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Resumo

A sintese de monetita dopada com cobalto (CoCaP) foi realizada pelo método de co-precipitacéo,
com um teor nominal de cobalto entre 2 a 20%. As amostras foram submetidas a uma
caracterizacdo estrutural por meio de difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia
de raios-X por dispersao de energia (EDS). Andlises estruturais detalhadas confirmaram o sucesso
da sintese e revelaram alterag6es estruturais distintas devido a dopagem com cobalto. Os resultados
de DRX mostraram que as amostras dopadas com Co exibiam uma fase Unica de monetita, com
parametros de célula e tamanho de cristalito dependentes da quantidade de cobalto incorporada.
Ensaios de viabilidade e adesdo celular ndo mostraram toxicidade, enquanto a analise de expressao
génica por RTQPCR indicou diferencas significativas nos genes associados ao fendtipo
osteoblastico, sugerindo um potencial para regeneracdo 0ssea. Posteriormente, avangamos na
resposta bioldgica da CoCaP e mostramos seu desempenho na migracdo de osteoblastos, indicando
um potencial para acelerar a cicatrizacdo dssea, enquanto uma regulacdo positiva de genes
relacionados a quinases dependentes de ciclinas (CDKs) foi observada. Por fim, para seu uso como
recobrimento de titanio, investigamos o0s revestimentos de monetita e CoCaP em titanio
comercialmente puro (Ti-c.p.). Os revestimentos apresentaram rugosidade superficial pronunciada
e hidrofilia inerente a biocompatibilidade, influenciando positivamente a morfologia celular e a
qualidade desta interacdo célula-material, o que pode ser confirmado através de analises de
expressdo génica requerendo genes distinguidos a osteogénese e remodelacdo da matriz
extracelular. Em suma, esta tese demonstra o potencial da monetita dopada com cobalto como um
material biomimético para regeneracao ¢ssea, destacando sua capacidade de imitar o ambiente de
cicatrizacdo do o0sso, promover a diferenciacdo e atividade osteoblastica, e melhorar a
osseointegracdo de dispositivos médicos. Esses resultados oferecem perspectivas promissoras para

futuras aplicacdes clinicas e avancos na engenharia de biomateriais para medicina regenerativa.

Palavras-chave: Monetita Dopada com Cobalto; Biomimético; Regeneragio Ossea.
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Abstract

The synthesis of cobalt-doped monetite (CoCaP) was performed by the co-precipitation method,
with a nominal cobalt content ranging from 2 to 20%. The samples underwent structural
characterization through X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy (SEM), and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS).
Detailed structural analyses confirmed the success of the synthesis and revealed distinct structural
alterations due to cobalt doping. XRD results showed that Co-doped samples exhibited a single
phase of monetite, with cell parameters and crystallite size dependent on the amount of
incorporated cobalt. Viability and cell adhesion assays showed no toxicity, while RT-gPCR
analysis indicated significant differences in genes associated with the osteoblastic phenotype,
suggesting potential for bone regeneration. Subsequently, we further explored the biological
response of CoCaP, demonstrating its performance in osteoblast migration, indicating potential for
accelerating bone healing, while a positive regulation of cyclin-dependent kinase (CDK)-related
genes was observed. Finally, for its use as a coating on titanium, we investigated the coatings of
monetite and CoCaP on commercially pure titanium (Ti-c.p.). The coatings exhibited pronounced
surface roughness and inherent hydrophilicity conducive to biocompatibility, positively
influencing cellular morphology and the quality of this cell-material interaction, as confirmed
through gene expression analyses requiring genes distinguished in osteogenesis and extracellular
matrix remodeling. In summary, this thesis demonstrates the potential of cobalt-doped monetite as
a biomimetic material for bone regeneration, highlighting its ability to mimic the bone healing
environment, promote osteoblastic differentiation and activity, and improve the osseointegration
of medical devices. These results offer promising prospects for future clinical applications and

advancements in biomaterial engineering for regenerative medicine.

Keywords: Cobalt Doped Monetite; Biomimetic; Bone Regeneration.
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6sseos foram removidos e usados para criar particulas de autoenxerto por moagem; (c) os defeitos
foram preenchidos com granulos de monetita e particulas de autoenxerto
separadamente; (d) micrografia dptica de secdo coronal de defeitos tratados com monetita e
tratados com 0sso autélogo, nos quais os granulos de monetita nao reabsorvidos restantes pareciam
de cor escura e foram encapsulados por 0sso novo em todo o defeito; (e) a quantidade de tecido
mineralizado aumentado nos defeitos dsseos obtidos com granulos de monetita foi comparavel ao
0ss0 autélogo. Figura obtida em Torres et al (TORRES et al., 20153).........ccccceveveveiniennannnnns 36

Figura 5: Cortes histologicos (coloragdo H&E) de brushita (a & b), brushita autoclavado (¢ & d)
e brushita seco aquecido (e & f) ap6s 4 e 12 semanas de implantacdo (as areas pontilhadas
representam o diametro original do enxerto de 3 mm, escala barra representa 1 mm). Figura obtida

emM (SHEIKH €t al., 2015a). ....ccoiiiiiiiiieieieie ettt bbb eneas 37
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Figure 1. FT-IR spectra of cobalt-doped apatite, obtained by coprecipitation method................ 50
Figure 2. XRD patterns of cobalt-doped monetite, obtained by coprecipitation method. ........... 51

Figure 3. Cell parameters and crystallite size (D) of cobalt-doped apatite, determined by Rietveld
FETINEIMIENT. ...t e bbb e bR e bt e s e e st et e b nbeabesbeabeene e 52

Figure 4. SEM images of cobalt-doped apatite, obtained by coprecipitation method. ................ 52

Figure 5. Semiquantitative analysis and elemental distribution of cobalt-doped apatite by EDS.
(A). CaP; (B). CoCaP 2; (C). CoCaP 5; (D). CoCaP 10; (E). CoCaP 20........cccoevererienirierieenen 53

Figure 6. Cytotoxicity Assays. a. The cells showed there is no reduction in viability when
compared to the control group. The CaP group showed a statistically significant increase when
compared with the control group and the other treatments; b. All groups showed there is no
reduction in staining by Crystal Violet. CoCaP10 and CoCaP20 showed a statistically significant
increase when compared with the control group and the other treatments, but no differences when
compared among themselves. All groups of SAMPIES N=6. .......ccoveiiiiiiiiii s 54

Figure 7. Osteogenic gene markers were modulated in response to Co-doped monetite. (a)
Higher expression of RUNX2 gene: Ctrl ("p = 0.0001 and ““p = 0.0001), CoCaP5 (****p =
0.0001, ****p = 0.0001) CoCaP10 (****p = 0.0001, ****p = 0.0001) and CoCaP20(****p = 0.0001,
¢%%¢n = 0.0001); Lower expression: CoCaP5 (*p = 0.0292), CoCaP10 (**p = 0.0082) and CoCaP20
(*p = 0.0105). There were also significant differences in expression between the CaP and CoCaP
groups, with CoCaP showing a higher expression than CaP (***"p =0.0001). (b) Higher expression
of Osterix gene: CaP and CoCaP2 groups, when compared with the groups: Ctrl (""p = 0.0001
and “p = 0.0001), CoCaP5 (****p = 0.0001, ****p = 0.0001) CoCaP10 (****p = 0.0001, ****p =
0.0001) and CoCaP20(****p = 0.0001, ****p = 0.0001); Lower expression: CoCaP5 ("p = 0.0062),
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CoCaP10 ("p = 0.0137) and CoCaP20 (“p = 0.0024). There were also significant differences in
expression between the CaP and CoCaP1 groups, with CoCaP showing an increase compared to
CaP (****p =0.0001). (c) The BSP gene expression was increased in the groups CaP ("p = 0.0147)
and CoCaP2 ("™"p = 0.0001), and decreased in CoCaP20 (‘p = 0.0499) when compared to the
control group. Higher expression: the expression was higher in the CaP and CoCaP groups
compared to the other treatments, CoCaP5 (***p =0.0002, ****p = 0.0001) CoCaP10 (***p = 0.0001,
¢ = 0.0001) and CoCaP20(****p = 0.0001, ****p = 0.0001). Between the CaP and CoCaP groups,
in the CoCaP2 (****p = 0.0001) group there is an increase in expression when compared to CaP.
(d) Higher expression of Osteocalcin: CoCaP2 (“p = 0.0013); Lower expression: CoCaP5 ("p =
0.0029), CoCaP10 ("p = 0.0043) and CoCaP20 ("p = 0.0012). When comparing the treated groups,
each other, the expression was higher in the CaP and CoCaP groups compared to the other
treatments, CoCaP5 (***p = 0.0007, ****p = 0.0001) CoCaP10 (***p = 0.0010, ****p = 0.0001) and
CoCaP20(***p = 0.0004, ****p = 0.0001). Between the CaP and CoCaP group, in the CoCaP2 group
(*p = 0.0228) there is an increase in expression when compared to CaP. All groups of samples

Figure 8. Osteoclastoegenesis-related gene (RANKL) and hypoxia biomarker were
investigated in this study. (a) Higher expression of RANKL: CaP ("p = 0.0125) and CoCaP2
(""p =0.0001) treatments there was an increase in its expression when compared with the control.
When comparing the treated groups, the expression was higher in the CoCaP2 groups compared
to the other treatments, CaP (**p = 0.0022), CoCaP5 (***p = 0.0003) CoCaP10 (****p = 0.0001) and
CoCaP20 (****p = 0.0001); (b) In order to analysis the effect of hypoxia in response to the
treatments, the Hifla gene was evaluated. The gene expression also revealed significant
modulation in response to treatment in CaP (" p = 0.0005) and CoCaP2 ("'p = 0.0001) when
compared with the control and in the other treatments it was not statistically significant. When
comparing the treated groups, the expression was higher in the CaP and CoCaP2 groups compared
to the other treatments, CoCaP5 (****p = 0.0001, ****p = 0.0001) CoCaP10 (****p = 0.0001, ****p =
0.0001) and CoCaP20 (****p = 0.0001, ****p = 0.0001). Between the CaP and CoCaP2 groups, in
the CoCaP2 group (*"""p = 0.0001) there is an increase in expression when compared to CaP. All
GroUPS OF SAMPIES NT3.... it bbbttt e sb bbb eneas 56

Figure 9. Molecular machinery related with cell adhesion and cytoskeleton rearrangement.
(a) al-integrin gene was higher in the groups: CaP ("p = 0.0009), CoCaP2 (""p = 0.0001), and
CoCaP20 (p = 0.0347) when compared with control. Among the treatments, there were
statistically significant differences, with a lower expression in the CoCaP2.5 group when
compared with CaP (****p = 0.0001), CoCaP2 (****p = 0.0001), and CoCaP20 (4%%p = 0,0091).
Among the groups, the expression was higher in the CaP and CoCaP2 groups compared to the
other treatments, CoCaP5 (***p = 0.0003, ****p = 0.0001) CoCaP10 (*p = 0.00326, ****p = 0.0001)
and CoCaP20 (****p = 0.0001). Between the CaP and CoCaP2 groups, in the CoCaP2 group (****p
= 0.0001) was higher in expression when compared to CaP; (b) B1-integrin expression was lower
in response to CoCaP5 ("p = 0.0008), CoCaP10 ("p = 0.0007) and CoCaP20 ("p = 0.0007).
When comparing the treated groups, the expression was higher in the CaP and CoCaP2 groups
compared to the other treatments, CoCaP5 (***p = 0.0003, ****p = 0.0001) CoCaP10 (***p = 0.0002,
%% = 0.0001) and CoCaP20(***p = 0.0003, ****p = 0.0001). Between the CaP and CoCaP2 genes,
in the CoCaP2 group ("p = 0.0479) there is an increase on expression when compared to CaP; (c)
FAK gene expression was considered and it was higher in response to CoCaP2 (“™p = 0.0069),
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CoCaP10 ("p = 0.0154) and CoCaP20 ("“p = 0.0001) when compared with the control, while CaP
and CoCaP5 treatments it was not statistically significant. The other groups had statistically
significant differences when compared among themselves, with increased expression in CoCaP2
and CoCaP20, the statistical differences were: CoCaP5 (*p = 0.0210, ***p = 0.0001), CoCaP10
(***p = 0.0010) and CoCaP20 (****p = 0.0001, ****p = 0.0001, 44&p = 0.0002, ££££p = 0.0010); (d)
Src gene expression was higher in the groups: CaP (""p = 0.0001), CoCaP10 (""p = 0.0007) and
CoCaP20 ("p = 0.0001) when compared with control, between CoCaP2 and CoCaP5 treatments
was not statistically significant. The other groups showed statistically significant differences when
compared among themselves, with higher expression in response to CaP, CoCaP10 and CoCaP20.
The statistical differences were: CoCaP2 (***p = 0.0001), CoCaP5 (***p = 0.0001), CoCaP10 (***°p
=0.0010, #4&p =0.0010) and CoCaP20 (***p = 0.0002, 4&&p = 0.0002); () Cofilin gene expression
was higher in the groups as follows: CaP (“p = 0.0034), CoCaP2 ("“p = 0.0001), CoCaP10 ("p
= 0.0024) and CoCaP20 (“p = 0.0037) when compared with control, in the CoCaP5 it was not
statistically significant. The other groups had statistically significant differences when compared
among themselves, with higher expression in CaP, CoCaP2, CoCaP10 and CoCaP20, the statistical
differences were: CoCaP2 (***p = 0.0001), CoCaP5 (*p = 0.0207, ****p = 0.0001), CoCaP10 (**°p
=0.0002, p = 0.0134) and CoCaP20 (***p = 0.0001, %p = 0.0229. All groups of samples n=3. 57

Complementary assays
Figure 1. Raman spectra of monetite and cobalt-doped monetite, obtained by coprecipitation
=11 T o USSR 66

Figure 2. a. The cell regeneration effect of treatments with Ctrl (conventional medium), CaP,
CoCaP2, CoCaP5, CoCaP10, and CoCaP20 was measured by a wound-healing assay. b.
Quantification Wounding area. b. The wound area was estimated by calculating the cell-free area
in captured images using the ImageJ software (NIH, Bethesda, MD). The migration rate is
expressed in percentage as the change in the wound area over time, the scratch area at time point
0 hours was set to 100%, and the other ones are represented as wound closure expressed as the
remaining area uncovered by the cells in percentage. In the 12-hour treatment, only CaP showed
comparable regeneration to Ctrl. At 24 hours’ treatment, CaP and CoCaP were equivalent in
regeneration when compared to Ctrl. The other groups showed regeneration, but lower than

Figure 3. Discs of the materials in contact with the bacteria, inhibition halos are visible as the
CObalt CONCENIIAtION INCTCASES. .. ...\ttt ittt ettt ettt ettt et e ettt e et e e 67

Capitulo 5

Fig.1. a. FTIR spectra and b. Raman spectra of monetite and cobalt-doped monetite, obtained by
coprecipitation method. c. XPS survey spectra of the samples; A. Monetite; B. Co-doped Monetite.
d. XRD patterns of cobalt-doped monetite, obtained by coprecipitation method. e. Cell parameters
and crystallite size (D) of cobalt-doped monetite, determined by Rietveld refinement................ 81

Fig.2. a. N2 adsorption isotherms at 77K on Monetite and Co-doped Monetite (filled markers:
adsorption branch and open markers: desorption branch). b. Pore distribution in the Monetite and
C0o-doped MONELITE SAMPIES.......iiiii ettt e e e e be e sre e be e s raeeree s 82



Fig.3. SEM micrographs of cobalt-doped monetite, obtained by coprecipitation method and
semiquantitative analysis and elemental distribution of cobalt-doped apatite by EDS. a. Monetite;
b. Co-doped Monetite. Cytotoxicity Assays. c. The cells showed no reduction in viability when
compared to Ctrl. The CaP and CoCaP groups showed a statistically significant increase when
compared to (****p = <0.000land ****p = < 0.0001) and O.M (****p = <0.0001and (***%p =
<0.0001) in both treatment times and the CoCaP (¢p = 0.0001) group showed a difference when
compared to CaP. CaP (““p = <0.0001) and CoCaP (*°p = 0.0042) also showed differences when
compared to their respective treatments with time. d. All groups showed no reduction in Crystal
Violet staining. CaP-3 days showed a statistically significant increase when compared to Ctrl
(***p = 0.0001), O.M (****p = <0.0001, and CoCaP (%%%p = 0.0003). When compared to the 7-
day treatment, a significant difference was also found in CaP (* = 0.0003). All sample groups n =

Fig.4. a. The cell regeneration effect of treatments with Ctrl (conventional medium), O.M
(osteogenic-inducing medium), CaP (Monetite), and CoCaP (Co-doped Monetite) was measured
by a wound-healing assay. b. Quantification Wounding area. The wound area was estimated by
calculating the cell-free area in captured images using the ImageJ software (NIH, Bethesda, MD).
The migration rate is expressed in percentage as the change in the wound area over time, the
scratch area at time point 0 hours was set to 100%, and the other ones are represented as wound
closure expressed as the remaining area uncovered by the cells in percentage. At 12 hours’
treatment: The CaP (***p = 0.0001) and CoCaP (**p = 0.0017) groups showed a reduction when
compared to Ctrl, O.M. did not show the same profile. At 16 hours’ treatment: Only CoCaP (***p
=<0.0001) showed a statistically significant reduction when compared to Ctrl. c. Cdk2 there were
no statistically significant differences in the 3-day treatment. In the 7-day treatment, the CoCaP
group showed an increase in expression compared to Ctrl (****p = <0.0001), 0.M (¥*%%p = <0.0001)
and CaP (E£££p = <0.0001). d. Cdk4, in the 3-day treatment there were differences in the expression
in CaP (*p =0.0115) and CoCaP (*p = 0.0326) groups when compared to the Ctrl group. In the 7-
day treatment, no group showed statistically significant differences. e. Cdk®6, 3-day treatment, only
CaP (****p = <0.0001) showed statistically significant differences when compared to Ctrl. At 7-
day treatment, CoCaP showed increased expression when compared to Ctrl (****p = <0.0001),
0.M (*¥%%p = <0.0001) and CaP (¥8%%p = <0.0001. All sample groups N =3........ccccecvvererreerrenne. 86

Fig.5. Cytokines were changes by CoCaP: a. RANKL, in the 3-day treatment showed an increase
in its expression in the CaP (****p <0.0001 and ***p = 0.0007) and CoCaP (****p <0.0001 and
(****p <0.0001) groups when compared to Ctrl and O.M, respectively. The CoCaP group (4¢&p =
0.0001) showed an increase when compared to the CaP group. In the treatment for 7 days, the O.M
(*"""p <0.0001) and CoCaP (*"*p <0.0001) show increases when compared to the Ctrl group. The
0.M and CoCaP (¢%£p <0.0001) also show increases in expression when compared to the CaP
(*%%%p <0.0001). b. OPG, in the 3-day treatment, only the CaP (*p = 0.0419 and **p = 0.0048)
showed an increase when compared to the Ctrl and O.M. groups. In the 7-day treatment, the CoCaP
group showed an increase in its expression when compared to the Ctrl (****p <0.0001), O.M (*%%p
<0.0001), and CaP (¢£££p <0.0001). c. RANKL/OPG, in the 3-day treatment the CaP (*p = 0.0351)
and CoCaP (****p <0.0001) was higher than the Ctrl. The CoCaP group also showed differences
concerning the O.M (****p <0.0001) and CaP (****p <0.0001). In the 7-day treatment, only the O.M
group (***p = 0.0001) showed an increase compared to Ctrl, CaP (****p <0.0001), and CoCaP (***%p
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<0.0001). All sample groups n = 3. The Gapdh, B-actin, and 18S genes were used as housekeeping

Fig.6. Osteoblast adhesion-related machinery is required by osteoblasts responding to
monetite. a. alIntegrin - In the 3-day treatment, the O.M. showed a reduction in expression when
compared to the Ctrl (*p = 0.0464). The CaP and CoCaP did not show statistically significant
differences. In the 7-day treatment, only the CoCaP group showed differences when compared to
the Ctrl (*p = 0.0242) and CaP (¢p = 0.0242). b. B1Integrin, at 3 days, the O.M. showed an increase
in its expression when compared to the Ctrl (**p = 0.0019), while the CaP and CoCaP groups
showed no significances. In the 7-day treatment, the O.M (*"p = 0.0065), CaP (***"p <0.0001), and
CoCaP (*"*"p <0.0001) groups showed an increase in expression when compared to the Ctrl. c.
Src, at the 3-day time, showed there were no statistically significant differences between the groups
when compared to Ctrl. At 7 days, the O.M. group showed an increase when compared to the Ctrl
(**""p <0.0001). The CoCaP group showed a significant increase when compared to the Ctrl (""**p
<0.0001), O.M (¥*%%p <0.0001), and CaP (t%££p <0.0001. d. FAK, at the 3-day treatment, the CaP
group showed an increase when compared to the Ctrl (**p = 0.0032). The CoCaP group showed
an increase when compared to the Ctrl (***p = 0.0002) and O.M (**p = 0,0088). In the 7-day
treatment, the O.M and group showed an increase when compared to the Ctrl (***p = 0.0001) and
CaP (**%%p <0.0001). The CoCaP group showed an increase in expression when compared to the
Ctrl (****p <0.0001) and CaP (t£p <0.0001). e. Cofilin, at the 3-day treatment the O.M (****p
<0.0001) and CaP (**p <0.0027) groups showed a significant increase in its expression when
compared to the Ctrl and CoCaP (****p <0.0001 and 4%p = 0.0046). In the 7-day treatment, only
the O.M group showed an increase in its expression when compared to the Ctrl group (****p
<0.0001). Replicates: n = 3. The Gapdh, B-actin, and 18S genes were used as housekeeping genes.

Fig.7. ECM remodeling by osteoblasts responding to monetites. a. MMP9, in the 3-day
treatment, there were no differences between the groups when compared to Ctrl. In the 7-day
treatment the O.M (****p<0.0001) and CoCaP (****p<0.0001; ££££p<0.0001) showed increased
expression when compared to Ctrl and CaP (****p<0.0001). b. MMP9 activity was evaluated by
zymography and bands were quantified. In the 3 days’ treatment, there was an increase in activity
in CaP (****p<0.0001; ****p<0.0001) and CoCaP (****p<0.0001; ****p<0.0001) groups when
compared to Ctrl and O.M, respectively. Between the monetites, the expression was increased in
CaP compared to CoCaP (4%%4p<0.0001). In the 7-day treatment, all groups showed an increase
in their activity compared to Ctrl [O.M (*"p<0.0001), CaP ('p<0.0213), and CoCaP
(****p<0.0001)]. The activity was increased in O.M relative to CaP (****p<0.0001). The CoCaP
group showed an increase in its activity relative to O.M (¥%¥p<0.0001) and CaP (¢:£p<0.0001). c.
MMP2 expression, in the 3-day treatment, there was an increase in the activity of the O.M group
(***p = 0.0001) compared to the Ctrl, CaP (****p<0.0001), and CoCaP (**p = 0.0015). The CoCaP
group showed an increase in relation to the CaP group (4%p = 0.0092). Considering 7-day
treatment, none of the treatments showed statistically significant differences with Ctrl. d. MMP2
activity was also evaluated by zymography and the bands were quantified, highlighting that, at 3
days of treatment, there was an increase in activity in the O.M. (****p<0.0001) and CaP
(****p<0.0001) groups when compared to the Ctrl. The CaP group showed an increase when
compared to the O.M (****p<0.0001). The CoCaP group showed a decrease when compared to the
Ctrl (****p<0.0001), O.M (****p<0.0001), and CaP (%%%¢p<0.0001) groups. In the 7-day
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treatment, the CaP (****p<0.0001 and ****p<0.0001) and CoCaP (****p<0.0001 and ¥**p = 0.0004)
showed increases in relation to Ctrl and O.M. Between CaP and CoCaP (£6:£p<0.0001), it was
showed an increase in the MMP-2 activity. e. Zymogram obtained by resolving the proteins
content from the conditioned medium obtained by the osteoblasts responding to different cell
culture conditions. The Gapdh, B-actin, and 18S genes were used as housekeeping genes. ........ 91

Fig.8. Osteogenic gene markers are reprogrammed in response to CoCaP. a. Runx2, at the 3-
day treatment, the O.M (***p = 0.0002) and CoCaP (****p<0.0001) groups showed differences
when compared to Ctrl. The O.M and CoCaP groups showed an increase when compared to the
CaP group (***p = 0.0006; 4&&p = 0.0003); At 7 days, only the CoCaP group showed an increase
in expression when compared to the Ctrl (****p<0.0001), O.M (***¥p<0.0001) and CaP
(t£££p<0.0001). b. Osterix, at the 3 days, only the CoCaP group showed differences in its
expression when compared to Ctrl (****p<0.0001), O.M (****p<0.0001), and CaP
(4&8&3<0,0001). At 7 days, the CoCaP showed an increase in its expression when compared to
the Ctrl (****p<0.0001), O.M (***%p<0.0001), and CaP (¢£¥£p<0.0001). c. BSP, at the 3 days, there
was an increase in expression in the O.M (****p<0.0001) and CoCaP (**p = 0.0099) groups when
compared to Ctrl. The O.M group also showed an increase when compared to the CaP
(****p<0.0001) and CoCaP (***p = 0.0008). At 7 days, only the O.M group showed statistically
significant differences when compared to the Ctrl (*p = 0.0383). d. ALP, at 3 days, the ALP
expression was increased in the CaP group (4%p = 0.0055) when compared to Ctrl, and at 7 days,
O.M (""*p<0.0001) and CoCaP (""*p<0.0001) showed an increase when compared to Ctrl. The
expression of O.M. was increased when compared to the CaP (***¥p<0.0001). The CoCaP group
showed an increase in its expression when compared to the O.M. (**¥%p<0.0001) and CaP
(*£££p<0.0001). e. Bmp2 gene, at 3 days, only the CoCaP group showed an increase in its
expression when compared to Ctrl (**p = 0.0060), while at 7 days, the O.M. group showed an
increase in its expression when compared to Ctrl (*p = 0.0283) and CaP (*p = 0.0402). The CoCaP
group showed an increase when compared to the Ctrl (****p<0.0001), O.M. (¥*p = 0.0033), and
CaP ((£££p<0.0001). f. Osteocalcin gene, at 3 days, the CaP (*p = 0.0413; *p = 0.0387) and CoCaP
(****p<0.0001; ****p = <0.0001) showed increased expression when compared to the Ctrl and
O.M. groups, respectively. At 7 days, there were no significances among the groups. Replicates:
n=3. The Gapdh, B-actin, and 18S genes were used as housekeeping genes.. .......ccccvcvrvrereennnn. 93

Fig.9. ALP activity and morphological distribution along the osteoblast cultures. a.
Osteoblasts after treatment at their respective time-point on ALP staining (magnification 10x). b.
At 3 days, the CaP group (**p = 0.0074) showed higher concentration when compared to the Ctrl
group. The CoCaP group showed higher concentration when compared to the Ctrl (****p<0.0001)
and O.M. (***p = 0.0005) groups. At the 7-day treatment, the O.M. group (****p<0.0001) showed
higher concentration when compared to the Ctrl group. The CaP (*"*p<0.0001) showed an
increased concentration compared to the Ctrl group, and a lower concentration compared to the
O.M (®p = 0.0170). The CoCaP group showed the highest concentration compared to the Ctrl
(****p<0.0001), and CaP (£8p = 0.0052). RePlCAtES: N = 3. ..viveveiieeceeeeeee e 94

Fig.10. CoCaP promotes hypoxia and requires VEGF and eNOS. a. Hifla, at 3 days, was
higher only in osteoblasts responding to CoCaP group when compared to the Ctrl (****p<0.0001),
0.M (****p<0.0001), and CaP (44%&p<0.0001). The same profile was observed in the 7 days’
treatment, with a significant increase when compared to the Crtl (*"*p<0.0001), O.M
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(3%%¥p<0.0001), and CaP (£#8£p<0.0001). b. VEGF, at 3 days, was higher only in osteoblast
responding to CaP group when it was compared to the Ctrl (***p = 0.0010) and CoCaP group (44p
= 0.0041). Considering the 7 day, only the O.M. group showed an increase in its expression in
relation to Ctrl (***p = 0.0002), CaP (¥***p<0.0001), and CoCaP (**p = 0.0050). c. eNOS, at 3 days,
was higher expressed in osteoblasts responding to O.M. (***p = 0.0002; **p =0.0074) and CoCaP
(****p = <0.0001; 4&&p = 0.0002) when compared to Ctrl and CaP, respectively. At 7 days, both
CaP (****p<0.0001; **%p = 0.0003) and CoCaP (****p<0.0001; ¥***p<0.0001) showed an increase
in its expression when compared to Ctrl and O.M., respectively. Replicates: n = 3 and the Gapdh,
B-actin, and 18S genes were used as hOUSEKEEPING FENES. ......cvvveieeieiieriesiee s e 95

Fig.11. Protein Carbonylation was changed by monetites. At 3 days, osteoblast responding to
O.M. group showed an increase compared to the Ctrl (***p = 0.0003). CaP showed a decrease
when compared to Ctrl (****p<0.0001), 0.M (****p<0.0001), and CoCaP (4444p<0.0001). In turn,
CoCaP showed a decrease when compared to O.M (*p = 0.0104). At 7 days, the both O.M (***p
=0.0002) and CoCaP (****p<0.0001) groups showed a decrease compared to Ctrl. The CaP group
showed an increase compared to the both O.M (¥**p = 0.0005) and CoCaP (¢£:£p = <0.0001) groups.
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Capitulo 6

Fig. 1: Thermogravimetric analysis of (a) CaP and (b) CoCaP, illustrating one endothermic event
linked to dehydration and two events associated with thermal decomposition ...............c.......... 114

Fig. 2 - Visual plot of Rietveld refinements. a. Monetite. Wo_HT, b. Monetite_700, c.
Monetite_900, d. Monetite_1050, e. Co-doped Monetite._ Wo_HT, f. Co-doped Monetite 700, g.
Co-doped Monetite_900, and h. Co-doped Monetite_1050. ........cccccvererierverenieneee e 115

Fig. 3 - Visual plot of Williamson — Hall equation. a. Monetite. Wo_HT, b. Monetite_700, c.
Monetite_900, d. Monetite_1050, e. Co-doped Monetite. Wo_HT, f. Co-doped Monetite 700, g.
Co-doped Monetite 900, and h. Co-doped Monetite_1050 The results obtained by the refinement
are SUPPIEMENTAIY GALA. ........ccceeivieieiiece et e e e et e e e reere s s e sreeeeas 115

Fig. 4 - N2 adsorption isotherms at 77K on Monetite and Co-doped Monetites treated at different
temperatures (filled markers: adsorption branch and open markers: desorption branch). .......... 116

Fig. 5 - a. Monetite FTIR spectra, and b. Co-doped Monetite FTIR spectra. .........cccccoveviveennnnns 118
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1. Introducéo — Revisao de Literatura

1.1 O tecido 6sseo

Os 0ssos constituem a base mecanica e de sustentacdo para os vertebrados e possuem a
maior proporcdo da massa tecidual conectiva do corpo. Entre os tecidos vitais, 0 0sso é um tecido
distinto que tem caracteristicas de renovagdo e auto reparo. O processo de remodelagdo Gssea é
baseado na cooperacgdo continua entre dois tipos de células, osteoclastos e osteoblastos, que por
meio de uma eficiente homeostase, mantém o tamanho, forma e funcdo 6ssea (GAO et al., 2017).
Na estrutura complexa e hierarquica dos 0ssos, junta-se a por¢do mineralizada, componentes de
uma matriz organica (ostedide), majoritariamente formada por colédgeno, além de outras proteinas
ndo colagénicas, como é o caso de vimentina e fibronectina. Sabe-se também que proteoglicanos
sdo decisivos para manutencdo da hidratacdo do tecido, conferindo-lhe propriedades fisico-
quimicas distintas (FLORENCIO-SILVA et al., 2015; PREETHI SOUNDARYA et al., 2018).

Além de seus componentes minerais e proteicos, 0 0sso também é histologicamente
composto por células, macromoléculas e vasos sanguineos, dos quais angiogénese e osteogénese
estdo acoplados (KARSENTY; FERRON, 2012). O tecido 6sseo é um sistema altamente
vascularizado e complexo que fornece uma estrutura externa, bem como uma estrutura de suporte
e protecdo para os tecidos e 6rgdos internos, como o cérebro, o coracdo e os pulmdes. Este tecido
tem uma capacidade de carga e, em colaboracdo com o sistema muscular, é o principal responsavel
pela acdo do movimento e, naturalmente, é classificado como uma composicdo vital, encontrada
apenas em vertebrados (KARSENTY, 2000a; VAN DER EERDEN; TETI; ZAMBUZZI, 2014).
Além disso, 0 0sso € caracterizado por suas propriedades mecanicas Unicas, que Ihe permitem
absorver a forca externa e depois distribui-lo igualmente sobre o tecido, evitando danos e
permitindo a execucdo de diferentes atividades (VAN DER EERDEN; TETI; ZAMBUZZI, 2014).

O tecido 6sseo também atua como reservatério de varios minerais, principalmente calcio e
fosfato, e também armazena fatores de crescimento, acidos graxos, além de possuir a capacidade
de absorver toxinas e metais pesados para minimizar os efeitos em outros 6rgaos. Além da funcéo
de absorcéo e liberacéo de sais, responsaveis por eventos de tamponamento do sangue e prevencao
de grandes variagdes de pH (HAIDER et al., 2017; SADOWSKA et al., 2019; SUNTERS et al.,
2010).

Devido a seu microambiente intrinseco, 0 0sso saudavel € capaz de adaptar sua massa e se
reparar continuamente durante toda a vida. Outra caracteristica distinta, o estroma da medula 6ssea
contém células-tronco mesenquimais, que podem se diferenciar em uma variedade de tipos de

células, incluindo glébulos vermelhos e globulos brancos.



Células 0Osseas: Trés tipos de células representam a construcao principal do 0sso, e cada uma esta
igualmente envolvida no processo de desenvolvimento e remodelacéo, a Figura 1 ilustra essas
células. Os osteoblastos, sdo células mononucleares de origem mesenquimal, que sdo estimuladas
por uma variedade de fatores de crescimento para se diferenciarem em células osteoprogenitoras
e ocupam cerca de 4-6% do total de células no osso. Os osteoblastos ficam na superficie 6ssea e
produzem estrutura ndo-mineralizada durante o processo de formacdo e mineralizando-0s em
seguida (HARADA; RODAN, 2003). Os ostedcitos, células de origem mesenquimal, embebidas
na matriz 6ssea mineralizada, constituem o maior volume de células 6sseas em um esqueleto
maduro, e também possuem a capacidade de se comunicar com outras células através da jungéo
de fendas. As funcBes dos ostedcitos sdao manter a matriz celular, regular as concentracdes de
calcio/fosforo no osso e desempenhar um papel na mecano-sensibilidade do 0sso por orquestrarem
a remodelacdo, sendo reservas importantes de RANKL (BOSKEY; ROBEY, 2018). Os
osteoclastos, células multinucleadas encontradas na superficie 6ssea e sdo as unicas células 6sseas
capazes de se dividir. Eles sdo derivados de células-tronco hematopoiéticas, e realizam funcéao
inversa aquelas exercida pelos osteoblastos, visto que degradam a matriz 6ssea favorecendo
reabsorcdo de minerais e proteinas (MANOLAGAS, 2000; XIONG et al., 2011). Os trés tipos
celulares se comunicam através de moléculas de sinalizacdo, cujas vias de participacdo sao
complexas (ZAMBUZZI; MILANI; TETI, 2010) e tem papel fundamental para a eficiéncia do
mecanismo de regeneracao e vascularizacdo 6ssea (SARAN; GEMINI PIPERNI; CHATTERJEE,
2014).

Monécitos

e ~
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A |
Pré-osteoclastos (Qz \9»1
Q F )
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Pré-osteoblastos

Ostedides

0Osso Novo

Osso antigo

Figura 1: Esquema ilustrado dos diferentes tipos de células do 0sso. Elementos gréficos foram obtidos em
https://smart.servier.com/.

Composicgéo 0ssea: O 0sso é um tecido conjuntivo distinto com sua estrutura arquitetonica unica,
visto que Ihe proporciona rigidez e flexibilidade ao mesmo tempo, proporcionado a capacidade de

absorver e suportar e distribuir o estresse recebido, evitando danos a sua estrutura. A composi¢ao
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do osso € basicamente agua (10%), hidroxiapatita mineral inorganica (60-70%), e o restante
apresenta-se como coladgeno de fase organica (CARREIRA et al., 2014). A combinacdo de
colageno e cristais minerais forma a matriz celular, que proporciona suas propriedades ser regido
e flexivel (WARDEN et al., 2005).

Estrutura d6ssea: Unidos por tecido conjuntivo, o sistema esqueleto dos adultos possui mais de
200 ossos. Apesar de compartilharem uma composicdo sélida, os ossos diferem em termos de
funcdo e estrutura. No nivel macroscépico, o tecido 6sseo pode ser dividido em dois tipos: 0sso
cortical (compacto) e osso trabecular ( WARDEN et al., 2005).

O osso cortical € uma camada externa solida que ocupa aproximadamente 80% do volume
total do esqueleto. O osso cortical é uma estrutura densa que se forma na superficie e tem uma
baixa porosidade (5-10%), o que reflete sua resisténcia a compressao (COWIN, 1999). O o0sso
poroso esté localizado principalmente na &rea interna das regides epifisarias e metafisérias. O 0sso
poroso é de natureza esponjosa, que ocupa apenas 20% da massa 6ssea total, mas 75% da area
total da superficie 6ssea (COWIN, 1999).

O osso trabecular proporciona uma capacidade de suporte indireta absorvendo energia e
distribuindo a carga para manter o 0sso cortical (AERSSENS et al., 1997). No nivel microscopico,
0S 0SS0S corticais e trabeculares contém o 0sso lamelar. O 0sso primario € um 0sso primitivo ou
imaturo encontrado principalmente durante a ontogénese rapida do esqueleto, crescimento
longitudinal do osso, fraturas do estagio inicial e remodelacdo 6ssea ou formacao de células dsseas
insalubres (AERSSENS et al., 1998). O osso lamelar € um 0sso maduro que precisa de mais tempo
para ser formado, em comparagdo com o 0sso primario. As fibras de colageno seguem um padréo
arranjado no osso lamelar durante a formacdo com deposicao aleatéria de fibras, e isto leva a um
aumento da resisténcia mecéanica em comparagdo com 0 0sso trabecular (BECK et al., 2001;
SPANGENBERG et al., 2016).

Formacao e desenvolvimento 6sseo: O mecanismo osteogenético segue dois processos essenciais
de desenvolvimento, que séo diretos (intramembranosos) ou indiretos (endocondral). O sucesso
da elaboragdo da matriz extracelular (MEC) e sua mineralizagdo depende também de um
suprimento vascular adequado. Qualquer deficiéncia resultard em uma imperfei¢do durante a fase
de diferenciacdo (RUNYAN; GABRICK, 2017).

Ossificagdo intramembranosa: O principal diferencial desse processo de formacdo é a nédo
dependéncia de um precursor cartilaginoso e esta relacionado com a diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos (PALUMBO; FERRETTI; DE POL, 2003; PERCIVAL;
RICHTSMEIER, 2013; YANG et al., 2012). Este processo pode ser resumido na diferenciacéo de



células mesenquimais em osteoblastos e esta ilustrado na Figura 2, esses que por sua vez iniciam
a sintese de matriz do ostedide, essa matriz recém sintetizada e rica em proteinas, para sua
mineralizagdo, mecanismos endocrinos hormoénios e vitaminas necessitam estar em equilibrio
(PALUMBO; FERRETTI; DE POL, 2003). Conforme os osteoblatos produzem e depositam essa
matriz 6ssea de forma ndo ordenada, estes acabando aprisionados dentro da matriz por ele
secretados. Este aprisionamento dos osteoblastos a MEC, fator que influencia para mudanca
fenotipica dessas células, se diferenciando em ostedcitos (ZAMBUZZI, 2008). Estes ostedcitos
envoltos na matriz extracelular iniciam uma comunicacdo com células adjacentes via dendritos
formando uma forte rede através das lacunas oOsseas (RUTKOVSKIY; STENSLZKKEN;
VAAGE, 2016; YANG et al., 2012). Essa comunicacdo ocorre inclusive com tecido endotelial
promovendo a nutri¢do do tecido gerado e podendo carregar fatores produzidos por ostedcitos. A
combinacdo das lacunas dsseas, vasos sanguineos, células osteoprogenitoras e mesenquimais
formam uma estrutura esponjosa no 0sso e a formacdo por células mesenguimais e vasos
sanguineos de medula 6ssea (CHOI et al., 2002). Diferentes centros de ossificagdo com seu

crescimento radial, acabam se fundindo e substituindo a membrana conjuntiva preexistente.
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Figura 2: Processo de ossificacdo intramembranosa. A ossificagdo intramembranosa segue quatro
etapas. (a). As células mesengquimais se agrupam em grupos, e se formam centros de ossificagdo. (b).
Osteoblastos ficam aprisionados na matriz e se transformam em ostedcitos. (c). Mesequima forma o
periosteo, a matriz trabecular é formada e vasos a invadem. (d). Osso compacto se desenvolve superficial
ao 0sso trabecular, e vasos sanguineos apinhados se condensam em medula déssea. Figura adaptada de
OpenStax College, Anatomy and Physiology. OpenStax CNX. http://cnx.org/contents/14fb4ad7-39al-
deee-abbe-3ef2482e3e22@11.1. (SCHATZ, 2016).

Ossificacdo endocondral: A ossificacdo endocondral diferente do processo intramembranoso, é

um processo pelo qual os ossos da cartilagem, associados as articulagdes e ossos longos, se
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formam. Em eventos de cicatrizacdo do tecido 0sseo, é possivel que os 2 eventos acontecam,
participando de modo combinado na regeneracdo do tecido. As células mesenquimais sob
condensacdo se diferenciam em condrdcitos para formar um modelo hialino com ossificacdo
priméria ocorrendo na zona média (MAES et al., 2010). A atividade dos osteoblastos e a formacéo
vascular ocorrem durante a ossificacdo primaria, enquanto que uma ossifica¢do secundaria ocorre
mais tarde no centro das regides epifisarias. Ao longo da haste do 0sso, a area de cartilagem
desenvolvida se estende através da regido de crescimento entre (diafise) e ambas as extremidades
(epifise) (RUNYAN; GABRICK, 2017). A ossificagdo endocondral promove o crescimento
longitudinal dos o0ssos que no final do desenvolvimento requer a substituicdo do tecido jovem por
tecido dsseo lamelar duro (DIRCKX; VAN HUL; MAES, 2013). A Figura 3 ilustra todo o
processo e este geralmente ocorre até a o inicio da idade adulta (18-25 anos) e conforme o
crescimento do individuo esse processo acaba sendo comprometido (JACOBSEN et al., 2008;
MAIA et al., 2022).

Cartilagem
articular

Centro Osso esponjoso |

secundario de .
: . Cartilagem da
Vaso sanguineo ossificado laca enifisaria —
Formacio epifisério N placa epifisaria
Ossea )
Cartilagem esponjosa

hialina Cavidade

medular
Centro de
ossificagdo

primaria —

E—
Cilindro
(Colar) —

0sseo

Vaso
sanguineo
osteogénico

Figura 3: Esquema de ossificacdo endocondral com crescimento longitudinal do tecido 6sseo a partir
de um molde cartilaginoso. A partir de um molde de cartilagem forma-se o centro primario de ossificagdo
com invasao de vasos na porcao central do 0sso. Nas extremidades formam-se os centros secundarios de
ossificacdo que depois de vascularizado, ira promover a substituicdo completa de cartilagem por 0sso com
auxilio de condroclastos trazidos pela corrente sanguinea. Fonte. Adaptado de Histologia Bésica, L.C.
Junqueira e José Carneiro. - [122 Edicao] - Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2013.

Fratura e reparo 6sseo: O sistema de reparo de um o0sso lesionado inicia imediatamente o
recrutamento de células dsseas para reparar qualquer dano. Este processo passa por uma complexa
e coordenada cascata de a¢des. Muitos componentes estdo envolvidos no processo de restauracao,
incluindo citocinas e seus receptores. Com base na natureza da fratura, o processo de cicatrizacéo
pode ser dividido em cicatrizagdo 0ssea primaria e cicatrizacdo 0ssea secundaria (CARREIRA et
al., 2014).



Cura 6ssea primaria: No caso de lesdes superficiais, pode ocorrer uma formacgéo 0ssea primaria.
A érea entre as bordas da fratura é preenchida diretamente com osso recém-formado e a formacéo
do calo é reprimida. Nem o tecido conjuntivo nem o tecido fibrocartilaginoso estdo envolvidos
neste processo de cicatrizacdo (LIEBERMAN; FRIEDLAENDER, 2005). A cicatrizacdo 0ssea
primaria pode ser ainda subdividida em cicatrizacdo de fendas e cicatrizacdo de contato. Na
cicatrizagdo de fendas, a cavidade é preenchida diretamente com o0sso produzido pelos
osteoblastos, onde um andaime de tecido ésseo é criado e apoiado pela estrutura 6ssea lamelar
(LAD; MCGRAW:; DAEGLING, 2019). Apos varias semanas, a extremidade necrotica é
reconstruida pela remodelacdo Haversian e substituida por camadas ndo mineralizadas de 0sso
(osteons) (CHANG; LIU, 2022; LAD; MCGRAW,; DAEGLING, 2019). Na cicatrizagdo por
contato, ao contrério, 0s osteons sao capazes de crescer em todo o local da fratura devido a auséncia
de um espaco (SHEEN; GARLA, 2019). O tunel é feito por osteoclastos cortando cones através
da linha de fratura. Um lago capilar de parede fina segue os osteoclastos suportados por células
mesenquimais e células osteoprogenitoras para estabelecer camadas ndo mineralizadas de 0sso
(osteons) (BIGHAM-SADEGH; ORYAN, 2015).

Cura 6ssea secundaria: Uma fratura com um padrdo complexo e uma falta de estabilidade
biomecanica € classificada como uma formacdo Ossea secundaria. Tanto a ossificacdo
intramembranosa quanto a endocondral estdo envolvidas no processo, e a formacgdo de um calo
também ocorrerd. Normalmente, o termo esta associado a um tratamento conservador que inclui
possivel micromocdo dentro da fratura. Trés fases sobrepostas ocorrem no processo secundario de

cura 6ssea: inflamacéo, reparacdo e remodelacdo e sdo ilustradas na Figura 4:

de osso
esponjoso
Hematoma

Fratura
cicatrizada

Calos internos
(tecido fibroso
e cartilagem)

| Trabécula
Ossea
esponjosa

Formagio de Hematoma Formagio de calo de Formacio de calo ésseo Remodelamento §sseo
fibrocartilagem

Figura 4: O esquema de formacao 6ssea secundaria ilustra os processos de cura, em ordem: Formacédo
de hematoma, Fase de inflamacéo, Fase de reparo, Fase de remodelacéo. Elementos gréaficos foram obtidos
em https://smart.servier.com/.

Fase de inflamacéo: Uma fratura dssea leva a uma menor tensdo de oxigénio no local da leséo
devido a interrupcdo do fluxo vascular e da arquitetura da medula 6ssea. Uma resposta inflamatéria
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atinge seu pico apds 48 horas e se estende por até 1 semana, e esta resposta é iniciada pela formacéo
de um codgulo sanguineo para recrutar moléculas bioativas, bem como precursores de osteoblastos
e condroblastos. Uma cascata regulada de fatores de crescimento (fator de crescimento do
fibroblasto [FGF], fator de necrose tumoral-a [TNF-a], PDGF e TGF-b) e uma variedade de
citocinas sdo secretadas para encorajar as celulas mesenquimais a proliferar e diferenciar-se nas
linhagens condrogénicas e osteogénicas (KOMORI, 2019; SHEEN; GARLA, 2019).

Fase reparadora: Tanto ossificacfes intramembranosas quanto endocondral estdo envolvidas
nesta fase, e ela comeca dentro de poucos dias ap0s a lesdo, até que a fase inflamatoria desapareca.
O periodo endocondral pode durar até 28 dias. O objetivo desta fase é desenvolver um calo duro
ao redor da area lesada para proporcionar suporte e estabilidade, e este sera posteriormente
substituido pelo osso. Fibroblastos, condroblastos e osteoblastos sdo formados por células
mesenquimais no local da fratura. A migracdo de outras células com vasos sanguineos também
ocorre para produzir tanto 0sso compacto quanto trabecular. A mineralizacdo do calo
provavelmente ocorre com a mudanga do pH, e a formagdo do 0sso ocorre como resultado da
diferenciacdo dos osteoblastos. O calo mole é um resultado de células indiferenciadas. Trata-se de
uma cartilagem desenvolvida que estd associada a formacdo do osso endocondral, e
eventualmente, apds 4-5 semanas, a cartilagem calcificada sera substituida por tecido fibroso
(BAHNEY et al., 2019; KOSTENUIK; MIRZA, 2017; SCOTLANDI et al., 2000).

Fase de remodelacdo: A remodelagdo € a etapa final do processo de cura. Esta fase envolve a
colaboracdo entre osteoblastos e osteoclastos para converter tecido mole em uma estrutura 6ssea
capaz de suporte mecanico. Sob tensdes fisioldgicas, o tecido 6sseo € substituido pelo o0sso
lamelar, e 0 osso trabecular é reabsorvido pelos osteoclastos, o que cria pequenas cavidades
conhecidas como lacunas da Howship. As células osteoblastos entram nestas cavidades e
produzem novas matrizes, que prendem as células que depois se desenvolvem em ostedcitos (ARO
etal., 1990; SHEEN; GARLA, 2019).

Considerando esse repertorio de informacbes, o 0sso demonstra ter capacidade de
regenerar-se, resultando em tecido de reparacdo com propriedades anatdmico-funcionais
semelhantes aos originais. Outrossim, ha ocasifes em que o tecido 6sseo sofre lesdes de tamanho
critico, nas quais seu processo cicatricial exige processos clinicos intervencionistas. Em auxilio ao
procedimento de regeneracdo deste tipo de injdria, a aplicacdo de biomateriais no campo da
engenharia de tecidos permite uma recuperacdo mais eficiente da lesdo, trazendo o
restabelecimento ao individuo. Diante deste fato, o desenvolvimento de novas estratégias com
capacidade osteointegrativa aptos a prover um microambiente adequado a adesdo, proliferacéo e

diferenciacéo celulares com o intuito de ofertar as condi¢Oes necessarias para a regeneracao 0ssea
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Concluséao

Em conclusdo, considerando nossos achados, este estudo revela pela primeira vez o
impacto biolégico de uma nova monetita dopado com cobalto em osteoblastos. Destaca-se que a
monetita dopada com cobalto induz uma hipoxia biomimética e imita rapidamente o ambiente de
regeneracdo 0ssea, aprimorando o desempenho osteogénico das células. A monetita dopada com
cobalto surge como um material biomimético e ‘inteligente’, com aplicagdes promissoras no campo

do desenvolvimento 4sseo.

Perspectivas Futuras

Nossos resultados abrem caminho promissor para o aprofundamento da sinergia entre
biomimética e regeneracdo do tecido 6sseo. Espera-se que 0s avangos futuros se orientem para a
elaboracdo e refinamento de unidades biomiméticas que ndo apenas simulem, mas também
potencializam os processos bioldgicos essenciais para a osteogénese e recuperacdo 0ssea. Essa
abordagem inovadora tem o potencial de revolucionar as terapias para lesdes 0sseas, com a
incorporacdo de técnicas de ponta como a bioimpressdo 3D e a engenharia de tecidos. A
expectativa € desenvolver scaffolds avancados que ndo s6 apoiem, mas também acelerem a
regeneracdo 6ssea de maneira eficiente, dindmica e alinhada com as exigéncias fisiologicas do
esqueleto.

Além disso, prevé-se a exploracdo de novos biomateriais e aprimoramento dos ja
existentes, com o intuito de otimizar a osteointegracdo e funcionalidade em uma miriade de
aplicacdes clinicas, tanto no campo humano como veterinario. Isso inclui a investigacdo de
implantes e proteses que se integram de forma mais natural e eficaz ao tecido hospedeiro,
minimizando o risco de rejeicdo e maximizando a eficacia terapéutica. A longo prazo, o objetivo
é que tais avancos conduzam a uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes,
reduzindo os tempos de recuperacdo e aumentando a durabilidade e funcionalidade dos implantes.
No futuro, ainda, a pesquisa podera se expandir para a modulacdo controlada de ambientes
hipdxicos para otimizar o acoplamento angiogénese-osteogénese, explorando as propriedades do

cobalto e outros agentes para criar um ambiente propicio a regeneracéo 0ssea.
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Anexo |: Atividades Desenvolvidas no Periodo

Disciplinas Cursadas no Doutorado
Din&dmica Molecular de Tecidos Mineralizados
DOHaD: Do conceito a pratica clinica
Fundamentos sobre Etica e Pratica na Experimentagio Animal
Isétopos Estaveis Ambientais — Aplicacdo Biotecnoldgica
Metodologias avancadas e aplicadas em tecidos mineralizados
O cientista e o professor universitario
Tdpicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada
Tépicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada: "Seminarios de Pesquisa — Avaliacédo de

projetos de pesquisa”

Disciplinas Aproveitadas do Mestrado
Prética Pedagogica no Ensino Superior (I1): Recursos de Ensino-Aprendizagem;
Quimica Metabolica da Célula: Carboidratos;
Sinalizacdo Celular;
Tdépicos em Biosseguranca e Organismos Geneticamente Modificados (OGMs e AnGMs);

Topicos Especiais em Biologia Geral e Aplicada: 3D-printing: medical applications.

Atividades de Docéncia
1. Aprimoramento Didatico nos Cursos de Graduacdo da Unesp — Estagio na disciplina
Fisica Radioldgica do Departamento de Biofisica e Farmacologia, sob supervisao do Prof.
Assoc. Vladimir Eliodoro Costa — 2020
2. Programa institucional de Aperfeicoamento e Apoio a Docéncia no Ensino Superior-
PAADES - Realizado na disciplina Fisica Radiol6gica do Departamento de Biofisica e
Farmacologia, sob supervisdo do Prof. Assoc. Vladimir Eliodoro Costa — 2021
Cursos
1. 1V Escola de Inverno em Fisica Aplicada a Medicina e Biologia - Departamento de Fisica
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo — 2020;
2. Citometria de fluxo, principios e aplica¢des — 2020;
3. Toxicologia aplicada na area da saude - realizado pelo Ceatox - Centro de Assisténcia
Toxicologica do Instituto de Biociéncias — UNESP — 2020;
4. Introduction to the Biology of Cancer - Johns Hopkins University — 2020;
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9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Treinamento Preparo de Solucdes Quimicas, realizado pelo Ceatox - Centro de Assisténcia
Toxicoldgica do Instituto de Biociéncias — UNESP — 2020;

Comunicacéo e escrita cientifica — 2020;

Biologia Estrutural Aplicada a Biotecnologia — 2020;

Docéncia no ensino superior: fundamentos e praticas pedagogicas - Instituto de Educacéo
e Pesquisa em Praticas Pedagogicas - IEP3; — 2021;

Implant Dentistry - The University of Hong Kong, — 2021,

Anatomy: Musculoskeletal and Integumentary Systems — University of Michigan — 2021,
Técnicas Aplicadas al Estudio de Materiales Porosos — Micrometics — 2021;

Andlise de Dados em Linguagem R — Enap — 2021,

Advanced Functional Ceramics — Yonsei University — 2021;

VIII Curso de Oncologia Integrada — Hospital Sirio Libanés — 2021,

Plagio e Turnitin - Divisdo Técnica de Biblioteca e Documentacdo-Unesp-Campus de
Botucatu-Rubiéo Jr — 2021;

Boas Préticas de Laboratério e Biosseguranca — Instituto de Biociéncias de Botucatu —
UNESP - 2021;

Vigésimo Curso de Radioterapia de Ultima Geracdo e Controle de Qualidade — Hospital
Sirio-Libanés — 2021;

Teranostico em Medicina Nuclear — Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP — 2021,
Workshop: PCR em Tempo Real Sem Segredos — Universo da Biologia Molecular —2022;
Gestdo de Projetos e Aplicativos de Impacto — Recode — 2022;

Technical Support Fundamentals — Coursera — Google — 2022;

Toxinologia béasica & Aplicada: Biotecnologias de Toxinas Uteis a Satde — 2022 —
FIOCRUZ;

XXI Curso de Radioterapia de Ultima Geracéo e Controle da Qualidade — Hospital Sirio
Libanés — 2022;

Radiacédo na saude: aplicacdes em medicina nuclear — Faculdade de Medicina de Botucatu
— UNESP - 2023;

Mini-Curso de Braquiterapia - Braquiterapia de baixa taxa de dose de prostata - Hospital
Sirio Libanés — 2023;

Comunicagdo e Escrita Cientifica” — American Chemical Society — 2023,

Eventos

1.

Unesp Conecta 2020 - "Reflexdes sobre Inovagao, Empoderamento ¢ Empreendedorismo”
—2020
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

I Férum On-line de Tecnologias da Luz na Saude — 2020

XI Congresso Internacional de Uro-Oncologia — 2020

IV Simposio de Fotobiofisica: UV e Virus — 2020

I1 Congresso Brasil-Germanico de Oncologia — 2020

Congresso de Biociéncias — 2020

VI simposio internacional de cancer de mama oncologia D'OR — 2020
V simpdsio internacional de cancer de pulmao oncologia D'OR — 2020
XIX Semana da Fisica Médica — 2020

. I Simposio Digital de Genética e Biotecnologia da UFJF — 2020

. Il Semana de Biotecnologia USP — 2020

. 1° Encontro Internacional de Metrologia e Examinologia em Quimica — 2020
.V Congresso de Urologia da USP — 2020

. IV Simposio Internacional GU-REVIEW 2020

. VIII Simpédsio Internacional de Melanoma e VI Simpdsio Internacional de Imuno-

oncologia — 2020

Global Férum — Fronteiras da Saude — 2020

XXI1 Congresso da Sociedade Brasileira de Radioterapia — 2020

IX Simposio Internacional Multidisciplinar de Cancer de Mama — 2020

Il Simposio "Bases da Carcinogénese: da célula as repercussdes clinicas" — 2020
IV Simpdsio Cancer de Pulméo — 2020

I Congresso {Virtual} Brasileiro de Engenharia de Tecidos — 2020

XX Congress of the Brazilian Society for Cell Biology (SBBC) — 2021

IV Simposio Internacional de Onco-Hematologia — 2021

9° Simpdsio Internacional do Céancer de Pulmao — 2021

Conferéncia Brasileira de Cancer de Mama - LACOG-GBECAM - 2021

5° Congresso Brasileiro de Qualidade em Laboratdrios — 2021

Il Simposio de Atualizagdo no Tratamento dos Tumores Ginecoldgicos — 2021
VI Simpésio de Biotecnologia do IFRJ — 2021

Il Congresso Digital de Nanobiotecnologia e Bioengenharia (Il CDNB) — 2021
SNMMI 2021 Virtual Annual Meeting — 2021

3rd Industrial Biotechnology and Synthetic Biology Workshop (IBSB) — 2021
Virtual Educational Symposium — Oncoclinicas e Dana-Farber Cancer Institute — 2021
XII Congresso Internacional de Uro Oncologia — 2021

Il ASCO em contexto — 2021

I11 Workshop de Fisica da Unesp Bauru — 2021
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36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.

44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.

62.

63.

64.

65.

XI1 Board Review in Medical Oncology: Atualizacdo, Discusséo e Inovagéo — 2021

6° Simpdsio Internacional de Tumores Gastrointestinais — 2021

V Workshop de Biotecnologia — 2021

XIX Brazilian MRS Meeting — 2021

Genomic Summit — 2021

IX Simposio Internacional de Melanoma e VII Simposio Internacional de Imuno-oncologia
—-2021

| Simpdsio Internacional de Oncologia de Precisdo — 2021

XAYNAN Workshop - International Sirius Workshop on X-ray Nanospectroscopy,
Nanodiffraction and Nanoimaging — 2021,

X Proteomics Workshop — 2021,

31st LNLS Annual Users” Meeting (RAU) — 2021;

IV Semana de Biotecnologia da USP — 2021;

Planetary Health Annual Meeting and Festival — 2021,

X Simposio Internacional Multidisciplinar de Cancer de Mama — 2021;

| Simpdsio de Fisica Aplicada a Medicina — UFU — 2021;

| Encontro de Extensdo Universitaria do IBB — UNESP — 2022;

I Simposio de Radioprotecdo e Qualidade de Imagem do HCFMB — 2022;

X111 Congresso Internacional de Uro-oncologia / VIII Simpdsio Multiprofissional — 2022
Best Practices in Breast Oncology BPBO — 2022;

V Simposio Internacional de Onco-Hematologia — SINTOMA — 2022;

V Simpdsio Nacional EVA de Oncologia Ginecoldgica — 2022;

Algoritmos Globais em Oncologia e Hematologia — 2022;

7° Simpdsio Internacional de Tumores Gastrointestinais — 2022;

10° Simpésio Internacional Oncoclinicas e Dana-Farber Cancer Institute — 2022;
Simpdsio Anual do Programa de P6s-Graduacao em Biologia Geral e Aplicada — 2022;
7° Workshop de Biotecnologia — 2022;

International Sirius Workshop on Heterogeneous and Hierarchical Materials (H2Mat) —
2022;

Congresso Internacional de Ciéncia, Tecnologia e Desenvolvimento — 2022;

XI Proteomics Workshop — 2022;

VI Simpésio Internacional GU - Review e IV Simpdsio Multiprofissional — LACOG —
2022;

Congresso de Ciéncia e Tecnologia dos Biomateriais — BIOMAT22 — 2022;
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66.

67.
68.
69.

70.
71.
72.
73.

1st International Symposium in Bioscience and Biotechnology: Innovations and Trends —
2022;

Il Simpdsio de Fisica Aplicada a Medicina — SIFAM — 2022;

I Congresso Brasileiro em Biociéncias Aplicadas a Saude — 2023;

Journées de la recheche de la Faculté de médecine et de ses centres de recherche affiliés —
2023;

V111 Workshop de Biotecnologia — 2023;

Algoritmos Globais e Controvérsias 2% edicdo — 2023;

XI1 Congresso de Biociéncias — 2023;

XXXV Congresso de Inicia¢do Cientifica da Unesp — 2023;

Palestra Ministrada

Palestra “O Papel do Fisico Médico na Medicina Nuclear e na Pesquisa: da clinica para a

academia”, organizada pela Liga Académica de Fisica Médica - LiFiM do Instituto de Biociéncias
de Botucatu — 2022.

Resumos em eventos

1.

Efeitos metabolicos do meio enriquecido com Co-Cr no acoplamento de células endoteliais
submetidas a shear-stress e osteoblastos, de autoria de Almeida, G.S.; Fernandes, C.J.C.;

Pinto, T.S.; Bezerra, F.J.; Zambuzzi, W.F., no | Simpoésio Digital de Genética e
Biotecnologia da UFJF (1 SDGB) - 2020

Coupling of shear-stressed endothelial cell and osteoblasts in responding to Co-Cr-
enriched medium. Gerson Santos de Almeida, Célio Junior da Costa Fernandes, Thais

Silva Pinto, Fabio José Bezerra, Willian Fernando Zambuzzi, no XX Congress of the
Brazilian Society for Cell Biology - 2021.

Meio enriquecido com hidroxiapatita altera a expressao de genes relacionados ao fenétipo
osteoblastico de células MG63. Gerson Santos de Almeida, Marcel Rodrigues Ferreira,
Célio Junior da Costa Fernandes, Willian Fernando Zambuzzi — |1 CDNB — 2021

Hipdxia induzida por hidroxiapatita dopada com cobalto modula a expressdo de genes de

diferenciagédo osteoblastica, Almeida. G.S.; Moraes. J.F.; Ferreira, M.R.; Fernandes, C.J.C;
Feltran, G.S.; Pinto, T.S; Morais, P.B; Zambuzzi. W.F. — VI Workbiotec - 2021
Avaliacdo da resposta de osteoblastos ao meio enriquecido com titanio, Morais, P. B.;
Fernandes, C. J.C.; Almeida, G. S.; Zambuzzi, W. F. — V Workbiotec - 2021

Cellular response of MG-63 cells in Hydroxyapatite/TCP enriched medium with different

thermal treatments, Gerson Santos de Almeida, Marcel Rodrigues Ferreira, Celio Junior
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

da Costa Fernandes, Carlos Alberto Oliveira de Biagi Junior, Willian Fernando Zambuzzi
- XIX SBPMat - 2021

Effect of the Niobium Substitutional Element on the Mechanical Properties and
Biocompatibility of Ti-25Ta-Nb Alloys, Fernanda de Freitas Quadros, Célio Junior da
Costa Fernandes, Gerson Santos de Almeida, Willian Fernando Zambuzzi, Carlos Roberto
Grandini — X1X SBPMat - 2021

Cytotoxicity of new Ti-based alloys aiming at biomedical applications, Dante Oliver Guim

Corréa, Fernanda de Freitas Quadros, Giovana Collombaro Cardoso, Gerson Santos de
Almeida, Willian Fernando Zambuzzi, Carlos Roberto Grandini - XIX SBPMat — 2021

Sintese e caracterizagdo do filme de Hidroxiapatita, depositado sobre titanio recoberto com

titanato de calcio, Maria Gabriela Jacheto Carra, Jodo icaro Miranda Morais Garcia,
Gerson_Santos de Almeida, Margarida Juri Saeki - XXXIII Congresso de Iniciacao
Cientifica da Unesp — 2021

Efeito do meio condicionado por células endoteliais HUVEC e cloreto de cobalto na

diferenciacdo de células mesenquimais: Um olhar aos INcRNAs HOTAIR e HOTTIP, Aron

Roger de Oliveira, Gerson Santos de Almeida, Marcel Rodrigues Ferreira, Georgia da

Silva Feltran, Willian Fernando Zambuzzi - XXXIII Congresso de Iniciacdo Cientifica da
Unesp — 2021
Avaliacdo da citotoxicidade de novas ligas de titanio para uso biomédico, Dante Oliver

Guim Corréa, Gerson Santos de Almeida, Carlos Roberto Grandini - XXXIII Congresso

de Iniciacdo Cientifica da Unesp — 2021
Efeito do meio enriquecido com hidroxiapatita dopada com cobalto em células
osteoblasticas, Luisa Camilo Suter, Gerson Santos de Almeida, Marcel Rodrigues

Ferreira, Julia Ferreira de Morais, Willian Fernando Zambuzzi, Congrebio — 2021;
Effect of heat treatments on some properties of Ti-10Mo-Mn for biomedical applications,

Mariana Luna Lourenco, Dante Oliver, Gerson Santos de Almeida, Carlos Roberto

Grandini, XI Latin American Congress of Artificial Organs and Biomaterials — 2021;
Chemical, biological and mechanical characterization of Zr-25Ta-5Ti Alloy, Edriely

Saraiva, Dante Oliver, Pedro Akira Bazaglia Kuroda, Gerson Santos de Almeida, Carlos

Roberto Grandini, X1 Latin American Congress of Artificial Organs and Biomaterials —
2021;
New alloys of the Ti-5Mo-Nb system, with low elastic modulus, for biomedical

applications, Giovana Collombaro Cardoso, Dante Oliver, Gerson Santos de Almeida,

Carlos Roberto Grandini, XI Latin American Congress of Artificial Organs and
Biomaterials — 2021;
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Study of new titanium-based alloys as biomaterials and their cytotoxic potentials, Dante

Oliver, Gerson Santos De Almeida, Carlos Roberto Grandini, XI Latin American Congress

of Artificial Organs and Biomaterials — 2021;

Deposicéo de hidroxiapatita sobre titanio recoberto com titanato de célcio: caracterizacéo
e ensaio bioldgico, Carra, M.G.J.; Garcia, J.I.M.M.; Almeida, G.S.; Zambuzzi, W.F.;
Saeki, M.J. Congresso Brasileiro de Ceramica (65-66 CBC) — 2022;

Design and characterization of TiZrNbTaMo/Mn HEAs for potential use as orthopedical

implants, Jhuliene Elen Torrento, Tiago Santos Pereira de Sousa, Conrado Ramos Moreira
Afonso, Carlos Roberto Grandini, Gerson Santos de Almeida, Willian Fernando Zambuzzi
and Diego Rafael Nespeque Correa. XX B-MRS Meeting — 2022;

Sintese e caracterizacdo de fosfatos de célcio bifasico (BCP) composto por monetita (CaP)

e fosfato tricalcico (B-TCP), Luisa Camilo Suter, Gerson Santos de Almeida, Marcel

Rodrigues Ferreira, Gedrgia da Silva Feltran, Maria Gabriela Jacheto Carra e Willian
Fernando Zambuzzi. 7° Workshop de Biotecnologia — 2022;
Desenvolvimento de um modelo de scaffolds dsseo a base de hidrogéis poliméricos

naturais, Julia F. Moraes, Marcel R. Ferreira, Gedrgia S. Feltran, Gerson S. Almeida e Willian F.

Zambuzzi, 7° Workshop de Biotecnologia — 2022;
Construcéo e caracterizacdo de um modelo de scaffolds dsseos a base de hidrogéis, Julia
F. Moraes, Marcel R. Ferreira, Guilherme S. Sousa, Gedrgia S. Feltran, Gerson S. Almeida

e Willian F. Zambuzzi, 11° Congresso de Biociéncias — 2022;

Construcdo e caracterizacdo de um modelo de esferoide dsseo a base de hidrogéis, Jalia
F.Moraes. Marcel R. Ferreira, Gerson S. Almeida, Geo6rgia S. Feltran, Willian F.
Zambuzzi, XXXIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP — 2022;

Sintese e caracterizacdo fisico-quimica de Fosfato de Calcio Bifasico (BCP) dopado com

cobalto (Co), Luisa Camilo Suter, Gerson Santos de Almeida, Marcel Rodrigues Ferreira,

Georgia da Silva Feltran, Maria Gabriela Jacheto Carra e Willian Fernando Zambuzzi
XXXIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP — 12 e 22 fase — 2022;
Desenvolvimento e caracterizagdo de novas ligas de Ti-Mo-Nb para aplicagdes

biomédicas, Giovana Collombaro Cardoso, Gerson Santos de Almeida, Dante Oliver

Guim Corréa, Willian Fernando Zambuzzi e Carlos Roberto Grandini, Congresso de
Biomateriais — 2022;
Sintese e caracterizagdo de fosfato de célcio bifésico (BCP) dopado com cobalto para

aplicacdo biotecnoldgica, Luisa Camilo Suter, Gerson Santos de Almeida, Marcel

Rodrigues Ferreira, Margarida Juri Saeki, Willian Fernando Zambuzzi, XXXV Congresso
de Iniciacdo Cientifica da Unesp — 2023;
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26. Constituicdo de Unidades Biomimeticas com Perspectiva de Regeneracdo do Tecido

Osseo, Julia Ferreira de Moraes, Marcel Rodrigues Ferreira, Gerson Santos de Almeida,

Georgia da Silva Feltran, Anderson Moreira Gomes, Willian Fernando Zambuzzi, XXXV
Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp — 2023;

27. Titanium surface modified by oxide films containing calcium and apatite to improve bone
integration, Jodo icaro Miranda Morais Garcia, Maria Gabriela Jacheto Carra, Diego
Rafael Nespeque Correa, Nilson C. Cruz, Gerson Santos de Almeida, Vicente Amigd
Borras e Margarida Juri Saeki - XXI B-MRS Meeting — 2023;

28. Effects of CoCr-enriched medium on shear-stressed endothelial cell and osteoblasts,

Gerson Santos de Almeida, Maria Gabriela Jacheto Carra, Célio Junior da Costa
Fernandes, Thais Silva Pinto e Willian Fernando Zambuzzi, XXI B-MRS Meeting — 2023;

Artigos Submetidos e em Reviséo
1. Influence of Nb and Zr additions on microstructure, elastic modulus, and cytotoxicity of 3-
Ti-25Ta alloys for biomedical applications. Pedro Akira Bazaglia Kuroda, Rafael

Formenton Macedo dos Santos, Gerson Santos de Almeida, Willian Fernando Zambuzzi,

Carlos Roberto Grandini and Conrado Ramos Moreira Afonso;
2. Influence of Zr addition in BTi-25Ta-xZr alloys on oxide formation by MAO-treatment.
Pedro Akira Bazaglia Kuroda?®, Rafael Formenton Macedo dos Santos®, Mariana Rossi

Correa?, Gerson Santos de Almeida®, Willian Fernando Zambuzzi®, Diego Rafael Nespeque

Corread, Carlos Roberto Grandini¢ and Conrado Ramos Moreira Afonso?;
3. Gamma-oryzanol (yOz) rich rice bran promotes osteogenic phenotype of bone marrow-
obtained stromal cells. Thais Silva Pinto, Jéssica Leite Garcia, Anderson Moreira Gomes,

Amanda Fantini de Camargo Andrade, Gerson Santos de Almeida, Camila Renata Correa,

Willian Fernando Zambuzzi;
4. Preparation and characterization of TI-10Mo-5Mm-Ag alloys for biomedical applications,
Melissa Daniela de Almeida Nespeque!, Mariana Rocha Correal, Dante Oliver Guim

Corréal, Mariana Luna Lourenco®, Gerson Santos de Almeida?, Willian Fernando

Zambuzzi?, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf®, James Venturini*, Diego Rafael Nespeque
Correal, Carlos Roberto Grandini!;
5. Development of Novel B-type Zr-25Ta-5Ti Alloy for Biomedical Applications. Edriely de

Oliveira Saraival, Gerson Santos de Almeida?, Willian Fernando Zambuzzi?, Pedro Akira

Bazaglia Kuroda®, Carlos Roberto Grandini.
6. Modulation of HIF-1a and TNF-a in pre-osteoblasts treated with alcohol extract of propolis:
implications for cellular response and signaling pathways. Paula Bertin de Morais, Gerson
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Santos de Almeida, Amanda Fantini de Camargo Andrade, Ricardo de Oliveira Orsi,

Willian Fernando Zambuzzi, Célio Jr. Da Costa Fernandes.

7. Synthesis of apatite-CaTiOs bilayer films on cp-Ti by sol-gel/dip-coating and plasma
electrolytic oxidation and its effects on mechanical, electrochemical, and biological
properties - Jodo Miranda Morais Garcia, Maria Jacheto Carra, Diego N Correa, Gerson
Almeida, Georgia Feltran, Paula Chiachia Pasta, Gustavo Rocha de Castro, Elidiane
Cipriano Rangel, Nilson Cristiano Cruz, Willian Fernando Zambuzzi, Vicente Amigo
Boras, Margarida Juri Saeki.

8. Cobalt-doped monetite induces biomimetic hypoxia and rapidly camouflages bone healing

environment - Gerson Santos de Almeidal, Thais Silva Pinto!, Luisa Camilo Suter?,

Georgia da Silva Feltrant, Maria Gabriela Jacheto Carrat, Paula Bertin de Moraist, Diego
Rafael Nespeque Corréa2?, Margarida Juri Saeki?, Paulo Noronha Lisboa Filho3, Willian
Fernando Zambuzzit.

9. The biological properties of Co-doped monetite are influenced by thermal treatment -
Gerson Santos de Almeida?, Luisa Camilo Suter?, Thais Silva Pinto!, Géorgia da Silva

Feltrant, Maria Gabriela Jacheto Carra2, Diego Rafael Nespeque Corréa®, Margarida Juri
Saeki2, Paulo Noronha Lishoa-Filho*, Willian Fernando Zambuzzit

10. Optimizing titanium osseointegration using thermally modified Co-doped monetite
coatings - Gerson Santos de Almeidal*, Maria Gabriela Jacheto Carra®*, Luisa Camilo

Suter?, Julia Bucci?, Diego Rafael Nespeque Corréa?, Margarida Juri Saeki?, Willian

Fernando Zambuzzit.

Artigos publicados

1. 2020 - GSVA score reveals molecular signatures from transcriptome for biomaterials
comparison. Ferreira MR'; Almeida GS!; Biagi CA?; Silva WA jr?; Zambuzzi WF? -
DOI:10.1002/jbm.a.37090

2. 2021 - Metabolic effects of CoCr-enriched medium on shear-stressed endothelial cell and
osteoblasts: a possible mechanism involving a hypoxic condition on bone healing. Célio
Junior da Costa Fernandes, Gerson Santos de Almeida, Thais Silva Pinto, Fabio J Bezerra,
Willian Zambuzzi - DOI: 10.1016/j.msec.2021.112353

3. 2022 - Preparation and characterization of novel as-cast Ti-Mo-Nb alloys for biomedical

applications. Giovana Collombaro Cardoso, Gerson Santos de Almeida, Dante Oliver

Guim Corréa, Willian Fernando Zambuzzi, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf, Diego Rafael
Nespeque Correa, Carlos Roberto Grandini — DOI:10.1038/s41598-022-14820-8
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10.

11.

2022 - Development of non-equiatomic Bio-HEAs based on TiZrNbTa - (Mo and Mn).
Jhuliene Elen Torrento, Tiago dos Santos Pereira de Sousa, Nilson Cristino da Cruz,
Gerson Santos de Almeida, Willian Fernando Zambuzzi, Carlos Roberto Grandini, Diego
Rafael Nespeque Correa - DOI: 10.1063/5.0100465

2023 - Epigenetic Differences Arise in Endothelial Cells Responding to Cobalt-

Chromium. Célio Janior Fernandes, Rodrigo A. Da Silva, Gerson Santos de Almeida,

Marcel Ferreira Rodrigues, Paula Bertin De Morais, Fabio Bezerra, Willian Fernando
Zambuzzi — DOI: 10.3390/jfb14030127

2023 - Titanium-Enriched Medium Promotes Environment-Induced Epigenetic Machinery
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