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RESUMO

Amaral SS. Regeneracdo 0ssea induzida por scaffold B-TCP/S53P4 produzido por
gel casting: estudo in vitro e in vivo [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

Os materiais bioceramicos sdo promissores em cirurgias de substituicdo Ossea,
tanto para aplicacdes odontolégicas quanto ortopédicas. Estes materiais apresentam
excelente compatibilidade biol6gica, osteocondutividade, degradacdo, além de
exibirem atividade antimicrobiana. Neste presente trabalho, o objetivo foi avaliar in
vitro a efetividade de scaffolds p-fosfato tricalcico (B-TCP) incorporado com biovidro
(S53P4), produzidos por meio do processo de gel casting, na atividade celular,
diferenciacdo osteoblastica e acdo antibacteriana sobre biofilmes monotipicos, e
avaliar in vivo seu efeito sobre a neoformacdo 6ssea. Os scaffolds foram
confeccionados com diferentes materiais: a) 3-TCP; b) B-TCP incorporado com
biovidro. Na etapa in vitro, foram realizados os testes de MTT, proteina total,
atividade de fosfatase alcalina, nddulos de mineralizacdo, interagdo celular e
expressdo dos genes relacionados a osteogénese por RT-PCR. Na etapa in vivo,
dois scaffolds de cada biomaterial foram implantados nas tibias direita e esquerda
de coelhos. Apds 21 dias, os animais foram eutanasiados e a neoformacao 0ssea foi
avaliada por meio de andlise histologica e andlise histomorfométrica. Por fim, avaliou
a formacéao de biofilmes em cepas de Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Os resultados in vitro, mostraram que os scaffolds -
TCP/S53P4 ndo apresentaram efeito citotoxico e permitiram a interacdo de células
de aspecto alongado sobre os scaffolds. Na avaliacdo da proteina total os scaffolds
B-TCP/S53P4 apresentaram valores mais altos, sendo significativamente maior em
comparacgdo ao B-TCP (p<0,05) no periodo de 7 dias. Na atividade de fosfatase
alcalina, os scaffolds foram semelhantes estatisticamente (p>0,05). Na quantificacdo
de ndédulos de mineralizacdo, os scaffolds B-TCP/S53P4 expressaram maior
guantidade de nddulos de mineralizacdo com diferenca estatistica significativa
(p<0,05) com os scaffolds B-TCP. No periodo de 7 dias, 0s genes osteopontina
(Osp), fator relacionado ao Runt (Runx2), osteocalcina (Bglap), fator estimulador de
colénias de macrofagos (M-csf), prostaglandina E2 (PgE2), osteonectina (Osn) e
fator de crescimento de transformador Beta (Tgf-B1) foram expressos em todos o0s
scaffolds, sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Contudo a expressao
de integrina B1 (Itg B1) no scaffold 3-TCP foi maior do que no scaffold B-TCP/S53P4,
diferindo estatisticamente (p<0,05), houve maior expressao de colageno | (Col-1) em
B-TCP/S53P4 com diferenca estatistica (p<0,05). Os defeitos preenchidos por B-
TCP/S53P4 tiveram maior formacao e preenchimento por tecido 6sseo neoformado
(p<0,05) conforme a analise histomorfométrica. B-TCP/S53P4 inibiu o crescimento
bacteriano e fiungico em comparacédo ao B-TCP (p<0,05). Desse modo, os resultados
confirmam a capacidade osteogénica da ceramica B-TCP e sugere que apés a
incorporagdo do biovidro S53P4, pode reduzir infecgbes microbianas. O novo
biomaterial demonstrou-se um excelente material para aplicacdo na engenharia de
tecido 0sseo.



Palavras-chave: biomaterial; bioceramica; biovidro; osteogénese; neoformacao
Ossea.



ABSTRACT

Amaral SS. Bone regeneration induced by B-TCP/S53P4 scaffolds produced by gel
casting: in vitro and in vivo study [doctoral thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sao
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

Bioceramic materials are promising in bone replacement surgeries, both for dental
and orthopedic applications. These materials have excellent biological compatibility,
osteoconductivity, degradation, in addition to exhibiting antimicrobial activity. The
objective of this study was to investigate the effects of bioglass (S53P4) incorporated
info B-tricalcium phosphate (B-TCP) scaffolds on cell activity, osteoblast
differentiation and antibacterial activity in monotypic biofilms in vitro, and to evaluate
the influence of this new biomaterial on in vivo bone neoformation. The scaffolds
were made with different materials: a) B-TCP; b) B-TCP incorporated with bioglass.
MTT test, total protein, alkaline phosphatase activity, mineralization nodules, cell
interaction and expression of genes related to osteogenesis by RT-PCR were
performed. Two scaffolds of each biomaterial were implanted in the right and left
tibiae of rabbits. After 21 days, the animals were euthanized and bone neoformation
was evaluated through histological and histomorphometric analysis. Finally, the
formation of biofiims in Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus strains. The in vitro results showed that the B-TCP/S53P4
scaffolds did not show cytotoxic effect and allowed the interaction of elongated cells
on the scaffolds. In the evaluation of total protein, the B-TCP/S53P4 scaffolds
showed better results, being significantly higher compared to B-TCP (p<0.05) in the
7-day period. In alkaline phosphatase activity, the scaffolds were statistically similar
(p>0.05). In the quantification of mineralization nodules, the B-TCP/S53P4 scaffolds
expressed a greater amount of mineralization nodules with a significant difference
(p<0.05) with the B-TCP scaffolds. Within 7 days, genes Osp, Runx2, Bglap, M-csf,
PgE2, Osn and Tgf-B87 were expressed in all scaffolds, with no significant difference
between groups (p>0.05). The expression of Itg B1 in the B-TCP scaffold was higher
than in the B-TCP/S53P4 scaffold, differing statistically (p<0.05), but there was a
higher expression of Col-1 in B-TCP/S53P4 with statistical difference (p<0.05). In the
histological analysis, neoformed bone tissue filling the defect was observed in both
scaffolds, but greater formation was observed in [B-TCP/S53P4 (p<0.05). (-
TCP/S53P4 inhibited bacterial and fungal growth compared to B-TCP (p<0.05). Thus,
the results confirm the osteogenic capacity of the B-TCP ceramic and suggest that
after its incorporation into the S53P4 bioglass, it can prevent microbial infections. An
excellent biomaterial for application in bone tissue engineering.

Keywords: biomaterial; bioceramic; bioglass; osteogenesis; bone neoformation.
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1 INTRODUCAO

“Fosfato tribasico de cal” foi o primeiro termo usado para identificar as
conhecidas ceramicas a- fosfato tricalcico (a-TCP) e B-fostato tricalcico (B-TCP) no
ano de 1832 (Eliaz, Metoki, 2017). Contudo, somente em 1973 o B-TCP foi
introduzido pela primeira vez como um biomaterial para tratar defeitos 60sseos por
Thomas Driskell (Driskell, 1973).

As ceramicas de fosfato de calcio sdo os biomateriais sintéticos mais usados
e eficazes como substitutos ésseos (Guillaume, 2017). Ressalta-se ainda que o -
TCP é um biomaterial ceramico que vem sendo utilizado tanto na area da
odontologia e como na medicina (Ana et al., 2018; Chung et al., 2019; Gaasbeek et
al., 2005; Jasser et al., 2021).

Como substitutos 6sseos os scaffolds de B-TCP sao atrativos pois possuem
biocompatibilidade, apresentam equilibrio na absorcdo, degradacédo e neoformacéao
Ossea (Kato et al., 2014; Lu et al., 1998; Yamada et al., 2007). Além disso, o0 -
TCP é considerado osteocondutor e osteoindutor podendo provocar a precipitacdo
de camada de apatita durante incubagé&o com solucdes idnicas (Eliaz, Metoki, 2017).
Estudos anteriores relataram sucesso a partir da implantacéo cirargica in vivo de
biomateriais produzidos com a ceramica B-TCP (Chatterjea et al., 2014, Titsinides et
al., 2020; Xie et al., 2019).

No final da década de 1960, outro biomaterial ceramico foi desenvolvido por
Larry Hench, o biovidro 45S5 (Bioglass®), sendo considerado um material promissor
por se ligar quimicamente ao tecido 60sseo (Hench, 2006). A propriedade
osteoindutiva do biovidro também foi observada e foi descrita como sendo a
capacidade de dissolucdo do vidro, em silica soltvel e ions de célcio que possibilita
a estimulacao de células osteogénicas a produzirem matriz 6ssea (Jones, 2013).

Apos 60 anos da descoberta do biovidro 45S5, outros novos biovidros foram
sintetizados e sao citados em pesquisas, tais como 77S (Bosetti, Cannas, 2005),
46S6 (Oudadesse et al.,, 2011), 70S30C (Midha et al., 2013), BGS-7 (Lee et al.,
2013), 1393 (Hoppe et al., 2014), 63s (Shuai et al., 2015), 0106-B1 (F Westhauser et
al., 2019), ICIE16 (Westhauser et al., 2020), 58S (Rastegar Ramsheh et al., 2021),
F18 (Marin et al., 2021) e o S53P4 (Steinhausen et al., 2021).
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O biovidro S53P4 ocupada posi¢cdo de destaque na pesquisa cientifica, na
aplicacédo prética clinica, sendo sua atua¢do mais ressaltada do que o seu precursor,
o biovidro 45S5 (Jones, 2015) devido aos seus bons resultados (Drago et al., 2018,
2013; Lindfors et al., 2017; Romano et al., 2014; Thijssen et al., 2020). Destaca-se
ainda por sua propriedade antimicrobiana (Drago et al., 2013).

Atualmente muitos estudos relatam a eficiéncia na combinacdo de
compositos de biovidro (Bortolin et al., 2018; Cunha et al., 2018; Drago et al., 2018;
Thijssen et al.,, 2020; Zhu et al., 2020). Dessa maneira, devido ao potencial
apresentado pelas ceramicas B-TCP e o biovidro S53P4, eles se tornam biomateriais
de escolha na producéo de scaffolds para engenharia de tecido 6sseo, onde atuam
como substitutos ésseos, no reparo e substituicdo de tecidos danificados. Espera-se
que os scaffolds auxiliem na proliferacdo e diferenciacdo celular. Como também, na
difusdo de nutrientes celulares e exercam influéncias mecénicas e biolégicas
benéficas nas células (Rouwkema et al., 2009; Sabree et al.,, 2015; Zhao et al.,
2013). Estudos sugerem que a incorporacdo de biovidro em scaffolds de B-TCP
aumenta a resisténcia mecanica (Cai et al., 2009; Lopes et al., 2016), bem como a
capacidade osteoestimulante e osteocondutor do biovidro (Ciraldo et al., 2018;
Kastrin et al., 2021; Vallittu et al., 2015) interferindo positivamente na bioatividade do
scaffold B-TCP.

Para proporcionar uma estrutura adequada nos scaffolds, a porosidade,
tamanho dos poros e poros interconectados sdo caracteristicas importantes para
permitir adequada osteogénese (Karageorgiou, Kaplan, 2005; Marew, Birhanu, 2021,
Yoshikawa et al., 2009). A otimizacdo desses parametros pode ser obtida na
fabricacdo de scaffolds ceramicos porosos pela técnica gel casting (Abbas et al.,
2015; Kokabi et al., 2006; Lopes et al., 2016).

Sendo assim, objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade de scaffolds -
TCP incorporados ou ndo com biovidro S53P4 produzidos pelo processo de gel
casting. In vitro foi realizado em células de linhagem celular de osteoblastos
humano (MG63) cultivadas sobre os scaffolds e in vivo os scaffolds foram
implantados em tibias de coelho. Os scaffolds foram testados utilizando-se uma

selecéo de cepas-padrao ATCC bacteriana e fungica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A engenharia de tecidos é a area de pesquisa multidisciplinar que é
responsavel pelo desenvolvimento de materiais para a reparacao e reconstrucdo de
lesbes dsseas, sendo que sua finalidade é solucionar as limitagbes dos diferentes
tipos de defeitos dsseos (Henkel et al.,, 2013). O tecido 6sseo € conhecido pelas
suas capacidades de crescimento, regeneracdo e remodelacdo. A remodelacéo
ocorre por meio de uma sequéncia complexa e ordenada de atividades, que resulta
na troca de tecido primario pelo secundario, seguido de uma continua renovacéao
deste (Owen, Reilly, 2018). A regeneracdo Ossea € um processo fisiologico
complexo e bem orquestrado subsequente a um dano, que envolve varios tipos de
células e vias de sinalizagdo molecular intracelular e extracelular (Romagnoli et al.,
2013).

Para acelerar a osteogénese e favorecer a neoformacdo Ossea sao
produzidos scaffolds, objetos tridimensionais, que exibem poros interconectados
controlados quanto ao tamanho e forma. A utilizacdo dos scaffolds serve como
suporte e guia no crescimento celular e estes também visam reproduzir o
microambiente do osso e facilitar a sua regeneracdo (Bruzauskaité et al., 2016).
Estes scaffolds podem ser produzidos a partir de diferentes materiais como
ceramica, titanio ou polimero (Albulescu et al., 2019; Filippi et al.,, 2020;
Vasconcellos et al., 2008).

O fosfato tricalcico € um biomaterial ceramico que exibe composicao
préxima a fase mineral dssea, por isso, vem sendo muito pesquisado atualmente
(Sun et al., 2019; Wang et al., 2019; Westhauser et al., 2019), uma vez que ha uma
busca por materiais inovadores na engenharia tecidual 6ssea visando suprir as
necessidades em aplicagbes odontolégicas e ortopédicas. Estudos in vitro
analisaram a influéncia de ceramicas de célcio na osteogénese, e 0s autores
observaram um efeito positivo, sendo este um material com potencial para o uso
clinico (Gao et al., 2016; Xidaki et al., 2018).

Ceramicas a base de fosfato tricalcico sdo materiais sintéticos promissores
em cirurgias de substituicdo 6ssea devido a excelente compatibilidade bioldgica,

osteocondutividade e reabsorcdo. Além de apresentarem grande semelhancga de sua
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composicdo com a hidroxiapatita (HA), integram-se facilmente aos tecidos e
principalmente possuem boa relacdo de custo-beneficio, devido seu baixo custo de
producdo (Costa et al., 2016; Lowe et al., 2019; Park et al., 2012). Dentre os quatro
tipos de ceramicas de fosfato tricalcico, os polimorfos mais comumente estudados
sédo a-fosfato tricalcico (a -TCP) e B-fosfato tricalcico (B-TCP). No entanto, o B-TCP
(B-Cas(POa4)2), apresenta o efeito de estimular a proliferagdo celular e formacao
O0ssea comparada a ceramica de a-TCP (Best et al., 2008; Park et al., 2012; Yuan et
al., 2001). Safronova et al. (2020), estudaram in vitro a biocompatibilidade de
ceramicas bifasicas de a e B-TCP sobre células-tronco da polpa dentaria humana.
Os autores concluiram que, a acidificacdo de a -TCP, suprimiu a atividade celular,
devido a sua rapida dissolucéo.

O B-TCP é um material aloplastico e apresenta propriedade de
biodegradacéo, de forma relativamente lenta. Apos sua implantacdo, o material é
absorvido ou fagocitado e transformado pelo organismo em tecido 0sseo natural
(Kato et al., 2014). Em particular o - fosfato tricalcico, apresenta maior solubilidade
do que HA, proporcionando melhor condicdo para o crescimento celular, devido a
sua propriedade bioabsorvivel e degradacdo bioldgica pelos osteoclastos. Bem
como, apresenta excelente microporosidade, permitindo adequada vascularizacao
(Bose, Tarafder, 2012; Ishida et al., 2019; Lu et al.; 2020). Inclusive no estudo de
Chatterjea et al. (2014) foi relatado o potencial osteoindutivo significativamente maior
da ceramica B-TCP em relacdo a HA, devido a capacidade aumentada da formacao
0ssea quando implantadas em fémures de ratos.

Para entender o processo de osteogénese e manutencao do tecido 6sseo é
necessario compreender os eventos relacionados a producdo das proteinas, que
estdo relacionadas com o reparo e a remodelacéo 6ssea, tais como: colageno | (Col-
1), fator de crescimento transformador Beta (Tgf-B1), integrina 1 (ltg p1), fator
estimulador de colbnias de macrofagos (M-csf), osteonectina (Osn), osteocalcina
(Bglap), osteopontina (Osp), prostaglandina E2 (PgE2) e fator relacionado ao Runt
(Runx2) entre muitos outros.

Ma et al. (2017) desenvolveram nanoparticulas de silica com nanocristais de
prata e observaram aumento dos marcadores relacionados com o0s genes Alp,
Bglap, Osp, Runx2, fator de crescimento endotelial vascular (Vegf), no periodo de 3

a 7 dias em células do estroma da medula éssea (BMSCs). Fielding et al. (2019)
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demonstraram uma regulagédo positiva de marcadores osteogénicos, entre eles
Runx2 e B-actina, na diferenciacdo de estagio tardio, periodos de 21 e 28 dias em
scaffolds de Si-TCP e Zn-TCP. O mesmo resultado de regulagéo positiva, embora
com diferentes genes e periodo de tempo, foi observado por Wang et al. (2019),
guando avaliaram a expressdo dos genes Alp, Osp, Runx2, Bglap em scaffolds de
fosfato de calcio bifasico (BCP) revestido com nHA nos periodos de 4 e 7 dias.
Ravichandran et al. (2013) observaram o aumento do pico da expressdo génica de
Col-1, Bglap e Osp em 7 dias, quando avaliaram células MG63 em monocamadas
de nanofibras de silica mesoporosas comparado a nanofibras de silica mesoporosas
multicamadas. Li et al. (2015) demonstraram em amostras compostas em varias
concentracfes de hidroxiapatita fluoretada, de origem porcina (FPHA), onde a
expressao de Runx2, Bglap e Col-1 em células MG63, foram maior no periodo de 7
dias para os grupos FPHA 0,25 e FPHA 0,50 comparado a FPHA 0,75.

Apesar do B-TCP apresentar propriedades positivas na osteogénese, este
material apresenta fragilidade mecanica, limitando a sua utilizacdo em algumas
aplicacdes (Shuai et al., 2014). Assim, quando reforcado com biovidro 45S5, ha
melhora nas propriedades mecanicas quando comparados aos scaffolds B-TCP
puros (Cai et al., 2009; Lopes et al., 2016). Os biovidros (BAG) geram um interesse
significativo devido a sua excelente bioatividade e biocompatibilidade (Aguilar-Reyes
et al., 2012). Por outro lado, Seidenstuecker et al. (2018) que também testaram a
biocompatibilidade da combinacdo de biovidro (47,3%Si02-28,6%Ca0-15,2%P20s-
4,9%Na20-2,5%Mg0-1,5%F) com B-TCP, nas razdes de 50/50 e 70/30, produzidos
em impressora 3D, observaram que nos ensaios in vitro em cultura celular de MG63,
houve efetividade para aplicacdo em preenchimento 6sseo, porém estes mostraram-
se ineficaz para o suporte de carga, no teste de resisténcia mecanica. Segundo os
autores, isso se justifica devido aos parametros no processo de impressao na
fabricacdo dos scaffolds, os quais ndo possuiam particulas menores e
interconectadas entre si, caracteristicas que promoveriam maior resisténcia
mecanica durante fabricacéo de scaffolds.

O biovidro amplamente utilizado é o 45S5 devido a sua bioatividade,
osteoestimulacdo, osteoconducdo entre outras propriedades importantes para a
regeneracao 6ssea (Albulescu et al., 2019; Cai et al., 2009; loannou et al., 2015;

Lopes et al., 2016). Contudo, outras formulagcbes estdo sendo pesquisadas visando
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melhorar as propriedades osteogénicas e antimicrobianas dos biovidros (Jones,
2015; Lu et al., 2016). Entre os varios tipos investigados, o biovidro S53P4 (53% de
diéxido de silicio, 23% de 6xido de sédio, 20% de Oxido de calcio e 4% de pentoxido
de fosforo), destaca-se por ser um substituto 6sseo osteocondutor biocompativel,
possuir propriedades antibacterianas, osteoestimulantes e angiogénicas (Coraca-
Huber et al., 2014; Malat et al., 2018).

Embora, os mecanismos antibacterianos dos biovidros ainda ndo sejam
completamente conhecidos, seus componentes quimicos fundamentam possiveis
mecanismos antibacterianos. A propriedade antibacteriana do biovidro é expressa
quando, este material entra em contato com os fluidos corporais e desencadeia uma
série de mecanismos desfavoraveis para a bactéria (Drago et al., 2018). Os ions
sédio, liberados na superficie do biovidro por exemplo, elevam o pH prejudicando a
colonizacdo de patégenos. Os ions calcio, fésforo e silicio, criam um ambiente
invidvel para o crescimento bacteriano, quando liberados na superficie do biovidro,
bem como aumentam a pressdo osmotica sobre a estrutura da membrana celular
(Coraca-Huber et al., 2014).

A atividade antimicrobiana do biovidro foi observada contra véarias bactérias
aerObicas e anaerobicas. Atualmente € considerada uma solugéo promissora, capaz
de atuar em defeitos 6sseos, como também, em tratamentos de infec¢cdes dsseas
(Drago et al., 2018). Drago et al. (2013), demonstraram, in vitro, que o biovidro
S53P4, possui atividade contra cepas de espécies bacterianas multirresistentes
comuuns na osteomielite. Também, a partir de estudos clinicos in vivo, evidenciaram
a reducdo de infeccdo em 88,9% dos pacientes com osteomielite submetidos a
procedimentos cirargicos com o uso do biovidro S53P4. Posteriormente, Bortolin et
al. (2016), concluiram que o biovidro S53P4 foi capaz de reduzir o biofilme produzido
por S. epidermidis, A. baumanni e K. pneumoniae em discos de titanio. Cunha et al.
(2018), estudaram a atividade antibacteriana de granulos do biovidro S53P4 em
comparacdo com o0s antibiéticos gentamicina e/ou vancomicina associado ao
polimetilmetacrilato (PMMA) sobre isolados clinicos de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) e também em cepas de Staphylococcus coagulase-
negativos resistentes a meticilina (MR-CoNS), cepas multirresistentes de
Pseudomonas aeruginosa (MDR-Pa) e cepa controle de Klebsiella pneumoniae

(ATCC 700603) que produzem osteomielite. Os autores concluiram que o biovidro
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S53P4 apresentou propriedade antibacteriana tanto quanto ao PMMA carregado
com antibiético. Thijssen et al. (2020) avaliaram a atividade antibacteriana de
diferentes formulacbes contendo biovidro S53P4, em cepas clinicas de

hY

Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), E. coli, E. faecalis e P. aeruginosa, cultivados em
caldo Muller-Hinton. Observaram por meio da contagem de unidade formadoras de
colonias (UFC), reducdo na contagem de UFC/mL para E. coli, E. faecalis e P.
aeruginosa, poréem sem a eliminagdo completa de patégenos.

Atualmente a elaboracdo de novos biomateriais € desenvolvida aplicando
técnicas de nanotecnologia e microtecnologias e sdo motivos de grande destaque no
meio cientifico, pelo fato de melhorarem técnicas classicas e consequentemente
induzirem melhor resposta biolégica de biomateriais para reparo e regeneracao
O0ssea. Sdo exemplos, técnicas de fabricacdo de scaffolds tridimensionais, processo
sol-gel, lixiviacdo de particulas, electrospinning e gel casting (Zhang et al., 2006;
Zhu et al., 2020).

O método de producdo por gel casting é uma técnica de processamento
coloidal, que consiste na obtencédo de ceramicas por meio da geleificagdo de uma
emulsdo ceramica. Esse processo ocorre devido a polimeralizacdo in situ dos
mondmeros organicos presentes na emulsdo. Além de permitir ajustes nas vias de
producdo de novas composi¢cdes, a principal vantagem deste processo é a
possibilidade de fabricacdo de materiais utilizando uma rota precisa, a qual permite
controlar a porosidade do material, assim como, o tamanho dos poros (Abbas et al.,
2015; Sousa et al., 2011).

Investigando os scaffolds B-TCP incorporados com biovidro S53P4, como
um potencial biomaterial para uso na neoformacéo éssea, neste presente estudo
enfatiza-se a aplicagdo experimental em modelo animal a partir da regeneragéo
0ssea de tibia de coelhos. Kakuta et al. (2019) implantaram cilindros de B-TCP com
diferentes microporosidades em fémur de coelhos e apdés 8 e 12 semanas
observaram nova formacédo éssea por meio de andlise histologica e histoquimica
utilizando a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP). A formacao Ossea foi
significativamente maior no cilindro de B-TCP suplementado com BMP-2, em relacéo
aos demais grupos B-TCP. Previamente, Nandi et al. (2018), avaliaram implantes de

TCP/Si/Zn em tibias de coelhos, os quais mostraram aumento na formacdo 6ssea
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em relacdo TCP puro, a partir da analise de micrografias da marcacdo de
fluorocromo, ap6s 4 meses da implantagdo. Angeles Sanchez-Garcés et al. (2020),
testaram o potencial de regeneracdo 6ssea de B-TCP revestidos com fibronectina
em modelo experimental em calvaria de ratos e verificaram a eficacia do
revestimento de fibronectina apenas no periodo de 2 semanas, uma vez que em 6
semanas nao houve diferenca entre os grupos. Recentemente, Kim et al. (2020),
demonstraram maior capacidade regenerativa éssea em scaffolds 3D de HA/TCP
em cédes, comparado ao controle OSTEON 3, Genoss®.

Até o presente momento ndo foram reportadas na literatura avaliacdes
biolégicas sobre o desenvolvimento e fabricacdo de um biomaterial, produzido por
meio do processo de gel casting. Neste estudo, foi avaliado in vitro, a efetividade dos
scaffolds B-TCP incorporados ou ndo com biovidro S53P4, sobre a atividade celular,
diferenciac@o osteoblastica e atividade antibacteriana sobre biofilmes monotipicos, e

avaliar a neoformacéo 6ssea in vivo.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

O objetivo desse estudo foi investigar a efetividade de scaffolds S-fosfato
tricalcico (B-TCP) e B-TCP incorporado com biovidro (S53P4), produzido por meio do
processo de gel casting, na atividade celular, diferenciacdo osteoblastica e atividade
antibacteriana sobre biofilmes monotipicos in vitro, e avaliar in vivo a influéncia na

neoformacédo éssea em animais.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em parceria com a Universidade Federal do
Estado de S&o Paulo (Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNIFESP), departamento
de Engenharia de Materiais (Laboratério de Bioceramicas — BIOCERAM, Unidade
Talim, ICT/UNIFESP) sob a responsabilidade da professora Dra. Eliandra de Sousa

Trichés.

4.1.1 Preparo do po

O po de B-TCP foi obtido por reacédo no estado sélido de CaHPOse CaCOsa
uma razdo molar de 2:1. Em seguida essa mistura foi calcinada a 1050°C com taxa
de aquecimento de 5 °C/min e tempo de permanéncia de 360 minutos em um forno
tipo mufla (EDG 3P-S/1300°C). Apos sintese e calcinagdo o B-TCP foi moido em
moinho de bolas por 24 horas.

4.1.2 Obtencao dos scaffolds B-TCP pelo método de gel casting

Para fabricacdo dos scaffolds, suspensfes ceramicas com teor de sélidos de
30% -vol. foram preparadas pela dispersao do pé de B-TCP em uma solucdo aquosa
contendo os mondmeros organicos N,N,N’,N’- hidroximetilacrilamida (HMAM),
metacrilamida (MAM) e metilenobisacrilamida (MBAM), em uma proporcao molar de
3:3:1 (HMAM:MAM:MBAM). Em seguida, poliacrilato de amonio foi adicionado para
dispersdo da suspensdao e uma moagem de homogeneizagdo foi realizada em
moinho de bolas por 20 minutos. A suspensdo homogeneizada foi entédo dividida em
aliquotas nas quais foi adicionado 0,5% (em relacdo a massa da aliquota) de agente
espumante (Lutensol ON-110, BASF). Esta foi entdo espumada com um mixer de

baixa poténcia por 3 minutos e rapidamente adicionados 2,5% (em relacdo a
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aliquota) de persulfato de aménio (iniciador) e tetrametiletilenodiamina (catalizador)
em uma razdo molar de 1:1. Apds rapida homogeneizacdo, a espuma foi vertida em
moldes cilindricos de PVC (Policloreto de Vinila). Os scaffolds foram mantidos a
temperatura ambiente por 24 horas e secos em estufa a 50°C e a 100°C também por
24 horas. Por fim foram calcinados a 1200°C, com taxa de aquecimento de 5°C/min

e permanéncia de 2 horas nesta temperatura.

4.1.3 Preparo do biovidro S53P4

O biovidro S53P4 (53%Si02-23%Na202-0%Ca0-4%P20s) foi sintetizado
utilizando o processo sol gel. Resumidamente, a sintese foi realizada pela adicao
dos precursores: HsSiOa, (NH4)3POs4, NaNOs, Ca(NO3)2.4H20 em um béquer
contendo uma solucdo de acido silicico (H4SiO4) com concentracdo de 0,5 mol/L. O
acido silicico foi obtido por uma reacdo de troca ibnica entre uma solucdo de
Na:2SiOs e resina catidnica. Conforme descrito previamente por Spirandeli et
al.(2020). Os precursores utilizados foram adicionados separadamente em intervalos
suficientes para completa dissolucdo e ap6s a ultima adicdo foram agitados por 30
minutos.

Ao final do procedimento obteve-se um sol gel transparente que foi utilizado
para incorporacao do biovidro nos scaffolds B-TCP. O procedimento de incorporagao
foi realizado a partir da imersédo dos scaffolds na solucéo de sol gel para impregnar
ao biovidro, durante o periodo de 30 minutos, posteriormente, os scaffolds

permaneceram em estufa a 100°C por 24 horas.
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4.2 Caracterizacédo das amostras

4.2.1 Analise por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foi realizada a analise morfolégica da superficie dos scaffolds produzidos
pela técnica gel casting a partir de imagens obtidas por MEV (FEI, modelo Inspect
S50). O equipamento esta situado no Laboratério de Biotecnologia do Instituto
Tecnolégico de Aeronautica (ITA), Sado José dos Campos, SP.

O tamanho médio dos poros foi determinado a partir de medicdes de
imagens em MEV, com o auxilio do software Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Foi analisada 1 imagem para cada scaffold, no qual foram obtidas a
média de 15 medicdes referente aos poros em (um). A porosidade representada
em porcentagem foi determinada a partir do método geométrico, com base na

formula 1 e 2:

% Porosidade (P) = [ 1- (Scaffold / 9Tedrica) ] x 100 (1)

dScaffold = (™Scaffold / VScaffold) (2)
Onde, 9Tedrica corresponde a densidade tedrica de B-TCP (3,07g/cm3),

mScaffold e VScaffold sdo a massa medida em (g) e o volume calculado em (cm?) dos

scaffolds. A média de 6 amostras de cada um dos scaffolds foram pesados e

medidos com o0s instrumentos, balanca analitica (Shimadzu, AUY 220) e paquimetro
digital (Mitutoyo, Digimatic Absolute SD).

4.2.2 Analise por Difracdo de Raios-X (DRX)

A determinacdo das fases cristalinas presentes nos scaffolds, foi realizada
utilizando um difratdmetro de raio X (Panalytical X’Pert PRO MPD 3060, Almelo,
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Holanda) equipado com detector X'celerator e operando com 40kV e 30mA e
radiacdo CuKa. Foram coletados os padrbées de 20° a 40° no eixo 20. Em
temperatura ambiente, os scaffolds foram previamente macerados até a formacgéo
de um pd e secas em dessecador por 24h. Esta analise foi realizada no Laboratério

de Difracdo de Raios X — Unifesp, Sdo José dos Campos, SP.

4.3 Grupos experimentais

Apos a confeccédo, os scaffolds foram divididos em grupos de acordo com a
sua composicao final, B-TCP e B-TCP incorporado com biovidro (B-TCP/S53P4).
Scaffolds de diferentes dimensdes foram produzidas para os testes in vitro e in vivo
(Figura 1). Nos testes in vitro, os scaffolds foram produzidos nas dimensotes
aproximadas de 7,0mm de diametro por 2,0mm de altura, com excec¢ado dos
scaffolds utilizadas no teste de PCR, cuja a dimensédo foi 12mm de diametro por
2,0mm de altura. Nos testes in vivo, os scaffolds utilizados possuiam 4,0mm de

diametro por 8,0mm de altura.

Figura 1 — Foto dos scaffolds B-TCP/S53P4
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Legenda: Aspecto final dos scaffolds: a) Scaffolds utilizados para a etapa in vitro. b) Scaffolds
utilizados exclusivamente nos testes de PCR. ¢) Scaffolds utilizados na etapa in vivo.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Ensaios bioldgicos in vitro

Todos os procedimentos biolégicos in vitro foram desenvolvidos e
executados no Laboratério de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC)
localizado no Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
Unesp, Campus de S&o José dos Campos. Previamente ao procedimento celular (in
vitro), os scaffolds foram esterilizados, em luz ultravioleta (UV) em fluxo laminar

(Veco, Campinas, Brasil) por 30 minutos.

4.4.1 Cultura de células

A linhagem celular de osteoblastos humano (MG63) foram obtidas do banco
de células da Associacdo Técnico Cientifica Paul Ehrlich (APABCAM, Rio de
Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em frascos de cultura celular de 250mL
e 75cm? (Sarstedt®, Numbrecht, Alemanha) com meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Cultilab, S&o Paulo, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF, Cultilab, Sao Paulo, Brasil) e gentamicina (10mg/mL) (Gibco™, Sao
Paulo, Brasil). As garrafas foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% de COq, até a confluéncia celular, caracterizada pela
ocupacao de mais de 80% do frasco. Nesse periodo, o meio de cultura foi trocado
totalmente a cada 48 horas e o desenvolvimento das células foi avaliado em
microscopio 6ptico (modelo Axioskop 40, marca Carl Zeiss, Alemanha). Apos a
confluéncia celular, as células foram transferidas para outro frasco de cultura celular
para serem subcultivadas. Neste momento, 0 meio de cultura foi descartado e foi
realizada a lavagem com PBS (Gibco-Life Technologies). Apés, foi adicionada
tripsina 0,25% (Gibco-Life Technologies), afim de que as células se desprendessem
do fundo do frasco de cultivo celular. Em seguida, o contetudo de todo o frasco foi
transferido para um tubo falcon e centrifugado em 3000rpm por 5 minutos a
temperatura de 25°C (Centrifuga Labnet- HERMLE Z 300K, NJ, EUA). O
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sobrenadante foi descartado e o pellet formado no fundo do tubo falcon, foi
ressuspendido com meio de cultura novo (DMEM) e depositados em um novo frasco
de cultivo celular.

Apés o0 subcultivo das células e da expansdo celular, realizou-se o
plagueamento das células, no qual foi necessério, repetir o procedimento acima
descrito. Contudo, apos a formacdo do pellet, as células foram quantificadas
manualmente em camara de Neubauer (hemocitometro) (Prolab, Sdo Paulo, Brasil)
e plaqueadas em placas de 48 pocos (Sarstedt®, Numbrecht, Alemanha) na
densidade celular de 15.000 células/pogo para os testes descritos a seguir, exceto
para o teste de expresséo génica. Todos os testes foram realizados de acordo com
a ISO 10993-5, com trés repeticbes dos experimentos e cinco scaffolds para cada

teste, em cada repeticéo.

4.4.2 Citotoxicidade celular (MTT)

A citotoxicidade celular foi determinada pela a avaliacdo da quantificacdo de
células vivas, apés a incubagdo com o corante MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). ApOs periodos de 3 e 7 dias,
aliquotas de MTT a 0,5 mg/mL em meio DMEM foram preparadas, e foi realizada a
incubacédo das células plaqueadas com os scaffolds com esta solucédo por 4 horas.
Posteriormente, as culturas foram lavadas com PBS e foi adicionado DMSO
(Dimethyl Sulfoxide) em cada poco, sob agitacdo, para a solubilizacdo completa do
precipitado formado. Aliquotas de 100uL foram retiradas dos pogos e transferidas
para placa de 96 pocos (Costar Corning®, EUA) para medida colorimétrica em leitor
de microplaca no comprimento de onda 570 nm (EL808IU Biotek Instruments,
Winooski, EUA). As densidades 6pticas obtidas foram convertidas em percentual de

viabilidade celular.
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4.4.3 Analise dainteracdo celular

A interacdo entre os scaffolds e as células foi avaliada pela andlise de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Apés o periodo de 5 dias de cultura, os
scaffolds foram fixados com a solucdo de Karnovisky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2,5%, tampéo cacodilato de soédio 0,1M, pH 7.4) a temperatura
ambiente durante 2 horas, posteriormente os scaffolds foram desidratadas nas
seguintes concentracdes de etanol (30%, 40%, 50%, 70% e 100%). Previamente a
analise, os scaffolds foram revestidos com uma fina camada de ouro por meio de
metalizacdo, em seguida, a interacdo entre os scaffolds e as células foram
analisadas e fotografadas pelo microscopio da marca Zeiss, modelo EVO MA10 da
Universidade do Vale do Paraiba/ Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (UNIVAP-
IP&D).

4.4.4 Anélise da morfologia celular por fluorescéncia direta

As células foram incubados por 3 dias em meio DMEM. As células foram
fixadas e blogueadas com PBS e permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Os filamentos de actina foram corados por Alexa Fluor
488 Phalloidin (Invitrogen Eugene, Oregon, EUA), durante a incubacdo de 20
minutos ao abrigo da luz. Os nucleos das células foram contrastados com
Fluorshield com DAPI (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). As imagens foram capturadas
por filtros do microscépio de fluorescéncia (Microscépio Carl Zeiss Microlimaging
GmbH — Axionvert 40C, Alemanha).
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4.4.5 Conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi determinado a partir do método modificado
de Lowry et al. (1951). Aos 7 e 14 dias de cultura, lisados de células foram
adicionados aos reagentes de Lowry (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). A absorbancia correspondente as
proteinas foram medidas a 690 nm em leitor de microplaca (EL808IU Biotek

Instruments, Winooski, EUA). Os dados foram expressos como a densidade 6ptica.

4.4.6 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada ap6s 7 e 14 dias de cultura
celular, nos mesmos lisados utilizados para quantificar a proteina total, por meio da
liberacdo de timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato,
utilizando kit comercial de acordo com as instrucbes do fabricante (Labtest
Diagnéstica, referéncia 40). A absorbancia foi medida em leitor de microplaca
(EL808IU Biotek Instruments, Winooski, EUA) utilizando comprimento de onda de
590 nm.

4.4.7 Andlise da formacdo de nédulos de mineralizacdo e quantificacdo de

calcio

A formacado de nodulos de mineralizac&o foi avaliada apés 14 dias de cultura
de células. Previamente, as células foram lavadas com solugéo de Hank’s (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) e fixadas com alcool 70% durante 1 hora a 4°C. Apos
remocgdo do alcool, os pocos foram corados durante 15 minutos, com o corante
vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 4,2, o qual cora

areas ricas em calcio. Avaliou em microscopica optica, de luz invertida, a formacgao
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de nddulos de mineralizacdo (Axio Observer Al, Carl Zeiss, Alemanha).

A quantificagéo das formagdes mineralizadas foi realizada de acordo com o
meétodo descrito por Gregory et al. (2004). No qual, apés 24h ao procedimento
anterior, foram adicionados sobre aos pocos, a solucdo de acido acético e
posteriormente hidroxido de aménia 10%. A leitura foi realizada em leitor de
microplaca (EL808IU Biotek Instruments, Winooski, EUA), sob o comprimento de
onda de 405 nm.

4.4.8 Analise de expressao génica por PCR guantitativo em tempo real

As células foram plaqueadas na densidade de 100.000 células/poco, sobre a
superficie dos scaffolds posicionados no interior dos pocos de placas de 6 pocos.
Em cada poco foram adicionadas quatro unidades dos scaffolds nos quais foram
cultivadas no periodo de 7 dias, em duplicata. Para a analise de expressao génica
foram utilizados genes envolvidos na osteogénese, conforme demonstrado no

quadro 1.

Quadro 1 — Descricao das sequéncias dos primers foward/reverse dos genes

(continua)
™ Ref. Fast
Genes Sequéncia foward/reverse (°C) PB Pubmed
F: AAACTGGAACGGTGAAGGTG 544 206 NM_001101.3
Aotp R: GTGGACTTGGGAGAGGACTG 57.2
F: GAGTCAACGGATTTGGTCGT 52.5 201 NM_002046.6
Bolap R: TGGGATTTCCATTGATGAAC 48.7
Col-1 F: ACAGCCGCTTCACCTACAGC 60.1 85 NM_000088.3
R:GTTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC | 55.0
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Quadro 1 — Descricao das sequéncias dos primers foward/reverse dos genes

(concluséao)

™ Ref. Fast
Genes Sequéncia foward/reverse (°C) PB Pubmed
Itg B1 F: TTCTTCCTGGACTATTGAAAT 48.9 100 NM_002211.3
R: AGAAACTCTCATCATGCTCATT 51.9
M-csf F: GAGCTGCTTCACCAAGGATTATG 55.9 92 NM_172211.3
R: TCTTGACCTTCTCCAGCAACTG 56.9
Osn F: ACTGGCTCAAGAACGTCCTGGT 60.7 97 NM_003118.3
R: TCATGGATCTTCTTCACCCGC 57.1
Osp F: AGACACATATGATGGCCGAGG 56.7 154 | NM_001251830.1
R: GGCCTTGTATGCACCATTCAA 55.9
PgE: F: GAAGAAGGCCTTTGCCAA 53.2 200 NM_004878.4
R: GGAAGACCAGGAAGTGCA 54.6
Runx2 F: GAACTGGGCCCTTTTTCAGA 55.3 208 NM_001015051
R: CACTCTGGCTTTGGGAAGAG 55.6
Tgf-p1 F: TTTGATGTCACCGGAGTTGTG 55.4 63 NM_000660.4
R: GCGAAAGCCCTCAATTTCC 54.6

Legenda: ActB: B actina. TM: Temperatura de Melting. PB: Tamanho do produto (pares de base).
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.8.1 Extracdo do RNA

Para a extracdo do RNA total destas células foi utilizado 1 mL de Trizol

(Ambion®, Life Technologies Corporation, Van Allen Way, Carlsbad, California, EUA),

e o protocolo foi realizado conforme as instru¢des do fabricante. Em seguida, 0 RNA

foi armazenado a -80°C.
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As concentracdes e purezas das amostras de RNA posteriormente foram
determinadas por densidade Optica em espectrofotdmetro Nano Drop 2000 (Thermo
Fisher Scientific Inc. - Wilmington, DE 19810, EUA). Assim como, a qualidade e a
integridade do RNA foram avaliadas em gel de agarose (Ultrapure Agarose
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a 0,5x TBE por eletroforese, corado com brometo de
etideo (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

4.4.8.2 Sintese de DNA complementar

A sintese de cDNA foi realizada com reacfes de transcricdo reversa
seguindo instrucdes do fabricante do Kit comercial SuperScript™ |Ill, First-Strand
Synthesis Supermix (Invitrogen Life Technologies Corporation-Van Allen Way,
Carlsbad, California, EUA). Foram utilizados 500ng de RNA total, 1pL de random
hexamers 50ng/uL, 1uL de anneling buffer e &gua DPEC para completar volume de
8uL. Incubacéo por 65°C por 5 min e imediata incubacdo em gelo por 1 min. Entao
foi adicionado 10puL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2uL de SuperScript
[II/IRNaseOUT Enzyme Mix, homogenizacdo em vortex, rapidamente centrifugacédo e
incubacédo por 5 min & 25°C e 50 min a 50°C. Para finalizar, incubacao a 85°C por 5

min e armazenamento do cDNA a -20°C.

4.4.8.3 Amplificacdo génica por RT-PCR

O cDNA foi utilizado para o RT-PCR com o sistema de termociclador
deteccdo Step One Plus Time PCR System (Thermofisher Scientfic Inc Waltham,
Massachusetts, EUA) utilizando o sistema Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen Life Technologies Corporation-Van Allen Way, Carlsbad, California,
EUA). Primers especificos e 2uL de cDNA foram utilizados em cada reacéo. Cada
amostra foi avaliada em duplicata. As condi¢bes padronizadas da RT-PCR foram

otimizadas com as curvas de eficiéncia, sempre baseadas nas sugestdes do
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fabricante do SYBR Green e nas temperaturas de melting dos primers com uma
amostra calibrador. As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real para o gene constitutivo proposto, Beta-actina.

Apoés determinacéo dos padrdes da RT-PCR, os valores de Ct das amostras
foram utilizados nos calculos a seguir (Livak & Schmittgen 2001). A média das
duplicatas bioldgicas de cada gene foi calculada para todas as amostras e subtraido
o Ct do gene constitutivo: ACt=Ct(gene)-Ct(constitutivo). O ACt subtraido da amostra
calibrador resultando em AACt: AACt=ACt-ACt(calibrador). Entdo a quantificacao
relativa (RQ - Relative Quantification) foi calculada para cada gene em cada amostra

com base na seguinte férmula:

RQ = 2-AACt

4.5 Ensaios bioldgicos in vivo

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia do Campus de Sao José dos Campos/Unesp
(ANEXO A), e foi desenvolvido de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Os realizados nos procedimentos para o estudo in vivo seguiram as
diretrizes ARRIVE (Percie Du Sertid et al., 2020).

4.5.1 Procedimento cirargico

Para este estudo foram utilizados 5 coelhos albinos, machos, da ragca Nova
Zelandia, pesando cerca de 4,0kg, com 5 meses de idade, os quais receberam dois
scaffolds em cada tibia, divididos de acordo com o material de fabricagao: a) B-TCP;

b) B-TCP incorporado com biovidro.
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As cirurgias foram realizadas em sala cuidadosamente limpa, com alcool
etilico na concentracdo de 70%; com instrumentos devidamente esterilizados. O
cirurgido e auxiliares utilizaram aventais esterilizados e materiais descartaveis
(mascaras, luvas estéreis). Os animais foram pesados e anestesiados com uma
solucéo de cloridrato de xilazina a 2% (2mg/100mL) - (Anasedan® - Vetbrands,
Jacarei - Brasil) e cloridrato de ketamina 1,16g/10mL (Dopalen® — Vetbrands, Jacaréi
- Brasil). Ap6s anestesia e antissepsia, com solucdo de alcool iodado, na regiao
medial da tibia dos coelhos, a cirurgia para instalacdo dos scaffolds foi iniciada. A
incisdo foi realizada com lamina de bisturi nimero 15 na regido correspondente a
face medial da tibia em seu terco proximal. Conforme demonstrada na (Figura 2), a
cortical da tibia foi exposta e foram realizadas as lojas cirargicas. A perfuracéo para
instalacéo dos scaffolds foi realizada com a sequéncia de brocas até o diametro final
de 4,0mm. Durante todo este procedimento foi mantida irrigacdo abundante com
cloreto de sddio (NaCl) a 0,9%, visando evitar 0 aquecimento decorrente do atrito da
broca com o osso. Foram realizadas duas perfuracdes de 4,0mm em cada tibia,
totalizando 04 perfuracdes por animal, sendo que as tibias esquerdas receberam os
scaffolds B-TCP e as tibias direitas receberam os scaffolds B-TCP incorporado com
biovidro.

Aposs o procedimento cirdrgico de colocacéo dos scaffolds, o tecido muscular
e a pele foram suturados com fio de seda n°4 (Ethicon/Johnson & Johnson) e
novamente foi realizada antissepsia com alcool iodado. Os animais receberam
terapia antibidtica, por meio da administracdo da solugdo composta por
Benzilpenicilina benzatina, Benzilpenicilina procaina, Benzilpenicilina potassica,
Diidroestreptomicina base (sulfato) e Estreptomicina base (sulfato), em ampola de
6.000.000UI (Pentabidtico® Veterinario Reforcado — Fort Dodge), por via
intramuscular na dose de 1,35mL/kg, no pés-operatério imediato. Os animais
também receberam medicamentos anti-inflamatérios e analgésicos por 5 dias.
Foram administrados o anti-inflamatério meloxicam e o analgésico opioide cloridrato
de tramadol, 1 vez via subcutanea e 2 vezes ao dia via oral, respectivamente.

Apoés a cirurgia, os coelhos foram colocados em gaiolas individuais com
racdo e agua ad libitum e monitorados até o prazo da eutanasia de 21 dias. Para a

eutanasia, os animais foram submetidos a anestesia geral profunda e posterior
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sangria. As tibias foram retiradas e imediatamente fixadas em formol tamponado

para serem submetidas a analise histolégica e histomorfométrica.

Figura 2 — Procedimento cirdrgico nos animais

Legenda: Procedimento cirdrgico: a) cortical éssea da tibia do coelho; b) confeccdo das perfuracdes
na cortical 6ssea utilizando broca cirdrgica; c) Scaffolds ja implantados na regido do defeito 6sseo; d)
regido cirdrgica suturada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5.2 Processamento e andlise histologica descritiva

Apbés as eutanasias, as pecas foram fixadas em formol tamponado por um
periodo minimo de 48 horas e submetidas a descalcificagdo com acido férmico a
20%, por cerca de 4 meses no laboratério de Tecido Osseo do ICT/Unesp.
Inicialmente, os espécimes contendo a area do defeito ésseo preenchida com os
scaffolds foram seccionados em fragmentos simétricos no seu longo eixo e estes
foram incluidos em blocos de parafina, totalizando dois blocos (a e b) de cada
espécime. Em seqguida, os blocos foram submetidos as técnicas laboratoriais de
rotina para o preparo das laminas histolégicas. Em cada bloco foram realizados
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cortes semi-seriados 5um de espessura, 0os quais foram corados com hematoxilina-
eosina.

Para analise histolégica descritiva foram selecionadas duas laminas
representativas de cada grupo. A captura das imagens das laminas foi realizada em
microscépio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss do Brasil), com camera digital
acoplada Canon, modelo Power Shot A640, foram realizadas montagens de
micrografias em forma de fotografias panoramicas, por meio do programa
computacional AxioVision Release 4.7.2. Na analise histologica descritiva, foram
observados os aspectos do desenvolvimento da reparacdo Ossea, avaliando-se a
formacao do tecido de granulacdo, a neoformacdo 6ssea, 0 arranjo de trabéculas

Osseas imaturas e a maturacao 0ssea até a remodelacéo final.

4.5.3 Andlise histomorfométrica

Foram analisadas 50 laminas histologicas para cada scaffold, totalizando
100 laminas histoldgicas. Foi utilizado o microscépio de luz Axiophot 2 (Carl Zeiss
Oberkdchen, Alemanha) acoplado a uma camera digital AxioCam MRc5 (Carl Zeiss
Oberkdchen, Alemanha). Foram obtidas imagens digitais (formato JPEG) com
aumento de 5X na regido do defeito, como critério de padronizacdo, a regido
localizada logo abaixo das corticais pré-existentes do defeito 6sseo do osso da tibia,
foi pré-estabelecida. Um observador, devidamente calibrado, identificou as areas de
neoformacéo, por analise cega dos grupos.

A area preenchida pelo tecido de reparacdo 6ssea neoformado, foi
quantificada usando o programa de processamento de imagem de dominio publico
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Foi calculada a média da
neoformacdo 6ssea (em microns?) ocorrida nas areas dos blocos (a e b). Resultando
na meédia da neoformacao 6ssea em cada um dos grupos pertencente aos scaffolds.

Os dados obtidos foram plotados usando o software GraphPad Prism8®.
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4.6 Ensaio de atividade antibiofilme

4.6.1 Cepas de micro-organismo

Foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture
Collection) de C. albicans (ATCC 18804), P. aeruginosa (ATCC 15442) e S. aureus
(ATCC 6538), provenientes do Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Curso
de Odontologia (ICT — UNESP), Sdo José dos Campos, SP, que estavam

armazenadas em freezer -80°C.

4.6.2 Crescimento, manutencéo e preparo dos micro-organismos

Para ativacdo desses micro-organismos, as cepas foram cultivadas em agar
Brain Heart Infusion - BHI (Himedia, Mumbai, india) com 24h de incubacéo a 37°C.
Posteriormente, a partir de culturas crescidas, foram preparadas as suspensodes
microbianas. As colbnias foram diluidas em solucéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) e
padronizadas a 10’ de UFC/mL em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo,
Brasil), de acordo com o comprimento de onda e densidade Optica de cada micro-
organismo.

Previamente a formacdo do biofilme monomicrobiano de C. albicans, P.
aeruginosa e S. aureus, os scaffolds foram esterilizados em luz UV em fluxo laminar
e distribuidos em cada poc¢o da placa de 48 pocos (Kasvi, Parana, Brasil), sendo
n=05 por grupo experimental. Foi realizado um grupo controle de crescimento de
cada um dos micro-organismos, sem a presenca dos scaffolds. Foram adicionados
150 pL/pogco de cada suspensdo microbiana padronizada e nutridos com 150
pL/poco de caldo BHI. O meio de cultura foi renovado em 24h. Por fim, as placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 48h.
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4.6.3 Ensaio

Apoés quarenta e oito horas de incubacdo, o meio de cultura foi removido e
os scaffolds lavados com NaCl 0,9%, a fim de eliminar as células ndo aderidas ao
biofiime. Em seguida, sobre a camada de biofiime aderente que se formou, foi
adicionado a solugcéo de MTT 0,5 mg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA). Apds 1h
de incubacéo, sob protecdo da luz, esta solucéo foi removida e, adicionado DMSO
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA), onde, permaneceu em agitagdo em mesa orbital
por 10 min. Em seguida foram transferidas, para placa de 96 pocos (Costar
Corning®, EUA), aliguotas de 100 pL de cada poco e realizada leitura da

absorbancia em um leitor de microplacas (Biotek, modelo ELx808cse), em 570 nm.

4.7 Andlise dos resultados

Os dados obtidos nesta pesquisa foram analisados estatisticamente pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e passaram no teste de normalidade. Os resultados
para 0 ensaio de viabilidade celular, contetdo de proteina total, atividade de
fosfatase alcalina, quantificacéo de calcio, analise de expressao génica por RT-PCR
e andlise histomorfométrica dos dois diferentes scaffolds, B-TCP e B-TCP
incorporado ao biovidro S53P4, foram feitas por meio do teste t Student para
amostras independentes. No ensaio de atividade antibiofilme os resultados foram
analisados estatisticamente pelo método ANOVA complementado pelo teste de
Tukey. Para todos os testes, foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A

elaboracéo dos gréficos, foram realizados a partir do software GraphPad Prism8®.
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5 RESULTADO

5.1 Anélise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As micrografias dos scaffolds B-TCP e -TCP/ 53P4 foram obtidas por MEV,
(Figura 3) e observou-se em ambos os scaffolds uma macroestrutura porosa
homogénea formada por uma rede de poros esféricos e interconectados. As
estruturas apresentaram porosidade média para B-TCP 76% e 79% em B-TCP/53P4,
com tamanhos dos poros variando (195um para -TCP e 148um para B-TCP/53P4).
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Figura 3 — Micrografias obtida por microscopia eletrénica de varredura dos scaffolds

L

Legnd: Imgens obtias por micrcpia eletrénica de varredura dos scaffolds: B-TCP —
ampliacdes 100x, 2000x e 5000x (a), (b) e (c); B- TCP/ 53P4 — ampliacdes 100x, 2000x e 5000x (d),
(e) e ().

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Andlise por Difracdo de Raio-X (DRX)

A figura 4 indica que o scaffold B-TCP apresentou apenas picos da fase (-
TCP (JCPDS 00-009-0169). O difratograma do scaffold B-TCP/53P4 apresentou a
fase B-TCP e novos picos da fase a-TCP (JCPDS 00-009-0348). Foram
encontrados também alguns picos das fases combeita (Na20.2Ca0.3SiO2, JCPDS
00-022-1455) e wollastonita (CaSiOs, JCPDS 00-027-0088).
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Figura 4 — Difratogramas dos scaffolds: B-TCP e B- TCP/ 53P4

B-TCP/S53P4

20 25 30 35 40
20

Legenda: Andlise por Difragdo em Raio-X. a: a-TCP; 8: 8- TCP.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Citotoxicidade celular

A viabilidade celular em células MG63 foi mensurada em diferentes scaffolds
obtidos dos materiais B-TCP e B-TCP incorporado com biovidro. Na figura 5 observa-
se os valores da densidade Optica convertidos em porcentagem apds o teste de
citotoxicidade celular nos diferentes scaffolds. Os scaffolds B-TCP/S53P4, nao
mostraram efeito toxico na linhagem celular de osteoblastos MG63 em relagao ao B-
TCP. Contudo, foi verificado aumento da viabilidade celular, a partir, da incorporacao
do biovidro ao B-TCP, em ambos os periodos, porém sem diferenca estatistica entre
B-TCP e B-TCP/S53P4 (p>0,05).
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Figura 5 — Gréafico de média e desvio padrao (+) dos valores obtidos no teste de
citotoxicidade celular em 3 e 7 dias de cultura celular

Citotoxicidade celular - MTT
200

mm B-TCP

5o POOSTS p0.4133 B-TCP/S53P4

100-¢---

Porcentagem (%)

50—---

3 dias 7 dias

Legenda: Teste t Student. (p>0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Interacao celular

Apoés 5 dias de cultivo, a interacdo das células MG63 com os materiais foi
analisada por MEV, a interacéo celular sobre a superficie dos scaffolds, de acordo
com a figura 6. Nota-se que as células aderidas aos scaffolds exibem morfologia

alongada, evidenciando a interagdo com os scaffolds.
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Figura 6 — Micrografias MEV da interacdo da linhagem MG63 em superficie dos

scaffolds
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Legenda: Imagens de MEV dos scaffolds ap6s interagdo com as células MG63, periodo de 5 dias: a)
células aderidas a superficie dos scaffolds B-TCP - ampliacdo 140X; b) células aderidas a superficie
dos scaffolds 8- TCP/ 53P4 - ampliagdo 500x.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Anélise da morfologia celular por fluorescéncia direta

Na figura 7 observa-se que as células em contato com os scaffolds B-TCP e
B-TCP/S53P4 demonstraram filamentos alongados de actina, confirmando uma

condicao normal para as células em ambas as amostras testadas.
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Figura 7 - Imagem de filamentos de actina com Alexa Fluor 488 Phalloidin e

sobreposicao de nacleos com DAPI em células MG63

(@)

Citoesqueleto de
Actina DAPI/Nucleo

Sobreposi¢ao

Legenda: (a), (b) e (c) scaffolds B-TCP. Scaffolds B-TCP/53P4 (d), (e) e (f).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6 Conteudo de proteina total

Apos realizar o teste de proteina total, nos periodos de 7 e 14 dias de cultura
celular, os valores obtidos em absorbancia da concentracdo de proteinas em células
MG63, plaqueadas sobre os scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4, foram submetidos ao
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teste estatistico t Student. Os resultados mostraram que os scaffolds B-TCP/S53P4,
expressaram maior producdo de proteina total em relacdo aos scaffolds B-TCP no
periodo de 7 dias, sendo significativamente maior (p<0,05). Aos 14 dias, embora o
scaffold B-TCP/S53P4 tenha exibido novamente maior valor, este ndo apresentou

diferenca estatistica com o scaffold B-TCP (p>0,05), como indica a figura 8.

Figura 8 — Grafico de média e desvio padrdo (+) dos valores obtidos no teste de

proteina total (PT) em 7 e 14 dias de cultura celular

Proteina Total (PT)

p=0.0001 p=0.1675 mm B-TCP

g B-TCP/S53P4
S 0,10-
=
e
:g
5 0,057
3
<

0,00~

7 dias 14 dias

Legenda: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05). Teste t Student.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.7 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos mesmos lisados
utilizados na avaliacdo da proteina total, nos periodos de 7 e 14 dias de cultivo
celular (MG63). Os dados expressos na producdo da atividade de ALP, estao
demonstrados na figura 9. Foi observado que ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) entre B-TCP e B-TCP/S53P4 independente do periodo de 7 e 14 dias de

cultura.
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Figura 9 — Gréfico de média e desvio padréo (+) dos valores obtidos no teste de

fosfatase alcalina (ALP) em 7 e 14 dias de cultura celular

Atividade de Fosfatase Alcalina
0.08

mm B-TCP
B-TCP/S53P4

Absorbancia (590nm)

7 dias 14 dias

Legenda: Teste t Student. (p>0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.8 Anédlise da formacado de nédulos de mineralizacdo e quantificacéo de calcio

A figura 10 ilustra a formacdo de nédulos mineralizacdo em todos 0s grupos
apos 14 dias de cultura celular nos scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4. Os ndédulos
positivos foram corados com vermelho de alizarina e estédo circundados por grande
quantidade de células. Na figura 10b, podemos observar a estrutura dos nodulos de
mineralizacdo de tamanho maior no scaffold B-TCP/S53P4 em relagéo ao B-TCP.
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Figura 10 — Imagens dos nodulos de mineralizagéo

Legenda: a) B -TCP. b) B -TCP/S53P4.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a avaliacdo da formacdo de nodulos, que confirma a diferenciacéo
celular e caracteriza o processo de mineralizacdo, avaliou-se posteriormente a
quantificacdo do célcio presente nesses nddulos. O resultado desta quantificacao foi
obtido pela mensuracdo do corante extraido, pelo acido acético expresso em
absorbancia. Foram comparados entre si os valores de cada um dos scaffolds por
meio do teste t de Student. Como demonstrado na figura 11, os scaffolds [-
TCP/S53P4, apresentaram maior quantidade de mineralizacdo, com diferenca

estatistica significativa (p<0,05) entre os scaffolds B-TCP.
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Figura 11 — Gréfico de média e desvio padréo (+) dos valores obtidos no teste de

nédulos de mineralizacdo em 14 dias de cultura celular
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Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05). Teste t de Student.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9 Andlise de expressao génica por PCR quantitativo em tempo real

Foi verificada a qualidade e a integridade do RNA em gel de agarose
(Ultrapure Agarose Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por eletroforese, como

representada na figura 12.
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Figura 12 — Gel de agarose 2% corado por brometo de etidio, indicando a

integridade do RNA extraido das amostras

Legenda: Resultado da integridade do RNA total extraido de células MG63 ap6s o cultivo de 7 dias.
Neg — controle negativo da reagdo sem RNA; Amostra 1 — controle (a); Amostra 2 — controle (b);
Amostra 3 - B-TCP (a); Amostra 4 - B-TCP (b); Amostra 5 - eliminada (a); Amostra 6 - B -TCP/S53P4

(b).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados da quantificacdo relativa da expressdo génica foram
determinados, com base na formula RQ = 2~ %% comparando com o gene
constitutivo e portanto, menos variavel, Beta-actina. A expressao relativa dos genes

estd demonstrada na figura 13.
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Figura 13 — Gréfico de média e desvio padrdo () dos valores obtidos no teste da

quantificacdo relativa de cada gene em comparativo de AACt
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Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05). Teste t de Student. Fonte:

Elaborado pelo autor.

Em relacdo aos niveis de expressdo de Col-1, foi significativamente maior

entre as células cultivadas em B-TCP/S53P4 em relacédo ao B-TCP, com diferenca

estatistica (p<0,05). A expressao dos genes Osn e Tgf-B1, foi um pouco maior nos

scaffolds B-TCP/S53P4 em relacdo aos scaffolds B-TCP, porém sem significancia

estatistica (p>0,05).
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As células cultivadas em contato com os scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4
ndo mostraram diferenca estatistica (p>0,05) na expressao dos genes M-csf, Bglap,
Osn, PgE2 e Runx2. Por outro lado, o gene Itg B1 apresentou maior aumento do

nivel de expressdo em contato com os scaffolds B-TCP (p<0,05).

5.10 Anélise histoldgica descritiva

Podemos observar que houve o reparo 6sseo ao redor e no interior dos
poros presentes nos scaffolds B-TCP e [ -TCP/S53P4 (Figura 14-16). Foi
demonstrada a formacdo de osso novo, por trabéculas 6sseas na area do defeito
0sseo.

Também foi possivel observar a presenca de espacos vazios, nao
preenchidos intercalados aos tecidos, que indicam areas onde o scaffold estava
presente antes da desmineralizagao.

Né&o foi observado infec¢éo do tecido e nenhuma alteracéo ou reacao clinica

apos a implantacao cirtrgica dos scaffolds nos animais experimentais.
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Figura 14 — Corte histol6gico observado no scaffold B —TCP (aumento 5X)

Legenda: Corte panoramico ilustrando a area do defeito 6sseo (area destacada), no qual foi inserido
o scaffold de grupo B-TCP.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 — Corte histologico observado no scaffold B —TCP (aumento 10X)

50 pm EEA <

Legenda: Trabécula 6ssea neoformada (TO). Matriz osteoide (MO). Residuos do scaffold (S). Tecido
conjuntivo (TC).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 15a, na regido interna do scaffold 3 —TCP verifica-se a deposi¢ao
de matriz osteoide, formando pequenas ilhas. Observa-se a presenca de tecido
conjuntivo nos espacos entre o scaffold B —TCP. Foi possivel notar areas contendo
residuos do scaffold, evidenciada por areas acastanhadas. Como também, foi
possivel observar a presenca de espagos, representativos das areas ocupadas pelo
scaffold. Da mesma maneira, no scaffold B —TCP da figura 15b, nota-se a presenca
de grande quantidade de trabéculas Osseas. Nota-se a presenca do scaffold
envoltos por novo osso formado.

A figura 17, demonstra o contato direto do scaffold $ -TCP/S53P4 proximo
ao novo osso formado. E possivel observar intimo contato entre os espacos
previamente ocupados pelo scaffold que foi degradado e as células. No interior das
trabéculas 6sseas neoformadas, héa presenca de ostedcitos dentro das lacunas e na
periferia verificam-se os osteoblastos, indicando favoravel processo de formacao de

0SSO nhovo.
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Figura 16 — Corte histologico observado no scaffold p -TCP/S53P4 (aumento 5X)

Legenda: Corte panoramico ilustrando a area do defeito 6sseo (area destacada), no qual foi inserido
o scaffold B-TCP/S53P4.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 17 — Corte histologico observado no scaffold p -TCP/S53P4 (aumento 10X)

5nm ‘

Legenda: Trabécula Ossea TO). Osteoblastos (Obs). Oste6ceitos (OCs). Residuos do scaffold

localizado préximo ao osso neoformado (S).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.11 Analise histomofométrica

O gréfico refere-se as médias dos dados da area de neoformacdo Ossea
(mm? e desvio-padr&o nos diferentes grupos B-TCP e B-TCP/S53P4. Aos 21 dias o
grupo B-TCP/S53P4 apresentou maior formacdo O6ssea na area do defeito, com

diferenca estatistica significativa (p<0,05) quando comparado ao B-TCP.
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Figura 18 — Gréfico de média e desvio padrdo (+) dos valores obtidos na analise

histomorfométrica (mm?)

Analise histomorfométrica
6x108

p=0.0291 mm B-TCP
B-TCP/S53P4

4x108-

2x108+

Area de neoformacéao 6ssea (um)

0

Legenda: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05). Teste t de Student.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.12 Ensaio de atividade antibiofilme

O potencial antibiofiime dos scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4, foi avaliado
contra micro-organismos organizados em biofiime pelo método da viabilidade
celular, utilizando o corante MTT. Apos 48 horas de incubacdo dos micro-
organismos, foi avaliada a viabilidade dos biofilmes formados a partir das cepas de
C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus aderidas sobre as amostras (Figura 19-21).

Houve uma reducéo significativa de biofilme de C. albicans quando testados
no scaffold B-TCP/S53P4 comparado os demais grupos (p<0,05). Por outro lado, o
scaffold B-TCP n&o apresentou diferenga estatistica significativa (p>0,05) com o

controle (Figura 19).
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Figura 19 — Gréfico de média e desvio padrdo () dos valores obtidos na atividade
antibiofilme de C. albicans com os scaffolds B-TCP, B-TCP/S53P4 e grupo controle
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05). (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observada a atividade antibiofiime dos scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4,
uma vez que houve reducdo na formacdo de biofilme bacteriano P. aeruginosa, a
qual apresentou diferenga estatistica significativa (p<0,05) quando comparada ao
controle (Figura 20). Ao comparar B-TCP e B-TCP/S53P4, este ultimo, aumentou a

inibicdo da formacéao de biofilme, com diferenca estatistica significativa (p<0,05).
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Figura 20 — Gréfico de média e desvio padrao () dos valores obtidos na atividade
antibiofilme de P. aeruginosa com os scaffolds B-TCP, B-TCP/S53P4 e grupo
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Legenda: Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05). (ANOVA e Tukey test).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O scaffold B-TCP reduziu a formacéo de biofilme bacteriano S. aureus, com
diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle e B-TCP/S53P4 (p<0,05).
Ainda assim, o scaffold B-TCP/S53P4 demonstrou maior atividade antibiofilme contra
cepa testada de S. aureus, sendo observada diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os scaffolds B-TCP e controle (Figura 21).
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Figura 21— Gréfico de média e desvio padrdo (+) dos valores obtidos na atividade

antibiofilme de S. aureus com os scaffolds B-TCP, B-TCP/S53P4 e grupo controle
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05). (ANOVA e Tukey test).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Diversos biomateriais que podem ser utilizados como substitutos 0sseos
estdo sendo pesquisados, como por exemplo, polimeros, alumina, biovidro e 3-TCP
(Camilo et al., 2017; Sarin et al., 2021; Titsinides et al., 2020; Zhao et al., 2021). O
biomaterial adequado deve apresentar propriedades compativeis com o tecido do
hospedeiro (Chen, Liu, 2016). Adicionalmente, biomateriais que previnam infeccdes
e possuam potencial antimicrobiano revolucionam pesquisas na engenharia de
tecido Gsseo.

A ceramica B-TCP € um biomaterial que se destaca dos demais devido ao seu
potencial osteogénico (Safronova et al., 2020; Titsinides et al., 2020). Neste estudo
foi comparada a eficiéncia de scaffolds B-TCP e B-TCP/53P4 na osteogénese in vitro
e na neoformacdo O6ssea in vivo, como também a influéncia na formacdo de
biofilmes monotipicos.

Inicialmente, a analise de difracdo de raios-X viabilizou a identificacdo das
fases presentes nos scaffolds. Assim, a interpretacédo dos difratogramas do scaffold
B-TCP/S53P4 permitiu a constatacao além das fases presentes no 3-TCP, de novos
picos da fase o—-TCP (JCPDS 00-009-0348). A formacdo desta fase pode ser
relacionada a acdo do biovidro incorporado, que reduz a temperatura de formacéao
da fase a—TCP (Duncan et al., 2014, Pietak et al., 2007; Reid et al., 2005). Os picos
encontrados das fases combeita (Na20.2Ca0.3SiO2, JCPDS 00-022-1455) e
wollastonita (CaSiOs, JCPDS 00-027-0088), sao fases -caracteristicas da
cristalizacdo dos biovidros contendo Na* (Spirandeli et al., 2020). Os resultados
deste estudo indicaram que a incorporacdo do biovidro nos scaffolds de B-TCP
promoveu alteragdes na estrutura cristalina, promovendo a formacgao da fase a—TCP
e dos silicatos. Estas alteracbes foram positivas para a bioatividade e
biocompatibilidade dos scaffolds de B-TCP, os silicatos sdo fases cristalinas de
elevada bioatividade e que induzem a formacéo de apatita in vitro e in vivo (Cacciotti
et al., 2012; Juhasz et al., 2003).

A faixa de porosidade e o tamanho dos poros presentes nos scaffolds sao
importantes parametros para o0 osteogénese, uma vez que estdo intimamente

relacionados ao recrutamento celular, adeséo, proliferacdo celular, assim como, a
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permeabilidade dos nutrientes (Marew, Birhanu, 2021). No presente estudo foram
identificadas as caracteristicas morfolégicas dos scaffolds por MEV, como estrutura
altamente porosa e interconectada, semelhante ao osso trabecular. O tamanho dos
poros no interior do scaffold produzidos neste presente estudo foi na faixa de 148 -
195 um e podem ser induzidos por diferentes estratégias de producéo de scaffolds,
como liofilizacdo, formacdo de géas, fundicdo de solvente/lixiviacdo de particulas,
molde de emulséo e electrospinning (Zhao et al., 2020). Neste presente estudo os
scaffolds foram provenientes da técnica gel casting, cujo o método € bastante
vantajoso, pois possibilita a fabricacdo de uma variedade de ceramicas e pela
simplicidade do processo (Omatete et al., 1997). Além disso, esta técnica também
permite a producdo de elevada porosidade, poros esféricos e interconectados e boa
resisténcia mecanica quando comparada a outros métodos (Abbas et al.,, 2015;
Kokabi et al., 2006; Sousa et al., 2011). Existem relatos conflitantes na literatura
sobre o tamanho ideal do poro. Roy et al. (2003), demonstraram adequada
osteointegracdo em defeito de calvaria de coelho com scaffold de poli (L-acido
lactico-co-acido glicolico) e B-TCP com poros de diametro médio entre 125-150um.
Posteriormente, Karageorgiou, Kaplan (2005), relataram que poros >300um sao o0s
recomendados, pois permitem maior formacdo de osso novo e de capilares.
Contudo, para Murphy e O’Brien (2010), o tamanho ideal de poro para formacao
0ssea entre 85-120um. O efeito da porosidade in vivo esta intimamente ligada a
regeneracdo 0Ossea, sugerindo que a alta porosidade otimiza a osteogénese
(Karageorgiou, Kaplan, 2005). Neste presente estudo, os scaffolds apresentaram
porosidade média de 76% a 79%, estando de acordo com os estudos prévios de
Hoover et al. (2017) que desenvolveram scaffolds de B-TCP dopado com prata
altamente porosos (70% e 79%) e concluiram que a porosidade aumentou a
osteconducdo e também com o estudo de Seidenstuecker et al. (2017) no qual
avaliaram a caracterizacdo de scaffolds puros de B-TCP e combinado com biovidro
produzidos em impressao 3D, com porosidade entre 63% a 71% e concluiram que o
biomaterial de BG/B-TCP com maior porosidade apresentou alta concentracdo de
células vivas de MG63.

A linhagem humana MG63, € umas das linhagens celulares mais
consolidadas em estudos de osteogéneses (Gong et al., 2017; Li et al., 2015; Lim et

al., 2017; Pandey et al., 2013; Seidenstuecker et al., 2017) e sdo fundamentais para
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fornecer informacBes sobre a interagdo célula-biomaterial (Czekanska et al., 2014;
Staehlke et al., 2019). Para o desenvolvimento de um novo biomaterial € necessério
previamente a fase pré-clinica, estudos iniciais, utilizando ensaios em modelo in vitro
e posteriormente in vivo.

Inicialmente foi avaliado a biocompatibilidade do biomaterial, utilizando a
linhagem celular MG63, em resposta aos scaffolds ceramicos. Este estudo verificou
a viabilidade celular, por meio do teste de MTT e foi observado que os scaffolds [3-
TCP/S53P4 nédo apresentam citotoxicidade celular em relacdo ao B-TCP. Da mesma
forma, Tao et al. (2020) relataram que scaffolds produzidos a partir de fosfato de
calcio ndo exibiram toxicidade para células.

Nesta pesquisa, ap0s a fabricacdo dos scaffolds B-TCP foi realizada a
incorporacgao do biovidro aos scaffolds via imerséo em solugéo sol gel. O mecanismo
de dissociacdo de ions do biovidro em meio condicionado ainda ndo € um consenso
na literatura. E descrito que na superficie do biovidro, pode formar um
microambiente em sua superficie, por meio da liberacdo de ions que provoca o
aumento do pH no meio de cultura, o qual segundo os autores pode ser prejudicial
as células (Sarin et al., 2021). Contudo, observamos que a incorporacdo do biovidro
nao alterou a viabilidade das células, sugerindo auséncia de citotoxicidade sobre os
osteoblastos. Resultados anteriores fundamentam que estruturas funcionalizados
com ions de Ca?* promovem a adeséo, proliferacéo e diferenciacéo de células MG63
(Lim et al., 2017). O biovidro S53P4 é constituido em sua composi¢cao por ions que
fornecem propriedades bioldgicas benéficas que estimulam a osteogénese (Vallittu
et al., 2015). Outro produto responsavel por aumentar a formacéo e a calcificacdo da
matriz extracelular quando do uso do biovidro, € o silicio, produto da dissolu¢édo do
biovidro, o qual tem a capacidade de estimular a atividade dos osteoblastos (Ciraldo
et al., 2018). Waselau et al. (2012) acompanharam nos periodos de 1, 7 e 14 dias a
proliferacdo celular de ceélulas-tronco do tecido adiposo humano, medindo a
guantidade de DNA das amostras. Os autores observaram, maior taxa de
proliferagao celular em granulos de biovidro S53P4 em relagao ao B-TCP.

Neste trabalho, houve uma tendéncia tipica do aumento da expressao de
conteudo de proteina total e da atividade de ALP em decorréncia do tempo de
cultura. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por Pandey et al. (2013),

em que materiais ceramicos a base de zircénia e alumina foram expostos as células
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MG63, durante 8 e 16 dias de cultura. No presente estudo, a incorporagédo do S53P4
em scaffolds de B-TCP, teve impacto favoravel sobre as culturas celulares, nao
alterou a viabilidade celular, enquanto aumentou o conteudo de proteina total e
atividade de ALP. ALP é um marcador essencial na diferenciacdo dos osteoblastos,
(Chen et al., 2020; Sharma et al., 2014), sendo que a concentragdo de fosfatase
aumenta conforme ocorre a diferenciagcado dos osteoblastos, que resulta no processo
de formacéo da matriz e sua calcificacdo (Prabakaran et al., 2020).

Neste estudo, foi observado em ambos os scaffolds, a formacdo de nodulos
mineralizados, porém nos scaffolds B-TCP/S53P4 observou-se nddulos de
mineralizagdo maiores em comparagao ao B-TCP, sugerindo que a incorporacao do
biovidro ao scaffolds B-TCP, favoreceu ainda mais a mineralizagdo da matriz
produzidas pelas células MG63. Ao quantificar o célcio impregnado nos nédulos
mineralizados ap0s contato com as amostras analisadas, confirmou-se que 0s
scaffolds B-TCP/S53P4 demonstraram melhora na formacdo de nodulos de
osteoblastos, indicando que o aumento na matriz, ocorre devido a incorporacdo do
biovidro pelo efeito maior na mineralizacdo. Estudos anteriores mostraram o
aumento na mineralizacdo em materiais com biovidro como os scaffolds de biovidro
contendo nanopds de grafeno a base de PCL (Deliormanl e Atmaca 2018). Gong et
al. (2017) demonstraram maior formacdo de nédulos de mineralizacdo em biovidro
nanomeétrico 58S em comparacdo ao 45S5 cultivadas em células MG63, durante 28
dias. Paramita et al. (2021) mostraram em ceramicas de nano-biovidro com zinco
(Zn-nBGC), a formacdo de ndOdulos de mineralizacdo, em células-tronco
mesenquimais em ratos, a partir de meio osteogénico ou ndo. Wang et al. (2021),
desenvolveram um novo composito (n-ACP-cit/PAA) nano-amorfo fosfato de calcio
modificado com citrato impregnado com poli-aminoacidos, e também demonstraram
maior formacdo de nddulos a partir do compdésito desenvolvido com semelhante
composicao inorganica ao 0sso natural.

Neste estudo foi avaliado in vitro a expressdo génica de marcadores
relacionados a osteogénese das células MG63 em meio de condicionamento com
scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4. Podemos observar no periodo de 7 dias,
semelhancas entre os scaffolds estudados, com excecdo aos genes Col-1 e Itg B. A
M-CSF é uma citocina que regula a proliferacdo e a diferenciacdo dos precursores

dos osteoclastos, mondcitos e macréfagos (Lee et al., 2017; Mattson et al., 2019).
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Atua ainda como um agente antiinflamatério e imunossupressor para biomateriais
implantaveis (Yang et al., 2020). O gene M-CSF foi expresso nos scaffolds B-TCP e
B-TCP/S53P4, porém sem diferenca estatistica. Com relacdo as proteinas nao
colagenas, a Osp € uma glicoproteina adesiva multifuncional contendo arginina-
glicina-aspartato (RGD), que atua como ligante de integrina (Gongalves et al., 2007).
Além disso, é uma molécula de adesédo, que pode se ligar a multiplos receptores de
superficie celular, envolvida nas interacBes células-células e matriz celular. E
responsavel pela regulacao de diversos processos fisiolégicos, como organizacdo de
adesao celular, migracédo celular, angiogénese e sintese da matriz 6ssea (Johnson
et al., 2014). A Itg p1 é vital para a reabsorgédo 6ssea de osteoclastos e fungédo dos
osteoblastos (Carvalho et al., 2020; Rodriguez et al., 2014). As Itg 1 sdo moléculas
de superficie celular envolvidas em muitos processos biolégicos diferentes,
migracéo, crescimento, diferenciacdo e morte celular (Brakebusch et al., 1997). A
Bglap é sintetizada apenas por osteoblastos, é a proteina ndo colagena mais
abundante na matriz extracelular 6ssea que se liga aos ions de calcio. Aumento na
expressao da Bglap esta relacionada com a diferenciacdo de osteoblastos, portanto
€ um marcador tardio de mineralizacdo (Ducy et al., 1996; Neve et al., 2013). A Osn
€ uma proteina expressa em tecido mineralizados e ndo mineralizados, secretada
pelos osteoblastos durante a formacdo Ossea. Ela também €& responsavel por
interacOes celulares e ligacdes das células ao célcio e ao Col-1 (Rosset, Bradshaw,
2016) e pode induzir a angiogénese e a neovascularizacdo (Delany et al., 2000). A
Osp, Bglap, Osn e a Itg B1 foram expressas em todos os scaffolds, sendo que
apenas a expressao de integrina no scaffold B-TCP diferiu estatisticamente do
scaffold B-TCP/S53P4, sendo mais elevada.

Runx2 é um fator de transcricdo expresso pelos osteoblastos, com papel
fundamental na diferenciacio dos osteoblastos (Komori, 2019). E um marcador
muito comum em protocolos de diferenciacdo osteoblastica, uma vez que € expresso
durante a fase inicial, desde pré-osteoblastos do ciclo celular até o inicio da
maturagédo da matriz (Rutkovskiy et al., 2016). Ke et al. (2019) analisaram in vitro a
partir da linhagem celular de pré-osteoblastos a expressédo do gene Runx2, em disco
de B-TCP puro e associados ao estroncio, silica, magnésio e oxido de zinco.
Observaram expressao positiva em B-TCP puro no terceiro dia e no nono dia

regulacdo negativa. Dessa forma, concluiram que a regulacdo negativa do Runx2
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demonstrava seu papel inibidor no final do estagio de diferenciacdo osteoblastica.
Nesta pesquisa, 0 gene Runx2 foi positivo no dia 7, e a expressao do gene nao foi
significativamente diferente entre os scaffolds.

O Col-1 é a proteina mais abundante na matriz 0ssea, cuja a principal
funcéo é estrutural (Licini et al., 2019). Foi mostrado que o gene mediado por Runx2,
0 gene Osterix pode regular positivamente a expressao de Collal (Guntur, Rosen,
2011). Inicialmente na formacdo 0ssea, 0s osteoblastos produzem matriz osteoide
por meio do depdsito de colageno e durante o estagio final, a taxa da sintese de
colageno diminui (Hadjidakis, Androulakis, 2006). No presente estudo verificou-se
maior expressdo de Col-1 em B-TCP/S53P4 com diferenca estatistica em relagdo ao
scaffold B-TCP.

Fatores de crescimento como Tgf-B podem regular a Osn (Wrana et al.,
1988). Nossos resultados demonstraram um padrao da expressao de Osn e Tgf-1
sobre os scaffolds. Embora sem diferenca estatistica, o scaffold de B-TCP/S53P4
induziu maior expressao dos genes de Tgf-B1. O fator de crescimento transformado
B, corresponde a uma superfamilia, no qual contém mais de 30 membros, incluindo
os Tgf- Bs, as isoformas Tgf- $1-3, sdo essenciais na homeostase éssea, regulam a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo da matriz celular (Jann et al., 2020). As
Prostaglandinas séo reguladores multifuncionais da reabsor¢cdo e formacédo 6ssea e
estdo relacionadas a inflamacéo e consolidacdo de fraturas Osseas. A PgE:2 esta
relacionada ao metabolismo esquelético e sdo expressas abundantemente no tecido
0sseo, resultado do estimulo da COX-2 (Blackwell et al., 2010). A PgE: foi expressa
nos scaffolds B-TCP e B-TCP/S53P4 sem diferenca estatistica.

No presente estudo, foram analisadas as imagens microscoépicas de laminas
histol6gicas obtida de pecas ésseas de tibia de coelhos. Nos estudos histoldgicos,
os scaffolds demonstram in vivo capacidade de formar osso novo no periodo de 21
dias. Gunn et al. (2013) também identificaram a formagéao de trabéculas Osseas e
residuos de granulos de biovidro S53P4 em 3 semanas apoOs implantacdo em
coelhos. Wilson et al. (2006) demonstraram em cultura de células da medula 6ssea
de ratos contendo osteoclastos, que a degradacdo do biovidro S53P4 ocorre por
reacao fisico-quimica e nao pela atividade de osteoclastos. A degradacédo ocorre
pela formacdo de camada de hidroxiapatita e que os ions alcalinos liberados pelo

biovidro inibem a atividade de osteoblastos, no entanto, estes amadurecem em
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células gigantes multicelulares e degeneram. No presente estudo constatamos a
presenca de osteoclastos associados aos fragmentos do scaffold contendo o
biovidro S53P4.

Este trabalho avaliou a neoformacédo 6ssea in vivo em defeito 6sseo induzido
experimentalmente em tibia em coelhos. Os resultados da analise estatistica
demonstraram que a reparacdo Ossea do scaffolds B-TCP/S53P4 foi maior
comparado ao B-TCP, com diferenca estatistica, demonstrando que a incorporacao
do biovidro ao scaffold B-TCP contribuiu para a reparagédo éssea nos defeitos 6sseos
em animais. Estudos anteriores comprovaram a propriedade osteocondutora do
biovidro (Aho et al., 2004; Bellato et al., 2021; Eriksson et al., 2021; Kluge et al.,
2019).

Logo apoOs a implantacdo do biovidro S53P4, ions do biovidro entram em
contato com os fluidos corporais. Os ions de sédio, silica, calcio e fosfato séo
liberados da superficie e aumentam o pH local e a pressdo osmoética. E formada
uma camada semelhante ao osso na superficie do biovidro S53P4, de silica gel e
fosfatos amorfos que precipitam nesta camada, essas estruturas amorfas se
cristalizam em hidroxiapatita natural, ao passo que inicia a ativagdo dos osteoblastos
para neoformacéo 6ssea (Coraca-Huber et al., 2014; van Gestel et al., 2015).

Os sinais de remodelacédo 6ssea nos defeitos implantados com o B-TCP que
foram observados nesse estudo estdo de acordo com pesquisas anteriores.
Recentemente, Titsinides et al. (2020) compararam diversos enxertos, como, B-TCP,
derivado de osso humano e um xenoenxerto bovino que foram enxertados em
calvéria suina. A formacao 6ssea foi mais evidente no 3-TCP tanto em 8 quanto em
12 semanas, por analise histomorfométrica. No entanto, os resultados foram mais
relevantes em 12 semanas, durante a maturacéo e consolidacdo 6ssea. O B-TCP se
biodegrada de forma relativamente lenta, ocorre pela absorcédo de células gigantes
multinucleares e também pela dissolu¢cdo por fluidos corporais (Yamada et al.,
2007). No nosso estudo, verificamos maior degradacao do scaffold B-TCP/S53P4
em relagao ao B-TCP. Xie et al. (2019), combinaram BMP-2 e PTH (teriparatida) ao
B-TCP, e por meio de avaliacdo de microCT e testes histologicos, demonstraram a
degradacdo da ceramica e a formacdo Ossea, melhorando a reabsorgéo
relativamente lenta da ceramica -TCP.

O biovidro S53P4 é um substituto 6sseo, com propriedades antibacterianas,
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osteoestimulante e osteocondutoras. (Kastrin et al.,, 2021). Assim como,
angiogénico, sendo que essa propriedade do biovidro o torna especialmente
favoravel em o0ssos com pouca vascularizacdo (Steinhausen et al., 2021). Neste
estudo, foi avaliada a atividade antibiofiime do biovidro S53P4, incorporado ao
scaffold de B-TCP. Sugere-se a aplicabilidade deste material como um dispositivo
médico implantado que evite a formacéo de biofilme, uma vez que micro-organismos
gue vivem sob a forma de biofilmes apresentam grandes desafios no tratamento
clinico. A capacidade de formacdo de biofilme, torna a bactéria resistente a
antibioticos, a pressdes externas e ao sistema imunolégico do hospedeiro (Uruén et
al., 2020). O termo biofilme pode ser definido como uma comunidade de células
bacterianas ou fungicas que incorporadas em uma matriz autoproduzida, adere a
superficies biolégicas ou nédo-bioldgicas (Hoyle et al., 1990; Lopez et al., 2010). A
contaminagao microbiana seguida da formacéo de biofilme causam frequentemente
falhas na implantagéo de dispositivos médicos (Khalid et al., 2020). Foi determinante
nesta pesquisa selecionar a cepa bacteriana S. aureus, pois a maioria das infec¢oes
causadas por dispositivos médicos é decorrente deste patdégeno, além disso, €
considerado o principal agente infeccioso responsavel pelo frequente indice de
casos de mortalidade mundial e pode causar uma variedade de doencas (Cheung et
al., 2021; Tam, Torres, 2019; Chu et al., 2005). Da mesma forma, o patégeno P.
aeruginosa também é considerado uma ameaca global. Ambas as bactérias sao
consideradas multirresistentes e fazem parte do grupo ESKAPE, este grupo é
constituido por patégenos que frequentemente estdo associados ha algum tipo de
infeccdo associado a saude (IRAS) (Santajit, Indrawattana, 2016). A espécie do
fungo Candida também € vista com apreensdo para a saude publica global, sendo
significativa a mortalidade provocada por infecgdes na corrente sanguinea e ainda
provoca grande ameaca aos pacientes da unidade de terapia intensiva (UTI)
(Shirvani et al.,, 2021). A grande parte das infeccbes causadas por biofilmes
microbianos que colonizam a superficie de dispositivos médicos é decorrente das
espécies de Candida (Coad et al., 2016), sendo a espécie C. albicans a isolada com
mais frequéncia no ambiente hospitalar (Chowdhary et al., 2017).

A principal causa do efeito antimicrobiano do biovidro S53P4 é o aumento do
pH, criando um ambiente alcalino, por meio da liberacdo de ions do biovidro,

simultaneamente aumenta a pressao osmotica e causa danos na parede da
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membrana da bactéria (Coraca-Huber et al., 2014), cuja a eficicia do tratamento ndo
depende de associa¢cdes com antibiéticos (Bortolin et al., 2018; Geurts et al., 2019;
Gragnseth et al., 2020; Kastrin et al., 2021; Romano et al., 2014). Os dados obtidos
nesse trabalho demonstraram que o biovidro incorporado ao scaffolds 3-TCP, obteve
efeito inibidor em todas os patdgenos testados, teve uma forte atividade inibitoria
principalmente contra P. aeruginosa e S. aureus, porém uma menor atividade
inibitdria foi observada contra C. albicans.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de granulos do biovidro S53P4
contra diferentes micro-organismos foi demonstrada recentemente no estudo de
Gonzalez Moreno et al. (2020), em granulos do biovidro (500-80 um) e p6 (<45 um),
por meio do teste de microcalorimetria isotérmica e UFC em S. aureus, S.
epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e C. albicans. Grgnseth et al.
(2020), demonstraram também o efeito antimicrobiano sobre S. aureus dos granulos
do S53P4 (<45 pm), em contato direto com o biofilme bacteriano. Kirchhoff et al.
(2020), por meio da MEV, observaram alteracdo na morfologia do biofilme
bacteriano P. aeruginosa, sugerindo que essa alteragéo foi resultante da acdo do

biovidro, que induziu a reducéo da densidade da matriz extracelular.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados in vitro, observou-se que os scaffolds B-TCP
incorporados ao biovidro S53P4, ndo causaram danos aos osteoblastos humanos
MG63. Os ions que séo liberados pelo biovidro néo interferiram na atividade celular,
permitiram a diferenciacdo celular e promoveram a expressdo de genes
relacionadas a osteogénese.

Complementando os resultados do teste in vitro, no teste in vivo, observou-
se neoformacdo d6ssea em ambos os scaffolds, porém o scaffold B-TCP/S53P4
promoveu maior formacdo de tecido 6sseo do que o B-TCP em 21 dias apos
implantacéo.

Em relacdo a capacidade antibiofilme, foi possivel concluir que o scaffold B-
TCP/S53P4 diminuiu a formacédo de biofilme monotipico das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus e também de células fangicas, Candida
albicans. Destacando a propriedade antimicrobiana muito relevante em biomateriais
utilizados como substituto 6sseo.

Por tanto, comparando os resultados dos testes desta pesquisa, o scaffold
B-TCP/S53P4 demonstrou os melhores resultados. No qual, ao biomaterial
experimental pode ser recomendado a utilizacdo em preenchimento de lesbes
Osseas. Além disso, como contribuicdo para pesquisas futuras, sugere-se a
realizacdo de ensaios mecanicos do scaffold, que poderdo contribuir para novas

perspectivas de aplicacdo do biomaterial em reparo 6sseo.
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MAROTTA REIS DE VACONCELLOS , tendo como colaboradoras:- SARAH DE OLIVEIRA
MARCO AVELINO e SUELEN SIMOES AMARAL, e que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as Normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA - ICT — CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS-UNESP), em

reunido de 27/04/2020.

Finalidade 5 . . .
e ( ) Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorirzagao 27/04/2020 a 31/12/2020

ESpEIONCY Coelhos Albinos / Nova Zelandia

N° de Animais 12

Peso/ldade 4 Kg/ 5 MESES

Sexo Macho

Origem Biotério Central — Campus de Botucatu-UNESP

Séo José dos Campos, 27 de abril de 2020

Obs:- Inclusdo do nome da Pesquisadora Suelen Simdes Amaral, aprovado pela CEUA, em
19/10/2020.

C 2tdine et
Profa.Dra. CRISTIAN UMI KOGA ITO
Vice-Coordenad em ex icio

Av. Eng. Francisco José Longo, 777 = Jd. Séo Dimas
CEP 12201-970 - F. (12) 3947-9028 / 9076

Fax (12) 3947-9028 /carlos. guedes(@unesp.br/ cristiane. koga-ito@unesp.br
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