruptura das tibias. Os resultados
evidenciaram o0 sucesso na producdo do novo compdsito, sendo que 0S grupos
contendo vidro bioativo, em especial o grupo P53, se mostraram mais osteoativos e
osteocondutores quando comparado ao grupo P, e evidenciam o potencial uso na
engenharia tecidual.

Palavras-chave: biomateriais; engenharia tecidual; nanofibras; osteogénese;
regeneracao 0ssea; vidro bioativo.



ABSTRACT

Fernandes MS. Comparative analysis of novel polymer-based composites associated
with different bioactive glasses: in vitro and in vivo study [dissertation]. S&o José
dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2023.

Advancements in the field of tissue engineering and biomaterials lead to the
enhancement of existing treatments and technologies, aiming to optimize injury
resolution and enable increasingly efficient treatments for the population. Thus, the
objective of this study was to produce and characterize polycaprolactone (PCL)
scaffolds incorporated with three different formulations of bioactive glass, as well as
to evaluate their influence on in vitro osteogenesis and in vivo bone neoformation. To
achieve this, four experimental groups were established: PCL (P), PCL incorporated
with 45S5 bioactive glass (P45), PCL incorporated with S53P4 bioactive glass (P53),
and PCL incorporated with 58S bioactive glass (P58). The synthesis of all glasses
was carried out via the Sol-Gel route, and they were subsequently integrated into the
PCL solution prior to scaffold production through the electrospinning process.
Following morphological and physicochemical characterization, the scaffolds
underwent in vitro and in_vivo biological testing. In the in vitro phase, bone marrow
cells obtained from rat femurs were isolated and plated with the scaffolds to assess
their influence on cellular activity and differentiation in osteogenesis. For the in vivo
assay, 30 Wistar rats underwent a surgical procedure to create a 3.0 mm critical
defect in the right and left tibias for the evaluation of the scaffolds. Euthanasia of the
animals was performed after 4 weeks of the surgical procedure, and the specimens
were subjected to histological analysis, immunohistochemistry (IHC),
histomorphometric analysis, and a three-point bending biomechanical test. The data
obtained were statistically analyzed using a one-way ANOVA with a significance level
set at 5%. Morphological and physicochemical characterization confirmed the
success of the aforementioned methodology in fabricating the new biomaterial. In the
in vitro analysis, it was observed that the scaffolds were not cytotoxic and allowed for
cellular activity and differentiation. Group P exhibited a higher total protein content
(p<0.05) in both analyzed periods, and groups P53 and P58 displayed greater
alkaline phosphatase (ALP) activity, with no significant difference between them
(p>0.0001), while P exhibited lower activity, differing statistically (p<0.05). All groups
supported the formation of mineralization nodules, with a higher quantification of
Alizarin observed in the P45, P53, and P58 groups compared to the P group
(p<0.05). Histological analysis revealed the presence of bone neoformation in the
critical defect region in all groups. IHC showed immunolabeling for osteocalcin (OC)
and TRAP. Histomorphometric analysis revealed greater formation in the P45 and
P53 groups, which did not differ from each other (p>0.0001). The biomechanical test
indicated no statistically significant difference between the groups (p>0.05) when
evaluating tibial rupture strength. The results demonstrated the success in producing
the new composite, with the bioactive glass-containing groups, especially the P53
group, showing greater osteoactivity and osteoconductivity compared to the P group,
highlighting their potential for use in tissue engineering.




Keywords: biomaterials; bioactive glass; bone regeneration; nanofibers;
osteogenesis; tissue engineering.



SUMARIO

(R0 51U 07X TR 14
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 18
B PROPOSICAO ..ottt ettt ettt e et nnanes 23
4 MATERIAL E METODOS. ... oottt ettt ae et 24
=Y oY= ot (o F = A o o 1 24
4.2 Sintese dOS COMPOSITOS ...iieiiiiiiiiie e e e 24
4.2.1 Sintese dos vidros bioativos 45S5, S53P4 € 58S.......coovieuiiiiiiiieiieeeieee 24
4.2.2 Sintese da SOIUCAO A€ PCL ........uuiiiiii e 25
4.2.3 Sintese da solugéo de PCL com 0s vidros bioativos .........ccccceeeeeeeeiiiiinnee. 25
4.2.4 Eletrofiagao das MaNTas ........coooieiiiiiiiieeee e 26
4.3 Caracterizacdo morfolégica das amoStras...........ceeevvvvvviiiiiiiieiee e 28
4.3.1 Analise da topografia superficial das amostras (MEV-FEG)....................... 28
4.3.2 Anélise do didametro médio das fibras poliméricas .........ccccccceeeeeiiiiiiinnnnne. 29
4.3.3 Andlise da molhabilidade............ccccooee i, 30
4.4 Caracterizacao fiSiCO-qQUIMICA ........uiiiiiiii i e 31
4.4.1 ESPectroSCOPIa RAMAN ......ccooiiiiiiiii e 31
4.4.2 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS).........coooviiiiiiiieeiiiieiiiiee e 31
4.4.3 Andlise termogravimeétrica (TGA) . ... i 31
4.5 ENsaios DiolOQICOS N VItIO ..occeiiiiiiiiiiiieee e 32
4.5.1 Isolamento e cultura celular ..., 32
4.5.2 Determinacéo da viabilidade celular............cccoooooiiiiiiiiiii 35
4.5.3 Analise do contetdo de proteinatotal...........ccccoeoiiii 35
4.5.4 Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP) ..o 35
4.5.5 Formacdao e quantificacdo de Alizarina nos nodulos de mineralizacéo ....36
4.5.6 Analise da morfologia celular por imunofluorescéncia..........ccccccceeeeeeee... 36
4.5.7 INteraGao CelUIAr ......oooo i 37
O O TST Vo L= T Y4 AV T 37
4.6.1 Procedimento CIFUIQICO .....cooviiiiiiiii et 38
4.6.2 Teste de fleXao de tréS PONTOS ..uuuuiiiiii i i e 40

4.6.3 Analise histologica e hiStomorfOMEetriCa......ccoovveeeiiiiiiiiiiie e 42



4.6.4 Analise imuno-histoquimica (IHC) .........oouviiiiiii i 43

5 RESULTADO ..ottt ettt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e s s nnnnbaaneeeeeeas 45
5.1 Caracterizagcdo morfoldgica das amoOStras. ......ccccceeriiiiiiiiiiieiiee e 45
5.1.1 Anélise da topografia superficial das amostras ...........cccccceeeeiviiiiiiiiieeeenn. 45
5.1.2 Analise do didmetro médio das fibras .........ccocoeeeiii a7
5.1.3 Analise da molhabilidade...........ccoeeeiiiii i 48
5.2 Caracterizacao fisico-quimica das amostras .........ccccceeeeeeiei e 50
5.2.1 ESPECIroSCOPIa RAMAN ..o 50
5.2.2 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)..........cccovvvviiiiiiiiie e, 51
5.2.3 Analise Termogravimetrica (TGA) . ..o 54
5.3 ENsaios biolOQiCOS IN VITIO ..o 55
5.3.1 Determinacgé&o da viabilidade celular...........cccooooiiii 55
5.3.2 Analise do contetdo de proteinatotal..........cccccceeeiiiiiiiiiiicice e, 56
5.3.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) ......ccoovveviiiiii i, 57
5.3.4 Formacdo e quantificacdo de Alizarina nos nédulos de mineralizacéo.....58
5.3.5 Anélise da morfologia celular por imunofluorescéncia............ccccuvvvveeennnn. 60
5.3.6 INtEraGao CIUIAN .......oooviei e 61
5.4 ENSAIOS 1N VIVO coiiiiiiiiiiiieee ettt n e e e e e e e e e 63
5.4.1 AvaliaCao DIOMECANICA .....ciiii e e e e 63
5.4.2 ANAlISE NISTOIOQICA . .eiiiiiiiiiiiiiieieee e 64
5.4.3 Analise histomorfometrica ........ccceeeee e 67
5.4.4 Analise imuno-histoquUIMICA............ceiiiiiiiiiic e 68
B DISCUSSAD ..ottt ettt ettt b e ee et e et 74
7 CONCLUSAOQ ...ttt 80
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt sttt see s e 81

AN X O A e 92



14

1 INTRODUCAO

Injarias 6sseas podem levar a incapacidade e diminuicdo na qualidade de
vida dos pacientes devido a ocorréncia de fraturas e doencas de comportamento
agudo ou cronico (laquinta et al., 2019). Associado a isso, novos tratamentos e 0
aprimoramento daqueles ja existentes para sanar estas ocorréncias tém
permitido o controle de diversas doencgas e emergéncias, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes, e a expectativa de vida da populagcdo (Codrea et al.,
2021). Esses tratamentos podem ser realizados por meio de enxertia 6ssea e
terapia celular, em associagdo com biomateriais biocompativeis e com
propriedades de osteoinducdo e osteoconducdo (Martin, Bettencourt, 2018).
Dentro da enxertia 6ssea, 0s enxertos autégenos apresentam-se como primeira
opcdo nestes procedimentos devido ao transplante de células vivas com
capacidade osteogénica, auséncia de resposta imunologica, menor grau de
inflamacdo e infeccdo, e auséncia de risco de transmissdo de doencas
infectocontagiosa (Loyola et al., 2018). Contudo, devido a limitacdo da
disponibilidade éssea, necessidade de dupla abordagem devido a intervencao na
area doadora, faz-se necessario o aprimoramento de novas técnicas e
biomateriais que auxiliem, aliado aodesenvolvimento de biomateriais que auxiliem
no reparo 6sseo.

Dessa forma, o estudo de biomateriais para substituicdo 6ssea visa nao
apenas a recuperacdo de um tecido previamente perdido, mas também o
aprimoramento de biomateriais que permitam a formacdo de ligacdes bioativas
entre o sitio acometido e os tecidos duros e moles adjacentes (Cottrill et al., 2020;
Drago et al., 2018; Turnbull et al., 2018).

O vidro, cuja composigao faz parte do sistema SiO2 — CaO - Na20 — P20s
€ classificado como um vidro soda-cal, e tem recebido destaque por ter originado
o0 conceito de bioatividade, devido sua capacidade de promover uma ligacao
guimica estavel entre a interface osso/biomaterial (Hench, 1972) e formar cristais
de hidroxiapatita que irdo se incorporar aos constituintes organicos do tecido

0sseo (Hench, West, 1996). Contudo, por apresentar baixas propriedades
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mecanicas, ele deve ser associado a outros materiais que atuem como esqueleto
temporario para fixagdo, proliferacdo e diferenciagdo de células, além de ser
capaz de ser absorvido permitindo o crescimento de novos tecidos (Bellucci
et al., 2012). Os vidros bioativos ja apresentam uso consolidado como solucfes
de muitos casos na medicina regenerativa, como na regeneragdo 6ssea guiada,
enxertos 0sseos, substituicdo e reconstrucdo de outros érgaos (Krishnan, 2016).
Na odontologia também podem ser utilizados no tratamento de hipersensibilidade
dentinaria por meio da remineralizacao dos tubulos dentinérios (Davari AR., et al.
2013), no tratamento endodontico sdo usados como cimentos endodonticos e
medicacdo intracanal (Gubler et al., 2008), na cirurgia sado aplicados para
preenchimento de defeitos 6sseos em cirurgias periodontais (Profeta, Prucher,
2015; Sohrabi, 2012) e em implantodontia, bem como na fabricacdo de implantes
dentarios com revestimento bioativo (Gomez-Vega et al., 2000).

A literatura evidencia diferentes composices e formas de fabricacdo dos
vidros bioativos (Rahaman et al., 2011). Em relacdo a composicdo, o que ira
diferencia-los é a proporgéo de silicio, calcio, fosforo e sddio presentes, sendo
gue alteracdes nestas proporcdes modificam o tempo de dissolucdo de cada um e
a liberacdo dos ions. A primeira formulagéo de vidro bioativo foi o 45S5,
comercializado sob o nome Bioglass®, cuja formulagdo € 45% SiO2 — 24,5%
Na20 -24,5% CaO - 6% P20s. Este vidro foi produzido por Larry Hench (1969),
com propriedade de biocompatibilidade e bioatividade, e é considerada a
formulacdo com maior efeito osteogénico devido a ligacdo quimica da interface
osso/material. O vidro bioativo S53P4 foi desenvolvido com 53% de SiO2 em
massa e férmula final 53% SiO2 - 23% Naz0 - 20% CaO - 4% P20s (Forsback et
al., 2004). Estudos tém demonstrado que em contato com os fluidos corpéreos,
esta formulacédo promove aumento do pH tecidual, que subsequentemente exibe
efeito osmotico causado pela dissolugdo do vidro no meio fisioldgico promovendo
efeitos antibacteriano e angiogénico (Allan et al., 2001, Aurégan et al., 2015,
Godoy-Santos et al., 2019). Posteriormente foi desenvolvido o vidro bioativo 58S,
com 58% de SiO2 em massa e formula final 58% SiO2 - 23% CaO: 9% P20s
(Joughehdoust, Manafi, 2012), que apresenta menor tamanho de particula,

solubilizagdo mais rapida, levando a formacéao de hidroxiapatita em sua superficie
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e tendéncia a neutralizar o pH acido proveniente de degrada¢fes (Luo et al.,
2017), sendo que para compositos esta formulacdo promove solugbes mais
homogéneas (Polymeris et al., 2017).

O entendimento da composicdo e estrutura dos vidros bioativos sao
essenciais para definir suas propriedades, e principalmente, sua aplicacido
(Brauer, 2015). Além da propor¢cdo dos elementos na composi¢cdo, atualmente
também tem sido estudado a substituicdo de ions na formulacdo dos vidros
bioativos, de maneira a melhorar suas propriedades fisico-quimicas. Uma
substituicdo ja bem estabelecida na literatura € a do 6xido de calcio (CaO) pelo
fluoreto de calcio (CaFz), essa ira promover a formacdo de fluorapatita, menos
solivel em ambiente acido do que a hidroxiapatita. Contudo, atualmente tem sido
avaliada a substituicdo do 6xido de calcio (CaO) pelo cloreto de calcio (CaCl),
nessa formulacdo o cloreto de calcio reage, entrando na estrutura formando
silicio, oxigenio, célcio e cloro. O interesse no cloro, também da familia dos
halogénios, se da pelo fato que este pode gerar uma estrutura de vidro mais
aberta e menos compacta, isso ira promover uma dissolucdo mais rapida, e
formacdo de apatita em menor tempo (Chen et al., 2015; Chen et al., 2017; Ribas
et al., 2020).

Todas as composicdes desses vidros permitem associacdo com matrizes
poliméricas (Gomes et al., 2015; da Fonseca et al., 2020), as quais tém
despertado interesse no campo de engenharia tecidual devido a facilidade de
fabricacdo, variacdo na composicao (podendo ser de polimeros sintéticos ou
naturais) e estrutura do scaffold — resultando em fibras com didmetros que variam
de dezenas de nandmetros a alguns micrbmetros. Entre os polimeros mais
utilizados destaca-se a policaprolactona (PCL) devido a caracteristica de ser
biodegradavel, biocompativel, e apresentar-se como alternativa para mimetizacao
da matriz extra-celular (Park et al., 2019; Calori et al., 2020).

Faz-se necessario um equilibrio entre as propriedades mecanicas e a
arquitetura do biomaterial, que deve exibir adequada porosidade para permitir
neovascularizagéo, proliferacdo celular e crescimento tecidual. Diversos estudos
tém demonstrado vantagens na fabricacdo de scaffolds de polimeros pela técnica
de eletrofiacdo, sendo que estas permitem reproducdes das matrizes de

nanofibras poliméricas para diferentes tecidos. Analisando a regeneracao 0ssea,
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Marra et al. (1999) relataram que o scaffold de PCL como matriz de apoio para
migracdo e diferenciacdo celular pode ser compardvel ao substrato celular
presente na osteogénese. Recentemente, Rajzer et al. (2019) avaliaram in vitro o
uso de scaffolds de PCL dopada com vidro bioativo e o ion terapéutico Zinco (Zn)
como possivel componentes de implantes para reconstrugcbes dsseas e
cartilaginosas do nariz, mostrando resultados positivos tanto na fabricacdo do
biomaterial quanto na atividade ediferenciacéo osteoblastica.

Apesar do uso consolidado no mercado, ndo ha um consenso quanto a
composicdo e formulacdo dos vidros na regeneracdo Ossea, desse modo, a
avaliacdo de scaffolds de PCL incorporadas com diferentes vidros bioativos,
45S5, 58S e S53P4, produzidas no mesmo momento, pela mesma técnica é
inédita e se faz necessaria para determinar as propriedades de cada vidro e seu

potencial regenerativo quando incorporado em scaffolds poliméricos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O avanco tecnologico tem permitido o melhor entendimento no campo da
medicina e biotecnologia, levando ao conhecimento da fisiologia humana a nivel
molecular e estudos em dimensdes nanométricas. Esse padrdo resulta no
aprimoramento de tratamentos ja existentes, e nesse contexto encontra-se o0
conceito de medicina regenerativa e engenharia tecidual.

A medicina regenerativa surgiu ha cerca de 30 anos com o intuito de
substituir, manter ou regenerar tecidos humanos (Langer, Vacanti, 1993).
Apresentando um carater multidisciplinar, ela visa integrar conhecimentos da
engenharia — para construir diferentes arcaboucos -, da fisica e quimica — para
controlar as interacdes de superficie e matéria - e da medicina — para entender como
esses novos dispositivos e biomateriais podem ser implantados e aceitos pelo
organismo humano.

Para um biomaterial ser considerado adequado para uso médico-
odontolégico, ele deve apresentar algumas caracteristicas, como: facil
disponibilidade; adequado custo-beneficio; ndo toxicidade; facilidade de manuseio e
modelagem durante o0 ato cirdrgico; abordagem cirdrgica Unica; n&o
comprometimento de procedimentos pds-operatérios - como tomografias
computadorizadas, ressonancia magnética e coleta de sangue, por exemplo. Além
disso, € imprescindivel que o biomaterial seja biocompativel com o sitio no qual sera
implantado (Cannio et al., 2021).

O dinamismo e potencial regenerativo do tecido O6sseo, associado a
biomateriais, permite a osteoconducao (Florencio-Silva et al., 2015). Dessa maneira,
diversos materiais tém sido avaliados no campo da medicina e odontologia com a
finalidade de substituir ou regenerar o tecido 6sseo (Marin et al., 2020).

Contudo, tendo como finalidade a regeneracao, e ndo apenas a substituicao
do osso por um material inerte, € imprescindivel que o biomaterial seja bioativo. O
conceito de bioatividade surgiu na década de 60, com a hipétese de Hench em
descobrir um material apto a formar uma camada de hidroxiapatita na interface com
0 0sso, resultando na descoberta do Bioglass®. A descoberta da propriedade de

bioatividade e o vidro revolucionaram o campo da medicina regenerativa ao
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entender que o0s materiais podem promover uma ligagdo quimica estavel e,
consequentemente, mimetizar cada vez mais o tecido ou orgao alvo (Henkel et al.,
2013).

Hench et al. (1972) descreveram que quando a propor¢cdo dos componentes
minerais é alterada, as propriedades do vidro também mudam, o que pode ser
adequado para diferentes aplicacdes em diferentes regides do corpo. Diversos
estudos trabalham com diferentes composi¢cfes de vidros bioativos visando avaliar a
variacdo da dissolucédo de cada um e a liberacdo dos ions na regeneracdo 6ssea
(Sun et al., 2007).

A formulacédo original do Bioglass® contém 45% SiO2-24,5% Na20-24,5%
Ca0-6% P20s, contudo, com o passar dos anos outras formulacdes bioativas foram
sendo estudadas, entre elas, os vidros S53P4 (Eriksson et al., 2021; Forsback et al.,
2004) e 0 58S (Gong et al., 2012; Joughehdoust, Manafi, 2012). Hoje j& se sabe que
combinando ou alterando os componentes citados acima, diferentes vidros bioativos
podem ser desenvolvidos, mostrando propriedades promissoras dependentes da
composicdo — como propriedades antibacterianas, de degradabilidade em meio
fisiolégico, bem como regeneracdo de tecidos moles, e cicatrizante de feridas (Ali et
al., 2014; Miguez-Pacheco et al., 2015).

Ademais, algumas formulacdes ja sdo comercialmente disponiveis e utilizadas
no campo médico-odontoldgico. Os dois principais vidros bioativos comercializados
baseados na formulacdo do Bioglass® sdo o PerioGlas® (NovaBone Products
LLC Alachua FL, EUA) e o BioGran® (BIOMET 3i™). Outras formulacdes também ja
sdo comercializadas e altamente utilizadas, entre elas o préprio S53P4,
comercializado sob o nome Bonalive® e amplamente utilizado no tratamento de
osteomielite e tratamentos infecciosos (Aurégan et al.,, 2022; Kastrin et al., 2021;
Steinhausen et al., 2021).

Drago et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana do vidro S53P4 in
vitro e relataram uma série de casos clinicos para avaliar o tratamento da
osteomielite com desbridamento cirargico e aplicacdo local do vidro S53P4 em
pacientes. Os resultados in vitro e in vivo confirmaram os efeitos positivos desse
biomaterial, principalmente por estudos passados ja terem correlacionado essa

composicdo de vidro bioativo com alteracbes no meio fisiolégico que tornam o
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ambiente hostil a ades&o bacteriana e proliferacdo subsequente de microrganismos
que causam infecgéo.

Vogel et al. (2001) avaliaram os vidros 45S5, 52S e 55S in vivo, por meio de
defeitos 0sseos na epifise distal femoral de coelhos e observaram que o vidro 45S5
mostrou a maior cinética de ligacdo Ossea e as maiores taxas de degradacao,
estudos anteriores ja evidenciam o maior efeito osteogénico dessa formulagéo
(Jones et al., 2016, Oonishi et al., 1997).

Wheeler et al. (2000) compararam os vidros biativos 45S5, 58S e 77S em
defeitos 6sseos femorais distais de tamanho critico em coelhos e observaram que
todos os defeitos enxertados exibiram mais osso dentro da area do defeito do que o
grupo controle sem preenchimento. Além disso, o grupo 45S5 exibiu maior
crescimento 0sseo inicial no periodo de 4 e 8 semanas, porém em 12 semanas, 0
crescimento 0sseo nos defeitos preenchidos foi equivalente entre si e ao 0Sso
normal. Ressalta-se ainda que os vidros 58S e 77S foram reabsorvidos mais
rapidamente e exibiram neoformacéo 6ssea equivalente ao grupo com vidro 45S5 ao
final das 12 semanas.

Engler et al. (2006) demonstraram como a matriz extracelular influencia na
diferenciacdo de diferentes linhagens celulares, indicando que as células-tronco
mesenquimais apresentam alta sensibilidade a sua especificidade e fenétipo quando
em contato com diferentes superficies. Assim, o biomaterial adequado para a
regeneracao Ossea deve apresentar um arcabouco que promova a adesdo e
espraiamento celular, reproduzindo um ambiente especifico que leve a osteogénese
e crescimento 0sseo. Nesse ponto, a engenharia tecidual vem tentando otimizar o
uso dos vidros bioativos, que se apresentam em formato de pd, de maneira a torna-
los mais moldaveis e acessiveis a diversas situac¢des clinicas. Diferentes estratégias
de fabricacdo vém sendo estudadas, bem como um melhor entendimento no uso de
compasitos e suas diferentes aplicacdes (Agarwal, Garcia, 2015).

Dentro dos inumeros métodos de fabricacdo dos vidros bioativos e seu uso
associado a polimeros, destaca-se a eletrofiagdo, devido a sua eficacia na producéo
de nanofibras poliméricas e compositos para uso em diversos tecidos (Roseti et al.,
2017; Zhang et al., 2022). Em 2017, foi demonstrado por Xue et al., que células-

tronco mesenquimais humanas obtidas do corddo umbilical, da medula 6ssea e do
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tecido adiposo apresentaram uma diferenciagdo osteogénica aumentada quando
cultivadas em um scaffold de PCL.

Gao et al. (2017) desenvolveram pela técnica de eletrofiagdo um compdsito a
base de colageno, PCL e nanoparticulas de vidro bioativo com 60% em peso de
SiO2 e avaliaram seu potencial angiogénico em linhagem de células endoteliais in
vitro e ratos diabéticos in vivo, 0s resultados evidenciaram que o biomaterial é
adequado para processos de reparacdo e regeneracao de tecidos relacionados a
vasos sanguineos.

No campo da regeneracao 0ssea, essa técnica tem ganhado especial atencao
por mimetizar fielmente a matriz extracelular 6ssea (Banimohamad-Shotorbani et al.,
2021; Ding et al., 2021), permitindo assim a adeséo e proliferacdo celular no sitio de
implantacdo, bem como a osteoinducéo, vascularizacdo e integracdo com o tecido
adjacente (Amini et al., 2012).

O uso de compositos se faz de grande interesse por melhorar e equilibrar as
propriedades dos materiais quando usados em conjunto. Em 2010, Francis et al.
realizaram a eletrofiacdo simultanea de gelatina (Gel) — um polimero obtido pela
hidrélise parcial de colageno - e eletropulverizacdo de nano-hidroxiapatita (nHA) e
analisaram o comportamento do material em osteoblastos fetais humanos (hFoB).
Os resultados obtidos permitiram identificar que o material gerou uma estrutura
semelhante a matriz 6ssea extracelular, além disso, o compdésito exibiu atividade de
ALP aumentada, mineralizacdo aprimorada e melhor proliferacdo celular quando
comparado ao scaffold de Gel puro.

Além do comportamento in vitro, a analise in vivo desses compdsitos também
vem se mostrando promissora na literatura (Basal et al., 2022; Liang et al., 2021).
Como exemplo, Yin et al., (2018) compararam scaffolds de PCL com vidro 45S5,
PCL com hidroxiapatita e PCL puro em defeitos criticos em calvaria de coelhos,
apos 6 e 12 semanas eles evidenciaram por meio de andlise histolégica e micro-CT
um maior volume ésseo no grupo contendo vidro, quando comparado aos outros
grupos experimentais.

Em um estudo mais recente, Yu et al, (2022) desenvolveram por
impressao 3D um scaffold de PCL com o vidro S53P4 carreado com a proteina
morfogenética 6ssea (BMP-2), proteina esta envolvida na quimiotaxia, mitose e
diferenciacdo de células mesenquimais no tecido 0sseo, com a finalidade utiliza-lo

para a obliteracao
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do mastdide e reconstrugdo do conduto auditivo externo em coelhos. Os
experimentos in vivo comprovaram que o material apresentou biocompatibilidade e
atividade osteogénica, evidenciando seu potencial reparador e de reconstrucao de
defeitos especificos. Além disso, os grupos carreados com BMP-2 apresentaram
maior acao osteogénica.

Anindyajati et al. (2019) avaliaram as propriedades mecénicas e biolégicas de
um compoésito a base de PCL, 45S5 Bioglass® e polietileno de ultra-alto peso
molecular (UHMWPE), visando sua utilizacdo na reconstrucao do labrum acetabular.
Os resultados mostraram que o biomaterial € promissor na area de engenharia e
regeneracao tecidual, sendo que as camadas de nanofibras de PCL produzidas por
eletrofiacdo aumentaram a ligacdo, morfologia e proliferacdo celular, e a adicdo de
particulas de vidro bioativo promoveram crescimento celular.

Li et al. (2012) avaliaram a osseointegracdo do composito de politereftalato de
etileno (PET) com vidro bioativo 58S em coelhos e observaram que a adi¢do de
vidro na composicdo é segura e promove maior estimulacdo da angiogénese local,
mecanismo necessario na neoformacao ossea.

Recentemente, Park et al. (2021) avaliaram o efeito in vivo do vidro bioativo
S53P4 por meio da producdo de scaffolds de colageno em camundongos C57bl6.
Foi confirmado o potencial osteoestimulador do biomaterial apés 8 semanas, devido
a formacdo de matriz éssea mineralizadas e vascularizadas com atividade celular
osteoblastica e arquitetura trabecular na analise por micro-CT.

Ding et al. (2022) desenvolveram um scaffold por impresséo 3D a base de
acido polilatico/vidro bioativo e cimento 0Osseo, para suporte e preenchimento,
respectivamente. Os resultados in vitro evidenciaram que a biodegradacédo do vidro
bioativo promoveu osteogénese, induziu a polarizacdo M2 dos macréfagos e
apresentou um perfil anti-inflamatério. Os resultados in vivo revelaram que o scaffold
promoveu a regeneracao 0ssea na area do defeito 6sseo em fémures de coelhos
New Zealand White, com alta estabilidade éssea a longo prazo, obtida pela natureza
de preenchimento do scaffold. Esses dados refletem o atual cenéario da area: muitos
avangos - principalmente no entendimento dos biomateriais, como eles se
relacionam entre si e em contato com o meio fisiolégico -, novas abordagens e

novas duvidas.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar scaffolds de PCL
incorporadas com trés tipos de vidro bioativo: 45S5, 58S e S53P4, avaliar a
influéncia destas na atividade e diferenciacdo celular na osteogénese in vitro, bem
cOmo na regeneracao 0ssea in vivo.

Os objetivos especificos foram avaliar os scaffolds quanto:

a) ao processo de sintese e caracterizacao;

b) ainfluéncia na atividade e diferenciacéao celular;

c) aregeneracdo 6ssea na interface com os biomateriais;

d) aresisténcia do reparo 6sseo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia do Campus de Sdo José dos Campos/UNESP e foi
realizado de acordo com os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA) aprovado sob
0 numero 06/2021 (ANEXO A).

4.2 Sintese dos compositos

4.2.1 Sintese dos vidros bioativos 4555, S53P4 e 58S

Para a preparacao dos vidros bioativos (Bv) pela rota Sol-Gel seguindo a
metodologia descrita por Spirandeli et al. (2020), primeiramente foi produzida a
solucdo de metassilicato de sodio (NazSiOs — Dinamica), que foi adicionada a
resina de troca ionica (IR120 — Rohm, Haas), na qual ocorre a troca entre os ions
H* e Na*, para obtencao final do acido silicico, precursor dos vidros silicatos. Com
base na solugcédo aquosa do &cido silicico foi realizada a mistura com os diferentes
vidros, para posterior sintese pela rota sol-gel seguida de fusdo/resfriamento.

Foram utilizadas as proporc¢des de 45% SiO2 - 24,5% CacCl - 24,5% Naz0 -
6,0% P20s5 em massa para o vidro 45S5; 53% SiO2 - 23% Naz0:2 - 20% CaCl - 4%
P20 em massa para o vidro S53P4; e 60% SiO2 - 36% CaCl - 4% P20s em massa
para o vidro 58S.

As solucgbes foram colocadas em estufa por 5 dias a uma temperatura de
100°C e calcinadas a 500°C por 5h. Apés, o vidro foi macerado e peneirado em

peneira de 200 mesh (Figura 1).
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Figura 1 — Aspecto dos vidros preparados pela rota Sol-Gel

Legenda: A) ap6s o processo de calcinagdo B) Apds maceragéo.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Sintese da solucdo de PCL

A solucéo foi preparada a partir da dissolucdo de 1g de PCL (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) e aferida em balanca de precisdo em 10 mL de acetona
(Sigma-Aldrich,Darmstadt, Germany) e ficou sob agitacdo constante em agitador

magnético (IKARH Basic,Staufen, Alemanha) por 24h.

4.2.3 Sintese da solucao de PCL com os vidros bioativos

Para produzir a solugdo de PCL incorporado com cada vidro, foi adicionado
1g do po6 de cada vidro ao respectivo recipiente. Foram obtidas solu¢cdes com 1g de
PCL, 1g de vidro e 10 mL do solvente acetona, seguindo a metodologia descrita em
Guimaraes et al. (2023). Estes preparados foram levados ao agitador magnético

(IKARH Basic,Staufen, Alemanha) onde permaneceram até total dissolucéo.
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4.2.4 Eletrofiagdo das mantas
ApoOs a producéo das solugdes, foi iniciada a sintese das mantas por meio da
técnica de eletrofiacdo (Figura 2), sendo sua estrutura composta por uma fonte de

alta tensdo, uma seringa plastica de 5 mL com agulha de ponta reta e diametro do

orificio de 0,7mm.

Figura 2 — Desenho esquematico do processo de eletrofiacéo
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Legenda: No processo de eletrofiagdo, uma solugdo polimérica é preparada em um solvente volatil
gue ird promover dissolucéo dos componentes. Essa solugéo sera transferida para uma seringa com
agulha de ponta reta e acoplada em uma bomba infusora com velocidade de fluxo determinada. Por
meio de uma fonte de alta tensdo com eletrodos acoplados na agulha e no aparato coletor,
determina-se a tensédo e a distancia. Assim, um campo elétrico é aplicado ao sistema, e a medida que
a forca do campo elétrico aumenta, a microesfera da solugdo formada na extremidade da agulha da
seringa se alonga e forma o chamado “cone de Taylor”. A forga eletrostatica dentro do cone de Taylor
supera a tensdo superficial, gerando assim um jato liquido. Esse jato sofre instabilidades de flexao,
levando ao espalhamento das fibras pelo coletor metéalico, resultado em um tapete fibroso com
orientacao aleatoria.

Fonte: Dziemidowicz et al., 2021.

Para a producéo da manta de PCL, a solugdo descrita acima foi colocada
em uma seringa de plastico com agulha de 0,7mm @ e submetida ao processo de
eletrofiacdo sob trés parametros fixos: 1 mLh-1 de razdo de fluxo, 10kV de
voltagem e 12cm de distancia. Foram eletrofiados 8mL da solugdo e uma manta
foi obtida, do qual os scaffolds foram recortados (Figura 3).

Para a producdo das mantas de PCL incorporadas com cada vidro, a
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solucdo descrita acima foi colocada em uma seringa de plastico com agulha de
0,7mm @ e submetida ao processo de eletrofiagdo sob trés parametros fixos: 2
mLh-1 de razdo de fluxo, 10kV de voltagem e 12cm de distancia. Foram
eletrofiados 8mL da solucdo e foram obtidas trés mantas, dos quais os scaffolds
referente a cada grupo de vidro, utilizados nos ensaios foram recortadas com
punch no didmetro de 6 mm e espessura de 0,03 mm.

Ao final, foram obtidos quatro grupos experimentais: grupo P (PCL sem
incorporacao de vidro); grupo P45 (composito PCL + vidro bioativo 45S5); grupo
P53 (compdsito PCL + vidro bioativo S53P4); grupo P58 (compdésito PCL + vidro
bioativo 58S). O grupo P foi definido como grupo controle deste estudo.



28

Figura 3 — Sequéncia do preparo dos scaffolds

Legenda: A) Materiais utilizados para realizar a confec¢cdo dos espécimes (recortador circular e
pingca). Manta de nanofibras indicadas pela seta. B) Perfuracdo da manta produzida com o recortador
circular. C) Remocéo dos espécimes da manta com o auxilio de uma pinca. D) Visdo do espécime por
vista frontal. E) Visdo do espécime por vista lateral. F) Espessura do espécime aferida por
paquimetro.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Caracterizagdo morfoldégica das amostras

4.3.1 Analise da topografia superficial das amostras (MEV-FEG)

A morfologia estrutural dos scaffolds foi avaliada utilizando o microscoépio
eletrénico de varredura (MEV) (JEOL/JSM- 5310, Téquio, Japdo) com canhdo de
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emissao de campo “Field Emission Gun” (FEG) (Tescan/Vega 3, Brno, Republica
Tcheca) instalados no Laboratério Associado de Sensores e Materiais do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE). Para isso, as amostras foram
posicionadas em uma plataforma de aluminio (stub), auxiliado por uma fita dupla
face de carbono (3M, Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma camada fina de
ouro (80 A), que foi depositado por meio de vaporizacéo idnica (sputtering) na
maquina metalizadora (Emitech SC 7620, Sputter Coater, Quorum Technologies,
Newhaven, Reino Unido) por 130 s com uma corrente de 10-15 miliamperes (mA)
em vacuo de 130 mTorr e & uma taxa de metalizagdo de 3.5 nm/min. As imagens
foram obtidas no MEV com detector de elétrons secundarios (ES), projetados sobre

a superficie da amostra.

4.3.2 Analise do diametro médio das fibras poliméricas

O didmetro médio das fibras foi analisado por meio do software de andlise de
imagem ImageJ (Versdo 1.440, National Public of Health) a partir das micrografias
obtidas do MEV. Foram realizadas 10 mensuracfes de diametro em 9 regides
distintas, sendo 90 analises para cada imagem (Figura 4). Os resultados do
didametro médio das fibras para cada grupo foram apresentados em estatistica
descritiva (média e desvio- padrdo) com nivel de significancia de 5%.
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Figura 4 — Imagem representativa do método de analise do diametro das fibras em
software de andlise de imagem

SEIN HV: 20,0 kV L I e MIRA3 TE SCAN
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Legenda: Micrografia obtida em MEV dividida em 9 quadrantes para mensuragdo do diametro das
fibras, com aumento indicando dez marcacdes nas fibras do quadrante.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Andlise da molhabilidade

A andlise da molhabilidade foi realizada por meio da técnica do angulo de
contato, para isto foram preparadas 3 amostras secas de cada grupo de nanofibras.
A medicdo do angulo de contato médio foi realizada por meio de um gonidémetro
(Ramé Hart-Inc, 100-00-115, Montain Lakes, Nova Jersey, EUA) com a técnica de
gota seéssil utilizando a agua destilada. Previamente a analise, cada amostra foi
manuseada com luvas cuidadosamente para evitar contaminacdo. Uma seringa
graduada para dispersdo gradual (série 100-10-12-22, calibre 22) com agulha
hidrofébica depositou a gota e o angulo de contato médio direito e esquerdo foi
calculado pelo programa computacional (DROPimage Advanced Software). Os
angulos de contato médios da agua foram calculados pelo proprio programa.
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4.4 Caracterizacao fisico-quimica

4.4.1 Espectroscopia Raman

Uma amostra de cada grupo de vidro (45S5, S53P4, 58S) foi submetida a
espectroscopia de Raman para analise da composicdo estrutural do vidro. As
medicdes da espectroscopia Raman foram realizadas usando um modelo do sistema
Renishaw 2000 (Horiba Scientific, Palaiseau France - Instituto Tecnol6gico de
Aerondautica - ITA, Sdo José dos Campos), equipado com um laser de ions de ar
(514,5 nm).

4.4.2 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Para realizacdo de analise qualitativa da composicdo quimica dos elementos
quimicos das nanofibras, foi utilizado um espectrémetro por dispersao de energia
(EDS) (Bruker Nano GmbH 410, Berlin, Alemanha) associado ao software Espirit 1.9
(Bruker, Berlin, Alemanha) no MEV (Inspect S50, FEI Company, Brno, Republica
Tcheca) instalado no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - INPE, Sdo José
dos Campos.

4.4.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) (STA 449 F3 Jupiter) foi utilizada para
obter os parametros térmicos da temperatura de transicdo vitrea a temperatura de
cristalizacdo dosgrupos experimentais. As amostras foram submetidas a uma faixa
de temperaturade 30°C a 1200°C e com taxa de agquecimento de 10°C/min sob

atmosfera de nitrogénio.
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4.5 Ensaios biologicos in vitro

Todos os procedimentos bioloégicos in vitro foram desenvolvidos e
executados no Laboratério de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC),
localizado no Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Univ. Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Unesp,

Campus de Sao José dos Campos.

4 5.1 Isolamento e cultura celular

Fémures de ratos Wistar adultos foram utilizados para o isolamento de
células da medula 6ssea. Os animais foram eutanasiados com dose excessiva de
anestésico utilizando uma solucdo intramuscular de cloridrato de xilazina 2%
2 g/100 mL (Xilazin® - Syntec do Brasil Ltda., Santana de Parnaiba/SP — Brasil),
substancia sedativa e relaxante muscular, e cloridrato de cetamina 10% 10 g/100
mL (Cetamin® - Syntec do Brasil Ltda., Santana de Parnaiba/SP — Brasil).

Apos a limpeza dos fémures, no fluxo laminar, as células da medula 6ssea
foram isoladas e inseridas em frascos para cultura celular de 250 mL e 75 cm?
(Sarstedt, Numbrecht, Germany) com meio de cultura essencial minimo alfa MEM
(Gibco) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda, Campinas
Brasil) e gentamicina (500 ug/mL) (Gibco) e incubadas em estufa a temperatura
de 37°C, com umidade atmosférica contendo 5% de CO,. O meio de cultura foi
trocado apds 24 horas, com a finalidade de remover células ndo aderidas, e a
cada trés dias até atingir a confluéncia celular. A progressdo da cultura foi
avaliada por microscopia de fase invertida (Microscopio Carl Zeiss — Axiovert 40C,
Germany). Apés a confluéncia (aproximadamente sete dias) (Figura 5) as células
foram liberadas enzimaticamente (Rosa et al., 2003) e plaqueadas na densidade
de 1x10% células viaveis em cada poco da microplaca de 96 pocos (Sarstedt,
Numbrecht, Germany). Visando a diferenciacdo celular, foi utilizado um meio
osteogénico para cultura celular das placas, ao qual, além da suplementacéo,

foram adicionados 5 mg/mL de &cido ascorbico (Neon) e 2,16 mL de
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betaglicerofosfato (Sigma-Aldrich).

Previamente ao plagueamento celular, os scaffolds foram inseridas nos
pocos (n=5 para cada grupo experimental) e submetidas a um protocolo de
desinfeccdo com etanol 70% durante 15 minutos sob agitacdo constante. Em
seguida foi realizada a lavagem com PBS e, por fim, as amostras ficaram
expostas a luz UV no fluxo laminar durante 30 minutos.

Todas as placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO:2 e mantidas até o
momento de cada teste. Todos os testes foram realizados de acordo com a ISO
10993 -5 e em triplicada, sendo que cada triplicata foi obtida por meio de um pool
de células provenientes do fémur de trés animais.

As placas tiveram um desenho pré-definido para que houvesse padrdo na
realizacdo dos testes evitando qualquer conflito na analise dos grupos (Figura 6).
O grupo C (controle celular) foi usado para controle da cultura celular até o
periodo de cada teste, enquanto o grupo P (PCL) foi usado como controle do
presente estudo.

Os procedimentos para as analises in vitro estdo descritos detalhadamente
em do Prado et al. (2018).
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Figura 5 — Garrafa apos isolamento celular

Legenda: A) Aparéncia inicial. B) Apés confluéncia celular.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 6 — Desenho de placa de 96 pocos utilizada nas analises in vitro com cultura

celular
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Legenda: C: controle celular; P: PCL ; P45: PCL + vidro 45S5; P53: PCL + vidro S53P4; P58: PCL +
vidro 58S.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.5.2 Determinacéo da viabilidade celular

Foi realizada a avaliacdo quantitativa de células vivas, apés a exposi¢cao e
incubacdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma-Aldrich
Chemical, St Louis, USA) utilizando analise espectrofotométrica do corante
incorporado. Para a avaliacdo da viabilidade celular, as células foram cultivadas
nos pocos e avaliadas apos o periodo de 03 e 07 dias, utilizando medida
colorimétrica em leitor de microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek
ELB08IU). Os dados foram aferidos como absorbancia e expressos como

porcentagem, sendo o grupo P considerado 100% de viabilidade celular.

4.5.3 Analise do conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi calculado apés 07 e 10 dias de cultura
celular, de acordo com o método modificado de Lowry et al. (1951). Apds a
finalizacdo do teste, a absorbéncia foi aferida espectofotometricamente a 680 nm, e
o conteudo de proteina total foi calculado a partir de uma curva-padréo determinada

a partir de albumina bovina e expresso em pg/mL.

4.5.4 Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da liberagdo de
timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit
comercial de acordo com as instrucdes do fabricante (Labtest Diagndstica),
utilizando os mesmos lisados do teste da proteina total apds o periodo de 07 e 10
dias. A absorbancia foi medida em espectrofotometro (Micronal AJX 1900)
utilizando comprimento de onda de 590 nm, e o contetudo de fosfatase alcalina foi

calculado a partir de uma curva-padrao determinada a partir de aloumina bovina e
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expresso em ug/mL.

4.5.5 Formacgéao e quantificagdo de Alizarina nos nddulos de mineralizagao

Exclusivamente para este teste as amostras foram inseridas no interior de
placas transwell, e posteriormente foi realizado o plaqueamento com células, as
quais foram incubadas a 37°C/5% de CO:2 por 10 dias. O transwell € necessario
para que o vidro bioativo néo seja corado no momento do teste. Apds o periodo
determinado foi verificada a formacdo de nédulos de mineralizacdo utilizando a
coloracdo por vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich Chemical, St Louis, USA)
e observacdo ao microscopio (Microscopio Carl Zeiss — Axiovert 40C, Germany).

Para a quantificagdo do calcio impregnado na matriz mineralizada o método
utilizado foi o de Gregory et al. (2004). A leitura foi realizada em espectrofotometro
(Micronal AJX 1900), sob o comprimento de onda de 405 nm e os valores foram

obtidos em absorbancia.

4.5.6 Anélise da morfologia celular por imunofluorescéncia

Para analise da morfologia celular do citoesqueleto de actina e dos nucleos
de células aderidas a superficie, as culturas cultivadas por 10 dias foram fixadas
em solucdo de paraformaldeido 4% (Synth, Brasil) em tampé&o fosfato (PBS) 0,1 M,
pH 7,2, por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
rotineiramente processadas para imunofluorescéncia direta, como descrito por
Andrade et al. (2015), utilizando Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen Eugene,
USA) e DAPI (Sigma-Aldrich Chemical, St Louis, USA). Os espécimes foram
examinados no microscopio de fluorescéncia (Microscopio Carl Zeiss Microlimaging
GmbH — Axiovert 40C, Germany), sob epifluorescéncia. As imagens digitais foram

analisadas com software Axio Vision 7.0.
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4.5.7 Interacéao celular

Apos 07 dias de cultivo, a interacdo celular com o biomaterial foi avaliada por
microscoépio eletrénico de varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, Téquio, Japao) com
canhdo de emissdo de campo “Field Emission Gun” (FEG) (Tescan/Vega 3, Brno,
Republica Tcheca) instalados no Laboratério Associado de Sensores e Materiais do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE). As amostras foram lavadas
trés vezes com PBS para remover as células ndo aderentes e, em seguida, fixadas
quimicamente com metanol a temperatura ambiente durante 20 min. A seguir as
amostras foram desidratadas por meio de uma série ascendente de etanol e antes
da andlise foram revestidas com uma fina camada de ouro usando um sistema

sputter-revestimento.

4.6 Ensaios in vivo

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia do Campus de S&o José dos Campos/UNESP e foi
realizado de acordo com os Principios Eticos para a Experimentacdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (CONCEA) aprovado
sob o nimero 06/2021 (ANEXO A). O trabalho seguiu as diretrizes preconizadas
pelo ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo Experiments) (Percie Du
Sertid et al., 2020).

Os procedimentos foram realizados no Biotério do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia (ICT) — UNESP Séo José dos Campos — SP. Os ratos foram mantidos
em ambiente climatizado, em mini-isoladores com rack ventilado, com ciclos

claro/escuro a cada 12 horas e receberam agua ad libitum.



38

4.6.1 Procedimento cirargico

Trinta ratos com 90 dias e pesando cerca de 300g foram usados para o
estudo in vivo. Os animais foram provenientes do Biotério Central da Unesp,
situado em Botucatu e permaneceram durante o experimento no Biotério do ICT /
Unesp em gaiolas (n=6) onde receberam agua e racao ad libitum. O ambiente foi
cuidadosamente monitorado para manter a temperatura em torno de 20 °C e a
umidade em 55%.

Apés 30 dias de adaptacdo ao ambiente foi iniciado o experimento. Nas
tibias direita e esquerda dos 30 animais foram realizados defeitos 6sseos criticos
monocorticais de 3,0 mm, os quais foram preenchidos com os quatro materiais
experimentais e com o codgulo considerado grupo controle, sendo n=6 para cada
grupo experimental, 0 mesmo material foi inserido em ambas as tibias.

Previamente a cirurgia, os animais foram pesados e anestesiados. Os
farmacos utilizados nos procedimentos anestésicos e suas respectivas
concentracdes foram: cloridrato de xilazina 2% 2,0 g / 100 mL (Xilazin® - Syntec
do Brasil Ltda., Santana de Parnaiba/SP — Brasil), substancia sedativa e relaxante
muscular; e cloridrato de cetamina 10% 10 g / 100 mL (Cetamin® - Syntec do
Brasil Ltda., Santana de Parnaiba/SP — Brasil), um anestésico geral. Inicialmente,
foi preparada uma solugdo contendo a mistura de 5 mg / kg de cloridrato de
xilazina e 75 a 95 mg / kg de cloridrato de cetamina. Em seguida, para promover
uma anestesia geral, cada animal recebeu, por via intramuscular a solucao
previamente preparada, de forma que um animal pesando 300 g recebeu 0,38 mL
de cloridrato de cetamina e 0,1 mL de cloridrato de xilazina. Ap0s a anestesia dos
animais, os locais cirdrgicos das tibias direita e esquerda foram submetidos a
tricotomia e a antissepsia com clorexidina 0,12%.

A incisdo foi realizada com lamina de bisturi namero 15 na regiédo
correspondente a face medial das tibias. Os musculos e periosteo foram
divulsionados para expor a cortical onde foi realizado o defeito critico com broca
cilindrica de 3,0 mm sob irrigacdo abundante e continua com solucao fisioldgica,
visando evitar o aquecimento decorrente do atrito da broca com o osso.

Posteriormente, as amostras foram adicionadas, como ilustrado na figura 7 e os
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tecidos foram reposicionados e a camada muscular e a pele foram suturadas com
fio de seda n° 4 (Ethicon / Johnson & Johnson).

Apoés 4 semanas, os animais foram eutanasiados com dose excessiva de
anestésico utilizando uma solucéo intramuscular de Xilazin® / Cetamin®, e ap6s o0s
testes de sensibilidade, os animais foram decapitados em guilhotina.

As tibias esquerdas (n=6) foram mantidas em solucdo de Ringer a —20°C
para o teste biomecéanico, enquanto as tibias direitas foram mantidas em acido
formico a 20% (n=5) e EDTA (n=1) para avalia¢do histolégica/histomorfométrica e

imuno-histoquimica, respectivamente (Figura 8).

Figura 7 — Procedimento cirdrgico

Legenda: A) realizacao do defeito 6sseo B) preenchimento com o scaffold.
Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 8 — Esquema representativo da metodologia e analises in vivo
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.6.2 Teste de flexdo de trés pontos

40

Apds a eutanasia, as tibias foram mantidas em solucdo de Ringer,

refrigerado a —20 °C, até o momento das analises que foi realizado no laboratério

de Pesquisa em Materiais Odontoldgicos e Protese do ICT/Unesp. Para a

manutencdo dos espécimes em equilibrio térmico com o0 meio ambiente,

previamente a realizacdo dos ensaios, as tibias foram retiradas do freezer para que

pudessem descongelar de forma gradativa, evitando assim microfraturas. Com

auxilio de um paquimetro digital (Starret 727, Itu, Sdo Paulo) foi realizada a

mensuracdo do comprimento, espessura médio-lateral e largura antero-posterior da

regido mediana da diafise de cada tibia para determinar os valores que compdem

as propriedades extrinsecas das mesmas. As caracteristicas teciduais (0Sso
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neoformado) foram determinadas por meio do teste de resisténcia a flexdo por trés
pontos.

Cada tibia foi colocada centralizada, ao longo de seu comprimento, sobre um
suporte contendo dois apoios (distantes 15 mm um do outro), com sua face anterior
voltada para baixo, como ilustrado na figura 9. A carga foi aplicada
transversalmente ao longo eixo da tibia sobre sua face posterior em um ponto
meédio entre os dois apoios. O suporte de aplicacdo da carga e os apoios utilizados
apresentaram forma cilindrica com um diametro de 3mm. O ensaio foi conduzido
em uma maquina universal de ensaios (Emic® - modelo DL 200 MF. Equipamentos
e Sistemas de Ensaio Ltda, S&o José dos Pinhais - Brasil), que proporcionou uma
forca de 50 kgf com uma velocidade constante de aplicacdo de 5.00mm/minuto até
a falha do espécime. Todo o procedimento foi realizado em temperatura ambiente,
sendo os espécimes mantidos umidos em solugdo de Ringer.

Para determinar a forca de ruptura dos espécimes, empregou-se a seguinte

formula:

3FI

R~ 2bd,

Na qual F é o valor de forca em Newton obtido no teste, | é a largura média
das tibias em mm, b representa a base de distancia entre os pontos (mm) e d o

didmetro da tibia (mm).
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Figura 9 — Teste de flexdo de trés pontos

Legenda: A) maquina universal de ensaios (Emic®), com a tibia posicionada; B) Tibia em
posicéo para o teste.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.6.3 Anélise histologica e histomorfométrica

Ap6s o periodo de 48 horas em formaldeido a 10%, as pecas foram
submetidas a técnica histologica de desmineralizagdo com &cido formico a 20%
(Synth, Diadema, SP) pelo periodo de 6 semanas seguido de desidratacdo em
alcool e diafanizacdo em xilol no laboratério de Tecido Osseo do ICT/Unesp. A
seguir, os fragmentos 0sseos contendo os defeitos foram cortados ao meio,
criando duas amostras do mesmo fragmento, os quais foram incluidos em dois
blocos de parafina e submetidos a técnica laboratorial de rotina para o preparo
das laminas histolégicas. As laminas foram preparadas obtendo-se cortes semi-
seriados de 5,0um, que foram corados por hematoxilina e eosina (HE - Merck &
Co, Inc).

Na analise histologica descritiva foram observados o0s aspectos do
desenvolvimento da reparacdo 6ssea, avaliando-se a formacgdo do tecido de
granulacdo, a neoformacgéo 0ssea, 0 arranjo de trabéculas 0sseas imaturas e a

maturacdo o0ssea. Os cortes foram fotografados com microscopio de luz Zeiss
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Axioskop 40 (Carl Zeiss, Brasil), no aumento 10x, com camera digital acoplada
Canon, modelo Power Shot A640.

Para a analise histomorfométrica, trés cortes de cada defeito foram

selecionados em microscépio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss, Brasil), e

avaliados quanto a area de neoformacdo 6ssea. Em cada um dos trés cortes,

toda a area do defeito foi digitalizada, no aumento de 4x. As imagens foram

transferidas para um computador no formato JPEG para anélise morfométrica das

estruturas selecionadas. A taxa de neoformacgéo dssea foi quantificada por meio

do programa software Image J (Image Processing and Analysis in Java, NIH,

EUA). O parametro histomorfométrico calculado foi a area de neoformacéo 0ssea

por campo em um?. Em seguida os valores obtidos foram submetidos a andlise

estatistica pelo software GraphPad Prisma 7.01.

4.6.4 Analise imuno-histoquimica (IHC)

Apés a eutandsia e desmineralizacdo das pecas em EDTA, cortes histologicos

de 3,5 ym foram realizados em laminas silanizadas e submetidas ao procedimento

imunohistoquimico de rotina. Os marcadores imunohistoquimicos utilizados para

analisar a atividade celular foram anti-TRAP (Affinity Biosciences, Cincinnati, OH,
USA) e osteocalcina (OC) (Affinity Biosciences, Cincinnati, OH, USA). A diluicéo,

temperatura/tempo de incubacdo e recuperacdo antigénica estdo descritos no

Quadro 1.

Quadro 1- Diluicéo, incubacao e recuperacao antigénica

Anticorpo Recuperacéao Diluicéo Incubacao
primario antigénica

ocC Acido citrico 1:100 overnight

Anti-TRAP Acido citrico 1:100 overnight

Fonte: Elaborada pela autora.
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O teste ocorreu mediante a realizagdo dos seguintes procedimentos:
a) desparafinacédo e hidratacdo com sequéncia decrescente de xilol e etanol;
b) eliminacdo de pigmentos formolicos pelo tratamento com hidréxido de aménia a
10% em etanol 85%; c) recuperacao antigénica: acido citrico a 10 mMph pH 6,0 em
micro-ondas (700w) por 20 minutos, divididos em 4 ciclos de 5 minutos para OC, e
acido citrico em banho-maria a 93°C por 20 minutos para TRAP; d) bloqueio da
peroxidase endogena tecidual por meio de incubacdo com peroxido de hidrogénio e
metanol 1:1; e) incubacdo dos anticorpos primarios de acordo com a descri¢cdo do
Quadro 1; f) incubacdo com o anticorpo secundéario (Dako EnVision+Dual Link
System — HRP, Dako North America, Inc., Carpinteria, CA, USA) por 30 minutos a
temperatura ambiente; g) incubacdo com solucdo de diaminobenzidina (Dako Liquid
DAB) por 5 minutos, para coloragéo da reacdo Ag-Ac; h) contra-coloragao dos cortes
com hematoxilina de Harris, desidratacdo em etanol, clareamento em xilol e
montagem das laminas. Os controles negativos foram realizados com a substituicéo
do anticorpo primario por soro-albumina bovina e o0s controles positivos foram
realizados com laminas previamente marcadas pelos respectivos anticorpos.

Foram realizadas fotos padronizadas de cada lamina, da regido do 0sso
neoformado na extremidade do defeito 6sseo, para observacdo da expressdo dos
marcadores OC e TRAP. Para todos os biomarcadores foram realizadas avaliagbes

qualitativas nos defeitos a partir da imunomarcagao.
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5 RESULTADO

5.1 Caracterizacdo morfolégica das amostras

5.1.1 Anédlise da topografia superficial das amostras

A partir da analise por MEV-FEG para os diferentes grupos de nanofibras foi
possivel comprovar que mesmo havendo diferenca morfolégica entre os grupos,
todos apresentaram uma satisfatéria producdo de nanofibras com auséncia de
defeitos (beads). O grupo P apresentou adequado emaranhado de nanofibras
(Figura 10). J& nos grupos contendo vidro foi possivel observar sua incorporacao
tanto no interior quanto na superficie das nanofibras, além disso, foi observado que
cada composicdo de vidro apresentou caracteristicas estruturais e morfolégicas

préprias (Figuras 11, 12 e 13).

Figura 10 — Micrografia por MEV-FEG das nanofibras do grupo P, aumento de 1000x

SEM HV: 20.0 kV WD: 9.03 mm MIRA3 TESCAN|
View fleld: 55.4 ym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/d/y): 08/18/22 LAS - INPE

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 11 — Micrografias por MEV-FEG dos scaffolds do grupo P45

34 v E X ¢ A% AT B ‘ ¢ R E
SEM HV: 20.0 kV WD: .97 mm | | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV WD: 2.97 mm MIRA3 TESCAN|
View fieid: 55.4 pm Det: BSE 10 ym View field: 13.8 pm Det: BSE 2pm
SEM MAG: 5,00 kx.  Date(m/dly): 02125122 LAS - INPE SEM MAG: 20.0 kx.  Date{m/dly): 02/25/22 LAS - INPE

Legenda: Grupo P45 A) aumento de 5.000x, a seta amarela indica as nanoparticulas de
vidro incorporado na superficie dananofibra B) aumento de 20.000x, a seta verde indica as
nanoparticulas de vidro presente no interior da nanofibra.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 12 — Micrografias por MEV-FEG dos scaffolds do grupo P53

e . N . *b ’ "
SEM HV: 20.0 kV WD: 8.62 mm W MIRAS TESCANIN  SEM HV: 20.0 KV WD: 9.82 mm | 1 MIRA3 TESCAN
View fieid: 55.4 ym Det: 8SE 10 pm View fieid: 13.8 ym Det: BSE 2pm
SEM MAG: 5.00 kx  Dats(m/dly): 0212522 LAS - INPE SEM MAG: 20.0 kx  Date(midly): 02/25/22 LAS - INPE

Legenda: Grupo P53 A) aumento de 5.000x, a seta amarela indica as nanoparticulas de vidro
incorporado na superficie da nanofibra B) aumento de 20.000x, a seta verde indica as nanoparticulas
de vidro presente no interior da nanofibra.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 13 — Micrografias por MEV-FEG dos scaffolds do grupo P58
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SEM HV: 20.0 kV WD:10.14mm | MIRA3 TESCAN] SEM HV: 20.0 kV WD: 10.14 mm [N NN MIRA3 TESCAN|
View field: $5.4 ym Det: BSE 10 pm View field: 27.6 pm Det: BSE
SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/dly): 02/25/22 LAS - INPE SEM MAG: 10.0 kx  Date{m/dly): 02/25/22 LAS - INPE

Legenda: Grupo P58 A) aumento de 5.000x, a seta amarela indica as nanoparticulas de vidro
incorporado na superficie dananofibra B) aumento de 10.000x,a seta verde indica as nanoparticulas
de vidro presente no interior da nanofibra.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.2 Andlise do diametro médio das fibras

Foi realizada estatistica descritiva apresentando a média e desvio padrao
(DP) do didametro das nanofibras (Figura 14). A estatistica descritiva mostrou que o
grupo P apresentou um didmetro médio de 776 nm, o grupo P45 de 413 nm, o
grupo P53 de 403 nm e o grupo P58 de 405 nm.
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Figura 14 - Distribuicdo estatistica dos didmetros das nanofibras dos grupos experimentais
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Legenda: A) P B) P45 C) P53 D) P58.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.1.3 Anélise da molhabilidade

Nas figuras 15 e 16 é possivel observar a analise da molhabilidade pela
técnica do angulo de contato, os resultados permitem identificar que todos os grupos
apresentaram um perfil hidrofilico ao longo do tempo (s). Foi observado um pico na
gueda do angulo de contato nos primeiros 20 segundos nos grupos contendo vidro,
seguido de uma queda mais linear, semelhante ao grupo PCL. Os grupos contendo
vidro apresentaram reducdo do angulo em um periodo menor quando comparados
ao PCL, e os grupos P53 e P45 apresentaram um perfil hidrofilico semelhante, com

reducdo do angulo em menor tempo (s), quando comparados ao grupo P58.
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Figura 15 — Andlise do angulo de contato aos 3600 segundos
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 — Gréfico da analise da molhabilidade utilizando a técnica do angulo de
contato nos grupos experimentais
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 Caracterizacéo fisico-quimica das amostras

5.2.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman permitiu analisar a composic¢ao estrutural dos vidros
a partir da posicéo das bandas. Na figura 17 € possivel observar que todos os vidros
apresentaram majoritariamente a banda Q2, correspondente ao grupo funcional
siloxano com dois heteroatomos (Figura 18), sendo a principal ligacéao bioativa que o
material podera apresentar. Também foram observadas bandas de 6xido de célcio,
PO4, Q3 e Q4, decorrentes da composicéo do vidro.

Figura 17 — Espectroscopia Raman dos vidros S53P4, 45S5 e 58S
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 18 — Representacéo ilustrativa das ligagdes de silanol e siloxano
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Legenda: A partir de um atomo de Si central as ligagfes, e o nimero de heteroatomos (Si)
configuram as bandas Q2, Q3 e Q4.
Fonte: La Vars et al., 2013.

5.2.2 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

A analise qualitativa e identificacdo da composicdo quimica dos grupos
experimentais foi realizada por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). A figura
19 evidencia a presenca dos elementos quimicos C e O, que compdem o polimero
utilizado neste trabalho (grupo PCL). Na figura 20 € possivel observar a presenca de
C e O referente ao polimero, bem como a presenca dos elementos quimicos Si, Ca,
Cl, Na, comprovando a formulacao e presenca dos vidros bioativos hos compasitos.

A presenca de Au em todas as andlises ocorreu devido ao recobrimento das

amostras com uma camada de ouro para analise no MEV-FEG.
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Figura 19 - Analise qualitativa da composi¢cdo quimica da amostra do grupo P por
EDS
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 20 - Analise qualitativa da composi¢édo quimica da amostra dos grupos
contendo vidro
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Legenda: A) P45 B) P53 C) P58.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

54

A analise termogravimétrica (TGA) (STA 449 F3 Jupiter) permitiu identificar
a eficacia da incorporacédo dos vidros a solucdo de PCL. As porcentagens de fases

encontradas nos materiais foram avaliados e foi observado incorporacdo em

massa, de 32% do vidro 45S5, 23% do vidro S53P4 e 19% do vidro 58S as
respectivas solugdes de PCL (Figura 21).

Figura 21 — Andlise termogravimétrica dos grupos experimentais
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Ensaios bioldgicos in vitro

Todos os dados obtidos nos testes in vitro foram analisados por meio do teste
de normalidade, sendo que os resultados paramétricos foram submetidos ao teste
de variancia ANOVA um fator e complementado pelo teste de Tukey quando
necessario a fim de verificar as diferencas estatisticas entre grupos. Para todos os

testes estatisticos foi adotado nivel de significancia de 5%.

5.3.1 Determinagéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada ap6s 03 e 07 dias de cultivo celular. Os
dados obtidos possibilitaram identificar que os quatro grupos experimentais néo
foram citotoxicos, ou seja, todos permitiram adequada viabilidade celular. A partir
das absorbancias obtidas, foi possivel mensurar pela andlise estatistica descritiva,
de forma proporcional ao grupo controle considerado 100%, que a viabilidade de
todos os grupos experimentais foi superior a 70%. Na figura 22 é possivel identificar
gue ao ser avaliado no periodo de 03 dias, os grupos P53 e P58 exibiram viabilidade
celular acima dos grupos P e P45, porém apenas o grupo P53 exibiu diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). Quando avaliado apds o periodo de 07 dias,
todos os grupos contendo vidro apresentaram viabilidade celular superior ao grupo

P, com diferenca estatisticamente significante (p<0,0001).
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Figura 22 — Viabilidade celular avaliada apos os periodos de 03 e 07 dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.2 Analise do conteudo de proteina total

A figura 23 ilustra os resultados obtidos na analise do contetudo de proteina
total apds 07 e 10 dias. Os valores foram expressos em pg/mL, demonstrando a
producdo de proteina total pelas células cultivadas em contato com 0s grupos
experimentais. Foi observado que apds o periodo de 07 dias, o grupo P apresentou
o maior valor de proteina total, contudo, diferiu estatisticamente apenas do grupo
P53 (p<0,05) que exibiu o menor valor de proteina total. Apds o periodo de 10 dias,
o grupo P manteve o maior valor diferindo estatisticamente dos grupos

experimentais contendo vidro bioativo (p<0,05).



57

Figura 23 — Conteudo de proteina total avaliado apds os periodos de 07 e 10 dias

Conteudo de Proteina Total - 7 dias Contetdo de Proteina Total - 10 dias

39 5- a
a
ab ab 4
- b b b
22 4 34 I
E £
2 2 2-
1_
1_
0- . 0- T
R )
Q » o S G 5 X
™ ® % < N <

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.3 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A partir dos mesmos lisados da analise do conteddo de proteina total foi
mensurada a atividade de ALP. Na figura 24 é possivel observar que no periodo de
07 dias os grupos contendo vidro apresentaram os maiores valores e ndo diferiram
estatisticamente entre si (p>0,05), porém, os grupos P53 e P58 apresentaram
diferenca estatistica com o grupo P (p<0,05). No periodo de 10 dias foi observado
gue os grupos P53 e P58 mantiveram maior atividade e nao diferiram entre si
(p<0,0001), porém o grupo P53 diferiu estatisticamente dos grupos P e P45
(p<0,05).
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Figura 24 — Atividade de fosfatase alcalina avaliada apds os periodos de 07 e 10
dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.4 Formacdao e quantificacdo de Alizarina nos nddulos de mineralizacao

Apés 10 dias de cultura celular e por meio do corante de Alizarina S 2% foi
possivel observar a formacado de nodulos de mineralizacdo em todos 0s pocos,
confirmando a diferenciacdo celular das células originarias da medula 6ssea (Figura
25).
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Figura 25 - Fotomicrografias representativas dos nédulos de mineralizacédo

Legenda: Os nédulos de mineralizacédo foram corados por Alizarina S 2% no fundo da placa A) grupo
P B) grupo P45 C) grupo P53 D) grupo P58.
Fonte: Elaborada pela autora.

Em seguida, foi realizada a extracdo dos nédulos e quantificacéo da Alizarina.
A figura 26 mostra os dados obtidos ap6s a quantificacdo dos nédulos de
mineralizacdo, no qual pode ser observada diferenga estatisticamente significante
entre os grupos contendo vidro com o grupo P (p<0,05).
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Figura 26 - Quantificacdo de Alizarina nos nodulos de mineralizagdo ap6s o periodo
de 10 dias
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.5 Analise da morfologia celular por imunofluorescéncia

A analise da morfologia celular por imunofluorescéncia permitiu identificar que
as células observadas nos pocos exibiam, em sua maioria, morfologia poligonal de
forma integra. Além disso, foi observado o citoesqueleto de actina distribuido pelo
citoplasma, estendendo-se aos limites celulares corados com fluorocromo indicando
0 espraiamento celular. A distribuicdo das células evidenciou sua interacdo tanto na

superficie quanto no emaranhado das nanofibras, podendo ser observado na figura
27.
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Figura 27 — Micrografias em microscépio de fluorescéncia

Legenda: As micrografias evidenciam a morfologia celular na superficie dos scaffolds de cada grupo
experimental A) P B) P45 C) P53 D) P58.
Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.6 Interacéo celular

A analise da interacdo celular por MEV-FEG ap0s 07 dias permitiu identificar
gue as células apresentaram adesao e espraiamento entre as nanofibras de todos
os scaffolds (Figura 28). Nos grupos contendo vidro foi possivel observar a formacéo
de cristais na superficie das nanofibras, resultante da troca idnica de ions fosfato do

meio de cultura utilizado com os vidros.
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Figura 28 — Micrografia em MEV-FEG dos scaffolds, evidenciando a morfologia
celular na superficie dos materiais apds 7 dias em cultura
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Legenda: Micrografia dos scaffolds, evidenciando a morfologia celular na superficie dos materiais
apos 7 dias em cultura A) grupo P, aumento de 1.000x B) grupo P45, aumento de 3.820x C) grupo
P53, aumento de 5.000x D) grupo P58, aumento de 5.000x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4 Ensaios in vivo

5.4.1 Avaliagcédo biomecénica

A avaliacdo biomecénica foi realizada por meio do teste de flexdo de trés
pontos, que permitiu avaliar a for¢a de ruptura do tecido neoformado nas tibias e as
caracteristicas teciduais do osso neoformado, sendo que os dados obtidos foram
submetidos ao teste estatistico Anova 1 fator e ao teste de comparacao multipla de
Tukey.

A figura 29 ilustra a relacdo em Mpa dos grupos experimentais com 0 grupo
Co — grupo controle preenchido apenas com coagulo apoés realizacdo do defeito
0sseo - em Mpa, e € possivel verificar que ndo houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos (p>0,05).

Figura 29 — Andlise da forca de ruptura das tibias pelo teste de flexdo de trés pontos
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4.2 Analise histolégica

A andlise histologica foi realizada por microscépio 6ptico (MO), e foi verificada
a remodelacdo Ossea na regido do defeito OGsseo critico preenchido com os
biomateriais ou coagulo. Microscopicamente, foi possivel observar aspecto de
normalidade dos tecidos, sinais de remodelacao do tecido 6sseo com a proliferacao
de trabéculas Osseas neoformadas, osteoOcitos volumosos dentro de lacunas,
osteoblastos arranjados em fileira contornando o tecido O&sseo periférico e
osteoclastos abrigados em lacunas de Howship, confirmando a atividade de
reabsorcdo e aposicdo do tecido neoformado. As figuras 30, 31, 32, 33 e 34

confirmam a descri¢do histolégica dos grupos experimentais.

Figura 30 — Fotomicrografia em MO observada no grupo Coégulo

A : 100m . B 100 ..

Legenda: Ponte 6ssea e tecido neoformado na regido do defeito 6sseo critico ( ) A) Viséo
panoramica, aumento de 4x B) aumento de 40x.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 31 — Fotomicrografia em MO observada no grupo P

Legenda: Ponte 6ssea e tecido neoformado na regido do defeito 6sseo critico (=), com presn(;a
do biomaterial (*) A) Visao panoramica, aumento de 4x B) aumento de 20x.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 32 — Fotomicrografia em MO observada no grupo P45

Legenda: Ponte 6ssea e tecido neoformado na regido do defeito 6sseo critico (), com presenca
do biomaterial (*) A) Visdo panoramica, aumento de 4x B) aumento de 20x.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 33 — Fotomicrografia em MO observada no grupo P53
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Legenda: Ponte Gssea e tecido neoformado na regiéo do defeito 6ss
panoramica, aumento de 4x B) aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 34 — Fotomicrografia em MO observada no grupo P58

Legenda: Ponte Gssea e tecido neoformado na regifo do defeito dsseo critico (7 ) A) Vis&o
panoramica, aumento de 4x B) aumento de 20x.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4.3 Analise histomorfométrica

Apds obtencdo das imagens, a andlise histomorfométrica foi realizada por um
Gnico examinador previamente calibrado, utilizando o programa computacional
Image J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA -
http://rsb.info.nih.gov/ij/) para Windows. A avaliacdo foi realizada no tecido
neoformado na regido do defeito ésseo (n=5), indicando a remodelacdo 6ssea em
contato com os diferentes scaffolds. Todos os dados obtidos foram analisados por
meio do teste de normalidade, sendo que os resultados paramétricos foram
submetidos ao teste de variancia ANOVA um fator e complementado pelo teste de
Tukey quando necessario a fim de verificar as diferencas estatisticas entre grupos.
Para todos os testes estatisticos foi adotado nivel de significancia de 5%.

Os dados estatisticos presentes na figura 35 demonstraram que o grupo P
apresentou 0os menores valores de neoformacdo O0ssea, com diferenca estatistica
significante (p<0,05) quando comparado aos outros grupos experimentais. O grupo
P53 apresentou a maior taxa de neoformacdo Ossea, diferindo estatisticamente

(p<0,05) de todos os grupos analisados, exceto de P45.

Figura 35 - Grafico quantitativo da neoformacgéo 6ssea com os valores de média e

desvio padréo (%)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.4.4 Analise imuno-histoquimica

O resultado da imuno-histoquimica foi baseado na avaliacdo qualitativa dos
anticorpos TRAP e osteocalcina (OC). Para ambos os biomarcadores, foram
realizadas avaliacbes na regido de osso neoformado dos defeitos criticosapés o
periodo de 4 semanas. A andlise foi realizada em microscépio 6ptico convencional
por um unico observador, previamente calibrado.

Nas figuras 36, 37, 38, 39 e 40 é possivel observar as imunomarcacfes no
grupo coagulo e grupos experimentais, respectivamente. Foi possivel observar a
osteocalcina principalmente na matriz 6ssea mineralizada, nas trabéculas Osseas
neoformadas, ostedcitos, osteoblastos e matriz extracelular. J& a incubacdo do
TRAP foi utilizada como um marcador histoquimico da atividade osteoclastica, dessa
forma, foi observada a imunomarcagdo de osteoclastos predominantemente no
tecido 6sseo neoformado periférico, e em areas de remodelacdo, com presenca de
células grandes e multinucleadas, adaptadas em depressdes conhecidas como

lacunas de Howship.
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Figura 36 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos com imunomarcacdes positivas
para TRAP e OC no grupo Coagulo

Legenda: A) imunomarcagdo de TRAP, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam os osteoclastos na
periferia do osso neoformado, acomodadas nas lacunas de Howship B) imunomarcacéo de TRAP,
aumento de 63x. As setas (—) evidenciam o aspecto gigante e multinucleado das células
imunomarcadas C) imunomarcacdo de OC, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam a
imunomarcagdo na matriz 0ssea, nos osteoblastos arranjados em fileira e nos ostedcitos
preenchendo as lacunas D) imunomarcacéo de OC, aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 37 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos com imunomarcacdes positivas
para TRAP e OC no grupo P

Legenda: A) imunomarcagao de TRAP, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam os osteoclastos na
periferia do osso neoformado, acomodadas nas lacunas de Howship B) imunomarcacdo de TRAP,
aumento de 63x. As setas (—) evidenciam o aspecto gigante e multinucleado das células
imunomarcadas C) imunomarcacdo de OC, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam a
imunomarcacdo na matriz 0ssea, nos osteoblastos arranjados em fileira e nos ostedcitos
preenchendo as lacunas D) imunomarcacdo de OC, aumento de  40x.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 38 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos com imunomarcacdes positivas
para TRAP e OC no grupo P45

Legenda: A) imunomarcagao de TRAP, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam os osteoclastos na
periferia do osso neoformado, acomodadas nas lacunas de Howship B) imunomarcacdo de TRAP,
aumento de 63x. A seta (—) evidencia o aspecto gigante e multinucleado da célula imunomarcada C)
imunomarcacdo de OC, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam a imunomarcagdo na matriz
Ossea, nos osteoblastos arranjados em fileira e nos ostedcitos preenchendo as lacunas D)
imunomarcacédo de OC, aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 39 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos com imunomarcacdes positivas
para TRAP e OC no grupo P53

Legenda: A) imunomarcagdo de TRAP, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam os osteoclastos na
periferia do osso neoformado, acomodadas nas lacunas de Howship B) imunomarcacdo de TRAP,
aumento de 40x. A seta (—) evidencia o aspecto gigante e multinucleado da célula imunomarcada C)
imunomarcacdo de OC, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam a imunomarcagdo na matriz
0ssea, nos osteoblastos arranjados em fileira e nos ostedcitos preenchendo as lacunas D)
imunomarcacéo de OC, aumento de 63x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 40 - Fotomicrografias dos cortes histolégicos com imunomarcacdes positivas
para TRAP e OC no grupo P58
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Legenda: A) imunomarcagao de TRAP, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam os osteoclastos na
periferia do osso neoformado, acomodadas nas lacunas de Howship B) imunomarcacéo de TRAP,
aumento de 63x. As setas (—) evidenciam o aspecto gigante e multinucleado das células
imunomarcadas C) imunomarcacdo de OC, aumento de 10x. As setas (—) evidenciam a
imunomarcagdo na matriz 0ssea, nos osteoblastos arranjados em fileira e nos ostedcitos
preenchendo as lacunas D) imunomarcacéo de OC, aumento de 40x.

Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Uma das primeiras definicbes de “biomaterial” surgiu em 1967 pelo Dr.
Cohen, que definiu o termo como: “todos os materiais usados como implantes, com
excegao de drogas e tecidos biolégicos moles” (Cohen, 1967). Muitos estudos e
avancos foram realizados neste campo, e hoje a definicdo mais amplamente aceita
foi determinada em 1991 pela Sociedade Europeia de Biomateriais durante a 92
conferéncia Europeia em Chester, Reino Unido. Nesta nova definicdo, um
biomaterial & definido como “qualquer substancia ou combinacdo de substancias,
exceto drogas, de origem sintética ou natural, que pode ser usada por qualquer
periodo de tempo, que aumenta ou substitui parcial ou totalmente qualquer tecido,
orgdo ou fungdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a qualidade de vida do
individuo”. Essa nova definicdo se torna muito interessante pois evidencia que um
biomaterial ndo deve apenas substituir uma perda do paciente, mas sim superar
seus inconvenientes (Todros et al., 2021).

Os biomateriais apresentam uma ampla gama de uso dentro da medicina e
da odontologia, e com isso se faz necessario uma variedade de materiais que se
adequem a diferentes usos, bem como sua adaptacéo para cada caso clinico. Nesse
guesito, compaositos a base de polimeros e vidros bioativos vém se destacando para
uso no ramo da ortopedia e da odontologia, pois além da sua arquitetura mimetizar o
tecido endbégeno, a alta capacidade regenerativa do tecido 6sseo associada a
bioatividade do biomaterial promovem uma regeneracgdao tecidual eficaz (Wang et al.,
2017; Zhang et al., 2020).

Os vidros bioativos sdo comumente preparados por duas rotas: a sol-gel ou
a melt-quenching. O processo de sol-gel foi desenvolvido para aprimorar a facil
cristalizacdo da primeira formulacdo do biovidro 45S5, permitindo a sintese de vidros
com alta pureza (Sepulveda et al., 2001). Embora seja uma técnica desenvolvida
para o biovidro 45S5, ela também é usada para a sintese de outros vidros bioativos,
como os descritos nesse presente trabalho. A escolha da rota deve ser norteada
pela porosidade e uniformidade desejada do material, bem como suas propriedades
mecanicas e, especialmente, de bioatividade. Na fabricagéo de vidros pela rota sol-

gel, os precursores organicos passam primeiramente por uma gelificacdo, seguido
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de secagem para preparar o vidro amorfo. Essa rota se destaca pela formacgéo de
vidro com mesoporos, ou seja, apresentam em sua estrutura cristalina poros na faixa
de 2-50 nm (Kaur et al., 2016), essenciais para a adesao e espraiamento celular,
bem como o transporte de nutrientes pelo biomaterial (Langer et al., 2016).

Neste presente estudo, a producdo do compdésito apds a confeccdo dos
vidros bioativos foi realizada pela técnica de eletrofiagdo. Cada vidro bioativo foi
misturado ao polimero e, apds total dissolucdo dos componentes, a solucéao foi
transferida a seringa e acoplada ao aparato da eletrofiacdo. Nesta técnica, um
campo elétrico é aplicado ao sistema, e a medida que a for¢ca do campo elétrico
aumenta, a microesfera da solugcdo formada na extremidade da agulha da
seringa se alonga e forma o chamado “cone de Taylor’. A forga eletrostatica
dentro do cone de Taylor supera a tensao superficial, gerando assim um jato liquido.
Esse jato sofre instabilidades de flexdo, levando ao espalhamento das fibras pelo
coletor metalico, resultado em um tapete fibroso com orientacéo aleatoéria (Yarin et
al., 2001).

Nas imagens de MEV, foi possivel identificar o emaranhado de fibras
poliméricas orientado aleatoriamente, sem a presenca de beads, bem como a
adequada incorporacdo dos respectivos vidros na superficie e no interior das
nanofibras, sendo que estes diferiram quando a sua estrutura e morfologia, o que
indica o sucesso na producdo dos vidros e incorporacdo das diferentes solugdes,
sem contaminagdo entre 0S grupos experimentais. Estes resultados ainda
corraboram com a avaliacdo fisico-quimica das amostras, na qual a composicdo
estrutural dos vidros foi confirmada pela majoritaria presenca de bandas Q2,
indicando a bioatividade do vidro silicato (Gonzélez et al., 2003), a composicdo
guimica foi confirmada por EDS e a eficacia da incorporacéo de cada vidro na manta
do compoésito eletrofiado foi avaliada por TGA. Nesta ultima andlise, fica evidente
gue o peso molecular e a estrutura do vidro afetam diretamente sua incorporacao no
PCL, mesmo com a metodologia padronizada de 1:1 na solug&o de polimero + vidro
para todos os grupos, entretanto, os resultados in vitro e in vivo discorridos abaixo
revelam que a taxa de incorporacdo nao € proporcional a atividade e diferenciacao
celular. Baseando-se nos resultados, sugerimos que 0 sucesso no uso deste
scaffold ndo esta vinculado a uma maior concentracdo de vidro bioativo, mas sim
nas ligacdes quimicas e propriedades biologicas que cada formulacéo tera quando

em contato com o meio biolégico.
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Diversos estudos vém avaliando o didmetro médio das fibras poliméricas, e
esta analise faz-se de suma importancia para compreender o comportamento
morfologico das fibras quando submetidas ao processo de eletrofiacdo (Murphy et
al., 2020; Obukuro et al., 2008; Zonderland et al., 2020). Os resultados obtidos
demonstraram que o grupo P apresentou maior média de fibras, enquanto os grupos
contendo vidro bioativo apresentaram uma diminuicdo no tamanho da fibra.
Pelipenko et al. (2014) demonstraram que a mobilidade celular diminui com um
aumento entre 300 a 700 nm da espessura da fibra, enquanto aumenta a adesao
celular. Correlacionando com o presente estudo, foi observado um melhor
comportamento in vitro e in vivo dos grupos contendo vidro bioativo quando
comparado ao grupo P, confirmando assim que o diametro da fibra € um parametro
que influencia no sucesso da resposta celular. Contudo, ainda ndo esta claro na
literatura como o vidro age nessa alteracdo estrutural do compdsito polimérico,

sugerindo assim uma maior investigacao a nivel quimico deste achado.

Na analise da molhabilidade, foi observado que nos primeiros segundos em
contato com a gota, 0os grupos contendo vidro apresentaram menor angulo, em
seguida, apresentaram um comportamento de absor¢cdo da agua mais linear,
semelhante ao grupo P. Este achado sugere que o vidro realiza essa primeira
absorcdo da 4gua de maneira mais significativa, indicando que o mesmo aumenta a
hidrofilia do biomaterial, e corrobora com os achados de Maquet et al. (2003) e Misra
et al. (2010).

Ao avaliarmos a citotoxidade em contato com 0s grupos experimentais, foi
observado aumento da viabilidade celular dos grupos contendo vidro do 3° para o 7°
dia de avaliacdo. Isso pode ser explicado devido a degradacdo do vidro bioativo,
pois quando em contato com o meio, o vidro bioativo aumenta a solubilidade das
particulas e ocorre a liberacdo dos ions calcio, fosfato e silica, promovendo assim
uma alteragcdo no pH local, este efeito ir4 agir sobre a viabilidade celular em contato
com o biomaterial (Hoppe et al., 2011). Assim, no contato inicial com o vidro bioativo,
as células podem sofrer um periodo de estresse devido & essa interagdo com o
material, que pode promover uma diminui¢do temporaria na viabilidade, mas que é
superada a medida que as células se adaptam a superficie do vidro e ao ambiente
local. A literatura relata que essa alteracdo é geralmente transitdria e as células

podem se recuperar e readquirir sua viabilidade normal (Baino et al., 2016; Fiume et
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al., 2018), como foi observado no presente estudo.

A fosfatase alcalina (ALP) € uma enzima envolvida no metabolismo ésseo,
com atuagéo na diferenciagéo celular de osteoblastos, bem como na osteogénese,
formacdo e mineralizacdo Ossea. Estudos tém mostrado que a atividade de ALP
intracelular € intensificada em contato com vidros bioativos (Ren et al., 2021; Yuan et
al.,, 2001). Visando avaliar a diferenciacdo e o potencial osteogénico dos
biomateriais, foi avaliado o conteddo de proteina total e a atividade de ALP a partir
dos mesmos lisados, e foi observado que em ambos os periodos analisados, o
grupo P apresentou maiores valores de proteina total, porém menores valores de
ALP. O comportamento inverso foi observado nos grupos contendo vidro bioativo, ou
seja, em um menor contetdo de proteina total ocorreu uma maior atividade de ALP.
Esse dado foi confirmado na formacdo de nédulos de mineralizacdo e na
guantificacdo de Alizarina, no qual os grupos contendo vidro bioativo apresentaram
uma maior quantificacdo, diferindo estatisticamente do grupo
P. A confirmacéo se faz verdadeira porque mesmo sendo observada a formacao de
nodulos em todos os grupos, essa quantificacdo da Alizarina revela a mineralizacéo
e a formacéo de matriz 6ssea em cada grupo analisado.

A andlise da morfologia e interacao celular revelou a distribuicdo das células
na superficie e no emaranhado das nanofibras, indicando o potencial do biomaterial
de agir como um scaffold para adesédo e proliferacao celular (Hutmacher, 2006). A
partir dos achados in vitro realizou-se a etapa in vivo para avaliar o potencial
regenerativo dos biomateriais em defeitos 6sseos realizados em tibias de ratos.

O teste biomecanico de flexdo de trés pontos realizado na area do defeito
0sseo evidenciou que ndo houve diferenca estatistica ao comparar a forca de
ruptura nas tibias preenchidas pelos diferentes grupos com o grupo Co. Contudo, ao
pensar na natureza regenerativa do biomaterial, e ndo de substituicdo 0ssea, deve-
se ter em mente que a membrana serd degradada pelo organismo, e assim, o
principal desafio é avaliar se o material funciona como um bom arcabouco celular a
medida que vai sendo reabsorvido pelo organismo. Tem sido descrito que o polimero
e o vidro apresentam uma forte ligacdo covalente, e isso permite uma degradacéo
simultanea do composto (Vukajlovic et al., 2019). Esses resultados condizem com o0s
achados na literatura, no qual estd bem estabelecido que as nanofibras se tornam
atrativas devido ao aumento da area de superficie e maior porosidade, porém,
gquando as propriedades mecanicas do material sdo avaliadas, elas mostram-se
baixas. Ou seja, embora o espraiamento celular ocorra nesse arcabouco das

nanofibras, elas por si sé ndo conseguem aumentar a propriedade mecéanica do
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tecido neoformado. (Ardeshirylajimi et al., 2015; Ren et al., 2014; Santocildes-
Romero et al., 2016).

Esses dados podem ser correlacionados a analise histomorfométrica
realizada no presente estudo, foi verificada maior neoformacdo 6ssea nos grupos
contendo vidro bioativo quando comparados ao grupo P, sugerindo que a
degradacédo dos compdsitos ocorreu de maneira concomitante a remodelacdo 0ssea.
No entanto, apenas 0 Qrupo P53 mostrou-se superior, com diferenca
estatisticamente significante (p<0,05), ao grupo Co, que simula a reparagéo tecidual
natural, sem intervencao de biomateriais.

A remodelacdo 6ssea também foi avaliada por imuno-histoquimica por meio
da imunomarcacdo dos anticorpos TRAP e osteocalcina. A utilizacdo desses
anticorpos em conjunto revela caracteristicas especificas da reabsor¢cdo 6ssea pelos
osteoclastos e a formacdo Ossea pelos osteoblastos, indicativo da remodelagéo
Ossea esperada. Visto que o TRAP € uma enzima encontrada em células envolvidas
na reabsor¢cdo 0ssea, como 0S osteoclastos, a presenca de osteoclastos ativos
indica atividade de reabsor¢éo 6ssea (Kiyoi, 2018). J4 a osteocalcina é uma proteina
produzida pelos osteoblastos, células responsaveis pela sintese e deposicdo de
matriz 6ssea. A osteocalcina desempenha um papel importante na mineralizacédo e
maturacdo dos 0sso0s, assim, seu uso se da na deteccdo de osteoblastos e na
producdo de matriz 6ssea. A presenca de osteocalcina é considerada um marcador
especifico de formacao 6ssea (Koblenzer et al., 2022).

Fedchenko e Reifenrath (2014) discutiram as diferentes metodologias e
analises imuno-histoquimicas existentes para estudo do tecido 0sseo, e apontaram
gue a andlise qualitativa por meio da descricdo de parametros morfolégicos pode ser
aplicada em estudos pilotos, e em casos no qual a analise imuno-histoquimica néo é
a principal metodologia do trabalho. Neste caso, essa analise do estudo em questéo
nao podera ser comparada com outros estudos diretamente, porém, este método
pode destacar detalhes que sdo mascarados no sistema de score normalmente
utilizado. Outros estudos seguiram esse padrdo para revelar se o tecido se
comportou da maneira esperada, e ndo necessariamente com o0 objetivo de

quantificar a presenca desses componentes (Knabe et al., 2006; Recker et al.,
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2011). Dado a natureza exploratoria deste presente estudo, a IHC foi avaliada
qualitativamente e de maneira concomitante a histologia e histomorfometria dos
grupos experimentais. Ou seja, a analise histologica evidenciou aspectos da
remodelacdo 0ssea, como trabéculas 0sseas neoformadas, ostedcitos volumosos e
osteoblastos arranjados em fileira, além da presenca de osteoclastos. Contudo, a
imunomarcacdo dessas estruturas, por meio de marcadores bioquimicos
comprovam O processo metabdlico que ocorre no tecido (Banfi et al., 2010;
Greenblatt et al.,, 2017). Por fim, esta analise reforca os achados da
histomorfometria, visto que a remodelacédo Gssea foi observada em todos 0s grupos
experimentais, mesmo com influéncia dos scaffolds estudadas na neoformagé&o
ossea.

Apesar do grupo P53 ter apresentado resultados in vitro e in vivo mais
promissores, faz-se necessario mais estudos para determinar a melhor aplicacéo de
cada um dos vidros bioativos avaliados. Além disso, sugere-se mais estudos para
determinar o perfil de biodegradacao e bioatividade desses materiais, bem como a
avalicdo de suas propriedades mecanicas.

Todos os resultados acima descritos indicam o0 sucesso na produgédo e
insercdo deste biomaterial na pesquisa translacional, e seu potencial uso para

estudos clinicos.
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7 CONCLUSAO

Por meio da metodologia e testes desenvolvidos, € possivel afirmar que a
hipotese foi bem formulada e respondida.

Em relacdo a sintese do biomaterial, foi observado o sucesso na producao
dos scaffolds formado por um compdsito de nanofibras de PCL com vidros bioativos,
45S5, S53P4 e 58S, pela técnica de eletrofiagcdo, confirmado pela metodologia
fisico-quimica e morfoldgica.

Os resultados in vitro e in vivo revelaram que a incorporacdo dos vidros
bioativos foi capaz de aumentar a biocompatibilidade e bioatividade do polimero
base utilizado (PCL). Estes resultados revelaram ainda que os scaffolds ndo foram
citotdéxicos, e permitiram a atividade e diferenciacao celular, bem como indicaram
maior tendéncia a neoformacéo éssea, confirmada estatisticamente no grupo P53.

Sendo assim, os scaffolds de PCL incorporadas aos vidros bioativos 45S5,
S53P4 e 58S se mostraram promissoras para a bioengenharia 6ssea, visando seu

uso para regeneracao tecidual.
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CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n° 06/2021,
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