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Resumo

Atualmenteum dos mai ores desafi os daolvimentbidei na
biomateriais para gegeneracaa o t e c i Nesta tesesaaeterizamos scaffolds tridimensionais
compostos por colageno |, agregado trioxido de mineral (MTA) e/ou nanotubcartsno 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. C
MTA tem uma composi¢édo quimica similar & de compt®eminerais do 0sso e é usado como um
cimento em aplicacdes endododnticas, onde apresenta atividades osteoindutoras, sugerindo que, er
uma forma dispersa, pode prover sitios de nucleacéo 6ssea por todo o biocompdésito. NTCPMs foram
incluidos uma vez quei observada sua capacidade de aumengstabilidade mecéanica de géis de
coldgeno. Os objetivos desta tese foram determinar as concentracOesdétiomddgeno, MTA e
NTCPM necessarias para a viabilidade, migracédo e diferenciacéo de osteadblaistos testar os
biocompdsitos quanto ao seu potencial osteoindataivo. Préosteoblastos (MC3Fg&1) foram
cultivados sobre ou dentro de scaffolds contendo diferentes concentracfes de colageno, MTA e
NTCPM e suas respostas celulares foram determinadas enentiéfs periodos. A viabilidade celular
observada foi superior a 95% para todas as variacdes do biocompdésito fastédasA migracao
celular no interior dos biocompdsitos também ocorreu eficientemente, exceto na presenca de
NTCPM. Algumas concentragd de MTA ou NTCPM, ou ainda combinacfes de ambos, causaram
um aumento na mineralizacao dos biocompdésitos. Para os estwiesum defeito de 1,6 mm foi
realizado no osso tibial de ratos e preenchido com o biocompésito. Apos sete dias, amostras foram
coletadas e analisadas através de microtomografia computadorizada e analise histomorfométrica. Os
resultados obtidos indicaram umnaento significativo na mineralizacdo e maturacdo expressiva de
osso trabecular neoformado na presenca do scaffold de colageno, Infagapenas pequenos
aumentos com a adicdo de MTA e/ou NTCPM em comparacdo aos contraies, ésses novos
biocompoésitosa base de colageno I, MTA e NTCPM mostraram potencial como scaffolds

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

One of the main challenges of regenerative medicine is the development of biomaterials for
bonetissue regeneration. In this thesis, we charact&ixeiocomposite scaffolds composed of type
| collagen plus mineral trioxide aggregate (MTA) and/or multiwall carbon nanotubes (MWCNT) for
use in bone tissue regeneration. Collagen provides a physallggielevant scaffold, which allows
osteoblast adhesion and migration to occur. MTA has a chemical composition similar to the mineral
components of bone and is used asnaterial in endodonttal applications, where itisplays
osteoinductive activities,uggesting 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 objectiveghig thesiswere to determine the optah
concentrations of collagen, MTA and MWCNT necessary for osteoblast viability, migratidn
differentiationin vitro and then test the biocomposites for osteoinductive potentigivo. Pre
osteoblasts (MC3T-&1) were cultured on or in biocompositeafolds 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 testedro.
Migration into scaffolds also occudeefficiently, 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.irFgivo studies, a 1.6 mm diameter
defect was madm the tibial bone of rats andléd with biocomposite. After sevetlays samples
were collected and analyzed using computerized rtarmgraphy and histologicahorphometric
analysis. The results obtained thus far indicate a significant increasedraliziation and advanced
maturation of newhformed 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 | collagen / MTA / MWCNT biocomposis show potential as physiologically relevant scaffolds

for use in bone tissue regeneration.



1. Introducao

1.1 Mecanismos celulares na regeneracao e remodelamento 0sseo

A regeneracada perda 6ssea € um problema clinico importante em todo o mundo. De fato, o
0sso é o tecido mais implantado depois do sangue: quase sete milhBes de fraturas dsseas ocorre
anualmente somente nos Estados Unidos e a previsdo é que esses nuameros aumenter
dramaticamente com o envelhecimento da populgdda®inHan and Xu 2011)No entanto, s
pequenadraturas 6sseas podem ser curadas naturalmente sem intervencgao clinica, o que demonstre
uma plasticidade do tecido 6sseo na regeneracéo, trabalhando em constante remodelamento durante
vida do organism@Phanet al.,2004)

Fisiologicamente, 0 0sso € um tecido conjuntivo especializadocélulas imersas em uma
matriz calcificadadinamico, altamente vascularizado, com capaeidblreparase sem cicatrizes
(Shapiroet al., 2014) A matriz 6ssea é composta por uma parte inorganica rica em cristais de
hidroxiapatita e uma parte organica composta por colageno |, além da presenca de células da
linhagem Ossea, vasos sanguineos, nervos e fluido extsac@astillo and Leucht 2015)A
diversidade funcional ampla do tecido 6sseo é refletida por sua complexa arquitetura tecidual, sendo
o tecido organizado em duas maneidésintas: 0 osso trabecular (medular) e o osso compacto
(cortical). O osso trabecular apresenta inUmeros poros e é por isso denominado 0SSO espon;joso
sendo essas cavidades porosas preenchidas por uma grande parte da medula éssea. Por outro lado
0SSO ompacto € continuo, apresenta poucos poros, abriga a maioria da populacéo de ostedcitos e ¢
responsavel por espalhar sinais mecéanicos originados do ambiente externo. Tais sinais podem
desencadear varios reflexos que regulam a atividade de osteoblastoteoelastes no
remodelamento 6sséGeminiPiperniet al.,2014)

O remodelamento 6sseo € um processo mediado por acdes em conjunto de osteoblastos
ostedcitos, osteoclastos e células de revestimento ¢Rsdxing et al., 2006) A proliferacao,
diferenciacéo e as atividades dessas células séo controlados por fatores locais e dBiéamebs
al.,, 2004) O inicio da fase do remodelamento 6sseo comeca com a reabsoreaopéks
osteoclastos, seguida pela fase de formacdo 6ssea pelos osteoblastos, com uma fase de transic:
entre essas duas. O ciclo € entdo completado por a¢gBes coordenadas de ostedcitos e células c
revestimento 0ssg&ims and Gooi 2008)

Por acdo de fatoressieoclastogénicos como lmante do receptor do ativador do fator
nuclear Kappa BRANKL) e fator estimulador de coloénias de macréfagesGSH, as células
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tronco hematopoiéticas sdo recrutadas para areas especificas da superficie do 0sso e déerenciam
em osteoclastos maduros, iniciando assim a reabsorcdo (Ns&ashimaet al., 2011)
Adicionalmente, alguns fatores, como fatores de crescimento setaslizamsulina (IGF), fatores
transformadores do crescimento (T6H |, prote2nas mor fogen®tica:
crescimento de fibroblasto (FGF) e fator derivado do crescimento de plaguetas (PDGF) parecem
atuar de maneira acoplada, uma vez que s@@azenados na matriz 0ssea e liberados durante a
reabsorcéo 6ssé€hinkhartet al.,1996) Estudos recentes sugerem que outra categoria de moléculas
denominadas semaforinas estejam envolvidas na comunicacdo das células Osseas durante
remodelacéo o0ss€begishiKogaet al.,2011; NegishiKoga and Takayanagi 2012)

Sob a influéncia de varios fatores, os ostedcitos harmonizam a remodelacdo O6ssea,
produzindo fatores que influenciam as atividades dos osteoblastos e oste¢Rladtetortet al.,
2010) A apoptose de ostedcitos atua como uma sinalizacdo quimiotatica que recruta osteoclastos
para o loca(Nobleet al.,1997; Verborget al.,2000) Consequentemente, tem sido relatado que os
osteoclastos fagocitam ostedcitos aptpd§, sugerindo que osteoclastos sédo capazes de fagocitar
células 6sseas que morrem no local da remodelacdo (@&seaet al., 2003; Plotkin 2014)Ha
também relatos de que edtitos viaveis sdo capazes de produzir fatores osteoclastogénicos (ex:
RANKL) nas proximidades de ostedcitos que estdo em apoptose, a fim de recrutar osteoclastos
(Nakashimaet al.,2011)

Assim como no remodelamento, a regeneracao dsgezblema central abordado nesta tese
i é coordenada por varios tipos celulares a dienformar um novo oss® regeneraca@ssa
envolve uma fase de modelagem inicial (fase anabdlica) que se caracteriza por um aumento em
volume tecidual, relacionado com o recrutamento e diferenciacdo de células tronco em células 6ssea:
e vasculares. Adjacente a linha da fratwra, calo cartilaginoso formse e, nas bordas dos novos
tecidos cartilaginosos, o periésteo ind®ae iniciase a formacdo do osso prima(hillips 2005;
Einhorn and Gerstenfeld 2015yoncomitante ao desenvolvimento do tecido cartilaginoso, células
que formardo vas sanguineos sdo recrutadas e diferensmm@o redor do muscu(&urdy et al.,
1996) O aumento no leitoascular cresce para dentro do calo, o que é refletido pelo fluxo sanguineo
aumentado dentro da area do tecido reparado. Conforme a diferenciacdo dos condrdcitos progride, &
matriz extracelular da cartilagem é mineralizada e a fase de modelamento artehdlica com
apoptose dos condrdcitflseeet al.,1998; Einhorn and Gerstenfeld 2015)

Uma nova fase prolongada iniesa (fase catabolica), caracterizada pela reducdo no volume
do calo 0sseo. Durante essa fase, atividades como a reabsorcdo da cartilagem seguida de formacé
O0ssea secundaria sdo iniciadas. Posteriormente, quando a remodelacdo 6ssea comeca, a primeir

matriz mineralizada produzida durante a formacdo do 0sso primario é reabsorvida pelos osteoclastos
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e, em seguida, 0 0sso secundario também é reabsorvido. Como @ssab continua a ser
reabsorvido, esse periodo é caracterizado por ciclos alternados de atividade de osteoclastos ¢
osteoblastos, em que os calos sao remodelados para dar estruturagdo ao 0sso cortical. Durante es
periodo, o espagco medular é reestaligbee 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 permafdeinyk et al., 2008) A visdo geral das

fases metabdlicas e os eventos lyjaos diregeneracaale fraturas estdo representados na Figura 1.

Periosteum Marrow Cortical bone
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H — & =
i ; -~
: — - \ <
: : i i - -
] : . i 2
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Fonte: Einhorn and Gerstenfg2i015

Figura 1: Regeneragdode fratura de fémur em rato. As principais fases metabdlicas (anabdlica e
catabdlica) d regeneracd@ssa estdo denotadas nas barras em azul e os estagios biologicos (endocondral,
inflamatorio e remodelamento) nas barras em marrom. Os principais tipos celulares estdo esquematizados en
cada etapa e a escala de tempo € equivalente a uma fratura de fémur de rato



1.2 Engenharia tecidual e regeneracao 0ssea

A regeneracaale defeitos 0sseasiticosrepresenta um dos maiores desafios para o sucesso
em tratamentos da ortopedia e odontologiates de existir a medicina regenerativa e 0s enxertos
0sseos, grandes fraturas levavam, na maioria dos casos, a amputacdes. A histéria da medicine
regenerativa relata que a primeira tentativa de enxerto 6sseo foi realizada por um meédico cirurgido
em 168 (Lane and Sandhu 198Mesde entdo, a area evoluiu para uma ciéncia interdisciplinar que
tem desenvolvido diversos tratamentos para varios tipos de defeitos (Ssetset al., 2013;

Einhorn and Gerstenfeld 2015)

Ao contrario de pequenas fraturas 6sseas, que podem ser curadas naturalmente, defeitos
0sseos criticos causados por acidentes com fraturas expostas ou ressec¢do tumoral requerer
procedimento cirargo e reposicao tecidugbpin-Neto et al.,2013) Nesses casos, uma alternativa
para o preenchimento 0sseo € o0 enxerto, uma \&esge 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, os quais séo classificados como aloenxertos, xenoenxertos
autoenxetos e aloplasticos ou sintétic(&hibuya and Jupiter 2015)

Os aloenxertos sdo adquiridos de seres humanos, na maioria das vezes provenientes de un
banco de ossos e compreendem o enxerto entre individuos da mesma Egpggedem ser
preparados por meio de presamentos distintos e, devido a isso, suas propriedades biolégicas
podem variar amplamente. Em geral, o processo de esterilizacdo é vigoroso a fim de eliminar as
transmissdes de doencas. Entretanto, esse processo pode reduzir as propriedades osteogénicas
comprometer a formacao 6s9&hibuya and Jupiter 2015putras limitacdes importantes a serem
consideradas em relacdo ao aloenxerto sdo a elevada rejeicdo tecidual e o alto custo financeirc
(Ehrler and Vaccaro 2000)

Os xenoenxertos podem ser adquiridos de uma variedade de espécies, incluindo bovinos,
porcinos e equinos, 0s quais sdo geralmente biocompativeis com a estrutura do 0sso humanc
(Develioglu et al., 2009) Esses enxertos sao osteocondutores, capazes de guiar a formacdo Ossea
passivamente por meio da propria matriz. Por outro lado, ndo sdo osteoindutores, ou seja, nao levan
as células mesenquimais a se diferenciarem emoldastos por meio de proteinas indutivas
(AlGhamdi et al., 2010) Uma das principais preocupa¢des com 0S xenoenxertos € a potencial
transmissao de doencgas zoondticas, como a encefalopatia espongiforme ocasionada pela infecgéo pc
prions em bovios(Oryanet al.,2014)

Os autoenxertos séo consideradopanlrdo ourona regeneracdo de pequenos e médios
defeitos 6sseos. Sao obtidos a partir de areas especificas do esqueleto do préprio paciente, po
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exemplo: osso parietal, mandibula e crista iliaca, resyi o tratamento escolhido e a extenséo da
lesdo(Gulanet al., 2012) O osso autdgeno tem uma forte caracteristica osteogénica e é também
considerado osteoindutor e ostendutor, propriedades que potencializam a formacéo dssea. Apesar
desses beneficios, 0 0sso autdgeno apresenta algumas desvantagens, tais como: necessidade de n
procedimento cirdrgico sob sedacdo geral para se obter o enxerto, limitacdo da quantidade e
disponibilidade de osso, longo periodo de recuperacédo, susceptibilidade a infeccdo e progressiva
reabsorcdo 0ssé€®ryanet al.,2014) Tais inconvenientes tém levado pesquisadores a desenvolver
novos materiais para reposi¢do 0ssea, que associem vantagesss mdohxerto autdlogo, 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 os comp@Gates-Garetaet al.,2015) Um
biomaterial de qualidade deve permitir a adesdo, migracdo e diferenciacdo das células
osteoprogenitoras, eventos celulares essenciais que garantem a osseoin(Bgrsgfzoet al.,

2010; Zambuzzet al.,2012) Outro fator interessante que merece atencéo € o tempo de absorcao do
maerial, o qual deve seguir a neoformacao do tecido ésseo lesifie@diveiraet al.,2008) No

entanto, apesar do avanco técnico na fabricacdo dos substitutos 6sseos, a aplicacao clinica reque
bastante cautela, pois é preciso balancear as limitacdes que cada grupo de biomaterial apresenta r
regeneracamssea (GarciaGaretaet al., 2015) Em particular, a combinacdo de biomateriais na
forma de compdésitos pode explorar as qualidades e atenuar as limitacdes individuais de cada
material. A Tabela 1 sumariza os diferentes grupos dditsuibs 6sseos naturais e sintéticos com

suas respectivas vantagens e desvantagens na aplicacao.



Biomateriais

Exemplos

Vantagens

Desvantagens

Proteinascolageno, fibrina,

gelatina

Polissacarideosicido

Biodegradaveis

Baixa forca mecanice

Altas taxas de

Naturais . Biocompativeis ~
hialurdnico, sulfato de o degradacgéo
. ) Bioativos L
condroitina, celulose, alginato e Variacdes de lote
quitosana
Polimeros Acido poliglicolico (PGA)
Acido poli-lactico (PLA) . .
. . ) o Baixa forca mecénice
Acido poli-caprolactona (PCL)  Biodegradaveis .
o o . . ) o Alta concentracéo
Sintéticos Acido polilaticoi poliglicélico Biocompativeis
B local de produtos de
(PLGA) Versatilidade .
o o o ) degradacéo acida
Acido poli-hidroxietilmetacrilato
(poli-HEMA)
Hidroxiapatita sintética (HA)
Silicato ) o Fragilidade
o o Biocompativeis .
Fosfato de élcio Fosfato tricalciceb -TdP) ) o Baixa forca (fratura
) o ) Biodegradaveis ]
Ceramicas Fosfato bicalcico desidratato S muito)
Bioatividade .
(DCPD) o Dificil prever as
Osteocondutividade
Biovidros . . o taxas de degradacéo
) ) Silicato e borosilicato bioativo
Vitroceramicos
Baixa aderéncia ao
o ) Excelentes )
Titanio e suas ligas ) tecido
R propriedades .
) Tantalo . Corroséo
Metais o mecénicas (alta ] o
Aco inoxidavel - Risco de toxicidade
o . forca e ductilidade) . ] .
Magnésio e suas ligas ] o devido a liberacao de
Biocompatibilidade .
fons metalicos
Combinacdo das  Combinacgéo das
. Revestimentos de Fosfatos de  vantagens dos desvantagens dos
Compaositos

calcio sobre metaidA-quitosana

biocompdsitos

individuais

biocompositos

individuais

Baseado em: Garci@aretaet al, (2019

Tabela 1 Biomateriais naturais e sintéticos usados para regeneracdo Ossé&zada linha descreve

exemplos, vantagens e desvantagens da aplicacdo de um biomaterial.



1.3 AplicacBes de biomateriais tridimensionais na regeneracédo 6ssea

A utilizacdo de biomateriais tem sido bastante explorada pela engenharia de tecidos,
especialmente associados a elementos como: moléculas de sinalizagdo (fatores de crescimento)
células (progenitoras, pluri e multigoites) e compositos divergd&magnoliet al.,2013)

Muito da compreensao da interacdo de células e biomateriais foi estabelecida em estudos
utilizando modelos de scafftd bidimensionais (2DjWozniak et al., 2004; Stevens and George
2005) No corpo, no entanto, as células sao rodeadas por ewtazelular MIEC) e interagem com
essa rede tridimensional estruturada, favorecendo eventos como a adeséo, migracdo e diferenciaca
celular. Assim, o conhecimento sobre as interacdes dgilutaaterial em modelos 2D pode nédo ser
aplicavel para prever o pgortamento celular no ambiente fisiologico tridimensional. De fato,
estudos recentes tém demonstrado que as interacdesnséttila no corpo sado significativamente
diferentes daqueles estudos realizados em scaffoldf@IillameGentil et al., 2010) Uma
caracteristica importante a respeito de biomateriais tridimensionais é o fatoredentgrem
porosidade, a qual permite o crescimento das células no interior do scaffold, o transporte de
nutrientes, oxigénio e fatores de crescimgitarageorgiou and Kaplan 2005; Sedr al., 2005)

Mediante a importancia da arquitetura 3D para simular o amhbiewnigo, alguns hidrogéis, como
matrigel, polietilenoglicol, quitosana e o colageno tém sido muito utilizados para estudar as
interacdes e comportamentos celularesgitro (Zamanet al.,2006; Benoitet al.,2008; Arakawaet

al., 2014)

Particularmente, o colageno compreende 25% do seu peso seco de proteinaviatal
Dentre os varios tipos de colagenos, o tipo | € 0 maior componente organico da matriz extracelular
do osso e, devido a facilidade de extracao e adaptabilidade paas@plicacdes, € a forma mais
prevalente e popular para engenharia teci(Artioineet al.,2014)

Numerosos estudos tém demonstrado o papel de matkizbase decolageno | na
diferenciacdo e mineralizagdo de osteoblag@asseBette et al., 1990; Kinoshitaet al., 1999;

Salgado et al., 2015) Especificamente, o colageno | suporta a diferenciacdo de células
osteoprogenitoras, contém motivos de ligacdo (R&duéncia de peptideos argininglicina 1

acido asparticp para outras moléculas ddEC, por exemplo, a fibronectina, e é facilmente
degradado por colagenases secretadas por células res{@eritelo et al.,2002; Yuet al.,2013)

Para potencializar as propriedades osteogénicas do colageno I, varias pesquisas tém associado a es
polimero os cimentoa base ddosfato de calcio, tais como a hidroxiapatita, devido a similaridade

desse cimento consaninerais do osg@\kkouchet al.,2011; Yunokiet al.,2011)



Como ja mencionado, uma caracteristica importante de um biomaterial € o tempo de
absorcao/degragao, o qual deve apresentareleracdo de degradacdo ajustada com a regeneracéao.
Nesse sentido, Marcacci et al. (2007) awalm o padrdo de degradacédo de scaffold poroso de
hidroxiapatita puro associado com células tronco da medula 6ssea em pacientes com perda 6sse
gravee historico de cirurgias sem sucesso. Apadsahos de implantacédo do scaffold,resultados
apresentararboaintegracdo do implante ao tecido hospedeiro, mas o biomaterial ainda ndo havia
sido totalmente degradad®larcacciet al.,2007) Em contraste, um composiadbase deoldgeno |
associado a hidroxiapatita implantado em defeitos 6sseos criticos de calvaria de ratos apresentol
taxas de degradacao em aproximadamente trés serp\allaet al.,2014)

Assim, as associacoes dos cimeritdmse déosfato de calcio (hidroxiapatita sintética) com
o colageno | tém apresentadesultados biolégicos promissor@svitro e in vivo, devido a boa
compatibilidade, osteocondutividade, reduzidas taxas de degradagéo e capacidade de regeneraca
o0ssea(Penget al., 2009; Yunokiet al., 2011) Estudo recente liderado por Salgado et al. (2015)
associou nanoparticulas de hidroxiapatiteanpHA) ao colageno | por meio da técnica de
congelamento denominada criogel. Em particular, as nanoHA foram distribuidas homogeneamente
na parede dos poros do scaffold de coldgeno | e células humanas da medula 6ssea foram cultivadas
Os resultados bioldgos demonstraram que, apos 21 dias de cultivo celular, o biocompadsito col | +
nanoHA apresentou superficie e macroporos completamente cobertos por uma densa camada celulal
enquanto o scaffold coldgeno | puro (controle) apresentou uma menor porcentagebertiera
celular. Adicionalmente, a proliferacao 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 alctdimébém foi dosada e os resultados mostraram
aumento na expressdo de RNA mensageiro, 0 que sugere que a presenca de nanoHA aumenta
diferenciacdo osteogénica de células tronco humanas da meduléSadgadcet al.,2015)

Xia et al. (2013) desenvolveram um scaffiachelara base deolageno | associado a cristais
deapatita, o qual mimetiza de forma muito real a estrutura do 0sso natural quanto as orienta¢des das
fibras colagenas e distribuicdo dos cristais de apatita. Os resultadogo demonstraram a
compatibilidade e a capacidade osteocondutiva do biomatesglt&stesn 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 formacdo 6ssea quando comparado aos
biomateriais com baixos teores dwistais(Xia et al.,2013)

Atualmente, outra classde materialbastante explorada no ramo da odontologia € o
Agregado Trdbxido de Mineral (MTA) Embora o MTA seja utilizado principalmente para terapia
endodéntica, também tém sido relatadas propriedades osteoindutoras e osteocdihiarolapest
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al., 2010; Silvaet al., 2014). Uma hipétese desta tese € que particulas de MTA distribuidas em
scaffolds de colageno possam atuar como sitios de nucleacdo para formacdo de um novo osso d
maneira similar como visto pela hidroxiapatita. Entretanto, como ja& medcipro colageno |
apresenta baixa resisténcia mecanica. Assim, outra hipétese desta tese é que o bioéobgs&sito

de colageno | e MTA possa ser melhorado pela adicdo de nanoestruturas que apresentem boas
caracteristicas mecanicas. Nesta tese, investigiarviabilidade 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 tribxido de mineral

O agregado triéxido de mineral (MTA) (do inglémeral trioxide aggregateé ummaterial
gue foi desenvolvido para aplicac@sdodontias, uma especialidade da odontologia no inicio dos
anos 90 (Lee et al., 1993) e aprovado para uso na endodontia pelo FBAod and Drug
Administratior) nos Esados Unidos em 1998. O desenvolvimento do MTA foi um marco para a
odontologia, tendo sido utilizado em difererepticacoesia endodontigNaik et al.,2014)

O MTA é uma nstura refinada do cimento Portland e 6xido bismuto. Ele contém silicato de
dicélcio, silicato de tricalcio, aluminato tricalcio e aluminoferrite de tetracalcio. Além desses
componentes, foi observado que o MTA contém pequenas quantidades de outros, néierais
como: dioxido de silicio, diéxido de célcio, 6xido de magnésio, sulfato de potassio e sédio, os quais
modificam suas propriedades fisi¢@asrabinejacet al.,1995; Sarkaet al.,2005) Um caracteristica
importante desse cimento € o fato de apresentar propriedade antimicrobiana devido ao elevado pH de
12.5, semelhante ao hidréxido de adl@iorabinejacet al.,1995)

As aplicagbes clinicas do MTAaendodontissdo bastante diversificada®moselamento de
retro-obturacadp apicificac®, capeamento pulpar, pulpotomia para dentes primarios, formacéo de
barreira apical para dentes com polpas necréticas e outros procedimentos. A amplitude na terapia
endodontica se deve principalmente pedgpacidadedo MTA de induzir a formagédo de tecido
mineralizado (Parirokh and Torabinejad 2010pDutras aplicacbes do MTA também merecem
destaqueA regeneracdalo periodonto € um grande desgfiara o campo da periodontia, pois a
cementogénese é um evento critico para a regeneracdo de tecidos periodontais. No entanto, 0 MTA
exibiu resultados positivos em procedimentos periodontais, permitindo a restauracdo e crescimento
do cemento, facilitando r@generacéo de tecidos periodon{aisrabinejadet al.,1995; Torabinejad
et al.,1997; Wanget al.,2014)



Os efeitos sobre a sobrevivéncia, mineralizacdo e expressdo de genes relacionados com &
mineralizacdo de cementoblastos foram investigados por Hakki et al (2009). Os resultados desse
estudo mostraram que o MTA nao apresentou efeito negativo sobre a viabilidade e morfologia de
cementoblastos, além de ocasionar o aumento do RNA mensageiro da sialoproteina 6sska (BSP
inglésbone sialoproteipe colageno do tipo (Hakki et al.,2009) Pesquisas com células humanas
investgaram a resposta biolégica em osteoblastos humanos cultivados com o MTA. Os resultados
mostraram aumento da producdo de osteocalcina e niveis elevados de fosfatas€kabatinal.,

1997) Estudos recentes demonstraram que o MTA promove a diferenciacdo odonto/osteogénica de
célulastroncoda polpa dental via ativacdo do fator nuclear KapplBq B, indicando que o MTA
pode reparar polpas com pulpites em estagios iniéasget al.,2014)

Como relatado, o MTA apresenta inUmeras qualidades como material bioativo e é capaz de
criar um ambiente ideal para a cicatrizacao gpod induzir a formacéo do tecido 6s¢Baeket al.,

2005; Parirokh and Torabinejad 201000 entrar em contato com os tecidos humanos, o MTA
parece atuada seguinte maneira: lanca ions de calcio e facilita a adesao e proliferacéo celular; cria
ambiente microbiano devido ao seu pH alcalino; modula a producdo de cppo@imflamatoria,

como IL-6; induz a diferenciacdo e migracdo de células osteogérpoagorciona o selamento
bioldgico devido as formas de hidroxiapatita presentes em sua sup@éidgiekh and Torabinejad

2010; Corral Nunezet al., 2014) Além dessas vantagens, o MTA € ndo mutagénico, nao
neurotoxico, e nao produz quaisquer efeitos adversos sobre a microcirculagdo no tecido conjuntivo
(Torabinejad and Parirokh 2010No entanto, algumas limitagdes importantes quanto as
propriedades do MTA na aplicacdo clinica tém sido discutidas, como dificil manuseio,
endurecimento na preisca de umidade e perda sua coesividad®esquisas recentes tém misturado
esse cimento a agentes estabilizadores, como quitosana ou gelatina, os quais tém sido usados comn
pastas para enxerto 0sseo injetavel. Esses estudos sugerem que a incorpdidgéia deaffolds
biomiméticos tridimensionais pode produzir um biocompdsito que é osteocondutor e osteoindutor,

promovendo assim uma regeneracdo 0ssea mais (Bydget al.,2010)

1.3.2 Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbofdTCs) estdo entre os mais duros e fortes materiais conhecidos na
area de engenharia de materiais. Os estudos com esse material irseiaram991, liderados por
Sumio lijima,quedenominou a sua preparacdo de tamanho nanométocsmo fiagul has o d
agora conhecambs como nanotubosAs aplicagbesutilizando nanotubos séitimitadas, visto que
podem ser empregados desde a aplicacdo em circuitos microeletrdnicos e areas da microscopia, at
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em sistemasiologicos(lijima 1991) O método mais comum de sintese dos NTCs é por deposicao
de vapor quimico. Esse processo envolve a reacdo de um catalizador de metal com um
hidrocarboneto ndo processado a altas temperaturas 1€)7D@pendendo das condi¢des de reacao,
podese criar uma variedade de comprimentos (nandmetros a milimetros) e larguras (1 a 100 nm) de
NTCs(Martins-Junioret al.,2013)

Os NTCs sao caracterizados pela gurbh¢cdo de uma ouanrs folhas de grafeno enroladas,
sendo gueles que possuem uma Unica folha enrolada classsicemimo nanotubos de parede
simples, NTCPSs ou SWNTslq ingléssinglewalled carbon nanotubg). Os NTCPSgossuem
tipicamente diametros deGlnma 1,5 nm com comprimentos de centenas e até dezenas de vezes
maiores que seu diametf@jayan 1999) Os NTCs que possoe mais folhas de grafeno séo
classificados como nanotubos de paredékiplas, NTCPMs ou MMZNTs (do inglésmulti-walled
carbon nanotubg. Devido a sua estruta de multiplas folhas, os NTCPMsossuem largos
diametros, poderdser superi@sa 100 nm, sendo a distancia entre as folhas de aproximadamente
0,34 nm(Tran et al., 2009) A densidade dos NTCs é similar ao grafite e mais baixa que a de
materiais metdlicos utilizados na engenharia de tecidos, como aco e(#@médioet al.,2006) O
NTCPM e o NTCPS tém propriedades semelhantes. No entanto, devido a sua natureza de multiplas
paredes, agparedes externas dos NTCPMs podem proteger as paredes internas de interacdes
guimicas com substancias externas, além de apresentar propriedades de alta resisténcia e alta purez
caracteristicas ndo observadas totalmente ou parcialmente nos N{EzRSsvadiet al., 2014)

Assim, nesta tese, optamos por associar os NTCPMs ao biomaterial prépbgjora2 mostra 0os
NTCs do tpo NTCPSe NTCPM.

NTCPS NTCPM

>100nm

Fonte:Martins-Junioret al.,(2013

Figura 2: Representagdo esqueméaticde NTCs.NTCPS diametro del,0 a 1,5mm; (B) NTCPM, diametro
>100nm.
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MedicOes experimentais e tedricas mostraram que 0os NTCs exibem o maior médulo de
Young (médulo de elasticidade) e resisténcia a tracao entre os materiais conhecidos. Seu alto grau d
flexibilidade esta relacionado a forca de atracdo entre os atomos deccarta ligagcdo quimica
covalente(Tonelli et al., 2012) Essa analise experimental e tedrica dos NTCs permite inferir que
essas nanoestruturas podem sustentar 15 % do esforco de tensdo de um 0sso, e sua implantac:
dentro da fratura pode melhorar aspriedades mecéanicas do osE&anello et al., 2006)
Especalmente, a auséncia de ligacdes oscilantes confere aos NTCs a inércia quimica para aplicages
em sistemas bioldgicos. Essa inércia é devida a baixa dispersdo dos NTCs em agua ou solvente:
organicos, o que pode dificultar a interacdo com outros mateamss;admo polimeros. No entanto,
avancos nas pesquisas de funcionalizacdo dos NTCs, isto é, a associagcdo com moléculas quimica
diferentes, tém contornado essas limitag8&mttacharyyat al.,2008)

A fase reforcadaos NTCs pode aumentar ndo s@esgpriedades mecanicasastambém a
condutividade elétrica e termaé biocompositasA associacdo de NTCs a componentes ceramicos
como a hidroxiapatita também tem apresentado resultados relevantes para a engenharidsecidual.
andlises da maioria dos estudos publicados sugerem que a utilizacdo de NTCs melhora a
biocompatibilidade, propraades mecanicas do biomaterial, diferenciagéo/proliferagédo celular e a
deposicdo de tecido oOsséMartins-Junior et al., 2013) Neste contexto,Yadav et al. (2010)
demonstaramque a associacéo deistais de hidroxiapatitaeom NTCPMsapresentou melhoria nas
propriedades mecanicas do composiiém de extensa nucleacdo de hidroxiapattae os NTCs e
ordenado entrabado mecanico entre os constituini&dicionalmente, os resultados toxicologicos
dos testesn vivo demonstraram baixa toxicidade em baixas conaedés de NTCs e nenhuma
rejeicdo imunologica aparenféadavet al.,2010)

Adicionalmente, materias biodegradaveis tiveram suas propriedades fegidmicas
melhoradasapds aassociacdo conNTCs (Gupta et al., 2013) Um estudo pioneiro sobrem
compositoa base deoldgeno | associada NTCPSsfoi realizado por MacDonalét al. 005.

Imagens de microscopia eletrbnica de varredigmonstrarangue as moléculas de NPS se
intercalam ese misturam entre as fibrilas de colageno, observando uma forte interacdo entre essas
duas classes de moléculddém dissg esse estudo mostrou que a combinacdo de NTCPS com o
coldgenol ndo afetou a compactacdo do gedsim como a viabilidadeu a prolifeagédo celular
(MacDonaldet al.,2005) Assim, ointeresse na criacdo de scaffolds a partir da combinagéo de NTCs
com biopolimeros que apresentem potencial na regeneracaoedsszadcido nos ultimos anos. Sa

et al.(2013)avaliarama associacdo de NTCPS com hialuronato de sodio em alvéolos dentarios de
ratos diabéticos apds exodontiBsse modelo animal é importante por retratar uma doenca
metabdlica que causa reducdo na formacédo 6€seeesultados demonstraram gapds quatorze
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dias,o tratamenta@om o biocompodsitéoi capaz de aumentar a formacao de osso trabecular e reduzir
0 numero de nucleos celulares, alcancando valores similares aos ratos ndo digbetta.,
2013)

A influéncia da formacao 6ssea ectdpica foi avaliada em um compdsése deolageno |
asso@doa NTCPM eproteina 6ssea morfogenética recombinante hurfraBMP-2) aplicado em
musculatura dorsal de ratos. Os resultados demonstrargnapigeduas semanas contetido de
0sso neoformado foi significativamente maior no scaffotd | + NTCPM + rhBMP-2 quando
comparado ao scaffold contrplgue ndo continha NTCPM. Andlises histologicas no grupo com
NTCPM mostraram que a ossificacdo endocondral progrediu de forma semelhante aquela do grupo
de controlgUsui et al.,2008) A apresentacdo dessas observacdes viakilaécao de compdsitos
a base deolageneNTC para a utilizagdo como suportes na engenharia tecidual, assim como em
outras aplicacdes biomédicas.

Dadas apropriedades de resisténcia estruturais e mecanicas ofsrpeidaolagano tipo | e
NTCPM, podese prever que a associacdo sks materiais com MTA que resultar em um
biocompdésito que possgualidades miméticas para a formacdo 6ssea e ser de grande utibdade
engenharia do tecido 0sseo.
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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
aplicacbes clinicanédiceodontolégicas. O biocompdsito em questdo teria comiicpkaridade o
fato de apresentar um teor de componente (MTA) que induz a deposi¢cao de material inorganico (a
apatita) e um teor de componente organico (gel de colageno |) similares aos encontrados no 0Ssc
humano, no qual o componente organico corresp@ndiversas proteinas, majoritariamente o
colageno I. Os nanotubos de carbono seriam adicionados com a finalidade de melhorar a estruturagac
do gel e a resisténcia mecanica do biocompdsito. Além de apresentar boas propriedades biolégicas, ¢
biocomposito séa de facil manipulacdo 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 dsseo.

O gel, enquanto intumescido em solucéo de fluidodrem associado ao MTA e NP,
seria capaz de atuar como matriz temporaria para auxiliar na proliferacdo celular e na deposicéo da
matriz 6ssea e posteriormente para a troca progressiva do biomaterial por uma estrutura regenerada
reconstituida.

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

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

O objetivo principal deste estudo € gerar um biocompdésito a base de colageno I, MTA e
NTCPMs. Por meio de estudosvitro e in vivodo biocompadsito, poderemos analisar uma possivel
aplicacéo clinica desse scaffold. Para atingir esse objetivo primario, tragamos 0s seguintes objetivos
especificos:

1. Analisar o padrao de distribuicdo do MTA e NTCPMs entre as fibrilas de colageno nas
diferentes combinacdes 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 biocompédsito por meio de estudositro utilizando
osteoblastos imortalizados, MC3E3. Essa avaliacdo inclui ensaios de citotoxicidade,
migracao celular e mineralizagdo de osteoblastos cultivados sob diferentes combinagdes do
biocompdsito.

4. Avaliar, por meio de estudasvivo,a biocompatibilidadeabiocompdsitcem 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 M&3T&ibclone 14, préosteoblastos
imortalizados da calvaria deamundongosieonatos. Essas células foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Paulo Tambasco da USHRibeirdo Preto, comercializadas pela empresa ATCC (Masassa
Virginia; www.atcc.org). A linhagem MC3TFB1 € amplamente utilizada em estudosvitro de
diferenciacéo celular em osteoblastos, uma vez que essas células apresentam comportamento simile
a osteoblastos primarios de calvaria. Sua morfologia é similirfibroblastos 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 emmhma de dgua a 37°C. A suspensédo celular foi transferida para uma
garrafa estéril de cultura de células (Jet Biofil, 75)coontendo meid}MEM (Alpha Minimum
Essential Mediunm (Gibcad ) suplementado com 10% de FBBefal Bovine Serujn(Gibcad) e
antibioticos estreptomicina (1@®/ml) / penicilina (500 U/mL) (Invitrogei) e incubada em estufa
a37°C, em atmosfera de 5% €OApGs 4 horas, o meio foi removido e renovado com meio fresco
com a finalidade de desprezar células ndo viaveis e que eé@icaada superficie do frasco. Ao
atingirem 8090% de confluéncia, nos dias subsequentes, para a manutencdo das células, foi
realizada a passagem para outro frasco estéril (Jet Biofil, %5 Rara realizar as passagens, 0 meio
de cultura foi desprezadoodrasco e a monocamada celular foi lavada com 5 mL de PBS 1x
(Phosphate Buffered Salin€Gibcad). Em seguida, foram adicionados 1 a 2 mL de solucdo de
Tripsina (0,25%)Ethylenediamine Tetraacetic AC(EDTA) (Gibcaad ) por frasco com a solugéao
resultanteincubadaa 37°C por 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspensas em meio
completo fresco e transferidas para novos frascos na razdo desejada (1:5, por exemplo). Utilizamos
as células até a passagem 20, visto que osteoblastos em continuanpapsagentam diminuicdo
na formagdo de matriz mineraliza@éan 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% FBSUMMEM e 10% dedimetilsulfoxido OMSO)

(Sigmai Aldrich a). Um total del,5 mlda suspensao foram colocados em tubos de congelamento
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(Corningd), transferidos para freezer#0°C por 48 horas e, posteriormente, estocados em botijao

de nitrogénio liquido al96°C.

4.1.2 Preparacao do gel de colageno tipo |

A obtenc&o do colieno 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 frééZerconforme
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
mol/L por 48 hours a 4°C. Essa solucdo de colageno solubilizada foi filtrada dittrause gaze
(composto por varias camadas de gaze) para remocao de restos de tecidos e vasos sanguineos, ser
posteriormente centrifugada na rotacdo de 14.000 g por 1 hora. O sobrenadante foi coletado e
dialisado por trés vezes em &cido acético (0,0ZLin@ 4°C por um periodo d& dias. A
concentracdo da solucdo de colageno estoque uéilimste estudo foi de 5,4 mg/mL e contém >
99% de colageno tipo |, sendo acondicionada em geladeira’aClao final da preparacéo.

4.1.3 Sintese dos nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono de paredes mudltiplas (NTCPM) foram sintetiatidoés de
deposicao quimica utilizando ferro e cobalto suportado em 6xido de magnésio como catalizadores e
o etileno como precursor de carbono a uma temperatura d€ {blgueiro et al., 2007) Foram
utilizados neste estudo NTCPMs gentilmente cedidos pelo Prof. Luis Orlando Liadé&ilG. Os
NTCPMs foram purificados e submetidos a tratamento em &cido nitrico (3 mol/L) emomias
por 15 minutos. Nessa etapa, denmmada carboxilagdo, ocorrem ligacdes covalentes de grupos
carboxilicos (COOH) aos NTCPMs, resultarela umamelhora da solubilidade dos nanotubos em
meios aquosos. Em seguida, os NTCPMs foram centrifugado80@ m e lavados em agua
deionizada para cortgia remocao de acido nitrico. Ao final, a solugdo de NTCPM foi mantida em
estufa aquecida a 60°C por um periodo de 12 horas para sd&ilyarat al.,2010)

Para realizar os ensaios bioldgicos com cultura celular, os NTCPMs foram submetidos a
esterilizagdo por raios gama no Laboratorio de Radiacdo G@&DAN/UFMG. A dose de radiagéo
utilizada foi de 2.5 KGy, uma vez que estudaogerioreslemonstraram que essa dose de radiacao é
capaz de esterilizars NTCPMe ndo compromete suas atividades biologidémeida 2013)

Foi preparada uma solugcdo estoque NJECPMs a uma concentragdao deOlmg/mL,
adicionandoos NTCPMssob forma de p6 a agua de injecdo estéril. Em seguida, a solucdo foi
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homogeneizada em vortex e levada a um-sibra por um periodo aproximado de 10 minutos, de
modo a garantir a solubilidadetal dosNTCPMs sem a presenca de grum@spartir da solucéo
estoque, foram preparados os biocompdsitos, conforme descricgec@ed.5 deste capitulo. Foi
utilizado o mesmo lote de NTCPMs em todas as prepara¢des de biocompositos.

4.1.4 Agregado Trioxido de Mineral

O Agregado Trioxido de MinergMTA) utilizado neste estudo é fabricado pela empresa
Angelusde Londrina PR, Brasil. O MTA tem coloragdo branca e é comercializado em embalagem
individualizada contendo,® g do cimento odontoldgico. @omposicdo quimica do MTA listada na
bula é: SiIQ, K;0, Al,Os;, N&O, FeOs; SG;, CaO, ByOs;, MgO, residuos insolluveis de silica
cristalina, 6xido de calcio, sulfatos de potassio e sédio.

O preparo do MTA ocorreu inicialmente por diluicdo do p6 de MTA&gua de injecédo
esterilizada a uma concentracdo final de 10 mg/ndpés a misturaa solucdo foi homogeneizada
em \ortex. A partir desa solucao estoquéoi preparada uma solucdo de uso, que recebeu ajuste de
pH para 9, utilizando HCI 37%. E importa® ajustar o pH da solucdo de uso para uma taxa
aproximada do neutra fim de permitiuma melhor dispersédo dos componentes do MidAel de

colageno.

4.1.5 Preparo do biocompasito

A partir da solucédo estoque de colageno4 ¢g/mL) foram preparadossobiocompadsitos
associados ao MTA e/ou NTCRMPara preparar o biocompositos, foram realizadas misturas com as
seguintes substancias: meio de cultt®EM (ndo suplementado) 10x concentrado (10% do
volume total), agua milQ estéril (até completar o vahe desejadolidroxido de s6dioNaOH)

(4% do volume da solugéo de colageno 1), MTA e/ou NTERMs propor¢des definidas para este
estudo). A mistura do MTA e NTCPdbcorreu sempre antecipada ao colageno, pois assim era
garantida uma dispersdo homogétemao dos minerais do MTA quanto dos NTC#Ma solucdo

inicial. A mistura foi homogeneizada em vortex e novamente acondicionada rapidamente em gelo
paraadicdo de colageno ao final

O meio de cultura 10x concentrado eleva o teor de sal na solucao enentssitae ajustar
0 pH para neutro, utilizando a solucdo de NaOH. Nessa faixa daspioléculas de colageno se
reassociam em fibrilas alongadas com forma estavel, estabelecendo ao final do preparo um gel de
coladgeno tridimensional. Em todas as eta@s solucdes 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 base de colageno 1.

Assim que a mistura foi finalizada, prosseguimos com a homogereizatd/ortex sob
baixa rotacéo, a fim de evitar bolhas, e seguimos com o plaqgueamento da solucao, que foi mantida, &
partir desse momento, a temperatura ambiente. Apés a gelificacdo dos biocompadsitos, prosseguimos
com a lavagem (1% 10 min) com meioMEM n&o suplementado, ou seja, sem Soro e sem
antibiético. 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 concentracdes de MTA e
NTCPMs foram calculadas a pi& do valor da massa de colageno | presente na amostra e séo

expressos em porcentagem. A FigBiapresenta o esquema do arranjo do biocompasito.

Fibras de coladaeno NTCPM MTA Scaffold

q ‘ " ‘;f

&

Figura 3: Esquema do arranjo do biocompdsitoFibrilas de coladgeno séo associadas ao NTCPM e ao

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

Os biocompdésitos foram preparados e distribuidos em placas de 35mm de diametro (Jet
Biofil). Apés ocorrer a gelificacdo, as amostras foram lavadas uma vez comUrvtEd] nao
suplementado por um periodo de 10 minutos. Em seguida foram plaqueadas 2@&Iuld9 na
superfcie dos biocompésitos e mantim meioMEM suplementadem incubadora de G@or
um periodo de 7 dias. O meio de cultura foi trocado a cada 2Q@Balsiocompdsitos para MEV

foram preparados conforme combinaca@presentadas na Tab&la

19



Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
I 15/1,75/2,0/2,5

- I 1,75 1,6/32/64112,8
= i 1,75 06/12/24760
W 1,75 3,2 12
v 1,75 6,4 6,0

Tabela 2 Delineamento dos cincayrupos experimentais avaliade por MEV. Cada linha da tabela acima
apresenta uma configuragdo do biocompdsito e para cada associacdo sao listados valores dgioosicentra
% testados. A concentragdo de colageno | selecionada experimentalmente apdirdaedale foi fixada nas

demais combinagfes do biocompaosito.

Apos a finalizagdo do ensaio, as placas contendo as amostras foram processadas comc
descrito abaixo:

Lavagem: Meio -MEM n&o suplementado aquecido a 37°x de 5 minutos cada.

Fixacdo primaria: Karnovsky (paraformaldeido 4% e glutaraldeido 5%eparado em tampéo
cacodilato 0,1 M por 1 hora.

Lavagem: Tampao cacodilato 0,1 tacodilato de s6dio)3 x de 10 minutos cada.

Fixacdo secundariaTetroxido de 6smio 1% preparado em ta@mpacodilato 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.

Desidratacédo:As amostras forardesidratadas 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 &lcool

- Alcool 100%- 3 x de 10 minutos

Recortes: As amostras foram recortadas com auxilio de navalha e pinga em retangulos 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 CPID20), do CAPF ICB/UFMG.

Metalizacdo: As amostras foram metalizadas no metalizador Edwards Scancoat Six do Laboratorio

de Microandlise 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 t&getapde 30 mm
durante um periodo de 60 segundos. Assim, a espessura de ouro depositada sobre as ad®stras foi

aproximadamente 18,75 nm.

Posteriormente a metalizagdo, as amostras foram analisadas no microscopio eletrénico de
varredura ZeissDSM 950 o CAPIT ICB/ UFMG.

4.1.7 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)
Os biocompositos preparados para a Miemtinhamcélulas dstribuidas aleatoriamente nas

trésdimensdes da amostra. Para isso, as células foram misturadas ao biocompdsito ainda no estad

liqguido. O delineamento dos grupos experimentais esaéldista Tabela.3

Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
— I 1,75
L
S I 1,75 6,4
[l 1,75 6,0

Tabela 3 Delineamento dos trés grupos experimentais avaliados por METada linha da tabela acima
apresenta uma configuracdo do biocompdsito e para cada associacdo séo listados valores de concentragé

e/ou % testados.

Inicialmente, foram preparadas fm@ucdes do biocomposito (confaengrupos estipulados
na Tabela Baté a adicdo de MTA ou NTCRou seja, essas solucdes continham meio de clkura
MEM 10x concentrado (10% do volume total), dgua rlllliestéril, NaOH (4% do volume da
solucdo de colageno I) e MTA (6,4 %) ou NTC®,0 %). As présolucdes dos biocompéas
foram homogeneizadas em vértex e armazenadas em gelo durante todo o prepsteyiemente
mantidas no gelo em repouso. Em seguida, uma densidade dé tétul@ls MC3T3E1 por placa
foi centrifugada a uma rotacdo d®@0 rpm por 5 minutos. Apés aentrifugacédo, foi descartado o
meio sobrenadante do tubo e o pellet contendo os osteoblastegsf@nsonas présolucdes,
tomando o cuidado de homogeneizar sem formar bolhas. Posteriormente, foi adicionado o colageno |
e homogeneizado em vortex sobxaarotacdo. Enseguida os biocompdsitos contendo as células
foram plagueados em placas de 35 mm de didmetro (Jet Biofil) e deixados em repouso até ocorrer a
gelificacdo, que em média ocorreu em 10 minuRmsteriormenteas amostras gelificadas foram
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lavadas com mei@-MEM n&o suplementado por 10 minutos e, sem seguida, foi adicionadd}meio
MEM suplementadoAs amostras foram mantidas em incubadora de@®14 dias, sendo que o
meio foi trocado a cada 2 dias. Finalizado o periodo do ensaio, as plat&slo as amostras foram
processadas como descrito abaixo:

Lavagem: Meio -MEM n&o suplementado aquecido a 37x de 5 minutos cada.

Fixagdo primaria: Karnovsky preparado em tampéo cacodilato 0j1Mh30min, sendo que foi
realizachuma troca do fixdor ao final de 45 min.

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

Fixacdo secundaria:Tetroxido de 6smio reduzido por ferrocianeto de potassio a 3%hpoord as
amostras protegidas da luz.

Lavagem: Solugéo fisiologica de NaCl 0,9% com 17,8%sdearose 5 x de 10 minutos cada.
Adicionado acetato de uranila 2% em solugé&o aquosa de sacarose 13,3% overnight.
Desidratacdo: As amostras foram desidratadas com alcool e 6xido de propileno como descrito
abaixa

- 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 propilend 2 x de 20 minutos

Recortes: Os biocompésitos foram recortados com auxilio deatha e pinca em guadrados de
aproximadamente 4 mm.

Infiltrac&o: As amostras foram infiltradas em o6xido de propileno e resina Epon, nas propor¢des
descritas abaixo:

- 2 volumes de 6xido de propileno : 1 volume de Ep@h30 minutos

- 1 volume de 6xido dpropileno : 1 volume de Epdan1h30 minutos

- 1 volume de 6xido de propileno : 2 volumes de Ejporernight

Posteriormente, as amostras foram distribuidas em maldesscidas deesina Epon pura e,

em seguida, mantidas em estufa aquecida a 45°C lpohdbs essetempo, as amostras foram

levadas para estufa a 60°C poh48
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Cortes semifinos: Realizamos um corte em forma de piramide em todas as amostras para obtencao
dos cortes senrfinos de espessura entre 0,5 a 1y de espessura, até delimitar a &j@dadesa o
estudo. Os cortes nessa etapa tinham coloragao violeta.
Cortes ultra-finos: Ap6s delimitar a area de interesggosseguimos com os cortes ufirzos
utilizando um ultramicrétomo. Os cortes continham espessura aproximada de 50 nm e apBesenta
cor prata. Os cortes ultfanos foram processados em forma de fitas e foram pescados em tela de
cobre. Posteriormente, as amostras foram contrastadas com citrato de chumbo.

ApOs o processamento, as amostras foram analisadas no Microscopio Eletténico
Transmissadecnai G2121 Spirit Biotwin FEI- 120 Kv, no Centro de MicroscopidJFMG.

4.1.8 Anadlise das propriedades mecanicas

Os scaffolds atuam como potenciais materiais que mimetizam a morfologia estrutural e
funcdodo tecido alvo em questédo.ebta teseos biocompadsitosforam desenvolvide para atuar
como matries para a formacdo detecido &0. Assim, brnase essencialente importante
investigar a compatibilidade mecanica do scaffold com o tecido a ser implanRata. isso,
inicialmente conduzimos nossas analises por meio da técnica de microscopia de forca atdbmica,
técnica que permite analisasuperficie de polimeros com alta precisdpraticidadeuma vez que
as amostras podem ser analisadas em es@ido eliquido. No entanto, ndo foi possivel realizar as
imagens devido a porosidadesdanostra, uma vez que a haste (cantilever) apresenta uma ponta
muito fina € sempre gueessa pontalcancava um porcela caia entre as fibrilas e quebraa.
Foram realizdasmuitastentativas no modo contato e réantato com a superficieendo os testes
nos dois modos se mostrado inviavdisses testes foram realizados inicialmente no Centro de
Microscopia da UFMG e posteriormente em colaboracdo com a Prof2 Monica @@otta
Departamento de Fisica da UNICAMP.

Em sequéncia, optamos por realiaanalise reoldgica da amosteagual permite avaliar a
viscosidade, plasticidade e elasticidadeleferminados biomaterigisspecialmente os hidrogéids
bicompdsitos foram prearados em triplicata e analisados em estado gelificado em rebmetro TA
Universal. Os resultadodemonstraramncompaibilidade entre as réplicas kaixa confianca nas
andlises. Foram repetidas trés avaliacAksrandese as concentragfes das amostras, @8S
problemas nédo foramsolucionadosAssim,tornouse impossivel realizar qualquer andlise estatistica
dos resultados e optamos por focar nosso estudo nos ensaios bioldgicos. Essasemhddjpes
foram realizadas em colaboracéo com a Prof® Marivdiagalhdes do Departamento de Engenharia

Metallrgica e de MateriaisUFMG.
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4.1.9 Ensaio de viabilidade celular

As amostras foram preparadas inicialmente com o plagueamento das célulasBICS¥S8
a densidade de 1,3 x 4@&lulas por placa. Foram utilizadas placas de cultura individuais com vidro
acoplado ao fundo do poco, apropriadas para os ensaios de fluorefeRmezDish / Ref. FD35
100),contendo os seguintes diametros: total da placa igual a 35 mm e fundo ddovpdrgo igual a
23 mm. Todos o0s grupos experimentais foram preparados em triplicata. Para assegurar a adesa
celular, as placas foram mantidas em incubadora a 37°C e atmosfera a 5%poe DOApds esse
tempo, foi retirado todo o meio de cultura dascpk e adicionad®,0 mL dos biocompdsitos nas

combinac¢fes apsentadas na Tabela 4

= Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)

2 | 1,75/2,0/ 2,5

é [l 2,0 16/3,2/6,4/12,8

%ﬂ 11 2,0 0,6/1,2/2,416,0
S v 2,0 32 1,2

Tabela 4: Delineamento dos grupos experimentais para o ensaio de viabilidade celul@ada linha da

tabela acima apresenta uma configuragdo do biocompdsito e para cada associacdo séo listados valores d
concentracdo e/ou % testados. A concentracdo de coldgeno | selecionada experimentalmente aparece
sublinhada e foi fixada nas demais comalgides do biocompdsito.

A gelificacdo dos biocompdésitos ocorreu em 10 minutos e, em seguida, prosseguimos com
uma lavagem com meidMEM n&o suplementado por 10 minutos. Agdkavagem adicionamos
meio UMEM suplementado e mantivemos as amostras emaadcuh de C@pelos periodos de 24 e
48 horas, periodos estabelecidos paraisndla viabilidade celular. Posteriormeniteiciamos o
protocolo do ensaio de viabilidade utilizando o kit reativo LIVE/DEABIolecular Probes Life
Technologies), contendo Icaina (AM) e homodimero de etidio (Et). As amostras foram
retiradas da incubadora e lavadas por 2 vezes de 5 minutos comMv&M completo. Em
seguidaforam adicionadoZ00 pL por placade uma solucdo contendo 4 pM de Ethl@ 2 pM de
calceina dilidos em PBS 1x pH 7,2levemente aquecido. As amostras foram incubadas com a
solucéo previamente preparada por um periodo de 45 minutos a temperatura ambiente e protegida:
da luz, sob leve homogeneizacdo em shaker. Prosseguimos com a microscopia sieeficiare

utilizando dois canais nos seguintes comprimentos de onda (excitagdo/emissao): a faixa de 494 a 517
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nm para a calceina e 528 a 617 nm para o Hth&s células viaveis foram marcadas por calceina
AM, que apresenta fluorescéncia verde, devido adgdesterases intracelulares, ativas somente em
células viaveis. Por outro lado, devido a diminuicdo da atividade esterdsica e ao aumento das
alterag@es fisicas e/ou bioguimicas da membrana celular, as células em apoptose apresentaram frac
marcacdo por aiceina AM e progressiva marcacdo por EthDque apresenta fluorescéncia
vermelha. As células inviaveis, por sua vez, ndo foram marcadas por calceina AM, mas foram
intensamente marcadas por EthD

Foram registradas imagens aleatdrias de aproximadamente 150 células por réplica com
objetiva de 20X, utilizando microscépio Zeiss Axio Observer. As células foram contadas utilizando
software ImageJ versdo 1.42| e, apds a contagem, foram dividas em dpsgraélulas vivas
(marcadas pela calceina) e células mortas (marcadas peld EtOB resultados foram expressos em
valores percentuais de células vivas como mé&diP? segundo or@ay ANOVA com p < 0.05 e

posteste de Bonferroni.

4.1.10 Ensaio de proliferacao celular

As amostras foram preparadas inicialmente com o plagueamento das célulasBICS¥S
as mesmas condicdes do ensaio de viabilidade, ou seja, densidade de “c&luld por placa
(FluoroDish) Apés esse tempo, foi retirado todo eimde cultura das placas e adicionados 2,0 mL
dos biocompositos. As culturas ficaram em incubadora a 37°C e atmosfera a 5% i ¢8n.
Uma vez que ognsaios desta te$eram conduzides com as células em cultivo em ambiente 3D,
tornouse inviavel exeatar alguns ensaios pelos métodos tradicionais. Para a proliferacdo celular,
decidimos utilizar uma metodologia que pudesse ser analisada por microscopia de fluorescéncia.
Assim, optamos pelo produ@lick-iT® EdU Alexa Fluor® 555 Imaging Kit C10338,que é
especifico para microscopia de fluorescéncia e apresenta marcacdo somente das células que estao |
fase S. No entanto, ndo tivemos sucesso na marcacao das células com o kit. Uma possivel explicaca
para esseroblema pode seo fato deque algumasmoléculas de reagentes ndo conseguem

atravessar as fibrilas ¢greasoqgl §gnproes se bfiilddamnde

4.1.11 Ensaio de migragao celular em 3 dimensodes

O ensaio de migracao celular foi realizado nos biocompésitaddisina Tabeladestasecdo
e, para todos os gruppforam preparadas amostras em triplicatécialmente, foi estabelecida
concentracdo Otima de colageno pesteriormenteprosseguimos com a combinacdo do MTA e/ou
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NTCPM. Para facilitar a compreems&o delineamento experimental, listamos as diferentes

configuracbesa Tabela 5

_ Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
0]

% | 1,5/1,75/2,0/2,5/3,0/ 3,5

§ I 1,75 1,6/3216471124

& 1 1,75 06/1,2
=y

= vV 1,75 3,2 1,2

Tabela 5: Delineamento dosguatro grupos experimentais do ensaio de migracdo celula€ada linha da
tabela acima apresenta uma configuracdo do biocompQggiara cada associag&ho listados valores de
concentracdo e/oporcentagemtestados. A concentracdo de colageno | selecionada experimentalmente

aparece sublinhada e foi fixada nas demais combinagdes do biocompadsito.

O objetivo principal do ensaio de migracdo celular wmi#ferentes combinacdes do
biocompasito foi avaliar a capacidade migratéria dos osteoblastos em ambiente tridimensional. Para
isso, criamos um modelo de arcabouco dos biocompdésitos em duas camadas, uma espécie d
i s a n d ue?dernoraimtamos as camadashdee e tampa Os osteoblastos foram plaqueados no
meio desse sistema, ou seja, entre as camadssetecebeu apenas colageno | na concentracdo de
2,5 mg/mL e volume de 1,3 mL, padronizado para todos 0s grupos desse experimetdmpk a
recebeu as difentes combinacdes do loimmpdsito listadas na Tabela 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 pog@luoroDish Ref. FD38.00). Ap6s o preparo e completa
gelificacdo da camadbase deolageno, prosseguimos com a lavagem utilizando &M n&o
suplementado. Em seguijdas células MC3TE1 foram semeadas a uma densidade de 1,5 x 10
células por placaNessa densidade celular, observamos goetérmino do periodo analisadas
células se encontram com confluéncia adequada para contagem dos nucleos celulares. Apos c
plagueamento das células, as placas foram acondicionadas em inca@ititiae 5% de CQ por
um periodo de 1 hora, tempo suficiente para ocorrer a adesédo das células ao substrato de colagenc
Completado o tempo de ades&o, o meio de cultura das células foi retirado e a teampadai
adicionada. A gelificacdo dtampa contendo o biocompdsitocorreu em aproximadamente 10
minutos e, posteriormente, foi lavada com meio de cultura ndo suplementado. Por ultimo, foi

adicionado 1,5 mL de meil-MEM suplementado e aquecido. As placas com as amostras foram
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mantidas em incubadora de £€@or um periodale 48 horas. Finalizado o periodo do ensaio, as

amostras foram processadas COMmoO Se segue.

Lavagem das amostrasMeio UMEM sem soro e antibiético, aquecido a 37°Q vezes de 5
minutos cada.

Fixacao: Paraformaldeido 4% diluido em T4&CIl 10 mM- 2 vezes de 45 min cada a temperatura
ambiente (sob leve homogeneizacado em shaker).

Lavagem das amostrasTampao TrisHCl 10 mM - 3 vezes de 10 minutos cada.

Marcacédo nuclear: Incubacdo com DAPI 0.2 pg/mL dido em TrisHCI 10 mM por 45 minutos,
sob protecao da lietemperatura ambiente.

Lavagem das amostrasTampao TrisHCI 10 mM - 3 vezes de 10 minutos cada, sob protecdo da

luz.

Realizamos microscopia de fluorescéncia utilizando canal com comprimentosdde
(excitagéo/emisséo) na faixa de 345 a 460 nm para o OFAdPAm obtidas imagens do meio do
Asandu2cheo, | ocal onde se e.nApGsmagistra de imagens, o r
realizamos a contagem manual dos nucleos de células que migraeam l[pacompadsito, ou seja,
para o topo da amostra. Foram registradas imagens aleatérias de trés campos por réplica cormr
objetiva de 10X, totalizando uma média de 500 células por campo, utilizando o microscépio Zeiss
Axio Observer. As células foram contadaslizando software ImageJ versdo 1.42| e, apos a
contagem, foram dididas em dois grupate andlisecélulas que ndo migraram (e permaneceram no
mei o do fisandu2cheo0) e c®lul as gue foram ca
biocompdsito). Osesultados foram expressos em valores percentuais de migracdo celular como

médiat EP segundo oreay ANOVA com p < 0.05 e péeste de Tukey.

4.1.10 Analise da mineralizacdo de osteoblastos em biocompdsitos tridimensionais

A avaliacdo de matriz mineraéida dos osteoblastos cultivados nos biocompdsitos foi
conduzida em ambiente tridimensional para todos os grupp$oram preparadas amostras em
duplicata. A preparacdo do arcabouco tridimensional utilizeete experimento esta descrrita
Secéo 4.1.7, sendo que foram preparados biocompoésitos em dupla camada lembrando um
isandu? c hklas semeadas ente®as camadas, ou seja, em ambiente tridimensional.
Anteriormente ao ensaio de mineralizacdo, foram realizados testes para avaliacdo de fosfatase
alcalina no sobrenadante das células cultivadas nos biocompésitofoffatase alcalind Labtest
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Ref.40). No entanto, ndo houve deteccao de fosfatase alcalina nas amostras testadas apos leitura e
espectofotbmetro e, como as células foram plaqueadas erintdos biocompdsitos, nao foi
possivel avaliar essa enzima por meio do sobrenadante. Portanto, como alternativa, decidimos avalial
a mineralizacao dos osteoblastos nos biocompasitos tridimensionais.

Para facilitar a compreensdo do delineamento expetahelistamos as diferentes
configuracbes ndabela 6

Grupos Colageno | (mg/mL) MTA (%) NTCPM (%)
% | 1,75
% [l 1,75 16/3,2/6,4/12,8
_E 11 1,75 0,6/1,2/2,416,(
= AV 1,75 3,2 1,2

Tabela 6 Delineamento dosquatro grupos experimentais da avaliagdo de matriz mineralizadaCada
linha da tabela acima apresenta uma configuragdo do biocompdésito e para cada associacao sao listados valore
de concentragdo e/@orcentagentestados.

As células MGBT3-E1 foram semeadas entre as doamadas de biocompdsitas uma
densidade de 1,0 x 16élulas por poco, sendo queste experimentaitilizamos placas de 6 wells
(Jet Biofil). A partir do plaqueamentas células receberameio UMEM suplementado e acrescido
de solucéo osteogénica (2,165 mg/mLbdglicerofosfato + acido ascérbico) (Sigrmaildrich a).
As placas foram mantidas em incubadora a 5% dgp0um periodo de 21 dias, sendo que 0 meio
de culturafoi trocado a cada doidias. Ao final do experimento, as células foram lavadas com meio
UMEM ndo suplementado aquecido a 37°C een seguida fixadas por 45 minutos com
paraformaldeido 4% também aquecido a 37°C e sob leve agitagdo. Apds esse procedimento, OS
pocos foram lavadasom PBS 1X 3 vezes de 10 minutos sob leve agitagcdo em shaker. Em seguida,
as amostraforam cobertasom Vermelho de Alizarina 20 mg/mL (SigrmaAldrich &) e as placas
homogeneizadas sob agitacdo leve por 15 minutos a temperatura ambiente. Em ®elguicla
vermelho de Alizarina foi retirado e os pocgos foram lavados abundantemente com agua deionizada
por 20 vezes de 5 minutamda ApOs esse preparo, os pocos foram fotografados com camera
fotografica utilizando lente de aproximacdo, uma vez que somégrieeade uma camera fotografica
foi capaz decapturartoda a area do pogem umamesma imagemApos o registro das imagens,
prosseguimos com a demarcagcdo das areas de mineralizacdo das imagens utilszdare

ImageJdversdo 1.49. Para que ficassecpsa a demarcagcdo 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 procedimentc
foi realizadono Nucleo em Estudos em Inflamacéo no Departamento de Morfolt@QB/UFMG.

Apo6s & demarcacdes, foram calculadaarea total do biocompésito (po¢o da placa) e as
areas de mineralizacdds resultados foram expressos em valores percentuaiarede de
mineralizacdacomo médiat EP segundo oreay ANOVA cam p < 0.05 e péseste deNewman

Keuls.

4.2 Estudos in vivo

4.2.1 Aplicagdo do biocompdsito em defeito 6sseo de tibias de ratos

Os estudoin 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)-Jé-NCR
Este experimento foi aprovado de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal
adondos pelo Comité de Etica em Experimentagéinal (CETEA) da UFMG e esta documentado
com protocolo n°® 70/2013 (documento em anexo). As cirurgias de defeito dssémasadds ratos
foram realizadasno Laboratério de Biologia Cardiaca do Departamento Miefologia T
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 profilatica, 48 hargesda cirurgia, os animais receberam uma dose
por via intramuscular do antibiéticdoenzilpenicilina/estreptomicina (0,84 mg/100 g de peso
corporal)(Vital Farma).Para a realizacdo da cirurgia, os animais foram submetidos a anpstesia
via intramuscular dema dose combinada de cloridrato de xilazina 2% (0,1 mL/100 g) e cloridrato
de ketamina 10% (0,1 mL/100 g). Ap6s a sedacgao dos animais, realizamos a tricotomia dos pelos e
antissepsia da area cirurgica com alcool iodado (FigAja Posteriormente, na ré&g ventral da
pata esquerdaealizamos uma incisdo no musculo titdateriorno sentido longitudinal com auxilio
de uma lamina de bisturi estéril (Figuta). Em seguida, com auxilio de uma espatafastamos a
musculatura do periosteo e realizamos yme#duracdo no osso tibial com broca de 1,6 mm de
diametro sob baixa rotacdo, sendo realizada irrigacdo constante com solucdo de cloreto de sodio
0.9%- soro fisioldgicg para evitar a necrose 6ssea térmidasse modo, o defeito 6sseo nas tibias
dos ratogoi padronizado com um diametro de 1,6 mm. Finalizado o defeito, a regido foi lavada com
soro fisiologicode modo a certificague ndo havia residuos de osso em po (Figd€ag). Em
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seguida, prosseguimos com a aplicacdo dos biocompdsitos, que foi patlopa@ injecdo dos
biocompositos nagelificadcs e utilizando seringa sem agulha (Figyig). O delineamento dos

grupos experimentais eststado na Tabela.7

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

S I 1,0/15R2,0/25
>
f= I 2,0 16/3,2/6,4/12,8
o
g 1] 2,0 06/1,2/2,4/6,0
gl v 3,2 2 mL
i

VI 0.6 2mL

Tabela 7 Delineamento dos grupos experimentais do estudio vivo. Cada linha da tabela acima apresenta
uma configuracdo do biocompésitq para cada associagdsao listados valores de concentracao,
porcentagenou volume testados.

Os tratamentos foram aplicadogs defeitos das tibias de modo que toda a cavidade ficasse
preenchida pelo biocompdsito. Adicionalmente, um grupo experimental, o controle, ndo recebeu
tratamento do biocompdsito, sendo que avaliamos o efeito do coagulo sanguineo na formacéo de
trabécula O6sseas. Apds a aplicacdo dos tratamentos, o musculo foi acomodado na sua posi¢ao
natural e, em seguida, realizamos a sutura da (p&giras 4G-H). Finalizado o procedimento
cirdrgico, os animais receberam mais uma dose do antibiético benzilpenidite@t@nicina
(0,84mg/100g de peso corporal) e uma dose do-irdtgmatorio Banamine (0,1mL/100g)
(MSD/Saude animallambogpor via intramuscular.

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

histoldgica.
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Figura 4: Procedimento cirtrgico de defeito 6sseo em tibia de ratosaplicacdo de biocompdosito(A)
Tricotomia dos pelos(B-C) Inciséo no musculo tibishnteriore acesso a tibigD) Realizacdo do defeito
0sseo com broca especifica e irrigagdo da area com soro fisiolfigjcDefeito 6sseo(F) Aplicacdo do
biocompdsito(G-H) Acomodagdo do musculo e sutufid;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 imergidasm solucéo de alcool 70% para armazenamento. Os ensaios d€mim@m
realizados no Laboratério de Biomateriais do Departamento de Engenharia Metal W§iNEG.

Foi utilizado equipamento compacto modelo SkyScan 1174 (Bruker -@icroBélgica). As
amodgras foram previamente secas para remocao do liquido superficial e alocadas diretamente no
portaamostras fornecido pelo fabricante, fixarasde modo a ndo se movimentarem durante
escaneamento. FImutilizados para o escaneamento uma tenséao de 5@dvente de 800 mA e 40

W de poténcia da fonte de RaiésFoi utilizada uma resolucéo espacial de 8fbde tamanho de

pixel e filtro de aluminio de 0,5 mm. O escaneamento foi realizado em d@8 projecdes sendo
obtidas a cada 0,7sendo 3 frames parcada passo de rotacdo. As projecdes de imagens foram
reconstruidas em fatias 2D utilizanse o software NRecqw.1.6.9.18, Skyscan, Bruker miefr,

Bélgica) e, posteriormente, as analises tridimensionais foram realizadas utilizando o software CTan
(v.1.15.4.0, Bruker micr€T, Bélgica).

Para analise da estrutura tridimensional das amostras, as fatias reconstruidas foram
inicialmente binarizadas utilizando o software CTAn. O valor da escala de binarizacdo para uma
imagem é correspondente ao coeficialdetenuacao linear do tecido, sendo essa atenuacao definida
como a reducéo de intensidade de um feixe de raios X ao percorrer o tecido. Esses valores foram
mantidos constantes para todas as andlises em questdo. Em seguida, a mgfidibodassedoi
definida e selecionada como a regiao de interessei(R@yion of Interejtdas secbes transversais
de cada amostra para posterior analise morfométrica. A andlise morfométrica foi realizada pelo
software CRAn, obtendese como resultado: percentua dolume 0Osseo, espessura trabecular,
separacao trabecular, nimero trabecular e indices de conectividade.

Para obtencdo dos valores de densidade mineral Ossea, foi realizada a calibragdo do
equipamento utilizandee phantans, materiais sintéticos que minm 0 0SSO e apresentam
valores de densidademelhantesos dshidroxiapatita. Foram utilizadgshantonsde 0,25 g/crhe
0,75 g/cmi, com 4mm de diametro, aplicavel a ossos de ratos (Bruker m@roBélgica). Os
phantons foram escaneados e reconstruidtisizandose 0os mesmos parametros das amostras de
tibia. A densidade € calibrada no software CTAnN, para posterior obtengédo do resultado de densidade
mineral 6ssea das amostras.

Os resultados foram expressos em valores percentuais dos parametros ar@isadoédia

+ EP segundo oreay ANOVA comp < 0.05 e poseste de NewmaKeuls.
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4.2.3 Processamento histolégico

Apos o procedimento de mickdT, as tibias que ja haviam sido fixadas e estavam
armazenadas em alcool 70% foram lavadas em aguatsoper meio de trés banhos de 15 minutos
e, posteriormente, seguimos com o0 protocolo de desmineralizagéo utilizando a solugcédo de Planck
Rychlo por 48 horas. Essa solu¢éo desmineralizadora contém cloreto de aluminio, &cido cloridrico,
acido férmico e agua?osteriormente, as tibias foram lavadas em agua corrente para remocao do
desmineralizador trés banhos de 15 minutos. A inclusdo das tibias ocorreu sequencialmente
conformedetalhado na descri¢cdo abaixo:
l) 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
Il) Diafaniza¢do: As amostras foram imersas em trés banhos dedal@0 minutos cada.
ll) Infiltrag&o: 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 moldeefinéos
e posicionadas de modo que as tibias pudessem ser cortadas longitudinalmente.

Foram obtidos cercade 20 cortessemdr i ados de cada amostra c
plano sagital, os quais foram montados em laminas histolégicas. Foram selecionados cortes

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

Coloracédo com Tricromico de Masson

Trés laminas de cada amostra com 1 corte cada foram praegsad a coloragdo com

Tricrdmico de Masson. Segue abaixo a descri¢cdo do protocolo.

- (I) imersé&o em xilol 30 minutos
- (I) imersé&o em xilol 15 minutos
- (1) imers&o em xilol 15 minutos

- () imerséo em alcool etilico absolut@ minutos
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- (I imersé@o em alcool etilico absoluminutos
- () imerséo em alcool etilico absolt@ minutos
- imersé@o em alcool etilico a 9092 minutos
- imersé@o em alcool etilico a 8092 minutos
- imers&o em alcool etilico a 7092 minutos
- lavagem em agp corrente 20 minutos
- imersao em solucao de hematoxilina de Hartisninuto
- lavagem em agua corrent20 minutos
- imersao em solucao de Tricromico de Mas&minutos
- 3 mergulhos rapidos em agua corrente
- imerséo em alcool etilico a 9094 minuto
- imerséo em alcool etilico a 9594 minuto
- (1) imerséo em alcool etilico absolutd minuto
- (I) imerséo em alcool etilico absolwtd minuto
- (Il1) imersé&o em élcool etilico absolutd minuto
- (I) imers&o em xilol 2 minutos
- (I) imerséo em xilot 2 minutos
- (1) imerséo em xilol 10 minutos
ApoOs a coloracéo, laminulas de 24 x 50 mm foram montadas sobre os cortes utilizando o

Entellan como agente de unido.

4.2.4 Analise histolégica e morfométrica

A partir dos cortes de cadiefeito 6ssedforam capturadas 20 imagens utilizando a objetiva
de 40X por meio da microcamed&¥C TK - 1270/RGdo microscopioZeiss.Foram seguidas as
descricdes da metodologia retratada @aliari (1997 em relacdo ao imageamento microscopico,
definicAo das condicbes de morfometria e fracionamento de imagens. As andlises histoldgicas e
morfométrica foram realizadas no Laboratério de Protozooses do Departamento de Patologia
ICB/UFMG.

Foi considerado o percentual de trabéculas ¢sseas presentelncao a area total, denotado

p, conforme a seguinte equacao:

™| O
o‘| m-~
>0¢
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ondeo; et representam a area ocupada por trabéculas 0sseas e a area itésimdaimagem,
respectivamente, para um totalrde 20 imagens consideradas.

A é&reatotal ocupada pelas trabéculas 6sseas foi obtida por meio do software de andlise de
imagens KS300 contido no analisador Carl Zeiss. Os pixels das trabéculas 6sseas foram selecionado
por meio da imagem real com posterior criacdo de uma imagem bindrierebk o da 2§r e a
As amostras que nao apresentaram inclusées e coloracdes adequadas foram excluidas da analise. (
resultados foram expressos em valores percentuais de trabéculas dsseas comdEmégigundo
oneway ANOVA com p < 0.05 e péeste ddNewmanKeuls.

4.2.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas para os ensaios de viahilgdadi® onevay
ANOVA seguido de péteste de Bonferronmigracao celulausando onevay ANOVA seguido de
poéstestede Tukey, mineralizacdo celular e ensaiws vivo usando onavay ANOVA seguido de
poéstestede NewmanKeuls. Foi utilizado o software GraphPad PriSne cs valores percentuais
reportados sdo expressos como média + EP. Os resultados eo®0p foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1 Analises in vitro

5.1.1 Analise morfoldgica dos biocompdésitos e interagdes celulares

A constituicdo e a arquitetura dos biomaterigsempenhamm importante papel na adeséao,
migracdo e crescimento celular, resultando na promocdo da regeneragédo tédglualas
propriedades da superficie dos biomateriais como, por exemplo, a baixa rugosidade e/ou porosidade
podem influenciar a adeséo e crescitbecelular. Portanto, para a engenharia tecidual, é essencial
investigar ndo s6 o biomaterial, mas também a interacdo entre as células e o material. Nesse sentidc
investigamos se haveria diferencas morfolégicas na superficie dos biocompésitos e carao seri
distribuicdo do MTA e NTCPM entre as fibrilas de coladgenalém disso, em relacdo as células,
buscamos conhecer a interacdo dos osteoblastos com os diferentes biocompdsitos. Para tantc
realizamos preparacdes dos biocompdsitos na auséncia ou prdeetglalas e analisamos essas
preparacdes por meio de microscopia eletronica de varredura.

Nas Figuras 54D, os biocompdsitos a base de colageno | apenas sdo mostrados em quatro
concentracfes distintas, variando de 1,5 a 2,5 mg/mL. Como apresentadguress hdo foram
observadas diferencas aparentes entre as concentracdes testadas, exceto para uma rede de colage
mais densa como p6de ser visto na Figura 5D. Com base em estudos anteriores que mostraram 6tim
migracdo de fibroblasto&itten et al., 1996) uma concentracdo intermediaria de 1,75 mg/mL foi
escolhida para as associacdes subsequentes de colageno | com MTA e NTCPM. Os padrbes de
distribuicdo do MTA em dosagens de 1,6 e 12,B%uras 5EF) e NTCPM de 0,6 e 6,0% (Figuras
5G-H) foram analisados. Ambos MTA e NTCPM associados ao colageno | mostaraom
distribuicdo aglomerada na superficie dos biocompositos e, adicionalmente, foram observados
emaranhados entre as fibrilas déageno, conforme indicacdo pelas setas nas Figuris S5E

Posteriormente, analisamos as células MCGBTI3cultivadas nos biocompdsitos por um
periodo de sete dias (Figura 6). A analise do grupo colageno | demonstrou que as células
apresentaram alta confluéncia e interacdo cékilda e ceéluldbiocompdsito bem ¢sbelecida
(Figura 6AD). Essa interacdo e longas proje¢fes citoplasmaticas também foram observadas nos
osteoblastos cultivados em biocompdsitos composto€gidr+ MTA (1,6 a 6,4%; Figuras 6B).

O contato célukbiocomposito pode ser visto na Figura (@&ixa e o inserto), a qual mostra uma
grande area de MTA entremeado com o colageno | e um osteoblasto associado ao biocompasito.

Além disso, a Figura 6G mostra projecfes, assim como partes de corpos celulares incorporados ac
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interior do biocompdsito, owp 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 apsentaram uma morfologia arredondada e sem projecdes citoplasmaticas visiveis.
Essas células também foram observadas no interior do biocompasito, como indicado pela seta.

As células nos biocompdsitosolagenol + NTCPM apresentaram longas projecdes
citoplasméticas e interacdo céhdélula, como mostrado nas FigurasL6(por exemplo, como
indicado pelas setas na Figura 6J). A figura também mostra uma grande fragdo do conteudo
citoplasmatico de um osteoblasto dentro do biocompdsito, indicando que osassbsckfio capazes
de migrar dentro do biocompdésito colagen® NTCPM. Na Figura 6K, obsernge um osteoblasto
em contato direto com NTCPM, conforme destacado na insercéo da figusenbdnacéo dos trés
componentes @ | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2% esta reggentada na Figura 6M. Os osteoblastos
revelam uma tipica morfologia alongada e aparecem em contato com NTCPM, caracterizado pelas
finas redes entremeadas entre o colageno I. Uma dosagem mais elevada da associacdo dos tré
componentes foi avaliad&¢l | + MTA 6,4% + NTCPM 6,0%) e apresentou osteoblastos com
morfologia arredondada (Figuras #9. 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 pc
meio da micoscopia eletrénica de varredura mostraram que o MTA e o NTCPM apresentam uma
distribuicdo aglomerada na superficie dos biocompdsitos e 0s osteoblastos apresentam morfologia
tipica com interacdo célutzlula e célulebiocompdsito bastante preservadas.

Em sguida, buscamos investigar se a distribuicio do MTA e NTCPM se manteria
aglomerada e avaliamos as ustruturas celulares dos osteoblastos cultivados no interior dos
biocompdésitos. Para isso, prosseguimos com as analises dos biocompdsitos e -dstsutiiinas
celulares em cultivo nesses scaffolds por meio de microscopia eletronica de transmissao. Iniciamos
com a analise do biocompoésito sem a presenca de células, sendo escolhidos o€arupos
NTCPM 6,0% eCol | + MTA 6,4%. A Figura 7A mostra a assacdo de colageno | com o NTCPM
e, de fato, foi observada uma regido de aglomerado filamentoso (destaque pela caixa), assim comc
fibrilas individuais de NTCPM dispersas no biocompdsito (setas). A distribuicdo do MTA no interior
do biocompdésito (Figura 7Be assemelha ao padréo de distribuicdo observado por meio da MEV, a
saber, um aspecto aglomerado. A Figura 8 mostra os osteoblastos cultivados em biocompdsitos
tridimensionais apés 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. Nao foram observadas diferencas

morfoldgicas entre as células cultivadas no grupo colagei@ol e+ MTA 6,4% (FHgura 8CGD). O
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biocomposito contend&ol | + NTCPM 6,0% é mostrado nas Figuras-BEFoi observada a
presenca de NTCPM dentro de vesicula citoplasmatica no interior de osteoblastos (Figura 8E), bem
como, em maioaumento, foram observados NTCPMs livrescitoplasma de osteoblastos (Figura

8F). Em conjunto, esses resultados sugerem que osteoblastos cultivados no interior dos
biocompadsitos apresentam longas projecdes citoplasmaticas e, sobretudo, osteoblastos cultivados er
biocompositos contenda@olagenol + NTCPM sdo capazes de fagocitar NTCPMs, que se
localizaram dispersos no citoplasma ou no interior de vesiculas citoplasmaticas. N&o foram

observados NTCPMs no interior do nucleo celular.

Colageno |
(mg/mL)

Colageno |
1.75 mg/mL

MITA (%) B NTCPM (%)

Figura 5: Microscopia eletrénica de varredura dos biocompdsitos{A-D) Colageno I(mg/mL); (E-F)
Colageno | + MTA(%), setas indicam MTA(G-H) Colageno | + NTCPM%), setas indicam NTCPM. A
concentracdo de coldgeno | presente nas associagfes com o MTA e NTCPM foi de 1,75 mg/mL.
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Colageno |1 1.75 mg/mL Colageno |
+ NTCPM (%) + MTA (%) (mg/mL)

Colageno | 1.75 mg/mL

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

Figura 6: Microscopia eletronica de varredura das células MC3T3E1 cultivadas em diferentes
biocompositos.(A-D) Colageno I(mg/ml); (E-H) Colageno | + MTA(%), caixa +inserto em (F) indiaa

parte final de unprolongamento celula@m contato com MT/Ae setas em (G e H) indicam osteoblastos
interior do biocompdsitq(l-L) Colageno | + NTCPM%), em (J)assetas indicam prolongamento ramificado

de osteoblasto em cultivo @ixa +inserto em (K) indican osteoblasto em contato com NTCP-N)
Colageno | + MTA3,2% + NTCPM 1,2% baixa e altanagnificacap (Oi P) Colageno | + MTA6,4% +
NTCPM 6,0% baixa e alta magnificacdd concentracdo de colageno | presente nas associacdes com o MTA

e NTCPM foi de 1,75 mg/mL.
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Figura 7: Microscopia eletrbnica de transmissao dos biocompdsitofA) Colagem | + NTCPM 0%,

setas indicam NTCPMs isoladoa eaixaindicaregido com aglomerado de NTCPNB) Colageno | + MTA

6,4%, setas indicam regido aglomerada de MTA. A concentracdo de colageno | presente nas associagdes cor
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 eletrbnica de transmissao das células MC3TB1 cultivadas em diferentes
biocompositos (A-B) Colageno | 1,75 mg/mLsendo a caixa o destaque para uma area citoplasmatica com
inUmeras mitocondriagC-D) Colageno | + MTA6,4% (E-F) Colageno | + NTCPM5,0% sendo em (E) a
regidode caixa+ inserto odestaque 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)
mitocéndrias; (PC) projecédo citoplasmética e (V) vesiclilia magnificacdcesta representado eiC/E e
baixamagnificagcdemB/D/F. A concentracdo de colageno | em associacdo com MTA e NTCPM foi de 1,75

mg/mL.
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5.1.2 Andlise da viabilidade dos osteoblastos cultivados nos biocompdsitos

tridimensionais

Um dos desafios doampo da engenharia tecidual esta na criacado de scaffolds que possam
substituir o tecido lesionado, mas gae serem transplantadogio levem a perda subsequente da
viabilidade do tecido. Assim, unmexperimento essentigparaa caracterizacadioldgica de um
biocompositoé a analise da toxicidade que esse novo material possa causar nas células em cultivo.
Portanto,investigamos a toxicidade dos biocompdésito por m&cedsaio deviabilidade celular
usando o kit reativo LIVE/DEAB(Molecular Probes Life Technologies), contendo calceina AM e
homodimero de etidio (EthD).

Como descrito na Se¢do 8,10s osteoblastos foram plagueados diretamente nas placas de
cultura e, ap0s a asi@o, os biocompoésitos foram adicionados por cima das células. Esses
experimentos foram conduzidos em dois tempos, 24 e 48 WoFagura 9mostra imagens obtidas
na microscopia de fluorescéncia do ensaio de viabilidade no tempo de 48 horas, que repaesenta
exposicao a toxicidade. Por conciséo, apresentamos somente as imagens referentes a concentracéo
colageno | que foi associada ao MTA e NTCPM, a s&y@mg/mL. Em particular, para os grupos
MTA e NTCPM, apresentamos imagens de menor e maioep@agem das combinacdes, uma vez
gue nédo houve diferencas significativas nos intervalos dos valores.

A Figura 9mostra as células vivas marcadas pela acetomettoeina (calceinAM). O
composto acetometoxi impede que uma parte da calceina forme quelato com o célcio e, quando
transportado pelas membranas celulares das células viaveis, esterases intracelueees agse
composto Sem a presenca do acetometoxi, a calceinaskgao céalcio no interior da célula, onde
agora fica aprisionada, resultanglm umaforte fluorescéncia verde. Ja as células mortas perdem a
atividade das esterases e, por isso, ndo exihsmrescénciaO homodimero de etideo (EtHD
penetra facilmente em células mortas e se intercala ao DNA, refletindo a fluorescéncia de cor
vermelha. As imagens listadas nas Figuasl ndo diferem visualmente quanto a morfologia e
guantidade de célulasitee 0 grupo controle (colagend P mg/mL)e o MTA nas concentragfes de
1,6 e 128%. Ja as célulasadgrupo NTCPM nas concentracdis 0,6 €6,0% e a combinacdo de
colagenol + MTA + NTCPM apresentaram morfologia fusiforme e confluéncia celular reduzida
guando comparadas ao grupo colageno | e colageno | + bbiormeFiguras9JR.

Apods o diagndstico morfoldgico e da confluéncia celular por imagem, prosseguimos com a
quantificacdo da viabilidade nas diferentes combina¢des dos biocompdsitos, comaafasan
Figura 10.0s experimentos foram realizados em triplicatas e, para cada réplica, foram registradas e
analisadas 150 células com objetiva de Zed¢am quantificadas células vivas, aquelas coradas pela
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calceina, e células mortas, aquelas coradashpehodimero de etididnicialmente,quantificamosa
viabilidade no grupa@olageno | nas concentracdes 1,75 / 2,/ni2g/mL. Conforme mostrado na
Figura 1®\, houve viabilidade celular superior @% nas trés concentra¢cdes de coldgeno | avaliadas
e o0 resltado ndo apresentou diferencastatisticas entre as concentracdes e os periodos dos
experimentos.

Em seguida, quantificamos\aabilidade celular nas conbinacdes de colageno | + MTA,
coldgeno | + NTCPM e colageno | + MTA + NTCPM, como mostrado nas d&sgufBD,
respectivamentés resultados apresentados nessas figuras demonstram que, em todos 0S grupos de
combinacgBes avaliados, a quantificacdo da viabilidade celular foi superior a 90%. Embora as
imagens nas Figuras -® tenham demonstrado confluéncielutar baixa nos biocompdsitos que
receberam NTCPM, a taxa de sobrevivéncia das células MERT&Iltivadas nesses grupos foi
elevada. Esse resultado sugere que os biocompésitos contendo NTCPM parecem afetar o ciclo de
divisdo celular dos osteoblastos ® m&cessariamente 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 MC3TB1 cultivadas em diferentes combinacgdes de
biocompdsitos por 48 horasCélulas was s& marcadapor calceingAM (verdg e as mortas sdo marcadas
por homodimero de etideo (EtHD) (vermelho).(A-C) Colageno 12,0 mg/mL, (D-F) Colageno | + MTA
1,6%; (G-1) Colageno | + MTA 12,8%(J-L) Colageno | + NTCPM 0,69%(M-0) Colageno | + NTCPM
6,0% e(P-R) Colageno | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%pesar @ viabilidade celular consistentemente alta
em todos os biocompositasaliadosobservaseredugédo do namero de células nos grugd€PM. Barra de
escala = 56m.
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Figura 10: Quantificagdo da viabilidade das células MGBT3-E1 cultivadas em diferentes combinacdes

de biocompdésitos no periodo de 24 e 48 horg#) Colageno I(mg/ml); (B) Colageno | + MTA(%); (C)

Colageno | + NTCPM(%); (D) Coladgeno | + MTA + NTCM. A concentracdo de colageno | nas
combinagcbes com MTA e NTCPM foi de 2,0 mg/n@s valores percentuais reportados sdo expressos como
média + EP para experimentos em triplicata, sendo observadas 150 células por réplica. Nao houve diferenca
estatistica en¢ as combinagfes e os tempos avaliados segundeaynANOVA com p < 0,05 e pé=ste

Bonferroni.

45



5.1.3 Andlise da migracéo de osteoblastos cultivados nos biocompdsitos tridimensionais

Para determinar se as diferentes combina¢des dos biocompdsitos desempenham algum papel n
migracdo das células MC39RL, avaliamos, por ensaio de migracdo celular em biocompdsitos
tridimensionais, o efeito das concentragdes ou combinacdes dos biocompesitmsacao celular.

Como mostrado na FigutELA, investigamosnicialmente se distintas concentrac@kescolageno |

(1,5 a 3,5 mg/mLapresentava algum efeitona migracdo de osteoblast@omo apresentado nessa
figura, o melhor desempenho da migracéalilaee parece ser apresentada concentracdo de=,

mg/mL de colageno |. No entantaconcentracdes entre 1,75 e0 3mg/mL ndo diferem
estatisticamente dessa. De fato, o resultado apresentadosfienmue as concentracbes de 1,75 a

3,0 mg/mL sdo as que pmotcialmente melhoram o desempenho da migracdo celular. Esses
resultados foram de certa maneira surpreendentes, visto que, em estudos anteriores realizados pc
nosso grupo de pesquisa, outros tipos celulares como fibroblastos e células mesenquimais, por
exemplo, demonstraram melhor desempenho na migracdo quando cultivadodagena@d nas
concentractes de7h a2,0 mg/mL(Schoret al, 1982; Kittenet al.,1996)

Mediante os resultados apresentadogestigamos eso efeito do colageno | na migracao celular
poderia ser aumentado quando ocorresse a combinagcdo com o MTA e/ou NTCPM. &eitooda
densidadalesses materiaisa migracao celular é desconhecifimamos a concentracdo média de
1,75 mg/mL de colageno lapa realizar as combinacégSomo apresentadama FigurallB, a
associacao de diferentes dosesvidéA (1,6 a 12,8%) ao colageno | estimulou a migracéo celular e
foi significativamente superior em todas as combinacdes testgua@msdo comparada ao controle
colageno | Ja a associacdo de NTCPM ao colageno | ndo interferiu na migracdo celular quando
comparada ao controle colageno |. Esses resultados demonstram que o MTA parece exercer umn
efeito positivo na migracdo celular, enquanto o NTCPM parece ter um igfeite. Assim, nos
guestionamos se a combinagdo dos trés coemies (colagenb+ MTA + NTCPM) restauraria o
efeito positivo na migracao celular observada nas vaaaguracoes da combinacao colagéro
MTA. Para isso, rdeamos a combinacdo de Co# MTA 3,2% + NTCPM 1,2%. Os resultados
mostram que essa combinacdo apresentou média superior asadadiguracdes da combinacdo
colagenol + NTCPM, mas nédo se diferenciou estatisticamente de nenhum grupo avaliado (Figura
11B).
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Figura 11: Quantificacdo da migracdodas células MC3T3EL1 cultivadas emdiferentes combinacdes de
biocompdsitosno periodo de 48 horas(A) Colageno | (mg/mL)(B) Coldgeno | + MTA (%), Colageno | +
NTCPM (%), Coldgeno | + MTA + NTCPM. A concentragdo de coldgeno | nas combinagbes com MTA e
NTCPM foi de 1,75 mg/mLOs valores percentuais reportados sdo expressos como média + EP para
experimentos em triplicata, sendbservados trés campos aleatorios por réplica. Grupos cormeeis uma

letra em comum apresentam equivaléncia estatistica sequnampE&NOVA com p < 0.05 e péwste de

Tukey.
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5.1.4 Andlise da mineralizagdo de osteoblastos cultivados nos biocomposito s

tridimensionais

Vérios trabalhos na literatura tém demonstrado a importancia de biomateriais tridimensionais
na diferenciacdo de osteoblastd&arageorgiou and Kaplan 2005; Akkouet al., 2011) A
diferenciacéo € induzida ndo somente pelo arcabouco tridimensional, mas também pela presenca de
substancias osteoindutoras que podem ser adicionadas ao meio @ecelliar.

Adicionalmenteas analises mostradas nas sessdes anterodes fundamental importancia
determinar s@s biocompdsitomterferem na diferenciacdo e producdo de matriz mineralizada pelas
células MC3T3ELl. Para essa investigacdo, se fez nécdesgultivar as células em ambiente
tridi mensional (Abiocomp-sito em sandu2cheo0)
presenca de matriz mineralizada por meio da marcagcdo com o corante vermelho de Alizarina. Esse
marcador possui alta afinidaderais de calcio e a presenca 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 | e
colageno | + MTA (%) formaram matriz mineralizada (fsg escurecidas espalhadas
aleatoriamente na area do biocompdsito) em menor proporcdo nas dosagens de 1,6 e 3,2% e maic
propor¢cao na dosagem 6,4% de MTA. Contrariamente, a dosagem 12,8% nao demonstrou a presenc
de areas de mineralizacdo. Em seguidamagyéns do grupo colageno | + NTCPM demonstraram
gue, em todas as dosagens de NTCPM avaliadas, houve a formacédo de matriz mindbaizada.
forma mais pronunciada, a dosagem 0,6% apresentou regides com maiores agregados de
mineralizacdo e coloracdo mais esoida. Apds o diagndstico positivo da formacdo de matriz
mineralizada, seguimos com a avaliada@ombinacg&o dos trés component€sl( + MTA 3,2% +
NTCPM 1,2%).A imagem demonstrou que os osteoblastos cultivados formaram matriz mineralizada
e, especiahente, areas de mineralizacdo mais concentradas e de cor escurecida.

Os resultados quantitativos das éareas de mineralizacdo apresentados na Figura 12B
comprovaram a analise histolégica. Nessa figura, obsengue os grupoSol | + MTA 6,4% e
colageno | +NTCPM 0,6% foram significativamente capazes de aumentar a formacado de matriz
mineralizada em relagdo ao controle colageno I. A combinagéo dos trés comp@aritesMTA
3,2% + NTCPM 1,2%, foi significativamente superior ao controle colageno | e ags seu
componentes individualizados. Esses dados, portanto, sugerem que as melhores combinac¢des d
biocompositos para a formacédo de matriz mineralizada pelos osteoblastG®ldae:MTA 6,4%,

Coll + NTCPM 0,6% eCol | + MTA 3,2% + NTCPM 1,2%.
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Figura 12: Analise da mineralizac&o de osteoblastos cultivados em diferentes biocompdsit@s) Areas

de mineralizagdo das ceélulas MC3ER cultivadas em diferentes biocompositsrante 21 dias. (B)
Quantificacdo das areas de mineralizacdo dos seguintes grupos: colageno I, colageno | + MTA, celadgeno |
NTCPM, coldgeno | + MTA + NTCPM. A concentracdo de colageno | nas combinacbes com MTA e
NTCPM foi de 175 mg/mL. Os valores percentuais reportad@ £xpressos como media + EP para
experimentos erduplicata onde foranobservads &reas de mineralizacdo com distribuicdo aleat@rapos

com pelo menos uma letra em comum apresentam equivaléncia estatistica segwaloANNOVA com p <

0.05 e podest de NewmaiKeuls
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5.2 Andlises in vivo

5.2.1 Andlise histo I6gica da regeneracao 0ssea

Sete dias ap6s o procedimento cirdrgico, as titgssontrole (coagulo) apresemamtecido
de granulacdo na regido central do defeito com capilares neofornfslosargens do defeito
observaranse trabéculas 60sseas mais maduras, que se estenderam para a regido centssd, a qual
apresentou desprovida de trabéculas 6sseas (Figuras 13 A1/A2).

Dentre as concentracfes de colageno | avaliadasgeneracadsse (Figuras 13 BE), as
tibias referentes a concentracao de 2,0 mg/mL apresentaram melhor organizacao e maior volume da:
trabéculas 6sseas neoformadas quando compasaddsmais concentraes de colageno | e ao
coagulo, além de reducdo no espagtertrabecular (Figures 13 D1/D2. Particularmente, a
concentragdo 2,5 mg/mL apresentou regido central com elevado infiltrado inflamatoério e reduzida
formacado 6ssea (Figurd8 E1/E2), send@uea seta em amareladica areas de possivedtragio
tecidua) ocasiondas no preparo da amostra.

De forma geral, as tibias do grupo colageno | + MTA (%) apresentaram boa formacéo de
trabéculas Osseas, sendo observado um bom preenchimento de trabéculas neoformadas na area ¢
defeito (Figurasl3 F-1). No entanto, de forma nskexpressiva, a concentragdol | + MTA 3,2%
apresentou trabéculas 6sseas mais maduras, com presem¢ene®sosostedcitos e espacos
medulares contendo tecido medular ou tecido conjuntivo frouxo (Figuras 13 G1/G2).

A andlise histolégica do grupo cotp | + NTCPM (%) demonstrou que as concentracdes
deCol | + NTCPM (0,6% e 6,0%) apresentaram melhor organizacdo do osso trabecular neoformado
(Figuras13J1/J2 e M1/M2), além de melhor preenchimento de volume ésseo na area do defeito. Em
contraste, as deais concentracfes desse grupo evidenciaram escassez de 0sso trabecular na regiac
central (NTCPM 1,2%) e maior espacamento entre as trabéculas ésseas (NTCPM 2,4%)1(Figuras
K1/K2 e L1/L2).

A combinacdo de MTA 3,2% + NTCPM 0,6% apresentou formacamssigtrabecular mais
abundante na regido periférica e intensa formacao de capilares entre as trabéculas 6ssed$ (Figuras
N1/N2). Os tratamentos com os controles carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
demonstraram reduzida formacdo 6ssea, sendo evideneeido ndo mineralizado e presenca de
células do tecido de granulacdo. Nao foram evidenciadas diferencas histologicas relevantes entre o¢
grupos carbopol (Figurds3 O-P).

De maneira geral, as analises demonstraram que 0s grupos gue retelianaemto com 0s
biocompaositos apresentaram formacéo 6ssea mais expressiva quando comparados aos controles.
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Figura 13: Fotomicrografias representativas de sec¢des histoldégicas de tibias apds cirurgias para
realizacdo de defdb Gsseo e tratadas com biooapdsitos por 7 dias.(1) Baixa magnitude e (2) Alta
magnitude. Os tratamentos das tibias apresentadas nessa figura estdo representadas da segui(d@ maneira:
Controle (coagulo)(B-E) Colageno | (mg/mL)(F-I) Colageno | 2,0 mg/mL + MTA (%)J-M) Colageno |

2,0 mg/mL + NTCPM (%)(N) Colageno | 2,0 mg/mL + MTA 3,2% + NTCPM 0,6%Q) Carbopol + MTA

3,2% e(P) Carbopol + NTCPM 0,6%Setas pretasm B1 e Ditrabéculas ésseasgtas brancamm Al e B1.:

tecido de granulacdaetas aarelasem C1 espaco intertrabecularsetasamarelasem E1 area de possivel

retragdo tecidual;
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5.2.2 Andlise morfométrica da regeneracdo 0Ossea

Inicialmente investigamos por analise morfométrica qual concentracdo de colageno |
apresentaria melhor formac&o de osso trabecular no periciedias. A Figura 14A demonstrou
que o percentual de trabéculas 6sseas, em relacdo a area total, foasignifiente maior nas tibias
tratadas com colageno | (83,17 + 3,24 %} 2,0 mg/mL(38,30 + 3,81 %Em relacdo ao controle
coagulo(19,54 + 3,23 %)A partir desse resultado, padronizamos a concentracd0 awnL, que
apresentou médsuperioma formagdo do osso trabatar, para realizar as combina¢gées com o MTA
e/ou NTCPM.

Os resultados dos tratamentos colageno | combinado ao MTA e/ou NTCPM estédo
apresentados na Figura 14B. Em patrticular, todas as combina¢des de colageno | + MTA (%) foram
significaivamente superiores ao coagulo e aos controles carbopol (MTA 3,2% e NTCPM 0,6%),
porém, equivalentes ao colageno | puro. Adicionalmente, todas as diferentes combinacfes de
colageno | + MTA foram equivalentes entre si na formacédo do osso trabecular.

Os resltados do grupo colageno | + NTCPM (%) demonstraram que a combiGatiic-

NTCPM 0,6% foi significativamente superior ao coagulo e aos controles carbopol, porém,
estatisticamente equivalente ao colageno | puro. Comparada a melhor combin@géid €&MTA
(3,2%), a combinacdBol | + NTCPM 0,6% nao apresentou diferenca estatishaambinacdo dos

trés componentes do scaffold ndo apresenjanhos estatisticos comparados as melhores
combinacgdes individuais utilizando MTA (3,2%) e NTCPM (0,6¢9rémfoi significativamente
superior a todos os controles considerados. Ao contrario dos resultados obsencpaogifieacao

das areas de mineralizac@iovitro na Secdo 5.1, nenhuma das combinacdes testadago foi

estatisticamentsuperior ao colageno | pu
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Figura 14: Quantificagdo morfométrica da formacgéo de trabéculas 6sseam regeneracadode tibias apos

7 diasde tratamento com diferentes biocompdésitos (A) Coaguloe 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% NTCPMDs valores percentuais reportados sdo expressos como média +
E.P.M. Grupos com pelo menos uma letra @mum apresentam equivaléncia estatistica segundwayne
ANOVA com p < 0.05 e pogeste de NewmaKeuls.
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5.2.3 Avaliacéo da microtomografia computadorizada

5.2.3.1 Andlise da reconstrucéo 2D da regeneragdo 0ssea

Para a visualizacdo das reconstrucddsratomograficas 2D foi utilizado o software
Dataviewer o qual permitiu a analidatibia no plano transversal (Figura 15). O defeito 6sseo foi
realizado na regido proximal das tibias, ao longo do eixo {ten@l, sendo perfuradas ambas as
corticais.

As Figuras 15AD apresentam imagens das tibias que receberam o tratamento com o
biocompadsito colageno | puro. A analise das imagens demonstra que a tibia referente ao tratamenta
de colageno | 2,0 mg/mL apresentou maior area de formacédo 0ssea ao longi@aldaadefeito
guando comparado com as demais concentracdes avaliadas (Figura 15C). As imagens referentes a
tratamento com os biocompésitos colageno | + MTA (%) mostraram que a comhi@w¢doMTA
3,2% foi capaz de preencher quase toda a extensdgedadé defeito com osso trabecular
neoformado em comparacdo com as outras combinacdes deste grupo (Figura 15F). As tibias do
grupo colageno | + NTCPM (%) apresentaram melhor formacédo de 0sso trabecular nas combinacdes
Col I + NTCPM 1,2% e 2,4% (Figura 13K). A combinacdo dos trés componentd | + MTA
3,2% + NTCPM 0,6% apresentou melhor preenchimento de osso trabecular na area do defeito
guando comparado com o0s controles coagulo, carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
(Figuras 15MP). Adicionalmentgos tratamentos carbopol + MTA 3,2% e carbopol + NTCPM 0,6%
apresentaram baixa formacédo de osso trabecular na regido do defeito equivalentes adrodagulo.

essas observacdes estao de acordo com a andlise morfométrica (Figura 14).
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Figura 15 Reconsrucdo 2D das tibias submetidasa defeito 6sseo e tratamento poi7 dias com
diferentes biocompdésitos(A-D) Colagenol (mg/mL); (E-H) Coladgeno | + MTA (%);(I-L) Colageno | +
NTCPM (%); (M) Colageno | 2,0 mg/mL + 3,2% MTA + 0,6% NTCPKN) Coégulo;(O) Carbopol + 3,2%
MTA e (P) Carbopol + 0,6% NTCPM.
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