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Resumo

Atualmente, um dos maiores desafios da medicina regenerativa é o desenvolvimento de
biomateriais para a regeneragédo do tecido dsseo. Nesta tese, caracterizamos scaffolds tridimensionais
compostos por colageno |, agregado trioxido de mineral (MTA) e/ou nanotubos de carbono de
paredes multiplas (NTCPM) para uso na regeneracao do tecido 6sseo. O colageno prové um scaffold
fisiologicamente relevante, o que permite a adesdo e a ocorréncia de migracdo de osteoblastos. O
MTA tem uma composic¢do quimica similar a de componentes minerais do 0sso e é usado como um
cimento em aplicagfes endoddnticas, onde apresenta atividades osteoindutoras, sugerindo que, em
uma forma dispersa, pode prover sitios de nucleacdo 6ssea por todo o biocompdsito. NTCPMs foram
incluidos uma vez que foi observada sua capacidade de aumentar a estabilidade mecénica de géis de
colageno. Os objetivos desta tese foram determinar as concentragdes 6timas de colageno, MTA e
NTCPM necessérias para a viabilidade, migracdo e diferenciacdo de osteoblastos in vitro e testar os
biocompositos quanto ao seu potencial osteoindutor in vivo. Pré-osteoblastos (MC3T3-E1) foram
cultivados sobre ou dentro de scaffolds contendo diferentes concentracBes de colageno, MTA e
NTCPM e suas respostas celulares foram determinadas em diferentes periodos. A viabilidade celular
observada foi superior a 95% para todas as variacfes do biocomposito testadas in vitro. A migracao
celular no interior dos biocompdsitos também ocorreu eficientemente, exceto na presenca de
NTCPM. Algumas concentracdes de MTA ou NTCPM, ou ainda combinaces de ambos, causaram
um aumento na mineralizagdo dos biocompdsitos. Para os estudos in vivo um defeito de 1,6 mm foi
realizado no osso tibial de ratos e preenchido com o biocompésito. Apds sete dias, amostras foram
coletadas e analisadas atraves de microtomografia computadorizada e analise histomorfométrica. Os
resultados obtidos indicaram um aumento significativo na mineralizacdo e maturacdo expressiva de
osso trabecular neoformado na presenca do scaffold de colageno | puro, mas apenas pequenos
aumentos com a adicdo de MTA e/ou NTCPM em comparagdo aos controles. Assim, esses Nnovos
biocompdsitos a base de colageno I, MTA e NTCPM mostraram potencial como scaffolds

fisiologicamente relevantes para uso na regeneracdo do tecido 6sseo.
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Abstract

One of the main challenges of regenerative medicine is the development of biomaterials for
bone tissue regeneration. In this thesis, we characterize 3D biocomposite scaffolds composed of type
I collagen plus mineral trioxide aggregate (MTA) and/or multiwall carbon nanotubes (MWCNT) for
use in bone tissue regeneration. Collagen provides a physiologically relevant scaffold, which allows
osteoblast adhesion and migration to occur. MTA has a chemical composition similar to the mineral
components of bone and is used as a material in endodontical applications, where it displays
osteoinductive activities, suggesting that in a dispersed form it may provide bone nucleation sites
throughout the scaffold. MWCNT were included since they have been shown to increase the
mechanical stability of collagen gels. The objectives of this thesis were to determine the optimal
concentrations of collagen, MTA and MWCNT necessary for osteoblast viability, migration, and
differentiation in vitro and then test the biocomposites for osteoinductive potential in vivo. Pre-
osteoblasts (MC3T3-E1) were cultured on or in biocomposite scaffolds containing different
concentrations of collagen, MTA and MWCNT and then the cellular responses were determined at
various time points. Viability was > 95% for all variations of the biocomposite tested in vitro.
Migration into scaffolds also occurred efficiently, except in the presence of high concentrations of
MWCNT. Specific concentrations of either MTA or MWCNT, or combinations of MTA +
MWCNT, caused an increase in mineralization of scaffolds. For in vivo studies, a 1.6 mm diameter
defect was made in the tibial bone of rats and filled with biocomposite. After seven days, samples
were collected and analyzed using computerized micro-tomography and histological-morphometric
analysis. The results obtained thus far indicate a significant increase in mineralization and advanced
maturation of newly-formed trabecular bone in the presence of collagen scaffold alone, but only
slight increases when MTA and/or MWCNT are present as compared to controls. Thus, these novel
type I collagen / MTA / MWCNT biocomposites show potential as physiologically relevant scaffolds

for use in bone tissue regeneration.



1. Introducao

1.1 Mecanismos celulares na regeneracio e remodelamento 60sseo

A regeneracdo da perda 6ssea € um problema clinico importante em todo o mundo. De fato, o
0sso é o tecido mais implantado depois do sangue: quase sete milhdes de fraturas dsseas ocorrem
anualmente somente nos Estados Unidos e a previsdo é que esses numeros aumentem
dramaticamente com o envelhecimento da populacdo (Thein-Han and Xu 2011). No entanto, as
pequenas fraturas 6sseas podem ser curadas naturalmente sem intervencdo clinica, o que demonstra
uma plasticidade do tecido 6sseo na regeneracdo, trabalhando em constante remodelamento durante a
vida do organismo (Phan et al., 2004).

Fisiologicamente, 0 0sso é um tecido conjuntivo especializado com células imersas em uma
matriz calcificada, dinamico, altamente vascularizado, com capacidade de reparar-se sem cicatrizes
(Shapiro et al., 2014). A matriz 6ssea € composta por uma parte inorganica rica em cristais de
hidroxiapatita e uma parte organica composta por colageno |, além da presenca de células da
linhagem d&ssea, vasos sanguineos, nervos e fluido extracelular (Castillo and Leucht 2015). A
diversidade funcional ampla do tecido 6sseo é refletida por sua complexa arquitetura tecidual, sendo
0 tecido organizado em duas maneiras distintas: o 0sso trabecular (medular) e o osso compacto
(cortical). O osso trabecular apresenta inUmeros poros e € por isso denominado 0SSO espon;joso,
sendo essas cavidades porosas preenchidas por uma grande parte da medula 6ssea. Por outro lado, o
0SS0 compacto € continuo, apresenta poucos poros, abriga a maioria da populacdo de ostedcitos e é
responsavel por espalhar sinais mecanicos originados do ambiente externo. Tais sinais podem
desencadear vérios reflexos que regulam a atividade de osteoblastos e osteoclastos no
remodelamento 6sseo (Gemini-Piperni et al., 2014).

O remodelamento 6sseo € um processo mediado por agBes em conjunto de osteoblastos,
osteocitos, osteoclastos e células de revestimento 6sseo (Robling et al., 2006). A proliferacéo,
diferenciacéo e as atividades dessas células séo controlados por fatores locais e sisttmicos (Phan et
al., 2004). O inicio da fase do remodelamento Gsseo comeca com a reabsorcdo Ossea pelos
osteoclastos, seguida pela fase de formagdo Gssea pelos osteoblastos, com uma fase de transicdo
entre essas duas. O ciclo é entdo completado por agbes coordenadas de ostedcitos e células do
revestimento 6sseo (Sims and Gooi 2008).

Por acdo de fatores osteoclastogénicos como o ligante do receptor do ativador do fator
nuclear Kappa B (RANKL) e fator estimulador de colbnias de macrofagos (M-CSF), as células
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tronco hematopoiéticas sdo recrutadas para areas especificas da superficie do osso e diferenciam-se
em osteoclastos maduros, iniciando assim a reabsorcdo ¢ssea (Nakashima et al., 2011).
Adicionalmente, alguns fatores, como fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF), fatores
transformadores do crescimento (TGF-B), proteinas morfogenéticas oOsseas (BMP), fator de
crescimento de fibroblasto (FGF) e fator derivado do crescimento de plaquetas (PDGF) parecem
atuar de maneira acoplada, uma vez que sdo armazenados na matriz dssea e liberados durante a
reabsorcdo Ossea (Linkhart et al., 1996). Estudos recentes sugerem que outra categoria de moléculas
denominadas semaforinas estejam envolvidas na comunicacdo das células 6sseas durante a
remodelacdo 6ssea (Negishi-Koga et al., 2011; Negishi-Koga and Takayanagi 2012).

Sob a influéncia de varios fatores, os ostedcitos harmonizam a remodelacdo 0ssea,
produzindo fatores que influenciam as atividades dos osteoblastos e osteoclastos (Rochefort et al.,
2010). A apoptose de ostedcitos atua como uma sinalizacdo quimiotatica que recruta osteoclastos
para o local (Noble et al., 1997; Verborgt et al., 2000). Consequentemente, tem sido relatado que os
osteoclastos fagocitam ostedcitos apoptoticos, sugerindo que osteoclastos sdo capazes de fagocitar
celulas 6sseas que morrem no local da remodelacdo Ossea (Cerri et al., 2003; Plotkin 2014). Ha
também relatos de que ostedcitos vidveis sdo capazes de produzir fatores osteoclastogénicos (ex:
RANKL) nas proximidades de ostedcitos que estdo em apoptose, a fim de recrutar osteoclastos
(Nakashima et al., 2011).

Assim como no remodelamento, a regeneracdo 0ssea — problema central abordado nesta tese
— € coordenada por varios tipos celulares a fim de formar um novo 0sso. A regeneracdo 0ssea
envolve uma fase de modelagem inicial (fase anabdlica) que se caracteriza por um aumento em
volume tecidual, relacionado com o recrutamento e diferenciacao de células tronco em células 6sseas
e vasculares. Adjacente a linha da fratura, um calo cartilaginoso forma-se e, nas bordas dos novos
tecidos cartilaginosos, o periésteo incha-se e inicia-se a formacdo do osso primario (Phillips 2005;
Einhorn and Gerstenfeld 2015). Concomitante ao desenvolvimento do tecido cartilaginoso, células
que formardo vasos sanguineos sdo recrutadas e diferenciam-se ao redor do musculo (Kurdy et al.,
1996). O aumento no leito vascular cresce para dentro do calo, o que é refletido pelo fluxo sanguineo
aumentado dentro da area do tecido reparado. Conforme a diferenciagdo dos condrécitos progride, a
matriz extracelular da cartilagem é mineralizada e a fase de modelamento anabélica termina com
apoptose dos condrocitos (Lee et al., 1998; Einhorn and Gerstenfeld 2015).

Uma nova fase prolongada inicia-se (fase catabolica), caracterizada pela reducdo no volume
do calo 0sseo. Durante essa fase, atividades como a reabsorcao da cartilagem seguida de formacéo
0ssea secundaria sdo iniciadas. Posteriormente, quando a remodelagdo Gssea comega, a primeira

matriz mineralizada produzida durante a formac&o do osso primario é reabsorvida pelos osteoclastos
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e, em seguida, 0 0sso secundario também é reabsorvido. Como o calo dsseo continua a ser
reabsorvido, esse periodo é caracterizado por ciclos alternados de atividade de osteoclastos e
osteoblastos, em que os calos sdo remodelados para dar estruturacdo ao o0sso cortical. Durante esse
periodo, 0 espaco medular é reestabelecido e a medula 6ssea é regenerada. No periodo final dessa
fase prolongada, ocorre uma extensa remodelacdo vascular, o fluxo vascular que havia sido
aumentado regride e o fluxo vascular normal permanece (Melnyk et al., 2008). A visdo geral das

fases metabolicas e 0s eventos bioldgicos da regeneracao de fraturas estdo representados na Figura 1.
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Fonte: Einhorn and Gerstenfeld (2015)

Figura 1: Regeneracdo de fratura de fémur em rato. As principais fases metabdlicas (anabdlica e
catabolica) da regeneragdo dssea estdo denotadas nas barras em azul e os estagios bioldgicos (endocondral,
inflamatdrio e remodelamento) nas barras em marrom. Os principais tipos celulares estdo esquematizados em

cada etapa e a escala de tempo € equivalente a uma fratura de fémur de rato.



1.2 Engenharia tecidual e regeneracdo 0ssea

A regeneracdo de defeitos dsseos criticos representa um dos maiores desafios para 0 sucesso
em tratamentos da ortopedia e odontologia. Antes de existir a medicina regenerativa e 0S enxertos
0sseos, grandes fraturas levavam, na maioria dos casos, a amputacdes. A histdria da medicina
regenerativa relata que a primeira tentativa de enxerto 6sseo foi realizada por um médico cirurgido
em 1668 (Lane and Sandhu 1987). Desde entdo, a &rea evoluiu para uma ciéncia interdisciplinar que
tem desenvolvido diversos tratamentos para varios tipos de defeitos 6sseos (Gupta et al., 2013;
Einhorn and Gerstenfeld 2015).

Ao contrério de pequenas fraturas 0sseas, que podem ser curadas naturalmente, defeitos
6sseos criticos causados por acidentes com fraturas expostas ou ressec¢do tumoral requerem
procedimento cirargico e reposicdo tecidual (Spin-Neto et al., 2013). Nesses casos, uma alternativa
para o preenchimento dsseo é o enxerto, uma vez que esse método de tratamento consegue adicionar
altura, volume e comprimento para a estrutura do esqueleto a ser reparada. Existem diferentes tipos
de enxertos 6sseos utilizados na clinica, 0s quais sdo classificados como aloenxertos, xenoenxertos,
autoenxertos e aloplasticos ou sintéticos (Shibuya and Jupiter 2015).

Os aloenxertos sdo adquiridos de seres humanos, na maioria das vezes provenientes de um
banco de ossos e compreendem o enxerto entre individuos da mesma espécie. Eles podem ser
preparados por meio de processamentos distintos e, devido a isso, suas propriedades bioldgicas
podem variar amplamente. Em geral, o processo de esterilizagdo é vigoroso a fim de eliminar as
transmissbes de doencas. Entretanto, esse processo pode reduzir as propriedades osteogénicas e
comprometer a formacdo dssea (Shibuya and Jupiter 2015). Outras limitacGes importantes a serem
consideradas em relagcdo ao aloenxerto sdo a elevada rejeicdo tecidual e o alto custo financeiro
(Ehrler and Vaccaro 2000).

Os xenoenxertos podem ser adquiridos de uma variedade de espécies, incluindo bovinos,
porcinos e equinos, os quais sdo geralmente biocompativeis com a estrutura do 0sso humano
(Develioglu et al., 2009). Esses enxertos sdo osteocondutores, capazes de guiar a formagdo Ossea
passivamente por meio da propria matriz. Por outro lado, ndo séo osteoindutores, ou seja, ndo levam
as células mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos por meio de proteinas indutivas
(AlGhamdi et al., 2010). Uma das principais preocupa¢fes com 0s xenoenxertos € a potencial
transmissdo de doencas zoondticas, como a encefalopatia espongiforme ocasionada pela infecgéo por
prions em bovinos (Oryan et al., 2014).

Os autoenxertos sdo considerados o padrdo ouro na regeneracdo de pequenos e médios
defeitos 6sseos. Sdo obtidos a partir de areas especificas do esqueleto do préprio paciente, por
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exemplo: osso parietal, mandibula e crista iliaca, respeitando o tratamento escolhido e a extensédo da
lesdo (Gulan et al., 2012). O osso autdgeno tem uma forte caracteristica osteogénica e é também
considerado osteoindutor e osteocondutor, propriedades que potencializam a formacao dssea. Apesar
desses beneficios, 0 0sso autdgeno apresenta algumas desvantagens, tais como: necessidade de novo
procedimento cirargico sob sedacdo geral para se obter o enxerto, limitacdo da quantidade e
disponibilidade de osso, longo periodo de recuperacdo, susceptibilidade a infeccdo e progressiva
reabsorcdo 6ssea (Oryan et al., 2014). Tais inconvenientes tém levado pesquisadores a desenvolver
novos materiais para reposicao 6ssea, que associem vantagens obtidas no enxerto autélogo, mas sem
apresentar os efeitos indesejaveis.

Nesse cenario, uma grande variedade de biomateriais tém sido propostos, tais como
polimeros sintéticos e naturais, ceramicas, metais e 0s compositos (Garcia-Gareta et al., 2015). Um
biomaterial de qualidade deve permitir a adesdo, migracdo e diferenciacdo das células
osteoprogenitoras, eventos celulares essenciais que garantem a osseointegracdo (Bertazzo et al.,
2010; Zambuzzi et al., 2012). Outro fator interessante que merece atencdo é o tempo de absor¢do do
material, o qual deve seguir a neoformacéo do tecido 6sseo lesionado (de Oliveira et al., 2008). No
entanto, apesar do avanco técnico na fabricacdo dos substitutos dsseos, a aplicacdo clinica requer
bastante cautela, pois é preciso balancear as limitagdes que cada grupo de biomaterial apresenta na
regeneracdo Ossea (Garcia-Gareta et al., 2015). Em particular, a combinacdo de biomateriais na
forma de compdsitos pode explorar as qualidades e atenuar as limitacGes individuais de cada
material. A Tabela 1 sumariza os diferentes grupos de substitutos 6sseos naturais e sintéticos com

suas respectivas vantagens e desvantagens na aplicacéo.



Biomateriais

Exemplos

Vantagens

Desvantagens

Proteinas: colageno, fibrina,
gelatina

Polissacarideos: acido

Biodegradaveis

Baixa forca mecanica

Altas taxas de

Naturais o Biocompativeis 3
hialurdnico, sulfato de o degradacao
. . Bioativos L
condroitina, celulose, alginato e Variagdes de lote
quitosana
Polimeros Acido poliglicélico (PGA)
Acido poli-lactico (PLA) ] .
. ] ] o Baixa for¢a mecénica
Acido poli-caprolactona (PCL) Biodegradaveis B
o o o o ] o Alta concentragdo
Sintéticos Acido polilatico — poliglicolico Biocompativeis
- local de produtos de
(PLGA) Versatilidade .
o o o ) degradacéo 4cida
Acido poli-hidroxietilmetacrilato
(poli-HEMA)
Hidroxiapatita sintética (HA)
Silicato ] o Fragilidade
o L Biocompativeis .
Fosfato de calcio Fosfato tricélcico-p (B-TCP) ] o Baixa forca (fratura
] L ) Biodegradaveis .
Ceramicas Fosfato bicalcico desidratato o muito)
Bioatividade .
(DCPD) o Dificil prever as
Osteocondutividade B
Biovidros . . o taxas de degradacéo
) ) Silicato e borosilicato bioativo
Vitroceramicos
Baixa aderéncia ao
o ) Excelentes )
Titanio e suas ligas ] tecido
A propriedades 3
) Téntalo . Corrosdo
Metais L mecanicas (alta ) o
Aco inoxidavel . Risco de toxicidade
. ) forca e ductilidade) ] ] 3
Magnésio e suas ligas ] o devido a liberacéo de
Biocompatibilidade .
fons metalicos
Combinacéo das Combinacéo das
. Revestimentos de Fosfatos de vantagens dos desvantagens dos
Compositos

calcio sobre metais HA-quitosana

biocompositos

individuais

biocompositos

individuais

Baseado em: Garcia-Gareta et al., (2015)

Tabela 1: Biomateriais naturais e sintéticos usados para regeneracdo Ossea. Cada linha descreve

exemplos, vantagens e desvantagens da aplicacdo de um biomaterial.



1.3 Aplicagdes de biomateriais tridimensionais na regeneracgao 6ssea

A utilizacdo de biomateriais tem sido bastante explorada pela engenharia de tecidos,
especialmente associados a elementos como: moléculas de sinalizacdo (fatores de crescimento),
células (progenitoras, pluri e multipotentes) e compositos diversos (Romagnoli et al., 2013).

Muito da compreensdo da interacdo de células e biomateriais foi estabelecida em estudos
utilizando modelos de scaffolds bidimensionais (2D) (Wozniak et al., 2004; Stevens and George
2005). No corpo, no entanto, as células séo rodeadas por matriz extracelular (MEC) e interagem com
essa rede tridimensional estruturada, favorecendo eventos como a adesdo, migracdo e diferenciacéo
celular. Assim, o conhecimento sobre as interacdes célula-biomaterial em modelos 2D pode nédo ser
aplicavel para prever o comportamento celular no ambiente fisiologico tridimensional. De fato,
estudos recentes tém demonstrado que as interagcBes célula-matriz no corpo séo significativamente
diferentes daqueles estudos realizados em scaffolds 2D (Guillame-Gentil et al., 2010). Uma
caracteristica importante a respeito de biomateriais tridimensionais ¢ o fato de apresentarem
porosidade, a qual permite o crescimento das células no interior do scaffold, o transporte de
nutrientes, oxigénio e fatores de crescimento (Karageorgiou and Kaplan 2005; Seitz et al., 2005).
Mediante a importancia da arquitetura 3D para simular o ambiente in vivo, alguns hidrogéis, como
matrigel, polietilenoglicol, quitosana e o coldgeno tém sido muito utilizados para estudar as
interagBes e comportamentos celulares in vitro (Zaman et al., 2006; Benoit et al., 2008; Arakawa et
al., 2014).

Particularmente, o colageno compreende 25% do seu peso seco de proteina total in vivo.
Dentre os varios tipos de colagenos, o tipo | € o maior componente organico da matriz extracelular
do 0sso e, devido a facilidade de extragdo e adaptabilidade para maltiplas aplicacdes, é a forma mais
prevalente e popular para engenharia tecidual (Antoine et al., 2014).

Numerosos estudos tém demonstrado o papel de matrizes a base de coldgeno | na
diferenciacdo e mineralizacdo de osteoblastos (Casser-Bette et al., 1990; Kinoshita et al., 1999;
Salgado et al., 2015). Especificamente, o colageno | suporta a diferenciacdo de células
osteoprogenitoras, contém motivos de ligacdo (RGD, sequéncia de peptideos arginina — glicina —
acido aspartico) para outras moléculas da MEC, por exemplo, a fibronectina, e é facilmente
degradado por colagenases secretadas por células residentes (Di Lullo et al., 2002; Yu et al., 2013).
Para potencializar as propriedades osteogénicas do colageno I, véarias pesquisas tém associado a esse
polimero os cimentos a base de fosfato de célcio, tais como a hidroxiapatita, devido a similaridade

desse cimento com os minerais do 0sso (Akkouch et al., 2011; Yunoki et al., 2011).



Como ja mencionado, uma caracteristica importante de um biomaterial é o tempo de
absorcdo/degradacdo, o qual deve apresentar aceleracdo de degradacdo ajustada com a regeneracao.
Nesse sentido, Marcacci et al. (2007) avaliaram o padrdo de degradacdo de scaffold poroso de
hidroxiapatita puro associado com células tronco da medula 6ssea em pacientes com perda 0ssea
grave e historico de cirurgias sem sucesso. Apds 6-7 anos de implantacdo do scaffold, os resultados
apresentaram boa integracdo do implante ao tecido hospedeiro, mas o biomaterial ainda ndo havia
sido totalmente degradado (Marcacci et al., 2007). Em contraste, um composito a base de colageno |
associado a hidroxiapatita implantado em defeitos 6sseos criticos de calvéria de ratos apresentou
taxas de degradacdo em aproximadamente trés semanas (Villa et al., 2014).

Assim, as associacfes dos cimentos a base de fosfato de célcio (hidroxiapatita sintética) com
0 colageno | tém apresentado resultados bioldgicos promissores in vitro e in vivo, devido a boa
compatibilidade, osteocondutividade, reduzidas taxas de degradacdo e capacidade de regeneracédo
6ssea (Peng et al., 2009; Yunoki et al., 2011). Estudo recente liderado por Salgado et al. (2015)
associou nanoparticulas de hidroxiapatita (nanoHA) ao colageno | por meio da técnica de
congelamento denominada criogel. Em particular, as nanoHA foram distribuidas homogeneamente
na parede dos poros do scaffold de colageno | e células humanas da medula 6ssea foram cultivadas.
Os resultados bioldgicos demonstraram que, apds 21 dias de cultivo celular, o biocompdsito col | +
nanoHA apresentou superficie e macroporos completamente cobertos por uma densa camada celular,
enquanto o scaffold colageno | puro (controle) apresentou uma menor porcentagem de cobertura
celular. Adicionalmente, a proliferacdo celular aumentou entre 10 e 20% em biocompdsitos col | +
nanoHA, quando comparados ao controle. A expressdo de moléculas osteogénicas, tais como Runx-
2, osteocalcina, osteoprogesterina e fosfatase alcalina, também foi dosada e os resultados mostraram
aumento na expressdo de RNA mensageiro, 0 que sugere que a presen¢a de nanoHA aumenta a
diferenciacdo osteogénica de células tronco humanas da medula 6ssea (Salgado et al., 2015).

Xia et al. (2013) desenvolveram um scaffold lamelar a base de colageno | associado a cristais
de apatita, o qual mimetiza de forma muito real a estrutura do 0sso natural quanto as orientacfes das
fibras colagenas e distribuicdo dos cristais de apatita. Os resultados in vitro demonstraram a
compatibilidade e a capacidade osteocondutiva do biomaterial e os testes in vivo mostraram que o
biomaterial foi capaz de reparar o defeito de calvaria de ratos em quatro semanas. Ainda, o teor da
apatita aumentado no biomaterial potencializou a formagdo Ossea quando comparado aos
biomateriais com baixos teores dos cristais (Xia et al., 2013).

Atualmente, outra classe de material bastante explorada no ramo da odontologia é o
Agregado Tridxido de Mineral (MTA). Embora o MTA seja utilizado principalmente para terapia

endodéntica, também tém sido relatadas propriedades osteoindutoras e osteocondutoras (Maeda et
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al., 2010; Silva et al., 2014). Uma hipotese desta tese é que particulas de MTA distribuidas em
scaffolds de colageno possam atuar como sitios de nucleacdo para formacdo de um novo 0sso de
maneira similar como visto pela hidroxiapatita. Entretanto, como ja mencionado, o colageno |
apresenta baixa resisténcia mecénica. Assim, outra hipotese desta tese € que o biocomposito a base
de colageno | e MTA possa ser melhorado pela adicdo de nanoestruturas que apresentem boas
caracteristicas mecanicas. Nesta tese, investigamos a viabilidade de utilizar nanotubos de carbono
(NTC) para esse fim. No restante desta secdo, descrevemos em detalhes a literatura relevante
relacionada ao MTA e NTC.

1.3.1 Agregado trioxido de mineral

O agregado triéxido de mineral (MTA) (do inglés mineral trioxide aggregate) € um material
que foi desenvolvido para aplicacfes endoddnticas, uma especialidade da odontologia no inicio dos
anos 90 (Lee et al.,, 1993) e aprovado para uso na endodontia pelo FDA (Food and Drug
Administration) nos Estados Unidos em 1998. O desenvolvimento do MTA foi um marco para a
odontologia, tendo sido utilizado em diferentes aplicacdes na endodontia (Naik et al., 2014).

O MTA ¢ uma mistura refinada do cimento Portland e 6xido bismuto. Ele contém silicato de
dicélcio, silicato de tricélcio, aluminato tricalcio e aluminoferrite de tetracalcio. Além desses
componentes, foi observado que o MTA contém pequenas quantidades de outros minerais, tais
como: dioxido de silicio, dioxido de calcio, 6xido de magnésio, sulfato de potassio e sédio, 0s quais
modificam suas propriedades fisicas (Torabinejad et al., 1995; Sarkar et al., 2005). Um caracteristica
importante desse cimento é o fato de apresentar propriedade antimicrobiana devido ao elevado pH de
12.5, semelhante ao hidréxido de célcio (Torabinejad et al., 1995).

As aplicagdes clinicas do MTA na endodontia sdo bastante diversificadas, como selamento de
retro-obturacdo, apicificacdo, capeamento pulpar, pulpotomia para dentes priméarios, formacao de
barreira apical para dentes com polpas necroticas e outros procedimentos. A amplitude na terapia
endodobntica se deve principalmente pela capacidade do MTA de induzir a formacdo de tecido
mineralizado (Parirokh and Torabinejad 2010). Outras aplicacbes do MTA também merecem
destaque. A regeneracdo do periodonto é um grande desafio para 0 campo da periodontia, pois a
cementogénese € um evento critico para a regeneragdo de tecidos periodontais. No entanto, 0 MTA
exibiu resultados positivos em procedimentos periodontais, permitindo a restauracdo e crescimento
do cemento, facilitando a regeneracdo de tecidos periodontais (Torabinejad et al., 1995; Torabinejad
etal., 1997; Wang et al., 2014).



Os efeitos sobre a sobrevivéncia, mineralizacdo e expressdo de genes relacionados com a
mineralizacdo de cementoblastos foram investigados por Hakki et al (2009). Os resultados desse
estudo mostraram que 0 MTA n&o apresentou efeito negativo sobre a viabilidade e morfologia de
cementoblastos, além de ocasionar o aumento do RNA mensageiro da sialoproteina dssea (BSP, do
inglés bone sialoprotein) e colageno do tipo I (Hakki et al., 2009). Pesquisas com células humanas
investigaram a resposta biologica em osteoblastos humanos cultivados com o MTA. Os resultados
mostraram aumento da producgdo de osteocalcina e niveis elevados de fosfatase alcalina (Koh et al.,
1997). Estudos recentes demonstraram que o MTA promove a diferenciagdo odonto/osteogénica de
células tronco da polpa dental via ativacao do fator nuclear Kappa B (NF-kB), indicando que o MTA
pode reparar polpas com pulpites em estagios iniciais (Wang et al., 2014).

Como relatado, o MTA apresenta inimeras qualidades como material bioativo e € capaz de
criar um ambiente ideal para a cicatrizagdo, podendo induzir a formacéo do tecido ésseo (Baek et al.,
2005; Parirokh and Torabinejad 2010). Ao entrar em contato com os tecidos humanos, 0 MTA
parece atuar da seguinte maneira: lanca ions de célcio e facilita a adesdo e proliferacdo celular; cria
ambiente microbiano devido ao seu pH alcalino; modula a producdo de citocina pro-inflamatoria,
como IL-6; induz a diferenciacdo e migracdo de células osteogénicas; proporciona o selamento
bioldgico devido as formas de hidroxiapatita presentes em sua superficie (Parirokh and Torabinejad
2010; Corral Nunez et al., 2014). Além dessas vantagens, o0 MTA €é ndo mutagénico, nado
neurotoxico, e ndo produz quaisquer efeitos adversos sobre a microcirculagdo no tecido conjuntivo
(Torabinejad and Parirokh 2010). No entanto, algumas limitacBes importantes quanto as
propriedades do MTA na aplicacdo clinica tém sido discutidas, como dificil manuseio,
endurecimento na presenca de umidade e perda da sua coesividade. Pesquisas recentes tém misturado
esse cimento a agentes estabilizadores, como quitosana ou gelatina, os quais tém sido usados como
pastas para enxerto 0sseo injetavel. Esses estudos sugerem que a incorporagdo de MTA a scaffolds
biomiméticos tridimensionais pode produzir um biocompésito que € osteocondutor e osteoindutor,

promovendo assim uma regeneragdo 6ssea mais rapida (Ding et al., 2010).

1.3.2 Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (NTCs) estdo entre os mais duros e fortes materiais conhecidos na
area de engenharia de materiais. Os estudos com esse material iniciaram-se em 1991, liderados por
Sumio lijima, que denominou a sua preparacéo de tamanho nanomeétrico como “agulhas” de carbono,
agora conhecidas como nanotubos. As aplica¢fes utilizando nanotubos sdo ilimitadas, visto que
podem ser empregados desde a aplicagdo em circuitos microeletrénicos e &reas da microscopia, até
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em sistemas biologicos (lijima 1991). O método mais comum de sintese dos NTCs é por deposicéo
de vapor quimico. Esse processo envolve a reacdo de um catalizador de metal com um
hidrocarboneto ndo processado a altas temperaturas (> 700°C). Dependendo das condic¢des de reacéo,
pode-se criar uma variedade de comprimentos (nanémetros a milimetros) e larguras (1 a 100 nm) de
NTCs (Martins-Junior et al., 2013).

Os NTCs sdo caracterizados pela configuracdo de uma ou mais folhas de grafeno enroladas,
sendo aqueles que possuem uma Unica folha enrolada classificados como nanotubos de parede
simples, NTCPSs ou SWNTs (do inglés single-walled carbon nanotubes). Os NTCPSs possuem
tipicamente diametros de 1,0 nm a 1,5 nm, com comprimentos de centenas e até dezenas de vezes
maiores que seu diametro (Ajayan 1999). Os NTCs que possuem mais folhas de grafeno sédo
classificados como nanotubos de paredes maltiplas, NTCPMs ou MWCNTSs (do inglés multi-walled
carbon nanotube). Devido a sua estrutura de mdaltiplas folhas, os NTCPMs possuem largos
didmetros, podendo ser superiores a 100 nm, sendo a distancia entre as folhas de aproximadamente
0,34 nm (Tran et al., 2009). A densidade dos NTCs € similar ao grafite e mais baixa que a de
materiais metalicos utilizados na engenharia de tecidos, como ago e titanio (Zanello et al., 2006). O
NTCPM e o NTCPS tém propriedades semelhantes. No entanto, devido a sua natureza de multiplas
paredes, as paredes externas dos NTCPMs podem proteger as paredes internas de interacdes
quimicas com substancias externas, além de apresentar propriedades de alta resisténcia e alta pureza,
caracteristicas ndo observadas totalmente ou parcialmente nos NTCPSs (Eatemadi et al., 2014).
Assim, nesta tese, optamos por associar os NTCPMs ao biomaterial proposto. A Figura 2 mostra 0s
NTCs do tipo NTCPS e NTCPM.

NTCPS NTCPM

>100nm

Fonte: Martins-Junior et al., (2013)

Figura 2: Representagdo esquematica de NTCs. NTCPS, didmetro de 1,0 a 1,5 nm; (B) NTCPM, didmetro
>100 nm.
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MedicOes experimentais e tedricas mostraram que 0s NTCs exibem o maior médulo de
Young (mddulo de elasticidade) e resisténcia a tragdo entre os materiais conhecidos. Seu alto grau de
flexibilidade est& relacionado a forca de atracdo entre os &tomos de carbono e a liga¢do quimica
covalente (Tonelli et al., 2012). Essa anélise experimental e tedrica dos NTCs permite inferir que
essas nanoestruturas podem sustentar 15 % do esforco de tensdo de um 0sso, e sua implantacéo
dentro da fratura pode melhorar as propriedades mecanicas do osso (Zanello et al., 2006).
Especialmente, a auséncia de ligacBes oscilantes confere aos NTCs a inércia quimica para aplicagdes
em sistemas bioldgicos. Essa inércia é devida a baixa dispersdo dos NTCs em &gua ou solventes
organicos, o que pode dificultar a interacdo com outros materiais, tais como polimeros. No entanto,
avancgos nas pesquisas de funcionalizacdo dos NTCs, isto €, a associagdo com moléculas quimicas
diferentes, tém contornado essas limitagbes (Bhattacharyya et al., 2008).

A fase reforcada dos NTCs pode aumentar ndo s6 as propriedades mecanicas, mas também a
condutividade elétrica e termal de biocompdsitos. A associacdo de NTCs a componentes ceramicos
como a hidroxiapatita também tem apresentado resultados relevantes para a engenharia tecidual. As
andlises da maioria dos estudos publicados sugerem que a utilizacdo de NTCs melhora a
biocompatibilidade, propriedades mecénicas do biomaterial, diferenciacdo/proliferagdo celular e a
deposicdo de tecido 6sseo (Martins-Junior et al., 2013). Neste contexto, Yadav et al. (2010)
demonstraram que a associacao de cristais de hidroxiapatita com NTCPMs apresentou melhoria nas
propriedades mecénicas do compdsito, alem de extensa nucleacédo de hidroxiapatita sobre os NTCs e
ordenado entrelagado mecanico entre os constituintes. Adicionalmente, os resultados toxicologicos
dos testes in vivo demonstraram baixa toxicidade em baixas concentragfes de NTCs e nenhuma
rejeicdo imunoldgica aparente (Yadav et al., 2010).

Adicionalmente, materiais biodegradaveis tiveram suas propriedades fisico-quimicas
melhoradas apds a associacdo com NTCs (Gupta et al., 2013). Um estudo pioneiro sobre um
composito a base de colageno | associado a NTCPSs foi realizado por MacDonald et al. (2005).
Imagens de microscopia eletrdnica de varredura demonstraram que as moléculas de NTCPS se
intercalam e se misturam entre as fibrilas de colageno, observando uma forte interacdo entre essas
duas classes de moléculas. Além disso, esse estudo mostrou que a combinacdo de NTCPS com o
colageno | ndo afetou a compactagdo do gel, assim como a viabilidade ou a proliferacdo celular
(MacDonald et al., 2005). Assim, o0 interesse na criagdo de scaffolds a partir da combinagdo de NTCs
com biopolimeros que apresentem potencial na regeneragdo 0ssea tem crescido nos ultimos anos. S&
et al. (2013) avaliaram a associacdo de NTCPS com hialuronato de sédio em alvéolos dentarios de
ratos diabéticos apos exodontia. Esse modelo animal é importante por retratar uma doenca
metabdlica que causa reducdo na formacdo 6ssea. Os resultados demonstraram que, apds quatorze

12



dias, o tratamento com o biocompdsito foi capaz de aumentar a formacao de 0sso trabecular e reduzir
o0 nuamero de nucleos celulares, alcancando valores similares aos ratos nao diabeticos (Sa et al.,
2013).

A influéncia da formacao Ossea ectdpica foi avaliada em um composito a base de colageno |
associado a NTCPM e proteina dssea morfogenética recombinante humana (rhBMP-2) aplicado em
musculatura dorsal de ratos. Os resultados demonstraram que, ap6s duas semanas, 0 contetido de
0sso neoformado foi significativamente maior no scaffold Col I + NTCPM + rhBMP-2 quando
comparado ao scaffold controle, que ndo continha NTCPM. Anélises histoldgicas no grupo com
NTCPM mostraram que a ossificacdo endocondral progrediu de forma semelhante aquela do grupo
de controle (Usui et al., 2008). A apresentacdo dessas observacdes viabiliza a criacdo de compaositos
a base de coldgeno-NTC para a utilizagdo como suportes na engenharia tecidual, assim como em
outras aplicagdes biomédicas.

Dadas as propriedades de resisténcia estruturais e mecanicas oferecidas pelo colageno tipo | e
NTCPM, pode-se prever que a associacdo desses materiais com MTA pode resultar em um
biocomposito que possui qualidades miméticas para a formacao 6ssea e ser de grande utilidade na
engenharia do tecido 6sseo.
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2. Justificativa

A partir da abordagem literaria, temos o conceito de que a formacdo de um novo
biocomposito a base de gel de colageno I, MTA e NTC poderia gerar um novo produto para diversas
aplicagdes clinico-médico-odontoldgicas. O biocomposito em questdo teria como particularidade o
fato de apresentar um teor de componente (MTA) que induz a deposicdo de material inorgénico (a
apatita) e um teor de componente organico (gel de colageno 1) similares aos encontrados no 0sso
humano, no qual o componente organico corresponde a diversas proteinas, majoritariamente o
colageno I. Os nanotubos de carbono seriam adicionados com a finalidade de melhorar a estruturacéo
do gel e a resisténcia mecanica do biocompdsito. Além de apresentar boas propriedades biolégicas, o
biocomposito seria de facil manipulagéo e insercdo, uma vez que, ao ser preparado na forma de um
gel, poderia ser manipulado e fracionado em um eventual implante ou para a realizacdo de
preenchimento de defeito 6sseo.

O gel, enquanto intumescido em solucdo de fluido corpdreo associado ao MTA e NTCPM,
seria capaz de atuar como matriz temporéria para auxiliar na proliferacdo celular e na deposicéo da
matriz Gssea e posteriormente para a troca progressiva do biomaterial por uma estrutura regenerada e
reconstituida.

Poucos grupos da comunidade cientifica mundial estdo pesquisando a biocompatibilidade dos
NTCs, especialmente no formato de biocompésito. Assim, acreditamos que dispomos de um material
com enorme potencial para o desenvolvimento de pesquisas diversas. Acreditamos que a partir deste

estudo, novas metodologias e estudos mais especificos poderao ser desenvolvidos.
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3. Objetivos

O objetivo principal deste estudo € gerar um biocompdsito a base de colageno I, MTA e
NTCPMs. Por meio de estudos in vitro e in vivo do biocompdsito, poderemos analisar uma possivel
aplicacdo clinica desse scaffold. Para atingir esse objetivo primério, tragcamos os seguintes objetivos
especificos:

1. Analisar o padrdo de distribuicdo do MTA e NTCPMs entre as fibrilas de colageno nas
diferentes combinagcbes dos biocompdsitos, assim como a interacdo de osteoblastos em
cultivo.

2. Analisar as ultraestruturas celulares de osteoblastos em cultivo com os biocompdsitos.

3. Avaliar a biocompatibilidade do biocompoésito por meio de estudos in vitro utilizando
osteoblastos imortalizados, MC3T3-E1. Essa avaliagcdo inclui ensaios de citotoxicidade,
migracdo celular e mineralizagdo de osteoblastos cultivados sob diferentes combinagGes do
biocomposito.

4. Avaliar, por meio de estudos in vivo, a biocompatibilidade do biocompdsito em tibias de ratos

submetidas a defeito 6sseo seguido por tratamento com o biocompasito.
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4. Metodologia

4.1 Estudos in vitro

4.1.1 Células

Neste estudo, foram utilizadas células da linhagem MC3T3-E1 subclone 14, pré-osteoblastos
imortalizados da calvéria de camundongos neonatos. Essas células foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Paulo Tambasco da USP - Ribeirdo Preto, comercializadas pela empresa ATCC (Manassas,
Virginia; www.atcc.org). A linhagem MC3T3-E1 é amplamente utilizada em estudos in vitro de
diferenciacdo celular em osteoblastos, uma vez que essas células apresentam comportamento similar
a osteoblastos primarios de calvaria. Sua morfologia é similar a de fibroblastos e sdo capazes de
produzir matriz extracelular mineralizada quando cultivados em meio suplementado com &cido
ascorbico. Para realizacdo do cultivo, essas células foram retiradas do estoque de nitrogénio liquido
e, entdo, descongeladas em banho de agua a 37°C. A suspensdo celular foi transferida para uma
garrafa estéril de cultura de células (Jet Biofil, 75 cm?) contendo meio a-MEM (Alpha Minimum
Essential Medium) (Gibco™) suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) (Gibco™) e
antibidticos estreptomicina (100 pg/ml) / penicilina (500 U/mL) (Invitrogen™) e incubada em estufa
a 37°C, em atmosfera de 5% CO,. Apo0s 4 horas, 0 meio foi removido e renovado com meio fresco
com a finalidade de desprezar células ndo viaveis e que ndo aderiram a superficie do frasco. Ao
atingirem 80-90% de confluéncia, nos dias subsequentes, para a manutencdo das células, foi
realizada a passagem para outro frasco estéril (Jet Biofil, 75 cm?). Para realizar as passagens, 0 meio
de cultura foi desprezado do frasco e a monocamada celular foi lavada com 5 mL de PBS 1x
(Phosphate Buffered Saline) (Gibco™). Em seguida, foram adicionados 1 a 2 mL de solugdo de
Tripsina (0,25%) Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA) (Gibco™) por frasco, com a solugdo
resultante incubada a 37°C por 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspensas em meio
completo fresco e transferidas para novos frascos na razéo desejada (1:5, por exemplo). Utilizamos
as células até a passagem 20, visto que osteoblastos em continuas passagens apresentam diminuicao
na formacdo de matriz mineralizada (Yan et al., 2013). Para o congelamento, as células apresentando
90-100% de confluéncia foram lavadas em PBS 1x e tripsinizadas, sendo posteriormente suspensas
em meio de congelamento contendo 90% FBS em o-MEM e 10% de dimetilsulféxido (DMSO)

(Sigma — Aldrich ®). Um total de 1,5 ml da suspensé@o foram colocados em tubos de congelamento
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(Corning ®), transferidos para freezer a -70°C por 48 horas e, posteriormente, estocados em botijdo

de nitrogénio liquido a -196°C.

4.1.2 Preparacao do gel de colageno tipo I

A obtencdo do col&geno tipo | foi realizada a partir de caudas de ratos. As caudas foram
lavadas trés vezes em agua e trés vezes em alcool 70% e estocadas em freezer a -70°C, conforme
descrito por (Kitten et al., 1996). Em resumo, os tenddes foram separados das caudas, lavados trés
vezes em agua e, entdo, submersos e gentilmente misturados em &cido acético na concentracdo 0.5
mol/L por 48 hours a 4°C. Essa solucdo de colageno solubilizada foi filtrada em um filtro de gaze
(composto por varias camadas de gaze) para remogdo de restos de tecidos e vasos sanguineos, sendo
posteriormente centrifugada na rotacdo de 14.000 g por 1 hora. O sobrenadante foi coletado e
dialisado por trés vezes em acido acético (0,02 mol/L) a 4°C por um periodo de 3 dias. A
concentracdo da solucdo de colageno estoque utilizada neste estudo foi de 5,4 mg/mL e contém >
99% de colageno tipo I, sendo acondicionada em geladeira a 4 — 7°C ao final da preparacéo.

4.1.3 Sintese dos nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono de paredes mdltiplas (NTCPM) foram sintetizados através de
deposicdo quimica utilizando ferro e cobalto suportado em 6xido de magnésio como catalizadores e
o etileno como precursor de carbono a uma temperatura de 750°C (Trigueiro et al., 2007). Foram
utilizados neste estudo NTCPMs gentilmente cedidos pelo Prof. Luis Orlando Ladeira — UFMG. Os
NTCPMs foram purificados e submetidos a tratamento em &cido nitrico (3 mol/L) em micro-ondas
por 15 minutos. Nessa etapa, denominada carboxilagdo, ocorrem ligagdes covalentes de grupos
carboxilicos (COOH) aos NTCPMs, resultando em uma melhora da solubilidade dos nanotubos em
meios aquosos. Em seguida, os NTCPMs foram centrifugados a 7.000 rpm e lavados em &gua
deionizada para completa remocéo de acido nitrico. Ao final, a solucdo de NTCPM foi mantida em
estufa aquecida a 60°C por um periodo de 12 horas para secagem (Silva et al., 2010).

Para realizar os ensaios biolégicos com cultura celular, os NTCPMs foram submetidos a
esterilizacdo por raios gama no Laboratorio de Radiacdo Gama - CDTN/UFMG. A dose de radiacdo
utilizada foi de 2.5 KGy, uma vez que estudos anteriores demonstraram que essa dose de radiacéo é
capaz de esterilizar os NTCPM e ndo compromete suas atividades bioldgicas (Almeida 2013).

Foi preparada uma solucdo estoque de NTCPMs a uma concentracdo de 1,0 mg/mL,
adicionando os NTCPMs sob forma de p6 a agua de injecdo estéril. Em seguida, a solugdo foi
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homogeneizada em vortex e levada a um ultra-som por um periodo aproximado de 10 minutos, de
modo a garantir a solubilidade total dos NTCPMs, sem a presenca de grumos. A partir da solucéo
estoque, foram preparados os biocompositos, conforme descricdo na Secdo 4.5 deste capitulo. Foi
utilizado o mesmo lote de NTCPMs em todas as preparagdes de biocompositos.

4.1.4 Agregado Trioxido de Mineral

O Agregado Trioxido de Mineral (MTA) utilizado neste estudo é fabricado pela empresa
Angelus de Londrina, PR, Brasil. O MTA tem coloragdo branca e é comercializado em embalagem
individualizada contendo 0,14 g do cimento odontoldgico. A composicao quimica do MTA listada na
bula é: SiO,, K0, Al,03, Na,0O, Fe,03, SOs; CaO, Bi,03, MgO, residuos insollveis de silica
cristalina, 6xido de calcio, sulfatos de potassio e sodio.

O preparo do MTA ocorreu inicialmente por diluicdo do p6 de MTA em &gua de injecdo
esterilizada a uma concentracdo final de 10 mg/mL e, apds a mistura, a solugdo foi homogeneizada
em vortex. A partir dessa solucdo estoque, foi preparada uma solucdo de uso, que recebeu ajuste de
pH para 8,0, utilizando HCI 37%. E importante ajustar o pH da solucdo de uso para uma taxa
aproximada do neutro a fim de permitir uma melhor dispersdao dos componentes do MTA no gel de
colageno.

4.1.5 Preparo do biocompésito

A partir da solucdo estoque de colageno I (5,4 mg/mL), foram preparados os biocompdsitos
associados a0 MTA e/ou NTCPMs. Para preparar o biocompositos, foram realizadas misturas com as
seguintes substancias: meio de cultura a-MEM (ndo suplementado) 10x concentrado (10% do
volume total), agua milli-Q estéril (até completar o volume desejado), hidroxido de s6dio (NaOH)
(4% do volume da solugéo de coladgeno 1), MTA e/ou NTCPMs (nas propor¢oes definidas para este
estudo). A mistura do MTA e NTCPMs ocorreu sempre antecipada ao colageno, pois assim era
garantida uma dispersdo homogénea tanto dos minerais do MTA quanto dos NTCPMs na solucao
inicial. A mistura foi homogeneizada em vértex e novamente acondicionada rapidamente em gelo
para adi¢do de colageno ao final.

O meio de cultura 10x concentrado eleva o teor de sal na solucgéo e, entdo, necessita-se ajustar
0 pH para neutro, utilizando a solucdo de NaOH. Nessa faixa de pH, as moléculas de colageno se
reassociam em fibrilas alongadas com forma estavel, estabelecendo ao final do preparo um gel de
colageno tridimensional. Em todas as etapas, as solugdes e os tubos plasticos foram mantidos em
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gelo até o fim do preparo, uma vez que a elevacdo da temperatura contribui para a gelificacdo dos
biocompositos a base de colageno I.

Assim que a mistura foi finalizada, prosseguimos com a homogeneizagdo em vortex sob
baixa rotagdo, a fim de evitar bolhas, e seguimos com o plagueamento da solugéo, que foi mantida, a
partir desse momento, a temperatura ambiente. Ap6s a gelificacdo dos biocompositos, prosseguimos
com a lavagem (1x — 10 min) com meio a-MEM nédo suplementado, ou seja, sem soro e sem
antibiotico. O objetivo da lavagem é equilibrar o pH do gel e retirar o excesso de sal que pode
comprometer as atividades celulares. E importante ressaltar que as concentraces de MTA e
NTCPMs foram calculadas a partir do valor da massa de colageno | presente na amostra e sdo

expressos em porcentagem. A Figura 3 apresenta o esquema do arranjo do biocomposito.
Fibras de colaaeno NTCPM MTA Scaffold

&

Figura 3: Esquema do arranjo do biocomposito. Fibrilas de colageno sdo associadas ao NTCPM e ao

MTA, originando um novo biocompdsito.
4.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os biocompositos foram preparados e distribuidos em placas de 35mm de diametro (Jet
Biofil). Apds ocorrer a gelificagdo, as amostras foram lavadas uma vez com meio a-MEM néo
suplementado por um periodo de 10 minutos. Em seguida foram plaqueadas 2,8 x 10* células na
superficie dos biocompdsitos e mantidas com meio a-MEM suplementado em incubadora de CO, por
um periodo de 7 dias. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Os biocompdsitos para MEV

foram preparados conforme combinagdes apresentadas na Tabela 2
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Grupos Colageno I (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
| 15/1,75/2,0/25
> I 1,75 1,6/3,2/6,4/12,8
U§J i 1,75 - 06/12/241/6,0
v 1,75 3,2 1,2
\Y/ 1,75 6,4 6,0

Tabela 2: Delineamento dos cinco grupos experimentais avaliados por MEV. Cada linha da tabela acima
apresenta uma configuracdo do biocompdsito e para cada associagdo sao listados valores de concentragéo e/ou
% testados. A concentragdo de colageno | selecionada experimentalmente aparece sublinhada e foi fixada nas

demais combinacdes do biocompdsito.

Apos a finalizacdo do ensaio, as placas contendo as amostras foram processadas como
descrito abaixo:

Lavagem: Meio a-MEM néo suplementado aquecido a 37°C - 2 x de 5 minutos cada.

Fixacdo priméria: Karnovsky (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 5%) preparado em tampé&o
cacodilato 0,1 M por 1 hora.

Lavagem: Tampdo cacodilato 0,1M (cacodilato de sodio) - 3 x de 10 minutos cada.

Fixacdo secundaria: Tetroxido de ésmio 1% preparado em tampao cacodilato 0,1 M por 1 hora.
Lavagem: Agua destilada por 3 x de 10 minutos cada.

Fixacao secundaria: Tetroxido de 6smio 1% preparado em agua destilada por 1 hora.

Lavagem: Agua destilada - 3 x de 10 minutos cada.

Desidratacdo: As amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool como descrito abaixo.
- Alcool 30% - 1 x de 10 minutos

- Alcool 50% e 70% - 2x de 10 minutos para cada alcool

- Alcool 80% e 95% - 2x de 10 minutos para cada alcool

- Alcool 100% - 3 x de 10 minutos

Recortes: As amostras foram recortadas com auxilio de navalha e pinca em retdngulos de
aproximadamente 10 mm x 5 mm.

Secagem em ponto critico de CO,: Os cortes das amostras passaram por secagem em camara de
ponto critico (Balzers modelo CPD-020), do CAPI - ICB/UFMG.

Metalizagdo: As amostras foram metalizadas no metalizador Edwards Scancoat Six do Laboratdrio

de Microanalise do Departamento de Fisica do ICEX/UFMG. A metalizacdo de ouro ocorreu em
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corrente de aproximadamente 50 mA, a uma distancia do material ao target proxima de 30 mm
durante um periodo de 60 segundos. Assim, a espessura de ouro depositada sobre as amostras foi de

aproximadamente 18,75 nm.

Posteriormente a metalizacdo, as amostras foram analisadas no microscopio eletronico de
varredura Zeiss - DSM 950 no CAPI — ICB/ UFMG.

4.1.7 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
Os biocompdsitos preparados para a MET continham células distribuidas aleatoriamente nas

trés dimensdes da amostra. Para isso, as células foram misturadas ao biocompdsito ainda no estado

liquido. O delineamento dos grupos experimentais esta listado na Tabela 3.

Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
= I 1,75
L
> I 1,75 6,4
i 1,75 6,0

Tabela 3: Delineamento dos trés grupos experimentais avaliados por MET. Cada linha da tabela acima
apresenta uma configuragdo do biocomposito e para cada associacdo sdo listados valores de concentragdo

e/ou % testados.

Inicialmente, foram preparadas pré-solucbes do biocompésito (conforme grupos estipulados
na Tabela 3) até a adicdo de MTA ou NTCPMs, ou seja, essas solugfes continham meio de cultura a-
MEM 10x concentrado (10% do volume total), agua milli-Q estéril, NaOH (4% do volume da
solucdo de colageno 1) e MTA (6,4 %) ou NTCPMs (6,0 %). As pré-solucbes dos biocompositos
foram homogeneizadas em vortex e armazenadas em gelo durante todo o preparo e, posteriomente,
mantidas no gelo em repouso. Em seguida, uma densidade de 1 x 10° células MC3T3-E1 por placa
foi centrifugada a uma rotacdo de 2,000 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugagdo, foi descartado o
meio sobrenadante do tubo e o pellet contendo os osteoblastos foi suspenso nas pré-solucdes,
tomando o cuidado de homogeneizar sem formar bolhas. Posteriormente, foi adicionado o colageno |
e homogeneizado em vortex sob baixa rotacdo. Em seguida, os biocompdsitos contendo as células
foram plaqueados em placas de 35 mm de diametro (Jet Biofil) e deixados em repouso até ocorrer a

gelificacdo, que em média ocorreu em 10 minutos. Posteriormente, as amostras gelificadas foram
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lavadas com meio a-MEM nao suplementado por 10 minutos e, sem seguida, foi adicionado meio a-
MEM suplementado. As amostras foram mantidas em incubadora de CO, por 14 dias, sendo que 0
meio foi trocado a cada 2 dias. Finalizado o periodo do ensaio, as placas contendo as amostras foram

processadas como descrito abaixo:

Lavagem: Meio a-MEM néo suplementado aquecido a 37°C - 2 x de 5 minutos cada.

Fixacdo primaria: Karnovsky preparado em tampdo cacodilato 0,1M — 1h30min, sendo que foi
realizada uma troca do fixador ao final de 45 min.

Lavagem: Agua destilada por 3 x de 10 minutos cada.

Fixacdo secundaria: Tetréxido de 6smio reduzido por ferrocianeto de potéssio a 3% por 2h, com as
amostras protegidas da luz.

Lavagem: Solucdo fisiologica de NaCl 0,9% com 17,8% de sacarose - 5 x de 10 minutos cada.
Adicionado acetato de uranila 2% em solucdo aquosa de sacarose 13,3% overnight.

Desidratacdo: As amostras foram desidratadas com alcool e 6xido de propileno como descrito
abaixo:

- Alcool 35% - 2 x de 10 minutos

- Alcool 50% - 2x de 10 minutos

- Alcool 70% - 2x de 10 minutos

- Alcool 85% - 2 x de 10 minutos

- Alcool 95% - 2 x de 10 minutos

- Alcool 100% - 3 x de 10 minutos

- Oxido de propileno — 2 x de 20 minutos

Recortes: Os biocompdsitos foram recortados com auxilio de navalha e pinca em quadrados de
aproximadamente 4 mm.

Infiltracdo: As amostras foram infiltradas em 6xido de propileno e resina Epon, nas propor¢oes
descritas abaixo:

- 2 volumes de 6xido de propileno : 1 volume de Epon — 1h30 minutos

- 1 volume de dxido de propileno : 1 volume de Epon — 1h30 minutos

- 1 volume de 6xido de propileno : 2 volumes de Epon — overnight
Posteriormente, as amostras foram distribuidas em moldes, acrescidas da resina Epon pura e,

em seguida, mantidas em estufa aquecida a 45°C por 1h. Apos esse tempo, as amostras foram

levadas para estufa a 60°C por 48h.
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Cortes semi-finos: Realizamos um corte em forma de piramide em todas as amostras para obtengédo
dos cortes semi-finos de espessura entre 0,5 a 1 de espessura, até delimitar a area desejada para o
estudo. Os cortes nessa etapa tinham coloragéo violeta.
Cortes ultra-finos: Apos delimitar a area de interesse, prosseguimos com os cortes ultra-finos
utilizando um ultra-micrétomo. Os cortes continham espessura aproximada de 50 nm e apresentaram
cor prata. Os cortes ultra-finos foram processados em forma de fitas e foram pescados em tela de
cobre. Posteriormente, as amostras foram contrastadas com citrato de chumbo.

Apb6s o processamento, as amostras foram analisadas no Microscopio Eletronico de
Transmissdo Tecnai G2-12 — Spirit Biotwin FEI - 120 Kv, no Centro de Microscopia - UFMG.

4.1.8 Analise das propriedades mecanicas

Os scaffolds atuam como potenciais materiais que mimetizam a morfologia estrutural e
funcdo do tecido alvo em questdo. Nesta tese, 0os biocompositos foram desenvolvidos para atuar
como matrizes para a formacdo de tecido Osseo. Assim, torna-se essencialmente importante
investigar a compatibilidade mecénica do scaffold com o tecido a ser implantado. Para isso,
inicialmente conduzimos nossas analises por meio da técnica de microscopia de forca atémica,
técnica que permite analisar a superficie de polimeros com alta precisdo e praticidade, uma vez que
as amostras podem ser analisadas em estado sélido e liquido. No entanto, ndo foi possivel realizar as
imagens devido a porosidade das amostras, uma vez que a haste (cantilever) apresenta uma ponta
muito fina e, sempre que essa ponta alcancava um poro, ela caia entre as fibrilas e se quebrava.
Foram realizadas muitas tentativas no modo contato e ndo-contato com a superficie, tendo os testes
nos dois modos se mostrado invidveis. Esses testes foram realizados inicialmente no Centro de
Microscopia da UFMG e posteriormente em colaboragdo com a Prof® Monica Cotta do
Departamento de Fisica da UNICAMP.

Em sequéncia, optamos por realizar a analise reoldgica da amostra, a qual permite avaliar a
viscosidade, plasticidade e elasticidade de determinados biomateriais, especialmente os hidrogéis. Os
bicompdsitos foram preparados em triplicata e analisados em estado gelificado em reébmetro TA
Universal. Os resultados demonstraram incompatibilidade entre as replicas e baixa confianca nas
andlises. Foram repetidas trés avaliacbes alterando-se as concentragdes das amostras, mas 0s
problemas ndo foram solucionados. Assim, tornou-se impossivel realizar qualquer anéalise estatistica
dos resultados e optamos por focar nosso estudo nos ensaios biologicos. Essas analises reologicas
foram realizadas em colaboracdo com a Prof® Marivalda Magalh&es do Departamento de Engenharia
Metalurgica e de Materiais — UFMG.
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4.1.9 Ensaio de viabilidade celular

As amostras foram preparadas inicialmente com o plaqueamento das células MC3T3-E1 sob
a densidade de 1,3 x 10 células por placa. Foram utilizadas placas de cultura individuais com vidro
acoplado ao fundo do poco, apropriadas para os ensaios de fluorescéncia (FluoroDish / Ref. FD35-
100), contendo os seguintes diametros: total da placa igual a 35 mm e fundo de vidro do poco igual a
23 mm. Todos os grupos experimentais foram preparados em triplicata. Para assegurar a adeséo
celular, as placas foram mantidas em incubadora a 37°C e atmosfera a 5% de CO; por 1h. Apds esse
tempo, foi retirado todo o meio de cultura das placas e adicionados 2,0 mL dos biocompdsitos nas

combinacdes apresentadas na Tabela 4.

= Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
= | 1,75/2,0/25

% I 2,0 16/32/6,4/12,8

©

E 11 2,0 06/12/24/6,0
3]

S v 2,0 3,2 1,2

Tabela 4: Delineamento dos grupos experimentais para o ensaio de viabilidade celular. Cada linha da
tabela acima apresenta uma configuracdo do biocomposito e para cada associacdo séo listados valores de
concentracdo e/ou % testados. A concentragdo de coldgeno | selecionada experimentalmente aparece

sublinhada e foi fixada nas demais combinagdes do biocomposito.

A gelificacdo dos biocompositos ocorreu em 10 minutos e, em seguida, prosseguimos com
uma lavagem com meio a-MEM néo suplementado por 10 minutos. Apés a lavagem, adicionamos
meio a-MEM suplementado e mantivemos as amostras em incubadora de CO; pelos periodos de 24 e
48 horas, periodos estabelecidos para analise da viabilidade celular. Posteriormente, iniciamos o
protocolo do ensaio de viabilidade utilizando o kit reativo LIVE/DEAD® (Molecular Probes - Life
Technologies), contendo calceina (AM) e homodimero de etidio (EthD-1). As amostras foram
retiradas da incubadora e lavadas por 2 vezes de 5 minutos com meio a-MEM completo. Em
seguida, foram adicionados 700 pL por placa de uma solucgdo contendo 4 uM de EthD-1 e 2 uM de
calceina diluidos em PBS 1x pH 7,2 - levemente aquecido. As amostras foram incubadas com a
solugdo previamente preparada por um periodo de 45 minutos a temperatura ambiente e protegidas
da luz, sob leve homogeneizacdo em shaker. Prosseguimos com a microscopia de fluorescéncia

utilizando dois canais nos seguintes comprimentos de onda (excitagcdo/emissao): a faixa de 494 a 517
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nm para a calceina e 528 a 617 nm para o EthD-1. As células viaveis foram marcadas por calceina
AM, que apresenta fluorescéncia verde, devido a acéo das esterases intracelulares, ativas somente em
celulas viaveis. Por outro lado, devido a diminuicdo da atividade esterdsica e a0 aumento das
alteracdes fisicas e/ou bioquimicas da membrana celular, as células em apoptose apresentaram fraca
marcacdo por calceina AM e progressiva marcacdo por EthD-1, que apresenta fluorescéncia
vermelha. As células inviaveis, por sua vez, ndo foram marcadas por calceina AM, mas foram
intensamente marcadas por EthD-1.

Foram registradas imagens aleatorias de aproximadamente 150 células por réplica com
objetiva de 20X, utilizando microscopio Zeiss Axio Observer. As células foram contadas utilizando
software ImageJ versdo 1.42l e, ap6s a contagem, foram dividas em dois grupos: células vivas
(marcadas pela calceina) e células mortas (marcadas pelo EthD-1). Os resultados foram expressos em
valores percentuais de células vivas como média + EP segundo one-way ANOVA com p < 0.05 ¢

pos-teste de Bonferroni.

4.1.10 Ensaio de proliferacao celular

As amostras foram preparadas inicialmente com o plaqueamento das células MC3T3-E1 sob
as mesmas condicdes do ensaio de viabilidade, ou seja, densidade de 1,3 x 10 células por placa
(FluoroDish). Apds esse tempo, foi retirado todo 0 meio de cultura das placas e adicionados 2,0 mL
dos biocompositos. As culturas ficaram em incubadora a 37°C e atmosfera a 5% de CO, por 48h.
Uma vez que os ensaios desta tese foram conduzidos com as células em cultivo em ambiente 3D,
tornou-se inviavel executar alguns ensaios pelos métodos tradicionais. Para a proliferacdo celular,
decidimos utilizar uma metodologia que pudesse ser analisada por microscopia de fluorescéncia.
Assim, optamos pelo produto Click-iT® EdU Alexa Fluor® 555 Imaging Kit - C10338, que é
especifico para microscopia de fluorescéncia e apresenta marcacdo somente das células que estdo na
fase S. No entanto, ndo tivemos sucesso na marcacao das células com o kit. Uma possivel explicacdo
para esse problema pode ser o fato de que algumas moléculas dos reagentes ndo conseguem

atravessar as fibrilas de colageno e ficam de certa forma “presas”, impossibilitando as marcagoes.

4.1.11 Ensaio de migracao celular em 3 dimensodes

O ensaio de migracao celular foi realizado nos biocompositos listados na Tabela 5 desta se¢do

e, para todos os grupos, foram preparadas amostras em triplicata. Inicialmente, foi estabelecida a

concentracdo 6tima de colageno | e, posteriormente, prosseguimos com a combinagdo do MTA e/ou
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NTCPM. Para facilitar a compreensdo do delineamento experimental, listamos as diferentes

configuracGes na Tabela 5.

_ Grupos Colageno I (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
(4]

E | 15/1,75/2,0/25/3,0/3,5

[«B}

= [ 175 16/32/647128

On

o 11 1,75 0,6/1,2
=y

= W 1,75 3,2 12

Tabela 5: Delineamento dos quatro grupos experimentais do ensaio de migracao celular. Cada linha da
tabela acima apresenta uma configuracdo do biocompdsito e, para cada associagdo, sdo listados valores de
concentracdo e/ou porcentagem testados. A concentragcdo de colageno | selecionada experimentalmente

aparece sublinhada e foi fixada nas demais combinag6es do biocomposito.

O objetivo principal do ensaio de migracdo celular nas diferentes combinacBes do
biocomposito foi avaliar a capacidade migratoria dos osteoblastos em ambiente tridimensional. Para
isso, criamos um modelo de arcabougo dos biocompdsitos em duas camadas, uma espécie de
“sanduiche”, e denominamos as camadas de base e tampa. Os osteoblastos foram plaqueados no
meio desse sistema, ou seja, entre as camadas. A base recebeu apenas colageno | na concentracdo de
2,5 mg/mL e volume de 1,3 mL, padronizado para todos os grupos desse experimento. J& a tampa
recebeu as diferentes combinagGes do biocompdsito listadas na Tabela 5, sendo padronizado o
mesmo volume de 1,3 mL de acordo com cada grupo estudado.

Foram utilizadas novamente as placas de cultura individualizadas de 35 mm de diametro com
vidro acoplado ao fundo do poco (FluoroDish Ref. FD35-100). Apds o preparo e completa
gelificacdo da camada base de colageno, prosseguimos com a lavagem utilizando meio a-MEM néo
suplementado. Em seguida, as células MC3T3-E1 foram semeadas a uma densidade de 1,5 x 10°
células por placa. Nessa densidade celular, observamos que, ao término do periodo analisado, as
celulas se encontram com confluéncia adequada para contagem dos nucleos celulares. Apos o
plagueamento das células, as placas foram acondicionadas em incubadora a 37°C e 5% de CO, por
um periodo de 1 hora, tempo suficiente para ocorrer a adesdo das celulas ao substrato de colageno.
Completado o tempo de adesdo, o meio de cultura das células foi retirado e a camada tampa foi
adicionada. A gelificagdo da tampa contendo o biocompdsito ocorreu em aproximadamente 10
minutos e, posteriormente, foi lavada com meio de cultura ndo suplementado. Por ultimo, foi

adicionado 1,5 mL de meio a-MEM suplementado e aquecido. As placas com as amostras foram
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mantidas em incubadora de CO, por um periodo de 48 horas. Finalizado o periodo do ensaio, as

amostras foram processadas COMo Se segue:

Lavagem das amostras: Meio a-MEM sem soro e antibidtico, aquecido a 37°C - 2 vezes de 5
minutos cada.

Fixacdo: Paraformaldeido 4% diluido em Tris-HCI 10 mM - 2 vezes de 45 min cada a temperatura
ambiente (sob leve homogeneizagdo em shaker).

Lavagem das amostras: Tampé&o Tris-HCI 10 mM - 3 vezes de 10 minutos cada.

Marcacéo nuclear: Incubacdo com DAPI 0.2 pg/mL diluido em Tris-HCI 10 mM por 45 minutos,
sob protecdo da luz a temperatura ambiente.

Lavagem das amostras: Tampdo Tris-HCI 10 mM - 3 vezes de 10 minutos cada, sob protecéo da

luz.

Realizamos microscopia de fluorescéncia utilizando canal com comprimentos de onda
(excitagdo/emissdo) na faixa de 345 a 460 nm para o DAPI. Foram obtidas imagens do meio do
“sanduiche”, local onde se encontrava maior quantidade de células. Apds registro de imagens,
realizamos a contagem manual dos nucleos de células que migraram para o biocompdsito, ou seja,
para 0 topo da amostra. Foram registradas imagens aleatorias de trés campos por réplica com
objetiva de 10X, totalizando uma média de 500 células por campo, utilizando o microscépio Zeiss
Axio Observer. As células foram contadas utilizando software ImageJ versdo 1.421 e, apos a
contagem, foram divididas em dois grupos de analise: células que ndo migraram (e permaneceram no
meio do “sanduiche”) e células que foram capazes de migrar (células presentes no topo do
biocomposito). Os resultados foram expressos em valores percentuais de migragdo celular como

média + EP segundo one-way ANOVA com p < 0.05 ¢ pds-teste de Tukey.

4.1.10 Analise da mineralizacdo de osteoblastos em biocompdsitos tridimensionais

A avaliacdo de matriz mineralizada dos osteoblastos cultivados nos biocompdsitos foi
conduzida em ambiente tridimensional e, para todos os grupos, foram preparadas amostras em
duplicata. A preparacdo do arcabouco tridimensional utilizado neste experimento esta descrita na
Secdo 4.1.7, sendo que foram preparados biocompdsitos em dupla camada lembrando um
“sanduiche” e as células semeadas entre as camadas, ou seja, em ambiente tridimensional.
Anteriormente ao ensaio de mineralizacdo, foram realizados testes para avaliagdo de fosfatase

alcalina no sobrenadante das células cultivadas nos biocompésitos (Kit fosfatase alcalina — Labtest
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Ref.40). No entanto, ndo houve deteccdo de fosfatase alcalina nas amostras testadas apds leitura em
espectofotometro e, como as células foram plaqueadas no interior dos biocompdsitos, nao foi
possivel avaliar essa enzima por meio do sobrenadante. Portanto, como alternativa, decidimos avaliar
a mineraliza¢do dos osteoblastos nos biocompositos tridimensionais.

Para facilitar a compreensdo do delineamento experimental, listamos as diferentes

configuracOes na Tabela 6.

Grupos Colégeno I (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
% | 1,75
% I 1,75 16/3,2/6,4/12,8
E i 1,75 - 06/12/24/6,0
= v 1,75 3,2 1,2

Tabela 6: Delineamento dos quatro grupos experimentais da avaliacdo de matriz mineralizada. Cada
linha da tabela acima apresenta uma configuracdo do biocompdsito e para cada associa¢ao sao listados valores
de concentragdo e/ou porcentagem testados.

As células MC3T3-El foram semeadas entre as duas camadas de biocompositos a uma
densidade de 1,0 x 10° células por pogo, sendo que, neste experimento, utilizamos placas de 6 wells
(Jet Biofil). A partir do plaqueamento, as células receberam meio a-MEM suplementado e acrescido
de solugdo osteogénica (2,165 mg/mL de B-glicerofosfato + acido ascorbico) (Sigma — Aldrich ®).
As placas foram mantidas em incubadora a 5% de CO, por um periodo de 21 dias, sendo que 0 meio
de cultura foi trocado a cada dois dias. Ao final do experimento, as células foram lavadas com meio
a-MEM n&o suplementado aquecido a 37°C e, em seguida, fixadas por 45 minutos com
paraformaldeido 4% também aquecido a 37°C e sob leve agitagdo. Apds esse procedimento, 0S
pocos foram lavados com PBS 1x — 3 vezes de 10 minutos sob leve agitacdo em shaker. Em seguida,
as amostras foram cobertas com Vermelho de Alizarina 20 mg/mL (Sigma — Aldrich ®) e as placas
homogeneizadas sob agitacdo leve por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, todo o
vermelho de Alizarina foi retirado e os pocos foram lavados abundantemente com agua deionizada
por 20 vezes de 5 minutos cada. Apds esse preparo, os pogos foram fotografados com cémera
fotografica utilizando lente de aproximacao, uma vez que somente a lente de uma camera fotogréafica
foi capaz de capturar toda a area do po¢co em uma mesma imagem. Apds o registro das imagens,
prosseguimos com a demarcacdo das &reas de mineralizacdo das imagens utilizando o software

ImageJ versdo 1.49. Para que ficasse precisa a demarcacdo dessas areas, realizamos essas medidas
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em um computador contendo uma mesa com caneta digitalizadora, a qual substitui 0 mouse
tradicional, permitindo o desenho das areas mineralizadas de forma mais precisa. Esse procedimento
foi realizado no Nucleo em Estudos em Inflamacgdo no Departamento de Morfologia — ICB/UFMG.
Apos as demarcacgdes, foram calculadas a area total do biocompésito (poco da placa) e as
areas de mineralizacdo. Os resultados foram expressos em valores percentuais de area de
mineralizacdo como média = EP segundo one-way ANOVA com p < 0.05 e pds-teste de Newman-

Keuls.

4.2 Estudos in vivo

4.2.1 Aplicagao do biocompdsito em defeito dsseo de tibias de ratos

Os estudos in vivo foram conduzidos com ratos Wistar machos, com idade média de 3 meses
e peso variando entre 200 e 250 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG.
Este experimento foi aprovado de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal
adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG e est4 documentado
com protocolo n° 70/2013 (documento em anexo). As cirurgias de defeito 6sseo nas tibias dos ratos
foram realizadas no Laboratério de Biologia Cardiaca do Departamento de Morfologia —
ICB/UFMG.

Os animais foram mantidos em biotério adequado, com temperatura e luminosidade
controladas, acondicionados em gaiolas plasticas, quatro animais por gaiola, e com acesso livre de
agua e racdo. Como medida profilética, 48 horas antes da cirurgia, os animais receberam uma dose
por via intramuscular do antibi6tico benzilpenicilina/estreptomicina (0,84 mg/100 g de peso
corporal) (Vital Farma). Para a realizacdo da cirurgia, os animais foram submetidos a anestesia por
via intramuscular de uma dose combinada de cloridrato de xilazina 2% (0,1 mL/100 g) e cloridrato
de ketamina 10% (0,1 mL/100 g). Apos a sedacdo dos animais, realizamos a tricotomia dos pelos e
antissepsia da area cirurgica com alcool iodado (Figura 4A). Posteriormente, na regido ventral da
pata esquerda, realizamos uma incisdao no musculo tibial anterior no sentido longitudinal com auxilio
de uma lamina de bisturi estéril (Figura 4B). Em seguida, com auxilio de uma espatula, afastamos a
musculatura do peridsteo e realizamos uma perfuracdo no osso tibial com broca de 1,6 mm de
didmetro sob baixa rotacdo, sendo realizada irrigacdo constante com solucdo de cloreto de sodio
0.9% - soro fisioldgico, para evitar a necrose 0ssea térmica. Desse modo, o defeito dsseo nas tibias
dos ratos foi padronizado com um didmetro de 1,6 mm. Finalizado o defeito, a regido foi lavada com
soro fisiologico de modo a certificar que ndo havia residuos de osso em po6 (Figuras 4C-E). Em
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seguida, prosseguimos com a aplicacdo dos biocompositos, que foi padronizada por injecdo dos
biocompositos ndo-gelificados e utilizando seringa sem agulha (Figura 4F). O delineamento dos

grupos experimentais esta listado na Tabela 7.

Grupos | Colageno I (mg/mL) MTA(%) NTCPM (%) Carbopol (mL)

S I 1,0/15/20/25
>
£ I 2,0 1,6/3,2/6,4/12,8
(@]
% i 2,0 06/12/241/6,0
s 2.0 32 0.6
(<5}
gl Vv 3,2 2mL
5 - -

VI 0.6 2mL

Tabela 7: Delineamento dos grupos experimentais do estudo in vivo. Cada linha da tabela acima apresenta
uma configuracdo do biocompdsito e, para cada associacdo, sdo listados valores de concentracgdo,

porcentagem ou volume testados.

Os tratamentos foram aplicados nos defeitos das tibias de modo que toda a cavidade ficasse
preenchida pelo biocompoésito. Adicionalmente, um grupo experimental, o controle, ndo recebeu
tratamento do biocompdsito, sendo que avaliamos o efeito do codgulo sanguineo na formacdo de
trabéculas dGsseas. Apds a aplicacdo dos tratamentos, 0 musculo foi acomodado na sua posicdo
natural e, em seguida, realizamos a sutura da pele (Figuras 4G-H). Finalizado o procedimento
cirurgico, os animais receberam mais uma dose do antibidtico benzilpenicilina/estreptomicina
(0,84mg/100g de peso corporal) e uma dose do anti-inflamatério Banamine (0,1mL/100g)
(MSD/Saude animal), ambos por via intramuscular.

Apbs 7 dias, os animais foram eutanasiados por decapitacéo e as tibias foram imediatamente
removidas e fixadas por imersdo em formalina neutra tamponada 10% a temperatura ambiente por 48
horas. Essas tibias foram analisadas por meio de microtomografia computadorizada e analise

histologica.
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Figura 4: Procedimento cirargico de defeito 6sseo em tibia de ratos e aplicagdo de biocompdsito. (A)
Tricotomia dos pelos; (B-C) Incisdo no musculo tibial anterior e acesso a tibia; (D) Realizagdo do defeito
6sseo com broca especifica e irrigacdo da area com soro fisioldgico; (E) Defeito dsseo; (F) Aplicacdo do
biocomposito; (G-H) Acomodacdo do musculo e sutura; (1) Ratos em recuperagdo nas gaiolas.
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4.2.2 Microtomografia computadorizada

Apos as cirurgias, as tibias ja fixadas em formalina neutra tamponada foram lavadas em agua
corrente e imergidas em solugdo de alcool 70% para armazenamento. Os ensaios de micro-CT foram
realizados no Laboratdério de Biomateriais do Departamento de Engenharia Metalirgica - UFMG.
Foi utilizado equipamento compacto modelo SkyScan 1174 (Bruker micro-CT, Bélgica). As
amostras foram previamente secas para remog¢ao do liquido superficial e alocadas diretamente no
porta-amostras fornecido pelo fabricante, fixando-as de modo a ndo se movimentarem durante o
escaneamento. Foram utilizados para o escaneamento uma tensao de 50 kV, corrente de 800 mA e 40
W de poténcia da fonte de Raios-X. Foi utilizada uma resolucao espacial de 8,05 um de tamanho de
pixel e filtro de aluminio de 0,5 mm. O escanecamento foi realizado em 180°, com proje¢des sendo
obtidas a cada 0,7°, sendo 3 frames para cada passo de rotagdo. As projecdes de imagens foram
reconstruidas em fatias 2D utilizando-se o software NRecon (v.1.6.9.18, Skyscan, Bruker micro-CT,
Bélgica) e, posteriormente, as analises tridimensionais foram realizadas utilizando o software CTan
(v.1.15.4.0, Bruker micro-CT, Bélgica).

Para analise da estrutura tridimensional das amostras, as fatias reconstruidas foram
inicialmente binarizadas utilizando o software CTANn. O valor da escala de binarizacdo para uma
imagem € correspondente ao coeficiente de atenuacéo linear do tecido, sendo essa atenuacao definida
como a reducdo de intensidade de um feixe de raios X ao percorrer o tecido. Esses valores foram
mantidos constantes para todas as analises em questdo. Em seguida, a regido do defeito 6sseo foi
definida e selecionada como a regido de interesse (ROl — Region of Interest) das se¢Bes transversais
de cada amostra para posterior analise morfométrica. A analise morfométrica foi realizada pelo
software CTAN, obtendo-se como resultado: percentual de volume 6sseo, espessura trabecular,
separacdo trabecular, nimero trabecular e indices de conectividade.

Para obtencdo dos valores de densidade mineral Ossea, foi realizada a calibracdo do
equipamento utilizando-se phantoms, materiais sintéticos que mimetizam o0 0ss0 e apresentam
valores de densidade semelhantes aos da hidroxiapatita. Foram utilizados phantons de 0,25 g/cm® e
0,75 glcm®, com 4 mm de diametro, aplicdvel a ossos de ratos (Bruker micro-CT, Bélgica). Os
phantoms foram escaneados e reconstruidos utilizando-se 0s mesmos parametros das amostras de
tibia. A densidade € calibrada no software CTAN, para posterior obtencdo do resultado de densidade
mineral 0ssea das amostras.

Os resultados foram expressos em valores percentuais dos parametros analisados como média

+ EP segundo one-way ANOVA com p < 0.05 e pos-teste de Newman-Keuls.
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4.2.3 Processamento histologico

Apbs o procedimento de micro-CT, as tibias que j& haviam sido fixadas e estavam
armazenadas em alcool 70% foram lavadas em agua corrente por meio de trés banhos de 15 minutos
e, posteriormente, seguimos com o protocolo de desmineralizagdo utilizando a solu¢do de Planck
Rychlo por 48 horas. Essa solucdo desmineralizadora contém cloreto de aluminio, acido cloridrico,
acido formico e agua. Posteriormente, as tibias foram lavadas em &gua corrente para remoc¢édo do
desmineralizador - trés banhos de 15 minutos. A inclusdo das tibias ocorreu sequencialmente
conforme detalhado na descri¢éo abaixo:

1) Desidratacdo: As amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcool etilico por 30
minutos cada.

- Alcool 70% - 2 x

- Alcool 80% - 2x

- Alcool 90% - 1x

- Alcool 95% - 1x

- Alcool 100% - 3 x

I1) Diafanizagio: As amostras foram imersas em trés banhos de xilol de 20 minutos cada.

I11) Infiltracéo: As amostras receberam trés banhos de parafina a 58°C, sendo o primeiro de 30
minutos e os demais de 40 minutos cada;

IV) Inclusdo: As amostras foram incluidas em parafina fluidificada contida em moldes pré-definidos
e posicionadas de modo que as tibias pudessem ser cortadas longitudinalmente.

Foram obtidos cerca de 20 cortes semi-seriados de cada amostra com 6 um de espessura no
plano sagital, os quais foram montados em laminas histolégicas. Foram selecionados cortes

alternados de cada amostra para serem corados com Tricromico de Masson.

Coloracédo com Tricromico de Masson

Trés laminas de cada amostra com 1 corte cada foram processadas para a coloragdo com

Tricrémico de Masson. Segue abaixo a descri¢do do protocolo.

- (1) imers&o em xilol - 30 minutos
- (I1) imersdo em xilol - 15 minutos
- (111) imers&o em xilol - 15 minutos

- (I) imers&@o em alcool etilico absoluto - 2 minutos
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- (I1) imersdo em alcool etilico absoluto- 2 minutos
- (111) imers@o em alcool etilico absoluto - 2 minutos
- imersé&o em &lcool etilico a 90% - 2 minutos
- imers&o em &lcool etilico a 80% - 2 minutos
- imersdo em alcool etilico a 70% - 2 minutos
- lavagem em agua corrente - 20 minutos
- imersdo em solugéo de hematoxilina de Harris - 1 minuto
- lavagem em agua corrente - 20 minutos
- imersdo em solucdo de Tricromico de Masson- 8 minutos
- 3 mergulhos rapidos em agua corrente
- imers&o em &lcool etilico a 90% - 1 minuto
- imers&o em &lcool etilico a 95% - 1 minuto
- (I) imersd@o em alcool etilico absoluto - 1 minuto
- (I) imersao em alcool etilico absoluto - 1 minuto
- (111) imers&o em alcool etilico absoluto - 1 minuto
- (1) imers&o em xilol - 2 minutos
- (I1) imersao em xilol - 2 minutos
- (111) imersdo em xilol - 10 minutos
Apos a coloragdo, laminulas de 24 x 50 mm foram montadas sobre os cortes utilizando o

Entellan como agente de unido.

4.2.4 Analise histologica e morfométrica

A partir dos cortes de cada defeito 6sseo, foram capturadas 20 imagens utilizando a objetiva
de 40X por meio da microcamera JVC TK - 1270/RG do microscopio Zeiss. Foram seguidas as
descricdes da metodologia retratada por Caliari (1997) em relagdo ao imageamento microscopico,
defini¢do das condi¢cdes de morfometria e fracionamento de imagens. As analises histologicas e
morfométricas foram realizadas no Laboratorio de Protozooses do Departamento de Patologia —
ICB/UFMG.

Foi considerado o percentual de trabéculas 0sseas presentes em relacao a area total, denotado

p, conforme a seguinte equagao:



onde o;j e tj representam a area ocupada por trabéculas 6sseas e a area total da i-ésima imagem,
respectivamente, para um total de n = 20 imagens consideradas.

A drea total ocupada pelas trabéculas osseas foi obtida por meio do software de andlise de
imagens KS300 contido no analisador Carl Zeiss. Os pixels das trabéculas 6sseas foram selecionados
por meio da imagem real com posterior criagio de uma imagem binaria ¢ obtencdo da area em pum’.
As amostras que ndo apresentaram inclusdes e coloragdes adequadas foram excluidas da analise. Os
resultados foram expressos em valores percentuais de trabéculas 6sseas como média + EP segundo

one-way ANOVA com p < 0.05 e pds-teste de Newman-Keuls.

4.2.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas para os ensaios de viabilidade usando one-way
ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni, migracéo celular usando one-way ANOVA seguido de
pos-teste de Tukey, mineralizacdo celular e ensaios in vivo usando one-way ANOVA seguido de
pos-teste de Newman-Keuls. Foi utilizado o software GraphPad Prism 5 e os valores percentuais
reportados sdo expressos como média £ EP. Os resultados com p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1 Analises in vitro

5.1.1 Analise morfoldgica dos biocompdsitos e interacdes celulares

A constituicdo e a arquitetura dos biomateriais desempenham um importante papel na adesao,
migracdo e crescimento celular, resultando na promocgdo da regeneragdo tecidual. Algumas
propriedades da superficie dos biomateriais como, por exemplo, a baixa rugosidade e/ou porosidade,
podem influenciar a adesdo e crescimento celular. Portanto, para a engenharia tecidual, € essencial
investigar ndo s6 o biomaterial, mas também a interacdo entre as células e o material. Nesse sentido,
investigamos se haveria diferencas morfoldgicas na superficie dos biocompdsitos e como seria a
distribuicdo do MTA e NTCPM entre as fibrilas de colageno I. Além disso, em relacdo as células,
buscamos conhecer a interacdo dos osteoblastos com os diferentes biocompdsitos. Para tanto,
realizamos preparacGes dos biocompositos na auséncia ou presenca de células e analisamos essas
preparagdes por meio de microscopia eletrénica de varredura.

Nas Figuras 5A-D, os biocompositos a base de colageno | apenas sdo mostrados em quatro
concentracdes distintas, variando de 1,5 a 2,5 mg/mL. Como apresentado nas figuras, ndo foram
observadas diferencas aparentes entre as concentracdes testadas, exceto para uma rede de colageno
mais densa como pdde ser visto na Figura 5D. Com base em estudos anteriores que mostraram 6tima
migracdo de fibroblastos (Kitten et al., 1996), uma concentracdo intermediaria de 1,75 mg/mL foi
escolhida para as associacGes subsequentes de coladgeno I com MTA e NTCPM. Os padrdes de
distribuicdo do MTA em dosagens de 1,6 e 12,8% (Figuras 5E-F) e NTCPM de 0,6 e 6,0% (Figuras
5G-H) foram analisados. Ambos MTA e NTCPM associados ao coldgeno | mostraram-se com
distribuicdo aglomerada na superficie dos biocompositos e, adicionalmente, foram observados
emaranhados entre as fibrilas de colageno, conforme indicacdo pelas setas nas Figuras 5E-H.

Posteriormente, analisamos as células MC3T3-E1 cultivadas nos biocompdsitos por um
periodo de sete dias (Figura 6). A andlise do grupo colageno | demonstrou que as células
apresentaram alta confluéncia e interacdo célula-celula e célula-biocomposito bem estabelecida
(Figura 6A-D). Essa interacdo e longas projecOes citoplasméticas também foram observadas nos
osteoblastos cultivados em biocompdsitos compostos por Col | + MTA (1,6 a 6,4%; Figuras 6E-G).
O contato celula-biocompdsito pode ser visto na Figura 6F (caixa e o inserto), a qual mostra uma
grande area de MTA entremeado com o colageno | e um osteoblasto associado ao biocompdsito.

Além disso, a Figura 6G mostra projecdes, assim como partes de corpos celulares incorporados ao
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interior do biocomposito, 0 que sugere que osteoblastos sdo capazes de migrar para dentro do
biocomposito. A dosagem mais elevada de MTA (12,8%) mostrou osteoblastos com morfologia
distinta (Figura 6H) quando comparados aos grupos com dosagens mais baixas de MTA. Esses
osteoblastos apresentaram uma morfologia arredondada e sem projecdes citoplasmaticas visiveis.
Essas células também foram observadas no interior do biocompésito, como indicado pela seta.

As celulas nos biocompositos colageno | + NTCPM apresentaram longas projecoes
citoplasmaticas e interacdo célula-célula, como mostrado nas Figuras 61-L (por exemplo, como
indicado pelas setas na Figura 6J). A figura também mostra uma grande fracdo do contetdo
citoplasmatico de um osteoblasto dentro do biocomposito, indicando que o0s osteoblastos sdo capazes
de migrar dentro do biocomposito coldgeno | + NTCPM. Na Figura 6K, observa-se um osteoblasto
em contato direto com NTCPM, conforme destacado na inser¢éo da figura. A combinacdo dos trés
componentes Col | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2% esté representada na Figura 6M. Os osteoblastos
revelam uma tipica morfologia alongada e aparecem em contato com NTCPM, caracterizado pelas
finas redes entremeadas entre o coladgeno I. Uma dosagem mais elevada da associacdo dos trés
componentes foi avaliada (Col 1 + MTA 6,4% + NTCPM 6,0%) e apresentou osteoblastos com
morfologia arredondada (Figuras 60-P). A Figura 6P destaca o osteoblasto em maior ampliacdo em
contato com as finas redes do NTCPM, como indicado pelas setas. Em resumo, nossas analises por
meio da microscopia eletrdnica de varredura mostraram que 0 MTA e o NTCPM apresentam uma
distribuicdo aglomerada na superficie dos biocompositos e os osteoblastos apresentam morfologia
tipica com interacdo celula-célula e célula-biocomposito bastante preservadas.

Em seguida, buscamos investigar se a distribuicio do MTA e NTCPM se manteria
aglomerada e avaliamos as ultra-estruturas celulares dos osteoblastos cultivados no interior dos
biocompositos. Para isso, prosseguimos com as analises dos biocompositos e das ultra-estruturas
celulares em cultivo nesses scaffolds por meio de microscopia eletrénica de transmiss&o. Iniciamos
com a analise do biocomposito sem a presenca de células, sendo escolhidos os grupos Col | +
NTCPM 6,0% e Col | + MTA 6,4%. A Figura 7A mostra a associacao de colageno | com o NTCPM
e, de fato, foi observada uma regido de aglomerado filamentoso (destaque pela caixa), assim como
fibrilas individuais de NTCPM dispersas no biocompasito (setas). A distribui¢cdo do MTA no interior
do biocomposito (Figura 7B) se assemelha ao padréo de distribuigdo observado por meio da MEV, a
saber, um aspecto aglomerado. A Figura 8 mostra os osteoblastos cultivados em biocompdsitos
tridimensionais ap6s 14 dias de cultivo. Os osteoblastos apresentaram morfologia tipica com
projecdes citoplasmaticas aparentes (PC) e o nucleo (N) apresentou um elevado nivel de
eucromatina, indicando atividade transcricional intensa. N&o foram observadas diferencas

morfoldgicas entre as células cultivadas no grupo colageno | e Col | + MTA 6,4% (Figura 8C-D). O
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biocomposito contendo Col I + NTCPM 6,0% é mostrado nas Figuras 8E-F. Foi observada a
presenca de NTCPM dentro de vesicula citoplasmatica no interior de osteoblastos (Figura 8E), bem
como, em maior aumento, foram observados NTCPMs livres no citoplasma de osteoblastos (Figura
8F). Em conjunto, esses resultados sugerem que osteoblastos cultivados no interior dos
biocompositos apresentam longas projecdes citoplasmaticas e, sobretudo, osteoblastos cultivados em
biocompositos contendo colageno | + NTCPM sdo capazes de fagocitar NTCPMs, que se
localizaram dispersos no citoplasma ou no interior de vesiculas citoplasméaticas. Ndo foram
observados NTCPMs no interior do ndcleo celular.

Colageno |
(mg/mL)

Colageno |
1.75 mg/mL

MITA (%) B NTCPM (%)

Figura 5: Microscopia eletrénica de varredura dos biocompositos. (A-D) Colageno | (mg/mL); (E-F)
Colédgeno | + MTA (%), setas indicam MTA; (G-H) Colageno | + NTCPM (%), setas indicam NTCPM. A
concentracdo de colageno | presente nas associa¢cdes com 0 MTA e NTCPM foi de 1,75 mg/mL.
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Colageno |
(mg/mL)

Colageno |1 1.75 mg/mL
+ NTCPM (%) + MTA (%)

Colageno | 1.75 mg/mL

Colageno | 1.75 mg/mL
+ MTA + NTCPM (%)

Figura 6: Microscopia eletronica de varredura das células MC3T3-E1 cultivadas em diferentes
biocompdsitos. (A-D) Colageno | (mg/ml); (E-H) Colageno | + MTA (%), caixa + inserto em (F) indicam
parte final de um prolongamento celular em contato com MTA e setas em (G e H) indicam osteoblastos no
interior do biocompésito; (I-L) Colageno | + NTCPM (%), em (J) as setas indicam prolongamento ramificado
de osteoblasto em cultivo e caixa + inserto em (K) indicam osteoblasto em contato com NTCPM; (M-N)
Colageno | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%, baixa e alta magnificacdo; (O-P) Colageno | + MTA 6,4% +
NTCPM 6,0%, baixa e alta magnificacdo. A concentracdo de colageno | presente nas associacdes com 0 MTA

e NTCPM foi de 1,75 mg/mL.
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Figura 7: Microscopia eletrénica de transmissdo dos biocompdsitos. (A) Colageno | + NTCPM 6,0%,
setas indicam NTCPM s isolados e a caixa indica regido com aglomerado de NTCPMs; (B) Colageno | + MTA
6,4%, setas indicam regido aglomerada de MTA. A concentracdo de colageno | presente nas associagcdes com
0 MTA e NTCPM foi de 1,75 mg/mL.
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Colageno | 1.75 mg/mL s
+ MTA 6.4% Colageno 1 1.75 mg/mL

Colageno | 1.75 mg/mL
+ NTCPM 6.0%

Figura 8: Microscopia eletrénica de transmissdo das células MC3T3-E1 cultivadas em diferentes
biocompdsitos. (A-B) Colageno | 1,75 mg/mL, sendo a caixa o destaque para uma area citoplasmatica com
indmeras mitocondrias; (C-D) Colageno | + MTA 6,4%; (E-F) Colageno | + NTCPM 6,0%, sendo em (E) a
regido de caixa + inserto o destaque para uma vesicula contendo NTCPM e em (F) setas indicam NTCPMs
livres no citoplasma. As letras destacadas indicam as seguintes estruturas: (N) nucleo; (C) citoplasma; (M)
mitocondrias; (PC) projecéo citoplasmatica e (V) vesicula. Alta magnificacdo esta representado em A/C/E e
baixa magnificacdo em B/D/F. A concentragdo de colageno | em associagcdo com MTA e NTCPM foi de 1,75

mg/mL.
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5.1.2 Analise da viabilidade dos osteoblastos cultivados nos biocompoésitos

tridimensionais

Um dos desafios do campo da engenharia tecidual esta na criacdo de scaffolds que possam
substituir o tecido lesionado, mas que, ao serem transplantados, ndo levem a perda subsequente da
viabilidade do tecido. Assim, um experimento essencial para a caracterizacdo bioldgica de um
biocomposito € a analise da toxicidade que esse novo material possa causar nas celulas em cultivo.
Portanto, investigamos a toxicidade dos biocomposito por meio do ensaio de viabilidade celular
usando o kit reativo LIVE/DEAD® (Molecular Probes - Life Technologies), contendo calceina AM e
homodimero de etidio (EthD-1).

Como descrito na Secdo 4.1.8, os osteoblastos foram plaqueados diretamente nas placas de
cultura e, apés a adesdo, os biocompositos foram adicionados por cima das células. Esses
experimentos foram conduzidos em dois tempos, 24 e 48 horas. A Figura 9 mostra imagens obtidas
na microscopia de fluorescéncia do ensaio de viabilidade no tempo de 48 horas, que representa maior
exposicdo a toxicidade. Por concisdo, apresentamos somente as imagens referentes a concentracédo de
colageno | que foi associada ao MTA e NTCPM, a saber, 2,0 mg/mL. Em particular, para 0s grupos
MTA e NTCPM, apresentamos imagens de menor e maior porcentagem das combinagfes, uma vez
que ndo houve diferencas significativas nos intervalos dos valores.

A Figura 9 mostra as células vivas marcadas pela acetometoxi-calceina (calceina-AM). O
composto acetometoxi impede que uma parte da calceina forme quelato com o calcio e, quando
transportado pelas membranas celulares das células viaveis, esterases intracelulares removem esse
composto. Sem a presenca do acetometoxi, a calceina liga-se ao célcio no interior da célula, onde
agora fica aprisionada, resultando em uma forte fluorescéncia verde. Ja as células mortas perdem a
atividade das esterases e, por isso, ndo exibem fluorescéncia. O homodimero de etideo (EthD-1)
penetra facilmente em celulas mortas e se intercala ao DNA, refletindo a fluorescéncia de cor
vermelha. As imagens listadas nas Figuras 9A-I ndo diferem visualmente quanto & morfologia e
quantidade de células entre o grupo controle (coldgeno | — 2 mg/mL) e 0 MTA nas concentracGes de
1,6 e 12,8%. Ja as células do grupo NTCPM nas concentracGes de 0,6 e 6,0% e a combinacdo de
colageno I + MTA + NTCPM apresentaram morfologia fusiforme e confluéncia celular reduzida
quando comparadas ao grupo colageno I e colageno | + MTA, conforme Figuras 9J-R.

Apbs o diagndstico morfoldgico e da confluéncia celular por imagem, prosseguimos com a
quantificacdo da viabilidade nas diferentes combinag¢6es dos biocompdsitos, como apresentado na
Figura 10. Os experimentos foram realizados em triplicatas e, para cada réplica, foram registradas e
analisadas 150 células com objetiva de 20X. Foram quantificadas células vivas, aquelas coradas pela
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calceina, e células mortas, aquelas coradas pelo homodimero de etidio. Inicialmente, quantificamos a
viabilidade no grupo colageno | nas concentracbes 1,75 / 2,0 / 2,5 mg/mL. Conforme mostrado na
Figura 10A, houve viabilidade celular superior a 97% nas trés concentracdes de colageno | avaliadas
e o resultado ndo apresentou diferencas estatisticas entre as concentragdes e os periodos dos
experimentos.

Em seguida, quantificamos a viabilidade celular nas combinacdes de colageno I + MTA,
coldgeno | + NTCPM e coladgeno | + MTA + NTCPM, como mostrado nas Figuras 10B-D,
respectivamente. Os resultados apresentados nessas figuras demonstram que, em todos os grupos de
combinagdes avaliados, a quantificacdo da viabilidade celular foi superior a 90%. Embora as
imagens nas Figuras 9J-R tenham demonstrado confluéncia celular baixa nos biocompdsitos que
receberam NTCPM, a taxa de sobrevivéncia das células MC3T3-E1 cultivadas nesses grupos foi
elevada. Esse resultado sugere que os biocompdsitos contendo NTCPM parecem afetar o ciclo de
divisdo celular dos osteoblastos e ndo necessariamente levam a morte, visto que um namero reduzido

de células foi corado pelo homodimero de etideo.
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Figura 9: Microscopia de fluorescéncia das células MC3T3-E1 cultivadas em diferentes combinacGes de
biocompositos por 48 horas. Células vivas sdo marcadas por calceina-AM (verde) e as mortas sdo marcadas
por homodimero de etideo (EthD-1) (vermelho). (A-C) Colageno | 2,0 mg/mL; (D-F) Colageno | + MTA
1,6%; (G-I) Coléageno | + MTA 12,8%; (J-L) Colageno | + NTCPM 0,6%; (M-O) Colageno | + NTCPM
6,0% e (P-R) Colédgeno | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%. Apesar da viabilidade celular consistentemente alta
em todos os biocompdsitos avaliados, observa-se redugdo do numero de células nos grupos NTCPM. Barra de

escala =50 um.
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Figura 10: Quantificacdo da viabilidade das células MC3T3-E1 cultivadas em diferentes combinagdes
de biocompdsitos no periodo de 24 e 48 horas. (A) Colageno | (mg/ml); (B) Colageno | + MTA (%); (C)
Colégeno | + NTCPM (%); (D) Colageno | + MTA + NTCPM. A concentragdo de colageno | nas
combinagdes com MTA e NTCPM foi de 2,0 mg/mL. Os valores percentuais reportados sdo expressos como
média £ EP para experimentos em triplicata, sendo observadas 150 células por réplica. Ndo houve diferenca
estatistica entre as combinac@es e 0s tempos avaliados segundo one-way ANOVA com p < 0,05 e pds-teste

Bonferroni.

45



5.1.3 Analise da migracao de osteoblastos cultivados nos biocompdsitos tridimensionais

Para determinar se as diferentes combinacGes dos biocompdsitos desempenham algum papel na
migracdo das células MC3T3-E1, avaliamos, por ensaio de migracdo celular em biocompositos
tridimensionais, o efeito das concentragdes ou combinagdes dos biocompositos na migracao celular.
Como mostrado na Figura 11A, investigamos inicialmente se distintas concentracbes de colageno |
(1,5 a 3,5 mg/mL) apresentavam algum efeito na migracéo de osteoblastos. Como apresentado nessa
figura, o melhor desempenho da migracéo celular parece ser apresentado na concentracdo de 2,5
mg/mL de coldgeno I. No entanto, concentracdes entre 1,75 e 3,0 mg/mL ndo diferem
estatisticamente dessa. De fato, o resultado apresentado demonstra que as concentracfes de 1,75 a
3,0 mg/mL sdo as que potencialmente melhoram o desempenho da migracdo celular. Esses
resultados foram de certa maneira surpreendentes, visto que, em estudos anteriores realizados por
nosso grupo de pesquisa, outros tipos celulares como fibroblastos e células mesenquimais, por
exemplo, demonstraram melhor desempenho na migracdo quando cultivados em colageno | nas
concentragdes de 1,75 a 2,0 mg/mL (Schor et al., 1982; Kitten et al., 1996).

Mediante os resultados apresentados, investigamos se o efeito do colageno | na migracéo celular
poderia ser aumentado quando ocorresse a combinagdo com o MTA e/ou NTCPM. Como o efeito da
densidade desses materiais na migracdo celular é desconhecido, fixamos a concentracdo média de
1,75 mg/mL de colageno | para realizar as combina¢Ges. Como apresentado na Figura 11B, a
associacdo de diferentes doses de MTA (1,6 a 12,8%) ao colageno | estimulou a migracéo celular e
foi significativamente superior em todas as combinacgdes testadas, quando comparada ao controle
colageno |. Ja a associacdo de NTCPM ao colageno | ndo interferiu na migracdo celular quando
comparada ao controle colageno I. Esses resultados demonstram que o MTA parece exercer um
efeito positivo na migracdo celular, enquanto o NTCPM parece ter um efeito inerte. Assim, nos
questionamos se a combinagdo dos trés componentes (colageno | + MTA + NTCPM) restauraria o
efeito positivo na migracao celular observada nas varias configuracdes da combinacédo colageno | +
MTA. Para isso, realizamos a combinacdo de Col I + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%. Os resultados
mostram que essa combinacdo apresentou média superior a todas as configuragcdes da combinacéao
colageno | + NTCPM, mas ndo se diferenciou estatisticamente de nenhum grupo avaliado (Figura
11B).
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Figura 11: Quantificacdo da migragdo das células MC3T3-EL1 cultivadas em diferentes combinacdes de
biocompdsitos no periodo de 48 horas. (A) Colageno | (mg/mL); (B) Colageno | + MTA (%), Colageno | +
NTCPM (%), Colageno I + MTA + NTCPM. A concentra¢do de colageno | nas combinagdes com MTA e
NTCPM foi de 1,75 mg/mL. Os valores percentuais reportados sdo expressos como média + EP para
experimentos em triplicata, sendo observados trés campos aleatorios por réplica. Grupos com pelo menos uma
letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segundo one-way ANOVA com p < 0.05 e pos-teste de
Tukey.

47



5.1.4 Andlise da mineraliza¢ao de osteoblastos cultivados nos biocompoésitos

tridimensionais

Varios trabalhos na literatura tém demonstrado a importancia de biomateriais tridimensionais
na diferenciagdo de osteoblastos (Karageorgiou and Kaplan 2005; Akkouch et al, 2011). A
diferenciagdo ¢ induzida ndo somente pelo arcaboucgo tridimensional, mas também pela presenca de
substancias osteoindutoras que podem ser adicionadas ao meio de cultura celular.

Adicionalmente as analises mostradas nas sessdes anteriores, ¢ de fundamental importancia
determinar se os biocompdsitos interferem na diferencia¢ao e producdo de matriz mineralizada pelas
células MC3T3-E1. Para essa investigacdo, se fez necessario cultivar as células em ambiente
tridimensional (“biocomposito em sanduiche”) por um periodo de 21 dias a fim de analisar a
presenca de matriz mineralizada por meio da marcagdo com o corante vermelho de Alizarina. Esse
marcador possui alta afinidade por sais de calcio e a presenga de um colorido vermelho escuro indica
a presenca de matriz mineralizada (Figura 12A).

As imagens na Figura 12A demonstram que as células cultivadas no grupo colageno I e
colageno I + MTA (%) formaram matriz mineralizada (regides escurecidas espalhadas
aleatoriamente na area do biocompo6sito) em menor propor¢ao nas dosagens de 1,6 e 3,2% e maior
proporcao na dosagem 6,4% de MTA. Contrariamente, a dosagem 12,8% nao demonstrou a presenga
de areas de mineralizagdo. Em seguida, as imagens do grupo colageno I + NTCPM demonstraram
que, em todas as dosagens de NTCPM avaliadas, houve a formag¢do de matriz mineralizada. De
forma mais pronunciada, a dosagem 0,6% apresentou regides com maiores agregados de
mineralizagdo e coloragdo mais escurecida. Apos o diagndstico positivo da formacdo de matriz
mineralizada, seguimos com a avaliacdo da combina¢ao dos trés componentes (Col I + MTA 3,2% +
NTCPM 1,2%). A imagem demonstrou que os osteoblastos cultivados formaram matriz mineralizada
e, especialmente, areas de mineralizacdo mais concentradas e de cor escurecida.

Os resultados quantitativos das areas de mineralizacdo apresentados na Figura 12B
comprovaram a analise histologica. Nessa figura, observa-se que os grupos Col I + MTA 6,4% e
colageno I + NTCPM 0,6% foram significativamente capazes de aumentar a formacdo de matriz
mineralizada em relagdo ao controle coladgeno I. A combinacdo dos trés componentes, Col | + MTA
3,2% + NTCPM 1,2%, foi significativamente superior ao controle colageno | e aos seus
componentes individualizados. Esses dados, portanto, sugerem que as melhores combinagdes de
biocompositos para a formacdo de matriz mineralizada pelos osteoblastos sdo: Col | + MTA 6,4%,
Col I + NTCPM 0,6% e Col | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%.
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Figura 12: Analise da mineralizacdo de osteoblastos cultivados em diferentes biocompdsitos. (A) Areas
de mineralizacdo das células MC3T3-E1 cultivadas em diferentes biocompdsitos durante 21 dias. (B)
Quantificacdo das areas de mineralizacdo dos seguintes grupos: colégeno I, coldgeno | + MTA, coldgeno | +
NTCPM, colédgeno I + MTA + NTCPM. A concentracdo de colageno | nas combinagcdes com MTA e
NTCPM foi de 1,75 mg/mL. Os valores percentuais reportados sdo expressos como média + EP para
experimentos em duplicata, onde foram observadas areas de mineralizacdo com distribuicéo aleatéria. Grupos
com pelo menos uma letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segundo one-way ANOVA com p <

0.05 e pds-teste de Newman-Keuls.
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5.2 Analises in vivo

5.2.1 Analise histoldgica da regeneracio 6ssea

Sete dias ap0s o procedimento cirdrgico, as tibias de controle (coagulo) apresentaram tecido
de granulagdo na regifo central do defeito com capilares neoformados. As margens do defeito
observaram-se trabéculas 6sseas mais maduras, que se estenderam para a regido central, a qual se
apresentou desprovida de trabéculas osseas (Figuras 13 A1/A2).

Dentre as concentragcdes de coldgeno | avaliadas na regeneracdo éssea (Figuras 13 B-E), as
tibias referentes a concentracdo de 2,0 mg/mL apresentaram melhor organizacdo e maior volume das
trabéculas Osseas neoformadas quando comparadas as demais concentracdes de colageno | e ao
codgulo, além de reducdo no espaco inter-trabecular (Figuras 13 D1/D2). Particularmente, a
concentracdo 2,5 mg/mL apresentou regido central com elevado infiltrado inflamatério e reduzida
formacédo Ossea (Figuras 13 E1/E2), sendo que a seta em amarelo indica areas de possivel retracdo
tecidual, ocasionadas no preparo da amostra.

De forma geral, as tibias do grupo colageno | + MTA (%) apresentaram boa formacédo de
trabéculas 6sseas, sendo observado um bom preenchimento de trabéculas neoformadas na area do
defeito (Figuras 13 F-1). No entanto, de forma mais expressiva, a concentragédo Col | + MTA 3,2%
apresentou trabéculas 6sseas mais maduras, com presenca de numerosos ostedcitos e espacos
medulares contendo tecido medular ou tecido conjuntivo frouxo (Figuras 13 G1/G2).

A andlise histoldgica do grupo coladgeno | + NTCPM (%) demonstrou que as concentracfes
de Col I + NTCPM (0,6% e 6,0%) apresentaram melhor organizacdo do osso trabecular neoformado
(Figuras 13 J1/J2 e M1/M2), além de melhor preenchimento de volume dsseo na area do defeito. Em
contraste, as demais concentracdes desse grupo evidenciaram escassez de 0sso trabecular na regido
central (NTCPM 1,2%) e maior espacamento entre as trabéculas 6sseas (NTCPM 2,4%) (Figuras 13
K1/K2 e L1/L2).

A combinacdo de MTA 3,2% + NTCPM 0,6% apresentou formacao de osso trabecular mais
abundante na regido periférica e intensa formacao de capilares entre as trabéculas 6sseas (Figuras 13
N1/N2). Os tratamentos com o0s controles carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
demonstraram reduzida formacdo 0ssea, sendo evidenciado tecido ndo mineralizado e presenca de
ceélulas do tecido de granulacdo. Ndo foram evidenciadas diferencas histoldgicas relevantes entre os
grupos carbopol (Figuras 13 O-P).

De maneira geral, as analises demonstraram que 0s grupos que receberam tratamento com 0s
biocompositos apresentaram formacao dssea mais expressiva quando comparados aos controles.
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Figura 13: Fotomicrografias representativas de sec¢des histolégicas de tibias apds cirurgias para
realizacdo de defeito 6sseo e tratadas com biocompositos por 7 dias. (1) Baixa magnitude e (2) Alta
magnitude. Os tratamentos das tibias apresentadas nessa figura estdo representadas da seguinte maneira: (A)
Controle (coagulo); (B-E) Colageno I (mg/mL); (F-1) Colageno | 2,0 mg/mL + MTA (%); (J-M) Colégeno |
2,0 mg/mL + NTCPM (%); (N) Colageno | 2,0 mg/mL + MTA 3,2% + NTCPM 0,6%; (O) Carbopol + MTA
3,2% e (P) Carbopol + NTCPM 0,6%. Setas pretas em B1 e D1: trabéculas dsseas; setas brancas em Al e B1:
tecido de granulacdo; setas amarelas em C1: espago intertrabecular e setas amarelas em E1 &rea de possivel

retracdo tecidual;
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5.2.2 Analise morfométrica da regeneracgao 6ssea

Inicialmente investigamos por analise morfométrica qual concentracdo de colageno |
apresentaria melhor formacao de osso trabecular no periodo de sete dias. A Figura 14A demonstrou
que o percentual de trabéculas 6sseas, em relacdo a area total, foi significativamente maior nas tibias
tratadas com colageno 1 1,0 (33,17 £ 3,24 %) e 2,0 mg/mL (38,30 + 3,81 %) em relacdo ao controle
coagulo (19,54 + 3,23 %). A partir desse resultado, padronizamos a concentracdo de 2,0 mg/mL, que
apresentou média superior na formac&o do osso trabecular, para realizar as combinagdes com 0 MTA
e/ou NTCPM.

Os resultados dos tratamentos colageno | combinado a0 MTA e/ou NTCPM estdo
apresentados na Figura 14B. Em particular, todas as combinacdes de colageno | + MTA (%) foram
significativamente superiores ao coagulo e aos controles carbopol (MTA 3,2% e NTCPM 0,6%),
porém, equivalentes ao coldgeno | puro. Adicionalmente, todas as diferentes combinagdes de
colageno | + MTA foram equivalentes entre si na formacdo do osso trabecular.

Os resultados do grupo colageno | + NTCPM (%) demonstraram que a combinacdo Col | +
NTCPM 0,6% foi significativamente superior ao coagulo e aos controles carbopol, porém,
estatisticamente equivalente ao colageno | puro. Comparada a melhor combinacdo de Col | + MTA
(3,2%), a combinacédo Col I + NTCPM 0,6% ndo apresentou diferenca estatistica. A combinacéo dos
trés componentes do scaffold ndo apresentou ganhos estatisticos comparados as melhores
combinac@es individuais utilizando MTA (3,2%) e NTCPM (0,6%), porém foi significativamente
superior a todos os controles considerados. Ao contrario dos resultados observados na quantificacdo
das areas de mineralizacdo in vitro na Sec¢do 5.1, nenhuma das combinacdes testadas in vivo foi

estatisticamente superior ao colageno | puro.
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Figura 14: Quantificacdo morfométrica da formacao de trabéculas 6sseas na regeneracao de tibias apds
7 dias de tratamento com diferentes biocompositos. (A) Coagulo e Colageno | (mg/mL); (B) Coagulo, Col
I (2,0 mg/mL), Col | + MTA (%), Col | + NTCPM (%), Col | + 3,2% MTA + 0,6% NTCPM, Carbopol +
3,2% MTA e Carbopol + 0,6% NTCPM. Os valores percentuais reportados sdo expressos como média +
E.P.M. Grupos com pelo menos uma letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segundo one-way
ANOVA com p < 0.05 e pds-teste de Newman-Keuls.
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5.2.3 Avaliacao da microtomografia computadorizada

5.2.3.1 Andlise da reconstrucdo 2D da regeneragdo éssea

Para a visualizacdo das reconstrugdes microtomograficas 2D foi utilizado o software
Dataviewer o qual permitiu a analise da tibia no plano transversal (Figura 15). O defeito 6sseo foi
realizado na regido proximal das tibias, ao longo do eixo latero-lateral, sendo perfuradas ambas as
corticais.

As Figuras 15A-D apresentam imagens das tibias que receberam o tratamento com o
biocomposito colageno I puro. A andlise das imagens demonstra que a tibia referente ao tratamento
de colageno I 2,0 mg/mL apresentou maior area de formacdo 6ssea ao longo da regido do defeito
quando comparado com as demais concentragdes avaliadas (Figura 15C). As imagens referentes ao
tratamento com os biocompositos colageno I + MTA (%) mostraram que a combinagdo Col I + MTA
3,2% foi capaz de preencher quase toda a extensdo da area do defeito com osso trabecular
neoformado em comparagdo com as outras combinagdes deste grupo (Figura 15F). As tibias do
grupo colageno I + NTCPM (%) apresentaram melhor formacao de osso trabecular nas combinagdes
Col I + NTCPM 1,2% e 2,4% (Figura 15J-K). A combinag¢do dos trés componentes Col I + MTA
3,2% + NTCPM 0,6% apresentou melhor preenchimento de osso trabecular na area do defeito
quando comparado com os controles codgulo, carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
(Figuras 15M-P). Adicionalmente, os tratamentos carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
apresentaram baixa formacao de osso trabecular na regido do defeito equivalentes ao codgulo. Todas

essas observagdes estdo de acordo com a andlise morfométrica (Figura 14).
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Colageno |
(mg/mL)

1,3mm

Colageno | 2.0 mg/mL
+ MTA (%)

1,5mm

Colageno 1 2.0 mg/mL
+ NTCPM (%)

1,3 mm

1,3mm

Colageno |1 2.0 mg/mL +
MTA 3.2% + NTCPM 0.6%

Coagulo Carbopol + MTA 3.2% Carbopol + NTCPM 0.6%

Figura 15: Reconstrucdo 2D das tibias submetidas a defeito 6sseo e tratamento por 7 dias com
diferentes biocompositos. (A-D) Colageno | (mg/mL); (E-H) Colageno | + MTA (%); (I-L) Colégeno | +
NTCPM (%); (M) Colageno | 2,0 mg/mL + 3,2% MTA + 0,6% NTCPM; (N) Coagulo; (O) Carbopol + 3,2%
MTA e (P) Carbopol + 0,6% NTCPM.
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5.2.3.2 Andlise da reconstrucdo 3D da regeneragdo 6ssea

As imagens da reconstru¢cdo 3D mostrada na Figura 16 permitiu a avaliagdo estrutural e
arquitetonica do processo de regeneragdo Ossea, as quais foram posteriormente avaliadas em
diferentes parametros.

As andlises das reconstrugdes 3D corroboraram parcialmente com as interpretagdes descritas
nas imagens das reconstrugdes 2D. Conforme apresentado nas imagens do grupo colageno I (Figuras
16A-D), a concentragao 2,0 mg/mL apresentou melhor restauragdo da area do defeito, quando
comparados as demais concentracdes do grupo. As combinagdes Col I + MTA (3,2 / 6,4 e 12,8%)
apresentaram similaridade no preenchimento da regeneracdo 6ssea na area do defeito (Figuras 16F-
H), quando comparados a combinacdo colageno I + MTA 1,6% que apresentou area central ndo
ocupada por trabéculas 6sseas neoformadas (Figura 16E). Os tratamentos com os biocompdsitos
coldgeno I combinado aos NTCPMs apresentaram melhores resultados nas combinagdes de Col I +
NTCPM 1,2 e 2,4% (Figuras 16 J-K). Na regido avaliada, a regeneragdo tecidual apresentou uma
discreta cavidade central ndo ocupada por trabéculas dsseas, enquanto os demais tratamentos do
grupo apresentam maior area central ndo regenerada (Figuras 16 1 / L). Na combinagdo dos trés
componentes Col I + MTA 3,2% + NTCPM 0,6% houve melhor regeneracdo da area do defeito
quando comparado aos controles coagulo, carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%. As
imagens das tibias controles (Figuras 16 N-P) mostraram maiores cavidades centrais nas areas do
defeito quando comparado aos demais tratamentos. Portanto, a visualizacdo das imagens 2D e 3D da
regeneragdao das tibias em tratamento com os biocompoésitos permitiu avaliar qualitativamente a

regeneragao Ossea e observar a resposta terapéutica no tempo de 7 dias.
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Colageno |
(mg/mL)

Colageno | 2.0 mg/mL
+ MTA (%)

Figura 16: Reconstrucdo 3D das tibias submetidas a defeito 6sseo e tratamento por 7 dias com
diferentes biocompdésitos. (A-D) Colageno | (mg/mL); (E-H) Colageno | 2,0 mg/mL + MTA (%); (I-L)
Colédgeno | 2,0 mg/mL + NTCPM (%); (M) Coléageno | 2,0 mg/mL + MTA 3,2% + NTCPM 0,6%; (N)
Coagulo; (O) Carbopol + MTA 3,2% e (P) Carbopol + NTCPM 0,6%.
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5.2.3.3 Andlise quantitativa e morfométrica da micro-CT da regeneragdo éssea

A partir das secdes transversais (2D) de cada amostra, a regido do defeito 0sseo foi
selecionada. Posteriormente, foi realizada a analise quantitativa e morfométrica da microtomografia.
A analise quantitativa, denominada de “densidade mineral 6ssea”, foi realizada com o objetivo de
determinar a quantidade de mineral existente na area da regeneracdo do defeito 6sseo. Para a andlise
morfomeétrica, investigamos o percentual de volume 0sseo (razdo entre o volume 0sseo trabecular
pelo volume total do defeito), espessura trabecular (espessura média das trabéculas), separacéo
trabecular (espago medio entre as trabéculas), nimero trabecular (nimero de trabéculas por unidade
de comprimento) e indices de conectividade (medida das conexdes das trabéculas).

Inicialmente, foram realizadas as analises do grupo colageno |, cujos resultados sao
apresentados na Figura 17. A densidade mineral Ossea foi significativamente superior na
concentracdo 2,0 mg/mL quando comparada ao coagulo (Figura 17A). A avaliacdo morfométrica em
relacdo a separacdo trabecular mostrou equivaléncia estatistica entre todas as concentracdes de
colageno | quando comparadas ao codgulo (Figura 17B). A analise do volume 6sseo apresentada na
Figura 17C demonstrou que a concentragdo 2,0 mg/mL foi significativamente superior em relacdo ao
coadgulo. Os resultados relacionados ao numero trabecular, espessura trabecular e conectividade
demonstraram ndo haver diferencas estatisticas das concentracdes de colageno | quando comparadas
ao coagulo (Figuras 17D-F).

Os resultados dos tratamentos colageno | combinado ao MTA e/ou NTCPM sdo apresentados
na Figura 18. Em particular, a densidade mineral 6ssea (Figura 18A) e o volume ésseo (Figura 18B)
de todas as dosagens do grupo colageno | + MTA (%) testadas foram equivalentes ao coagulo e ao
colageno | e significativamente superiores ao carbopol + MTA 3,2%. Os resultados do grupo
colageno | + NTCPM (%) demonstraram que todas as dosagens avaliadas apresentaram equivaléncia
estatistica quando comparados ao coagulo e colageno I. No entanto, as combinacdes Col | + NTCPM
1,2% e 2,4% foram significativamente superiores ao controle carbopol + NTCPM 0,6%. A
combinacédo dos trés componentes do scaffold (Col | + MTA 3,2% + NTCPM 0,6%) nédo apresentou
ganhos estatisticos comparada as melhores combinages individuais utilizando Col | + MTA 3,2% e
Col I + NTCPM 0,6%, e aos controles codgulo, colageno | e carbopol + NTCPM 0,6%. No entanto, a
combinacéo dos trés materiais foi significativamente superior ao carbopol + MTA 3,2%. Novamente
esses resultados corroboram aqueles obtidos com a analise morfométrica e reconstrugdo 2D.

A Figura 18C demonstra que a espessura trabecular de todos os tratamentos foi
significativamente superior ao coagulo. A separagdo trabecular apresentada na Figura 18D

demonstrou que os biocompositos foram significativamente inferiores aos controles carbopol MTA
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3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%. Entretanto, o numero trabecular apresentado na Figura 18E
demonstrou que todos os biocompositos testados e o codgulo foram estatisticamente superiores aos
controles carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%.

A conectividade entre as trabéculas apresentada na Figura 18F demonstrou que o grupo
colageno | + MTA (%) foi equivalente ao colageno | e as combinagbes Col | + MTA 1,6% e 6,4%
foram significativamente inferiores ao coagulo. A combinacdo Col | + NTCPM 0,6% apresentou
significativa reducdo da conectividade quando comparada ao coédgulo, porém equivaléncia ao
colageno | e ao carbopol + NTCPM 0,6%. As demais dosagens do grupo colageno | + NTCPM (%) e
a combinacdo dos trés componentes do biocompdsito (Col I + MTA 3,2% + NTCPM 0,6%)

apresentaram resultados equivalentes aos controles coagulo, colageno | e carbopol + NTCPM 0,6%.
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Figura 17: Andlise quantitativa e morfométrica da micro-CT da regeneracdo dssea ap6s o tratamento
de 7 dias com colageno | em diferentes concentraces. (A) Densidade mineral éssea; (B) Volume
6sseo/volume total; (C) Espessura trabecular; (D) Separacdo trabecular; (E) Numero trabecular; (F)
Conectividade. Os valores percentuais reportados sdo expressos como média + E.P.M. Grupos com pelo
menos uma letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segundo one-way ANOVA com p < 0.05 e

pos-teste de Newman- Keuls.
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Figura 18: Andlise quantitativa e morfométrica da micro-CT da regeneracdo dssea apos o

de 7 dias com os biocompésitos em diferentes concentracdes. (A) Densidade mineral 6ssea;

Conectividade. Os valores percentuais reportados sdo expressos como média = E.P.M. Grupos com pelo
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menos uma letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segundo one-way ANOVA com p < 0.05 e

pos-teste de Newman-Keuls.

Nam. trabeclular (1/um)
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6. Discussao

O objetivo de véarios estudos recentes em engenharia de tecidos é desenvolver um substituto
0sseo injetavel e moldavel, que seja capaz de preencher defeitos Gsseos criticos, e que possa ser
aplicado in situ utilizando métodos cirargicos minimamente invasivos (Bose et al., 2012). Uma vez
aplicado, esse biocomposito deve formar rapidamente uma estrutura estavel e fisiologicamente ativa,
a qual ir& suportar osteoconducao, osteoinducédo, e osteogénese, e assim reduzir 0 tempo necessario
para que a regeneracdo 0ssea ocorra. Estruturas de matriz extracelular ativa de rigidez mecanica
definida e contendo proteinas e fatores de crescimento sdo essenciais para diferenciacdo celular e a
manutencdo da maioria dos tecidos, incluindo o osso (lvanovska et al., 2015). A MEC suporta
celulas que, por sua vez, exercem forcas mecanicas sobre a matriz através de contatos célula-MEC.
O equilibrio controlado das forcgas resultantes de interacdes célula-MEC tem um papel essencial em
diversos processos fisioldgicos e patologicos (DuFort et al., 2011; Wirtz et al., 2011), e deve ser
considerado no desenvolvimento de estruturas que mimetizam o 0sso.

O objetivo desta tese foi determinar as concentracdes Otimas de colageno I, MTA, e NTCPM
para uso em biocompdsitos 3D capazes de manter a viabilidade celular e permitir o crescimento e
diferenciacdo de osteoblastos in vitro e in vivo. Cada componente do biocompdsito foi selecionado
em razdo de suas propriedades especificas. O colageno | € a proteina predominante na MEC da
maioria dos animais e tem um papel fundamental na regulacdo da adesdo, migracéo, crescimento e
diferenciacdo celular nos tecidos, incluindo o tecido 6sseo. Dada sua interacdo funcional com as
células e suas propriedades mecanicas, além de sua disponibilidade a um custo comparativamente
baixo, o colageno | é geralmente usado como base para a estrutura de biocompositos. Cabe ressaltar
que o coléageno utilizado neste estudo foi preparado usando um método que visa preservar a estrutura
nativa de moléculas de colageno tanto quanto possivel.

O MTA, um material comumente usado em odontologia, também tem sido empregado como
uma pasta injetavel para enxerto 6sseo com propriedades osteocondutivas e oestoindutivas
reportadas (Ding et al., 2010; Maeda et al., 2010; Silva et al., 2014). Os NTCPMs, por sua vez,
demonstraram capacidade de reforcar as propriedades mecéanicas de varios biocompdsitos (Mikael et
al., 2014) e de promover a diferenciacdo celular (Deligianni 2014; Lin et al., 2014). Nesta tese,
verificamos se a inclusdo de MTA e/ou NTCPM em um scaffold de colageno altera a morfologia,
viabilidade, e capacidade migratéria de oestoblastos, e se alguma das combinacOes testadas desses
componentes melhora a mineralizagdo do scaffold e acelera a regeneracdo 6ssea em um sistema vivo.

A caracterizacdo morfoldgica dos biocompdsitos com e sem células foi conduzida utilizando

MEV e MET e os resultados observados foram compativeis com estudos anteriores (MacDonald et
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al., 2005; Silva et al., 2009). A anélise da superficie dos biocompositos com MEV demonstrou que
ambos MTA e NTCPM geralmente aparecem como agregados ndo homogéneos em associagdo com
fibras de colageno I. Analises adicionais utilizando MET revelaram agregados, bem como fibrilas
individuais de NTCPM, distribuidas por todo o scaffold. Noh et al. observaram a presenca de
agregados distribuidos também em scaffold de alcool polivinil, o que sugere que a formacdo de
agregados seja uma propriedade inerente ao MTA (Noh et al., 2014). Além disso, MacDonald et al.
observaram estruturas de NTCPS em massas aglomeradas. Observacgdes adicionais ndo confirmadas
também sugeriram que fibras isoladas de NTCPS s&o encontradas emaranhadas a fibras de colageno
(MacDonald et al., 2005).

Imagens de MEV revelaram que osteoblastos MC3T3-E1 cultivados no biocompdsito
interagem tanto com a matrix de coldgeno quanto com os componentes MTA e NTCPM.
Corroborando nossos resultados, estudos anteriores demonstraram que osteoblastos MG63 cultivados
em MTA apresentam uma morfologia tipica de fibroblastos, com diversas projecdes estendidas em
direcdo ao MTA (Attik et al., 2014). Tukat et al. estudaram as caracteristicas morfoldgicas de
osteoblastos primarios e células MC3T3-E1 cultivadas em membranas de éster de celulose mistas
associadas a NTCPS e observaram que osteoblastos primarios retém adesdo celular mesmo ap6s 23
dias (Tutak et al., 2009). Varios estudos demonstraram também a capacidade de células mamarias de
endocitar NTC (Tutak et al., 2009; Maruyama et al., 2015), o que corrobora nossa observacdo de
NTCPM dentro do citoplasma de células MC3T3-E1. Embora ndo tenhamos detectado quaisquer
efeitos negativos, ndo € claro se a presenca de pequenas quantidades de NTCPM dentro das células
tem efeitos deletérios de longo prazo.

Nossa andlise de viabilidade celular revelou uma taxa de sobrevivéncia de pelo menos 95%
para todas as concentracfes de colageno, MTA, e NTCPM ap6s um periodo de exposi¢do de 48h.
Osteoblastos MC3T3-E1 cultivados na maioria das combinagdes testadas exibiram crescimento
satisfatorio, atingiram confluéncia depois de algum tempo e apresentaram numerosas extensoes
celulares, as quais fizeram contato com outras células ou com o substrato. Entretanto, as células nos
scaffolds de colageno contendo a maior dose de MTA (12,8%), bem como a mistura MTA 6,4% +
NTCPM 6,0%, apresentaram morfologia arredondada com poucas projecoes celulares. Inicialmente,
presumimos que se tratasse de efeitos toxicos devidos as altas concentracdes de MTA e/ou NTCPM,
mas estudos de viabilidade demonstraram a normalidade das células. Observamos que, embora
celulas nessas condicGes sejam viaveis, ha menos células presentes, sugerindo que altas
concentragdes de alguma forma reduzem a proliferacdo celular. De modo interessante, Deligianni et
al. mostraram que NTCPM purificados e ndo-funcionalizados ndo somente atrasam a proliferacdo de

celulas tronco mesenquimais, mas também aceleram sua diferenciacdo em osteoblastos (Deligianni
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2014). De fato, observamos que NTCPM 0.6%, a concentracdo mais baixa testada, causou maiores
taxas de mineralizacdo que concentracdes de NTCPM entre 1,2 e 6,0%. Além disso, houve maior
taxa de mineralizacdo em um scaffold contendo uma combinagdo de NTCPM 1,2% + MTA 3,2%
que em scaffolds contendo apenas um desses componentes (Figura 12), o que sugere que haja um
efeito aditivo nas misturas de NTCPM e MTA. Estudos futuros com base em varias concentracoes e
combinacfes de NTCPM e MTA verificardo ndo somente a capacidade de proliferacdo e
mineralizacdo dos osteoblastos, mas também a expressdo de marcadores de diferenciacdo Gssea,
como osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina.

A capacidade de scaffolds rigidos de promoverem adesdo celular, migracdo e colonizagédo
homogénea € diretamente relacionada ao tamanho e interconectividade de seus poros (Misra et al.,
2010; Chatzinikolaidou et al., 2014). Por outro lado, a migracdo em scaffolds de coldgenos nativos,
ndo-reticulados é mais dependente da densidade das fibras de coladgeno: as células podem se
espremer dentre as fibras flexiveis, ao menos até certa densidade (concentracdo de colageno), ou
podem secretar enzimas que degradam o colageno e permitem sua passagem. Observamos que 0S
osteoblastos foram capazes de migrar eficientemente em scaffolds contendo concentracGes de
coldgeno entre 1,75 e 3,0 mg/mL, enquanto altas concentragbes (i.e., rigidez aumentada)
correlacionaram-se com uma diminuicdo da migracdo. Surpreendentemente, a combinacdo de
colageno | com MTA resultou em um aumento da eficiéncia migratoria. Se isso é devido a um efeito
do MTA sobre as células ou sobre o scaffold de coladgeno ainda néo foi determinado. No entanto, é
importante notar que estudos observaram que o MTA inibe a diferenciacéo de osteoclastos através da
manutencdo da expressdo de osteoprotegerina em osteoblastos, e assim inibir a reabsorcdo dssea
osteoclastica (Hashiguchi et al., 2010; Hashiguchi et al., 2011).

Misturas de colageno | e NTCPM ndo apresentaram eficiéncias migratdrias diferentes do
controle. Embora a combinacédo de todos os trés componentes (colageno | + MTA + NTCPM) tenha
proporcionado uma maior migracao celular que o colédgeno puro ou colageno | + NTCPM (Figura
11), o nivel foi inferior ao de coladgeno I + MTA, indicando que a presenca de NTCPM causa um
declinio no numero de células migratorias. Conforme discutido anteriormente (Deligianni 2014),
pode ser que NTCPM acelere a diferenciagdo de células pré-osteoblasticas MC3T3-E1 em
osteoblastos maduros e imoveis.

O estudo in vitro demonstrou que substitutos 6sseos produzidos por meio da incorporacao de
MTA e/ou NTCPM em scaffolds de colageno | suportam a viabilidade, migracéo e potencializam a
mineralizacdo. Posteriormente, para melhor caracterizar biologicamente 0s biocompositos,
decidimos avaliar o comportamento dos scaffolds na regeneragdo 6ssea de tibias de ratos submetidos
a defeito d6sseo no periodo de 7 dias. Observamos nas analises histomorfométricas que a
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concentracdo colageno | 2,0 mg/mL apresentou duas vezes mais a taxa de formacdo de 0sso
trabecular em relagdo ao controle coagulo. No entanto, as mistura de coldgeno | e MTA néo
apresentaram resultados superiores ao colageno | puro, demonstrando que o MTA parece ndo ter
apresentado efeito sobre o colageno | na regeneracdo 6ssea. Por outro lado, as taxas de formacéao de
0sso trabecular nas concentragdes NTCPM entre 1,2 e 6,0% foram inferiores ao colageno |, sendo
apenas a concentracdo mais baixa de NTCPM 0,6%, semelhante ao coladgeno I. Além disso, a
combinacdo Col | + NTCPM 1,2% + MTA 3,2% apresentou resultado semelhante ao colageno | puro
e aos scaffolds contendo os componentes individuais (Figura 14), o que sugere que MTA e NTCPM
misturados ao colageno | ndo apresentaram efeito aditivo na regeneracdo 6ssea. Para confirmar esse
dado, avaliamos o efeito individual do MTA 3,2% e NTCPM 0,6% misturados ao carbopol e os
resultados apresentaram equivaléncia ao coagulo na formacdo de osso trabecular. Portanto, 0s
resultados dos controles carbopol sugerem que nas dosagens testadas, 0 MTA e NTCPM individuais
ndo apresentam efeito sobre a regeneracdo 0ssea do defeito 0sseo.

Embora ndo existam trabalhos na literatura que demonstrem a atividade do biocomposito
proposto nesta tese, é possivel avaliar a atividade de alguns componentes em outro cenario. Assim,
na literatura, encontram-se inimeros trabalhos demonstrando o uso de MTA na sua forma nativa de
cimento endodéntico, lembrando uma consisténcia do tipo “pasta”, diferente da formulagdo proposta
nesta tese. De fato, 0 MTA apresenta excelentes resultados na neoformacéo 6ssea e inimeros grupos
de pesquisa buscam melhorar suas propriedades fisico-quimicas sem resultar no detrimento de suas
propriedades bioldgicas. Um estudo para avaliacdo do processo de reparo de defeito 6sseo em
calvéria de ratos tratados com MTA, fosfato de célcio bifasico ou a combinacdo dos dois, mostrou
que 0 MTA puro apresentou maior quantidade de tecido ostedide e maior area de formacao de tecido
6sseo em relacdo a associacdo com o fosfato de célcio (Silva et al., 2014). Estudos in vitro e in vivo
conduzidos por Lobo et al. demonstraram que a associacdo de nanocompdésito a base de nano-
hidroxiapatita e MWCNT (nHAp/VAMWCNT-O;) promoveu a adesdo e calcificagdo da matriz
extracelular quando em cultivo com osteoblastos humanos. Além disso, resultados histologicos desse
estudo demonstraram que a associa¢do desse nanocompdsito induziu a formacdo de osso lamelar
maduro em defeitos de calvaria de camundongos sem desencadear reacdo inflamatdria (Lobo et al.,
2013).

Embora a histomorfometria seja uma excelente técnica de anélise da regeneracdo tecidual
Ossea, as microtomografias sdo bastante utilizadas, devido ao fato de obter imagens com secOes
transversais, modelos da estrutura em 3D e realizagdo de célculos morfométricos com preciséo. A
densidade mineral éssea do coldgeno | 2,0 mg/mL foi superior em relacdo as demais concentracdes.
No entanto, as misturas de colageno | e MTA ndo apresentaram diferencas ao colageno | puro em
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relacdo a densidade mineral dssea e, de forma contraria a histomorfometria, 0 grupo NTCPM néo
apresentou resultados inferiores ao colageno | puro. O volume 0sseo em relacdo ao volume total do
defeito assim como a conectividade mostrou que todos os biocompdsitos analisados foram
equivalentes ao coladgeno | puro, mas os controles carbopol MTA e NTCPM foram inferiores.
Corroborando nossos resultados, Santos et al. demonstraram em analise de microCT que esponjas de
colageno | porcino aumentaram aproximadamente duas vezes o volume 06sseo em defeitos de
calvaria de ratos em comparacdo ao codgulo em um periodo de oito semanas de tratamento (Santos
Tde et al., 2015).

A espessura trabecular foi superior em todos os tratamentos incluindo os controles carbopol
MTA e NTCPM em relacdo ao coagulo, e ndo diferiram do coladgeno I. No entanto, a separacédo
trabecular das tibias tradadas com os biocompositos foi equivalente ao codgulo, exceto as tibias
tratadas com os controles carbopol, que demonstraram maior separacao entre as trabéculas 6sseas. O
numero trabecular das tibias tratadas com os biocompositos foi equivalente ao coagulo, porém,
superiores aos controles carbopol. As analises do MTA e NTCPM combinados ao carbopol sugerem
que esses materiais individualizados parecem ndo induzir a regeneracdo 6ssea e, quando combinados
ao colageno I, também ndo potencializam a acdo que o colageno | puro exerce na regeneracao
tecidual. Esses resultados levantam duas hipoOteses para investigacdo futura: (1) o tempo de
regeneracdo 0ssea pode ter sido insuficiente, o que sugere a avaliacdo de tempos mais longos; (2) as
concentragdes de MTA e NTCPM podem ter sido baixas para o estudo in vivo, uma vez que 0
biocomposito mistura-se ao sangue e sofre diluicdo, sugerindo a avaliagdo de doses mais elevadas.

Como demonstrado neste trabalho, o biocompoésito composto por colageno I, MTA e
NTCPM apresenta caracteristicas importantes relacionadas ao reparo 6sseo. Embora os resultados in
vivo no tempo avaliado ndo demonstraram diferencas dos biocompoésitos em relacdo ao colageno |
puro, os dados in vitro demonstraram resultados promissores sobre o efeito da combinagdo do

colageno I, MTA e NTCPM na regeneracgdo do tecido 0sseo.
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7. Conclusoes
Nossas conclusdes sao:

1. A anélise da superficie dos biocompositos com MEV demonstrou que ambos MTA e NTCPM
aparecem como agregados ndo homogéneos em associacao com fibras de colageno I.

2. Osteoblastos MC3T3-E1 cultivados no biocomposito interagem tanto com a matriz de colageno
guanto com os componentes MTA e NTCPM e, particularmente, osteoblastos foram capazes de
endocitar NTCPMs que apareceram dispersos no citoplasma ou detidos em vesiculas
citoplasmaticas.

3. O estudo de viabilidade celular apresentou taxa de sobrevivéncia de pelo menos 95% para todas
as concentracdes de coldgeno, MTA, e NTCPM ap6s um periodo de exposicao de 48h. Embora a
viabilidade celular seja alta, hd& menos células presentes, sugerindo que altas concentracGes de
alguma forma reduzem a proliferacgdo celular.

4. Os NTCPMs 0.6%, a concentracdo mais baixa testada, causaram maiores taxas de mineralizacédo
que concentracdes de NTCPM entre 1,2 e 6,0%. Além disso, houve maior taxa de mineralizagédo
em um scaffold contendo uma combinagdo de NTCPM 1,2% + MTA 3,2% que em scaffolds
contendo apenas um desses componentes, sugerindo que haja um efeito aditivo nas misturas de
NTCPM e MTA.

5. Osteoblastos foram capazes de migrar de forma eficiente em biocompoésitos contendo
concentracdes de coldgeno entre 1,75 e 3,0 mg/mL, enquanto altas concentracdes
correlacionaram-se com uma diminuicdo da migracdo. Surpreendentemente, a combinagdo de
colageno | com MTA resultou em um aumento da eficiéncia migratdria. De forma contréria,
misturas de coldgeno | e NTCPM nédo apresentaram eficiéncias migratérias diferentes da do
controle. Embora a combinacdo de todos os trés componentes (coldgeno | + MTA + NTCPM)
tenha proporcionado uma maior migracéo celular que o colageno puro ou coladgeno | + NTCPM,
o nivel foi inferior ao de colageno | + MTA, indicando que a presenca de NTCPM causa um
declinio no nimero de células migrantes.

6. Os resultados in vivo demonstraram que colageno | 2,0 mg/mL foi capaz de aumentar a
regeneracdo 0ssea no periodo de 7 dias. No entanto, as misturas de MTA e/ou NTCPM ao

colageno | ndo apresentaram efeitos aditivos ao colageno I.
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