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RESUMO

Introducdo: A engenharia de tecidos visa solucionar barreiras impostas a
medicina, veterinaria e odontologia surgindo como esperanca para a medicina
regenerativa por seu potencial de desenvolvimento de biomateriais inovadores
que potencializam o processo de reparo tecidual. Uma das estratégias é o
desenvolvimento de biotintas especializadas que permitem extrusao por
bioimpressoras e aplicacao injetavel, além de permitir carreamento de células, e
aprimoramento das suas propriedades pela formacgéo de biocompdésitos a base
de vitroceramicos que promovem a osteoinducéo, se tornando uma alternativa
promissora para regeneracdo Ossea. Objetivo: Nesse sentido, o presente
trabalho teve por intuito, a avaliacéo in vivo da biocompatibilidade e da atividade
osteoindutora da biotinta biocompdsita L2F. Metodologia: Para padronizacao
das amostras, foram provocados defeitos 6sseos de 2mm em o0sso parietal de
24 camundongos Swiss aleatoriamente separados em trés grupos de
tratamento: controle, goma gelana e L2F, compostos por 8 animais cada, com
cicatrizacdo avaliada nos periodos de 7, 14, 21 e 28 dias ap0s cirurgia por
analise de microCT e histologia dos parietais e histologia dos rins, seguida de
analise estatistica por ANOVA , pds-hoc e teste de Tukey. Resultados: A andlise
das imagens de microCT e as medidas da area de cicatrizacdo demonstraram
importante atividade osteocondutora e osteoindutora do biomaterial L2F com
diferenca significativa em relacdo aos demais grupos, evidenciando um melhor
desempenho e diminuicdo do tempo de cicatrizacdo. O estudo histologico
comprovou a maior deposicéo de tecido 6sseo neoformado nas laminas de L2F
com viabilidade celular e rins com integridade tecidual, livres de sinais
inflamatorios Concluséo: O biocompédsito L2F demonstrou ser um promissor
substituto ésseo e uma alternativa promissora para a medicina regenerativa do
tecido 0sseo.

Palavras chave: Biocompdsitos; ensaio in vivo; osteoinducao; hidrogéis



ABSTRACT

Introduction: Tissue engineering aims to solve barriers imposed on medicine,
veterinary and dentistry, emerging as hope for regenerative medicine due to its
potential for developing innovative biomaterials that enhance the technical repair
process. One of the strategies is the development of specialized bioinks that allow
extrusion through bioprinters and injectable application, in addition to allowing the
loading of cells, and the improvement of their properties through the formation of
biocomposites based on vitroceramics that promote osteoinduction, becoming a
promising alternative for bone regeneration. Objective: In this sense, the present
work aimed to evaluate in vivo the biocompatibility and osteoinductive activity of
L2F biocomposite bioink. Methodology: To standardize the samples, 2mm bone
defects were created in the parietal bone of 24 Swiss mice randomly separated
into three treatment groups: control, gellan gum and L2F, composed of 8 animals
each, with correction evaluated in periods of 7, 14, 21 and 28 days after surgery
by microCT analysis and parietal histology and kidney histology, followed by
statistical analysis by ANOVA, post-hoc and Tukey test. Results: The analysis of
the microCT images and the measurements of the heated healing area showed
an important osteoconductive and osteoinductive activity of the L2F biomaterial
with a significant difference in relation to the other groups, showing better
performance and a reduction in healing time. The histological study confirmed the
greater deposition of newly formed bone tissue in the L2F sheets with cellular
projections and rinses with tissue integrity, free of inflamed signs. Conclusion:
The L2F biocomposite demonstrated to be an excellent bone substitute and a
promising alternative for bone tissue regenerative medicine.

Keywords: Biocomposites; in vivo test; osteoinduction; hydrogels
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1. INTRODUCAO

Apesar dos inameros avancos conquistados pela medicina até o
momento, grandes ainda, sao os desafios enfrentados na manutenc¢éo da saude.
Fato que impulsiona o constante desenvolvimento de tecnologias inovadoras e
a permanente busca por novas solucdes para a pratica clinica. A demanda
cirdrgica envolvendo reparo ou substituicdo do tecido 6sseo € crescente, mas,
frequentemente limitado pela falta de suprimentos e de matérias primas
adequadas. Sendo assim, uma lacuna importante pode ser preenchida pelo
desenvolvimento de materiais inteligentes, que oferecam praticidade e
propriedades personalizaveis ao cirurgido, assim como, seguranca e conforto
para o paciente. A essa perspectiva, convergem os esforgos das pesquisas da
bioengenharia de tecidos e mais especificamente, no desenvolvimento de novos
biomateriais, com o intuito de oferecer ao mercado, possibilidades mais
adequadas e bem definidas, de facil acesso e com maior versatilidade
(LAFUENTE-MERCHAN et al., 2022).

A substituicao do tecido 6sseo representa a segunda maior demanda dos
transplantes realizados, ficando atras apenas do transplante de sangue (ABTO,
2024). O indice elevado de falhas 6sseas decorrentes de traumas, neoplasias
no tecido 6sseo, e complicacbes pds operatorias, configuram esse quadro
frequente na rotina clinica. Em casos como de fraturas cominutivas
(fragmentacao Ossea) ou de remoc¢ao de massa neoplasica com resseccdo do
segmento 0sseo, uma alternativa de substituto 6sseo € necesséria, além de
alternativas terapéuticas que apresentem maior eficiéncia durante o processo
cirtrgico e no periodo de cicatrizagcéo tecidual (NIDAGUNDI; PUDAKALKATTI;
VARSHITHA, 2023).

Nesse sentido, a bioengenharia de tecidos emerge com o potencial de
auxiliar de maneira rapida, eficaz e personalizada a medicina regenerativa,
possibilitando a unido das tecnologias de captacéo e processamento de imagens
meédicas a biofabricacdo tridimensional de pecas biomimetizadas, além de
extrusdo conjunta com células especificas e selecionadas. A bioimpresséo tem
se mostrado capaz de produzir modelos biolégicos robustos e com
funcionalidade semelhante aos naturais. Por essa raz&o, nos ultimos anos tem

se evidenciado pelos resultados satisfatorios, com grande potencial de auxilio no
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cenario dos enxertos, implantes e transplantes. No entanto, essa tecnologia
precisa ser atendida constantemente com materiais cada vez mais
especializados, versateis, acessiveis, que garantam aplicacdo segura, com
caracteristicas terapéuticas especificas para cada aplicacdo pretendida. Essa
demanda criou uma forte tendéncia na pesquisa direcionada a analise e
desenvolvimento de biomateriais com potencial de aplicacdo na fabricacdo de
tecidos complexos (STOCCO, 2024).

Uma classe de biomateriais com potencial significativo na contribuicao
para o desenvolvimento de tecidos sdo os hidrogéis de polimeros naturais por
demonstrarem capacidade reparadora de tecidos. A vantagem da sua aplicacao
em relacdo aos outros biomateriais, € a sua excelente biocompatibilidade,
grande semelhangca com a matriz extracelular, biodegradabilidade e baixa
rejeicdo imunologica (NIDAGUNDI; PUDAKALKATTI; VARSHITHA, 2023). Os
hidrogéis sao ideais como biotintas para a bioimpressao, pela facilidade de
extrusdo proporcionada por sua estrutura maleavel, mesmo em temperaturas
amenas.

Por essa perspectiva, o biocomposito L2F (BR 10 2019 014592 7), foi
criado a base de goma gelana, um polissacarideo emergente pela versatilidade
de aplicacdo, aliado ao biovitroceramico BIOVIT (BR102016003703-4) com
propriedades especificas, sendo a principal delas, o potencial osteoindutor
(SOUSA et al.,, 2012). Essa unido formou uma biotinta apropriada para
biofabricacdo com caracteristica de injecdo in situ por aplicacdo direta através
de seringa comum, biocompatibilidade satisfatéria em testes com células tronco
mesenquimais e osteoinducdo em ensaio in vitro, caracteristica que o classifica
como um biocompésito bioativo (MATUCHESKI, 2022). Dessa forma, o presente
trabalho tem por objetivo, a continuidade da pesquisa da aplicabilidade clinica
do L2F por meio da verificacdo experimental em modelo animal da
biocompatibilidade, potencial de acdo osteoindutora e sua possibilidade de ser
aplicado em fraturas 6sseas de forma minimamente invasiva como acelerador

da regeneracéo do tecido.
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1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a biocompatibilidade in vivo e a capacidade osteoindutora do

biocompasito L2F.

2.1.1 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo proposto, serd necessario alcancar os seguintes

objetivos especificos:

Produzir o biocompésito L2F;
Elaborar protocolo de ensaio in vivo;

Analisar a biocompatibilidade do L2F;

H wnN P

Analisar resposta osteoindutora do L2F.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 TECIDO OSSEO

O o0sso é um tipo especializado de tecido conjuntivo e o elemento
estrutural primario do corpo dos animais vertebrados. E responsavel por oferecer
protecdo aos 6rgédos internos, alojar e proteger a medula 6ssea, formadora das
células sanguineas, da suporte aos musculos que permitem o movimento do
corpo humano e é responsavel pelo fornecimento de calcio e fosfato, que
mantém a homeostasia mineral em niveis adequados. E um tecido complexo e
dindmico, dada sua diversidade de fun¢@es e falhas na sua integridade, podem
além de comprometer seu funcionamento, ocasionar lesées circulatorias sérias
(WANG, 2017) (GRASSIE, 2022).

Sua constituicdo é dada em maior propor¢cdo, por tecido conjuntivo
formado de matriz extracelular mineralizada que constitui um depdsito de
fosfatos de célcio, colageno, medula 6ssea, o enddsteo, o periosteo, além de
tecido nervoso, vascular e cartilaginoso. A matriz extracelular forma a parte
metabolicamente ativa, do tecido dsseo, € uma regido mineralizada e onde se
encontram as células osteoprogenitoras, osteoblastos, osteoclastos, ostedcitose
as células hematopoiéticas da medula déssea responsaveis pela constante
remodelacdo deste 6rgdo (GRASSIE, 2022).

Ao contrario de outros tecidos, 0 0sso tem a capacidade de autoreparacao
e autorenovacdo. Esse processo ocorre sem a formacao de cicatrizes e esta
diretamente associada a capacidade de consolidacao de fraturas (GUERRERO,
2019). No entanto, a carga mecanica aplicada na area fraturada, o suprimento
sanguineo e oferta de minerais no local, sdo determinantes para o bom resultado
de consolidacéo tecidual e sao fatores essenciais para a estabilizacao, fixacédo e
reducao da fratura, fazendo com que o reparo tecidual ocorra de maneira gradual
e eficaz, restabelecendo assim, sua funcionalidade. A nivel celular, a
remodelacdo Ossea € dependente de duas linhagens, os osteoblastos,
responsaveis por formar tecido mineralizado e os osteoclastos que fazem a
reabsorcdo mineral e o comprometimento de qualquer destes fatores podera
resultar em consolidacao retardada da fratura e formacéo de um falso calo 6sseo
propenso a novas fraturas (GUERRERO, 2019).
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O o0sso é constituido por grupos especializados de células que fazem o
arranjo sincrénico para o cumprimento do papel de sustentacdo do corpo, de
forma que, a manutencdo no processo de remodelagéo, reconstrucéo e reparo
de falhas desse tecido é dependente da harmonia e funcionamento correto de
cada um desses grupos celulares amplamente distribuidas ao longo do tecido
(COWAN, 2023).

Esse processo de neoformacédo do tecido 0sseo se da por atividade de
duas linhagens celulares, as osteoblasticas e as osteoclasticas. A primeira
linhagem é composta por osteoblastos, ostedcitos e células osteoprogenitoras,
ja a linhagem osteoclastica é formada pelos osteoclastos. O conjunto dessas
quatro células é chamado de unidade multicelular basica (BMU) (ANSARI, 2020).

As células do tecido 6sseo séo classificadas como:

e Osteoblastos

Responsaveis pela sintetizacdo da matriz organica composta por colageno
tipo |, proteoglicanas e glicoproteinas. Se localizam na parte periférica e
possuem forma varidvel, dependente da intensidade da atividade
desempenhada, se tornando cubdides em atividade intensa e pavimentosos
guando estdo em baixa atividade e nessa conformacéo, passa a ser chamado
de ostedcito. A matriz 6ssea recém-formada, € depositada ao redor da célula e
dos seus prolongamentos formando lacunas e canaliculos. Antes da
mineralizacdo, a matriz € chamada de ostedide e € composta essencialmente
por osteocalcina e sulfato de condroitina. Em analise histologica se apresenta
com coloragdo menos intensa que a matriz mineralizada (GUERRERO, 2019).

e Ostedcitos

Sao responsaveis pela manutencdo da matriz 6ssea. Sao células 6sseas
maduras e se localizam no interior das lacunas formadas por elas, anteriormente
na forma de osteoblastos. Possuem citoplasma perinuclear, reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi reduzidos e cromatina do nucleo
condensada indicando pouca atividade celular, no entanto sua acdo de
reabsorcdo da matriz € de fundamental importancia para a homeostase do calcio
no sangue de forma que a morte do ostedcito promove a reabsorcédo da matriz
por osteoclastos e posteriormente acontece o reparo ou remodelacéo do tecido

0sseo pelos osteoblastos. A comunicagdo entre essas células ocorre por meio
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dos canaliculos que possibilitam nutricio dos osteodcitos por passagem de
moléculas entre os capilares sanguineos e os osteécitos (AMIRAZAD, 2022).
e Células osteoprogenitoras

Séo células mesenquimatosas (origem mesenquimal) com capacidade de
diferenciacdo em osteoblastos e, portanto, adquirem a funcdo de formacao de
matriz 0ssea. S@o consideradas células de reserva ou de repouso sendo,
portanto, precursoras no crescimento do tecido 6sseo e na reparacgéo de fraturas.
Sao encontradas nas superficies inativas do 0sso, camada interna do periosteo,
trabéculas de cartilagem calcificada, enddsteo que reveste as cavidades
medulares e nos canais de Havers e de Volkmann (AMIRAZAD, 2022).

e Osteoclastos

Células de superficie, moveis, grandes, multinucleadas, que apresentam
ramificacdes irregulares e com funcdo de reabsorver o tecido 6sseo. Se
acumulam durante a remodelacdo 6ssea em depressdes, chamadas de lacunas
de Howship. Sua atividade é regulada de maneira antag6nica por calcitonina e
paratorménio de forma que o paratorménio ativa a atividade de reabsor¢céo 6ssea
enguanto a calcitonina, a reduz.

A matriz 6ssea é composta por uma por¢ao organica e uma inorganica
em proporcao de 35% e 65%, respectivamente. A constituicdo organica inclui
fiboras de colageno do tipo | em proporcdo de 90%; proteoglicanos, acido
hialurdnico; e proteinas ndo colagenosas, incluindo osteocalcina, osteopontina,
osteonectina e sialoproteina. A parte inorganica é formada por fosfatos de célcio
gue formam a estrutura conhecida por hidroxiapatita, o0 material ceramico mais
abundante na matriz inorganica. Além dos fosfatos de calcio sdo encontrados
bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e citrato. A estrutura rigida do tecido
0sseo se deve a associacao das fibras colagenas com a hidroxiapatita e quando
passam por processo de descalcificagao, processo utilizado para confeccéo de
laminas histoldgicas, por exemplo, torna o tecido flexivel (AMIRAZAD, 2022).

O tecido 6sseo pode ser classificado em primario e secundario. O
primario, se caracteriza por ser a primeira formacéo 6ssea, tanto no embrido,
guanto no processo de reparacdo tecidual pos fratura e é transitério, sendo
substituido posteriormente, pelo tecido secundario. No tecido 6sseo primario as
fibras colagenas se dispdem de maneira irregular, enquanto no secundario sao
lamelares (JUNQUEIRA, 2013).
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2.2CLASSIFICACAO DOS TRANSPLANTES OSSEOS

Os transplantes 6sseos podem ser classificados como autélogos,
alégenos, xendgenos ou aloplésticos.

O transplante autélogo é a substituicdo de um tecido danificado por
enxerto proveniente do proprio receptor. E frequentemente utilizado em
transplantes de fragmentos 6sseos para reconstrucdes de pequenas areas. Esse
modelo de transplante tem como maior vantagem a diminuigcdo do risco de
rejeicdo, pela total compatibilidade genética, mas se limita a reparos de pequena
extensdo devido a pouca disponibilidade (HAUGEN, 2019). Além disso, tem-se
as desvantagens da morbidade do local de extracdo, dor na recuperacéo pos-
cirtrgica, longo tempo cirdrgico, e excesso de anestésico (NIDAGUNDI, 2023.).

Os transplantes alogénicos acontecem entre doador e receptor
geneticamente distintos, mas pertencentes a mesma espécie, sendo a pratica
mais frequente. O aloenxerto pode ser doado por individuo vivo ou, com mais
frequéncia, por individuo falecido em decorréncia de morte encefélica. Como os
aloenxertos ocorrem entre individuos geneticamente distintos, a maior barreira
imposta por essa intervencdo é uma compatibilidade genética satisfatoria, que
esta intimamente relacionada a sobrevida do enxerto ou 6rgdo. E, portanto, o
maior desafio do cenario dos transplantes e mais frequente causa de insucesso
das cirurgias de substituicdo de tecidos (HAUGEN, 2019).

O transplante xenogénico acontece entre doador e receptor de espécies
distintas. Essa alternativa € utilizada como meio de facilitar o acesso ao enxerto
ou evitar cirurgias adicionais como ocorre na implantodontia que evita em muitos
casos 0 autoenxerto e o substitui pelo enxerto 6sseo bovino liofilizado. Os
xenoenxertos, sdo submetidos a processos e tratamento de desproteinizacao e
decelularizagéo para eliminagdo da imunogenicidade e diminui¢ao do potencial
infeccioso. No entanto, o processo de tratamento minimiza, mas ndo € capaz de
eliminar completamente esses potenciais (ZIROLOMETA, 2022).

Os aloplasticos séo os implantes produzidos com materiais sintéticos. Nas
tltimas décadas, tém sido o maior alvo de estudo da engenharia de tecidos por
se sobressairem em relagdo aos grupos citados anteriormente, pela
versatilidade. Existe uma grande variedade de materiais com potencial para

servirem como enxertos aloplasticos e permitem processamentos e adequacodes
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especificas, a depender da aplicacdo desejada. Além disso, rompem a barreira
imposta pelos outros grupos quanto a necessidade de compatibilidade genética,
infeccdes provenientes do doador e disponibilidade (PASQUALLI, 2022).
Importante elucidar o significado dos termos “transplante” e “implante”.
Transplante se refere a transferéncia de material contendo tecido vivo, como
orgaos inteiros, infusdo de células, ou fragmentos. Implante destina-se ao
material biologico ausente de fracdo celular viavel, como os liofilizados de osso
cortical bovino destinados a odontologia. O termo implante também se destina
aos materiais sintéticos metalicos, poliméricos, cerdmicos, ou de qualquer

origem que nao seja a bioldgica (CUNHA, 2009).

2.3DEMANDA DE SUBSTITUICAO DO TECIDO OSSEO

As falhas Gsseas decorrentes de traumas, complicacdes pds-operatérias
e cirurgias associadas a remocao de tumores, fazem parte da rotina clinica. A
cranioplastia, por exemplo, com a utilizacdo do enxerto ésseo autélogo, é um
procedimento realizado h& milhares de anos para reparacdo do cranio,
recuperacdo da sua funcéo estrutural, proteger o encéfalo e manter a estética
facial apOs intervencdo cirargica ou lesdo acidental. Apesar do vasto
conhecimento da técnica cirlrgica e compreensédo da biologia do tecido dsseo,
€ um procedimento que ainda decorre em altas taxas de complicacao, variando
entre 16% e 40%, com taxa de reoperacdo de 25% (LE et al.,2018; SOUZA,
2022).

As cirurgias de correcdo de fraturas 6sseas sdo comumente realizadas
pela utilizacdo de material metélico inserido por meio de cirurgia invasiva, que
apresenta grande eficacia na aderéncia de 0ssos grandes e pouca ha aderéncia
de pequenos fragmentos 6sseos em fraturas cominutivas que apresentam a alta
complexidade cirargica (MORAES, 2021.). Um dos tratamentos mais utilizados
neste tipo de fratura envolve a substituicdo de um segmento ou o preenchimento
da falha 6ssea. No entanto, o grande desafio se da pela permanéncia de
particulas 6ésseas no organismo trazendo consequéncias para o0 paciente como
a recuperacdo mais lenta e possivel desencadeamento de processos
inflamatdrios sistémicos (AUGAT E RUDEN, 2018).
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Outra demanda recorrente na pratica clinica € na area oncolégica. Em
casos de acometimento de fragmentos no tecido 6sseo, o procedimento padrao
€ a substituicho da area por fragmento 6sseo sadio. No entanto, esse
procedimento pode ser inviabilizado por escassez de material decorrente da
dificuldade na estocagem do material coletado, além de altos indices de
contaminacgao e consequente descarte. Essa problemética € potencializada pelo
desconhecimento da populacéo quanto a necessidade e possibilidade de doacao
de ossos (tecido 6sseo). Fatos que aumentam a espera por uma viabilizagdo de
transplante e pode gerar agravamento do quadro clinico do paciente (POPEU,
2014).

Os enxertos 6sseos para defeitos maxilofaciais sdo em sua maioria,
autdgenos ou autdlogos e tém como principais caracteristicas o fornecimento de
células viaveis e a imunocompatibilidade, fatores primordiais para primeira fase
da osteogénese. Entretanto, como ja abordado anteriormente, essa via de
doacéo tem como desvantagem a debilidade do sitio doador, desconforto maior
ao paciente e maiores riscos cirdrgicos. Em estudo realizado por MOURA et al.,
2016, 873 pacientes receberam enxerto autégenos em cirurgia de correcao
bucomaxilofacial e foram avaliados quanto as complicacdes. Destes pacientes,
290 apresentaram alguma complicacdo tendo, alguns deles, mais de uma
complicacéo registrada: 45,9% decorrentes de infec¢bes; 25,9% por perda do
enxerto; 10,3% por deiscéncia; 4,5% remocao da fixacao; 2,8% falha da fixacao;
2,4% margem recidivada; e 8,3% de outras complicacbes. Os autores
concluiram que o enxerto 6sseo ndo vascularizado é indicada apenas em
defeitos menores do que 6 mm, devido a maior taxa de reabsor¢cédo em enxertos
maiores.

Outra especialidade com importante demanda de substituicdo 0ssea, é a
implantodontia que, por meio da reabilitagdo protética implantossuportada,
restabelece condicdes estéticas, fonéticas e fisiologicas do individuo que
apresente edentulismo parcial ou total. O edentulismo, segundo a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), gera comprometimentos psicologicos e
funcionais, tais como baixa autoestima e diminuicdo da eficiéncia mastigatoria.
Para que seja possivel a reabilitagcdo dentaria, é necessaria a presenca de um
nivel adequado de remanescente basal 0sseo para suportar e ancorar a

implantacédo da proétese, estrutura essa que, por vezes, se apresenta em niveis
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insatisfatorios pela reabsorcdo 6ssea decorrente da perda dentéria. Esta
reabsorcdo acontece, em média, 25% no primeiro ano e, aproximadamente, 0,2
mm por ano, nos anos subsequentes. Por isso, ndo é possivel a realizacao de
cirurgias implantodénticas sem antes ser feita a corre¢do da maxila ou mandibula
atréfica por meio de implantacao de enxertos 6sseos autdégenos, xendgenos ou
sintéticos (PASQUALLI, 2022).

2.4 REGENERACAO OSSEA

A regeneracao do tecido 0sseo se da por meio de ativacao de diversos
mecanismos de inducdo e conducdo Ossea, pelo conjunto de células
especializadas nesse processo, no intuito de restabelecer a funcéo esquelética.
Dois dos principais eventos bioldgicos que permitem a consolidagdo de fraturas,
a manutencdo do tecido e a neoformacdo éssea sdo a osteoconducdo e a
osteoinducéo (CHEN, 2021).

Os substitutos 6sseos devem apresentar propriedades quimicas e
biolégicas similares as do 0sso, biocompatibilidade, biodegradacéo e facilidade
de obtencdo. Tem se desenvolvido, nas Ultimas décadas, uma variedade de
materiais aplicaveis ao tecido ésseo visando melhorar a sua regeneracao com
menor impacto na qualidade de vida do paciente.

A aplicabilidade de cada substituto 6sseo é dependente do éxito do
material na mimetizacdo das principais caracteristicas intrinsecas do tecido.
Sendo assim, € desejavel que os biomateriais aplicados a regeneracao 0ssea
apresentem algum grau de atividade osteocondutora e osteoindutora, para que
promova a osteogénese no local aplicado e resulte em uma regeneracéo rapida
e satisfatéria do tecido (CHEN, 2021).

O potencial osteogénico define a regeneragéo primaria do tecido 0sseo
pelo fornecimento de células viaveis, podendo ser transplantadas através de
enxerto 6sseo convencional. A osteogénese €, entdo, induzida por células de
revestimento quiescentes e por osteoblastos ativos capazes de induzir a
neoformacdo. Essa aplicagdo tem sua eficdcia diminuida, pela senescéncia
celular durante o processo cirurgico, tendo uma oferta média de apenas 10% de
células viaveis ao tecido lesionado e, apesar da interacdo dos osteoblastos do

receptor com o enxerto, a osteogénese acontece de forma limitada (DIAS, 2013).
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A osteoconducdo € caracterizada pela presenca de interacdo entre o
tecido 6sseo e o substituto apos a implantacdo de forma que ocorra uma
conducado tridimensional do crescimento celular especifico e resulte em
neoformacédo tecidual. A interacdo é dada pela aderéncia celular ao aporte
mecanico do biomaterial implantado ou do tecido enxertado e consequente
crescimento celular de forma padronizada em toda extensdo prevista pelo
cirurgido no planejamento cirdrgico. O suporte mecanico oferecido pelo
substituto 6sseo é de fundamental importancia, principalmente em corre¢des de
fraturas que exijam rapida unido de fragmentos e formacdo de calo Gsseo
(CHEN, 2021).

O potencial de osteoinducdo de um material se refere a sua capacidade
de estimular biologicamente o tecido receptor, especialmente pela inducao da
diferenciacdo celular de células tronco mesenquimais multipotentes em células
de linhagem especifica como as condrogénicas e osteogénicas. Essa
bioestimulacdo ocorre pelo contado das células originarias do tecido a ser
reparado, com agentes bioativos do biomaterial (WANG e YEUNG, 2017).

Os enxertos 6sseos de origem autdloga apresentam osteoinducdo e
osteoconducao, mas com potencial de osteogénese fragil pela perda significativa
de células, como ja mencionado. Os enxertos de origem alogénica e 0s
xenoenxertos, demonstram a capacidade de osteoconducgéo e osteoinducéo,
porém, pelo processamento pré transplante, o potencial de osteogénese é
eliminado (decelularizacao do enxerto) (KUMAR et al., 2017).

Os implantes aloplasticos podem ser fabricados de forma a serem
osteoindutores e osteocondutores, ou seja, possuem a vantagem em relagcéo aos
demais da possibilidade de personalizacao das propriedades dos materiais que

os compdem, direcionadas a aplicacao.

2.5 BIOMATERIAIS APLICAVEIS AO TECIDO OSSEOS

Os biomateriais possuem protagonismo na perspectiva de aplicagdo como
implantes ésseos pela sua facilidade de obtencgéo, capacidade de customizacéo
das propriedades pretendidas, personalizacdo das dimensfes e facilidade de
aplicacéo cirargica (KUMAR et al., 2017). Os biomateriais com potencial de

aplicacdo destinada ao tecido Osseo, sdo principalmente os ceramicos, 0s
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poliméricos e os compositos (WANG e YEUNG, 2017), especialmente o0s
naturais.

Os poliméricos (biopolimeros) naturais sdo materiais produzidos a partir
de matérias-primas de fontes renovaveis como milho, celulose e quitina podendo
ser extraidos de plantas, microrganismos, algas e animais. Esse grupo tem sido
o0 mais utilizado para producédo de arcaboucos na engenharia de tecidos pelas
suas caracteristicas mecanicas e biodegradabilidade (PARK et al., 2017).

Os polimeros de origem biol6gica, apresentam-se como produtos nao-
toxicos, biodegradaveis e biocompativeis, caracteristicas que o0s tornam
potencialmente mais seguros para utilizacdo na engenharia de tecidos. Muitos
biopolimeros com propriedade termoplastica apresentam, ainda, a capacidade
de formar hidrogéis que os tornam particularmente Uteis para aplicacdes
biomédicas por meio da bioimpresséo (WILLEMS, 2021).

Um grupo especial de biomateriais sdo os hidrogéis a base de
polissacarideos que séo passiveis de extrusdo em bioimpressoras e podem ser
aplicados diretamente no local desejado por injecdo de forma pura ou em
conjunto com células viaveis (DWIVEDIA, 2020).

Uma estratégia promissora no emprego dos hidrogéis, portanto, é a sua
utilizacdo na construcédo de arcaboucos biomaterial-células com expectativa de
degradacdo progressiva da estrutura polimérica. Dessa forma, a medida que as
células adquirirem confluéncia e tomam o espaco do biomaterial estrutural, um
tecido novo é formado com funcéo celular restabelecida (DWIVEDIA, 2020). Por
essas caracteristicas, os hidrogéis tém sido amplamente utilizados no
desenvolvimento de pele in vitro, tecido cardiaco, adiposo, cartilaginoso e 6sseo
e na construgdo de tecidos hibridos com redes vascularizadas (NOH et al.,
2019).

Os hidrogeéis apresentam como maior limita¢éo, sua fragilidade mecéanica,
principalmente se pensado no emprego como substituto 0sseo, visto que, a
funcdo base de um substituto 6sseo é a promocéo de uma estrutura estavel. Em
contrapartida, um substituto 6sseo rigido que forneca a sustentacdo mecanica,
apresenta desvantagens principalmente pela impossibilidade de migracéo
celular e lenta degradacdo fornecendo protecdo Ossea, o que dificulta a

regeneracao. Um meio solucionar o problema é pela unido das de hidrogéis com
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um material ceramico (rigido), formando um biocompdsito com as propriedades
desejaveis (DWIVEDIA, 2020).

Os bioceramicos sdo compostos inorganicos que, dependendo da sua
composi¢do, podem favorecer a osteoinducdo e a osteconducdo. Por essa
razdo, tem sua aplicabilidade estabelecida na area meédica destinado aos
implantes dentarios e aplicacao ortopédica. Os vitroceramicos séo formados por
cristais ceramicos dispersos em uma matriz vitrea, com propriedades
intermediarias entre os vidros e os ceramicos. Esses materiais podem ser
fabricados de forma a serem bioativos no ambiente O6sseo, devido a
concentracdo de fosfatos de calcio na sua composicdo. Neste caso, a
osteoinducédo € estimulada pela formacdo de uma camada de hidroxiapatita
carbonatada quando o vitroceramico entra em contato com o tecido 0sseo
(WANG e YEUNG,2017).

Os materiais a base de vitroceramicos possuem, como maior limitacdo, a
rigidez que dificulta a conformacédo de implantes. Além disso, sua aplicacao
como solido compacto € limitada pela possibilidade de ocorréncia de
microtrincas no material, comprometendo a sua resisténcia estrutural,
principalmente quando sujeito a cargas ciclicas como as sofridas pelos 0ssos
(DWIVEDI, 2020). Uma solucao é o uso deste material em combinag¢do com um
hidrogel, formando um biocompdésito bioativo com facilidade de aplicacéo.

Dentre as vantagens do biocompdésito hidrogel-ceramico, esta a
possibilidade de ser injetado no local da fratura. Muitos esfor¢cos tém sido
empreendidos no sentido de minimizar o impacto cirdrgico, buscando produtos
que viabilizem cirurgias menos invasivas, sem que seja comprometida a eficacia
dos resultados (TARCHALA, 2016).

A aplicacao injetavel do biomaterial diminui consideravelmente a area de
intervencao cirargica minimizando, dessa forma, o risco de infec¢cfes pela menor
exposi¢cdo, a chance de comprometimento dos tecidos circundantes a area
tratada, e tendo impacto direto na melhor resposta pos cirargica com menor
desconforto do paciente e custo da recuperacdo (TOMAS, 2021). Além disso,
0s biomateriais injetaveis se assemelham a matriz extracelular, possibilitando a
migragéo celular no momento da aplicagao.

Os substitutos 0sseos injetaveis, portanto, se mostram uma forma

promissora para geracdo de matriz osteocondutora e osteoindutora com
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utilizacdo na regeneracdo 0ssea por meio da aplicacéo direta na fratura ou por

meio da construcdo de arcaboucos por bioimpressao (WU et al.,2021).

2.6 RESULTADOS DE ENSAIO IN VITRO DO L2F

Os biocompdésitos apresentam uma fase continua denominada matriz e
uma dispersa. A unido dos dois componentes confere propriedades especificas
ao novo composto. O bicompdésito formado apresenta maior versatilidade e
possibilita personalizagdo com ajustes entre a proporcao de cada componente,
permitindo varias aplicacdes distintas de uma mesma mistura de biomateriais
(BHARADWAZA E JAYASURIYA, 2020). O material de estudo do presente
trabalho (L2F) é fruto dessa estratégia, formado pela unido do biopolimero goma
gelana (GG) como matriz e do vitroceramico biovit como material ceramico de
dispersédo. A hipétese de aplicacdo do L2F, € embasada na perspectiva de
funcionamento como aderente 6sseo instantaneo, pela sua conformacéo de sol-
gel. Essa conformacéao, possibilita aplicacéo injetavel em estado de gel no local
desejado ou de forma a produzir implantes personalizados por meio de
bioimpressédo (MATUCHESKI, 2020).

O vitroceramico Biovit (BR 10 2016 003703 4), é considerado um material
inteligente por ter a tendéncia de sofrer degradacdo em meio acido e manter
suas propriedades em meio alcalino ou neutro. Este material possui, em sua
composi¢do, elementos reconhecidamente biocompativeis (FERNANDES et al.,
2008; SOUSA et al., 2012).

A GG é formada por polissacarideo linear aniénico composto de unidades
repetidas do tetrassacarideo (sub-divisdo do grupo de carboidratos) formado por:
1,3-B-D-glicose; 1,4-B-D-acido glucurbnico; 1,4-B-D-glicose; 1,4-a-L-ramnose;
contendo um radical carboxila. Este material, em forma de gel transparente
fabricado por processo de fermentagcdo controlada, € amplamente usado na
industria alimenticia e em aplicacbes biomédicas devido a sua resisténcia ao
calor (BLENCOWE, 2019). Existe uma forte tendéncia de aplicacdo da GG para
liberagéo controlada de farmacos, moléculas e células aos tecidos. Apresenta
ainda, uma peculiaridade favoravel a aplicacdo na regeneracdo de tecido
cartilaginoso pela semelhanca estrutural com os glicosaminoglicanos nativos da
cartilagem, devido a presenca dos residuos de acido glicurénico em sua unidade
de repeticdo (MOUSER et al., 2016).
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A GG com dissolucdo controlada e em proporcoes definidas forma a
matriz do biocompdsito L2F. Em estudos anteriores da analise in vitro do
biocompodsito L2F com duas concentracfes de BioVit (1% e 2% em massa)
(MATUCHESKI, 2020), algumas propriedades importantes para avaliagao da
sua aplicabilidade foram evidenciadas. Em teste de solidificacdo, o L2F (em
ambas as concentracdes de BioVit) apresentou transformacéo instantanea do
estado de gel para sélido em contato com solucéo simuladora de fluido corpéreo
pela formacéo de ligagbes cruzadas com ions divalentes, e foi capaz de produzir
arcaboucos com aspecto semirrigido e homogéneo.

O L2F permitiu a injecdo em temperatura ambiente sobre um o0sso
temporal contendo perfuracées como as frequentemente encontradas na pratica
cirurgica da especialidade de otorrinolaringologia. A injecdo foi realizada com
facilidade e, ambas as concentra¢des, mostratam a mesma aplicabilidade por

via injetavel (Figura 1).

(a) (b)
Figura 1. Reconstrugdo 0ssea de estrutura trabecular em uma amostra de osso temporal: (a)
injecdo do L2F em defeito do processo mastoide, (b) L2F solidificado ap0s irrigagdo com soro
fisiolégico (seta). Fonte: (MATUCHESKI, 2020).

Outras caracteristicas apresentadas pelo biocomposito L2F em analise in
vitro, foram a osteoconducdo e a osteoinducdo, sendo o aporte fisico
evidenciado pela distribuicdo de células tronco por toda extensdo do arcabouco
(Figura 2) e a inducéo de diferenciacao celular demonstrada pela presenca de
osteoblastos nas amostras apdés cultivo celular de 12 dias, apresentado na Figura
3 (MATUCHESKI, 2020).
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Figura 2. Teste de coloragdo DAPI - 4', 6-diamidino-2-fenilindol para visualizagdo dos nucleos
das células aderidas as amostras (coradas em azul). Fonte: (MATUCHESKI, 2020).

Figura 3. Ensaio de mineralizagdo Osteoimage TM (LOPA1503 Lonza, Basileia, Suica), com
ligagdo especifica aos fosfatos de célcio dos nddulos 6sseos depositados pelas células na
coloracgéo verde fluorescente. Fonte: (MATUCHESKI, 2020).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.10BTENCAO DO BIOCOMPOSITO

O Biovit (vitroceramico) foi fabricado de acordo com o processo constante
na patente registrada (BR 10 2016 003703 4). Em linhas gerais: mistura de pés
ceramicos em proporcdes definidas, elevacdo até a temperatura de fusdo dos
pés em forno tipo mufla, vazamento do material vitreo em molde de aco,
cristalizacao do vidro em forno programéavel, moagem do vitroceramico formado
em moinho de bolas, e peneiramento para a determinacdo da gramatura. O
vitroceramico foi utilizado na forma de p6 fino como carga no polimero.

A goma gelana foi obtida diretamente do fabricante (CINOGEL INC) com
certificagdo do fabricante e em forma de po.

Para a producéo do biocompdsito, o pé de goma gelana foi primeiramente
misturado em agua deionizada em proporcéo de 5% de goma gelana em massa
com agitacao constante e em temperatura ambiente (20 a 25 °C), ap0s mistura
inicial, a solucao foi aquecida a 90 °C até obtencao da disperséao total do p6. O
po do vitroceramico foi, entdo, acrescentado em proporcao de 10% em massa.

A solucéo foi deixada em repouso entre 10 e 15 minutos até acalcar 30°C.

3.2MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As amostras do biocompdsito foram produzidas conforme descrito no
tépico 3.1 e ao chegar na temperatura ambiente, depositadas em pocos de placa
de cultivo celular de 96 pocos e mantidas nessa temperatura por 24 horas.
Foram, entéo, retiradas dos poc¢os e levadas para secagem em liofilizador.

ApOs esse processo, as amostras foram seccionadas ao meio com
lamina de bisturi e submetidas ao processo de metalizacdo com flash de ouro. A
metalizacdo e a visualizagéo foram realizadas em equipamentos disponiveis no
Centro Multiusuario de Caracterizagdo de Materiais (CMCM) da UTFPR -
Metalizador (Quorum, Modelo SC7620) e Tescan, Modelo Vega3.
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3.3 PROTOCOLO ENSAIO IN VIVO

O ensaio in vivo foi realizado em parceria com a Universidade Federal do
Parana (UFPR), no Departamento de Anatomia e tiveram inicio apos aprovacao
do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPR (CEUA/BIO-UFPR)
aprovado em 24/10/2023 (Anexo 1).

Foram utilizados 24 camundongos Swiss fémeas de 10 semanas de idade
e massa corporal entre 300 e 350 g provenientes do biotério da universidade. Os
animais foram aleatoriamente divididos entre os 3 grupos experimentais com 8
animais por grupo:

e Grupo controle (CTL): defeito parietal n&o tratado

e Grupo GG: defeito preenchido com Goma gelana 5% (massa)

e Grupo L2F: defeito preenchido com Goma Gelana 5% (massa) +

vitroceramico 10% (massa)

Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixa plastica
contendo 4 animais por caixa, tratados com racdo comercial ad libitum, oferta
hidrica constante. A temperatura da sala onde foram mantidos era controlada e
mantida em 21°C, sob um ciclo claro/escuro de 12h. Os camundongos de cada
grupo foram marcados nas caudas com caneta para identificacéo.

A GG e o L2F foram reservados em seringas de 1mL com agulha de 0,45
mm para aplicacdo na calvaria dos camundongos do estudo.

Os camundongos foram levados do biotério para a sala de experimentos
e mantidos em aclimatacao por 30 min. Passado esse periodo, foram retirados
da caixa, gentilmente segurados pela base da cauda, posicionados na grade da
gaiola e imobilizados de maneira que os membros toracicos estivessem
pressionados entre o polegar e a lateral do indicador do pesquisador. A anestesia
foi realizada por aplicacao intraperitoneal em quadrante inferior esquerdo com
seringa de insulina de 1 ml contendo solugéo de Xilazina 5 mg/kg + Cetamina
100 mg/kg. Durante a aplicagao, o animal foi mantido com o ventre para cima e
com a cabeca ligeiramente inclinada para baixo e a introdugdo da agulha
respeitou um angulo de 45° com a parede abdominal. Depois de anestesiado, o
animal foi devolvido a gaiola até percepcao de sedagcéo completa.

Sob efeito anestésico, o animal foi fixado em estereotaxico (David-Kopf

Instruments, EUA), e foi realizada a tricotomia da regido dorsal da cabeca e
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incisdo com lamina de bisturi n°® 15 sobre 0 0sso parietal seguida de afastamento
e rebatimento dos tecidos epidérmico, muscular e o peridsteo, até a exposicao
do osso parietal (Figura 4a). A trepanacao (perfuracdo do osso), Figura 4b, foi
realizada com broca odontoldgica cilindrica de 2 mm de diametro com perfuragédo
total do osso parietal, mantendo-se a integridade da dura-mater (Figura 4c).

(b)

(€)
Figura 4. Procedimento experimental: (a) fixagdo de camundongo em estereotéaxico, apés
tricotomia do local de inciséo e exposicdo do osso parietal; (b) Trepanagdo com broca
odontoldgica cilindrica diamantada na porgéo lateral direita do parietal do camundongo; (c)
perfuracédo de 2 mm.

Os oito animais destinados ao grupo CTL tiveram o defeito parietal
provocado e em seguida a sutura foi realizada por meio de pontos continuos com
Mononylon 3-0 (Ethicon, Johnson&Johnson). Os oito animais do grupo GG

receberam aplicagcdo por meio de gotejamento do gel na lesdo até o



33

preenchimento completo e suturados. O grupo L2F, apds trepanacéo, recebeu o
biocompasito por gotejamento com seringa de 0,5 mL até preenchimento da area

perfurada, Figura 5, seguida de sutura em pontos continuos.
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Figura 5. Tratamento grupo L2F: (a) Aplicacdo do L2F com agulha de 0,45 mm sobre a
perfuracao; (b) perfuragdo preenchida com L2F.

A recuperacdo anestésica foi realizada em gaiola contendo tubo plastico
com agua aquecida em temperatura de 35 °C para evitar hipotermia, Figura 6a,
até que o animal estivesse com atividade motora plenamente restabelecida.
Cada grupo foi entdo devolvido ao biotério e mantido sob analgesia durante trés
dias seguintes de pdés-cirargico com administracdo de paracetamol diluido em
agua na proporcdo de 3,5 mg/ml em oferta continua, e com alimentagcéo

abundante, Figura 6b.

(a) (b)
Figura 6. (a) Camundongos em recuperagdo anestésica apos procedimento cirdrgico sendo
aquecidos em contato com tubo Falcon contendo agua a 35 °C revestido com papel toalha; (b)
camundongo em gaiola no acompanhamento pés-cirdrgico.
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Ao completar 7 dias do pds-cirdrgico foi realizada eutanasia de dois
animais de cada grupo para retirada da calota craniana. Este procedimento se
repetiu depois de 14 e 21 dias do pds-cirargico. Os dois ultimos animais de cada
grupo foram eutanasiados aos 28 dias do pdos-cirargico com perfuséo seguida de
coleta do créanio e rins para avaliagdo de eventos adversos sistémicos.

O processo de eutanasia se deu pela administracao de dose letal segundo
o Guia de eutanasia do CEUA — UNIFESP 2019, com associacdo das drogas
anestésicas Cetamina e Xilazina na propor¢cdo 300 mg/kg e 30mg/kg por via
intraperitoneal, seguindo o mesmo procedimento de captura e injecdo do
procedimento anestésico.

O osso parietal dos animais foi retirado logo apds a confirmacéo do 6bito
por meio de observacao dos sinais vitais. O procedimento ocorreu por meio de
decapitacdo seguida de incisao na pele ao longo da linha média do pescoco para

0 nariz para exposicao do cranio como ilustra a Figura 7.

Figura 7. Procedimento de dissecacao e coleta das amostras de calvaria: (a) corte lateral com
tesoura ao longo da superficie interna do crénio; (b) corte completo do cranio; (c) exposi¢éo do
cérebro. Fonte: (KIPKE et al 2012).

Com a cabeca segura entre os dedos, iniciou-se o corte do cranio com
tesoura afiada, cuidadosamente para néo danificar a area de interesse da
amostra (perfuragdo no parietal). Apos a coleta, o osso foi fixado em solugéo de
glutaraldeido 2,5% em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,3, por 72 h e, posteriormente,
armazenadas em alcool 70% para serem destinadas as aquisicdes de imagens
por micro CT por histologia.

O procedimento de perfusdo nos 2 animais por grupo nos 28 dias do pos-
cirurgico, teve inicio com a administracdo de dose letal conforme descrito

anteriormente no procedimento de eutanasia. Imediatamente apés a perda de
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percepcao de dor do animal, confirmada por método de resposta de pinc¢a, foi
realizada a fixacdo do mesmo em decubito lateral em base de isopor prendendo

as patas com agulhas contra o apoio. A Figura 8 ilustra a sequéncia do

procedimento.

Figura 8. Preparo para a perfusdo, da esquerda para a direita: corte abaixo da caixa toracica;
cortes laterais ao longo da caixa toracica; esposicdo do coracao; inciséo no atrio direito; insercéo
da agulha na aorta ascedente. Fonte: KIPKE et al., 2012.

Com o animal preso a base, faz-se uma inciséo laterolateral através do
tegumento e da parede abdominal logo abaixo da caixa toracica, posteriormente,
a inciséo é prolongada cranialmente e bilateralmente até as claviculas.

Entéo, faz-se uma incisdo cuidadosa no atrio direito do animal usando
uma tesoura de iris para criar uma saida para o sangue e para os liquidos
injetados para perfusédo, com cuidado para ndo danificar a aorta descendente.
Em seguida, insere-se uma agulha de calibre 15 através da aorta ascendente,
finalizando o processo de preparo para perfusao.

Antes da perfusdo, a canula que carregou a solucdo foi lavada com
solugéo salina para retirada completa do ar. Em seguida foi encaixada na agulha
que estava inserida no animal. A bomba de infuséo foi ligada até a pressao de
80 mmHg para a injecéo de 30 mL de solugcédo tampéao. Quando 30 mL do tampao
foi injetado, a bomba foi desligada e a canula foi trocada para a solucéo fixadora
de paraformaldeido 4%. A bomba foi ligada novamente para a passagem do
fixador. Um indicativo de que o procedimento de perfusdo esta correto é o
clareamento do figado passando de um vermelho escuro a marrom claro durante

a passagem do tampdao, assim como a observacao de espasmos musculares
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com clareamento de extremidades durante a passagem da solucéo fixadora.
Finalizada a passagem do liquido fixador, a bomba foi desligada e a agulha
retirada. Nesta etapa o animal estava rigido. A Figura 9 ilustra a sequencia de

perfudo.

Figura 9. Procedimento de perfusdo em camundongo com solucdo tampéo e solucéo fixadora.
Fonte: (KIPKE et al 2012).

Terminada a perfuséo, foi realizada a coleta dos rins e do 0sso parietal.
Os rins foram acondicionados em tubos Falcon de 50 mL contendo solugéo de
Paraformaldeido (PFA) 4% por 72 h. Em seguida foram imersas em alcool 70%

para serem destinadas as analises de micro CT e histologia.

3.4 ANALISE POR MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

A aquisicdo das imagens dos 0ssos parietais foi feita em equipamento
Micro CT Bruker Skyscan disponivel no LAMIR- UFPR (resolugcdo 35 mm, 100
kV, 100 mA), em trés planos, possibilitando a reconstrucdo tridimensional das
estruturas. Foi possivel o posicionamento de quatro amostras por vez, como
pode ser visto na Figura 10. Os defeitos reconstruidos e a extensédo da
cicatrizacdo 6ssea puderam ser visualizados por meio do software do fabricante
(Dataviewer-v1.5.4.0, CTAn v1.14.11.0).
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Figura 10. Amostras posicionadas em equipamento de Micro CT com detalhe a direita.

Para realizar a analise morfométrica das imagens obtidas pelo Micro CT,
foram avaliadas com o software 3D Slicer® (Brigham and Women’s Hospital)
versao 5.6.1.

Na primeira etapa, as imagens foram convertidas em arquivos de
volume escalar (.NRRD) utilizando a extensdo &quot;Slicer Morph&quot;,
disponivel gratuitamente no préprio software. Esta etapa permitiu que todas as
imagens adquiridas no micro CT fossem trabalhadas como um unico arquivo,
além de converter a escala de pixels para milimetros, possibilitando medi¢des
precisas. Nesta fase foi realizada a separacéo das imagens de cada amostra em
um arquivo individual.

Em uma segunda etapa software 3D Slicer foi utilizado para a
morfometria das amostras pela reconstrucdo tridimensional no maddulo
&quot;VolumeRendering&quot. Foram realizadas medicbes lineares, de
didmetro e profundidade em cada amostra. Cada medida foi efetuada trés vezes

pelo mesmo avaliador, sendo utilizada a maior medida obtida.

3.5 PREPARACAO DAS AMOSTRAS HISTOLOGICAS

Depois da aquisicdo de imagens no Micro CT, as amostras de 0Sso
parietal foram submetidas ao processo de descalcificagdo em solugéo de EDTA
7% por trinta dias antes de seguirem para 0s protocolos padrdo de preparo
histoldgico.
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As amostras de rim foram posicionadas em cassetes e desidratadas por
meio de imersdo subsequente em frascos contendo as seguintes solucdes:
alcool absoluto diluido com formalina a 4% (solucéo 80%), alcool absoluto diluido
com formalina a 4% (solug&o 90%), alcool absoluto (99%); alcool absoluto (99%);
e alcool absoluto (99%). Este processo garantiu a retirada de agua dos tecidos
permitindo a adequada impregnacéo da parafina.

As amostras passaram, entdo, pelo processo de diafanizacdo com trés
banhos consecutivos de xilol. Em seguida, foram imersas em parafina liquida em
60 °C, em dois banhos consecutivos com cerca de 30 min cada e mantidas em
estufa para total penetracdo no tecido. Ao serem retiradas da estufa, cada
amostra foi transferida para formas retangulares refrigeradas com &agua
amoniacal 10%, onde foi despejada a parafina liquida. Depois de solidificado, o
bloco foi retirado para os cortes em micrétomo.

As fitas resultantes do corte no micrétomo foram transferidas com uma
pinca para um banho-maria com agua aquecida em 56 °C, abaixo do ponto de
fusdo da parafina, para serem distendidas e transferidas para laminas de vidro
limpas e secas. Posteriormente, foram estocadas em 70°C por 25 min para
secagem e retirada da parafina impregnada. A retirada da parafina em excesso
se deu por uma sequéncia de banhos: um em xilol quente (5 min), um em xilol
frio (2 min), um em alcool 100% (1 min), um em alcool 95% (1 min), um em &lcool
70% (1 min), e uma lavagem em agua corrente durante 2 min.

Os cortes preparados foram entdo corados para a visualizacdo de suas
estruturas. Os corantes utilizados foram a Hematoxilina, uma base que cora
componentes acidos das células, tornando o DNA, RNA e o nucleo das células
azulados, e a Eosina, um acido que torna rosadas as substancias presentes no
citoplasma das células (TIMM, 2005). A sequéncia de coloragéo respeitou as
seguintes etapas: imersdo em Hematoxilina por 1 min e 30 s, lavagem em agua
corrente, imersédo em Eosina por em 1 min, lavagem em &agua corrente,
desidratacdo com imerséo em alcool absoluto e lavagem com xilol. As laminas

coradas seguiram para a analise histologica.
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3.6 ANALISE HISTOLOGICA

Para evitar uma analise condicionada, todos os cortes histolégicos foram
examinados sem o0 conhecimento do grupo ao qual pertenciam. Apls a
identificacdo das lesbes nos tecidos, as identificacbes das laminas foram
descobertas para a analise dos resultados. As imagens foram obtidas em
microscopio 6tico Nikon modelo Alphaphot -2 YS 2, com aumento de 40x para
avaliacdo do campo total e, posteriormente, digitalizadas. As andlises das
imagens foram realizadas no software ZEN para verificacdo da interacdo do
biomaterial com o tecido 6sseo, identificacdo celular e comparagdo entre os

grupos analisados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise descritiva e a caracterizacdo da amostra foram realizadas a
partir do calculo de média, desvio padréo, mediana e interquartis, minima e
maxima. A andlise da variabilidade das medicdes foi realizada utilizando a média
das trés medicOes (triplicata) e a média das medicdes realizadas em dois
camundongos por periodo (duplicata). Esta etapa teve como objetivo avaliar a
consisténcia e a precisdo das medi¢cdes dentro de cada grupo ao longo do tempo.

A variabilidade entre os camundongos foi analisada por meio do desvio
padrdo (SD) e do coeficiente de variacdo (CV). Esses indicadores estatisticos
foram utilizados para determinar a dispersao das medicdes e a estabilidade dos
resultados e precisdo das medidas em cada periodo de avaliacao.

Para avaliar a normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-
Wilk. Este teste foi essencial para verificar se os dados seguiam uma distribuigéo
normal, condi¢do importante para a validade de outras andlises estatisticas
subsequentes.

Para investigar as diferencas significativas nas medi¢des das areas de
cicatrizagcdo é6ssea entre os grupos de tratamento ao longo dos diferentes
periodos de avaliacdo, foram realizadas andlises de variancia (ANOVA)
seguidas por testes post-hoc de Tukey.

A ANOVA foi utilizada para determinar se havia diferengas

estatisticamente significativas nas médias das medi¢ces entre 0s grupos nos
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diferentes dias de avaliacdo. Apos a identificagdo de diferencas significativas
pela ANOVA, os testes post-hoc de Tukey foram aplicados para realizar
comparacdes multiplas entre os grupos. O objetivo do teste de Tukey foi
determinar especificamente quais grupos diferem entre si, fornecendo uma
andlise detalhada das diferencas médias entre cada par de grupos de
tratamento.

Para analisar a tendéncia de cicatrizacdo 6ssea ao longo do tempo nos
grupos, foi ajustado um modelo de regresséo linear simples para cada grupo.
Este modelo permitiu entender a relagéo entre o tempo (em dias) e a medida de
cicatrizacdo (em milimetros), oferecendo uma visdo clara sobre a eficacia e a
consisténcia dos tratamentos ao longo do periodo de estudo. Inicialmente, os
dados foram organizados para facilitar a analise. Cada medida de cicatrizacdo
foi associada ao dia da avaliacdo e ao grupo de tratamento correspondente. A
variavel dependente no modelo de regresséo foi o valor da cicatrizacdo 6ssea
(em milimetros), enquanto a variavel independente foi o tempo (em dias).

Cada modelo foi avaliado pela significancia estatistica dos coeficientes,
utilizando testes t para determinar a significancia dos coeficientes. Os valores de
p foram utilizados para verificar a significancia dos coeficientes, com um valor de
p < 0,05 indicando uma relacao estatisticamente significativa entre o tempo e a
medida de cicatrizacdo. Os resultados foram apresentados graficamente,
mostrando as tendéncias de cicatrizacdo ao longo do tempo para cada grupo,
com as respectivas linhas de regresséo e intervalos de confianca.

Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 0,05. A
analise estatistica foi realizada utilizando o software R (versao 4.4.0) e a interface
RStudio. O pacote ggplot2 foi utilizado para o desenvolvimento dos diagramas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O L2F foi produzido como descrito no item 3.1 deste documento. O
material é viscoso, homogéneo, de coloracdo esbranquicada e passivel de
aplicacao por injecéo.

O biocompadsito L2F foi idealizado em 2018 com o intuito de aprimorar as
caracteristicas do vitroceramico BioVit, um osteoindutor biocompativel, que
apresentava limitada aplicacdo pela sua estrutura rigida (SOUSA, 2010). O L2F
demonstrou, em analise in vitro, perspectiva promissora de utilizacdo na
medicina regenerativa por sua apresentacdo como hidrogel com facilidade de
aplicacao in situ, osteoinducédo (estudo com células tronco), injetabilidade e
printabilidade podendo ser empregado em biotintas na engenharia de tecidos
para confeccdo de pecas personalizadas por bioimpressdao (MATUCHESKI,
2020).

No entanto, para sua utilizacdo segura e eficaz na medicina regenerativa,
se fez necesséria investigacdo quanto as respostas fisiolégicas deste material
quando aplicado in vivo, motivo que objetivou o presente estudo.

4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A analise da amostra do biocompésito L2F em microscopia eletrdnica de
varredura permitiu avaliar o comportamento de distribuicdo superficial das
particulas de vitroceramico em dispersao na matriz de GG, como mostra a Figura
11.
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E possivel observar uma superficie com particulas com formas
irregulares de varias dimensdes, formando uma superficie com alta rugosidade.
Na Figura 11b, percebe-se a formacao de alguns poros. Embora esta estrutura
sélida ndo seja reproduzida in vivo, devido a grande quantidade de liquidos
presentes no organismo, fornece informacgdes sobre a caracteristica superficial
que, provavelmente, se reproduz internamente.

Conforme sugere NIKOLOVA e CHAVALI, 2019, a estrutura superficial
irregular apresenta grande potencial de osteocondugcdo pelo efeito de
ancoramento da matriz osteoide neoformada. Com base nesta observacéo, seria
possivel supor que o L2F apresentaria, quando em contato com o organismo,
caracteristicas desejaveis a osteoconducdo, com a cinética de dissolucao de
particulas favorecida pela grande superficie de contato com os fluidos e pela
liberacdo de material osteoindutor (BioVit).

Coathup et al.,, 2013, desenvolveram um estudo que correlacionou a
atividade osteoindutora de granulos com diferentes dimensdes em tratamento de
defeitos de condilo femoral ovino, concluindo que os defeitos preenchidos com
particulas entre 250 e 500 um de didmetro, demonstraram maior atividade
osteoindutora em comparagdo com as particulas maiores, entre 1000 e 2000 um,
assim como em comparacdo com as menores, entre 90 e 125 um. Jung, 2020
define como a média de didmetros de 500 um como ideal.

Como pode-se notar, principalmente pela Figura 11lc, muitas das
particulas do BioVit estdo fora dos didmetros registrados na literatura como
ideias para a atividade osteocondutora (COATHUP, 2013 e JUNG, 2020).
Apesar de, como mencionado, ndo haver consenso sobre as dimensodes ideais,
nota-se que um melhor controle no processo de moagem e peneiramento do
BioVit podera proporcionar maior uniformidade no tamanho das particulas,
sendo possivel o atingimento das dimensfes preconizadas pela literatura. Vale
notar, no entanto, que a uniformidade de tamanho pode n&o ser adequada para
a ativacdo da osteoinducédo, pois a variagdo em dimensdes das particulas
garante a degradacao diferenciada, favorecendo o suprimento continuo do

material osteoindutor no local da lesao.
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Em relacéo a forma das particulas destinadas a reconstrucfes 0sseas,
foram realizados diferentes estudos com hidroxiapatita em forma de
microesferas por Barletta, 2020 e Rolim, 2010, que demonstraram bioatividade
e boa resposta na reconstrucdo 0ssea de calvéria de ratos. Esta atividade foi
também confirmada por Silva, 2014. Ainda segundo Marcacci et al., cerAmicas
microesféricas favorecem a neoformacao 6ssea por gerar espacos triangulares
entre elas por onde ocorre migracao celular, neovascularizacdo, e passagem de
nutrientes essenciais as atividades celulares. Em contrapartida, estudo
realizado por Carvalho, 2010, demonstrou que hidroxiapatita em forma
microesférica foi ineficiente e pouco biocompativel em tratamento de defeito
calvarial de ratos, por desencadear reacdes inflamatérias exacerbadas com
formacao de tecido fibroso ao redor das particulas, sugerindo uma rejeicao do
biomaterial aplicado.

Em analise mais recente Shiu et al.,, 2021, avaliaram a atividade
osteoindutora de dois biomateriais sendo um o Bio-Oss comercial e o outro,
enxerto de fosfato de calcio, ambos em contato com células tronco. A atividade
com maior osteoinducao foi observada em amostra do Bio-Oss em uma area
especifica com estrutura de particulas amorfas, nessa regido foi identificada
maior inducao de sinais de calceina e integrina responsaveis por desencadear a
formacao 6ssea. Em outro estudo realizado por Godoi em 2022, demonstrou que
o formato das particulas ceramicas irregulares ndo interferiu na bioatividade do
biomaterial testado uma vez que, nos primeiros 7 dias de cultivo com células
tronco, foi verificado arredondamento de superficies anteriormente pontiagudas.

Portanto, diante do exposto, o L2F apresentando particulas irregulares
(amofas e cubdides) de BioVit, parece ter a tendéncia de favorecer a
osteoinducdo. Isso foi demonstrado no ensaio in vitro descrito no item 3.10.

A Figura 11b mostra uma particula esférica nao cristalizada do BioVit. O
processo de cristalizacdo do BioVit tem a funcédo de criar particulas menos
pontiagudas do que as vitreas e com degradacdo mais lenta, oferecendo
ambiente mais favoravel as células e favorecendo a osteoinducdo. Embora a
presenca desta particula n&o cristalizada ndo seja um fator impeditivo para o L2F
atuar como material regenerador 6sseo, pois se trata do mesmo material (BioVit),

sugeriu que o processo de cristalizacdo deve ser aprimorado.
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4.2ENSAIO IN VIVO

O modelo experimental de analise da atividade desempenhada por
biomateriais aplicados & engenharia de tecido 6sseo pela reconstrugdo de
defeitos em calvéria de roedores € amplamente utilizado, por esse motivo, a
escolha da metodologia do presente trabalho seguiu essa técnica de analise por
se tratar de uma avaliacdo de novo biomaterial com intuito de aplicacdo na
medicina regenerativa do tecido ésseo.

A escolha do modelo animal foi feita pela maior disponibilidade no biotério
da UFPR e facilidade de manuseio dos camundongos Swiss com vasta
bibliografia, que permitiu embasamento da metodologia cirdrgica. A utilizacdo de
camundongos fémea nao foi uma solicitacao especifica de modelo experimental,
no entanto, havia animais disponiveis para doacao que atendiam aos critérios de
idade e peso ideais para execucdo dos ensaios previstos. Por ser um ensaio de
biocompatibilidade, o entendimento € que o sexo ndo afetaria os resultados,
mesmo havendo possiveis oscilacées hormonais pelo ciclo estral.

Todas as etapas de preparacao, cirurgia e recuperacao foram realizados
de acordo com as diretrizes do manual de boas praticas de manuseio animal,
apos realizacao de capacitacdo de manipulacdo animal da UFPR e aprovacéo
do CEUA. A cirurgia aconteceu com um Unico animal em sala de procedimento
para evitar possivel estresse por liberacao de odores do anestésico, de sangue

durante o processo cirargico, da iluminacao e dos ruidos da broca.

O procedimento cirargico teve éxito em todos os 24 animais. Cada grupo
foi destinado ao processo cirdrgico em um dia, sendo o primeiro, o controle com
trepanacao e sutura, segundo o GG e no terceiro dia, o L2F.

A lesao fabricada nos modelos animais foi realizada com sucesso com 1
mm de profundidade, preservando a integridade da dura mater para a diminuicao
do risco de leséo cerebral. Uma lesdo cerebral acarretaria 0 aumento da chance
de perda do animal durante o procedimento cirargico.

Todos os animais tiveram excelente recuperacdo, comportamento tipico
com atividade intensa logo apGs o retorno da anestesia. Todos se alimentaram
e hidrataram normalmente desde o primeiro dia do pds-cirdrgico. Nenhum animal

desenvolveu processo inflamatério ou infeccioso aparente no local da inciséo e
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a sutura permaneceu funcional até a eutanasia em todos os animais. Nao foi
necessaria a intervencao com antibiético.

Nenhum dos animais demonstrou sinal de dor (apertamento dos olhos,
grunhidos ou hipoatividade) durante os 28 dias apds procedimento cirurgico.
Dessa forma, ndo foi necessaria a administracdo de analgésicos para nenhum
dos grupos analisados.

Ao atingirem 7, 14 e 21 dias de pés cirargico dois animais de cada grupo
foram eutanasiados e o0 osso calvarial retirado para microtomografia
computadorizada e posteriores analises histolégicas. A eutanasia ocorreu com
um unico animal na sala de procedimento no momento de aplicacdo. A retirada
da amostra (Figura 12) com a area de interesse se deu sem maiores dificuldades
com a separacgdo do osso calvarial dos demais tecidos proximos e afastamento
do cérebro.

Figura 12. Espécime calvarial de camundongo coletada.

Os animais que completaram 28 dias ap6s tratamento, foram também
eutanasiados e passaram pelo processo de perfusdo para coleta dos 0ssos
calvariais e rins. Todos os animais perfundidos tiveram a passagem das solugdes
com confirmacdo de éxito do processo com mudanca da cor do figado de
vermelho escuro para marrom claro durante a passagem do tampéo, e espasmos
musculares com clareamento de extremidades durante a passagem da solucao

fixadora. A Figura 13 mostra uma perfusdo em um dos camundongos.
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Figura 13. Um dos camundongos em procedimento de perfusdo, 28 dias do pés-cirargico.

4.3 ANALISE POR MICRO CT

A analise em Micro CT foi a base principal de analise comparativa para
geracédo dos resultados do presente trabalho de forma que, a reconstrucao de
cada defeito parietal fabricado pudesse ser dimensionada por periodo para
analise quantitativa da cicatrizacao.

A avaliacdo por meio do dimensionamento do didmetro da lesdo como
base para a analise comparativa entre 0s grupos se deu para geracao de
resultados com maior consisténcia e menor grau de erro, visto que dimensdes
como a profundidade da lesdo e mensuracdo da reconstrucéo tecidual da base
em direcdo ao topo é suscetivel a variabilidade de espessura do osso plano do
cranio, e, por se tratar de analise quantitativa com pequenas medidas (com
variacdes em milimetros e micrometros) essa variagdo poderia gerar resultados
imprecisos. Portanto, para evitar essa influéncia na analise, foi feita a medicéo
considerando-se a atividade de neoformacdo apenas das laterais. Além disso,
trabalhos como os de Wang et al., 2023, e Le, 2019, que avaliaram reconstrucao
de defeito em parietal, concluiram que a neoformacdo Ossea em defeitos
circulares de calvaria acontece de forma mais expressiva nas bordas da leséo.

As imagens obtidas pelo Micro CT foram bem definidas em formato .png.
Uma das reconstrucbes 3D realizadas com o software livre 3Dslicer é

apresentada na Figura 14.
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Figura 14. Reconstrucdo 3D da calvaria de camundongo com parietal perfurado com broca
esférica e tratado com biomaterial L2F (circulo vermelho), 28 dias de pds-cirargico.

A Figura 15 mostra o método usado para dimensionamento do defeito em

parietal do camundongo, usando o software 3Dslicer.

- —— L

Figura 15. Método usado no dimensionamento dos defeitos parietais dos camundongos: medicéo
realizada no software 3Dslicer em triplicata utilizando trés feixes microtomograficos com maior
distancia entre bordas em sequéncia.

As Figuras 16, 17 e 18 apresentam os defeitos em visualizacdo
tridimensional e bidimensional em todos os periodos analisados.

A Figura 16 mostra as reconstrucdes dos defeitos do grupo controle. Aos
7 dias de cicatrizacdo percebe-se discreta deposicdo de matriz 6ssea nas bordas
do defeito, tanto laterais quanto na parte inferior em ambas as amostras. A
amostra do quinto animal (E2) apresentou uma fratura com liberacdo de
fragmento na sua base. Aos 14 dias, a intensidade de neoformacdo 0ssea se
mostrou pouco aumentada, mantendo o aspecto circular bem delimitado nos dois

defeitos.
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Figura 16. Reconstrucdo 3D (de A a D) e 2D (de E a H) das imagens microtomograficas de dos defeitos parietais
dos animais em cicatrizacdo pertencentes ao grupo controle nos periodos analisados (de 7 a 28 dias).

O aspecto de cicatrizagdo aos 21 dias se mostrou mais intenso, com
perceptivel aumento de atividade de formacédo éssea nas bordas laterais do
defeito e diminuicdo da profundidade da lesdo (Figuras 16G). A atividade
cicatricial na sequéncia dos quatro primeiros animais € mais visivel com a perda
de definicdo das bordas da lesao circular, no entanto, a atividade no centro do
defeito se mostra ainda limitada. No segundo grupo (duplicata) € possivel
observar o contorno bem definido do defeito sinalizando pouca deposicao de
matriz neoformada nas bordas laterais nesse periodo. Aos 28 dias, a limitacéo

de cicatrizacdo no centro do defeito se mantém, no entanto, nas bordas €&
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percebida uma intensificacdo do reparo 6sseo com aumento da densidade 6ssea
em toda extenséo.

Nas imagens 2D, aos 21 dias, fica evidente o aumento da extensdo da
cicatrizagcdo sendo projetada para o centro do defeito, com perceptivel
diminuicdo do diametro da abertura. Nota-se a neoformacéo 6ssea ramificada
com base fixada nas bordas do defeito. Esse aspecto se deve ao aporte nutritivo
concentrado nas laterais da lesdo fabricada.

As etapas de cicatrizacdo do grupo controle evidenciam reconstrucao
tecidual progressiva com atividade gradual da deposicdo dssea entre 0s
periodos. Nota-se o inicio de atividade reconstrutora mais intensa entre os dias
21 e 28 com maior deposicao percebida nas bordas do defeito. Esse padrao de
atividade osteoreparadora é relatado por outros autores que observaram
aumento da deposicdo de matriz 6ssea nas bordas de defeitos ndo tratados
apenas apods a segunda semana de recuperacdo (MONCAO, 2019; ROLIM,
2010; LEAO, 2023).

Foi ainda possivel observar que, neste grupo, embora tenha sido
percebido aumento de atividade, o periodo analisado nao foi suficiente para
atingir o reparo total da lesdo. Em estudo realizado por Benvindo, 2019, foi
constatado que defeitos em calvaria possuem cicatriza¢do lenta sendo um més
de reparo insuficiente, independente do diametro da leséo fabricada, por se tratar
de uma regiao com pouca vascularizagao.

A Figura 17 apresenta as reconstrucdes dos defeitos do grupo GG.
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Figura 17. Reconstrugdo 3D (de A a D) e 2D (de E a H) das imagens microtomograficas de dos defeitos parietais
dos animais em cicatrizagao pertencentes ao grupo GG nos periodos analisados (de 7 a 28 dias).

Aos 7 dias de cicatrizacao ja é percebida uma atividade de deposicéo de
matriz 6ssea nas bordas do defeito mais acentuada do que no grupo controle.
Na duplicata (segundo grupo), € percebido um defeito com maior dano inferior e
retirada do tecido 6sseo mais expressiva. No entanto, é possivel visualizar, ja no
primeiro periodo de analise cicatricial, uma ramificacdo na borda superior da
imagem, padréo observado com maior evidéncia apenas na terceira semana de
reparo do grupo controle.

Aos 14 dias, percebe-se aumento da intensidade de neoformacgéo 6ssea

com deposicao de matriz 6ssea em regides mais distantes da borda, por meio
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de pontes Osseas formadas no interior do suporte de gel de GG, evidenciando
acao osteocondutora do hidrogel, apesar de o aspecto circular da borda dos
defeitos permanecer evidente.

Aos 21 dias do pos-cirargico o defeito, mostrou significativa regeneragéo
tecidual, com evidente deposi¢éo nas bordas. E possivel observar um sequestro
0sseo (fragmento da matriz 6ssea original) que pode ter se soltado durante a
fabricacdo do defeito e se instalado na parte interna apdés injecdo da GG.

Aos 28 dias, houve uma expressiva cicatrizacdo, com perda de definicao
da borda do defeito por intensa deposi¢éo de tecido ésseo em toda extensao da
lesdo e significativo preenchimento desde a base do defeito com perceptivel
diminuicao da profundidade, como visto nas imagens 2D.

A comparacdo macroscoépica dos diferentes periodos de cicatrizacao do
grupo GG permite identificar uma progressiva reparacdo 6éssea com aumento
gradual na deposicdo tecidual. E possivel ainda observar atividade
osteocondutora exercida pelo hidrogel por permitir aumento da éarea de
cicatrizacao das bordas para o centro da lesdo. No entanto, assim como no grupo
controle, os 28 dias de cicatrizacdo ndo foram suficientes para completa
reparacdo do defeito, o que pode ser melhor visualizado pelas imagens 2D
(Figuras 17H). Nessas imagens, observa-se canais de deposicéo unidos a borda
evidenciando o suporte estrutural fornecido pela GG. O crescimento 6sseo com
ramificacbes mais distantes da borda sugere que a GG permitiu a
neovascularizacao e migracédo celular em seu interior para que fosse possivel a
deposicao de tecido 6sseo distante da base nutritiva (JUNG et al., 2020).

A Figura 18 mostra as imagens dos defeitos do grupo L2F.
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Figura 18. Reconstrucédo 3D (de A a D) e 2D (de E a H) das imagens microtomogréficas de dos defeitos parietais dos
animais em cicatrizacdo pertencentes ao grupo L2F nos periodos analisados (de 7 a 28 dias).

Aos 7 dias do poés-cirargico observa-se a formacdo de ramificacdes de
reconstrucdo Ossea projetadas da lateral do defeito em direcdo ao centro. Se
comparado aos outros grupos, a extensao alcancada por essas ramificacoes €
consideravelmente maior.

Aos 14 dias percebe-se uma expressiva neoformagdo 6ssea formando
redes de ossificacdo com base na borda do defeito. Atividade semelhante
ocorreu apenas aos 21 dias dos grupos controle e GG. Essa caracteristica de

neoformacéo é condizente com um aporte estrutural e aceleracdo de deposicao
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de matriz 6ssea o0 que confirma as propriedades de osteoinducdo e
osteoconducdo do biomaterial L2F observadas nos ensaios in vitro
(MATUCHESKI, 2020).

Pelas imagens da Figura 18, observa-se cicatrizagcdo consistente e
aumento da densidade 6ssea neoformada ja aos 21 dias com diminuig&o tanto
do diametro da leséo, quanto da sua profundidade (Figuras 18G), demonstrando
aceleracdo do processo de reparacdo tecidual em relacdo aos outros dois
grupos. Vale notar que os grupos controle e GG ndo apresentaram resultados
semelhantes no fechamento do defeito ou no quase total preenchimento da
profundidade, nem mesmo nos 28 dias do pds-cirurgico.

Ao completar os 28 dias de tratamento com L2F, os defeitos apresentaram
alto grau de cicatrizacdo com diminuicao significativa da delimitacéo das bordas
do defeito, tornando-as quase imperceptiveis devido a consistente neoformacéao
0ssea. Fica evidenciado também, pelas imagens 2D, o aumento da densidade
do tecido confirmando, dessa forma, a atividade osteocondutora e osteoindutora
do L2F.

De forma geral, o processo de cicatrizacdo do grupo L2F demonstrou
maior desempenho do que os demais grupos em todos os periodos analisados.
Com base nestes resultados, € possivel sugerir que o L2F é um biomaterial que
mimetiza a matriz extra celular, permitindo o fluxo de células, nutrientes e de
fatores de crescimento, caracteristica essencial para um biomaterial candidato a
fabricacédo de enxertos (NIDAGUNDI, 2023).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA

Os 0sso0s parietais e os rins dos animais perfundidos (ap6s o periodo de
28 dias de cicatrizacdo) seguiram para analise histolégica por coloracdo com
Eosina e Hematoxilina. Em todos os grupos foi possivel observar uma
reatividade da borda dos defeitos assim como na base proxima a dura mater.
Esse processo reacional resultou na deposicdo de matriz ostedide proxima ao
0sso lamelar integro.

As Figuras 19, 20 e 21 mostram a fotomicrografia do osso parietal do
grupo CRTL, grupo GG e grupo, L2F, respectivamente. Na Figura 20, observa-

se o0 preenchimento da area lesionada com tecido de granulacdo no topo,
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indicando area de reparo tecidual, com infiltrado inflamat6ério moderado,
neoformacéo de capilares e células mesenquimais imaturas. Ao centro do defeito
e nas bordas laterais, percebe-se tecido conjuntivo (CT) frouxo com presenca de
fibras colagenas e fibroblastos. Na porcédo lateral direita, é percebida uma
neoformacdo 6ssea mais acentuada. Na area ampliada, pode se identificar a
presenca de 0sso neoformado na porc¢ao inferior, com atividade de osteoblastos

depositando matriz 6ssea e se transformando em ostedcitos.

Figura 19. Fotomicrografia do grupo controle contemplando a area completa da lesdo apds 28 dias do pds-cirirgico: a
esquerda, aumento de 2,5x; a direita, ampliacao da borda do defeito com aumento de 10x. (OB = OA) Osso Antigo, (NB =
ON) Osso Neoformado, (DM) Dura Mater, (CT) Tecido Conjuntivo, (*) area cementante.

Os achados da Figura 19 sdo coerentes com o comportamento visto nas
imagens de micro CT, com neoformacédo 6ssea mais lenta do que os demais
grupos e com o0 previsto na literatura para uma reparacdo natural (sem
tratamento) ao periodo analisado (LEAO, 2023). Aos 28 dias, foi identificado um
infiltrado inflamatdrio em porcédo superior central, sendo esse, o vestigio da fase
inflamatéria aguda gerada nos primeiros dias pelo rompimento dos vasos e
formacao de coagulo sanguineo que preencheu a lesdo. Esse processo leva ao
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recrutamento de neutréfilos e macrofagos (ndcleos corados em roxo mais
escuro) a regido pela liberacdo de citocinas e quimiocinas e segue para fase
reparadora observada pela presenca de fibras colagenas, e neoformacao
vascular. Nesse periodo, foi possivel observar intensa atividade de osteoblastos
com deposicdo de matriz ostedide limitada as bordas, formagcdo de linhas
cementantes e elevada concentracéo de ostedcitos recém depositados a matriz.

A analise histolégica do grupo GG, Figura 20, assim como observado nas
imagens do Micro CT, apresenta maior volume de neoformacéo éssea do que o
grupo controle. E percebida a presenca de trabéculas 6sseas no interior do
defeito em areas mais distantes da base 6ssea (OA). Pode-se observar a
delimitacdo entre a matriz 6ssea mantida apés a perfuracéo e a nova formacao

0ssea por meio de linhas cementantes, pela identificacdo de maior concentragéao

de ostedcitos nas areas neoformadas e pela auséncia de lamelas nessa regiéo.

Figura 20. Fotomicrografia do grupo GG contemplando a &rea completa da leséo apds 28 dias do pds-cirdrgico: a esquerda,
aumento de 2,5x; a direita, ampliagcao da borda do defeito com aumento de 10x. (OA) Osso Antigo, (ON) Osso Neoformado,
(DM) Dura Mater, (TC) Tecido Conjuntivo, (*) area cementante.
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Na imagem da Figura 20 observa-se um acumulo central de coagulo com
presenca de células inflamatdrias e hemacias na parte superior do defeito,
sinalizando um processo inflamatorio anterior gerado logo apos a fabricacéo da
lesdo, como o achado no processo de reparacao tecidual do grupo controle.
Porém, comparado ao grupo controle, a neoformacgédo éssea se mostrou mais
intensa, com maior volume de deposicao de matriz ostedide percebida por linha
cementante e ostedcitos com recente acoplamento. Como previsdo de
biocompatibilidade, pode-se classificar a GG, neste aspecto, como
biocompativel por auséncia de necrose tecidual, assim como a auséncia de
processo inflamatério crénico ou encapsulamento (tecido fibroso) ao redor do
material. Ao contrario, se observa tecido viavel neoformado com preservacao da
vascularizacdo e osteoconducdo demonstrada pela extensdo da area
neoformada. Esses resultados sdo coerentes com os encontrados pela analise
de dados e reconstrucdes de imagens de micro CT.

A Figura 21, grupo L2F, mostra que, assim como no grupo GG, ocorreu
crescimento tecidual com extensdo para além das bordas lesionadas, sendo
evidenciado pela presenca de trabéculas 6sseas mais centrais, sendo nutridas
pelas bases através de projecdes de tecido neoformado. As areas cementantes
sdo numerosas, identificando uma atividade de deposicdo de matriz dssea

intensa.
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Figura 21. Fotomicrografia do grupo L2F contemplando a area completa da lesdo apés 28 dias do pds-cirargico: a
esquerda, aumento de 2,5x; a direita, ampliagdo da borda do defeito com aumento de 10x. (OB) Osso Antigo, (NB) Osso
Neoformado, (DM) Dura Mater, (CT + B) Tecido Conjuntivo + Biomaterial, (B) Biomaterial, (RB) Biomaterial Residual, (*)
area cementante.

Percebe-se uma matriz gelatinosa remanescente do L2F, aparentemente
sem as particulas do BioVit, sugerindo a sua degradagdo e utilizagcdo na
deposicdo de matriz osteoide, justificando a aceleracdo na formacéo de tecido
0sseo. Na parte superior do defeito, nota-se concentracdo mais acentuada de
particulas vitroceramicas de diferentes dimensfes em interagdo com células do
tecido conjuntivo. Na base da figura ampliada, observa-se neoformacdo éssea
com mineralizacdo mais adiantada, evidenciada por uma coloragdo rosa mais
acentuada e formacéao de ostedcitos.

A Figura 22 mostra uma ampliagdo da borda superior para melhor
visualizacdo das estruturas. E possivel observar a preservacdo da
vascularizacdo por meio de neoformacdo de capilares, deposi¢cdes de matriz
osteoide e osteoblastos sendo incorporados a trabécula 6ssea recém-formada e
particulas dispersas do BioVit.
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20 pm

Figura 22. Fotomicrografia obtida da regido de borda do defeito apds 28 dias do grupo L2F com aumento de 20x.
(OA) Osso Antigo, (ON) Osso Neoformado, (RD) Recente Deposicdo 6ssea, (v) vaso sanguineo, células
osteoprogenitoras (cabegas de seta), ostedcitos (setas pretas), osteoblastos recém incorporados a matriz 6ssea
(setas vermelhas), biomaterial em interagdo com células do tecido conjuntivo (setas brancas), (*) area
cementante.

As Figuras 21 e 22 confirmam intensa atividade de deposi¢cdo de matriz
ostedide com formacéo de trabéculas Gsseas em grande parte da extensao do
defeito. Em comparag&o com as laminas dos grupos controle e GG, existe uma
menor concentracdo de células inflamatérias aos 28 dias, resultado que
corrobora com estudo de Akbari et al., 2022, que demonstraram diminui¢cdo da
concentracdo de células inflamatérias em periodos mais avancados de
reparacao tecidual. Esse comportamento sugere uma aceleracao das etapas de
consolidagdo de fratura promovida pelo L2F comparadas aos estagios
apresentados no mesmo tempo biolégico pelos outros grupos analisados.

Diante do observado e em correlacdo com os resultados dos ensaios in
vitro (MATUCHESKI, 2020), sugere-se uma potente atividade osteoindutora do

L2F como resultado de multiplas, paralelas e sequenciais reac¢des influenciadas
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e potencializadas pelo biocompdésito. Em fase inicial da cicatrizagéo é esperada
uma maior reatividade inerente ao processo de implantacdo com processo
inflamatorio desencadeado pelo reconhecimento de corpo estranho, o que pode
ter sido responséavel por gerar uma maior resposta de sinalizagéo de fatores de
crescimento e liberagdo de substancias quimiotaticas responsaveis pelo
recrutamento de células osteoprogenitoras ao local, explicando assim, a precoce
atividade de osteogénege observada pelas imagens de micro CT. Como descrito
por Akbari et al.,, 2022, o processo de reacdo inflamatéria é crucial para o
restabelecimento do tecido 6sseo e esse mecanismo de resposta bioldgica é
diretamente proporcional a taxa de reconstrucédo 6ssea (HERNANDEZ, 2021).

E percebido no entorno das particulas remanescentes do BioVit, uma fina
camada de tecido com aspecto mais denso o que sugere uma branda reacédo a
corpo estranho, sem gravidade e sinais de resposta de rejeicdo. Em um robusto
trabalho de comparacdo entre respostas inflamatérias induzidas por varios
biomateriais realizado por um grupo americano, foi ressaltada uma resposta
tipica de corpo estranho caracterizada por encapsulamento fibroso e isolamento
do implante em todos os grupos analisados, entretanto, uma relacdo entre
espessura da capsula fibrosa com nivel de rejeicdo foi percebida, sendo que
guanto maior a espessura capsular, maior também a chance de rejeicdo
(WHITAKER, 2021).

Sendo assim, uma camada com pouca expessura e pouca atividade de
células inflamatorias aparente, caracterizam o L2F por essa analise, como um
biomaterial com baixo nivel de rejeicdo. No entanto, estratégias que visem
melhorar a efetividade imunomodulatéria desse biomaterial por diminuicdo da
reatividade de mondcitos e macréfagos, que parecem estar intimamente
relacionados ao encapsulamento, podem ser desenvolvidas (THORSON, 2019).
Uma estratégia eficaz, tem sido o aumento da integracdo entre biomaterial e o
tecido. Nesse sentido, os levantamentos ja realizados quanto a otimizacéo
estrutural do L2F se reafirmam, ja que é demonstrado em varios estudos que
uma alta e uniforme porosidade, assim como particulas microestruturadas de gel
e de ceramicos geram maior integracdo com o tecido e por consequéncia, um
encapsulamento pouco pronunciado aprimorando ainda mais sua
biocompatibilidade (WHITAKER, 2021). E ressaltado portanto que, embora seja

possivel um aprimoramento estrutural, a atividade apresentada pelo L2F em
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relagdo a biocompatibilidade se mostrou favoravel assim como sua efetividade
superior quanto a neoformacao 0ssea.

Concomitantemente ao processo de recrutamento de células
osteoprogenitoras, as particulas de BioVit em contato com fluidos penetrantes
ao gel de goma gelana, sofreram dissolucdo quimica com liberacao de fésforo e
calcio, seguida de formacdo de moléculas de fosfato de calcio (principal
componente da matriz mineral) fornecidas aos osteoblastos presentes no local
da lesdo em aumentada concentracdo. Esse processo facilita, portanto, a
formacao de matriz 6ssea e mineralizacao por meio do fornecimento antecipado
dessas moléculas a area de lesdo, proporcionando deposi¢cdo de matriz ostedide
em maior volume e tempo biologico anterior ao observado por uma consolidacao
natural (DALLABRIDA, 2018).

Uma atividade importante do biomaterial L2F que fica entdo evidenciada,
€ a osteoinducdo aprimorada pela reatividade superficial da particula do BioVit,
atividade de dissolucéo que pode ser percebida na figura 22 com diminuicdo do
tamanho das particulas sendo reabsorvidas pelo tecido em neoformacéo,
classificando-o como um biocompdsito bioativo e bioabsorvivel. Essa
caracteristica tem grande impacto na adesdo celular, na inducdo da
diferenciacdo e mineralizacdo das células 6sseas e, conforme ja discutido, a
estrutura fisica das particulas e porosidade do biomaterial tem influéncia direta
na dissolucéo e, consequentemente na atividade osteoindutora reforcando mais
uma vez a eficiéncia quimica e estrutural demonstrada pelo L2F em andlise
qualitativa (NIKOLOVA E CHAVALI, 2019). Sendo assim, um equilibrio
modulatério eficiente entre processo inflamatério e osteogénese pbde ser
observado na implantacdo do biomaterial L2F, por meio da identificacdo de
tecido viavel neoformado ao redor do implante, além de neoformacgéo vascular,
permeabilidade celular e fluxo de nutrientes permitidos por ele, ressaltando uma
satisfatoria biocompatibilidade (STIEVANI, 2021).

As atividades importantes do L2F que ficaram evidenciadas séo a
bioatividade, a degradacdo e a osteoinducao, esta ultima pela presenca das
particulas do BioVit. Essas caracteristicas tém grande impacto na adesao
celular, na inducdo da diferenciacdo e na mineralizacdo das células ésseas
(NIKOLOVA E CHAVALLI, 2019).
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A Figura 23 apresenta as analises histologicas das amostras de rins dos
camundongos que teve a intencdo de avaliar se o L2F seria capaz de induzir
alguma resposta inflamatoria ou acumulo de substratos no processo de
excrecdo. Nao foram identificados focos de infiltracdo inflamatéria em nenhuma
das amostras dos trés grupos. A lamina referente ao grupo L2F ndo mostrou

acumulo de BioVit ou GG, sugerindo a sua biocompatibilidade.

2
(€)
Figura 23. Fotomicrografias da regido cortical na porgédo esquerda e medular em porcéo direita
inferior de rins dos camundongos 28 dias do pds-cirirgico, corado com eosina e hematoxilina,
em campo ampliado (esquerda) e regido detalhada (direita): (a) grupo controle; (b) grupo GG; (c)
grupo L2F. Todos apresentando corpusculo renal, glomérulo, capsula de Bowman e espago
subcapsular preservados (circulos) e tubulos contorcidos (setas vermelhas).
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A imagens das laminas histoldgicas dos rins dos animais perfundidos dos
trés grupos, Figura 23, se mostraram dentro dos padrdes normais, sem sinal de
inflamac&o, acumulo de particulas cristalizadas ou nefrotoxicidade evidente. Em
todas as amostras houve preservacao do corpusculo renal, glomérulo, cdpsula
de Bowman, espac¢o subcapsular e dos tubulos contorcidos, fato que sugere a

biocompatibilidade fisiologica tanto do L2F como da GG.

4.5ANALISE DE DADOS E ESTATISTICA

Os dados apresentados na Tabela 1 representam de forma numérica a
avaliacdo da acao osteoindutora do L2F, comparando-o com 0 grupo controle
(CTRL) e o grupo GG, em diferentes periodos de mensuracao (7, 14, 21 e 28
dias).

Tabela 1. Variabilidade das medi¢c8es de cicatrizagdo 6ssea em camundongos Swiss submetidos
aos tratamentos, distribuido por camundongo avaliados.

n?(;gig;o anligqal Grupo Média SD 25th  Mediana 75th CcVv no:rf;?igg de
7 1 L2F 2,32 0,02 2,32 2,33 2,34 0,82 0,10
7 13 L2F 2,32 0,00 2,32 2,32 2,33 0,20 0,64
7 5 GG 2,17 0,03 2,15 2,15 2,17 1,19 0,04
7 17 GG 2,32 0,01 2,32 2,32 2,33 0,46 0,36
7 9 CTRL 2,06 0,01 2,06 2,07 2,07 0,64 0,00
7 21 CTRL 2,16 0,03 2,15 2,16 2,18 1,32 0,83
14 2 L2F 1,88 0,06 1,85 1,88 1,91 3,41 0,98
14 14 L2F 1,97 0,02 1,96 1,98 1,98 1,20 0,28
14 6 GG 1,98 0,01 1,97 1,98 1,98 0,38 0,93
14 18 GG 1,97 0,03 1,95 1,96 1,98 1,36 0,22
14 10 CTRL 1,97 0,01 1,96 1,96 1,97 0,44 0,22
14 22 CTRL 2,04 0,03 2,03 2,05 2,06 1,45 0,83
21 3 L2F 1,08 0,09 1,04 1,10 1,13 8,62 0,55
21 15 L2F 1,20 0,09 1,16 1,19 1,25 7,37 0,74
21 7 GG 1,79 0,06 1,75 1,77 1,81 3,23 0,42
21 19 GG 1,83 0,01 1,83 1,83 1,84 0,63 0,17
21 11 CTRL 1,87 0,01 1,86 1,86 1,87 0,56 0,00
21 23 CTRL 1,94 0,03 1,93 1,95 1,96 1,51 0,16

28 4 L2F 0,59 0,16 0,51 0,56 0,66 26,90 0,73



64

28 16 L2F 0,72 0,01 0,72 0,73 0,73 1,69 0,56
28 8 GG 1,45 0,01 1,44 1,45 1,46 0,98 0,69
28 20 GG 1,68 0,03 1,66 1,68 1,70 1,87 0,72
28 12 CTRL 1,67 0,01 1,67 1,68 1,68 0,82 0,42
28 24 CTRL 1,66 0,04 1,65 1,68 1,69 2,34 0,25

Nota: Os dados obtidos a partir de medi¢es em 24 camundongos Swiss. Cada grupo foi avaliado em quatro
periodos (7, 14, 21 e 28 dias), com dois camundongos por tratamento em cada periodo. Trés medicOes
foram realizadas por camundongo. As variabilidades foram analisadas usando desvio padrdo (SD),
coeficiente de variacdo (CV) e testes de normalidade (Shapiro Wilk).

As medic¢tes foram realizadas em 24 camundongos, distribuidos de forma
equitativa entre os grupos, com dois camundongos avaliados por tipo de
tratamento em cada periodo, totalizando seis medi¢cGes por periodo para cada
grupo. Cada camundongo teve trés medi¢cbes consecutivas realizadas para
garantir a precisao dos resultados. Em primeiro momento foi calculada a média
das trés medicdes por defeito, sendo selecionados os trés maiores diametros de
cada defeito em feixes em sequenciados, com o0 objetivo de analisar a

variabilidade das medidas entre os animais, apresentada na Figura 24.
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Figura 24. Variabilidade das medicdes do didmetro da lesdo éssea em camundongos Swiss
submetidos a diferentes tratamentos, por camundongo (duplicata).

No dia 7, os animais do grupo L2F apresentaram uma média de diametro
do defeito de 2,32 mm, com uma baixa variabilidade entre as medi¢cdes, como
indicado pelo desvio padréo (SD) de 0,02 e 0,00, e coeficientes de variacao (CV)

de 0,82% e 0,20%, respectivamente. O teste de normalidade para este grupo
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indicou valores de p de 0,10 e 0,64, sugerindo distribuicdo normal dos dados. O
grupo GG mostrou uma média de 2,17 mm e 2,32 mm, com SD de 0,03 e 0,01,
e CV de 1,19% e 0,46%, com valores de p de 0,04 e 0,36. O grupo controle
apresentou médias de 2,06 mm e 2,16 mm, com SD de 0,01 e 0,03, e CV de
0,64% e 1,32%, com p-valores de 0,00 e 0,83. Esses resultados iniciais sugerem
uma boa consisténcia nas medi¢des para todos 0s grupos, o que é fundamental
para a confiabilidade dos dados e para a comparacdo entre os diferentes
tratamentos.

Aos 14 dias, as médias do grupo L2F foram 1,88 mm e 1,97 mm, com SD
de 0,06 e 0,02, e CV de 3,41% e 1,20%, com valores de p de 0,98 e 0,28. O
grupo GG apresentou meédias de 1,98 mm e 1,97 mm, com SD de 0,01 e 0,03, e
CV de 0,38% e 1,36%, com valores de p de 0,93 e 0,22. O grupo controle teve
médias de 1,97 mm e 2,04 mm, com SD de 0,01 e 0,03, e CV de 0,44% e 1,45%,
com p-valores de 0,22 e 0,83. Neste periodo, observa-se uma leve diminuicédo
nas médias de didmetro dos defeitos com baixa variabilidade dos dados
indicando uma boa precisdo nas medic¢des e consisténcia dos resultados.

Aos 21 dias, os animais tratados com o L2F apresentaram médias de 1,08
mm e 1,20 mm, com SD de 0,09 e 0,09, e CV de 8,62% e 7,37%, com valores
de p de 0,55 e 0,74. O grupo GG teve médias de 1,79 mm e 1,83 mm, com SD
de 0,06 e 0,01, e CV de 3,23% e 0,63%, com valores de p de 0,42 e 0,17. O
grupo controle mostrou médias de 1,87 mm e 1,94 mm, com SD de 0,01 e 0,03,
e CV de 0,56% e 1,51%, com p-valores de 0,00 e 0,16. Nesta fase, as médias
das duplicatas de L2F apresentaram variabilidade moderada, o que ainda reflete
uma consisténcia aceitavel nas medigdes.

Aos 28 dias, o grupo L2F apresentou médias de 0,59 mm e 0,72 mm, com
SD de 0,16 € 0,01, e CV de 26,90% e 1,69%, com valores de p de 0,73 e 0,56.
O grupo GG mostrou médias de 1,45 mm e 1,68 mm, com SD de 0,01 e 0,03, e
CV de 0,98% e 1,87%, com valores de p de 0,69 e 0,72. O grupo controle
apresentou médias de 1,67 mm e 1,66 mm, com SD de 0,01 e 0,04, e CV de
0,82% e 2,34%, com p-valores de 0,42 e 0,25. Os resultados aos 28 dias indicam
uma significativa redugdo na média de cicatrizagdo no grupo L2F, com
variabilidade dentro de um intervalo aceitavel, o que reforca a eficacia do

biomaterial.
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Em um segundo momento, foi analisada a variabilidade das trés medicoes
de cicatrizacdo 6ssea nos camundongos (duplicata de animais) submetidos aos
diferentes tratamentos nos seus respectivos periodos de medicdo (Tabela 2 e
Figura 25).

Para o grupo L2F, a comparacéo das trés medicdes realizadas nos dois
camundongos mostra que no dia 7 ndo ocorreu variabilidade significativa dos
resultados, com médias de 2,33 mm para Medi¢cGes 1 e 2 (CV de 0,52% e 0,36%,
respectivamente) e média de 2,32 mm para a Medicdo 3 (CV de 0,79%). Aos 14
dias, as médias das medi¢cBes variaram entre 1,88 mm e 1,96 mm, com CV entre
1,44% e 4,93%, indicando um leve aumento na variabilidade. Aos 21 dias,
observou-se uma maior variabilidade com médias entre 1,11 mm e 1,17 mm e
CV entre 1,27% e 20,13%. No dia 28, a variabilidade aumentou de 0,58 mm a
0,75 mm e CV entre 2,59% e 32,15%, sugerindo uma variacao entre as médias

dos dois animais desse periodo.

Tabela 2. Variabilidade das medi¢8es de cicatrizagdo 6ssea em camundongos Swiss submetidos
aos tratamentos, distribuido por diferentes medicoes.

1°medicédo 2°medicéo 3°medicdo

Dia da - - .-
Grupo .~ Meédia SD CV Média SD CV Média SD CcVv

medicéo
L2F 7 2,33 0,01 0,52 2,33 0,01 0,36 2,32 0,02 0,79
L2F 14 1,88 0,09 4,93 1,93 0,08 4,02 19 0,03 144
L2F 21 1,14 023 20,13 1,11 0,00 1,27 1,17 0,02 2,05
L2F 28 065 011 17,72 058 0,19 3215 0,75 002 259
GG 7 223 0,12 5,19 2,24 012 5,28 227 0,10 434
GG 14 1,99 0,01 0,60 196 001 0,61 1,97 0,01 0,65
GG 21 1,81 0,06 3,09 1,78 0,06 3,29 1,84 0,02 096
GG 28 156 0,17 1120 155 0,14 9,06 1,59 0,17 10,79
CTRL 7 2,10 0,04 2,02 2,13 0,08 3,88 2,11 0,08 3,89
CTRL 14 2,02 0,08 3,82 2,00 0,06 3,04 199 0,03 1,28
CTRL 21 191 0,07 3,59 191 0,07 341 1,89 0,02 097

CTRL 28 164 0,03 1,55 169 0,01 042 168 0,00 0,25
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Figura 25. Variabilidade entre as medi¢fes em triplicata do diametro de cada lesdo 6ssea em
calvaria de camundongos Swiss submetidos aos diferentes tratamentos.

No grupo GG as medicBes ao longo dos periodos mostraram menos
variabilidade entre as médias, mas menor eficacia de cicatrizacdo. No dia 7, as
médias das medic6es variaram entre 2,23 mm e 2,27 mm, com CV entre 4,34%
e 5,28%. Aos 14 dias, as médias variaram entre 1,96 mm e 1,99 mm, com CV
muito baixos, entre 0,60% e 0,65%. Aos 21 dias, as médias das medi¢cBes
variaram de 1,78 mm a 1,84 mm, com CV entre 0,96% e 3,29%, e no dia 28, as
médias variaram de 1,55 mm a 1,59 mm, com CV entre 9,06% e 11,20%,
indicando uma variabilidade maior comparada aos periodos anteriores, mas
ainda relativamente baixa.

O grupo controle também apresentou medicdes consistentes ao longo do
tempo. No dia 7, as médias variaram entre 2,10 mm e 2,13 mm, com CV entre
2,02% e 3,89%. Aos 14 dias, as médias variaram entre 1,99 mm e 2,02 mm, com
CV entre 1,28% e 3,82%. Aos 21 dias, as médias variaram de 1,89 mm a 1,91
mm, com CV entre 0,97% e 3,59%, e no dia 28, as médias variaram de 1,64 mm
a 1,69 mm, com CV entre 0,25% e 1,55%. A baixa variabilidade nas medi¢cbes
do grupo controle sugere uma resposta estavel ao longo do tempo.

A Tabela 3 e a Figura 26 apresentam a andlise detalhada das avaliacdes
realizadas nos dias 7, 14, 21 e 28 para os trés grupos. Os dados incluem as
meédias, medianas, desvios padrédo, valores minimos e maximos, juntamente
com os resultados do teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e a analise de
variancia (ANOVA) para comparar as médias dos grupos em cada dia de

avaliacéo.
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Tabela 3. Analise de dados da atividade regenerativa dos diferentes tratamentos em defeitos
provocados em parietal de camundongos swiss.

a\lljallailac:;%o Grupo Meédia Mediana F?;j\r/é% Minimo Maximo norTne121tl? d?de* p-valor**
CTRL 2,112 2,101 0,057 2,048 2,188 0,401
7 GG 2,245 2,256 0,088 2,151 2,335 0,065 <0,001
L2F 2,324 2,325 0,012 2,302 2,336 0,486
CTRL 2,005 1,994 0,047 1,960 2,071 0,327
14 GG 1,972 1,972 0,018 1,951 2,000 0,919 0.035
L2F 1,924 1,942 0,067 1,813 1,988 0,337
CTRL 1,903 1,892 0,043 1,861 1,958 0,158
21 GG 1,810 1,826 0,045 1,742 1,852 0,198 <0,001
L2F 1,142 1,141 0,107 0,976 1,300 0,929
CTRL 1,668 1,679 0,026 1,620 1,692 0,135
28 GG 1,564 1,555 0,127 1,437 1,707 0,071 <0,001
L2F 0,656 0,717 0,124 0,446 0,760 0,084
*Shapiro Wilk; ** ANOVA
Comparagéo das medigées entre grupos ao Iongo do tempo
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Figura 26. Comparacdo das médias nas medidas de cicatrizacdo 6ssea entre grupos de
tratamento em diferentes dias de avaliacéo.

No primeiro dia de avaliagdo, o grupo controle apresentou uma meédia de

2,112 e uma mediana de 2,101, com um desvio padrdo de 0,057 e valores

variando entre 2,048 e 2,188. O teste de normalidade indicou que os dados

desse grupo seguiram uma distribuicdo normal (p = 0,401). O grupo GG teve

uma média de 2,245 e uma mediana de 2,256, com um desvio padrdo de 0,088

e valores variando entre 2,151 e 2,335. O teste de normalidade para o grupo GG
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foi marginalmente significativo (p = 0,0646). O grupo L2F apresentou uma média
de 2,324, mediana de 2,325, desvio padrao de 0,012, e valores variando entre
2,302 e 2,336, com dados seguindo uma distribuicdo normal (p = 0,486). A
ANOVA revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
neste dia (p < 0,001).

No dia 14, o grupo controle teve uma média de 2,005 e uma mediana de
1,994, com um desvio padrdo de 0,047 e valores entre 1,960 e 2,071. Os dados
desse grupo seguiram uma distribuicdo normal (p = 0,327). O grupo GG registrou
uma média de 1,972 e uma mediana de 1,972, com um desvio padrao de 0,018
e valores variando entre 1,951 e 2,000, com normalidade dos dados (p = 0,919).
O grupo L2F apresentou uma média de 1,924, mediana de 1,942, desvio padrdo
de 0,067, e valores entre 1,813 e 1,988, com dados normais (p = 0,337). A
ANOVA indicou uma diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos
neste dia (p = 0,035).

No dia 21, a média do grupo controle foi de 1,903, com uma mediana de
1,892, desvio padrao de 0,044, e valores entre 1,861 e 1,958. Os dados desse
grupo foram normalmente distribuidos (p = 0,158). O grupo GG teve uma média
de 1,810 e uma mediana de 1,826, com um desvio padrdao de 0,045 e valores
variando entre 1,742 e 1,852, também com normalidade (p = 0,197). O grupo
L2F apresentou uma média de 1,142, mediana de 1,141, desvio padrdo de 0,107,
e valores entre 0,976 e 1,300, com normalidade (p = 0,929). A ANOVA
demonstrou uma diferenca significativa entre os grupos neste dia (p < 0,001).

No dia 28 o grupo controle registrou uma média de 1,668 e uma mediana
de 1,679, com um desvio padrdo de 0,0264 e valores variando entre 1,620 e
1,692, com dados normalmente distribuidos (p = 0,135). O grupo GG apresentou
uma média de 1,564 e uma mediana de 1,555, com um desvio padrdo de 0,127
e valores entre 1,437 e 1,707, com normalidade marginalmente significativa (p =
0,071). O grupo L2F teve uma média de 0,656, mediana de 0,717, desvio padréo
de 0,124, e valores entre 0,446 e 0,760, também com normalidade
marginalmente significativa (p = 0,084). A ANOVA indicou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos neste dia (p < 0,001).

A Tabela 4 apresenta as diferencas médias nas medidas de cicatrizacdo
0ssea entre 0os grupos em diferentes dias de avaliacdo. Estas comparacdes

foram realizadas utilizando o testes post-hoc de Tukey para identificar as
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diferencas médias entre os grupos. A Figura 27 traz os valores em forma de
gréafico para melhor visualizacéo.

No dia 7 a diferenca média entre o grupo L2F e o grupo controle foi de
0,211 mm, com um valor p < 0,001, indicando uma diferenca estatisticamente
significativa. A comparacgdo entre os grupos L2F e GG mostrou uma diferencga
meédia de 0,079 mm, mas nao foi estatisticamente significativa (p = 0,095). Aos
14 dias, a diferenca média entre os grupos L2F e controle foi de 0,080 mm, com
um valor p de 0,029, indicando uma diferenca significativa. A diferenca média
entre os grupos L2F e GG foi de 0,048 mm, sem significaAncia estatistica (p =
0,227).

Tabela 4. Diferencas médias nas medidas de cicatrizacdo dssea entre grupos de tratamento em
diferentes dias de avaliacdo pelo teste de Tukey.

Diferenca média Erro Padréo tvalor p valor
Comparagdo aos 7 dias
GG - CTRL 0,132 0,035 3,775 0,005
L2F - CTRL 0,211 0,035 6,021 < 0,001
L2F - GG 0,079 0,035 2,246 0,095
Comparagéo aos 14 dias
GG - CTRL 0,032 0,028 1,156 0,496
L2F - CTRL 0,080 0,028 2,886 0,029
L2F - GG 0,048 0,028 1,730 0,227
Comparagéo aos 21 dias
GG - CTRL 0,093 0,041 2,254 0,094
L2F - CTRL 0,761 0,041 18,442 <0,001
L2F - GG 0,668 0,041 16,187 < 0,001
Comparagdo aos 28 dias
GG - CTRL 0,104 0,059 1,734 0,225
L2F - CTRL 1,012 0,059 16,897 < 0,001

L2F - GG 0,908 0,059 15,163 < 0,001
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Diferencas de Médias entre Grupos em Diferentes Dias
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Figura 27. Comparacdo das diferengcas médias nas medidas de cicatrizagdo Ossea entre 0s
grupos de tratamento por teste de Tukey.

Aos 21 dias a diferenca média entre os grupos L2F e controle foi de 0,761
mm, com um valor p < 0,001, indicando uma diferenca altamente significativa. A
diferenca média entre os grupos L2F e GG foi de 0,668 mm, também com um
valor p < 0,001, mostrando uma diferenca altamente significativa. Neste periodo,
a diferenca média entre GG e controle foi de 0,093 mm e n&o significativa (p =
0,094). Aos 28 dias a diferenca média entre os grupos L2F e controle foi de 1,012
mm, com um valor p < 0,001, indicando uma diferenca altamente significativa. A
diferenca média entre os grupos L2F e GG foi de 0,908 mm, também com um
valor p < 0,001, mostrando uma diferenca altamente significativa. A diferenca
média entre GG e controle foi de 0,104 mm, néo significativa (p = 0,225).

Esses resultados indicam que, em termos de cicatrizacdo 6ssea, 0 grupo
L2F apresentou diferencas significativas em comparacao com 0s grupos controle
e GG, especialmente em periodos mais avancados (21 e 28 dias), sugerindo
uma eficacia superior do biomaterial L2F. A eficacia do L2F foi especialmente
notavel nos dias 21 e 28, onde as diferencas foram substancialmente maiores e
altamente significativas. Estes achados destacam o potencial do L2F como um
tratamento eficaz para promover a regeneracdo 0ssea em comparacao aos

outros tratamentos avaliados.
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Os resultados da analise de regressao linear, apresentados na Tabela 5
e na Figura 28, mostram de forma clara e quantitativa a eficiéncia diferenciada

dos tratamentos na reducédo diaria da lesdo 6ssea em camundongos Swiss.

Tabela 5. Redugéo diaria do didmetro da lesdo circular em milimetros por tratamento obtida por
andlise de regresséo linear.

Coeficiente estimado Coeficiente Erro R?
Grupo Valort  Valorp

Estimado (Reduc¢io em mm/dia) Padrao Ajustado
CTRL -0,020 0,001 -13,9 < 0,001 0,89
GG -0,031 0,002 -14,9 < 0,001 0,90
L2F -0,083 0,003 -26,8 < 0,001 0,96

Nota: Coeficiente estimado (reducdo em mm/dia): taxa de redug&o do didmetro da lesdo por dia;
erro padrao: medida da precisdo do coeficiente estimado; valor t: testa a significAncia do
coeficiente estimado; valor p: probabilidade associada ao valor t, indicando a significancia
estatistica do coeficiente estimado; R? ajustado: propor¢éo da variagdo da cicatrizagao explicada
pelo modelo de regressao, ajustada pelo numero de preditores no modelo.

Andlise de Regressao: Tendéncia das Medi¢des ao Longo do Tempo
25
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Figura 28. Analise de regressdo da tendéncia das medi¢des ao longo do tempo por grupo de
tratamento, destacando a redugéo diaria média em milimetros.

O grupo controle apresentou reducéo diéria estimada de 0,020 mm, com

um coeficiente de determinagéo ajustado (R?) de 0,89, indicando que o modelo
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explica bem a variagéo observada. Ao longo dos 28 dias de estudo, essa redugéo
diaria resultaria, pela regressdo linear, em uma cicatrizacdo total de
aproximadamente 0,57 mm, insuficiente para a cicatrizacdo completa da fissura
inicial.

O grupo GG teve reduc¢do diaria maior, estimada em 0,031 mm, com um
R2 de 0,90, também mostrando uma boa adequacéo do modelo aos dados. Isso
sugere uma cicatrizacao total de cerca de 0,87 mm em 28 dias, ainda insuficiente
para a cicatrizagdo completa da fissura inicial, mas significativamente melhor que
0 grupo controle.

O grupo L2F mostrou uma reducéo diaria estimada de 0,083 mm, com um
R2 de 0,96, sugerindo uma precisdo muito alta do modelo. Com essa taxa de
reducdo, a cicatrizacéo total ao longo dos 28 dias seria de, aproximadamente,
2,32 mm, indicando uma eficdcia muito superior na promocéao da cicatrizacao
O0ssea em relacdo aos demais grupos, confirmando a eficacia do L2F na

promocao da regeneracao 0ssea.

5. CONCLUSOES

O L2F € um biocompdésito formado por um polimero natural a base de
polissacarideos e um vitroceramico a base de fosfatos, de facil fabricacéo e baixo
custo e que permite a sua aplicacao por inje¢cao sendo, portanto, candidato para
utilizagdo como biotinta em bioimpressdes de tecidos.

O fornecimento de suporte adequado para as células osteoprogenitoras,
combinado ao fornecimento de ions necessarios para a mineralizacdo da matriz
Ossea e estimulo da sua diferenciacéo celular em osteoblastos, demonstrou ser
a razéo da eficacia da atividade osteoreparadora do L2F. Diante dos resultados
apresentados, € possivel identificar um grande potencial de aplicacdo do novo
biomaterial L2F na medicina regenerativa do tecido 0sseo caracterizado por uma
importante atividade osteoindutora, osteocondutora e biocompatibilidade,
caracteristicas desejaveis e essenciais para aplicacdo com eficacia e seguranca

de biomateriais dessa classe. O L2F pode, portanto, ser considerado um
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potencial substituto 6sseo, com aplicabilidade versétil e alto desempenho. No
entanto, para efetiva implementacéo na pratica médica, se faz ainda necessaria

analise por meio de pesquisa clinica, como futuros passos.
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6. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Tendo como objetivo a completa caracterizacdo do L2F para aplicacdes
na regeneracdo 0ssea e como biotinta, sugere-se como continuidade do

trabalho:

1. Ensaios in vivo mais longos e com defeitos ou fraturas mais extensas;

2. Andlise da hepatotoxicidade e neurotoxicidade, assim como avalia¢do
de marcadores inflamatorios por andlise de citometria de fluxo;

3. Andlise histologica mais completa e detalhada de todos os pontos
biolégicos e coloracdes comparativas com eosina, hematoxilina e
tricromico de Masson;

Ensaios in vivo de regeneracao 0ssea em animais de grande porte;
Ensaios de impressdo do L2F para avaliar a printabilidade e
resisténcia estrutural pés impressao;

6. Ensaios de impressdo do L2F com células para avaliar a sua
capacidade como biotinta.
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walizando animais no Projeto de Pesquisa abano especiicado estdo de acordo com a Dretriz Brasiioia para 0 Cusdado e a Utiizacho de Animas
para fing Ciontificos o Diddtices (DBCA) estabelocdas pelo C o N de C de Exp macdo Animal (CONCEA) & com as normas
Internacs Para a exp NacAo animal

STATEMENT

The Exhics Commiioe foe Arvmal Use from the Biological Sciences Section of the Federal University of Pazand (CEUABIO - UFPR), ostablshed by
the Resolution N* B&/11 of the Teaching Research and Extension Councl (CEPE) on Decembar 22™ 2011, CERTIFIES that the procedures using
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purposes established by the National Council for Control of Arimal Expenmentation (CONCEA) and with the intemational guidelnes for animal

exporimontation,

PROCESSOPROCESS: 23075 035219202356

APROVADO/APPROVAL: 24102023 - RO, 092023
TITULO: Biocompanbilidads @ polencial regenerativo Gs5e0 6o biocompdsito drogel L2F em camundangos: estudo pré-clinico.

TITLE: Biocompatibilty and bone reg: ial of the b posite hydroged L2F in mice: pre-clinical study.

AUTORES/AUTHORS: Carios Alexandre dos Santos Haemmerie e Leticia Moura Matucheski

DEPARTAMENTO/DEPARTAMENT: Anatomia.
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