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RESUMO

Nimia HH. Avaliacdo do reparo 6sseo de defeitos criticos em calvaria de ratos recobertos por
membranas de latex incorporadas com beta-tricalcio fosfato nas escalas micrométrica e
nanométrica [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de
Odontologia; 2025.

A funcionalizacdo de membranas por meio da incorporagdo de ceramicas de fosfato de célcio
com intuito de potencializar as propriedades bioldgicas no processo de reparo 0sseo por meio
do principio de osteopromocédo tem sido foco de novos estudos para o desenvolvimento de
biomateriais. O objetivo deste trabalho foi determinar o nivel de biocompatibilidade, bem
como avaliar o processo de reparo 6sseo em defeitos criticos tratados com membrana de latex
incorporada ou ndo com beta-tricalcio fosfato (B-TCP) nas escalas micrométricas e
nanometricas. Foi realizada a analise da viabilidade celular em fibroblastos dermicos
humanos primarios. Para o estudo pré-clinico experimental foram utilizados 96 ratos wistar e
em cada em cada animal foi criado um defeito critico de 6 mm em sua calvaria. Os animais
foram divididos em 4 grupos de acordo com a terapéutica a ser empregada para o defeito
critico: apenas codgulo sanguineo (GC), membrana de latex (ML), membrana de latex + -
TCP microparticulas (Micro), membrana de latex + B-TCP nano particulas (Nano). Os
animais foram eutanasiados apos 15, 30 e 60 dias. As pecas foram submetidas a analise
microtomografica, avaliando os parametros volume dsseo (BV), porcentagem do volume
0sseo (BV/TV), espessura do trabeculado 6sseo (Th.Th) e separacdo (Th.Sp) e nimero (Th.N)
de trabéculas, seguidas do processamento para inclusdo em resina fotopolimerizavel
Technovit® e posterior analise confocal a laser, no intuito de mensurar a taxa de aposicao
mineral. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com nivel de significancia de
5%. As membranas apresentaram viabilidade celular, com excecdo de ML em altas
concentracdes que apresentou resultados inferiores ao controle negativo e a incorporacdo do
beta-tricalcio fosfato nas escalas micro ou nanométricas modulou favoravelmente a resposta
celular ao longo do tempo. Para os parametros BV e BV/TV foi observado diferenca
estatistica entre Micro e ML vs GC nos periodos de 30 e 60 dias, enquanto no parametro
separagdo trabecular houve diferencas entre Nano vs GC no periodo de 15 dias. A taxa de
aposicao mineral dos grupos micro e nano foram estatisticamente superiores a GC em 15 dias
e ao grupo ML em 15 e 30 dias. Diante dos resultados obtidos conclui-se que as membranas

de latex com ou sem incorporagao de beta-tricalcio fosfato nas escalas nano ou micrométricas



foram biocompativeis e favoreceram a deposicdo e aposicdo mineral dsseas nos defeitos

criticos em calvaria de ratos.

Palavras-chave: regeneracdo 0ssea; materiais biocompativeis; membrana; latex.



ABSTRACT

Nimia HH. Evaluation of bone healing of critical defects in the calvary of rats coated by latex
membranes incorporated with beta-tricalcium phosphate at the micrometric and nanometric
scale [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia;
2025.

The functionalization of membranes through the incorporation of calcium phosphate ceramics
in order to enhance the biological properties in the bone repair process through the principle
of osteopromotion has been the focus of new studies for the development of biomaterials. The
objective of this study was determine the level of biocompatibility, as well as evaluate the
bone repair process in critical defects treated with a latex membrane incorporated or not with
beta-tricalcium phosphate (B-TCP) at the micrometric and nanometric scales. The cell
viability analysis was performed in primary human dermal fibroblasts. For the experimental
preclinical study, 96 Wistar rats were used and a critical defect of 6 mm was created in each
animal's calvaria. The animals were divided into 4 groups according to the therapy to be used
for the critical defect: blood clot only (GC), latex membrane (ML), latex membrane + B-TCP
microparticles (Micro), latex membrane + B-TCP nanoparticles (Nano). The animals were
euthanized after 15, 30 and 60 days. The specimens were subjected to microtomographic
analysis, evaluating the parameters bone volume (BV), percentage of bone volume (BV/TV),
trabecular bone thickness (Th.Th) and separation (Th.Sp) and number (Th.N) of trabeculae,
followed by processing for inclusion in Technovit® photopolymerizable resin and subsequent
confocal laser analysis, in order to measure the mineral apposition rate. The data obtained
were subjected to statistical analysis with a significance level of 5%. The membranes showed
cell viability, except for ML at high concentrations, which presented results inferior to the
negative control, and the incorporation of beta-tricalcium phosphate at micro or manometric
scales favorably modulated the cellular response over time. For the BV and BV/TV
parameters, a statistical difference was observed between Micro and ML vs GC in the periods
of 30 and 60 days, while in the trabecular separation parameter there were differences
between Nano vs GC in the period of 15 days. The mineral apposition rate of the micro and
nano groups was statistically higher than GC in 15 days and then the ML group in 15 and 30
days. Given the results obtained, it is concluded that the latex membranes with or without
incorporation of beta-tricalcium phosphate in the nano or micrometric scales were
biocompatible and favored bone mineral deposition and apposition in critical defects in rat

calvaria.



Keywords: bone regeneration; biocompatible materials; membrane; latex.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fluxograma da sintese para a obtencdo do fosfato de célcio 24
Figura 2 - A) llustracdo do planejamento de estimulacdo; B) llustracdo da interpretacdo da
andlise de viabilidade celular 27
Figura 3 - Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos humanos (HDFn) expostos aos
eluatos das membranas: latex natural (ML), latex com Beta-tricalcio fosfato microestruturado
(Micro) e latex com Beta-tricélcio fosfato nanoestruturado (Nano), nas concentracBes de
100%, 80%, 60%, 40% e 20%. As células foram incubadas em meio livre de soro por 24 h
(A),48h (B)e72h (C) 34
Figura 4 - Grafico comparativo das médias e desvio padrdo observadas no Pardmetro BV na
analise por MicroCT. | representa diferenga estatistica entre os grupos 41
Figura 5 - Grafico comparativo das médias e desvio padrao observadas no Parametro BV/TV
na andlise por MicroCT. | representa diferenga estatistica entre os grupos 42
Figura 6 - Grafico comparativo das médias e desvio padrdo observadas no Parametro th.sp na
analise por MicroCT. | representa diferenca estatistica entre os grupos 43
Figura 7 - Gréafico comparativo das médias e desvio padrdo observadas no Pardmetro tb.th na
analise por MicroCT 44
Figura 8 - Grafico comparativo das médias e desvio padrdo observadas no Parametro tb.n na
analise por MicroCT 45
Figura 9 - Imagens representativas da reconstrucdo em 3D dos diferentes grupos nos periodos
de 15, 30 e 60 dias 46
Figura 10 - Gréafico representativo das médias de mineralizacdo 6ssea/dia de acordo com 0s
grupos e periodos avaliados nesse estudo. (p<0,0001) 47
Figura 11 - Imagens do defeito critico da calota com a presenca de coagulo e membranas
obtidas através da analise de microscopia confocal a laser. Imagens evidenciando area 6ssea

mineral corada com fluorocromo calceina (verde) e com fluorocromo alizarina (vermelho) 48



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Avaliagdo da viabilidade celular de fibroblastos humanos (HDFn) expostos aos
eluatos das membranas ML, Micro e Nano nas concentraces de 100%, 80%, 60%, 40% e
20%. As células foram incubadas em meio livre de soro por 24 h 35
Tabela 2 - Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos humanos (HDFn) expostos aos
eluatos das membranas ML, Micro e Nano nas concentrages de 100%, 80%, 60%, 40% e
20%. As células foram incubadas em meio livre de soro por 48 h 37
Tabela 3 - Avaliacdo da viabilidade celular de fibroblastos humanos (HDFn) expostos aos
eluatos das membranas ML, Micro e Nano nas concentracfes de 100%, 80%, 60%, 40% e

20%. As células foram incubadas em meio livre de soro por 72 h 40



%
ANOVA
BIC

BV
BVITV

Ca

CO2

cm
COBEA
Ctan
FOA
MAR
MEV
mg/Kg
mg/kg/dia
mg/L
Micro-CT
ml
ml/Kg
mm
Mol.L-1
N

N.cm
Na
NaOH
NBA

°C

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Porcentagem

Analise de variancia

Extensdo linear de contato osso-dispositivo (Bone implant contact)

Volume Osseo

Porcentagem de volume dsseo
Carbono

Célcio

Gés Carbonico

Centimetro

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
Ct-analyser

Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Taxa de aposic¢do mineral
Microscopia Eletronica de Varredura
Miligrama por quilo

Miligrama-kilo dia

Miligrama por Litro

Micro tomografia computadorizada
Mililitros

Mililitro por quilo

Milimetro

Mol Litro

Nitrogénio

Newton por centimetro

Saédio

Hidroxido de Sodio

Area de 0sso neoformado (Newly bone formation)

Oxigénio
Graus Celsius

Nivel de significancia



P Fosforo

PBS Solucda Salina Tamponada com Fosfato
ph Potencial hidrogenidnico

PLA Acido Polilactico

PLLA Poli-L-Lactideo

PDLA Poli-D-Lactideo

PLDLLA Poli (L-lactide-co-D,L-lactide)
PGA Acido Poli-Glicdlico

PDS Poli dioxanona

PVP-I Polivinilpirrolidona - lodo
ROI Area ao redor do implante
Rpm Rotacdes por minuto

Th.N NUmero de trabéculas

Th.Sp Separacao das trabéculas
Th.Th Espessura trabecular do osso
TC Tomografia computadorizada
Ti Titanio

um Micrémetro

pnA Micro ampere



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

2.2 Objetivo Especifico

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese do B-TCP pelo método de secagem do sol-gel

3.2 Extracdo e preparacdo do latex natural (LN)

3.3 Incorparagdo do B-TCP nas membranas pelo método Biomimético

19
22
22
22
23
23
24
25

3.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectrometria de Energia Dispersiva de

raios X (EDS)

3.5 Anélise de viabilidade celular

3.6 Animais e Grupos Experimentais

3.7 Procedimento Cirurgico

3.8 Eutanésia e Coleta das Amostras

3.9 Microtomografia Computadorizada (micro-CT)
3.10 Preparacdo do Material para Analise Confocal a Laser
3.11 Analise Estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular

4.2 Analise Microtomografica

4.2.1 Volume Osseo (BV)

4.2.2 Porcentagem de Volume Osseo (BV/TV)
4.2.3 Separagdo trabecular

4.2.4 Espessura trabecular

4.2.5 Namero de trabéculas

4.2.6 Andlise Qualitativa

4.3 Microscopia confocal a laser

4.3.1 Taxa de aposicao mineral (MAR)

4.3.2 Andlise qualitativa

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

REFERENCIAS

25
26
27
28
29
29
30
31
32
32
41
41
42
43
44
45
45
47
47
48
49
52
53



ANEXOS

59



19

1 INTRODUCAO

A regeneracdo 0ssea guiada (ROG) surgiu como uma abordagem terapéutica destinada
a estimular o crescimento dsseo, utilizando membranas como barreiras fisicas [1]. Estudos
experimentais indicaram, de forma significativa, que a formacéo de 0sso € substancialmente
favorecida quando a penetracdo de tecidos moles no local do defeito 6sseo € impedida por

meios mecanicos [2,3].

As membranas atuam na protecdo do coagulo sanguineo, elemento essencial para o
processo de regeneracdo 6ssea. Elas tambem contribuem para a diminuicdo da atividade de
células osteoclésticas, provenientes da vascularizagdo dos tecidos moles adjacentes,
favorecendo, assim, a formacdo Ossea nos estagios iniciais da cicatrizacdo [4]. Evidéncias
adicionais sugerem que a acdo das membranas vai além de sua fungdo como barreira fisica;
elas podem também estimular diretamente a regeneracdo 0ssea no defeito subjacente. Essa
atividade biologica pode estar relacionada ao recrutamento celular, a inducéo da angiogénese
e a remodelacdo 0ssea, resultando na substituicdo do defeito por tecido 6sseo maduro [5].

A eficacia clinica do uso isolado da membrana como barreira ja foi comprovada,
sendo observada uma maior formacdo Ossea em dareas de fenestracdo dssea ao redor de
implantes de titanio tratadas com membranas, quando comparadas a locais controle, nos quais

as fenestracdes foram deixadas apenas sob o periosteo, sem a utilizacdo de membrana [6].

Diversos materiais, tanto sintéticos quanto de origem natural, absorviveis ou ndo, tém
sido empregados clinicamente como membranas na ROG [7-10]. Para além das funcGes
oclusivas e bioestimuladoras, a biocompatibilidade representa um requisito fundamental, a
fim de assegurar que os eventos bioldgicos envolvidos na reparacdo tecidual ocorram de
forma adequada, sem interferéncia negativa da composicdo do material. O biomaterial
utilizado deve induzir uma resposta tecidual apropriada, de modo que sua interacdo com 0s
tecidos ndo comprometa a cicatrizacdo, a integridade das estruturas adjacentes ou a seguranca

do paciente [11].

Nesse cenario, 0 latex se destaca por possuir propriedades compativeis com as
exigéncias biologicas do processo de reparagdo tecidual. Derivado da éarvore Hevea
brasiliensis, esse material tem se mostrado biocompativel e promissor em diversas aplicacdes
biomedicas [12-15], combinando alta resisténcia mecéanica com baixo custo, o que favorece
sua utilizacdo na area da saude. Um estudo anterior [16] evidenciou que as membranas de

latex sdo capazes de modular sua porosidade mediante a incorporacdo de diferentes volumes
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de agua, estabelecendo uma correlagdo entre a porosidade ajustada e a liberagdo controlada de
farmacos. Ressalta-se que esse controle na fabricagdo é fundamental para assegurar que o
material apresente caracteristicas ideais para aplicacdo in vivo, favorecendo a liberacdo
eficiente de substancias incorporadas, a0 mesmo tempo em que a pesquisa se alinha aos
principios dos 3Rs (reducdo, refinamento e substituicdo) no uso de animais de laboratdrio.
Embora a porosidade especifica ndo seja um requisito indispensavel para sua aplicagdo em
regeneracdo Ossea guiada, essa caracteristica pode contribuir para a melhoria dos resultados

regenerativos [5].

Um estudo anterior [17], utilizando um modelo in vivo de defeitos criticos na calvaria
de coelhos, observou uma formacdo Ossea mais expressiva nos grupos tratados com
membranas de latex em comparacdo aos grupos controle (sem membrana), sugerindo o
potencial do uso isolado dessas membranas, sem a associacdo com enxertos ou substitutos
6sseos em procedimentos de ROG. Buscando ndo apenas explorar a funcdo oclusiva da
membrana, mas também potencializar seus efeitos biologicos recentemente identificados,
como o recrutamento celular, a inducdo da angiogénese e a interacao direta com 0S processos
de formacdo e remodelacdo 6Ossea, diferentes substancias bioativas tém sido incorporadas as
membranas [18-22]. Essas substancias apresentam efeitos pleiotrépicos, propriedades

antimicrobianas ou acdes especificas na promocdo da reparacdo 0ssea.

Os fosfatos de célcio (Ca-P) despontam como promissores biomateriais para o futuro,
devido a sua seguranca, abundancia natural no organismo, boa integragdo com os tecidos e
possibilidade de producdo em larga escala com baixo custo [23]. Dentre esses compostos, 0
beta-tricalcico fosfato (B-TCP) apresenta caracteristicas particulares em relacdo aos demais
fosfatos de célcio [24], destacando-se por suas propriedades osteocondutivas e osteoindutivas
[25,26]. Nos ultimos anos, o B-TCP tem ganhado relevancia como um dos substitutos 6sseos
mais promissores, gracas a sua sintese laboratorial controlada e a combinacdo de

osteoconducao, osteoinducao e reabsorcdo celular [27].

A propriedade osteocondutiva do B-TCP foi investigada em estudo anterior [28], que
mostrou uma energia de ligacdo dssea significativamente maior para o 3-TCP em comparagéo
a hidroxiapatita ap6s 10 semanas de implantacdo. Além disso, é importante destacar que parte
dos ions de calcio liberados durante a reabsor¢do do B-TCP participa ativamente na formacéo
do novo tecido 6sseo [29]. A estrutura do material, fundamental para a regeneracgéo tecidual, é
amplamente avaliada na engenharia de tecidos, podendo influenciar diretamente o

desempenho dos biomateriais aplicados na regeneracdo 0ssea. Sua conformacao microporosa
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contribui para a sobrevivéncia celular ao oferecer suporte as necessidades de transporte de
massa essenciais para a nutricdo, adesdo e migracdo das células [30], enquanto poros com

diametro superior a 300 um favorecem a neovascularizacédo [31,32].

Por outro lado, a utilizacdo de materiais em escala nanométrica pode potencializar as
propriedades regenerativas dos scaffolds, promovendo maior osteoindugdo e melhor
estabilidade mecénica [33]. A fabricacdo de nanocompositos de poli-L-acido latico (PLLA)
incorporando nanoparticulas de B-TCP como elementos estruturais mostraram efeitos
positivos sobre a porosidade, o0 mddulo de compressédo, o perfil de adsorcéo de proteinas e a
adesdo de osteoblastos [34]. Diante da significativa demanda e dos desafios envolvidos na
regeneracdo Ossea de defeitos extensos, tanto na odontologia quanto na medicina, a
otimizacdo do processo de formacdo e reparo 0sseo com materiais acessiveis, de facil
manuseio e alta eficicia é crucial para o sucesso das terapias de reabilitacdo [35]. Com base
nisso, o presente estudo teve como objetivo determinar primariamente o nivel de
biocompatibilidade das membranas, bem como avaliar o processo de reparo 6sseo em defeitos
criticos tratados com membrana de latex incorporada ou ndo com beta-tricalcio fosfato (B-
TCP) nas escalas micrométricas e nanométricas. A hipdtese nula testada foi de que a
funcionalizagdo da membrana de latex com beta-tricdlcio fosfato nas escalas micro e

nanométricas ndo promove melhorias na deposicdo mineral em defeitos criticos.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que a incorporacdo do B-TCP nas escalas
micrométrica e nanométrica na membrana de latex melhorou o equilibrio entre bioatividade e
seguranca celular e permitiu maiores niveis de deposicdo mineral e aposicdo minreal dssea
durante o processo de reparo de defeitos criticos em calvaria de ratos e quando a incorporagédo

foi na escala nanométrica a aposicao mineral foi potencializada.
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