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RESUMO

MORAES, R. Viabilidade dos enxertos de matrizes de colageno associado a
nanohidroxiapatita e elastina no reparo 0sseo frente a condi¢cdo experimental de
ovariectomia. 2023. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-graduacdo Interunidades

Bioengenharia, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2023

As lesbes Osseas apresentam capacidade de regeneracdo em condi¢cdes normais do
osteometabolismo. Entretanto, devido a incidéncia cada vez maior de traumas de grande
magnitude e doencas causadoras da deficiéncia mineral dssea tal como a osteoporose, sdo
necessarios scaffolds que possam auxiliar no processo de regeneracdo 0ssea. Atualmente,
destacam-se os scaffolds poliméricos naturais e as nanoparticulas bioativas. Objetivo: Avaliar
0 potencial osteorregenerativo em tibias de ratas sadias e ovariectomizadas, de scaffolds de
coldgeno mineralizados com nanohidroxiapatita (nHA) e associados a elastina. Materiais e
Métodos: O estudo experimental in vivo contou com 60 ratas Wistar com 20 semanas de idade
e distribuidas em grupos ndo ovariectomizados (NO) e ovariectomizados (O), sendo: Controles
(G1-NO-C e G4-0-C); Scaffold de colageno com nHA (G2-NO-MSH e G5-O-MSH); Scaffold
de colageno com nHA e elastina (G3-NO-MSHC e G6-O-MSHC). Os animais foram
sacrificados apds 6 semanas de pds-operatorio e as amostras foram analisas por macroscopia,
radiologia e histomorfometria. Testes ANOVA e Tukey foram realizados com IC 95% e indice
de significancia p<0.05. Resultados: As analises revelaram biocompatibilidade,
biodegradabilidade controlada e ostecondutividade de ambas as matrizes (MSH e MSHC), tanto
nas ratas com condi¢des normais do osteometabolismo, quanto nas ratas com deficiéncia
gonadal e demonstraram potencial osteogénico superior quando comparado aos grupos
controles. Nao houve diferenca significativa da taxa de neoformacdo 6ssea entre os scaffolds.
A osteoporose ndo exacerbou a resposta imunologica, mas influenciou negativamente o

processo de reparacdo do defeito 0sseo.

Palavras-chave: Colageno. Elastina. Hidroxiapatita. Polimeros. Osteoporose.






ABSTRACT

MORAES, R. Viability of collagen matrix grafts associated with nanohydroxyapatite and
elastin in bone repair under the experimental condition of ovariectomy. 2023. Tese
(Doutorado) - Interunit Bioengineering Postgraduate Program, University of S&o Paulo, Sdo
Carlos, 2023.

Bone lesions have the capacity for regeneration under normal conditions of osteometabolism.
However, due to the increasing incidence of major traumas and diseases that cause bone mineral
deficiency, such as osteoporosis, aids that can assist in the bone regeneration process are
necessary. Currently, natural polymeric scaffolds and bioactive nanoparticles stand out.
Objective: To evaluate the osterregenerative potential in tibias of healthy and ovariectomized
rats, of collagen scaffolds mineralized with nanohydroxyapatite (nHA) and associated with
elastin. Methods: The in vivo experimental study was carried out with 60 Wistar rats aged 20
weeks and distributed into non-ovariectomized (NO) and ovariectomized (O) groups, being:
Controls (G1-NO-C and G4-0O-C); Collagen scaffold with nHA (G2-NO-MSH and G5-O-
MSH); Collagen scaffold with nHA and elastin (G3-NO-MSHC and G6-O-MSHC). The
animals were sacrificed 6 weeks after surgery and the samples were analyzed by macroscopy,
radiology and histomorphometry. The ANOVA and Tukey tests were performed with 95% CI
and significance index p<0.05. Results: The analyzes revealed biocompatibility, controlled
biodegradability and osteoconductivity of both matrices (MSH and MSHC), both in rats with
normal osteometabolism conditions and in rats with gonadal deficiency and demonstrated
superior osteogenic potential when compared to control groups. There was no significant
difference in the rate of new bone formation between the scaffolds. Osteoporosis did not
exacerbate the immune response, but it did influence the process qualities of bone defect parts.

Keywords: Collagen. Elastin. Hydroxyapatite. Polymers. Osteoporosis.
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1. INTRODUCAO

A crescente incidéncia de traumas graves decorrentes de acidentes de transito e lesdes
por armas de fogo, resultam em situacdes clinicas apresentando grande cominuicéo e perda de
massa 0ssea, desafiando assim o processo natural do reparo 6sseo. Além disso, outras condi¢es
como infecgdes 0sseas, resseccdes tumorais, doengas congénitas, revisoes de artroplastias, além
de situacdes com osteoporose associada; exigem abordagens terapéuticas efetivas, necessitando
assim a utilizacdo de enxertos 0sseos para a recuperacdo anatébmica e funcional do 0sso
comprometido (ORYAN et al., 2014; WANG; YEUNG, 2017).

O tecido dsseo é um dos tecidos mais transplantados no mundo, ficando atras apenas do
sangue. Anualmente, cerca de 2,2 milhGes de procedimentos de enxertia 6ssea sao realizados
por cirurgides ao redor do mundo, sendo que somente nos Estados Unidos esse niumero chega
a 500 mil e tem uma projecédo de aumento de 13% ao ano (KINACI; NEUHAUS; RING, 2014;
LOBB; DEGEORGE; CHHABRA, 2019).

O enxerto 6sseo é um material implantavel que pode promover a consolidacdo 0ssea por si
s6 ou em combinacdo com outros materiais. Ele pode atuar através da osteogénese,
osteoinducdo e osteoconducdo, de forma conjunta ou isolada. Historicamente, essas
propriedades sdo consideradas essenciais para promover a consolidacdo 6ssea (BALDWIN et
al., 2019). A osteogénese é a capacidade de formacdo Ossea pela presenca de células
osteogénicas no enxerto. A osteoinducdo ocorre pela presenca de fatores pro-osteogénicos, que
estimulam a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas e osteoprogenitoras em
osteoblastos. Ja a osteoconducdo €é a propriedade do enxerto de servir como um arcabouco para
a proliferacdo celular e formacdo de osso novo (CALCEI; RODEO, 2019; NAUTH et al.,
2015).

Existem quatro tipos de enxertos 0sseos com base em sua origem: autologos,
homologos, heterdlogos e enxertos sintéticos. O autélogo é considerado o mais efetivo devido
as suas propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, que sao essenciais para a
formacdo, crescimento e regeneracdo 0ssea. Além disso, esse tipo de enxerto ndo apresenta
risco de transmisséo de doencas ou reacdes de histocompatibilidade (BUZA; EINHORN, 2016;
JAHAN; TABRIZIAN, 2016). No entanto, o uso do enxerto autologo é limitado devido a sua
pouca disponibilidade, e ainda a necessidade de um segundo procedimento cirurgico, bem como
os riscos de infec¢bes e lesGes neurovasculares na area doadora, e tais circunstancias

desestimulam o uso habitual deste tipo de enxerto (DIMITRIOU et al., 2011). Da mesma forma,
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a utilizacdo de enxertos homdlogos e heterdlogos, apesar da maior disponibilidade, ndo estdo
imunes a complicagdes e limitagdes, incluindo a transmissdo de doencas, reacdo imunoldgica e
auséncia de capacidade osteogénica (HAUGEN et al., 2019). Todos os enxertos naturais acima
mencionados apresentam desvantagens peculiares, que limitam seu uso em grande escala.
Assim, o aprimoramento de novos biomateriais naturais ou sintéticos, capazes de mimetizar o
processo bioldgico de reparo 6sseo faz-se necessario. Desse modo, a engenharia tecidual através
do desenvolvimento de scaffolds vem melhorando o ambiente para proliferacdo e adesdo
celular.

Na composic¢do dos scaffolds destacam-se os polimeros naturais, entre eles o colageno
e a elastina, que apresentam biocompatibilidade, biorreabsor¢do e estrutura tridimensional
semelhantes, e ainda sdo capazes de melhorar as suas propriedades mecénicas e bioldgicas
atraves de modificacdes quimicas e/ou enzimaticas (JAHAN; TABRIZIAN, 2016; MIRANDA-
NIEVES; CHAIKOF, 2017; TEJEDA-MONTES et al., 2014). Além disso, a adicdo de um
biomaterial sintético cerdmico a esses scaffolds constituidos de blendas poliméricas naturais
tem sido utilizada em trabalhos experimentais para reparo 6sseo (BERTOLO; MARTINS;
PLEPIS, 2019; MUNHOZ et al., 2018). A hidroxiapatita na forma de particulas nanométricas
é similar a parte 6ssea mineral do tecido 0sseo, e através do conceito de biomimetismo, promove
um arcabougo mais apropriado para a adesdo e proliferacdo celular dos scaffolds
(ELHENDAWI et al., 2014).

Mesmo com o desenvolvimento de novos biomateriais na promocao da consolidacéo
6ssea, alguns trabalhos demonstram que a presenca de fatores e doencas relacionados a baixa
densidade 6ssea podem afetar a efetividade desses materiais, comprometendo sua capacidade
de neoformacéo 6ssea. Com isso, a continuidade de trabalhos envolvendo scaffolds poliméricos
em situacOes de baixa densidade 6ssea se faz necessaria (HONG; KIM; YEO, 2022; OZAWA
etal., 2002; ZHANG et al., 2018b).

1.1 Osteoporose

A osteoporose é definida como uma doenca esquelética sistémica caracterizada por
reducdo da massa 0ssea e alteracbes em sua microestrutura. Esta associada a um desequilibrio
entre a reabsorcdo O0ssea ocasionada pelos osteoclastos e a formacgdo Ossea produzida pelos
osteoblastos, comumente associada a deficiéncia estrogénica em mulheres menopausadas. Este

desequilibrio celular provoca um aumento da fragilidade 6ssea com consequente aumento do
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risco de fraturas por traumas de baixa energia (ZHANG et al., 2018b).

A osteoporose é considerada a doenca osteometabolica mais frequente (BARTL,;
BARTL, 2019), acometendo cerca de 200 milhGes de pessoas ao redor do mundo
(RADOMINSKI et al., 2017) e no Brasil estima-se uma prevaléncia de 10 milhdes de pessoas
com a doenca (MORAES et al., 2014). Dados da National Osteoporosis Foundation (NOF)
indicam que no mundo a osteoporose esta ligada diretamente a uma fratura a cada 3 segundos,
a cada 22 segundos uma fratura de vértebra e a cada 3,3 min uma fratura de quadril (VAN
STAA et al., 2001). Com isso cerca de 50% das mulheres acima de 50 anos terad fratura
relacionada a osteoporose ao longo da vida e entre os homens essa relagédo sera de 20% (KANIS,
2007). Estudos nacionais apontam uma incidéncia de 40,3/1000 pessoas/ano de fraturas
vertebrais em mulheres acima de 65 anos (DOMICIANO et al., 2014). Dados epidemiolégicos
demonstraram que as fraturas proximais do fémur levam a 20% de mortalidade em 12 meses,
incapacidade funcional permanente em 30% e incapacidade de caminhar em 40% dos
individuos (SONGPATANASILP et al., 2016). Além do problema de salde publica, os custos
despendidos com os procedimentos relacionados a osteoporose sao relevantes. Levantamento
realizado por Moraes et al. (2014), através dos dados do SUS no triénio 2008 - 2010,
demonstraram gastos aproximados a R $300 milhGes (MORAES et al., 2014).

A osteoporose pode ser dividida em primaria e secundaria, sendo a primeira subdividida
em tipo | e tipo Il. A tipo | € conhecida como osteoporose p6s menopausa em que ocorre uma
perda Ossea potente em idade precoce devido a forte acdo dos osteoclastos. A osteoporose
primaria do tipo 1l € relacionada ao processo natural de envelhecimento, sendo o processo de
perda Gssea mais lento e gradual, provavelmente por acdo deficiente dos osteoblastos. J& a
osteoporose secundaria € decorrente de patologias que levam a alteracdo do metabolismo do
calcio e/ou hormonios sexuais femininos (LEDER; WEIN, 2020). Exemplos sdo neoplasias,
doencas renais, alteracdes da tireoide, doencas inflamatérias cronicas, doencgas reumatolégicas
e autoimunes (BARTL; BARTL, 2019).

A osteoporose relacionada a menopausa decorre em consequéncia da diminui¢do dos
niveis de estrogénio. A deficiéncia desse hormonio leva a um aumento na taxa de reabsorcéo
0ssea, levando a um desequilibrio em relacéo a formacéo, com consequente reducdo da massa
0ssea. Ha uma maior diferenciacdo de células da linhagem osteoclastica associada ao
decréscimo na diferenciacdo da linhagem osteobléstica. O déficit estrogénico ainda diminui a
absorcdo intestinal do célcio, bem como o nimero de receptores para vitamina D (CAULEY,
2015).

Estudos sugerem que células de o0ssos osteopordticos possuem proliferacdo
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osteoblastica diminuida, resposta reduzida a sinalizagéo celular com menor producao de TGF-
betal e maior de interleucina 6 se comparado a osteoblastos de 0ssos ndo osteoporoticos
(TORRICELLI et al., 2002). Aléem disso, 0 numero de células mesenquimais indiferenciadas
com potencial osteogénico decresce em 0ssos osteoporoticos, bem como a composicdo e
estrutura do colageno (PASCHALIS et al., 2004). Considerando que a qualidade do 0sso
receptor é um fator relevante a ser considerado na utilizacdo de biomateriais para promocéo da
consolidacdo 0ssea, os dados referidos anteriormente corroboram com o resultado de estudos
que demonstraram que a rarefacdo 0ssea € um fator que dificulta a regeneracdo 6ssea, bem
como a osteointegragéo dos biomateriais utilizados (DEREKA et al., 2018; FINI; GIAVARESI;
TORRICELLI, 2001; OZAWA et al., 2002; TORRICELLI et al., 2002; ZHANG et al., 2018b).

O uso de substitutos dsseos € frequentemente necessario em pacientes com baixa
densidade 0ssea, no entanto, muitos estudos pré-clinicos utilizam situac6es de densidade 6ssea
regular, o que pode limitar sua aplicabilidade clinica. Portanto, é importante que os estudos
experimentais considerem essas situacdes clinicas reais, enfatizando a necessidade de mais
pesquisas com biomateriais utilizados em condicGes de osteoporose. 1sso permitira que novos
biomateriais sejam desenvolvidos e testados adequadamente em situacdes clinicas relevantes,
resultando em opcdes mais eficazes e seguras para a promocdo da consolidacdo Gssea em
pacientes com baixa densidade 6ssea. Dentre esses biomateriais, destacam-se os polimeros de

colageno e serosa por serem proteinas abundantes no organismo.

1.2 Biomateriais
1.2.1 Colageno

O coléageno é a principal proteina estrutural presente na matriz extracelular de diversos
tecidos como 0ssos, ligamentos, cartilagem, tenddes e pele. E a proteina mais encontrada no
corpo humano e compde 70% do peso seco do tendéo e da pele, representando 90% da matriz
extracelular do tecido 6sseo, composto basicamente de colageno tipo 1 (MOREIRA et al.,
2013). A estrutura molecular do colageno é formada de trés cadeias polipeptidicas dispostas
em tripla hélice, compostas de aminodcidos arranjados sequencialmente por ligagdes
covalentes, contendo sempre um aminodacido glicina. A varia¢do na sequéncia e composi¢do
desses aminoéacidos definem a formacdo dos diferentes tipos de colageno, sendo conhecidos
cerca de 29 tipos distintos (CHATTOPADHYAY; RAINES, 2014). Essas varia¢fes quimicas
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estdo diretamente relacionadas as propriedades fisicas e bioldgicas do coldgeno como
resisténcia, forca e estabilidade (ABOU NEEL et al., 2013; CEN et al., 2008).

O colageno vem sendo utilizado como biomaterial devido a sua grande aplicabilidade
em varios campos da ciéncia. 1sso é possivel devido as suas propriedades que conferem
adequada biocompatibilidade, capacidade de absorcdo controlada, biodegradabilidade, baixa
imunogenicidade, adesdo celular, capacidade de absorcdo de substancias e possibilidade de
manipulacdo em diferentes formas (BAUER et al., 2014; MUTHUKUMAR et al., 2018). Como
polimero natural, apresenta similaridade estrutural com outros tecidos vivos, mimetizando a
matriz extracelular e reproduzindo o intrincado arcabouco tridimensional. Desse modo, propicia
0 ambiente ideal para proliferacdo celular, neogénese vascular, quimiotaxia e diferenciagdo
celular. Devido as propriedades citadas, produtos a base de colageno sdo usados no auxilio de
reparos de diversos tecidos como 0ssos, tenddes, cartilagem, pele, vasos sanguineos e disco
intervertebral MUTHUKUMAR et al., 2018).

As matrizes poliméricas derivadas de coladgeno sdo provenientes principalmente do
colageno extraido da pele, tenddo e pericardio bovino. Entretanto, fontes de colageno oriundos
da serosa de intestino bovino ou suino sdo materiais promissores. Estudos anteriores
demonstraram o potencial das matrizes poliméricas a base de coladgeno derivado da serosa
intestinal bovina, quando utilizadas para promocao da regeneracdo 6ssea em ratos (HIRATA et
al., 2015; MUNHOZ et al., 2018; PETTIAN et al., 2018). Da mesma maneira, as matrizes de
colageno provenientes da serosa do intestino suino (SIS), séo caracterizadas por apresentar
relativa resisténcia, maleabilidade, elasticidade e possui absorcdo rapida, além de estimular o
processo de reparo tecidual por seus efeitos angiogénicos (CUI et al., 2022; CUNHA et al.,
2021; Ll et al., 2017). Sun et al, em um estudo in vivo afirmam que essas matrizes sdo capazes
de aumentar a angiogénese pela liberacdo do fator de crescimento endotelial vascular durante
a biodegradacdo e apresentam baixo teor de imunogenicidade o que torna esse tipo de
biomaterial viavel no reparo aos danos do tecido 6sseo (SUN et al., 2018).

Outro fator significativo nos biomateriais a base de colageno € a possibilidade de
melhoras em suas propriedades fisico-quimicas. Goissis, Plepis e Rocha descreveram em 1998
a técnica de hidrolise alcalina seletiva para preparacdo de materiais de colageno carregados
negativamente a pH fisioldgico, possibilitando a obtencédo de biomateriais a base de colageno
oriundos de tecido animal (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998). O processo consiste na
hidrolise seletiva dos grupos carboxiamidas dos residuos de aminoacidos asparagina (Asn) e
glutamina (GlIn), resultando na formagdo de matrizes com aumento de cargas negativas

superficiais da molécula do colageno, sem maiores alteracGes em
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sua estrutura. Essa alteracdo resulta em maior concentracdo de cargas na regido central da
molécula, possibilitando o surgimento de propriedades dielétricas e também elevando as
propriedades piezoelétricas da molécula, considerados fatores favoraveis no processo de
osteogénese (LACERDA; PLEPIS; GOISSIS, 1998; ROCHA et al., 2006; ROCHA; GOISSIS;
ROSSI, 2002) Outro ponto em consideracdo € que a hidrolise alcalina permite a transformacéo
da matriz de coladgeno nativa em uma matriz com estrutura porosa, além de remover quaisquer
células que porventura provoquem rejeicdo (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002).

Mesmo com as melhorias na composicdo quimica oriundas da hidrolise quimica, a
composicdo de blendas com outros polimeros naturais, bem como a associagdo com materiais
ceramicos vem-se mostrando efetiva em estudos in vivo envolvendo a regeneracéo 6ssea. Essas
composicdes tendem a melhorar propriedades como a estabilidade molecular, porosidade,
rigidez, absorcdo e degradacdo das matrizes (CHACON et al., 2023; CUNHA et al., 2011,
MORAES et al., 2019; MUNHOZ et al., 2018).

1.2.2 Elastina

A elastina é uma proteina polimérica presente na matriz extracelular, caracterizada por
conferir propriedades elasticas aos 6rgdos e tecidos, sendo mais abundante onde a elasticidade
é preponderante, como em vasos sanguineos, pele, pulméao, cartilagens e ligamentos elasticos.
E formada através de ligacdes cruzadas do seu mondémero precursor tropoelastina, entremeadas
a uma estrutura microfibrilar de fibrilina (BELLINGHAM; KEELEY, 2004; FAURY, 2001;
MARTYN; GREENWALD, 2001; PASQUALI-RONCHETTI; BACCARANI-CONTRI,
1997).

O uso dos materiais derivados da elastina como biomaterial tem invocado interesse da
engenharia tecidual devido as caracteristicas notaveis desta proteina estrutural: capacidade de
coacervacdo da tropoelastina, elasticidade, grande estabilidade da substancia (meia vida
aproximada de 70 anos) e a atividade bioldgica de sinalizacdo e inducdo molecular dos
peptideos derivados da degradacgdo da elastina (KARNIK et al., 2003; RAGNONI et al., 2016;
SIMIONESCU; PHILIPS; VYAVAHARE, 2005)

As fontes para obtencéo da elastina para producdo dos biomateriais provém da extracao
natural de enxertos, principalmente de origem animal e mais recentemente utilizando a terapia

recombinante e a producéo sintética (YEO et al., 2015). Fontes naturais humanas sdo escassas
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devido a expresséo da tropoelastina ser reprimida em adultos. Como houve permanéncia de
sequéncias importantes do gene da tropoelastina entre espécies, a utilizacdo deste peptideo
derivado de animais tem sido disseminada em substituicdo a humana (CHUNG et al., 2006).

A elastina ou tropoelastina natural pode ser proveniente de fontes como: ligamento nucal
equino e bovino, grandes vasos (LEE; YEO; WEISS, 2017), pavilhdo auricular bovino
(MCCLURE; SIMPSON; BOWLIN, 2012) e membrana de pericardio equino e bovino
(ROCHA et al., 2006), através de processos quimicos com detergentes, enzimas, solubilizacdo
e hidrolise (PLEPIS et al., 2013).

Os biopolimeros artificiais que contém elastina sdo chamados de elastin-like peptides
(ELPs). Eles séo principalmente baseados na sequéncia hidrofdbica repetida da tropoelastina,
que é mais frequentemente representada pela sequéncia pentapeptideo Val-Pro-Gly-Xaa-Gly
(VPGXG). Esses ELPs podem ser produzidos por sintese quimica ou tecnologia recombinante.
A possibilidade de controlar sequéncias especificas de polipeptideos permite um controle das
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos ELPs, aumentando assim a diversidade de suas
aplicacdes clinicas (YEO et al., 2015)

Estudos prévios relataram problemas com valvulas cardiacas e implantes vasculares que
contém elastina, com calcificagdo indesejada dessas estruturas (SWINDLE-REILLY;
PARANJAPE; MILLER, 2014). Paradoxalmente, a propensdo da elastina a calcificacdo é um
achado interessante quando esse tecido € utilizado para auxiliar na regeneracdo 6ssea
(MUNHOZ et al., 2020).

Especificamente sobre os biomateriais compostos com elastina oriunda do pavilhdo
auricular bovino, estes possuem suas fibras orientadas em forma de favo desenvolvendo uma
estrutura tridimensional composta por condrécitos espacados rodeados por fibras elasticas,
gerando as suas propriedades especificas que promovem resiliéncia e elasticidade aos tecidos,
bem como sinais quimiotaticos, adesao e proliferacdo celular (LEE; YEO; WEISS, 2017).

A utilizagdo proposta aos biomateriais a base de elastina além da regeneragdo 0ssea
incluem: carreamento de células indiferenciadas e farmacos (MACHULA; ENSLEY;
KELLAR, 2014), producdo de proteses valvulares cardiacas (GRANADOS et al., 2017),
revestimento e regeneracdo de enxertos arteriais (MAHARA; KIICK; YAMAOKA, 2017) e
nervos periféricos (HSUEH et al., 2014), funcionando também como substitutos a enxertos de
pele (XIE et al., 2017) e cartilagem (ZHU et al., 2017).

Os biomateriais a base de elastina também podem ser modificados ou associados a
outras moléculas naturais ou sinteticas, incluindo peptideos, proteinas, polissacarideos e

polimeros sintéticos, com a finalidade de melhorar a capacidade
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existente ou conferir propriedades adicionais aos compdsitos formados (MCCLURE;
SIMPSON; BOWLIN, 2012; SWINDLE-REILLY; PARANJAPE; MILLER, 2014). Nesse
sentido, o preparo da cartilagem através da hidrdlise alcalina e a associacdo com outros
polimeros naturais como o colageno ja demonstraram resultados promissores no processo de
reparo 6sseo em animais (CUNHA et al., 2021; MORAES et al., 2019; MUNHOZ et al., 2020).
A associacdo de moléculas de nanohidroxiapatita a essas blendas poliméricas podem melhorar
sua capacidade mecanica e biocompatibiidade. Ryan et al, adicionaram nanohidroxiapatita a
scaffolds de cologeno melhorando sua rigidez, porosidade e tamanho dos poros (RYAN et al.,
2015).

1.2.3 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita ¢ a forma mineralizada natural da apatita célcica, que é encontrada na
matriz 6ssea mineralizada, na dentina e em pequenas calcificaces presentes em glandulas como
a pinea (WANG; YEUNG, 2017). Sua férmula quimica ¢ Cal0(PO4)6(OH)2 e apresenta alta
solubilidade em sistemas aquosos e baixa solubilidade em solucGes acidas. Nos ultimos anos, a
hidroxiapatita, juntamente com o beta tricalcio fosfato, tornou-se um dos biomateriais
cerdmicos mais utilizados como enxerto 6sseo (DOLCIMASCOLO et al., 2019; GRIFFONI et
al., 2022).

As principais fontes de hidroxiapatita incluem corais, que sdo submetidos a um
tratamento hidrotérmico para formar a hidroxiapatita coralina (MACHA et al., 2015), tecidos
6sseos de animais que passam por desproteinizacdo (TURNBULL et al., 2018), e formulagdes
sintéticas que utilizam precipitacdo de solucbes aquosas ou reacdes de estado solido (ABBASI
et al., 2020).

Embora ndo possua atividade osteogénica ou osteoindutora, a hidroxiapatita apresenta
uma notavel capacidade osteocondutora e biocompatibilidade, devido a sua similaridade
quimica com a matriz dssea mineralizada (ABDUL HALIM; HUSSEIN; KANDAR, 2021;
ZIMMERMANN; MOGHADDAM, 2011). Além disso, a hidroxiapatita possui porosidade e
tamanho de poros semelhantes aos do osso esponjoso, variando entre 200 e 500pum (ALLEN,
2013). Essas qualidades estimulam a conexao, migracdo, proliferacdo e expressdo fenotipica
das celulas Osseas, permitindo a formacdo de o0sso novo diretamente depositado sobre o
biomaterial (CHEN et al., 2022; PUPO et al., 2021).

Assim como outras ceramicas, a hidroxiapatita (HA) é conhecida por sua alta resisténcia
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e baixa ductilidade, o que significa que ela sofre pouca deformacéo, mas tende a quebrar quando
sujeita a cargas que ultrapassam sua capacidade de resisténcia. A hidroxiapatita coralina, por
sua vez, apresenta resisténcia compressiva discretamente superior a do 0Sso esponjoso, e essa
resisténcia aumenta proporcionalmente com o crescimento 0sseo progressivo (MALLICK,
2014).

A reabsorcdo da hidroxiapatita € muito lenta devido as caracteristicas dos seus poros,
podendo levar anos ou até mesmo ndo ocorrer (HAK, 2007). No entanto, a introducdo da
nanotecnologia potencializou a biorreatividade dos materiais, aumentando o numero de
moléculas na superficie do material e melhorando suas propriedades através do contato mais
préximo com outras substancias (NOOR, 2013).

A hidroxiapatita pode ser encontrada na forma de pés, blocos, granulos e cimentos, tanto
densos quanto porosos e na escala nano pode ter formatos como bastdes, fibras, esferas ou
folhas (HENCH; WILSON, 1993; LOWE; HARDY; WALSH, 2020), sendo utilizada para
preenchimento de defeitos ou cavidades Gsseas apds trauma, bem como em associagcdo com

enxerto autélogo em casos de quantidade insuficiente deste (HAK, 2007).

1.3 Associacdo de biomateriais

Através da engenharia de tecidos, é possivel desenvolver sistemas tridimensionais
chamados scaffolds, que favorecem a cicatrizacdo 0ssea. Para desempenhar essa funcdo, um
scaffold deve ser biodegradavel, biocompativel e ndo produzir substancias toxicas durante a sua
degradacédo. Além disso, em casos de regeneragdo 0ssea, € essencial que apresente propriedades
como osteointegracdo e osteoconducgédo (CAO; LIU; CHEW, 2009; OGUERI et al., 2019), que
sdo responsaveis por promover a formacdo de uma matriz extracelular capaz de substitui-lo
gradualmente.

Atualmente, € um desafio determinar qual biomaterial € 0 mais adequado para o reparo
de lesBes Osseas, seja utilizado isoladamente ou em conjunto. Estudos prévios, incluindo muitos
realizados por pesquisadores nacionais, tém contribuido para um melhor entendimento da
associagdo de diversos biomateriais, especialmente quando se utiliza polimeros naturais como
base para a fabricagdo desses scaffolds (CHACON et al., 2023; CUNHA et al., 2021;
MACHADO et al., 2015; MORAES et al., 2019; MUNHOZ et al., 2020; PETTIAN et al.,
2018).

Sistemas baseados em polimeros naturais proporcionam uma arquitetura tridimensional
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altamente porosa, criando um ambiente adequado para adeséo, proliferacdo e diferenciacédo
celular (NEACSU et al., 2020). Além disso, essas matrizes devem estimular o desenvolvimento
de novos vasos sanguineos para o transporte de oxigénio e nutrientes para o local do defeito
0sseo. Considerando que a arquitetura 0ssea natural € composta por cristais de hidroxiapatita
entremeados a moléculas de coldgeno, parece l6gico utilizar materiais que mimetizam essa
estrutura. Portanto, um scaffold feito de polimeros naturais e adicionado de cristais de
hidroxiapatita pode melhorar o biomimetismo do composto, tanto em termos de composicado
quanto de estrutura da matriz 6ssea extracelular (DU et al., 2019).

Diante disso, torna-se promissor as pesquisas em animais usando polimeros naturais,
como o colageno derivado da serosa intestinal suina e a elastina da cartilagem auricular bovina,
em conjunto com hidroxiapatita de dimens6es nano, para a formulacéo de scaffolds destinados

ao preenchimento de defeitos 6sseos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial de neoformacdo 6ssea dos scaffolds de colageno serosa de intestino
porcino com nanohidroxiapatita e associadas a elastina, quando utilizadas no reparo 6sseo de
defeitos provocados experimentalmente na tibia de ratas sadias ndo ovariectomizadas e em ratas

ovariectomizadas.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a biocompatibilidade dos biomateriais utilizados no reparo de defeitos tibiais
em ratas através das analises das condi¢des macroscopicas, radiograficas e hidroldgicas da area
cirdrgica;

- Determinar a reabsorc¢do dos biomateriais simultaneamente ao processo de
osteogénese na area cirdrgica;

- Caracterizar a morfologia do tecido 6sseo neoformado na area cirurgica, bem como
quantificar o volume éssea relativo apresentado

- Avaliar a influéncia da ovariectomia no processo de consolidacdo dssea nesses

animais
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3 METODOS

3.1 Obtencdo dos biomateriais

Os scaffolds utilizadas foram preparadas e caracterizadas pelo mestrando Claudio
Fernandes Garcia, sob orientacdo da Profa. Dra. Ana Maria de Guzzi Plepis no Grupo de
Bioquimica e Biomateriais do Instituto de Quimica de S&o Carlos — USP. Os materiais
utilizados foram o coladgeno obtido de serosa suina, a cartilagem auricular bovina e a

nanohidroxiapatita sintetizada. (Anexo, itens 8.1 e 8.2)

3.2 Planejamento experimental

Este trabalho baseou-se nas normas descritas pelo CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal) para uso de animais em pesquisa. Utilizou-se 60 ratas da
espécie Ratus novergicus - Wistar, com 6 meses de idade e aproximadamente 350 gramas de
peso corporeo (YOUSEFZADEH et al., 2020), fornecidos pelo Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Os animais foram alojados no Biotério da Faculdade
de Medicina de Jundiai em temperatura controlada (23 £1°C) e ciclo claro/escuro de 12/12 horas
e permaneceram em gaiolas com maravalha, recebendo racdo balanceada (purina) e 4gua ad-
libtum.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica para uso de animais da Faculdade de
Medicina de Jundiai, protocolo n® 246/2019 (Anexo, item 8.3).

Inicialmente em 30 animais foram realizadas a ovariectomia bilateral e ap6s 8 semanas
realizados os procedimentos na tibia esquerda.

Os animais foram alocados em 6 grupos com 10 animais cada, conforme a seguir:

Grupo 1 (G1-NO-C): Ratas ndo ovariectomizadas com defeito na tibia e sem enxerto
(Controle ndo ovariectomizadas);

Grupo 2 (G2-NO-MSH): Ratas ndo ovariectomizadas com defeito na tibia e enxertado
com scaffolds de coldgeno/nanohidroxiapatita;

Grupo 3 (G3-NO-MSHC): Ratas ndo ovariectomizadas com defeito na tibia e enxertado
com scaffolds de colageno/nanohidroxiapatita e associada a elastina;

Grupo 4 (G4-O-C): Ratas ovariectomizadas com defeito na tibia e sem enxerto
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(Controle ovariectomizadas);
Grupo 5 (G5-O-MSH): Ratas ovariectomizadas com defeito na tibia e enxertado com

scaffolds de colageno/nanohidroxiapatita;
Grupo 6 (G6-O-MSHC): Ratas ovariectomizadas com defeito na tibia e enxertado com

scaffolds de colageno/nanohidroxiapatita associada com elastina.
Em cada grupo, as tibias de 10 animais foram utilizadas para analise macroscopica,

radiografica e histologica, conforme Figura 1:

Figura 1 — Planejamento experimental com 60 ratas Wistar

Obtencio dos biomateriais

MSH MSHC
30 mg de nanoHA 50 mg de elastina '
p di L. para cada 10 g de gel auricular bovina para Procedimentos cirtirgicos para
rocedaimen CIrUrgic T 4 e oel de . . - e
. rocedme 1o ¢ Furgico para de coligeno de cada 10 g de gel de ovariectomia bilateral e criagio
criagiio de defeito critico na tibia dos serosa suina 1,5 %. colageno/nanoHa . . g ) !
de defeito critico na tibia dos ratos

ratos niio ovariectomizados (NQ) ovariectomizados (O)

— 3 mm — — 3mm —

G1-NO-C G4-0-C
Defeito dsseo sem Defeito 6sseo sem
preenchimento preenchimento
(Controle) (Controle)
G2-NO-MSH — Bilateral G5-0O-MSH

ovariectomy

Defeito 0sseo
preenchimento com
scaffold de colageno
e nanohidroxiapatita

Defeito osseo
preenchimento com
scaffold de colageno
e nanohidroxiapatita

G3-NO-MSHC A G0-O-MSHC
Defeito osseo Defeito dsseo
preenchimento com preenchimento com

scaffold de coldgeno Defeito ST \ol4
1 ¢ 1o, hssen scaffold de colageno,
nanohidroxiapatita 3 mm nanohidroxiapatita

e elastina e elastina

Fonte: Proprio autor.

3.3 Técnica cirargica
3.3.1 Ovariectomia bilateral

Os animais dos grupos 4, 5 e 6 foram pesados e anestesiados com uma solucéo de

Xilazina (1 mg/kg), um sedativo, analgésico e relaxante muscular, juntamente com Ketamina
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(70 a 80 mg/kg), um agente anestésico com efeito sedativo, e tramadol (10 mg/kg), todos
administrados por via intramuscular (CUNHA et al., 2010). Apo6s a tricotomia e assepsia com
clorexidina degermante da regido dorsal, realizou-se uma incisdo na pele a 2 cm em ambos 0s
lados da coluna vertebral. O subcutaneo foi descolado para visualiza¢do da musculatura local.
A mesma foi seccionada no sentido longitudinal dando acesso ao retroperitonio. Desta maneira,
os ovérios foram identificados e removidos através da sec¢do e remocao cirdrgica dos I6bulos
do utero e das tubas uterinas (Figura 4).

Ap0s a cirurgia, procedeu-se a sutura dos tecidos e cada animal recebeu uma dose via
intramuscular de 0,1 mg/100 g de peso do antibiético Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte
(Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). No local da ferida cutdnea da regido cirdrgica, foi
aplicado o antibiotico Rifamicina Spray. Também foi colocado paracetamol (15 gotas) na agua

da mamadeira dos animais durante o periodo pds cirurgico.

3.3.2 Procedimento para realizagdo da falha dssea tibial

Para a realizacdo da cirurgia, os animais foram anestesiados com uma solucdo de
Xilazina (1 mg/kg), um sedativo, analgésico e relaxante muscular, juntamente com Ketamina
(70 a 80 mg/kg), um agente anestésico com efeito sedativo, e tramadol (10 mg/kg), todos
administrados por via intramuscular. Além disso, durante a cirurgia, foram colocadas gazes
embebidas em solucdo de soro fisiolégico a 0,9% nos olhos dos animais para prevenir o
ressecamento das corneas.

Apés a anestesia e tricotomia do membro pélvico esquerdo, foi realizada antissepsia
com Clorexidine Degermante. Em seguida, foi feita uma incisdo cutanea na face anteromedial
e com a extremidade proximal da tibia esquerda exposta e o periosteo rebatido, foi criada uma
falha 6ssea utilizando uma broca cirargica de 3mm de didmetro, acoplada a uma caneta de mini-
motor (ELTEC LB-100- Eltec Elektronik AG, Mainz, Alemanha), até atingir o canal medular
(Figura 2). A localizagdo do defeito na tibia foi padronizada a 10 mm inferior a articulagéo do
joelho em sua face medial. Durante todo o procedimento, a area foi continuamente irrigada com
solucdo fisiologica para evitar o aquecimento local e lesdes no tecido. Apos a obtencgdo da
cavidade, seu conteddo medular foi curetado e aspirado por meio de material cirurgico
apropriado. Em seguida, as matrizes previamente esterilizadas por 6xido de etileno, foram

implantadas, de acordo com os grupos descritos na figura 2, exceto nos grupos controle.
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Figura 2 - Procedimento cirargico de ovarictomia bilateral (A, B e C); Abordagem cirlrgica ap6s 12
semanas para criacdo do defeito critico na tibia esquerda (D, E e F) das ratas Wistar de G1 a G6. (LO)
Ovario esquerdo; (UH) Tuba uterina; (S) Sutura; (BD) Defeito 6sseo critico; (M) Matrizes poliméricas.

Ovariectomia

Criacao do defeito 6sseo critico

Fonte: Proprio autor.

3.3.3 Sutura dos tecidos e medicacao

Apbs a cirurgia, procedeu-se a sutura dos tecidos, sendo o peridsteo e a pele
reposicionados e suturados com fio de nylon 5.0 (Ethicon, Johnson &Johnson, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil). Em seguida, cada animal recebeu uma dose de 0,1 mg/100 g de peso do
antibiotico Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte (Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). No
local da ferida cutdnea da regido cirdrgica, foi aplicado o antibidtico Rifamicina Spray. Também
foi colocado paracetamol (15 gotas) na dgua da mamadeira dos animais durante o periodo pos

cirargico.
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3.4 Controle pds-operatério

Os animais operados ficaram isolados em gaiolas separadas, em observagédo constante
e receberam racdo comum e agua ad-libitum. Realizou-se a limpeza das caixas com a troca da
maravalha trés a quatro vezes na semana. No poés-operatorio foram observados todos os

cuidados necessarios com os fatores de estresse e dor.

3.5 Morte indolor induzida dos animais e preparo dos materiais para analise

A morte indolor induzida dos animais foi realizada apds 6 semanas do procedimento
cirtrgico através de alta dosagem de anestesia intraperitoneal de ketamina, Xilazina e Tiopental.
Apds constatada a morte do animal, a resseccdo da tibia ocorreu com a desarticulacéo no joelho
e tornozelo. Os ossos foram identificados, preparados e armazenados de acordo com o protocolo

de cada andlise especifica.

3.6 Analise das pecas

3.6.1 Analise macroscopica

A consisténcia e a natureza dos tecidos cutaneo e subcutaneo da area cirdrgica foram
observadas e, juntamente com a remocéo da tibia, foram fotodocumentados com o intuito de
registrar alguma alteracdo patologica ou sinal sugestivo de rejeicdo aos biomateriais

implantados.

3.6.2 Analise radiogréafica

Utilizou-se aparelho Odel 300 miliamperes, foco com 100 miliamperes, tempo de 0,06
segundos e radiacdo de 40 kV. As imagens foram digitalizadas pelo sistema Agfa e avaliadas
quanto a integridade da falha dssea, bem como a regeneracao através do aspecto radiopaco e

radiolcido da area do implante.
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3.6.3 Processamento histoldgico das amostras da area cirurgica

As amostras contendo a area receptora do enxerto permaneceram imersas em formol
tamponado 10% (Allkimia® - Campinas/SP - Brasil) durante 10 dias, seguidas de imersdo em
solucdo descalcificante de cloreto de hidrogénio (Allkimia® - Campinas/SP - Brasil). A solucao
foi trocada a cada 3 dias em um periodo que variou entre 15 e 20 dias. Apds a descalcificacdo
as amostras foram lavadas em agua corrente. As mesmas foram inseridas em cassetes
histologicos e submetidas ao processo de desidratacdo e diafanizacdo em processador
automatico de tecidos LUPE®PT, contendo 2 recipientes com formol tamponado 10%, 4
recipientes com alcool absoluto, 4 contendo xilol 100% e 2 recipientes com parafina liquida a
70°C.

O tempo de imersdo das amostras em cada recipiente foi de 1 hora, totalizando um
processo de 12 horas. Em seguida as amostras foram incluidas verticalmente em bloco de
parafina e congeladas a -5°C e foram submetidas a cortes semisseriados com 5 um de espessura.
Ap06s o processo de desparafinizacdo foram coradas com os seguintes marcadores Gsseos:
Tricrdmico Masson e Picrosirus Red. Para analise e fotomicrografia das laminas histolégicas
ao longo da falha dssea de cada animal, usou-se o fotomicroscopio MOTIC BA310 com
objetivas de 4, 10 e 20 vezes. As imagens obtidas permitiram uma analise qualitativa da
neoformacdo dssea, distinguindo osso maturo do imaturo, bem como fornecendo caracteristicas

dos componentes da matriz extracelular.

3.6.4 Analise histolégica por microscopia de luz

Nesta técnica, utilizou-se o Tricromico de Masson que permitiu diferenciar 0sso maduro
original corado em vermelho do osso neoformado imaturo que se cora em azul, além da
possibilidade de visualizagéo das fibras colagenas que também se coram em azul. As imagens
histoldgicas nos permitem uma andlise qualitativa da neoformacdo dssea, pela distin¢do da
evolucdo da organizacdo Ossea, bem como fornecendo caracteristicas dos componentes da

matriz extracelular pela identificacdo do tecido predominante.



47

3.6.5 Andlise histoldgica por microscopia de luz polarizada

O método Picrosirius Red (solucdo aquosa saturada de &cido picrico adicionada de 0,1
g de vermelho da Siria F3b, Sirius Red F3B-Bayer) permite avaliar o colageno formado no
inicio da consolidacdo 6ssea. O Picrosirus Red interage com as moléculas do colageno,
intensificando a sua capacidade de birrefringéncia (MONTES; JUNQUEIRA, 1991).

3.6.6 Andlise morfométrica da neoformacao dssea da area cirdrgica

A anélise teve por base 0 método de estereologia, sendo analisados os cortes realizados
ao longo da dimensdo da falha Gssea na tibia (Figura 3). As laminas foram coradas com
Tricromico de Masson, analisadas com um microscopio de luz NIKON ECLIPSE E200
utilizando-se lentes objetivas de 4X e 10X de aumento e fotografadas. Para obtencdo dos dados,
foi utilizado o software Image J, do Laboratério de Morfologia dos Tecidos do Departamento
o célculo da area total (volume relativo) em um? da area lesada, seguido pelo calculo da area de
0sso neoformado. Esses dados permitiram estabelecer o percentual de 0sso neoformado da area

cirdrgica através do uso de uma regra de trés (Figura 4).

Figura 3 - Demonstragdo dos cortes transversais realizados na area da lesdo para obtengédo das laminas
histol6gicas para analise do reparo 6sseo. Regido proximal (A), média (B) e distal (C) da falha 6ssea.
Ampliacéo 4X.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 4 - Software utilizado na morfometria do volume dsseo formado no defeito. (A) Observa-se as
linhas pretas para calculo da espessura média da cortical dssea. Em seguida, linhas amarelas sdo tracadas
sobre o defeito 6sseo com linha de comunicacgao para identificacdo da area total do defeito dsseo; (B)
Nota-se 0s contornos verdes sobre as areas de neoformacao dssea dentro da area total do defeito.

= Area total: 1.678.361 um?

S —

: i pd N = == Scale:100um
a 189.390 nm
b 178.534 nm
c 255.128 nm
d 208.739 nm
A Média da espessura cortical 207.948 nm

d ,‘,_ ’.4_7 jor. § "': 4 ) ‘.','

Fonte: Préprio autor.
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3.6.7 Andlise Estatistica

Os valores obtidos para as analises do percentual do volume 6sseo neoformado na area
cirurgica foram submetidos ao teste de ANOVA e Tukey para comparacéo e diferenciacdo entre
0s grupos estudados, sendo utilizado o software BioEstat 5.0 do laboratério de Morfologia dos
Tecidos do Departamento de Anatomia e Patologia Bésica da Faculdade de Medicina de

Jundiai.
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4 RESULTADOS

4.1 Anélise macroscopica e radioldgica do defeito 6sseo

O presente estudo avaliou o potencial osteoregenerativo de scaffolds poliméricos de
colageno da serosa do intestino porcino com nano cristais de hidroxiapatita, acrescidas ou ndo
a elastina derivada da cartilagem auricular bovina, implantados em defeitos 6sseos na tibia de
ratas em condi¢Ges normais do osteometabolismo e em ratas com deficiéncia estrogénica
causada pela ovariectomia bilateral.

O protocolo experimental aplicou os principios das diretrizes ARRIVE do Centro
Nacional para a Substituicdo, Refinamento e Reducdo de Animais em Pesquisa (National
Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Research - NC3Rs), com
os devidos cuidados pré e pos-operatorios com medidas a controle analgésico e de boas praticas
assépticas para a realizagdo dos procedimentos.

A andlise macroscopica revelou a cicatrizacdo adequada com auséncia de sinais
inflamatdrios, observada pelas condic¢Bes clinicas dos tecidos moles subcutaneos, que nao
apresentavam a formacdo de aderéncias em todos os grupos do estudo, conforme imagens A e
B da Figura 5. As areas enxertadas com as membranas MSH (grupos G2 e G5) e MSHC (grupos
G3 e G6), evidenciaram bordas bem delimitadas e com discreta presenca de fluidos sanguineos

ao redor dos biomateriais. Este achado foi compativel com as areas dos defeitos 6sseos néo
preenchidos por scaffolds (grupos controle G1 e G4), cuja semelhanca é indicativa do processo
natural da reparacdo ¢ssea associada a angiogénese local, que era esperada para todos 0s grupos.

N&o foram observados outros sinais sugestivos de complicacdes infecciosas como
cistos, fibromatoses, necroses ou abcessos. Os grupos com deficiéncia de horménio gonadal
(G4 a G6) ndo apresentaram exacerbacdo de resposta inflamatéria local e ambos os scaffolds
poliméricos apresentaram biocompatibilidade nos defeitos 0sseos criticos.

Na analise radioldgica foram observados contornos bem preservados dos defeitos
6sseos, com radiopacidade das margens corticais da tibia em todos os grupos do estudo,
descartando também rarefacGes 0sseas ou processos infecciosos como a osteomielite. No centro
dos defeitos criticos foram observadas areas arredondadas com radiolucéncias presentes e
delimitadas pelas margens corticais. N&do foram observadas fraturas secundarias,
pseudoartroses, processos carcinogénicos ou quaisquer outras anormalidades morfolégicas,

conforme imagens C (Figura 5).
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Figura 5 - Grupos de ratas ndo ovariectomizadas a esquerda (G1 a G3) e grupos de ratas
ovariectomizadas a direita (G4 a G6). (A) Imagens macroscépicas in vivo; (B) Imagens macroscdpicas
das tibias dissecadas; (C) Imagens radioldgicas. As setas indicam a &rea do defeito dsseo critico.

Non-ovariectomized rats (NO) Ovariectomized rats (O)

Group 1 (NO-CO)
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Group 6 (O-MSHC)

Fonte: Préprio autor.

4.2 Analise morfoldgica da area do defeito dsseo

A histologia com Tricrémico de Masson aplicada aos grupos G1 a G3, evidenciou que
os animais em condi¢fes osteometabdlicas normais apresentaram maior eficiéncia
osteorregenerativa em comparacdo aos animais com deficiéncia estrogénica, provocada
experimentalmente com a ovariectomia bilateral (G4 a G6).

Os grupos controles ndo ovariectomizado (G1-NO-C) e ovariectomizado (G4-0O-C),
apresentaram discreta formacdo de tecido 6sseo ao longo de todo o defeito 6sseo em menor
quantidade que nos grupos enxertados com os scaffolds. A neoformacdo ocorreu de forma
centripeta em direcdo ao canal medular e o defeito 0sseo foi preenchido predominantemente

por tecido conjuntivo frouxo.
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O scaffold de colageno com nanohidroxiapatita implantado nos grupos sadio (G2-NO-
MSH) e no grupo ovariectomizado (G5-O-MSH), apresentou potencial osteogénico e estimulou
a diferenciacdo celular, que pode ser observada pelo maior nimero de lacunas alojando
ostedcitos em ambos os grupos. Em G2-NO-MSH a neoformacdo dssea iniciou nas margens da
cortical da tibia e projetou-se ao centro do defeito critico de forma suficiente para cobrir toda a
extenséo da falha.

Isso ndo foi observado no respectivo grupo doente (G5-O-MSH), no qual a ponte 6ssea
neoformada néo projetou a ponto de unir as duas bordas do defeito. A neoformacao ocorreu em
menor quantidade e em dire¢cdo ao canal medular da tibia, formando uma invaginagdo. A
formacdo Ossea de caracteristica trabecular formaram lacunas com aprisionamento de tecido
hematopoiético e, na interface osso-scaffold havia tecido conjuntivo interposto. Enquanto no
grupo sadio (G2-NO-MSH), ocorreu maior osteogénese e de caracteristica compacta. Nos dois
grupos os resquicios da membrana ainda podiam ser observados apds seis semanas de pos-
operatorio, sendo mais evidente no interior do defeito 6sseo dos animais do grupo G5-O-MSH.
Sendo assim, o biomaterial apresentou menor biodegradacdo nas ratas com insuficiéncia
mineral causada pela deficiéncia gonadal.

A matriz polimérica confeccionada com colageno, nanohidroxiapatita e elastina,
implantada nos grupos sadio (G3-NO-MSHC) e no grupo patolégico (G6-O-MSHC),
apresentou maior potencial osteogénico, quando comparada a matriz de coldgeno contendo
apenas o aditivo inorganico. Em G3-NO-MSHC as lamelas 6sseas originadas nas bordas,
migraram até o centro do defeito critico, apresentando matriz ostedide com caracteristica
compacta e mais espessa, cuja neoformacao preservou a direcéo da projecao cortical nativa da
tibia, ndo invadindo o canal medular. No respectivo grupo doente G6-O-MSHC, ocorreu
neoformacdo 6ssea em menor quantidade e trabecular, formando uma invaginacdo para o
interior do canal medular e com mais interposicao de tecido conjuntivo frouxo na interface entre
0 0SS0 e 0 scaffold.

Diferentemente de MSH, a matriz MSHC demonstrou biodegradacdo menos acelerada,
fornecendo suporte para a proliferacdo celular e crescimento da matriz ostedide. Ambas
apresentaram capacidade de diferenciacdo celular, confirmada pela presenca de inimeros
ostedcitos ao longo do 0sso novo, sendo mais evidente nos grupos experimentais que receberam
MSHC.

Quanto as diferencas observadas entre os grupos sadios e ovariectomizados, nos animais
sadios foram constatadas neoformacdes ésseas mais significativas, com caracteristicas

compacta e mais madura, identificavel pela predominéncia da coloracdo vermelha. Enquanto
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nas ratas com condi¢des osteometabdlicas desfavoraveis, a neoformagao foi insuficiente para o
fechamento da falha 6ssea, migrou para o interior do canal medular e se apresentou de forma
trabecular e mais imatura, observavel pela maior area corada em azul pelo Tricromico de
Masson e acabou favorecendo a formacéo de tecido conjuntivo.

Outro aspecto importante foi que nas ratas com condi¢des osteometabdlicas normais
(G2-NO-MSH e G3-NO-MSHC), a biodegradagdo dos scaffolds ocorreu de forma mais
acelerada, quando comparados aos grupos de ratas doentes. Nos grupos sadios também houve
a maturacéo o tecido 6sseo compacto neoformado. Tanto nos grupos doentes quanto nos grupos
sadios, ambas as matrizes demonstraram potencial osteogénico e osteocondutor, contudo as
membranas MSHC se destacaram nestes aspectos, principalmente quando aplicada nos animais

saudaveis (Figura 6).
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Figura 6 - Fotomicrografias com Tricrdmico de Masson dos grupos ndo ovariectomizados a esquerda
(G1-NO-C, G2-NO-MSH e G3-NO-MSHC) e grupos ovariectomizados a direita (G4-O-C, G5-O-MSH
e G6-O-MSHC). Setas pretas indicam os focos de neoformacgdo Ossea; Setas amarelas indicam a
presenca de tecido conjuntivo frouxo; Asterisco (*) indica a presenga dos scaffolds. Aumentos de 10
vezes.

Non-ovariectomized rats (NO) Ovariectomized rats (O)

Fonte: Proprio autor.

A coloragdo histoldgica Picrosirius Red, permitiu analisar a formacdo, densidade e
orientacdo das fibras coldgenas. Nos grupos sadios as fibras coldgenas do tecido 6sseo
neoformado foram marcadas predominantemente na cor vermelha, com agrupamento de forma
densa indicando a formacdo de osso compacto. Também foi possivel observar as fibras

coldgenas do tecido conjuntivo apresentando o mesmo padrdo de coloracdo, porém mais
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dispensas e paralelas migrando para mdultiplas direcdes (tecido conjuntivo frouxo e
desorganizado).

Nos grupos com deficiéncia gonadal as fibras colagenas apresentaram birrefringéncia a
luz polarizada, com padrdo de coloracdo em tons laranja e esverdeado, presentes nas
neoformacbes Osseas e nas areas com tecido conjuntivo interposto. Os animais doentes

apresentaram menor formacdo e densidade das fibras colagenas (Figura 7).

Figura 7 - Fotomicrografias com Picrosirius Red dos grupos nao ovariectomizados a esquerda (G1-NO-
C, G2-NO-MSH e G3-NO-MSHC) e grupos ovariectomizados a direita (G4-0O-C, G5-O-MSH e G6-O-
MSHC). Setas pretas indicam os focos de neoformagéo Ossea; Setas amarelas indicam a presenca de
tecido conjuntivo frouxo; Asterisco (*) indica a presenca dos scaffolds. Aumentos de 10 vezes.

Non-ovariectomized rats (NO) Ovariectomized rats (O)
\ o<
T s 3 \‘-A ; ;‘ 3 # 4

N

Scale:101pm Scale:101pym

: M Scale:101um

Fonte: Préprio autor.
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4.3 Analise histomorfométrica e estatistica do volume 6sseo neoformado na area do defeito
0sse0.

A histomorfometria foi realizada a partir de trés areas diferentes ao longo do defeito
critico para cada animal, obtendo-se o volume percentual do osso neoformado e seus
respectivos desvios padrdo para os grupos de estudo: 36,35 + 1,79 (G1-NO-C); 46,34 + 7,07
(G2-NO-MSH); 49,95 £ 9,01 (G3-NO-MSHC); 26,36 + 0,98 (G4-0-C); 35,16 + 1,41 (G5-0O-
MSH); 35,61 + 3,78 (G6-O-MSHC).

A andlise estatistica revelou diferenca significativa entre os grupos sadios enxertados
em relacdo ao grupo homélogo controle (G2 e G3 vs G1), demonstrando que ambos os scaffolds
apresentaram potencial osteorregenerativo para GBR. Apesar do maior volume de 0sso novo
identificado nos grupos com deficiéncia osteometabdlica, as matrizes ndo produziram diferenga
significativa quando implantadas em animais doentes e comparadas com o respectivo controle
(G4 vs G5 vs G6).

N&o houve diferenca estatistica entre o volume de osso neoformado dos grupos sadios
enxertados (G2 vs G3) e em relacdo aos grupos ovariectomizados (G5 vs G6), desta forma as
matrizes MSH e MSHC apresentaram potenciais osteocondutores semelhantes.

A deficiéncia gonadal produziu efeito deletério significativo para a osteogénese, quando
comparamos 0s grupos sadios e homélogos doentes (G1 vs G4; G2 vs G5; G3 vs G6), indicando
gue os animais ovariectomizados apresentaram condi¢fes osteometabdlicas mais desfavoraveis

para a regeneracdo de defeitos 6sseos criticos (Figura 8).
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Figura 8 - Diagrama do volume percentual de 0sso neoformado para os grupos sadios e ovariectomizados
e respectivas diferencas estatisticas. Os resultados estatisticos demonstrados na cor preta, demonstram
as analises intergrupos sadios e intergrupos ovariectomizados. Os resultados estatisticos demonstrados
na cor verde, demonstram as analises comparativas entre grupos homalogos. indice de significancia
p<0.05. (ns) Nao significativo.
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5 DISCUSSAO

A investigacdo de biomateriais como alternativas aos enxertos 0sseos autologos torna-
se imperativa devido a alta prevaléncia de lesbes que resultam em perda de massa 0ssea,
demandando estimulos para auxiliar a consolidagdo. Essa necessidade é agravada pelos desafios
inerentes ao uso dos enxertos convencionais, ainda considerados como o padrdo-ouro em
procedimentos ortopédicos (LOBB; DEGEORGE; CHHABRA, 2019; OGUERI et al., 2019;
ORYAN et al., 2014; ORYAN; MONAZZAH; BIGHAM-SADEGH, 2015).

Consequentemente, avangos significativos tém sido feitos no desenvolvimento de
biomateriais nos ultimos anos, aprimorando caracteristicas como osteoconducéo,
osteointegracdo e bioatividade. No entanto, ainda nao foi identificado um biomaterial ideal para
substituicdo Ossea, devido as limitacGes e desvantagens existentes. Estas incluem baixa
resisténcia mecanica, custo elevado de producdo, desafios na sintese através de processos fisico-
quimicos, capacidade osteogénica limitada e obstaculos na osteointegracdo, frequentemente
devido a presenca de tecido conjuntivo interposto (BALDWIN et al., 2019; HIRATA et al.,
2015; SOHN; OH, 2019).

Nesse contexto, torna-se justificavel a exploracdo de abordagens inovadoras no &mbito
da Engenharia Tecidual, como o foco desta pesquisa. Fica evidente a importancia de tais
estudos, que contribuem para o progresso cientifico nesse campo crucial, buscando solucdes
avancadas para desafios médicos complexos.

No presente estudo, foram realizados testes in vivo com um novo biomaterial a base de
coldgeno da serosa de intestino porcino, associada a nanohidroxiapatita sintética, tanto
isoladamente quanto em combinacdo com a elastina derivada da cartilagem auricular bovina.
Essa avaliacdo visou investigar a capacidade de reparo de defeitos 6sseos criados

experimentalmente na tibia de ratos em condicdes de ovariectomia.

5.1 Modelo experimental

5.1.1 Modelos de Osteoporose

Estudos experimentais em animais consistem em uma ferramenta valida e amplamente

utilizada para experimentacdo de drogas e implementacéo de procedimentos. O modelo animal
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permite avaliar a propriedade de diversas substancias, pois apresentam boa padronizagao, baixo
custo, reprodutibilidade, e ambiente biologico semelhante aos humanos. Constituem dessa
forma, etapa primordial para seguranca na utilizacdo posterior em humanos. Para o estudo da
osteoporose, 0s modelos animais sdo bem estabelecidos e constituem ferramenta importante
para compreenséo desta patologia.

A ovariectomia em ratos € o modelo mais encontrado para inducdo de osteoporose
(TURNER, 2001). Outros métodos empregados para inibir a producéo ovariana de estrogénio
envolvem o uso de substancias quimicas que levam a sua falha ou substancias que inibem o
eixo hipotalamo-hipéfise-ovario. Estudos prévios sugerem que a castragdo quimica resulta em
alteracbes da densidade Ossea de menor magnitude e mais lentamente em comparagdo a
castracdo cirurgica (SOPHOCLEOUS; IDRIS, 2014), sendo esta ultima a utilizada nesse
trabalho.

Quanto a via de acesso para a ovariectomia, foi utilizada a via dupla dorsolateral, pois
em comparacdo a via dorsal Unica, aquela apresenta menor tempo, menor tamanho da inciséo e
menor tempo de cicatrizacdo (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2012). Além do mais,
a via ventral esta associada a 30% de mortalidade em 24h, possivelmente devido a manipulacédo
do trato gastrointestinal (BAZZIGALUPPI et al., 2018).

Apesar de ndo haver estudos comparativos das diversas linhagens de ratos em modelos
de osteoporose, as mais utilizadas sdo a Sprague-Dawley e Wistar, que apresentam respostas
similares a ovariectomia (LANGDAHL; FERRARI; DEMPSTER, 2016). Utilizou-se nesse
trabalho ratos Wistar com 6 meses de idade, pois estudos prévios sugerem entre 6 e 9 meses, a
melhor época para ovariectomia nos estudos de osteoporose. 1sso devido a menor possibilidade
de alteracdes dsseas relacionadas a idade, que se tornam mais frequentes a partir dos 9 meses.
Por outro lado, ratos com menos de 6 meses ainda apresentam um turnover 0sseo positivo
podendo ser um fator conflitante (FRANCISCO et al., 2011; LAIB et al., 2001).

Com a ovariectomia, os efeitos da queda hormonal n&o sdo uniformes em todos 0s 0Ss0s.
Apos 4 semanas os locais mais afetados em ratos sdo fémur, tibia, umero e coluna (LIU et al.,
2015). Desses a tibia é afetada com mais intensidade e mais precocemente, em especial 0 0ss0
esponjoso presente na parte proximal do o0sso. Outra consideracdo € que a tibia proximal
necessita de 30 a 60 dias para que haja perda de 50% da massa 6ssea, 0 que faz desse sitio 0
escolhido para estudos de curto prazo (FRANCISCO et al., 2011; WRONSKI et al., 1989;
ZHANG et al., 2018b). Portanto, foi utilizada nessa pesquisa a tibia proximal de ratas como
local para a realizacéo do defeito 6sseo e o sacrificio dos animais realizado com 6 semanas apos

0 procedimento, corroborando com outros estudos prévios que também utilizaram a tibia
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proximal de ratos como local para analise dos efeitos da osteoporose (BASTOS et al., 2014;
CARLOSetal., 2019; CHACON et al., 2023; LIU et al., 2016; MACHADO et al., 2015; PENG
etal., 1994; SHARMA et al., 2018).

5.1.2 Modelos de defeito 6sseo

Os biomateriais utilizados em humanos para preenchimento de falhas 6sseas devem ser
previamente testados in vitro e in vivo para garantir a sua seguranca e eficacia. Por isso, 0 uso
dessas substancias em um modelo animal estabelecido é um passo indispensavel para
averiguacdo da biocompatibilidade e caracteristicas mecanicas. Essa pesquisa foi realizada em
Tibias proximais de ratas Wistar com defeito critico de 3 mm.

Dentre os varios animais utilizados nesses estudos destacam-se 0s ratos pela sua
capacidade de simular o ambiente fisioldgico 6sseo dos humanos, permitindo assim comparar
a viabilidade dos diversos biomateriais empregados como substitutos ésseos (DOS SANTOS
etal., 2019; SKALICZKI et al., 2012). Além disso, sdo animais de facil manuseio, baixo custo
de manutencéo e seu uso é eticamente aceitavel.

A definicdo de um defeito critico dsseo é a menor lesdo Gssea que ndo cicatriza
espontaneamente apds um certo periodo. Para fins préaticos, se ndo houver um preenchimento
de 30% da area da lesdo em 52 semanas, essa lesdo nado cicatrizara espontaneamente (LI et al.,
2015). Apesar da dificuldade da padronizacao exata do montante do defeito critico, para o fémur
distal esse tamanho varia de 2 a 3 mm, 5 mm para diéfise e para calvaria 5 mm (LI et al., 2015;
VAJGEL et al., 2014). Seguimos outros trabalhos em que o defeito critico na tibia foi de 3 mm
(GABBAI-ARMELIN et al., 2015; LIM et al., 2013; MACHADO et al., 2015; RADY;
MUBARAK; ABDEL MONEIM, 2018), embora outros autores definiram na tibia proximal o
defeito critico como um defeito unicortical de 2 x 5 mm (REN et al., 2022).

5.2 Compatibilidade dos biomateriais

A biocompatibilidade pode ser definida como a boa resposta do organismo hospedeiro
guando um determinado biomaterial entra em contato com seus tecidos ou fluidos organicos
(HAJI; SELIVANY; SULIMAN, 2022; RATNER, 2013; SHARMA; LUTHRA, 2023). Ainda

segundo esses autores, um material biocompativel ndo deve provocar uma resposta inflamatéria
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que inclua a presenca de células polimorfonucleares, uma vez que essas células sdo indicativas
de uma reacdo de corpo estranho, caracterizando incompatibilidade biolégica do enxerto.
Seguindo esse conceito, ndo estamos apenas considerando a interacédo bioldgica entre os tecidos
do receptor e o implante, mas também a capacidade desse biomaterial de atender as demandas
funcionais do tecido em questdo (COSTA et al., 2021).

Em relacdo a regeneracdo 0ssea, estudos in vitro demonstraram que a formacao de 0sso
estd intimamente ligada ao ambiente celular e requer uma superficie que ndo seja toxica
(DUBOIS et al., 1999). Outro fator a ser considerado € que durante o processo de formacéo de
0ss0 novo, o biomaterial enxertado também pode passar por um processo de degradacéo,
liberando produtos residuais que, juntamente com as alteragdes de pH, atividade metabdlica
local e a baixa vascularizacdo da area cirurgica, podem desencadear reacdes inflamatdrias
indesejadas (YU et al., 2015).

Segundo os preceitos de Henkel et al. (2013), é essencial que o biomaterial seja
fabricado a partir de produtos que ndo apresentem potencial para desencadear reagdes
imunoldgicas ou respostas clinicas de rejeicdo (HENKEL et al., 2013). Substancias naturais
com agentes de reticulacdo demonstram vantagens como as descritas anteriormente,
especialmente em termos de baixa toxicidade celular e capacidade de prevenir calcificagoes
(MA et al., 2014).

Esta pesquisa com biomateriais a base de coldgeno da serosa de intestino porcino,
associada a nanohidrdxiapatita sintética, tanto isoladamente quanto em combinacdo com a
elastina derivada da cartilagem auricular bovina atendeu aos requisitos de biocompatibilidade,
pois revelou a auséncia de sinais inflamatdrios e infecciosos de rejeicdo tecidual em todos os
grupos de estudo que receberam os enxertos de biomaterial. Durante a inspe¢édo visual direta
das areas cirargicas, ndo foram observados quaisquer indicios de secrecao purulenta, abscessos,
edema ou vermelhiddo local. Na andlise histolégica, ndo se detectou a presenca de células
gigantes multinucleadas e macrofagos, enquanto a radiografia ndo indicou qualquer processo
de rarefagé@o 0ssea ou reacdo periostal na regido do enxerto.

Dentre os fatores que contribuem significativamente para a baixa toxicidade dos
biomateriais empregados nesta pesquisa, destaca-se o0 processo fisico-quimico a que esses
materiais poliméricos naturais sdo submetidos, especialmente quando consideramos a sua
origem animal. O método de hidrolise alcalina aplicado na obtencdo desses biomateriais
desempenha um papel crucial na eliminacéo de células, impurezas e residuos dos tecidos bovino
e suino. Isso resulta em uma consideravel reducdo da imunogenicidade do material, visto que a

resposta imunologica esta diretamente relacionada a presenca de celulas dos tecidos.
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Essas conclusdes séo respaldadas por Rocha, Goissis e Rossi (2002), que ndo relataram
quaisquer reacOes adversas inflamatorias ao implantar matrizes poliméricas na tibia de ratos.
Esses pesquisadores também destacam que as matrizes nativas, originadas do tecido bovino e
submetidas ao processo de hidrolise alcalina para a modificacdo das cargas idnicas, passam pelo
mesmo processo de eliminacdo de células, assegurando, assim, a biocompatibilidade quando
enxertadas na area receptora dos ratos.

Concordando com nossos resultados, outras investigacfes que empregaram polimeros
naturais para a regeneracdo 0ssea, utilizando métodos fisico-quimicos semelhantes, também
demonstraram baixa imunogenicidade e rejeicdo tecidual. Por exemplo, Cunha et al. (2021)
implantaram membranas a base de colageno, derivadas da serosa intestinal de suinos, com um
processo de preparacdo semelhante no osso parietal de ratos e ndo observaram infiltrados
inflamatdrios nas areas implantadas. De maneira similar, De Moraes et al. (2019), ao utilizar
um polimero natural a base de elastina, proveniente do pavilhao auricular bovino e processado
pelo meétodo de hidrolise alcalina, ndo detectaram fatores imunogénicos, como neutrofilos e
mondcitos, em suas amostras de crénio de ratos. Essas descobertas estdo em consonancia com
outros estudos que comprovam a biocompatibilidade de membranas poliméricas naturais,
empregando métodos fisico-quimicos semelhantes (HIRATA et al., 2015; MACHADO et al.,
2012; MUNHOZ et al., 2013). Além disso, a nanohidroxiapatita sintetizada também
demonstraram ser biocompativel, conforme evidenciado em diversas pesquisas (CHENG et al.,
2003; GOSHIMA et al., 2012; TORRES et al., 2013).

Este estudo concentrou-se principalmente na caracterizagdo imunoldgica da matriz de
coldgeno e nanohidroxiapatita associada a elastina, devido a escassez de informacdes
disponiveis sobre esse biomaterial derivado da cartilagem auricular bovina e serosa intestinal
porcina. Em resumo, podemos afirmar que os biomateriais empregados nesta pesquisa
demonstraram ser ndo tdxicos, tornando-os uma alternativa viavel na préatica clinica. No
entanto, é crucial destacar que outros fatores devem ser considerados para que esses materiais
sejam considerados bioativos e adequados para acelerar a regeneracdo 0ssea. Isso inclui sua
capacidade de reabsor¢do simultaneamente & neoformac&o 0ssea e a auséncia de tecido fibroso

nas areas circundantes.
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5.3 Reabsorc¢éo

A biorreabsor¢do do biomaterial € uma propriedade fundamental, pois permite a
regeneracdo 6ssea, requerendo uma sincronia entre a degradacdo da membrana e a proliferacdo
celular (CANAS-GUTIERREZ et al., 2023; ORYAN et al., 2014). Por outro lado, é crucial que
0 processo de reabsor¢do do biomaterial ndo ocorra demasiadamente répido, a fim de permitir
que o biomaterial desempenhe sua funcdo de suporte e apoio durante o crescimento celular
(VANLEENE, 2015). Oryan et al. (2014) ressaltam que o tempo de reabsorcdo de cada
biomaterial é especifico, dependendo de sua estrutura caracteristica e das particularidades
morfofisioldgicas do tecido receptor, destacando que o equilibrio entre a degradacdo do
biomaterial e o processo de neoformagdo 6ssea é extremamente delicado, visto que reacdes
quimicas e celulares durante a degradacdo podem atuar como inibidores da formacéo dssea
(CUNHA et al., 2015).

Observou-se neste estudo que apds 6 semanas, foi possivel visualizar, pelo menos
parcialmente, as membranas em todos os grupos enxertados por meio de avaliacdo
macroscopica. No entanto, os grupos G2-NO-MSH e G3-NO-MSHC demonstraram uma maior
taxa de reabsorcdo, evidenciada pela presenca de uma maior neoformacao dssea entrelacada
com as membranas, conforme revelado pela analise histoldgica utilizando a técnica do
Tricrémico de Masson. Ambos 0s grupos sao compostos por animais saudaveis, demostrando
a influéncia negativa da deficiéncia hormonal na regeneracéo éssea. O estudo de Chacon et al
(2023), utilizando blendas de colageno e quitosana associada a hidroxiapatita, revelou a menor
taxa de reabsorcdo dos biomateriais implantados nos grupos ovariectomizados. Cunha et al.
(2010) concluiram que a formacéo 6ssea depende das propriedades dos biomateriais, entre elas
a taxa de reabsorcdo, e possuem relacdo direta com a qualidade do tecido 6sseo hospedeiro.

De acordo com diversos autores, os polimeros naturais exibem uma capacidade
intrinseca de biorreabsorcdo, e esse processo de forma precoce pode até prejudicar a resposta
do tecido receptor (LEE; MOONEY, 2012; MA, 2004). Estudos anteriores que utilizaram
matrizes poliméricas naturais de coldgeno submetidas a hidrélise alcalina em implantes no
fémur de ratas, foi observada a biorreabsor¢do das membranas apds 2 meses (CUNHA et al.,
2008). Em uma linha semelhante, Munhoz et al. (2018), a0 empregar uma blenda polimérica
composta de quitosana e colageno em defeitos na calvaria de ratos, destacou a importancia de
aguardar oito semanas para que ocorresse a reabsorcdo dos biomateriais. O mesmo autor
salientou que a biorreabsorcdo ndo necessariamente estimula a formagdo 0ssea, mas pode
resultar na formacdo de um encapsulamento fibrético do material enxertado, uma situagdo

que inviabiliza a utilizacdo
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eficaz do biomaterial. Esta afirmacdo salienta a importancia da concomitancia da formacéo
Gssea com a degradacdo do biomaterial. Nessa pesquisa essa condi¢do foi observada
especialmente no grupo G3-NO-MSHC. A associagéo dos biomateriais naturais poliméricos em
animais saudaveis criou condicGes fisicas e bioldgicas adequadas para a regeneracdo 0ssea.
Diversos estudos demonstram que a elastina possui caracteristica intrinsecamente
hidrofébica, deixando a reabsor¢cdo de matrizes contendo esse biomaterial mais lenta
(GURUMURTHY; BIERDEMAN; JANORKAR, 2016; SARANGTHEM; SINGH; DINDA,
2021). Paradoxalmente neste trabalho, a taxa de absorcdo das matrizes contendo elastina foi
maior que as matrizes compostas apenas de colageno e nanohidroxiapatita. Esse fato pode ser
significante quando observamos que a melhor razdo entre absorcdo e neoformacdo 6ssea foi
conseguida no grupo G3-NO-MSHC.

Esse estudo demostrou que a biorreabsorcdo dos biomateriais e concomitante
neoformacdo dssea esta relacionada principalmente a qualidade 6ssea do hospedeiro,
reforcando a necessidade de avaliagdo de alteragdes organicas intrinsecas do leito receptor e ndo
somente as propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade presentes em um

biomaterial.

5.4 Caracterizacao da osteorregeneracéo

O conceito de osteorregeneracdo, amplamente explorado na engenharia tecidual,
representa um desafio constante para os pesquisadores que buscam desenvolver materiais ndo
toxicos, com reabsorcdo controlada, capazes de atender aos principios fundamentais da
regeneracdo 0ssea, baseados na osteoconducao, osteoinducao e osteogénese.

A osteogénese é o processo de formacédo de 0sso novo, desencadeado pela atividade das
células osteoblasticas presentes no enxerto (NAUTH et al., 2015; ZIZZARI et al., 2016). Por
outro lado, a osteoconducéo descreve a capacidade do material transplantado em atuar como
suporte para a formagdo de 0sso novo, devido a sua estrutura microscopica que permite a
infiltracdo vascular e a migracdo de elementos celulares necessarios para a osteogénese. A
eficicia da osteoconducédo depende da arquitetura microscopica do material, sendo um fator
essencial na regeneracdo 0ssea. Essa eficacia é facilitada pela presenca de poros que permitem
a migracéo e a proliferacdo de osteoblastos e celulas mesenquimais, bem como o depdsito de
componentes da matriz nos espagos vazios disponiveis (GIANNOUDIS; DINOPOULOS;
TSIRIDIS, 2005; HAN; SONG, 2020). A osteoinducdo € um processo mediado por proteinas,

como as BMPs (proteinas morfogenéticas 0sseas), e fatores de crescimento que promovem o
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estimulo para a diferenciagdo das células mesenquimais em osteoblastos (CHEN; ZHAO;
MUNDY, 2004; URIST, 2002).

Além das dificuldades relacionadas a regeneracdo do tecido 6sseo em geral, pacientes
com osteoporose constituem um desafio ainda maior. A presenca desta patologia em nivel
global eleva os cuidados dispendidos de modo significativo, sendo considerado um problema
de saude publica devido aos custos envolvidos e a complexidade no tratamento dessas
condicdes. Essa parcela da populacdo, quando enfrenta defeitos 6sseos, requer procedimentos
auxiliares que possam promover ou estimular a regeneracéo 0ssea. Portanto, o desenvolvimento
de biomateriais capazes de atender a essa necessidade é de extrema importancia e justifica 0s
esforcos dedicados a esse fim, até mesmo porque, até o0 momento, ainda nao identificamos o
biomaterial ideal para alcancar esse objetivo.

Considerando os conceitos mencionados anteriormente, a analise morfométrica revelou
que as membranas a base de colageno da serosa de intestino porcino, associada a nHA sintética,
tanto isoladamente quanto em combinacdo com a elastina derivada da cartilagem auricular
bovina demonstraram propriedades osteocondutoras. 1sso € evidenciado pelo aumento da
neoformacéo 6ssea em comparagdo com o grupo controle, que apresentou uma falha 6ssea ndo
preenchida. No entanto, é importante observar que nos grupos de animais ovariectomizados,
quando comparados ao grupo controle, a diferenca ndo foi significativa. Esse achado esta em
concordancia com resultados observados em outras pesquisas, tanto experimentais quanto
clinicas. Em um artigo de revisdo, Cheung et al. (2016) reportam que a regeneragdo em 0SS0S
osteoporéticos é prejudicada ndo apenas na fase inicial de consolidagdo, mas também nas etapas
finais do processo de remodelacdo Ossea. O estudo ainda destaca que, nas fases iniciais da
consolidacdo, animais com osteoporose induzida por ovariectomia apresentam um
recrutamento reduzido de células mesenquimais indiferenciadas, niveis inferiores de
angiogénese e atrasos no desenvolvimento dos receptores de estrogénio (CHEUNG et al., 2016).

Outros estudos experimentais realizados em ratos também corroboram a observacao de
que animais submetidos a ovariectomia apresentaram uma taxa reduzida de neoformacéo 0ssea
em defeitos 6sseos enxertados com polimeros naturais (CHACON et al., 2023; CUNHA et al.,
2008; HIRATA et al., 2015; ZHANG et al., 2018b). A menor osteogénese analisada em todos
0s grupos com deficiéncia gonadal, pode estar relacionada a alteragcdo do metabolismo mineral,
tais como o0 magnésio com implicagBes importantes no processo de adesao celular, o zinco que
atua como um agente estimulador da diferenciacdo de osteoblastos e o potéssio no controle

bioquimico e deposicdo de apatita (HONG et al., 2022)° Um estudo incorporou ions de
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magnésio em um scaffold intrafibrilar de colageno e HA, obtendo resultados significativos para
a osteoindutividade (YU et al., 2020).

E fundamental ressaltar que além das condicdes bioldgicas do hospedeiro, a regeneragéo
0ssea € influenciada por outros fatores, entre eles o tamanho dos poros e a porosidade dos
biomateriais utilizados. Os biomateriais com porosidade desempenham um papel crucial, pois
facilitam a migracéo, proliferacdo e diferenciacdo celular, além de permitirem o eficiente
transporte de nutrientes e oxigénio dentro de sua estrutura (MOORE et al.,, 2004,
ZIMMERMANN; MOGHADDAM, 2011). Com essas propriedades, essas membranas atuam
como estruturas tridimensionais intrinsecas, funcionando como andaimes ou scaffolds para a
proliferagéo celular.

Vaérios autores tém estudado o tamanho dos poros de um biomaterial, destacando sua
relevancia na promocdo do crescimento 0sseo. No entanto, ndo ha um consenso quanto ao
tamanho ideal dos poros para o crescimento celular, uma vez que relatos variam de 50 um até
500 um (DAHABREH et al., 2014; MAUFFREY et al., 2011; PRAKASAM et al., 2017).
Outros autores citam que: enquanto poros de maior diametro, acima de 200 a 300 um favorecem
0 crescimento 0sseo, poros menores facilitam a adeséo celular, o fluxo capilar e retencédo de
fluidos fisioldgicos, favorecendo a integracdo do biomaterial com o tecido 6sseo (ZHANG et
al., 2018a).

Neste estudo, a caracterizacdo das blendas MSH e MSHC, demonstrou que 0 processo
de hidrolise alcalina e liofilizacdo gerou porosidade média de 28,8 e 26,1jum, cujos poros
mantiveram-se interconectados e nucleados por particulas de nHA em seu interior, preservando
a arquitetura tridimensional para a absorcdo de fluidos e possibilidade de estimulagdo da
angiogénese. Mesmo apresentando poros com tamanhos inferiores ao preconizado na literatura,
houve maior formacao de volume 0sseo relativo dos grupos que receberam as membranas em
relacdo aos grupos controle. Observou-se também que a associacao da elastina nas membranas
MSHC néo alterou de modo significativo a medida dos poros. Como descrito anteriormente,
talvez ndo somente a microporosidade, mas a interconexao entre poros de tamanhos distintos
talvez seja a caracteristica mais crucial em um biomaterial utilizado para a regeneracao 6ssea
(ELSHEIKH et al., 2022; LYONS et al., 2020).

Outro diferencial destes scaffolds é o emprego da nanotecnologia com o intuito de
mimetizar a morfologia 6ssea. A rigidez do 0sso nativo é decorrente da deposi¢do de nHA em
lacunas medindo 40 nm formadas pelas fibras de coldgeno e por esta razdo, biomateriais
nanoestruturados apresentam vantagem clinica (TONG et al., 2023). As nanoparticulas de
hidroxiapatita com tamanho de 1 a 100 nm apresentam maior atividade bioldgica e viabilizam
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a adesdo de células tronco mesenquimais (TAN et al., 2019), evitando o aumento dréastico da
rigidez e resisténcia a degradacdo dos andaimes (SHAHREZAIE et al.,, 2018). Esta
caracteristica foi interessante principalmente para as matrizes MSHC, nas quais ja era esperada
maior dureza do biomaterial em virtude da presenca da elastina. E importante destacar, no
entanto, que a incorporacdo de um material cerdmico em um biomaterial pode resultar na
diminuigdo do tamanho dos poros do composto. O excesso de mineralizacdo de polimeros pode
acarretar efeitos adversos na microarquitetura dos andaimes, criando uma topografia
inadequada para a infiltracéo celular e a reabsorc¢éo in vivo (TSAI; HSU; CHEN, 2008). Estudos
indicam que a deposicao de cristais de hidroxiapatita sobre as matrizes poliméricas reduziu o
didmetro e a interconectividade dos poros, impactando negativamente a osteogénese (CUNHA
etal., 2017; HAMADA et al., 2010).

Apesar do acréscimo da elastina em MSHC, ambos os scaffolds apresentaram
neoformacédo 6ssea semelhantes, tanto nos animais sadios quanto nos animais com deficiéncia
mineral éssea. Inversamente ao esperado, a adicdo de uma proteina hidrofébica ndo conferiu
maior resisténcia as matrizes nos testes de absorcao in situ, que apresentou taxa de degradacéo
superior a MSH. O mesmo resultado foi confirmado in vivo pela presenca de fragmentos
menores dos andaimes que continham elastina nos defeitos Gsseos. Em contrapartida a
biodegradagdo mais acelerada do andaime MSHC, tambem foi constatada intensa diferenciagéo
osteogénica, especialmente no grupo sadio (G3-NO-MSHC) no qual foi possivel observar a
neoformacdo 6ssea com morfologia mais compacta, rica em ostedcitos e com caracteristica de
maturidade confirmada pela predominancia da coloragdo vermelha nas laminas coradas com
tricromico de masson.

Uma outra vantagem significativa da utilizacdo de polimeros na engenharia tecidual
reside na capacidade intrinseca desses materiais de sofrerem alteracGes tanto quimicas quanto
fisicas em sua estrutura. Isso abre caminho para melhorar sua capacidade osteogénica, por
exemplo, através da modificacdo das sequéncias moleculares para aumentar a carga aniénica
dos tecidos, conforme destacado por YEO et al. (2015). As modificagBes quimicas aplicadas a
polimeros naturais, como o colédgeno, podem ser alcangadas por meio de tratamento alcalino,
que promove a hidrdlise seletiva das cadeias carboxiamidas da aspargina e glutamina. Isso
resulta em um aumento no ndmero de cargas negativas superficiais na molécula, elevando,
consequentemente, as propriedades piezoelétricas e dielétricas do material (ROCHA et al.,
2006). Nesse estudo, tanto o colageno como a elastina foram obtidas através da hidrolise
alcalina. Essas propriedades ganham destaque por sua relevancia, uma vez que se sabe que as

correntes elétricas desempenham um papel fundamental no processo de remodelacgao 0ssea.
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Outro aspecto importante como descrito anteriormente é que esse tratamento transforma a matriz
nativa do material em uma estrutura porosa, o que favorece a adesdo celular e a proliferagéo
angioblastica. 1sso, por sua vez, proporciona ao material condicbes mais propicias para a
neoformacéo 6ssea (ROCHA; GOISSIS; ROSSI, 2002). Considerando as vantagens da hidrolise
alcalina em polimeros naturais, conforme destacado por Bet et al. (2001) (BET; GOISSIS;
LACERDA, 2001), diversos estudos tém evidenciado as propriedades promissoras do uso de
colageno aniénico em defeitos 6sseos induzidos experimentalmente em ratos. Os resultados
obtidos indicam uma notavel biocompatibilidade com o tecido hospedeiro, uma vez que as
células nativas do tecido foram eliminadas durante a fabricagdo desses materiais, permitindo que
0 colageno anidnico mimetizasse a Matriz Extracelular (MEC) (HIRATA et al., 2015; PETTIAN
etal., 2018). Além disso, observou-se que o colageno estimulou ativamente a regeneracdo celular
e vascular, promovendo a formacéo de novo tecido que se assemelhava ao 0sso original. Esses
achados sdo extremamente promissores no contexto da engenharia tecidual e apontam para a
capacidade do colageno aniénico em desencadear processos regenerativos essenciais para a
restauracdo de defeitos 0sseos.

Com base nos resultados desta pesquisa e na correlacdo com dados da literatura, torna-
se evidente a necessidade de conduzir novos estudos para aprofundar a compreensdo da
estrutura e das caracteristicas das membranas utilizadas. Esses estudos devem abranger a
determinacdo do tamanho dos poros, a caracterizacao da hidrofilia/hidrofobia da superficie, a
quantificacdo da concentracdo de HA adicionada e a determinacdo do melhor tempo para a
hidrélise alcalina. Além disso, é importante considerar a possibilidade de incluir proteinas e/ou
fatores de crescimento que estimulem a osteoinducéo e a osteogénese nesses scaffolds.

Portanto, é imperativo que novas pesquisas sejam conduzidas no campo dos
biomateriais, com o objetivo de fornecer uma orientacdo mais sélida para sua aplicacéo, seja de
forma isolada, em misturas ou em associacdo com outros materiais que possam promover a
osteoregeneracdo de maneira eficaz, de acordo com os padrdes clinicos estabelecidos pela

medicina regenerativa.
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6 CONCLUSAO

- Os biomateriais implantados demonstraram biocompatibilidade com o tecido 6sseo dos ratos,
evidenciada pela auséncia de sinais inflamatdérios ou de rejeicdo, tanto em observacGes
macroscopicas, radiograficas quanto histologicas.

- Houve reabsorcdo parcial dos biomateriais implantados, especialmente nos grupos que
receberam hidroxiapatita, ocorrendo concomitantemente a neoformacéo 0ssea.

- O osso recém-formado exibiu caracteristicas de imaturidade e lamela¢do, acompanhadas por
uma organizacao das fibras de colageno, indicando um processo de remodelagdo Gssea ativa e
atividade osteoblastica.

- A neoformacéo 0ssea ocorreu em todos 0s grupos submetidos ao enxerto de biomateriais, com

os resultados mais promissores sendo observados nos animais sem ovariectomia.
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ANEXOS

ANEXO A — Obtengéo, processamento e caracteriz¢do das matrizes

Matrizes

As matrizes utilizadas foram preparadas e caracterizadas pelo mestrando Claudio
Fernandes Garcia, sob orientacdo da Profa. Dra. Ana Maria de Guzzi Plepis no Grupo de
Bioguimica e Biomateriais do Instituto de Quimica de S&o Carlos — USP. Os materiais
utilizados foram o colédgeno obtido de serosa suina, a cartilagem auricular bovina e a

nanohidroxiapatita sintetizada.

Preparo do colageno

O colageno anidnico foi obtido de serosa suina, comprada em casa de carnes. A serosa
foi limpa com &gua, cortada e lavada com banhos em solugdes de acido acético 0,5% e hidréxido
de sédio 0,5% para remocdo de sangue e gordura. Posteriormente passou por hidrolise alcalina
(HORN; MARTINS; PLEPIS, 2015) em solu¢cdo com hidréxidos, cloretos e sulfatos de K™,
Ca?" e Na* por 120h. Essa soluco de hidréxidos e sais foi removida e a serosa passou por uma
solucdo aquosa com 0S mesmos sais.

Posteriormente, todos os sais foram removidos por lavagens em solugdes de acido
borico 3%, agua desionizada e EDTA 0,3%, e novamente com agua desionizada até pH 6,0. O
material foi liofilizado e posteriormente solubilizado em acido acético (HAc) pH 3,5 para se

obter uma concentracdo de 4% em massa.

Sintese da nanohidroxiapatita (nHa)

Para a sintese da nHA, 100 mL de uma solug&o de 0,01 mol L de brometo de cetriménio
foi adicionada lentamente em 0,6 mol L™ de K2HPO4. Apos a adicéo, o pH foi ajustado para
12 com NaOH e a mistura ficou sob agitacdo por 2h. Uma solugdo 1,0 mol L de CaCl2 foi
preparada e adicionada a solucao anterior, sob agitacdo constante. A suspensdo formada foi
colocada sob refluxo por 6 h, e posteriormente em ultrassom por 1 h. Depois, a suspenséo foi
lavada com agua deionizada e com etanol. Depois, 0 precipitado foi colocado a 40°C durante

12h para aevaporacédo do solvente, e em seguida calcinado a 550°C durante 5h (SARFRAZ et
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al., 2011). A caracterizagdo desta nHA esta descrita em Garcia et al., 2021.(GARCIA et al.,
2021)

Preparo da cartilagem auricular

A cartilagem auricular bovina foi primeiramente cortada (tiras de 1 cm) e lavada
adequadamente com solucédo de 0,9% de NaCl para remocdao de sangue e outros contaminantes.
Em seguida passou por um tratamento de hidroélise alcalina(HORN; MARTINS; PLEPIS, 2015)
como descrito para o preparo do colageno, mas por um periodo de 15 h e a 37°C. O material
resultante foi suspenso em uma solugdo de HAc pH 3,5, homogeneizado e liofilizado.

Obtencdo das matrizes

O gel de coldgeno de 4% foi diluido para 1,5% com uma suspensdo de
nanohidroxiapatita em HAc pH 3,5 utilizando-se a relacdo de 30 mg de nHA para cada 10 g de
gel de colageno 1,5 %.

A partir desse gel com nHA foram feitas as matrizes descritas na Tabela 1. Para tanto,
as matrizes contendo cartilagem auricular bovina foram feitas adicionando-se 50 mg de

cartilagem para cada 10 g de gel de colageno/nHA.

Tabela 1 - Denominacdo das matrizes.

Matriz Composicao
MSH Matriz de colageno de serosa suina com nanohidroxiapatita
MSHC Matriz de colageno de serosa suina com nanohidroxiapatita e cartilagem

auricular bovina

As matrizes desses géis foram obtidas por liofilizacdo de cerca de 6 g de cada gel em
moldes de teflon® de 11 cm X 1,5 cm. Essas matrizes foram neutralizadas em vapor de aménia

por um periodo de 2h e depois aeradas sob fluxo de ar por pelo menos 72h.



86

Caracterizagéo
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises foram feitas com as matrizes coladas em stubs por fita condutora de carbono
e previamente recobertas com uma fina camada de ouro de 6 nm de espessura em um
metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) com pressao na
camara de 2,00 x102 mbar, corrente de 60 mA e taxa de deposicéo de 0,60 nm/s, possibilitando
a analise de suas estruturas. Utilizou-se o equipamento ZEISS LEO 440 (Cambridge, England)
com detector OXFORD (model 7060), da Central de Anélises Quimicas do 1QSC/USP,
operando com feixe de elétrons de 20 kV. O tamanho dos poros das matrizes foi obtido através
do software ImageJ, utilizando-se 30 determinag6es, na ampliacdo de 500x. Foi utilizada uma
aproximacdo do didametro de Martin (ALLEN, 2013), forme Figura 9:

Figura 9 - Fotomicrografias digitais das matrizes: (A) MSH 500x; (B) MSH 6000x; (C) MSHC 500x;
(D) MSHC 6000x.
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Na tabela 2 abaixo estdo descritos a média do tamanho dos poros encontrados nas

matrizes:

Tabela 2 - Tamanhos de poros das matrizes

Tamanho dos poros (um)

Menor Maior Média £ dp
MSH 14,3 48,7 288+78%
MSHC 13,9 39,7 26,1+52%

Nota: Na mesma coluna, letras iguais significam valores estatisticamente iguais (p<0,05). dp: desvio

padrao.

Figura 10 - Histogramas dos tamanhos de poros das matrizes: A) MSH; B) MSHC.
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As analises foram feitas em equipamento DSC Mod 2010 (TA Instruments), com

aproximadamente 20 mg de amostra em suporte de aluminio, sob fluxo de nitrogénio de 80 mL

min?, razdo de aquecimento de 10°C min? e variagdo de temperatura de 5 — 120°C. A

temperatura foi calibrada com padrdo de indio e um suporte vazio foi usado como referéncia.

A temperatura de desnaturacao do colageno (Td) foi obtida a partir do ponto médio da inflexao
da curva DSC
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Cinética de absor¢do em tampdo fosfato salino (PBS)

As matrizes foram colocadas em camara contendo NaOH) por 24h e posteriormente
pesadas (mMseca). Entdo foram colocadas em frascos contendo 10 mL de PBS pH 7,4 e em
intervalos de tempo especificos foram retiradas, pesadas (mumida) € retornadas aos frascos para
novas tomadas de tempo. O processo foi feito em quadruplicata e a porcentagem de PBS

absorvido (% absorcéo) calculada pela equacéo (1).

% absorgio = TumideTiseea 4 (1)

Mseca

A Figura 11 mostra a cinética de absorcao de tampéo fosfato salino para as matrizes.
Observa-se que a matriz MSH apresenta a menor e a mais lenta das absorcdes, obtendo-se em
24h 2290% enquanto as matrizes com cartilagem (MSHC) apresentaram intumescimento maior

e de 2837%. Na tabela 3 estdo as porcentagens de absorcao de PBS:

Figura 11 - Porcentagem de absorcdo de PBS para: (®) MSH; (A) MSHC.
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Tabela 3 - Porcentagem de absorcéo de PBS
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% Absorcao
Scaffolds
30 min 60 min 1440 min
MSH 745 + 158 886 + 2762 2291 £ 1052
MSHC 2566 + 136 ° 2574 + 187" 2837 + 158"

Nota: Em mesma coluna, letras iguais significam ndmeros estatisticamente iguais (p<0,05)



ANEXO B - Protocolo CEUA — Comité de Etica para Uso de Animais

FACULDADE DE MEDICINA DE JUNDIAI

Autarquia Municipal criada por Lei Municipal N° 1506, de 12 de marco de 1968 — CNPJ 50.985.266/0001-09
Reconhecimento Federal Decreto N° 71656 de 04/01/1973

Rua Francisco Telles, 250 — CEP: 13.202-550 — Cx. Postal: 1109
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COMITE DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS
Jundiai, 01 de junho de 2022

llustrissimo Senhor
PROFESSOR DR. MARCELO RODRIGUES DA CUNHA

Ref.: Aprovacéo de Projeto de Pesquisa

TITULO: “Utilizagao de membrana de colageno, elastina e nanohidroxiapatita no reparo de defeitos
provocados experimentalmente na tibia de ratas ovariectomizadas.”

Prezado Pesquisador

O Comité de Etica para Uso de Animais — CEUA desta Faculdade, em reuniao, no
cumprimento de suas atribuigdes e apds reviséo ao seu protocolo de pesquisa em epigrafe, emitiu o parecer
APROVANDO o seguinte documento:

>> Protocolo para Uso de Animais em Pesquisa n° 246/19

O projeto intitulado “Utilizagdo de membrana de colégeno, elastina e nanohidréxiapatita no reparo de
defeitos provocados experimentalmente na tibia de ratas ovariectomizadas” é de responsabilidade do Prof.
Dr. Marcelo Rodrigues da Cunha do Departamento de Morfologia e Patologia Basica da Faculdade de
Medicina de Jundiai (FMJ) que tem biotério de manutengcao com as condi¢des adequadas para o alojamento
dos animais. Nessa referida pesquisa serao utilizados setenta e dois (72) animais sendo todos Rattus
Norvegicus, linhagem Wistar, fémeas, com 30 dias de vida. Os animais desta pesquisa serdo provenientes
do Biotério/IPEN. Este projeto foi aprovado pelo CEUA/FMJ, protocolo 246/19.

Lembramos a V.Sa. que é necessario enviar a este CEUA relatorios de eventos
adversos, caso estes venham a ocorrer, assim como relatério final com os resultados da pesquisa, para
finalizacdo do processo. Qualquer duvida estamos a disposigao.

Atenciosamente,
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