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RESUMO

O objetivo deste projeto é avaliar, por meio de estudos pré-clinicos in vivo,
estratégias de entrega de farmacos (drug delivery) utilizando hidrogéis e
incorporando rh-BMP2 em dois modelos experimentais, visando otimizar o
tecido 6sseo reparacional em condigdes de osteoporose. O comprometimento
sistémico sera induzido em ratas ovariectomizadas induzindo e mantendo a
deficiéncia de estrogeno por 90 dias. Modelo 1: Consiste na funcionalizagéo
de implantes porosos que apresentam alteragdes na macrogeometria (com
poros em seu tergo médio), utilizando a técnica de Dip coating para aplicagéo
de "drug delivery". Os implantes porosos serao tratados com hidrogéis de DNA
e GelMA, bem como suas combinagdes com rh-BMP2, e implantados nos
grupos SHAM (cirurgia ficticia) e OVX (ovariectomia). Apos 28 dias, os
procedimentos de analise dos tecidos descalcificados incluirdo histologia,
imunoistoquimica, analise biomecéanica de torque de remocgao, analise de
expressdao génica de PCR em tempo real, e tecidos mineralizados:
microtomografia computadorizada e Microscopia confocal, andlise dindmica
O0ssea por fluorocromos. As amostras coletadas serdo inclusas em
metilmetacrilato (PMMA) para avaliacdo ultraestrutural da interface
osso/implante no laboratério da Professora Kathryn Grandfield. Modelo 2: Visa
avaliar o potencial regenerativo dos hidrogéis de DNA e GelMA, ambos
funcionalizados com rh-BMP2, em um defeito 6sseo criado na calvaria e
preenchido com os hidrogéis mencionados. Apos 28 dias pos-operatorios, as
calvarias serdo coletadas e processadas para analises histologicas e
imunoistoquimicas, RT-PCR, microtomografia computadorizada, microscopia
confocal para avaliar a dindmica reparacional Ossea e avaliagao
ultraestrutural. Os dados coletados serdo analisados estatisticamente usando
o software GraphPad Prism 7.03, com um nivel de significancia de p<0,05,
para determinar a eficacia das intervengdes nos processos de reparacao e

regeneragao ossea nos diferentes modelos experimentais.

Palavras chaves: hidrogéis, osseointegracdo, interface osso implante,
osteoporose.



1.

INTRODUGAO

O sucesso da osseointegracdo, crucial para a reabilitagdo oral,
depende fortemente da qualidade e microarquitetura do tecido 6&sseo,
incluindo fatores como a densidade déssea, essencial para suportar cargas
fisiologicas [1]. Em casos de osteoporose, que se caracteriza pela redugao da
densidade Ossea, a eficacia da integracdo do implante pode ser
comprometida, afetando a estabilidade e a sua funcionalidade [2]. Além disso,
nesse contexto de alteragdo do metabolismo 6sseo, o comprometimento do
reparo afeta diretamente a neoformacao 6ssea e a aplicacao de biomateriais
em reconstrucdes de areas atroficas que requerem implantes [3].

A osteoporose € uma das doengas metabdlicas do esqueleto mais
comuns e é caracterizada por baixa resisténcia 0ssea, atividade osteogénica
reduzida e aumento da reabsorcao pelos osteoclastos, elevando assim o risco
de fraturas 6sseas [4]. No tecido 6sseo, ocorre um processo metabdlico
dinamico de modelagdo e remodelacdo 6ssea. Os osteoblastos mediam o
processo de modelacio através da secregao de matriz 6ssea e da promogao
da deposigao de calcio. Por outro lado, os osteoclastos mediam o processo
de remodelacédo por meio da reabsor¢cdo da matriz 6ssea [5]. No entanto, o
equilibrio entre a formacdo e a reabsorcdo Ossea em pacientes com
osteoporose é alterado, resultando em ma osseointegracdo apds a
implantacédo de implantes [6].

Para superar as limitagbes dos tratamentos convencionais para
osteoporose, a tecnologia de impressao 3D tem sido utilizada para
desenvolver implantes com estruturas altamente porosas que nao apenas
reduzem a diferengca de rigidez entre o titdnio e o osso hospedeiro, mas
também facilitam a incorporacdo de substancias bioativas e promovem o
crescimento 6sseo [7,8] Dessa forma, o uso da técnica dip coating para
funcionalizar os implantes, associados a estrutura dos poros otimizada para
entrega controlada de medicamentos, tem sido uma boa estratégia para
melhorar o reparo 6sseo peri-implantar [7,8].

Partindo do pressuposto de que uma adequada quantidade e qualidade
de tecido 6sseo sao fundamentais para a instalagdo de implantes dentarios, o

uso de hidrogéis como carreadores osteoindutores e osteocondutores surge



como uma abordagem inovadora na regeneragao tecidual em uma condig&o
de osteoporose [9].

Os hidrogéis sdo geralmente descritos como redes tridimensionais
extremamente hidrofilicas, constituidas por polimeros hidrofilicos que se
unem através de crosslinks fisicos ou quimicos. Essa estrutura permite que
eles retenham uma quantidade significativa de agua, o que os torna ideais
para varias aplicagbes na bioengenharia [10].

Dentre os diversos tipos de hidrogéis produzidos, o hidrogel de DNA
[9], e a gelatina de metacriloil (GelMA) [11], destacam-se pela relevancia. O
hidrogel de DNA baseia-se nos principios da nanotecnologia de DNA, exibindo
uma aparéncia macroscopica de um gel tridimensional enquanto apresenta
estruturas nanoescalares precisas de matrizes bioativas repetidas, o que
facilita a mineralizagao orientada através de sua estrutura tridimensional, as
bases nitrogenadas no DNA (adenina, timina, citosina e guanina) permitem
uma personalizagdo unica do hidrogel [9,12]. A GelMA é produzida pela
reagao de anidrido metacrilico com gelatina derivada de colageno, resultando
em um biohidrogel de excelente biocompatibilidade [11]. Este pode ser
polimerizado formando reticulagbes em uma estrutura tridimensional sob
exposicao a luz visivel ou ultravioleta, oferecendo uma plataforma eficaz para
o crescimento e diferenciagao celular [13].

Nesse contexto, a funcionalizagdo dos implantes porosos com o0s
hidrogéis de DNA e GelMA representa uma técnica inovadora, visando atuar
como scaffolds. Essa abordagem envolve a incorporacao de biomoléculas em
bases nitrogenadas e derivadas do colageno, o que aprimora o controle sobre
a mineralizagdo tecidual. Tal capacidade de funcionalizar esses scaffolds
permite interagcbes mais especificas com o tecido 6sseo reparacional,
aumentando a eficiéncia dos processos de reparo 6sseo [11,12].

A biomolécula selecionada para o presente estudo é a proteina
morfogenética recombinante humana rh-BMP2. Estudos anteriores em nosso
laboratério ja exploraram o uso de BMP2 com diversos scaffolds, uma
abordagem cuja mencéao se justifica pelo fato de ja termos experimentado
essa estratégia anteriormente, embora sem acesso as técnicas avancadas

que agora propomos [14].



2.

As proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs), especialmente a rh-
BMP2, sao fatores de crescimento fundamentais na inducéo da diferenciagao
osteogénica de células-tronco tanto in vitro quanto na regeneracéo dssea in
vivo [15]. A BMP-2, conhecida por sua alta osteogenicidade, ja foi aprovada
pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico e atua via
sinalizacdo SMAD para promover a expressao de genes relacionados a
osteogénese [16]. Ela se liga a receptores especificos na membrana celular,
iniciando uma cascata de vias que estimulam a formacgao 6ssea, sendo
particularmente eficaz em tratar defeitos osteoporoticos [17]. Adicionalmente,
a osteoprotegerina (OPG), uma glicoproteina que inibe a reabsorgcéo 6ssea
ao bloquear a atividade dos osteoclastos atraves do sistema
RANKL/RANK/OPG, ¢é crucial para controlar a atividade osteoclastica
excessiva em ambientes osteoporoticos [18].

O estudo visa empregar técnicas avangadas, como o dip coating em
implantes dentarios, adaptados para tecidos O&sseos afetados por
osteoporose, utilizando uma estratégia de porosidade otimizada para
melhorar a liberagédo de rh-BMP2 através de hidrogéis. Estamos explorando o
uso de hidrogel de DNA, que contém bases nitrogenadas, como scaffold para
rh-BMP2, facilitando a conexao e desconexdo nos locais de reparo 0sseo,
como em defeitos de calvaria. Além disso, avaliamos o GelMA, um hidrogel
de gelatina metacriloil derivado de colageno, uma alternativa pratica e de
custo reduzido, como outro scaffold para rh-BMP2. Essas abordagens visam
otimizar a entrega de rh-BMP2 em diferentes formatos, potencializando a

regeneragao 0ssea e o reparo peri-implantar.

OBJETIVOS

Avaliar estratégias relacionadas as caracteristicas do implante que

poderiam beneficiar a resposta de osseointegracdo perante a instalagdo de

implantes em ratas ovariectomizadas com osteoporose, assim como avaliar o

potencial regenerativo de hidrogéis de DNA funcionalizados com rh-BMP2,



atuando como scaffolds no processo de reparo de defeitos 6sseos de tamanho

critico.

3.

MATERIAIS E METODOS

Etapas em comum para os modelos proposto nesse estudo:
A sintese e funcionalizacdo dos hidrogéis de DNA e GelMA serao
realizados em colaboragdo com a Professora Karina Carneiro (Universidade

de Toronto).

Sintese do Hidrogel de DNA

Os hidrogéis de DNA serdo montados em uma reacgao de duas etapas,
com base no trabalho seminal de Luo e colaboradores [19]. A formacéo de
hidrogel ocorre rapidamente a temperatura ambiente ao misturar dois
construtos na proporgéo de 1:3 Y:L em tampéao Tris-Ca. Essa formulagéo
resulta em hidrogéis com cavidades de 24 nm, que permitem a
permeabilidade de ions, enzimas e proteinas soluveis essenciais para o
crescimento 6sseo e a biodegradacao do hidrogel em feridas. Ajustando a
proporgao de Y para L e o comprimento das sequéncias de DNA, é possivel
controlar precisamente a rigidez e a porosidade do hidrogel, caracteristicas
fundamentais para replicar as propriedades das matrizes de colageno e

otimizar os biomateriais.

Funcionalizagao dos hidrogéis de DNA

O DNA pode ser funcionalizado com moléculas e drogas promotoras
de mineralizacdo de maneira especifica do local, e desta forma analisaremos
este material funcionalizado com com 5ug de rh-BMP2 (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN, USA). Esta etapa usara a experiéncia de Carneiro em
funcionalizagdo especifica de DNA e automontagem sob condi¢des de
mineralizacdo. Seu laboratério tem experiéncia na adaptacdo de
nanoestruturas de DNA que podem ser usadas em condicbes de
mineralizagdo. A bioconjugagcdo permite que pequenas moléculas sejam
adicionadas a superficie destas estruturas em posicoes especificas podendo

servir como um veiculo promissor para a entrega sustentavel de moléculas



ativas, incluindo proteinas e drogas [12]. Nesse sentido, com a expertise da
professora Karina na area, iremos funcionalizar sitios especificos do hidrogel
de DNA isolado e com 5ug de rh-BMP2 (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, USA).

Sintese de Hidrogel de gelatina de metacriloil (GelMA)

A preparacgéao do Hidrogel de Gelatina de Metacriloil (GelMA) inicia com
a dissolugao da gelatina em agua ou tampao fosfato (PBS) a temperaturas
entre 50-60°C para assegurar homogeneidade. Segue-se a adi¢ado de anidrido
metacrilico, cuja quantidade varia conforme o grau de funcionalizagédo
desejado, reagindo com os grupos amino da gelatina para criar ligagdes
covalentes e introduzir grupos metacriloil. E crucial monitorar e ajustar o pH
entre 7,4 e 8,0 durante essa adigdo para garantir uma reagao eficaz e evitar
hidrolise. Apos a reacgao, a solugao é purificada por diadlise contra agua ou
tampdbes para remover impurezas e monémeros nao reagidos, seguida de
liofilizacdo para obter um po6 seco e preservar as propriedades quimicas do
GelMA. Para formar o hidrogel, o pé liofilizado € dissolvido numa solugéo
aquosa e fotocurado com luz UV na presenga de um fotoiniciador como
Irgacure 2959, ativando os grupos metacriloil e formando uma rede polimérica
reticulada [20].

Funcionalizagao do GelMA

Inicialmente, o GelMA liofilizado é dissolvido em PBS e aquecido para
uma mistura homogénea. Apds a preparagdo, 5 pug de rh-BMP2 séao
adicionados a solugado de GelMA, juntamente com um fotoiniciador, como
Irgacure 2959. A solucédo é entdao exposta a luz UV para induzir a reticulagao
e formacao do hidrogel. Este hidrogel, agora incorporado com rh-BMP2, é
destinado a aplicagbes que requerem promogao da osteogénese, como em
implantes dentarios ou reparos de defeitos dsseos, oferecendo um ambiente
propicio para o crescimento 0sseo e a reparagao tecidual. Colaboracdo com

a Professora Karina Carneiro (Universidade de Toronto).

Animais



Os procedimentos a serem executados no presente projeto serdo
realizados com a aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA:
Processo FOA 0549/2021) desta instituicdo. Os ratos, ao inicio do
experimento terdo a idade de 3 meses, serdo mantidas em biotério climatizado

e com ciclo claro/escuro a cada 12 horas e receberdo agua ad libitum.

Calculo amostral e randomizagao

O calculo do tamanho da amostra para os estudos sera determinado a
partir de um teste de poder realizado no site
http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.htm  (OpenEpi, Versao 3,
calculadora de cédigo aberto), onde o nivel de significancia utilizado é de 5% e
o poder de 95% em um teste de hipotese unicaudal [8].

A randomizagéao sera realizada usando o software Microsoft Office Excel
(Microsoft, Redmond, WA, EUA) e os animais serao aleatoriamente designados
aos grupos SHAM ou OVX, e distribuidos conforme os modelos propostos nesse
estudo. Todas as amostras finais coletadas serdo aleatoriamente designadas
para as analises propostas, de maneira que os pesquisadores nao interfiram na

escolha.

Modelo 1 (Implante porosos em tibia)

Implantes porosos (impressos na Universidade de McMaster, Grandfield
Research Group) - utilizados para o modelo de osteoporose

Para os estudos in vivo com os modelos de deficiéncia de estrégeno,
osteoporose, serdo utilizados implantes com alteragdo na macrogeometria
pela presenga de poros no seu tergco medial. A por¢gao porosa dos implantes
biomiméticos foi projetada utilizando a tesselagao de Voronoi, que consiste na
dispersédo de pontos em um espaco finito a partir do qual um poligono cresce
para fora, expandindo-se a uma taxa constante para preencher um espaco. O
crescimento termina quando poliedros vizinhos colidem uns com os outros.
Implantes medindo 2 mm de didmetro, 4 mm de comprimento com um nucleo
solido para conferir suporte a estrutura e exterior poroso, com trabéculas de
300 um, mimetizando trabéculas naturais de ratas osteoporéticas, serao

impressos em titanio comercialmente puro grau IV em uma impressora de



fusdo a laser seletiva (SLS) EOS M280 [21,22]. Todos os implantes, apds a
impressao, serao submetidos ao duplo ataque acido com acido cloridrico e

acido sulfurico.

Funcionalizagao dos implantes — Dip Coating

Os implantes serdao funcionalizados através da técnica de
incorporagao: Dip-coating que consiste imersdo dos implantes porosos em
uma solugdo com a finalidade de formar camadas ao redor dos implantes.
Seréo realizadas 5 camadas ao redor dos implantes porosos de acordo com
a necessidade observada através dos testes preliminares, dessa forma o
maior numero de camadas garante que durante a insergao dos implantes no
leito cirurgico a funcionalizagdo da superficie ndo seria perdida [23]. A
funcionalizagédo dos implantes porosos sera realizada com hidrogéis: de DNA
e GelMA e associagdes DNA + rh-BMP2 e GelMA + rh-BMP2 para serem
instalados nos grupos SHAM (cirurgia ficticia), subgrupos: Implante Poroso +
DNA; Implante Poroso + GelMA; Implante Poroso + DNA/rh-bmp2; Implante
Poroso + GelMA/rh-BMP2 e OVX (ovariectomia) Implante Poroso + DNA;
Implante Poroso + GelMA; Implante Poroso + DNA/rh-bmp2; Implante Poroso
+ GelMA/rh-BMP2. Apés a formagao das 5 camadas e secagem adequada

dos implantes os mesmos foram instalados nos animais.

Modelo de osteoporose:
Ovariectomia bilateral

As ratas do grupo OVX serdo anestesiadas com cloridrato de xilazina
(Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) e cloridrato de cetamina (Cloridrato de
quetamina injetavel, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) e, a seguir, serdo
imobilizadas sobre prancha cirurgica em posicao de decubito lateral. Apos a
antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo, sera realizada uma incisdo de 1 cm
nos flancos, divulsdo por planos do tecido subcutédneo e, em seguida, do
peritdbnio a fim de ter acesso a cavidade abdominal. Em seguida, serdo
localizados os ovarios e 0os cornos uterinos que serao lagueados com fio de
poliglactina. Feito isso, sera realizada a remogdo dos ovarios e
posteriormente, a sutura em planos, com o mesmo fio de sutura. As ratas do

grupo SHAM serdo submetidas ao mesmo procedimento, no entanto, sera



realizada a exposigao cirurgica dos cornos uterinos e dos ovarios sem suas

respectivas laqueadura e remogao [24].

Delineamento experimental

Para investigar o processo de reparo peri-implantar em condi¢des
osteopordticas, sera utilizado um modelo experimental com ratas Wistar
adultas de 3 meses. Essas ratas, selecionadas apos a verificagao de um ciclo
estral normal [25], serdo submetidas a uma ovariectomia bilateral ou cirurgia
ficticia (SHAM). Apd6s 90 dias, os implantes porosos, funcionalizados com
hidrogéis de DNA e/ou GelMA, associados ou nao ao rh-BMP2, seréo
instalados. Aos 28 dias apds a instalagao, proceder-se-a a eutanasia dos
animais para diversas analises.

Serao coletadas amostras para PCR em tempo real, mensuragao do
torque de remocado (TR) e obtencado de tibias para confeccdo de cortes
histolégicos descalcificados destinados a analise imunoistoquimica. Estas
analises visam avaliar a expressao génica de proteinas envolvidas no reparo
0sseo e a resisténcia biomecéanica dos implantes, além das respostas peri-
implantares de formacéo, reabsorcao e mineralizagao 6ssea. Além disso, sera
feita a analise da ultraestrutura da interface osso-implante usando
microscopia eletrénica de transmissao (MET) de alta resolugéo e tomografia
de feixe de ions focados em plasma (PFIB), que mapeara as redes minerais,
celulares e vasculares em micro e nanoescala.

Outra parcela dos animais recebera injecbes de fluorocromos —
calceina aos 14 dias e alizarina aos 24 dias pds-operatorios — para estudos
adicionais sobre a dindmica dos eventos de formacao e mineralizagdo dssea.
Por fim, sera realizada microtomografia computadorizada (micro-CT) e
microscopia confocal (MC) para analisar a microarquitetura do osso peri-

implantar.

Grupos experimentais

Serao incluidas no estudo ratas de 3 meses de idade, com peso corporal
de 300 gramas. Essas serao mantidas em biotério climatizado, com ciclo
claro/escuro a cada 12 horas, recebendo ragao balanceada, contendo 1.4%

Ca e 0.8% P, e agua ad libitum. As 192 ratas serao separadas em 2 grandes



grupos, sendo o grupo SHAM o grupo em que as ratas serdo submetidas a
cirurgia ficticia e o grupo OVX, em as ratas serdo submetidas a ovariectomia
bilateral. Em cada grande grupo serao utilizados implantes porosos. Cada
grupo de implante recebera funcionalizagcdes de hidrogéis (DNA e/ou GelMA)
com ou sem rh-BMP2 (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). Tabela1,
e linha do tempo (Figura1).

Tabela 1. Divisfio dos grupos experimentais de acordo com os procedimentos a serem realizados.

GRUPO IMPLANTE Ovariectomia Drug delivery n

Poroso Ficticia Hidrogel DNA 12

= Poroso Ficticia Hidrogel GelMA 12

% Poroso Ficticia DNA/hBMP2 12

Poroso Ficticia GelMA/rhBMP2 12

Poroso A Hidrogel DNA 12

v Poroso J Hidrogel GelMA 12

-

© Poroso J DNA/hBMP2 12

Poroso J GelMA/rhBMP2 12

: @ : 3 - X )

ONA Cinargia Instalagho do  Aplicagdoda  ApScacho da Eutanasia
GeMA Ficticia mplante Caloaing Alzarine
ONA/rh-8MP2 Portose
GeMA/rv-8BMP2
- @ ® @
ONA Crurgla de tnstalaghc do  Aplicacdode  Aplicagho da Eutandain
GeiMA Ovanisctomia mplante Calceina Alizaring
DNASch-BMP2 Porose
GelMA/ch-BMP2

Figura 1. Modelo 1 — Linha do tempo.

Instalagao de implante na tibia

Serao instalados os implantes impressos vindos da McMaster University
(96 sdlidos e 96 porosos), para o modelo de osteoporose, implantes de titanio
comercialmente puro grau IV, com superficie tratada por duplo ataque acido;
todos os implantes possuem as mesmas medidas: didametro de 2 mm e
comprimento de 4 mm e serao esterilizados por raios gama.

Quanto ao procedimento cirurgico, a fresagem sera realizada com uma
fresa espiral de 1.6 mm de didmetro, atingindo as corticais superior € inferior,

e uma fresa de 2.0 mm na cortical superior e na porcdo medular, que serao



montadas em um motor elétrico, a uma velocidade de 1000 rpm, sob
constante irrigacdo com solugéo isotdnica de cloreto de sédio a 0,9% e contra-
angulo com redugao 20:1. Cada animal recebera um implante em cada
metafise tibial. Os tecidos serdo suturados em planos utilizando fio absorvivel,
com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar, com
suturas interrompidas no plano mais externo. No periodo pos-operatorio
imediato, cada animal recebera uma unica dose intramuscular de 0,2 ml de

Penicilina G-benzatina.

Aplicagao de fluorocromos para analise de microscopia confocal

Para histometria dinamica, aos 14 e 24 dias apds a instalacdo dos
implantes. Os animais receberdo 20 mg/kg de calceina [26] e 30 mg/kg de
alizarina [27], respectivamente. Ambas as substancias sao fluorocromos que
apresentam afinidade com o calcio durante o processo de precipitagao sobre
a matriz 6ssea. O intervalo de 10 dias entre as inje¢des € determinado para

que seja avaliada a precipitacdo mineral diaria (mineral aposition rate).

Eutanasia dos animais

Os animais serao submetidos a eutanasia por overdose de anestésico e

as amostras serao coletadas para a realizagado das analises propostas.

Aleatorizacao da sele¢cao das amostras que serao destinadas as analises
propostas

Sera utilizado um software para que seja aleatoria a selegdo das
amostras que serao destinadas as analises de PCR e contra torque (mesma
amostra), imunoistoquimica, microscopia eletrénica de transmissao,
tomografia de feixe de ions focados em plasma, microtomografia

computadorizada e microscopia confocal.

Modelo 2 (Defeito 6sseo critico em calvaria)
Delineamento experimental para defeito critico de calvaria
Serao utilizados 96 ratos Wistar (Rattus novergicus albinus, Wistar).

Os hidrogéis de DNA e GelMA associados a proteina rh-BMP2 serao



administrados localmente com a finalidade de preencher o defeito critico
realizado nas calvarias dos animais. As analises propostas para este estudo
serao divididas nas seguintes analises: microtomografia computadorizada,
microscopia confocal, analise biomecéanica, histolégica, imunoistoquimica e
biologia molecular por PCR em tempo real.

No tempo zero, os animais selecionados serdo submetidos a cirurgia
de defeito critico em calvaria. Seréo realizados trés periodos de eutanasia
sendo o primeiro periodo de eutanasia 3 dias apos o procedimento cirurgico,
o segundo periodo 10 dias apds o procedimento cirurgico e o terceiro periodo
28 dias apods o procedimento cirurgico.

As calvarias obtidas dos animais eutanasiados no periodo de 3 dias
serdo submetidas a analise histolégica e imunoistoquimica. As calvarias
obtidas dos animais eutanasiados no periodo de 10 dias serdo submetidas a
analise histologica, imunoistoquimica, molecular por pcr em tempo real e
microtomografia computadorizada. As calvarias obtidas dos animais
eutanasiados no periodo de 28 dias serdo submetidas a analise histoldgica,
imunoistoquimica, molecular por pcr em tempo real, microtomografia
computadorizada e microscopia confocal.

Todos os grupos experimentais com periodo de eutanasia de 28 dias
receberdo a injegdo intramuscular de Calceina (20mg/kg) apds 14 dias da
cirurgia de defeito critico em calvaria, os mesmos animais receberdo injecao
intramuscular de alizarina (20mg/kg) 24 dias ap6és a cirurgia de defeito critico
em calvaria. As injecoes dos fluorocromos objetivam avaliar a dindmica 6ssea
através da microscopia confocal.

Com 28 dias os animais serao anestesiados e 0 osso formado na regiao
do defeito previamente criado sera coletado para posterior realizagao analise
molecular por PCR tempo real, com o intuito de avaliar a expressao relativa
de genes envolvidos no processo reparacional. Os demais animais serao
submetidos a sobredosagem anestésica para realizagdo da eutanasia. As
calvarias serdo devidamente organizadas e parte das calvarias seréo
destinadas para as analises referente aos calcificados enquanto que as
demais serdo destinadas para os descalcificados. Os calcificados
compreendem as analises de microtomografia computadorizada e

microscopia confocal enquanto os descalcificados compreendem as analises



histologica e imunoistoquimica. As calvarias destinadas para os calcificados
serdao submetidas ao escaneamento através do microtomégrafo
computadorizado (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003)
seguido do armazenamento das imagens reconstruidas e processamento
pelos softwares para avaliagdo morfométrica do tecido 6sseo reparacional.
Apos a realizagao da MicroCT as amostras serdo desidratadas para que seja
feita a analise da dindmica Ossea através dos fluorocromos por microscopia
confocal. As calvarias destinadas para os descalcificados serdo
descalcificadas e a seguir incluidas em parafina para a obtengcédo de cortes
histolégicos. Os grupos SHAM e OVX experimentais avaliados serdao os
seguintes: DNA defeito 6sseo critico preenchido somente com o hidrogel de
DNA; GelMA defeito ésseo critico preenchido somente com hidrogel GelMA,;
DNA/rh-BMP2, Hidrogel de DNA funcionalizado com rh-BMP2; GelMA/rh-
BMP2, Hidrogel GelMA funcionalizado com rh-BMP2. (Tabelas 2) (Figura2)

Tabela 2. Divisdo dos grupos experimentass de acordo com o3 procedimentos a serem realizados.

GRUPO Subgrupo Ovariectomia Drug delivery n
DNA Ficticia Hidrogel DNA 12
GelMA Ficticia Hidrogel GeIMA 12
- DNA/rh-BMP2 Fieticia DNA/shBMP2 12
é GelMA/rth-BMP2 Ficticia GelMA/rhBMP2 12
DNA ¥, Hidrogel DNA 12
GelMA v Hidrogel GeIMA 12
DNA/rh-BMP2 J DNA/hBMP2 12
g GelMA th-BMP2 v GelMA/rhBMP2 12
L3 i 9 e 104 3 14 RERL)
‘e . )
DA Cirwgla Deteito Gssec  Aplicagiada  Aplicagho da Eutandsia !
GalMA Ficticin Critico Calorina Alizarina .
DNA/rt-BMP2
GelMA/rh-BMP2
Dal Dea 90 Dia 104 Dans DaT8
@ * k=)
DNA Cirapa de Defeite Ouseo  AplicagBods  Aplicagho de Eutanasia
GeMA Ovarlectormin Critico Calcainn Alzaring v
DNA/-8MP2
GelMA/rh-8MP2

Figura 2. Modelo 2 — Linha do tempo



Cirurgia de defeito critico de calvaria

Antes da cirurgia, os animais ficardo em jejum por oito horas e receberao
uma combinagao de 50mg/kg de Ketamina e 5mg/kg de cloridrato de xilazina
para sedagao, além de 0.3 ml/kg de cloridrato de mepivacaina para anestesia
local e hemostasia. Na sala cirurgica, apos tricotomia e antissepsia da regido
craniana com PVPI, uma incisdo semilunar de aproximadamente 2 cm sera
realizada com uma lamina numero 15, e o tecido mole sera afastado para expor
0 0sso. Um defeito de 5mm sera criado na regido parietal direita usando uma
broca trefina sob irrigagéo salina. Dependendo do grupo de tratamento, o defeito
sera preenchido com hidrogel de DNA simples ou funcionalizado com rh-BMP2,
ou com hidrogel GelMA simples ou funcionalizado com rh-BMP2. A sutura sera
realizada em duas camadas, usando fio absorvivel internamente e
monofilamentar externamente. Apds a operacdo, os animais receberdao uma
dose de Penicilina G-benzatina e serdo mantidos em gaiolas individuais com

acesso livre a comida e agua durante o estudo.

Processamento laboratorial para tecidos calcificados

As amostras destinadas a analise de tecidos calcificados serao fixadas
em formaldeido a 10% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 24 horas
e serao imersas em alcool 70, para que seja realizado o escaneamento pelo
microtomégrafo computadorizado. Apos a obtencdo das imagens
reconstruidas tridimensionalmente, estas mesmas amostras passarao pela
etapa de desidratacéo a partir da sequéncia crescente de alcoois 70, 80, 90,
95 e 100, gradativamente, com troca de solugéo a cada 3 dias. As pegas em
desidratagéo serdo colocadas em agitador orbital (KLine CT — 150, Cientec —
Equipamentos para Laboratério, Piracicaba, SP, Brasil) todos os dias durante
4 horas. Ao término da desidratagao, as pecas serdao imersas em mistura de
alcool 100 e metilmetacrilato em diferentes concentragdes, até que se utilize
apenas a resina como meio de imersdao. As pecas serao incluidas em
metilmetacrilato associado a peroxido de benzoila 1% (catalisador) em tubos
de ensaio, mantidos em estufa a 60°C. Apds 5 dias, polimerizada a resina, as
amostras serao lixadas até que se obtenham cortes na espessura de 100 ym,
para posterior montagem em lamina. Neste momento, as laminas serdo

analisadas em microscopia confocal (para avaliagao dos fluorocromos).



Processamento laboratorial para tecidos descalcificados

As amostras destinadas a anadlise de tecidos descalcificados serao
fixadas em formaldeido a 10% por 48 horas, lavadas em agua corrente por 24
horas, descalcificadas em EDTA 10% por 5 semanas, desidratadas em
sequéncia de alcoois e diafanizadas. As pegas obtidas serdo incluidas em
parafina separadamente e receberdo cortes de 6um de espessura e serao
montadas em laminas histolégicas para que seja realizada a coloragéo de

hemaroxilina e eosina e a reagao de imunoistoquimica.

Analises:

Analise biomecanica (torque de remogéo)

A analise biomecanica sera destinada apenas ao modelo 1 (implante
em tibia), realizada nos periodos de 28 dias apods a instalagdo dos implantes.
Em cada periodo os animais serdo sedados com uma combinacao
intramuscular de 50 mg/kg de cetamina (Vetaset - Fort Dodge Saude Animal
Ltda, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 5 mg/kg de cloridrato de xilazina
(Dopaser - Laboratério Calier do Brasil Ltda - Osasco, Sao Paulo, Brasil). Em
seguida, as tibias serdo acessadas para exposigao dos implantes e realizagéo
do torque reverso. Um monta-implante sera adaptado a fenda do implante e o
torquimetro digital sera acoplado ao monta-implante. Sera aplicado
movimento anti-horario, aumentando-se o torque reverso até a rotacdo do
implante no interior do tecido 6sseo, rompendo-se completamente a interface
osso/implante, momento em que o torquimetro registre o pico maximo de

torque para esse rompimento, em Newton por centimetro (N.cm) [28].

Analise molecular (PCR em tempo real)

Nos modelos 1 e 2, serdo conduzidas analises de expressdo génica
usando PCR em tempo real para investigar o reparo dsseo em periodos pos-
operatérios especificos. No modelo 1, com implantes em tibia, fragmentos
0sseos serdo coletados aos 28 dias, lavados em PBS, congelados e o RNA
extraido com Trizol. O cDNA sintetizado a partir deste RNA sera usado para

avaliar a expressao de genes como Osteoprotegerina, RANKL, Osteopontina,



entre outros. No modelo 2, envolvendo defeito 6sseo em calvaria, as amostras
serdo obtidas por trefinacdo e analisadas para genes como Runx-2 e
Fosfatase Alcalina. O PCR seguira um protocolo que inclui ciclos de
aquecimento e resfriamento para amplificagdo genética [29]. A quantificagdo
da expressdo génica nos dois modelos sera feita pelo método AACT,
referenciando proteinas ribossémicas mitocondriais € normalizando pela
expressdo nos tecidos em reparacdo. Essas medidas, feitas em
quadruplicata, permitirdo uma analise detalhada e robusta das alteragdes
moleculares durante o reparo 6sseo peri-implantar e nos defeitos dsseos

criticos [29].

Analise imunoistoquimica

Nos modelos 1 e 2, que visam explorar a dinadmica do reparo 6sseo,
serdo realizadas analises imunoistoquimicas detalhadas. No Modelo 1
(implantes em tibia), as tibias serdo coletadas 28 dias apds a instalagao dos
implantes e submetidas a um protocolo rigoroso que inclui fixagdo em
formaldeido, desmineralizaggo em EDTA, seguida de desidratagao,
diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Os cortes de 5 ym resultantes
serao usados para imunomarcacao de proteinas como runx2, ALP, OPN, Wnt
e beta catenina usando detecg¢ao por imunoperoxidase, com etapas adicionais
de desparafinizacdo, hidratacdo e bloqueio de atividades enzimaticas. A
visualizagdo sera feita com Diaminobenzidina e contra-coloragdo com
Hematoxilina de Harris [30]. O Modelo 2 (defeito 6sseo em calvaria) seguira
um procedimento similar para a imunomarcacao de proteinas como Runx-2,
Fosfatase Alcalina, Osteopontina, entre outros. Em ambos os modelos, a
expressao proteica sera avaliada usando uma escala ordinal de intensidade
de marcagao e os resultados serao verificados com o teste Kappa para

assegurar a precisao das avaliagdes [30].

Analise ultraestrutural e multiescala

Nos modelos 1 (implantes em tibia) e 2 (defeito 6sseo critico em calvaria),
analises ultraestruturais e multiescala serdo realizadas aos 28 dias o
procedimento cirurgico. O osso, um tecido hierarquico e tridimensional

composto de hidroxiapatita e fibrilas de colageno em nanoescala, sera



examinado para entendermos o reparo 6sseo peri-implantar. Utilizaremos a
tomografia de feixe de ions focados em plasma (PFIB), que, diferentemente
da micro-CT, n&o requer rotagao dos espécimes e permite fresagem e captura
de imagens sequenciais, reconstruindo-as em volumes 3D. Esta técnica
detalha gradientes minerais e mapeia redes celulares e vasculares [31].
Adicionalmente, amostras serdo preparadas com molde de resina para
examinar a distribuicdo e orientagdo de ostedcitos peri-implantar em 3D,
investigando a influéncia das biomoléculas locais. A microscopia eletrénica de
transmissao (MET), assistida por FIB para preparagéo de cortes finos, avaliara
contrastes composicionais e mudangas na densidade mineral 6ssea, além de
realizar tomografia eletrdnica quando necessario para analisar a arquitetura
em nanoescala. Esta abordagem integrada fornecera insights profundos sobre
0S mecanismos de osseointegra¢ao e o impacto das intervengdes nos tecidos

osseos [32].

Micro tomografia computadorizada

Apos 28 dias da instalagdo dos implantes no modelo 1 (implantes em tibia)
e da criacao de defeitos 6sseos no modelo 2 (defeito 6sseo em calvaria), as
amostras serao fixadas em formaldeido a 10% por 48 horas, lavadas por 24
horas e armazenadas em alcool 70%. Seguindo-se a isso, as tibias do modelo
1 e as amostras de calvaria do modelo 2 serdo submetidas a microtomografia
computadorizada, utilizando cortes de 8 ym e 12 um, respectivamente, com
ajustes especificos de filtros e rotacdo. As imagens capturadas serao
processadas usando o software NRecon para definir as areas de interesse e
ajustadas no Data Viewer para assegurar a uniformidade nos planos
transversal, longitudinal e sagital. Através do CTAnalyser, as Regides de
Interesse (ROI) serdao demarcadas ao redor dos implantes com uma margem
de 0,5 mm no modelo 1 e 5 mm de didmetro no defeito critico no modelo 2.
Os parametros microarquiteturais, incluindo porcentagem de volume ésseo
(BVITV), espessura de trabéculas (Tb.th), numero de trabéculas (Tb.N),
separagao entre trabéculas (Tb.S), porosidade total (Po.Tot), superficie de
intersecéo (I.S.) e densidade de conectividade (Conn.Den.), serdao avaliados

para refletir a qualidade do osso ao redor dos implantes e a regeneragao



0ssea nos dois modelos. Conforme os protocolos de Bouxsein et al. 2010 para

a avaliagao da microarquitetura 6ssea em roedores [33].

Microscopia confocal (histometria dindmica)

Nos estudos dos modelos 1 e 2, as amostras de implantes em tibia e
defeitos Osseos criticos, apdés serem microtomografadas, passardo por um
processo de preparagcdo para analise histologica detalhada. Inicialmente,
serdo desidratadas e imersas em uma solucdo de alcool 100% e
metilmetacrilato, gradativamente substituido por resina, e posteriormente
encapsuladas em metilmetacrilato com peroéxido de benzoila, curadas a 60°C
por cinco dias. Apos a cura, as amostras serao lixadas para obter cortes de
100 ym de espessura e montadas em laminas para analise em microscopia
confocal.

Usando microscopia confocal a laser, as laminas serdo examinadas
para capturar imagens detalhadas, com secg¢des de 2um escaneadas por 2,5
minutos, produzindo multiplos cortes. Os cortes serdo analisados com o
auxilio de fluorocromos, como calceina e alizarina, para marcar e distinguir as
fases de mineralizacdo 6ssea, identificando areas de nova mineralizagéo e
regides mais antigas. A analise das sobreposi¢cdes de fluorocromos revelara
as dinamicas de formacao e reabsorcdo Ossea, permitindo quantificar o
turnover ésseo.

A partir das imagens, sera calculada a superficie ativa de mineralizagao
e estimada a taxa de deposi¢ao mineral diaria (MAR) pela distancia entre as
faixas de fluorocromos. Esses dados proporcionardo uma avaliacao
quantitativa de parametros como o volume d&sseo total, a superficie
mineralizada e a taxa de formacdo o&ssea, oferecendo uma visao
compreensiva dos efeitos dos tratamentos e dos processos de regeneracao

0ssea nos modelos estudados [34].

Analise estatistica
Os dados obtidos a partir das analises serdo submetidos a analise
estatistica pelo software GRaphPad Prisma 7.03. Todos os dados coletados

serdo submetidos, primeiramente, a um teste de homocedasticidade para



determinacdo da normalidade (Graph Pad Prism 7.03). A seguir, o teste
apropriado, paramétrico ou nao paramétrico, sera utilizado para a comparagao
entre os diferentes grupos. Sempre que possivel, two way ANOVA sera

considerado. O nivel de significancia sera de p < 0,05.
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4, ATIVIDADES REALIZADAS

Justificativa

Durante o periodo de vigéncia da bolsa de pods-doutorado, diversas
atividades experimentais e técnicas foram conduzidas com o objetivo de
investigar a aplicagdo de hidrogéis de DNA funcionalizados na regeneragao
Ossea. Inicialmente, a proposta envolvia a utilizacdo da proteina recombinante
humana BMP-2 (rh-BMP2), porém sua instabilidade em meio ao DNA levou a
formagao de complexos insoluveis, inviabilizando sua aplicagéo. Esse fendbmeno
decorre da forte interacédo eletrostatica entre as cargas negativas dos grupos
fosfato do DNA e as cargas variaveis da proteina, resultando em alteragdes
conformacionais e posterior agregacao.

Diante desse desafio, optou-se pela substituicao da molécula de rh-BMP2

por estroncio (Sr), elemento com propriedades osteoindutivas ja bem



estabelecidas na literatura. O estroncio foi previamente incorporado ao hidrogel
de DNA de forma estavel e controlada, favorecendo a continuidade do projeto
sem prejuizo aos objetivos cientificos.

Como suporte a substituigdo, destaca-se o artigo: Fernandes E, Oliveira
HF, Addison O, et al. Strontium-containing mineralized phospholipid coatings
improve osseointegration in osteoporotic rats. J Biomed Mater Res A.
2025;113(1):e37782. doi: http://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.37782.

Revisao Bibliografica

Foi conduzida uma revisdo sistematizada da literatura com foco nas
estratégias de funcionalizagdo de biomateriais, nos mecanismos de
mineralizacdo 6ssea mediados por ions metalicos como o estréncio e nas
aplicagdes dos hidrogéis de DNA em engenharia tecidual. A revisdo embasou as
decisbes metodoldgicas do projeto, especialmente no redirecionamento da

funcionalizacéo do hidrogel com rh-BMP2 para o uso do ion Sr**.

Atividades Desenvolvidas

Durante o desenvolvimento do projeto, foram realizadas atividades
experimentais em duas frentes principais: (1) sintese e funcionalizacdo de
hidrogéis de DNA com estréncio, e (2) avaliagdo bioldgica in vivo da aplicagao
desses hidrogéis em modelos de defeito 6sseo critico e instalagdo de implantes

em tibia. A seguir, descrevem-se as etapas conduzidas.

ANIMAIS

O projeto iniciou apds a aprovacgdo do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal, Processo FOA n° 700-2024.

Avaliacao Piloto com Implantes Porosos e Redefinicao da Estratégia

Experimental


http://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.37782

Inicialmente, a proposta previa o uso de implantes porosos para a
avaliacao da funcionalizacdo de superficie com hidrogéis, com foco nas
caracteristicas macroestruturais e na viabilidade de sua aplicagao durante o
ato cirurgico. Para esse fim, foi realizado um teste-piloto que permitiu observar
a funcionalizagdo com os hidrogéis e seu comportamento intraoperatério.
Com base nas observagdes obtidas nesse experimento preliminar, optou-se
por redirecionar a estratégia experimental para o uso de implantes com menor
diametro e comprimento, disponiveis no laboratorio. Essa mudanca foi
fundamentada na necessidade de reduzir o volume de hidrogel por unidade
implantada, especialmente considerando as particularidades do hidrogel de
DNA, que apresenta alta sensibilidade a manipulagcado, dificuldade de
estabilizacdo e disponibilidade limitada no contexto deste projeto.
Diferentemente do GelMA, o hidrogel de DNA requer condicbes mais
delicadas de manuseio, o que reforgou a escolha por implantes de menor
dimensao como forma de otimizar a funcionalizagao por imersao e aposicao,

garantindo a integridade e aplicabilidade do biomaterial nas condigdes
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Imagem 1: Sequéncia de instalagdo de implante em tibia, 2x4mm sélido e poroso.

propostas.




Imagem 2 e 3: Funcionalizag&o por imers&o e por aposicao direta.

Padronizagao Experimental da Cirurgia e Funcionalizagao dos Implantes

Foi realizada a padronizagao de um protocolo cirurgico para instalagdo de
implantes na tibia de ratos Wistar, com o objetivo de avaliar a funcionalizacéo de
superficie com hidrogéis. Para a confeccao do leito ésseo, utilizou-se uma fresa
helicoidal de 1,1 mm de didametro, acoplada a um contra-angulo com reducao de
20:1, operando a 1.100 rotagbes por minuto (RPM). Essa configuragao permitiu
a perfuracdo controlada da tibia, minimizando o aquecimento local e
preservando a viabilidade do tecido ésseo.

Os implantes utilizados foram confeccionados em titdnio, com dimensdes
reduzidas (1,4 mm de didmetro x 2,7 mm de comprimento), de modo a otimizar
a aplicacao e estabilizagao dos hidrogéis na superficie dos dispositivos. A
instalagao foi realizada com o auxilio de uma chave digital especialmente
desenvolvida para o estudo. Todos os componentes — implantes, fresas e chaves
— foram produzidos exclusivamente para este projeto, assegurando
padronizagao e controle experimental.

A funcionalizagdo da superficie dos implantes foi conduzida por duas
abordagens distintas: (1) por imersdo em hidrogel de GelMA e (2) por aposi¢cao
direta do hidrogel de DNA. Ambas as estratégias foram previamente testadas em

modelos-piloto, permitindo a avaliagao da distribuigdo, adesao e estabilidade dos



hidrogéis durante o ato operatoério. O protocolo de funcionalizagao encontra-se

atualmente em fase de padronizagéo final para aplicagdo em modelos in vivo.

Imagem 4:Sequéncia de instalagdo de implante convéncional 1.4x2.7mm.

Imagem 5 e 6: Funcionalizag&o por imerséo.

Sintese e Funcionalizagao dos Hidrogéis de DNA

A sintese dos hidrogéis de DNA foi realizada em colaboragdo com o
laboratério da Prof? Karina Carneiro (Universidade de Toronto), com base no
protocolo descrito por Um et al. (2006), utilizando fitas simples Y1, Y2, Y3 e
reticuladores L1/L1. A formulagdo empregada com razdo Y:L de 1:1,5
proporcionou uma degradacao controlada em 15 dias. A funcionalizagdo com
estroncio foi conduzida pela bioconjugacéo de ions Sr?* em sitios especificos da

estrutura, com o objetivo de induzir atividade osteogénica localizada.

ETAPA CIRURGICA - MODELO DE IMPLANTE EM TiBIA

Até a presente data, foi concluida a etapa cirurgica referente ao modelo
experimental de implante em tibia. Foram utilizadas 24 ratas (Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, fémeas), com instalagéo bilateral dos implantes, totalizando 48

sitios de analise. Os animais foram distribuidos igualmente entre trés grupos



experimentais: SHAM convencional (n = 16), DNA puro (n = 16) e DNA
funcionalizado com estréncio (n = 16). Os periodos experimentais definidos para
eutanasia e coleta dos espécimes foram de 10 e 28 dias pds-operatorios.

As analises planejadas para os diferentes grupos e periodos incluem: avaliagéo
biomecanica por torque reverso, analise da expressao génica por PCR em tempo
real (QPCR), caracterizagao estrutural por microtomografia computadorizada

(Micro-CT) e avaliagdo morfométrica tecidual por microscopia confocal.

Modelo de Defeito Critico em Calvaria

A engenharia tecidual tem explorado a associagao de scaffolds, células e
fatores de crescimento como abordagem promissora para a regeneragao ossea
(Ye et al.,, 2020). Entre os materiais emergentes, destaca-se o DNA como
arcabougo de mineralizagdo, capaz de recrutar cations inorganicos e formar
estruturas tridimensionais organizadas, favorecendo a biomineralizacédo
(Athanasiadou et al., 2021). Em estudos prévios, nosso grupo avaliou o DNA na
proporcdo 1:3 com resultados favoraveis. Na presente etapa, aprimoramos sua
formulacédo para a proporgcao 1:1,5, visando uma degradacao controlada em
cerca de 15 dias, o0 que permite associacgao a biomoléculas osteoindutivas.

O estrdncio € um cation com acao dual no metabolismo 6sseo — estimula
osteoblastos e inibe osteoclastos — mas seu uso clinico é limitado por efeitos
adversos (You et al., 2022; Kargozar et al., 2019). Estratégias nanotecnoldgicas
tém buscado melhorar sua segurancga e eficacia (Liu et al., 2022; Tarantino et al.,
2017). Nesse contexto, avaliamos o potencial de hidrogéis de DNA
funcionalizados com estréncio no reparo de defeitos dsseos criticos de 5mm em
calvaria de ratos.

Foram utilizados 33 ratas Wistar machos, alocados em dois grupos
experimentais: DNA (hidrogel de DNA puro) e DNA-Sr (hidrogel de DNA
funcionalizado com estréncio). Apds cirurgia para criagdo do defeito critico
(5mm), o hidrogel correspondente foi implantado. Os animais foram subdivididos
por tempo de eutanasia: 10 dias (analises histologicas, imunoistoquimica e
PCR), 28 dias (histologia, imunoistoquimica, PCR, micro-CT e fluorocromos) e

60 dias (mesmas analises do grupo 28D). Para avaliagao fluorocromatica, foram



administradas calceina (14 ou 45 dias) e vermelho de alizarina (24 ou 55 dias)
conforme o grupo. A eutanasia foi conduzida por sobredosagem anestésica.

Este projeto foi desenvolvido em colaboragdo com a Profa. Karina Carneiro
(Universidade de Toronto), responsavel pela sintese do DNA e pelos

experimentos in vitro.

5. RESULTADOS

Analise de Expressao Génica (QPCR em Tempo Real)

A coleta das amostras ésseas foi realizada com o auxilio de uma trefina
de 8 mm de didametro, acoplada a um motor cirurgico em baixa rotacéo,
permitindo a remogao completa do tecido 6sseo em reparagcdo presente na
regiao do defeito. Os fragmentos coletados foram imediatamente lavados com
solugdo tampao PBS estéril e, em seguida, congelados em nitrogénio liquido
para preservagao do RNA.

A extracao do RNA total foi conduzida utilizando o reagente Trizol® (Life
Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as instrugdes do
fabricante. A qualidade, integridade e concentracdo do RNA extraido foram
analisadas previamente a transcrigdo reversa. Para a sintese do cDNA, utilizou-
se 1 ug de RNA em uma reacao com transcriptase reversa M-MLV (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA).

As reacdes de PCR em tempo real foram preparadas com o TagMan™
Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) e distribuidas em placas de 96
pocos (96-well fast thermal cycling plates, Life Technologies). A deteccéo da
expressao génica foi realizada utilizando sondas TagMan™ Gene Expression
Assays especificas para os genes de interesse relacionados ao reparo 0sseo:
Runx2, IBSP, osteocalcina (OCN), fosfatase alcalina (ALP) e TRAP.

As reagbes foram conduzidas no sistema de deteccdo Quantum 3
(Applied Biosystems) sob as seguintes condigdes:

e Pré-incubacao: 50 °C por 2 minutos

e Desnaturagao inicial: 95 °C por 10 minutos

o Amplificagao: 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto
e Curva de melting (desnaturagéo padrao)



A expressao relativa dos genes foi calculada com base no método AACT,
utilizando como referéncia interna genes constitutivos (proteinas ribossémicas
mitocondriais). A normalizagéo foi realizada com base na expressao obtida nos
diferentes grupos experimentais e periodos de reparacdo. Todas as reagdes
foram conduzidas em quadruplicata para garantir reprodutibilidade e robustez
estatistica dos resultados.

RESULTADOS QPCR TEMPO REAL - PERIODO 10 DIAS

Expressao Génica — Runx2

Foram adotados como grupos controle os grupos BUFFER e CO-DNA-
Sr, que receberam, respectivamente, os tampdes TRIS-Ca?* e TRIS-Sr** —
veiculos utilizados na formulagdo dos hidrogéis de DNA. Além disso, como o
DNA funcionalizado com estréncio (Sr) foi produzido na proporgéo 1:3, o grupo
DNA 1/3 foi incluido para avaliagdo comparativa do desempenho da
funcionalizacdo com Sr?".

Na analise de expressdo do gene Runx2, marcador precoce de
diferenciacdo osteoblastica, observou-se maior expressdo relativa no grupo
BUFFER. Em comparagdo aos demais grupos experimentais, os niveis de
expressao de Runx2 foram significativamente reduzidos nos grupos DNA 1/3,
CO-DNA Sr e DNA Sr.

Diferencgas estatisticas significantes foram identificadas entre os seguintes
pares de grupos:

e BUFFER vs DNA 1/3

o« BUFFER vs CO-DNA Sr

« BUFFER vs DNA Sr

Estes dados sugerem que a presenga do hidrogel, tanto funcionalizado
quanto nao funcionalizado, influencia negativamente a expressao do fator de
transcricdo Runx2, ao menos no periodo analisado.

Grafico 1. Expressao relativa do gene Runx2 nos diferentes grupos
experimentais. Os dados foram analisados por ANOVA one-way, seguido
pelo pos-teste de Tukey, com nivel de significancia estabelecido em p <
0,05.
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Grafico 1. Expressao relativa do gene Runx2 nos diferentes grupos experimentais. Os
dados foram analisados por ANOVA one-way, seguido pelo pds-teste de Tukey, com

nivel de significancia estabelecido em p < 0,05.

Expressao Génica — IBSP

A expressdao do gene IBSP (Bone Sialoprotein), um marcador
intermediario da mineralizagdo 6ssea, foi significativamente maior no grupo
BUFFER, quando comparado aos demais grupos experimentais.

Diferencas estatisticas significantes foram observadas entre os seguintes
pares de grupos:

« BUFFER vs DNA1/3

« BUFFER vs CO-DNA Sr
« BUFFER vs DNA Sr

« DNA1/3 vs CO-DNA Sr
o« DNA1/3 vs DNA Sr

Esses resultados sugerem que, embora a expressao de IBSP tenha sido
reduzida na presenca dos hidrogéis de DNA, a funcionalizagdo com estréncio
promoveu recuperagao parcial da expressao desse gene, especialmente no
grupo CO-DNA Sr.
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Grafico 2. Expresséo relativa do gene IBSP nos diferentes grupos experimentais. Os
dados foram analisados por ANOVA one-way, seguido do pds-teste de Tukey. Nivel de
significancia adotado: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**).

Expressao Génica — Osteocalcina (OCN)

A analise da expressao do gene OCN (osteocalcina), um marcador
tardio de diferenciacao osteoblastica e mineralizacdo, demonstrou que o
grupo DNA Sr apresentou os maiores niveis de expressao génica relativa
entre todos os grupos avaliados.

Diferencas estatisticamente significantes foram identificadas entre
0s seguintes pares:

BUFFER vs DNA 1/3
BUFFER vs DNA Sr
DNA 1/3 vs DNA Sr
CO-DNA Sr vs DNA Sr

Estes resultados indicam que a funcionalizagao do hidrogel de DNA
com estréncio promoveu um estimulo relevante a expressao de OCN,
evidenciando seu potencial papel anabdlico no processo de formacgao
Ossea.
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Grafico 3. Expressédo relativa do gene OCN nos diferentes grupos experimentais.
Andlise estatistica realizada por ANOVA one-way, seguida de pés-teste de Tukey. Niveis
de significancia: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

Expressado Génica — Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina (ALP) € um marcador classico da atividade
osteoblastica, especialmente nas fases iniciais da mineralizagdo. O
grupo DNA Sr apresentou os maiores niveis de expressao génica
relativa de ALP entre todos os grupos experimentais.

Foi observada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos:

CO-DNA Sr vs DNA Sr (***)
Esse resultado indica que a funcionalizagao do hidrogel de DNA

com estréncio promoveu um aumento expressivo na atividade
osteogénica, evidenciada pela elevagéao da expressao de ALP.
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Grafico 4. Expresséo relativa do gene ALP nos diferentes grupos experimentais. Os
dados foram analisados por ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey. Nivel de

significancia: p < 0,001 (***).

Expressao Génica — TRAP

O gene TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) esta
relacionado a atividade osteoclastica e a reabsor¢cao 6éssea. Na presente
analise, o grupo BUFFER apresentou os maiores valores de expressao
génica relativa de TRAP.

Foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre
0S grupos:

BUFFER vs DNA 1/3 (*)
BUFFER vs DNA Sr (*)

Esses achados indicam que os hidrogéis de DNA, especialmente
quando funcionalizados com estréncio, contribuiram para a diminuicao
da atividade osteoclastica no local de reparo, sugerindo um possivel
efeito anti-reabsortivo do biomaterial.
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Grafico 5. Expresséo relativa do gene TRAP nos diferentes grupos experimentais. Os
dados foram analisados por ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey. Nivel de
significancia: p < 0,05 (*).

Analise Tridimensional — Microtomografia Computadorizada (Micro-
CT) — 28 dias

As calvarias destinadas a analise tridimensional foram previamente
reduzidas e armazenadas em alcool 70%. Para avaliagdo da neoformacgao
Ossea, as amostras foram submetidas a varredura em sistema de
microtomografia computadorizada (SkyScan), com cortes de 9 um, uso de
filtros de cobre e aluminio, e rotagdo de 0,3 mm por passo.

As imagens adquiridas foram processadas no software NRecon,
onde foi determinada a regido de interesse (ROI). A reconstrugdo e o
posicionamento padronizado das imagens tridimensionais foram
realizados no Data Viewer, permitindo visualizagdo nos planos
transversal, longitudinal e sagital. Posteriormente, a analise quantitativa
foi conduzida no software CTAnalyser (CTAn), com ROI de 0,5 mm ao
redor de todo o defeito.

O intervalo de limiar (threshold) utilizado foi de 25 a 90 tons de
cinza, o que possibilitou a quantificacdo precisa do volume de o0sso
neoformado.

Foram analisados os seguintes parametros morfométricos:

BV/TV (%): volume 6sseo / volume total da ROI
Tb.Th: espessura trabecular

Tb.N: numero de trabéculas

Tb.Sp: separacao entre trabéculas

Os dados foram submetidos a analise estatistica no software
GraphPad Prism 7.01, apds teste de homoscedasticidade, utilizando



ANOVA one-way seguida do pos-teste de Tukey (nivel de significancia p
<0,05).

Volume Osseo (BV/TV)

Os grupos tratados com hidrogéis de DNA apresentaram aumento
na porcentagem de volume 0sseo em relagdo aos controles, com
destaque para o grupo DNA 1/3, que obteve os maiores valores médios.
Diferengas estatisticas significantes foram observadas entre os pares:

BUFFER vs DNA 1/3 (*)
BUFFER vs CO-DNA Sr (*)
DNA 1/3 vs CO-DNA Sr (**)
DNA 1/3 vs DNA Sr (**)

CO-DNA Sr vs DNA Sr (***)
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Grafico 6. Porcentagem de volume ésseo (BV/TV) nos diferentes grupos experimentais
obtida por micro-CT. Anadlise estatistica por ANOVA one-way, seguida do pés-teste de
Tukey. Niveis de significancia: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**%).

Espessura Trabecular (Tb.Th)

A espessura trabecular (Tb.Th) € um parametro estrutural
importante na caracterizacdo da qualidade 6ssea. Entre os grupos
avaliados, o grupo DNA 1/3 apresentou os maiores valores médios de
Tb.Th.

Diferengas estatisticas significantes foram observadas entre os grupos:
BUFFER vs DNA 1/3 (*)

DNA 1/3 vs CO-DNA Sr (**)
DNA 1/3 vs DNA Sr (**)



Estes dados indicam que o hidrogel de DNA na proporg¢éo 1:3
favoreceu uma formacgao trabecular mais espessa, caracteristica
desejavel em processos de regeneragao 0ssea.
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Grafico 7. Espessura trabecular (Tb.Th) nos diferentes grupos experimentais. Os
valores foram obtidos por analise microtomografica (micro-CT), processados via
ANOVA one-way e pds-teste de Tukey. Niveis de significancia: p < 0,05 (*), p < 0,01

(**).

Numero de Trabéculas (Tb.N)

O numero de trabéculas por milimetro (Tb.N) € um parametro
morfométrico associado a densidade trabecular e a integridade estrutural
do tecido ésseo. O grupo DNA 1/3 apresentou os maiores valores
médios de Tb.N entre os grupos analisados.

Diferencas estatisticas significantes foram observadas entre:

BUFFER vs CO-DNA Sr (**)
DNA 1/3 vs CO-DNA Sr (*)
CO-DNA Sr vs DNA Sr (***)

Os resultados demonstram que tanto o DNA 1/3 quanto o DNA Sr
favoreceram a manuteng¢ao ou aumento do numero de trabéculas, ao
contrario do grupo CO-DNA Sr, que apresentou menor desempenho.
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Grafico 8. Numero de trabéculas (Tb.N) por milimetro nos diferentes grupos
experimentais. Os valores foram obtidos por micro-CT e analisados por ANOVA one-
way, com pos-teste de Tukey. Niveis de significancia: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <
0,001 (***).

Separacao Trabecular (Tb.Sp)

A separacgao trabecular (Tb.Sp) é um parametro morfolégico que
avalia a distdncia média entre as trabéculas, sendo inversamente
proporcional a densidade Ossea trabecular. O grupo CO-DNA Sr
apresentou o0s maiores valores médios de Tb.Sp entre os grupos

avaliados.
Foi observada diferenca estatisticamente significante entre:

BUFFER vs CO-DNA Sr (¥)

Esse aumento na separacgao entre trabéculas no grupo CO-DNA Sr
pode sugerir uma menor capacidade de manutengcdo da arquitetura
trabecular em comparagao ao grupo controle.

Tbh.Sp (mm)




Grafico 9. Separacao trabecular (Tb.Sp) nos diferentes grupos experimentais. Analise
realizada por micro-CT e submetida ao teste ANOVA one-way com pos-teste de Tukey.
Nivel de significdncia: p < 0,05 (*).

DISCUSSAO

A proposta de utilizar DNA como material de construgdo em nanoescala
surgiu no inicio da década de 1980, por iniciativa do Prof. Ned Seeman, a
partir de suas propriedades unicas, como pareamento especifico de
bases, sequenciamento programavel e estrutura secundaria previsivel
(Chen et al., 2022). Desde entdo, diversos arranjos bidimensionais e
tridimensionais foram construidos com sucesso, consolidando o DNA

como um  bloco estrutural versati na  nanotecnologia.

A programabilidade do DNA permite, além do controle estrutural, o ajuste
de propriedades macroscopicas dos hidrogéis formados, como
permeabilidade, comportamento mecanico e dinamica molecular (Li et al.,
2024). Em comparagado com outros tipos de hidrogéis, os hidrogéis de
DNA  oferecem vantagens singulares, incluindo elevada
biocompatibilidade, biodegradabilidade controlada e propriedades
mecanicas ajustaveis (Peng et al., 2024). Essas caracteristicas os tornam
candidatos promissores como scaffolds na engenharia de tecidos,
especialmente por sua semelhanga funcional com a matriz extracelular
(Chen et al., 2022).

Para avaliagdo da biocompatibilidade e desempenho biolégico desses
materiais, modelos ortotdépicos animais representam uma abordagem
experimental mais translacional (Spicer et al., 2012). O modelo de defeito
critico em calvaria, utilizado neste estudo, € amplamente validado para a
investigacdo da regeneracdo Ossea, pois evita a necessidade de
estabilizagdo mecanica, comum em modelos de fraturas em ossos longos,
e permite analises histolégicas, microtomograficas e moleculares

reprodutiveis (Samsonraj et al., 2017).



Neste contexto, os hidrogéis de DNA investigados mostraram n&o apenas
potencial como matriz de cultura in vitro, mas também eficacia na
reparagao de defeitos dsseos criticos (Wu et al., 2024). A presencga de
células MCO dispersas sobre os hidrogéis indica adesdo e possivel
migragéao celular, sugerindo boa integragéo celular e compatibilidade com
o microambiente (Athanasiadou et al., 2023). Essa interagao celular, por
sua vez, é dependente da permeabilidade molecular do hidrogel — uma
propriedade essencial para aplicagées biomédicas e ja descrita como
diferencial dos hidrogéis de DNA (Li et al., 2024).

A aplicagdo desses hidrogéis na regeneragcdo Ossea visa superar
limitagbes dos enxertos convencionais, como escassez de doador, risco
de infecgdo e integracao limitada ao sitio receptor (Athanasiadou et al.,
2023). Nos ensaios in vitro, observamos a degradag¢ao dos hidrogéis em
presenca de soro, provavelmente atribuida a acdo de nucleases. Tal
fendmeno também pode ocorrer in vivo, embora o perfil de degradagao
seja influenciado por concentragdes variaveis de DNAse e seus inibidores

nos diferentes compartimentos fisiolégicos (Athanasiadou et al., 2023).

Nos experimentos in vivo, os hidrogéis de DNA foram aplicados em
defeitos criticos de calvaria sem induzir resposta inflamatéria significativa.
Nas analises microtomograficas, foi possivel observar formagao de osso
trabecular nos grupos tratados com os hidrogéis, com melhora nos
parédmetros de volume ésseo (BV/TV), numero de trabéculas (Tb.N) e
espessura trabecular (Tb.Th), em comparagdo ao grupo controle. No
entanto, a funcionalizacdo com estroncio ndo promoveu melhora adicional
nesses parametros, sendo os melhores resultados observados no grupo

tratado com DNA nao funcionalizado.

Por outro lado, a analise de expressédo génica por PCR em tempo real
revelou que a adigao de estréncio estimulou marcadores relacionados a
mineralizagdo Ossea, como IBSP e ALP, além de promover maior
expressdo de osteocalcina (OCN), o que sugere um potencial efeito

anabdlico e antirreabsortivo do estroncio. Ainda, a menor expressio de



TRAP nos grupos com hidrogel funcionalizado indica possivel inibicdo da

reabsorgcao Ossea.

Diante das limitagdes dos métodos convencionais de administragdo de
farmacos — frequentemente marcados por efeitos colaterais sistémicos e
baixa eficacia terapéutica local —, os hidrogéis de DNA despontam como
sistemas promissores de liberacdo controlada (Wu et al., 2024,
Athanasiadou et al., 2023). Sua capacidade de reter e liberar
biomoléculas de forma localizada e sustentada pode nao apenas otimizar

o efeito terapéutico, mas também mitigar a toxicidade.

O estréncio foi escolhido por seu reconhecido efeito anabdlico sobre o
tecido 6sseo (Liu et al., 2022), embora seu uso sistémico seja limitado por
eventos adversos (Tarantino et al., 2017). Neste cenario, a administragcao
local surge como alternativa viavel. Apesar dos resultados
microtomograficos n&o indicarem melhora com a funcionalizagdo, os
dados moleculares sugerem que o estréncio incorporado ao hidrogel atua
positivamente sobre a biologia Ossea, indicando que ajustes na
concentracdo ou tempo de liberacdo poderdo potencializar os efeitos

observados em estudos futuros.
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