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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.
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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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