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1. REVISAO DE LITERATURA

A revisdo foi realizada por consulta as bases de dados eletrbnicos
PubMed-Medline, Science Directe Scielo usando as seguintes chaves de
busca: “bone marrow stem cells” AND “bone regeneration”; “castor oil” AND
“bone regeneration”; “polymeric scaffolds” AND “bone tissue engineering”. Além
disso, foi realizada busca direta nas referéncias dos artigos. Foram definidos
como critérios de inclusdo estudos que realizaram testes in vivo, com métodos
de andlise semelhantes a este estudo, publicados entre 2012 e 2018. Esta
revisdo apresenta os artigos em ordem cronoldgica conforme as normas do
Programa de Pds-graduacdo em Odontologia da Universidade Federal do Piaui

(Anexo I).

1.1 Scaffolds poliméricos e engenharia de tecido 6sseo

Para avaliar a eficacia de scaffolds de quitosana e alginato no reparo de
defeitos dsseos criticos, Florczyk et al.(2013) realizaram testes in vitro e in vivo.
Os scaffolds foram semeados com células-tronco mesenquimais de medula
Ossea de rato in vitro e, apOs avaliacdo com microscopio eletrbnico de
varredura (MEV), foi verificado que os scaffoldssuportaram crescimento celular
e promoveram morfologia esférica das células-tronco. Em calvarias de ratos
(n=30), defeitos de 5mm de didmetro foram confeccionados e divididos em 5
grupos conforme tratamento: defeito vazio (controle) (1), scaffold de quitosana
e alginato (2), scaffold de quitosana e alginato com células-tronco de medula
Ossea de ratos (3), scaffold de quitosana e alginato com aspirado de medula
0ssea (4) e scaffold de quitosana e alginato com proteina morfogenética 0ssea
— 2 (BMP-2) (5). Os resultados foram avaliados ap0s 4 e 16 semanas com
microtomografia computadorizada (micro-CT) e analise histologica. Foi
demonstrado que, ap6s 4 semanas, houve fechamento do defeito nos grupos
2, 3 ,4 e 5, com diferenca significativa entre os grupos 1 e 5; apds 16 semanas,

houve diferenca significativa entre os grupos 3 e 5 comparados ao grupo 1. Os
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autores sugeriram que o scaffold de quitosana e alginato pode ser utilizado em
engenharia de tecido 6sseo.

Yang et al. (2013) produziram scaffold de polietilenoglicol (PEG) com
ligacdes dissulfeto e seu potencial citotoxico foi avaliado utilizando mioblastos
de ratos em ensaio de MTT. Como resultado, o scaffold e seus produtos de
degradacdo ndo mostraram toxicidade as células e o nivel de viabilidade
celular foi mantido acima de 90%. Além disso, os autores também avaliaram o
uso do scaffold de PEG associado a BMP-2 de humanos (rhBMP-2) em
defeitos segmentares no radio de coelhos (n=60)com diametro de 5 a 6mm e
comprimento de 15mm. Os animais foram divididos em quatro grupos,
conforme tratamento adotado: A- defeito sem material implantado, significando
auto reparo, B- scaffold puro, C- scaffold com rhBMP-2, D- scaffold com
rhBMP-2 e peptideo RGD. Apés 2, 4, 8 e 12 semanas, as analises com micro-
CT e histolégica mostraram melhores resultados dos grupos C e D em
quantidade de tecido ésseo formado e qualidade de trabeculado 6sseo, sendo
o grupo D o unico que restabeleceu a cavidade medular do radio.

Goh et at. (2014) tiveram como objetivo avaliar a regeneracao 0ssea
peri-implantar dental apos utilizacdo de scaffold de policaprolactona com
fosfato tricalcio e enxerto 6sseo autdgeno particulado em defeitos criticos
cirdrgicos na parede vestibular peri-implantar de macacos. Apés analise
histol6gica e morfométrica, foi perceptivel melhor contorno ésseo alveolar no
grupo que recebeu o scaffold, em relacdo ao osso particulado autégeno.
Apesar da regeneracdo O0ssea do defeito estar localizada apenas em areas
adjacentes ao mesmo, houve regeneracdo 6ssea minima no seu interior.

Para avaliar a capacidade da associacdo de nanofibras biodegradaveis a
base de acido poli lactico-co-glicdlico (PLGA) com células-tronco
mesenquimais humanas da polpa dentaria de dentes deciduos na promocéao da
formacao 6ssea, Acasigua et al. (2014) criaram defeitos criticos na calvaria de
ratos, com diametro de 8 mm e os dividiram em 4 grupos. No grupo |, os
animais nao tiveram defeito preenchido; no Il, receberam scaffolds sem células;
no lll, scaffolds semeados com células e no IV, scaffolds semeados com
células previamente mantidas em meio osteogénico. Histologicamente, foi
observada maior neoformacdo 6ssea no grupo IV estatisticamente significante

quando comparada com os demais grupos. N&o houve diferenca estatistica
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entre os grupos |, Il e lll mas em todos os grupos ocorreu neoformacao 0ssea
na regido periférica.

No estudo de Shimet al. (2014), dois sistemas de entrega de rhBMP-2,
com colageno e gelatina, foram desenvolvidos em scaffolds de policaprolactona
(PCL) com PLGA.Para avaliar a capacidade de formacdo de novo osso, 30
coelhos foram divididos em 3 grupos: (1) scaffold de PCL/PLGA, (2) scaffold de
PCL/PLGA com gelatina e rhBMP-2 e (3) scaffold de PCL/PLGA com colageno
e rhBMP-2. Os scaffolds foram implantados em defeitos segmentares no radio
dos coelhos, com 20mm de comprimento e, apés 4 e 8 semanas, 0S
tratamentos foram avaliados com microtomografia e analise histologica. Os
resultados indicaram que o grupo 3 apresentou maior formacdo déssea, com
diferenca significativa comparado aos demais grupos e o novo tecido 0sseo
apresentou-se mais maduro. Em geral, a libertacdo sustentada de rhBMP-2
com uso de colageno dos scaffolds promoveu e acelerou notavelmente a
formacao de novo 0sso até 8 semanas apos a cirurgia.

Tayton et al. (2014) avaliaram a capacidade de regeneracao 6ssea de
scaffolds produzidos a partir de &cido poli-latico (PLA) com hidroxiapatita
associados ou ndo a células-tronco esqueléticas em defeitos de 8mm de
didmetro por 15 mm de profundidade, no céndilo femoral de ovinos. Apds 13
semanas,tanto a analise histolégica quanto a de microtomografia
computadorizada evidenciaram neoformacdo Ossea ao redor e dentro dos
scaffolds, embora esta estivesse incompleta em todos os casos. Além disso, a
adicdo de células-tronco esqueléticas foi menos efetiva na geracéo de volume
e qualidade de neoformacéo 6ssea no local do defeito comparada ao grupo de
scaffold sozinho.

Com o objetivo de investigar o efeito de scaffold de quitosana com cobre
na regeneracao 6ssea de defeitos criticos em calvaria de ratos, D’Mello et al.
(2015) confeccionaram defeitos com 5mm de didmetro nos dois lados da sutura
sagital. Trés grupos de tratamento foram avaliados: (1) defeito vazio (n=3), (2)
scaffold de quitosana (n=2) e (3) scaffold de quitosana e cobre (n=2) e, quatro
semanas apos o procedimento cirargico, foram avaliados com micro-CT e
analise histologica. A fracdo volumétrica do volume tecidual total de interesse
(Volume ésseo de interesse/ volume total) foi duas vezes e onze vezes maior

em defeitos tratados com estruturas de quitosana embebidas em cobre,
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guando comparadas aos grupos de scaffold de quitosana e controle de defeitos
vazios, respectivamente, com diferenga significativa entre os 3 grupos. A
histologia confirmou as diferencas observadas na analise com micro-CT.

Com objetivo de determinar a capacidade de regeneracdo Ossea de
células-tronco mesenquimais derivadas de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSC-MSC) em scaffold de hidroxiapatita, colageno e quitosana, Xie
et al. (2016) utilizaram esta associacdo em defeitos 0sseos na calvaria de
camundongos. Os outros grupos néo receberam células e foram compostos por
scaffolds de quitosana, hidroxiapatita, quitosana e hidroxiapatita, quitosana e
colageno. O grupo que combinou IPSC-MSC e scaffolds de hidroxiapatita,
quitosana e colageno demonstrou os melhores resultados na regeneragdo dos
defeitos, enquanto o grupo de scaffold de quitosana apresentou a menor
guantidade de tecido 6sseo formado.

Caetano et al (2016) avaliaram o desempenho regenerativo de scaffolds
de PCL aplicado em defeitos 6sseos na calvaria de ratos (5 mm) de trés
maneiras: scaffold sem células (1), scaffold com células-tronco de tecido
adiposo humanas indiferenciadas (2) e scaffold com células-tronco de tecido
adiposo humanas diferenciadas em osteoblastos in vitro (3). Como grupo
controle foram utilizados defeitos 6sseos vazios. Os animais (n=60) foram
divididos igualmente entre os grupos e eutanasiados ap0s 8 semanas do
procedimento cirdrgico. A analise histolégica observou pequena porcdo de
0SSO Novo no grupo controle, principalmente perto das bordas do defeito. Os
grupos 1 e 3 apresentaram “ilhas” de formagédo 6ssea ao longo do defeito
embutidas em tecido conjuntivo, que parecia estar dentro dos poros do
scaffold. No grupo 2 maior parte do novo tecido correspondeu a areas de 0sso
novo proximo a borda, ao redor e ao longo do centro do defeito. A porcentagem
de formacao 6ssea do grupo 2 foi significativamente maior que os demais, 0
gue levou os autores a sugestdo de que célulasindiferenciadas, mesmo em
caso de xenotransplante, contribuem fortemente para neoformacgéo éssea.

Scaffolds de quitosana com gelatina e Oxido de grafeno foram
produzidos e testados in vitro e in vivo por Saravanan et al. (2017) para
utilizacdo em engenharia do tecido 6sseo. O teste de citotoxicidade in vitro foi
realizado com ensaio de MTT utilizando células osteoprogenitoras de ratos e

scaffolds de quitosana com gelatina e 0,25% de 6xido de grafeno. Nao houve
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citotoxicidade significativa em concentracfes do biomaterial até 30 mg/ml mas
valor de densidade 6ptica diminuiu significativamente com valores superiores a
30 mg/ml. In vivo, realizaram defeitos 6sseos de 3mm na tibia de ratos, os
quais foram divididos em trés grupos: defeito sem preenchimento (1), com
scaffold de quitosana e gelatina (2) e com scaffold de quitosana, gelatina e
0,25% de Oxido de grafeno (3). Apos 2 semanasa analise histolégica indicou
formacdo de colageno e osso novo com scaffoldsdo grupo 3 e os autores
sugeriram potencial aplicacdo para engenharia de tecido 6sseo.

Para investigar o efeito da combinacdo de fosfato de calcio bifasico
(BCP) e policaprolactona e células-tronco de polpa dental humana (hDPSC) na
regeneracao O0ssea, Wongsupa et al. (2017) utilizaram defeitos calvarios (11
mm) bilaterais em coelhos. As calvarias foram alocadas aleatoriamente em
quatro grupos:scaffolds PCL-BCP com células (n=3), scaffold PCL-BCP
sozinho (n=3), particulas O6sseas autdgenas como controle positivo (n=3) e
defeitos ndo preenchidos como controle negativo (n=3) e foram avaliadas com
micro-CT e analise histolégica. Em comparacdo com o scaffold sozinho, a
regeneracao 6ssea no grupo com scaffold e hDPSC combinados foi maior as 4
e 8 semanas. No entanto, a formacao de tecido 6sseo hovo no grupo com 0SSO
autdgeno, em todos os pontos de tempo foi superior aos grupos de scaffolds

com e sem hDPSC.
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Biomaterial do

scaffold

Uso de células-
tronco ou

moléculas bioativas

Estudo in vivo

Analise da

neoformacéo 6ssea

Melhor resultado de

neoformacao 6ssea

Referéncia

Quitosana e alginato

Células-tronco de
medula 6ssea e
BMP-2

Calvaria de ratos,

defeitos 5 mm

Micro-CT e histologia

Scaffold + CTMO,
Scaffold + BMP-2

Florczyk, 2013

Polietilenoglicol rhBMP-2 e peptideo Réadio de coelhos, Micro-CT e histologia | Scaffold com rhBMP- | Yang, 2013
RGD defeitos segmentares 2 e peptideo RGD
didmetro de 5mm e
comprimento de
15mm
Policaprolactona com - Defeitos na parede Histologia e Scaffold Goh, 2014

fosfato tricalcio

vestibular peri-
implantar de

macacos

morfometria

Acido poli lactico-co-

glicélico

Células-tronco
mesenquimais da
polpa dentaria de

dentes deciduos

Calvéria de ratos,

defeitos 8 mm

Histologia

Scaffolds semeados
com células
previamente
mantidas em meio

osteogénico

Acasigua, 2014

Policaprolactona +

rhBMP-2

Radio de coelhos,

Micro-CT e histologia

Scaffold de

Shin, 2014
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poli &cido latico-co-

defeitos segmentares

PCL/PLGA com

glicélico com gelatina de 20 mm colageno e rhBMP-2
ou colageno
Poli &cido latico com | Células-tronco Condillo femoral de Micro-CT e histologia | Scaffold sem células | Tayton, 2014
hidroxiapatita esqueléticas ovinos, defeitos de 8

mm
Quitosana com ou - Calvaria de ratos, Micro-CT e histologia | Quitosana com cobre | D’Mello, 2015
sem cobre defeitos 5 mm
Combinacgdes de Células-tronco Calvaria de Micro-CT e histologia | iPSC-MSC e Xie, 2016
hidroxiapatita, mesenquimais camundongos, scaffolds de

colageno e quitosana

derivadas de células-
tronco pluripotentes
induzidas (iPSC-
MSC)

defeitos 3mm

hidroxiapatita,

quitosana e colageno

Policaprolactona Células-tronco de Calvaria de ratos, Histologia Scaffold com células- | Caetano, 2017
tecido adiposo defeitos 5mm tronco de tecido
humanas adiposo humanas
indiferenciadas
Combinagbes de - Tibia de ratos, Histologia Scaffold de Saranavan, 2017

guitosana e gelatina

com Oxido de grafeno

defeitos 3mm

guitosana, gelatina e
0,25% de 6xido de

grafeno
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Fosfato de célcio
bifasico e
policaprolactona

Células-tronco
mesenquimais da

polpa dentaria

Calvaria de coelhos,
defeitos 11 mm

Micro-CT e histologia

Controle positivo,

com 0SS0 autdgeno

Wongsupa, 2017
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1.2 Oleo de mamona e regeneracio 6ssea

Polimero de mamona contendo nanoparticulas de silica foi utilizado por
Nacer et al. (2012) como substituto 6sseo e seu comportamento biolégico foi
avaliado. Para isso, vinte e sete ratos foram divididos em trés grupos: G1 —
polimero de 6leo de mamona com carbonato de calcio, G2 — polimero de 6leo
de mamona com carbonato de célcio, dopado com 5% de nanoparticulas de
silica, G3 — polimero de 6leo de mamona com carbonato de célcio, dopado
com 10% de nanoparticulas de silica. Defeitos de 2mm foram confeccionados
na diafise femoral e avaliados histologicamente 15, 30 e 60 dias apds o
tratamento. A quantidade de osso neoformado foi maior em todos os periodos
do G1, no entanto, houve maior quantidade de células osteogénicas no G3. Os
autores concluiram que a associacao de polimero de mamona a nanoparticulas
de silica foi biocompativel e facilitou a neoformacdo éssea, promovendo a
inducao de células osteoprogenitoras.

Com objetivo de avaliar a citocompatibilidade e o efeito da regeneracéo
Ossea in vivo de scaffold de poliuretana produzida a base de 6leo de mamona e
40% de hidroxiapatita, Du et al. (2014) realizaram testes in vitro e in vivo.
Osteoblastos foram cultivados na superficie dos scaffoldse, apdés 7 dias, a
proliferacdo celular foi avaliada com ensaio de MTT e a superficie do scaffold
foi observada com MEV. No estudo in vivo, um defeito ésseo de 3 mm foi
criado no coOndilo femoral de 16 ratos, que foram avaliados
histologicamenteapds 4 e 8 semanas. No grupo 1, os animais foram tratados
com scaffold de poliuretana de mamona e hidroxiapatita e no grupo dois, com o
mesmo scaffold semeado com células osteoblasticas. No MEV, as células com
morfologia osteoblastica tipica formaram uma folha celular no scaffold e
espalharam-se nos poros. O scaffold apresentou boa citocompatibilidade e
forneceu microambiente 3D favoravel para as células. In vivo, ambos 0s grupos
resultaram em boa osteogénese.

Saran el at. (2015) tiveram como objetivo analisar a osteogénese apés
implantes de polimeros de mamona e realizaram analise histolégica por

microscopia de luz e tomografia computadorizada. Foram utilizados 44 coelhos
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divididos entre grupo controle e grupo de tratamento com polimero de mamona
e defeitos tibiais defeitos de 2mm de largura, que se estendiam da metafise
proximal a epifise distal foram realizados e avaliados apos 90, 120 e 150 dias
apos a cirurgia. Aos 90 dias poés-cirurgia, houve deposicdo de tecido 6sseo
imaturo, que apresentou aumento da maturacdo ao longo do tempo (aos 120 e
150 dias pos-plantio), adquirindo aspecto lamelar. A avaliagdo com tomografia
computadorizada confirmou a formagéao de 0sso nas regides de contato entre a
tibia e o polimero de mamona implantado.

Scaffolds porosos foram produzidos por Li et al. (2015) a partir de
poliuretana de 6leo de mamona e hidroxiapatita e, além das caracterizacdes
fisica, quimica e mecanica, foram avaliadas citocompatibilidade in vitro e
osteogénese in vivo. Para cultivo celular com scaffold, foram utilizadas células-
tronco mesenquimais de medula éssea de ratos e, em seguida, a superficie do
material foi avaliada com MEV e foi feito ensaio de MTT apés 1, 4, 7 e 11 dias
para avaliar a proliferacao celular. Os resultados demonstraram que o scaffold
possui excelente citocompatibilidade e € um modelo adequado para fixacao,
crescimento e proliferacdo de células-tronco mesenquimais (CTM) e
diferenciacdo  osteogénica. A viabilidade celular ou proliferagéo
aumentoucontinuamente com o tempo de cultura e nenhuma diferencga
significativa entre o grupo controle e oscaffold foi observada. Além disso, a
osteogénese in vivo também foi avaliada utilizando seis coelhos que receberam
o scaffold em defeitos de 7mm no céndilo femoral. Para analise com micro-CT,
2 animais foram escolhidos aleatoriamente e os demais foram analisados
histologicamente. A quantidade de osso neoformado apos 24 semanas €
substancialmente maior que a quantidade de 0sso novo apés 12 semanas. O
Nnovo 0SSO regenerado apresentou matriz organizada e densa e se formou na
interface de contato do scaffold e do 0sso preexistente, e na estrutura porosa
do scaffold através do canal de poros interconectados

Nacer et al. (2015) tiveram como objetivo avaliar capacidade de
osteogénese de polimero de mamona dopado com titanato de bario e silica em
ratos (n=24). Foram confeccionados defeitos de 2mm na diafise femoral e, nos
animais do grupo 1, foram utilizados scaffolds dopados com silica e no grupo 2,
scaffolds dopados com titanato de bario. Com analise histologica, no grupo 1,

apos 30 e 60 dias, foi observado aumento do crescimento 6sseo ao redor e
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dentro do scaffold, com abundante presenca de tecido 6sseo maduro e matriz
coldgena que precede a mineralizacdo 6ssea. No grupo 2, ap0s mesmo
periodo, houve aumento da osteogénese na interface do scaffold com o tecido
0sseo original, com crescimento 0sseo para o interior do biomaterial, mas
pequena neoformacdo Ossea através do peridosteo.Assim, os dois biomateriais
foram considerados biocompativeis e capazes de produzir neoformacdo 6ssea
progressiva.

Hastes poliméricas de 6leo de mamona dopadas com vidro bioativo e
hidroxiapatita foram testadas por Santos et al. (2017) no canal medular do
fémur de camundongos para analise de sua aplicacdo como método de fixacao
de fraturas e reparo ésseo. Para isso, 28 animais foram divididos em trés
grupos: no grupo A foi implantado polimero de mamona dopado com vidro
bioativo, no grupo B, polimero de mamona e no grupo C, polimero de mamona
dopado com hidroxiapatita e vidro bioativo. A diafise femoral de cada animal foi
perfurada até o canal medular com broca de 0,7 mm de didmetro e hastes de
mesmo diametro, com 2 cm de comprimento foram introduzidas no canal
medular. Apos 15 e 60 dias, os animais foram eutanasiados e 0s segmentos
foram analisados histologicamente. Apenas o grupo C, aos quinze dias,
apresentou caracteristicas de osteocondu¢cdo e nenhum grupo indicou
biodegradabilidade do material nos tempos estudados. No entanto, ndo houve
reacao inflamatéria intensa e formacéao de cépsula fibrosa isolando os materiais
em todos 0S grupos.

Du et al. (2018) avaliaram o efeito da adicdo de hidroxiapatita (HA)a
scaffolds de poliuretanas de 6leo de mamona na capacidade de osteogénese in
vivo. Os autores realizaram testes de cultivo celular in vitro com scaffolds em
diferentes concentracdes de HA (0, 20 e 40%) cultivados com linhagem celular
osteoblastica. Apos 1, 4 e 7 dias de cultivo, a proliferacéo celular foi avaliada
com o ensaio de MTT e, apds 7 e 11 dias, a morfologia foi avaliada com MEV.
Para o experimento com animais, 36 ratas foram divididas em 3 grupos: 1-
poliuretana de mamona, 2- poliuretana de mamona com 20% de HA e 3-
poliuretana de mamona com 40% de HA. Defeitos de 3mm foram realizados no
condilo femoral e, apos 4, 8 e 12 semanas, os animais foram eutanasiados. Os
resultados in vitrosugeriram que os scaffolds com HA podem oferecer amplo

espaco para crescimento de células, e quanto mais carga de HA, melhor para a
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biomineralizacdo de células. As analises histologica e com microtomografia
computadorizada indicaram que a formacao de 0sso novo na estrutura porosa
dos scaffolds com HA aumentou até certo ponto, este biomaterial apresentou
boa capacidade de osteogénese e melhor regeneracédo 0ssea e a regeneracao
0ssea no grupo com 40%de HA progrediu acentuadamente ao longo do

periodo do estudo.



Quadro 2: Resumo revisao de literatura sobre 6leo de mamona e regeneracdo 6ssea
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Biomaterial do

Uso de células-

tronco ou

Estudo in vivo

Analise da

neoformacéo 6ssea

Melhor resultado de

neoformacao 6ssea

Referéncia

scaffold moléculas bioativas
Polimero de mamona - Diafise femoral de Histologia Polimero de mamona | Nacer, 2012
com carbonato de ratos, defeitos de 2 com carbonato de
célcio dopado com mm calcio
nanoparticulas de
silica
Poliuretana de 6leo Osteoblastos Condilo femoral de Histologia Resultados Du, 2014
de mamona com 40% ratos, defeitos 3 mm semelhantes dos
de hidroxiapatita scaffolds com e sem
células
Poliemro de mamona - Tibia de coelhos, Tomorgafia Polimero de mamona | Saran, 2014
defeitos de 2mm de computadorizada e
largura, que estendia- | histologia
se da metéfise
proximal a epifise
distal
Polimero de mamona - Céndilo femoral de Micro-CT e histologia | Apenas um grupo Li, 2015

com hidroxiapatita

coelhos, defeitos 7

mm

(com o material) foi

testado e apresentou




28

melhor resultado
apos 24 semanas

Polimero de mamona Diéfise femoral de Histologia Os dois grupos Nacer, 2015
dopado com titanato ratos, defeitos 2 mm estudados
de bario ou silica apresentaram
resultados
semelhantes
Polimero de 6leo de Diafise femoral de Histologia Polimero de mamona | Santos, 2017

mamona dopado com
vidro bioativo e
hidroxiapatita (hastes

medulares)

ratos

dopado com
hidroxiapatita e vidro
bioativo, apenas no
periodo inicial de

avaliacao

Polimero de mamona
com hidroxiapatita
(20 e 40%)

Condilo femoral de

ratas, 3 mm

Micro-CT e histologia

Polimero de mamona
com 40% de

hidroxiapatita

Du, 2018
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1.3 Células-tronco mesenquimais de medula O0ssea e regeneracao

6ssea

Koyanagi et al. (2013) avaliaram os efeitos da associacdo de fosfato
B-tricalcio com células-tronco da medula éssea sobre o remodelamento de
enxertos 6sseos autdlogos desvitalizados. Previamente a cirurgia, células-
tronco mesenquimais de medula Ossea cultivadas em meio contendo
dexametasona foram suspensas em plasma sanguineo autélogo e introduzidas
em granulos de fosfato B-tricalcio. Em cdaes, foi realizada ressec¢édo da porcao
central da diéfise femoral dos membros direito e esquerdo, com 65 mm de
comprimento, e imersdo em solucéo salina normal esterilizada, mantida a 100
°C. A fim de promover a revascularizacdo apos o transplante, foram perfurados
20 taneis com 3 mm de didmetro em intervalos regulares nos enxertos
desvitalizados. O interior da amostra coletada do fémur esquerdo foi
preenchido com fosfato B-tricalcio e fixada de volta ao membro com placas de
tithnio. Procedimento semelhante foi realizado no membro direito, com
diferenca do preenchimento, realizado apenas com granulos de fosfato -
tricalcio. ApGs 24 semanas, as analises com microtomografia computadorizada
e histologia indicaram maior volume 6sseo e de densidade mineral no grupo
com células-tronco, o que levou os autores a sugerirem que o remodelamento
0sseo progrediu em maior extensao para o grupo com células-tronco.

Para testar a hipotese de que scaffolds de hidroxiapatita (HA) com
células semeadas melhoram a regeneragdo Ossea, Rathbone et al. (2013)
realizaram testes em coelhos. Defeito radial segmentar de 10 mm foi realizado
em cada animale preenchido por scaffolds, correspondendo aos seguintes
grupos: (1) scaffolds de HA, (2) scaffolds de HA com quantidade relativamente
baixa de células derivadas de medula ¢ssea, e (3) scaffolds de HA semeados
com quantidade alta de células derivadas de medula 6ssea. Os defeitos foram
avaliados com micro-CT na quarta e na oitava semana e com analise
histolégica na oitava. A utilizacdo de células-tronco da medula 6ssea em

scaffolds de HA em ambas as concentracbes ofereceu pouco ou nenhum
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beneficio no aumento do volume 06sseo regenerado, aumento do volume de
calos ou aumento da taxa de formacéo de calo.

Um dos objetivos de Brennan et al. (2014) foi avaliar a regeneracéo
o0ssea em defeitos de tamanho critico em ratos. Os defeitos foram
confeccionados nas calvarias dos animais, com 4 mm de diametro e divididos
em trés grupos: defeito vazio (1), preenchido com fosfato de célcio bifasico (2)
e preenchido com fosfato de calcio bifasico com células-tronco de medula
O0ssea. ApOs 4 semanas, a analise histolégica néo indicou diferenca estatistica
entre 0s grupos 2 e 3, apesar de haver tendéncia a maior formacao 6ssea no
grupo 3. Ap6s 8 semanas, o0 percentual de formacdo Ossea foi
significativamente maior no grupo com scaffold e células-tronco. Defeitos
vazios nao atingiram fechamento completo e foram preenchidos com tecido
fibroso, confirmando que o modelo era um defeito 6sseo de tamanho critico.

Al-Hezaimi et al. (2015) avaliaram a regeneracao 6ssea guiada em
defeitos calvarios utilizando células-tronco mesenquimais de medula 6ssea e
membrana de coldgeno com e sem granulos de fosfato tricélcio. Para isso,
foram realizados defeitos de 4.6 mm em 9 ratos, divididos em trés grupos: o
grupo controle (1) teve defeito coberto com membrana de colageno, o grupo 2
foi preenchido com células-tronco e coberto com membrana de coldgeno e o
grupo 3, preenchido com granulos de tricélcio fosfato embebidos de células-
tronco de medula 6ssea e cobertos por membrana de colageno. Avaliacdes
com micro-CT foram realizadas apos 2, 4, 6, e 10 semanas e a avaliacdo
histoldgica foi feita apds 10 semanas. A taxa de neoformacgéo O0ssea entre 0s
grupos 2 e 3 foi de aproximadamente 2.8 e 4 vezes, respectivamente, superior
a taxa de formacdo de 0sso novo no grupo controle. No entanto a taxa de
formacao de 0sso novo nos grupos 2 e 3 em 4-6 semanas, respectivamente, foi
bastante semelhante.

Comparar o uso de células-tronco adultas da medula éssea
diferenciadas in vitro em osteoblastos, associadas a fosfato de calcio versus
enxerto 6sseo autdgeno no processo de reparo de defeitos 6sseos de tamanho
critico foi o objetivo de Allais et al. (2015). Foram utilizados 36 ratos para
confeccédo de defeitos 6sseos bilaterais de 5 mm de diametro na calvaria. No
mesmo animal, os defeitos foram tratados com cimento de fosfato de calcio (1),

cimento de fosfato de calcio com células-tronco diferenciadas em osteoblastos
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(2) ou enxerto com o0sso autdgeno (3) de um dos lados e, o lado oposto foi
preenchido apenas com coagulo sanguineo (controle). Apos 30 e 60 dias,
foram realizadas andlises histologicas. Os grupos experimentais apresentaram
maior formacdo é6ssea do que o grupo controle nos dois periodos, com
diferenca significativa. Comparando os grupos experimentais entre si, aos 30
dias, o grupo 3 apresentou maior formacdo 6ssea, com diferenca significativa
entre os demais e aos 60 dias, os grupos 2 e 3 apresentavam formacédo éssea
semelhante entre si e diferentes estatisticamente do grupo 1.

A fim de avaliar o sucesso da regeneracdo 6ssea guiada utilizando
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea autbgenas em aumento 6sseo
vertical, Namli et al. (2015) utilizaram modelo de calvaria de coelho e os
desfechos foram comparados com enxertos deosso autégeno e grupo controle
com scaffold sozinho. Foram utilizados 20 coelhos e, na calvaria de cada um,
foram realizados defeitos de 8 mm de diametro, seguidos de 3 tratamentos. As
células-tronco foram associadas ascaffold de fosfato B-tricalcio com colageno,
0 0sso autégeno foi coletado no momento da cirurgia a partir de outro sitio
doador na calvaria do proprio animal e os trés grupos, incluindo scaffold
sozinho (controle), foram cobertos por cupulas de aco inoxidavel, fixadas por
mini parafusos para promover a regeneracao 0ssea guiada. Apés 12 semanas,
as analisescom histologia e microtomografia computadorizada mostraram que
a quantidade e a densidade do osso neoformado foram significativamente
menores nas amostras do grupo controle do que nos demais grupos e nao
houve diferenca significativa entre o grupo com células-tronco e osso autégeno.

Metal de tantalo poroso coberto com carbono vitreo foi estudado por
Wei et al. (2016), que tiveram como objetivo avaliar a possibilidade de
aplicacéo deste biomaterial com células-tronco mesenquimais de medula 0ssea
autologas para regeneracdo 0ssea. Foram realizados testes in vitrocom tantalo
poroso e carbono vitreo separados, dentre eles ensaio de proliferagéo celular
com MTT e andlise de adesdo e crescimento celular com MEV, ambos
utilizando células-tronco mesenquimais de medula éssea. Os resultados da
proliferacéo celular foram semelhantes para os dois materiais, houve auséncia
de efeito inibitorio de proliferacdo das células, no entanto, as amostras de
tantalo poroso apresentaram melhor adesdo e crescimento celular do que o

carbono vitreo. Para o estudo in vivo, foi utilizado modelo de defeito em
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trocanter maior com 1.0 x 0.7 cm de tamanho em cées e 0s grupos estudados
foram: scaffold sozinho, scaffold com células-tronco de medula O&ssea
autologas, defeito com células-tronco injetadas e defeito vazio (controle). Apés
3, 6 e 12 semanas, os resultados foram avaliados histologicamente e a
associacdo do biomaterial com células-tronco foi o grupo com melhores
resultados de neoformacgéo dssea.

O estudo de Kargozar et al. (2017) propbs a insercdo de vetor
plasmideo codificador de BMP-7 em células-tronco mesenquimais de medula
0ssea, que foram semeados em scaffolds de nanocompdsitos de vidro bioativo
com gelatina. Os resultados dos ensaios de proliferacdo e adesao celular in
vitro demonstraram que o biomaterial € biocompativel e suporta adesdo e
crescimento celular. As constru¢cdes de engenharia de tecidos preparadas
foram implantadas em modelo de rato para avaliar sua aplicacdo na
reconstrucdo de defeitos désseos calvarios criticos bilaterais, de 7 mm de
didmetro.Os animais foram divididos em trés grupos, cada um com 5 animais:
scaffold sozinho (controle) (1), scaffold com células-tronco de medula 6ssea (2)
e scaffold com células-tronco de medula 6éssea modificadas (3). Apos 2, 4 e 12
semanas, foram realizadas analises histoldgicas, indicando que o grupo 3
formou maior volume 6sseo em todos os tempos estudados, além de
apresentar maior quantidade de osso maduro no centro do defeito apds 12
semanas.

Rocha et al. (2017) avaliaram o efeito de tratamentos com esponja
hemostatica de coldgeno hidrolisado associada a células-tronco mesenquimais
medulares alégenas e plasma rico em plaquetas xendégeno no reparo de falhas
O0sseas de coelhas com osteoporose secundaria por privacdo estrogénica e
hipercortisolismo iatrogénico. O modelo adotado foi de quatro defeitos de 2 mm
nas diafises tibiais, dois em cada membro do animal, para que os 4 tratamentos
estudados coexistissem em cada um. Os tratamentos estudados foram esponja
hemostéatica de colageno com células-tronco, esponja com plasma rico em
plaguetas, esponja com associacdo de ceélulas-tronco e plasma rico em
plaguetas e esponja sozinha como controle. Foram realizadas analises
histopatolégicas apds 30 e 60 dias. Aos 30 dias, pouca formacao Ossea foi

evidenciada nos grupos, sem diferencas entre eles mas, apds 60 dias, o0 grupo
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de esponja com células-tronco apresentou melhores resultados de
neoformacédo Ossea.

Para investigar o efeito da incorporacdo de vidro bioativo sobre
atividade osteoindutora e angiogénica de scaffolds de
gelatina/nanohidroxiapatita (G/nHAp) com e sem células tronco mesenquimais
derivadas da medula 6ssea, Oryan et al. (2018) realizaram testes in vitro e em
defeito 6sseo radial segmentar de tamanho critico (5 mm) em modelo de rato.
O ensaio de citotoxicidade com MTT foi realizado apos 1, 3 e 7 dias de cultivo
celular com scaffolds adicionados ou n&o de vidro bioativo e ndo houve indicio
de citotoxicidade para os dois biomateriais. In vivo, os defeitos 6sseos (15
defeitos por grupo) foram deixados vazios ou tratados com autoenxerto,
G/nHAp e G/nHAp/vidro bioativo com e sem CTM nas areas defeituosas. As
analises com microtomografia foram feitas 12 semanas ap0s a cirurgia e a
porcentagem de formacdo de novo osso foi significativamente maior no
autoenxerto e todos 0s grupos tratados em comparacdo com O grupo néo
tratado e foi significativamente superior no autoenxerto e nos grupos tratados
com scaffolds semeados com células-tronco comparados aos demais grupos.
Os achados histopatolégicos do scaffold G/nHAp/vidro bioativo semeado com
CTM estavam mais proximos do autoenxerto do que 0s outros grupos, apos 4 e

12 semanas.
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Biomaterial do

scaffold

Uso de células-
tronco ou
moléculas

bioativas

Estudo in vivo

Analise da

neoformacédo 6ssea

Melhor resultado de

neoformacédo 6ssea

Referéncia

Fosfato B-tricalcio

Células-tronco
de medula

Ossea

Fémur de caes,
defeitos
segmentares de

65 mm

Micro-CT e histologia

Scaffold com células-

tronco

Koyanagi, 2013

Hidroxiapatita

Células-tronco
de medula

O6ssea

Réadio de coelhos,
defeitos
segmentares de

10 mm

Micro-CT e histologia

Scaffold sem células-

tronco

Rathbone, 2013

Fosfato de célcio

bifasico

Células-tronco
de medula

O6ssea

Calvéria de ratos,

4 mm

Histologia

Scaffold com células-
tronco apoés 8

semanas

Brennan, 2014

Granulos de fosfato
tricalcio e
membrana de

colageno

Células-tronco
de medula

Ossea

Calvéria de ratos,

defeitos 4.6 mm

Micro-CT e histologia

Células-tronco com
membrana de
colageno e células-
tronco com fosfato

tricalcio e membrana

Al-Hezaimi, 2015
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de colageno
Cimento de fosfato Células-tronco | Calvaria de ratos, | Histologia Aos 30 dias: 0sso Allais, 2015
de célcio de medula defeitos bilaterais autogeno. Aos 60
Ossea dias: cimento de
diferenciadas de 5 mm fosfato de calcio +
em osteoblastos osteoblastos e 0sso
autoégeno.
Fosfato B-tricalcio Células-tronco Calvaria de Micro-CT e histologia | Scaffold com células- | Namli, 2015
com colageno de medula : tronco e 0sso
coelhos, defeitos
Ossea autégeno
8 mm
Metal de tantalo Células-tronco Trocanter maior | Histologia Scaffold com células- | Wei, 2016
poroso associado a de medula de cdes, defeitos tronco
carbono vitreo 0ssea
de 1x0.7cm
Nanocomposito de Células-tronco | Calvaria de ratos, | Histologia Scaffold com células- | Kargozar, 2017
vidro bioativo com de medula . tronco modificadas
defeitos de 7 mm
gelatina O0ssea com e por BMP-7
sem BMP-7
Esponja Células-tronco | Tibia de coelhos, | Histologia Esponja com células- | Rocha, 2017
hemostatica de de medula > defeitos de 2 tronco apods 60 dias
colageno 0ssea com
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hidrolisado plasma rico em mm por membro
plaquetas
Gelatina/ Células-tronco Radio de ratos, | Micro-CT e histologia | G/nHAp/ vidro bioativo | Oryan, 2018

nanohidroxiapatita
com e sem vidro

bioativo

de medula

Ossea

defeitos de 5 mm

com células-tronco e

0SSO autdgeno
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RESUMO

A engenharia de tecido 0sseo surgiu como alternativa para terapias de
regeneracdo Ossea e apresenta como abordagem terapéutica promissora a
associacdo de scaffolds a células-tronco. O objetivo deste trabalho foi produzir
scaffolds de poliuretano de mamona, caracteriza-lo e avaliar sua capacidade de
regeneracao 6ssea in vivo apos incorporacao de células-tronco de medula éssea. A
caracterizacao foi realizada com espectroscopia de infravermelho por transformada
de Fourier, analise termogravimétrica, microscopia eletrénica de varredura e andlise
de porosidade. Em seguida, a capacidade do scaffold de suportar adesdo e
crescimento celular em sua superficie foi avaliada pelas analises de microscopia
eletrbnica de varredura e histologica. A analise de citotoxicidade foi feita com ensaio
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio). Em tibias de coelhos foram
realizados defeitos 0sseos e avaliada a capacidade de regeneracdo Ossea dos
grupos scaffold, scaffold com células-tronco e controle, apds 4 e 8 semanas, com
espectroscopia de Raman, microtomografia computadorizada e histomorfometria. O
scaffold apresentou porosidade adequada, com tamanho médio de poro 209,5 um,
auséncia de citotoxicidade e suporte para adeséao e proliferacéo celular. No entanto,
nao houve diferencas significativas entre os grupos estudados in vivo nos dois
periodos de avaliacdo. S0 necessarios mais estudos acerca dos fatores que
influenciam a associagdo de scaffolds a células-tronco em engenharia de tecido

dsseo.

Palavras-chave: Células-tronco mesenquimais, poliuretano, microCT, regeneracao

O0ssea, biomateriais.
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INTRODUCAO

Engenharia de tecido 6sseo € um campo interdisciplinar que envolve
biotecnologia, engenharia, biologia e medicina e emergiu como alternativa
promissora as terapias de substituicdo, auxiliando o processo de regeneracao 0ssea
(1,2). Sua proposta de tratamento supre desvantagens clinicas decorrentes do uso
de enxertos O0sseos autdgenos e alégenos que, apesar de serem considerados
primeira opcdo no tratamento de defeitos 0Osseos, ainda estdo associados
anecessidade de segunda cirurgia e indisponibilidade de tecido doador(1,3). A
engenharia de tecidos utiliza biomateriais como arcaboucos (scaffold), que fornecem
estrutura e substrato para crescimento e desenvolvimento de tecidos,direcionando o
crescimento e a diferenciacdo de células no scaffold, além da possibilidade de
incorporacao de fatores de crescimento que aceleram este processo(4).

Scaffolds sédo elementos-chave para esse campo de estudo e devem ser
capazes de fornecer suporte para o processo de regeneracdo de 0SS0S
danificados(5,6). Biomateriais utilizados como scaffoldsdevem apresentar, além de
biocompatibilidade, boa degradacdo, poros interconectados com tamanho que
facilite adeséo e proliferacao celular, formacdo de matriz extracelular, crescimento
de tecido e transporte de nutrientes e residuos metabdlicos(7,8). O desenvolvimento
de scaffolds compativeis com esses conceitos tem sido um dos maiores desafios
para a engenharia de tecidos. Apesar da grande quantidade de estudos realizados
nos ultimos anos, muitos scaffolds ainda encontram-se distantes da aplicacéo
clinica(b,8).

Polimeros sé@o biomateriais bastante estudados para aplicacdo em engenharia
de tecido Osseo e, dentre eles, se destaca o poliuretano (PU), que € formado por

reacao entre poliol e diisocianato. Diferenciam-se dos demais substitutos 6sseos,
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pois possuem propriedades fisico-quimicas personalizaveis e propriedades
mecanicas flexiveis(7,9).0 6leo de mamona (Ricinus communis L), matéria prima
disponivel em abundancia no territério brasileiro e em paises como China, india,
Franca e EUA, pode ser utilizado como poliol na producdo de PU de base bioldgica
e apresenta como vantagens baixo custo, disponibilidade universal efacil
processabilidade(9,10).Estudos prévios relataram bons resultados de neoformacao
O0ssea do polimero de mamona(11-13), no entanto o mecanismo relacionado ao
processo de formacdo 0ssea obtida com uso deste biomaterial ainda € pobremente
compreendido (14).

Outro recurso que a engenharia de tecidos dispde € o uso de células-tronco
associadas ao scaffold. Células-tronco mesenquimais (CTM) da medula 6ssea, até o
momento, sdo a fonte celular mais utilizada para engenharia de tecido 6sseo. A
medula oOssea contém CTM com excelente plasticidade, que contribuem para
regeneracdo de tecidos mesenquimatosos como 0sso, cartilagem, musculo,
ligamentos, tenddes e tecido adiposo (15).

Para abordar esses pontos, este estudo focou, inicialmente, na busca do
método de producdo e da formulacdo de poliuretana de mamona que melhor se
adequasse ao uso como scaffold e sua caracterizacdo. Em seguida, avaliamos a
capacidade de regeneracdo 6sseadoscaffold de poliuretana de mamona incorporado
a ceélulas-tronco mesenquimais de medula 6sseaem modelos de defeitos 6sseos na

tibia de coelhos.
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MATERIAIS E METODOS
Producéo do scaffold

Para obtencdo do polimero utilizado como scaffold, o monoacilglicerideo
(MAG) do éleo de mamona foi produzido conforme metodologia de Reis et al.(16),
demonstrada na Figura 1A. Em sistema com banho de aquecimento termostatizado
e sob agitacdo constante, a temperatura foi estabilizada a 140°C e foram
adicionados 6leo de mamona?e glicerol’. Apés 10 minutos de agitacdo, hidroxido de
litio®foi adicionado a 0,05% de massa do 6leo. O sistema foi mantido em agitacéo

por 5 horas para finalizar a reacao.

Para sintese dos polimeros (poliuretanos), representada na Figura 1B, foi
utilizado o mesmo sistema de agitacdo e aquecimento, com temperatura inicial de
80°C. Assim, foram adicionados monoacilglicerideo (5g) e polietilenoglicol
(PEG)°(2,5g9, com peso molecular 1500), e agitados até completa dissolugdo.Em
seguida, hexametileno diisocianato (HDI) "foi adicionado na razdo molar MAG:HDI
de 1:4,5 e o sistema permaneceu em agitacdo até finalizacdo da polimerizacdo. A
formacdo do poliuretano foi detectada pelo aumento da viscosidade e formacao de
material esponjoso e a amostra permaneceu mais 12h sob temperatura inicial para

cura completa do poliuretano.

Caracterizacao do scaffold

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Para confirmar a producdo do poliuretano, espectros de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos em espectrofotometro®com refletancia
total atenuada (ATR). Foi utilizado modo de transmitancia e comprimento de onda

entre 800 e 4000 cm™ (13).

& Mundo dos 6leos, Brasil.
® Sigma-aldrich, EUA.
“Vertex 70, Bruker, EUA.
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Andlise térmica

A técnica de andlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada para avaliar a
estabilidade e a decomposicédo térmica do polimero obtido em funcdo da perda de
massa. O analisador térmico® foi padronizado com razdo de aquecimento de 10
°C/min, em atmosfera de nitrogénio, até temperatura de 600 °C e massa da amostra

de aproximadamente 7mg.
Microscopia eletronica de varredura

Para analisar as caracteristicasda superficie doscaffold, incluindo tamanho
médio dos poros e sua interconectividade, trés amostras foram revestidas
previamente com ouro, posicionadas em stubs de aluminio e visualizadas em
microscopio eletronico de varredura (MEV)®. O microscopio foi operado com
voltagem de aceleracdo de 10 kV, no modo SE. O software de andlise de imagem

ImageJ foi utilizado para avaliar o tamanho dos poros nas imagens obtidas.
Anédlise de Porosidade

A porosidade total (P) dos scaffolds foi determinada utilizando método de
deslocamento de liquido descrito anteriormente (17). Os scaffolds, com peso
conhecido, foram imersos em etanol absoluto (EtOH)" durante 48h. A quantidade
total de EtOH que os scaffolds conseguiram absorver neste foi determinada
aplicando a seguinte equacgao: P(%)= (W2 — W1 / detanol X Vscaffold) X 100. W2 e W1
representam peso Umido (registrado apés 48h de imersdo) e peso seco (obtido
previamente a imersdo) dos scaffolds, respectivamente, 0 dewano representa a
densidade do etanol e 0 Vatoid € 0 Volume do scaffold molhado, que foi determinado
diretamente pela imersao. A analise foi feita em triplicata.

“TGA-51H, Shimadzu, Jap&o

¢ Quanta 250 FEG, FEI, EUA
" Dinamica Quimica Contemporanea LTDA., Brasil
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Testes de cultivo celularin vitro

Cultivo celular

Células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTMMO) foram obtidas do
banco de células do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-tronco
(NUPCelt/UFPI). As células foram isoladas da medula o6ssea de coelhos
clinicamente saudaveis, caracterizadas por Silva et al.(18)e utilizadas neste
experimento na terceira e quarta passagens. Os scaffolds de poliuretano de
mamona foram esterilizados em autoclave ecultivados com CTMMO em meio de
cultivo a-MEM? em estufa incubadora"umidificada (37 °C, 5% de CO, e 95% de

umidade).
Morfologia e adeséo celular

A morfologia e a adesao das CTMMO aoscaffold foram avaliadas por meio de
processamento histolégico e microscépio eletrbnico de varredura. Previamente a
analise, os scaffolds foram cortados em amostras (n=6)retangulares de 10 x 7 x 2
mm. Para cada poco,10° CTMMO foram ressuspendidas em 1,5 ml de meio de
cultivo e plaqueadas sobre amostra doscaffold em placa de 12 pocos, que foi

incubada durante 7 dias.

ApoOs esse periodo, metade das amostras foram embebidas em meio de
inclusdo’, seccionadas em criostato! com espessura de 5pum e coradas com
hematoxilina e eosina. As amostras restantes foram fixadas em glutaraldeido 2,5%,
desidratadas em concentracbes crescentes de alcool, revestidas com ouro e

analisadas em MEV.

9Gibco ,Fisher Scientific, England
" TE-399, TECNAL, Brasil

' Easypath, Erviegas, Brasil
'HYRAX C 25, Zeiss, Alemanha
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Andlise de citotoxicidade

O ensaio de MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio)°foi
realizado para avaliar a citotoxicidade do scaffold utilizando CTMMO. Uma amostra
do scaffold foi diluida em dimetilsulféxido (DMSO)*para obtencéo de solucdo-mae de
80mg/ml. Esta solucéo foi diluida em meio a-MEM a fim de obter concentragdes de
25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 pug/mL, ndo ultrapassando a concentracéo de
0,2% de DMSO. Em seguida, 100uL de meio a-MEM e 10* CTMMO foram
adicionados por poco em placa de 96 pocos e incubados por 24h para adesao
celular. Apos duas lavagens com meio de cultivo para remover células que néo
aderiram, as diferentes concentracdes de solugdo-mée foram testadas em triplicata,
adicionadas de a-MEM em cada poco, com volume final de 100 uL e incubadas por
48h (19). Células em pocos semsolucédo do scaffold serviram como controle negativo
considerado 100% de viabilidade (20). Seguido ao periodo de incubacdo, 10uL de
MTT diluido em a-MEM a 5 mg/mL foram adicionados em cada poco e a placa foi
novamente incubada por 5h. O sobrenadante foi descartado e 100 yL de DMSO foi
adicionado para dissolver os cristais formazan formados, e estes foram medidos

com densidade éptica de 550 nm em leitora de placa’.

Regeneracédo Osseain vivo

Animais

Este estudo foi realizado conforme as normas do Guia Brasileiro de Criacéo e
Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa e os procedimentos

foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPI sob parecer n°

® Sigma-aldrich, EUA.
Mallinckrodt Chemicals, EUA.
' EIx800, Biotek, EUA.



50

379/17. Foram utilizados oito coelhos machos, raca Nova Zelandia, clinicamente
saudaveis, com maturacdo esquelética e peso médio de 2 Kkg.Os animais
permaneceram alojados no Nucleo de Experimento e Pesquisa de Animais
Silvestres (NEPAS), em gaiolas individuais e foram alimentados com racao
especifica para a espécie, associada a feno, leguminosas, tubérculos e 4gua ad

libitum.

Delineamento experimental

Para avaliar a capacidade de regeneracdo 0ssea do scaffold de poliuretano
de mamona acelulare incorporado com CTMMO, defeitos de 2 mm de diametro
(21)foram confeccionados nas diafises das tibias de cada animal. Assim, dois
defeitos foram produzidos na tibia direita e um na esquerda, para que os trés grupos
coexistissem em cada animal. A localizagcdo dosgrupos foi padronizada de modo
que, na tibia direita, implantou-sescaffoldacelular (grupo S) em defeito 6sseo
superior e o defeito inferior permaneceu vazio (controle negativo - grupo C); o defeito
na tibia esquerda foi preenchido com scaffold incorporado com CTMMO (10°
CTMMO/scaffold)(grupo SCT) (Figura 2). Com amostras contendo oito defeitos por

grupo, as analises foram realizadas apo6s 4 e 8 semanas.
Procedimento cirargico

Os animais foram sedadospor associagdo de quetamina™(30 mg/kg, IM) e
midazolam"(0,2 mg/kg, IM) e, em seguida, intubados e mantidos sob anestesia
inalatoria com isoflurano a 2%. A pele foi tricotomizada e incisada
longitudinalmentepara, apds divulsdo dos tecidos moles, produzir defeito 0sseo
unicortical com furadeira ortopédica’®sob irrigacdo constante com soro fisioldgico a

0,9%.

™ Quetamina injetavel 10g/100mL. Vetnil Ind. e Com. de Produtos Veterinarios Ltda, Brasil.
" Midazolam injetavel 15mg (5mg/mL). Cristalia produtos quimicos farmacéuticos Ltda, Brasil.
° Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA. Brasil



51

Na tibia direita, padronizou-se a distancia de 3 cm entre os defeitos.Logo apds, as
feridas cirargicas foram suturadas utilizando fio de nylon 5-0.

No periodo pés-operatério, 0s animais receberam terapia analgésica com
morfina (2,5 mg/kg, IM), anti-inflamatdria com flunixin meglumine® (1 mg/Kg, IM) e

antibioticoterapia com enrofloxacino® (10 mg/kg, IM).

Os animais foram eutanasiados apds 4e 8 semanas de tratamento,
totalizando quatro amostras por grupo em cada periodo. A sedacao foi realizadapor
associacdo de quetamina (30 mg/kg/IM) e midazolam (0,2 mg/kg/IM) e a
eutanasia,por sobredosagem anestésica de tiopental sédico (60 mg/Kg/IV). As tibias

foram imediatamente removidas e fixadas em formol tamponado a 10%.
Espectroscopia de Raman

Microscopio Raman%oi utilizado para obtencdo de dados da composicéo
molecular do tecido neoformado nos locais dos defeitos e comparados em relacéo
ao espectro de 0sso preexistente. A poténcia e o comprimento de onda do laser
foram de 50 mW e 785 nm, respectivamente, com tempo de aquisicdo espectral de
15s e as analises realizadas em trés pontos diferentes da amostra. Todos 0s
espectros foram coletados no mesmo dia para evitar desalinhamentos oOpticos e
mudancas na poténcia do laser e foram utilizadas duas amostras de cada grupo
para andlise. A presenca dopico,em ~ 958 cm™, foi avaliada nos espectros das

amostras.
Analise com microtomografia computadorizada

O escaneamento dos defeitos O0sseos nas tibias, foi realizado utilizando
microtomografia computadorizada” com os seguintes parametros de aquisicdo: 80

kV,

P Baytril, Bayer, Brasil
9 Senterra Il, Bruker, EUA
"UCT-SkyScan 1172, Bruker, USA
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120pumA, 14pm, 0,5 mm filtro Al, 0.3" parcela de giro, 3 frames e um giro de 180°. O
software NRecon' foi utilizado para a reconstrucdo dos volumes, com as seguintes
correcdes de artefato: 5 de reducdo de artefatos em anéis, 2 de suavizacdo e 20%
de reducdo de fendbmeno de endurecimento do feixe. As imagens reconstruidas
foram reorientadas no software Dataviewer', para a visualizacdo em posicdo padrdo
(axial) de todos os defeitos. Para andlise dos parametros de qualidade Ossea, o
software CTAN' foi utilizado e a regido de interesse analisada consistiu em estrutura
com formato de disco, com 2 mm de didmetro e 100 cortes axiais de altura. Para a
analise da regido de formacédo Ossea ectopica,0 mesmo software foi utilizado ea
porcao de osso formado além da cortical externafoi quantificada por meio de selecéo
manual da area de interesse, respeitando a superficie da tibia. O software CTVox'foi

utilizado para gerar e editar as imagens tridimensionais.

Analise histolégica

Apos fixacdo, as amostras foram descalcificadas com EDTA 10% e cortadas
em duas, transversalmente, no centro do defeito. Os espécimes foram desidratados
em concentracdes crescentes de etanol (50, 70, 90 e 100%), incluidos em parafina e
seccionados com 4 ym de espessura. Em seguida, foram corados com hematoxilina

e eosina (HE) para analise histologica.

Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram analisados quanto a normalidade de distribuicao
utilizando o teste Shapiro-Wilk e apresentaram distribuicdo normal (p>0,05). As
médias foram comparadas usando andlise de variancia de um fator (One-way
ANOVA) seguida de teste de Tukey para avaliagdo post hoc, considerando nivel de

significancia de p<0,05 para todas as medidas. Todos os dados foram apresentados

"UCT-SkyScan 1172, Bruker, USA
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como média + desvio padrédo (DP) e foram analisados utilizando Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0.
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RESULTADOS

Caracterizacao do scaffold

Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A Figura 3 apresenta os espectros de FTIR do scaffold de poliuretano de
mamona e de seus componentes. O polimero mostra banda de absorcdo a 3315 cm’
! que corresponde & vibracdo de alongamento NH de uretano e confirma a
presenca de grupos uretanos. Os picos a 2941 e 2864 cm™ foram atribuidos as
vibracBes assimétrica e simétrica dos grupos CHgs,respectivamente. O estiramento
das carbonilas (C=0) das ligacées de uretano aparece em 1681 cm™, deslocadas
em relag&o & sua posicdo no MG (1747cm™) devido & atracdo do nitrogénio presente
nas ligacbes de uretano do PU. Em 1541 cm™, o pico de absorcéo corresponde
aamida Il (ligacdes NH+ estiramento de C-N), em 1261 cm™a CNH e em 1128 cm™
refere-se a ligacdo C—O-C. A banda caracteristica do grupo NCO livre residual,

1

anteriormente encontrada no espectro do HDI em 2260 cm ~, ndo foi encontrada no

espectro do PU.
Analise térmica

As curvas de TG e DTG estdo apresentadas na Figura 3B. A termogravimetria
mostrou trés estagios de decomposicéo distintos. O primeiro com perda massica de
16%, proximo a 180 °C, esta associado a decomposi¢do da ligagdo uretano que
ocorre pela dissociacdo de PU em isocianatos e alcool, & formacdo de aminas
primarias e grupos olefinicos terminais nas cadeias de poliéster, e consequente
formacdo de aminas secundarias e CO,. O segundo ocorre por volta de 280 °C e
refere-se & degradacdo de partes flexiveis da cadeia, como dissociacdo da ligacéo

éster através de cisdo da cadeia, desidrogenacdo e policondensacdo de grupos
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alquilo presentes no MG, com perda de massa de 20%.Noultimo estagio da
decomposicdo, em torno de 380 °C, ocorre 57% de perda referente a degradacao do
segmento flexivel do PU e essa fase também pode ser associada a decomposicéo
térmica de ligacdes carbodiimida, formando CO, e carvdo, no estado sdlido, que
permanece na forma de residuo. A curva DTG mostrou trés estagios de
decomposicdo em 225, 280 e 460 °C e mostra também um quarto evento
endotérmico com temperatura abaixo de 100 °C, referente a perda de solvente ou

agua.

Microscopia eletrénica de varredura e andlise de porosidade

O scaffold de poliuretano de mamona e as micrografias obtidas com MEVsao
apresentados na Figura 4.A estrutura altamente porosa dos scaffolds apresentou
poros interconectados, com morfologia irregular, distribuicdo n&o uniforme e
tamanho médio de 209,5 + 91 um. A porosidade média obtida pelo teste de

deslocamento de liquidos no scaffold foi de 72,6% + 9,3.

Testes de cultivo celular in vitro

Morfologia e adeséo celular

A analise histologica dos scaffolds cultivados com CTMMO (Figura 5A)
evidenciou presenca de células com morfologia fusiforme, capazes de fixar-se e se
distribuir no interior dos poros do poliuretano. As micrografias obtidas com MEV
(Figura 5B-C) confirmaram a capacidade de distribuicdo e adesédo das células na
superficie do scaffold e interior dos poros. As CTMMO apresentaram-se em grupos,
formando colbnias e fixadas a superficie do poliuretano, comprolongamentos

citoplasmaticos e formato fibroblastoide.
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Analise de citotoxicidade

A Figura 6 apresenta os resultados do ensaio de MTT demonstrados pela
conversdo de absorbancia em porcentagem de viabilidade celular nas diferentes
concentracdes de solugdo-méae do scaffold de poliuretano de mamona apés 48h. O
scaffold causoureducdo da viabilidade das CTMMO em suas concentragdes mais
altas (1600 e 800 pug.mL™).No entanto, ndo houve diferenca significativa (p= 0,19)
entre a viabilidade celular destas concentracdes e o controle negativo pois, apesar

da reducéo, os valores ainda foram mantidos acima de 90%.

Regeneracédo 6sseain vivo

Os espectros de Raman obtidos dos defeitos dsseos, 4 (A) e 8 (B) semanas,
apos a cirurgia, estéo representados na Figura 7. O pico em 958cm™, que sugere a
presenca de PO, foi encontrado em todos 0s grupos apés 4 semanas, com menor
intensidade em relacdo ao 0sso preexistente. Com intensidade aumentada e mais
proxima do 0sso preexistente, opicoem 958cm™*manteve-se nos trés grupos, apos 8

semanas.

Imagens de micro-CT representativas para 4 e 8 semanas de neoformacéo
0ssea apos a cirurgia de cada grupo séao apresentadas na Figura 8. Como esperado,
novo o0sso foi formado, principalmente das bordas para o centro do defeito em todos
0S grupos, mas, nos grupos S e SCTtambém houve tendéncia de neoformacéo
0ssea no centro do defeito. Aléem disso, houve formacéo dssea ectdpica, adjacente a
regido do defeito, ocasionada pelo deslocamento de parte do biomaterial e a analise
de volume de novo osso considerou as duas regides. Ap0s 8 semanas, o tecido

0sseo neoformado apresentou-se com maior densidade em todos 0s grupos,
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indicando maior maturacédo, e em maior quantidade quando comparado ao resultado
apos 4 semanas, conforme mostra a Figura 9. Em ambos os periodos, o grupo S
apresentou maior volume 6sseo, seguido dos gruposSCT e C, mas sem diferenca

estatistica (p= 0,6 para 4 semanas e p=0,1 para 8 semanas).

Imagens de cortes histolégicos estdo representadas na Figura 10. Apos 4
semanas, no grupo S, este tecido é altamente organizado e permeado por tecido
0sseo neoformado imaturo e tecido conectivo, apresentando muitos ostedcitos
dispersos pela matriz e com presenca de scaffold em alguns espécimes. No grupo
SCT observou-se uma matriz ostedide mais organizada, porém ainda imatura e
heterogénea, com grande numero de ostedcitos aprisionados em lacunas, com
areas de aspecto trabecular (esponjoso) e tecido colagenoso pouco organizado.
Ainda foi possivel observar grande numero de osteoblastos em plena atividade
contornando essa matriz. O grupo C apresentou infiltrado inflamatério mononuclear
discreto e presenca na por¢cdo mais central de alguns defeitos de tecido Osseo
lacunar, com ostedcitos dispersos desordenadamente em matriz ainda imatura.
Apds 8 semanas, o tecido 6sseo preenchia quase todo o defeito do grupo S, com
areas de mineralizacdo caracterizando a deposicdo de célcio, ostedcitos
aprisionados na matriz e matriz ostedide ainda imatura, mas comecando a
apresentar-se mais homogénea. O grupo SCT apresentava fragmentos do scaffold
ainda nao totalmente reabsorvido, o qual possuia matriz 6ssea mais madura,
organizada e de aspecto lamelar, com menor nimero de ostedcitos presos em
lacunas, além de osteoblastos ainda em atividade. Células inflamatorias ja estavam
ausentes no grupo C e a matriz 6ssea imatura em substituicdo ao tecido conjuntivo e

dirigindo-se ao centro do defeito.
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DISCUSSAO

Diversos métodos tém sido utilizados para producédo de scaffoldspoliméricos,
incluindo técnicas de impressdo 3D, eletrofiacdo, evaporacdo de solventes e
lixiviacdo de particulas, os quais garantem melhor controle sobre propriedades
estruturais e mecanicas dos biomateriais(6). No entanto, o custo para sua producéo
costuma ser mais elevado e, neste estudo, buscamos produzir poliuretano a partir de
reacao simples de polimerizacdo, utilizando poliol a base de 6leo de mamona. A
sintese de poliuretano possui versatilidade devido a altareatividade do grupo
isocianato com hidroxila de compostos, como o 6leo de mamona utilizado para

producdo do monoacilglicerideo (22).

A composi¢do quimica demonstrada por FTIR do poliuretano confirmou a
sintese devido a presenca da ligacdo N-H, caracteristica de uretanos, e a formacéao
de grupos carbonilas, causada pela interacdo entre os grupos NCO, do HDI, e OH,
do MG de d6leo de mamona (23). A auséncia do grupo NCO livre residual no
espectro do PU permitiu concluir que houve reacao total entre 0 monoacilglicerideo e
o diisocianato durante a sintese (24). A analise térmica mostrou que O primeiro
estagio de perda de massa do scaffold produzido foi a 180 °C, importante para o
processo de esterilizagdo com calor umido, realizado em autoclave a 121°C. A
possibilidade de esterilizacdo sem prejuizo as caracteristicas fisicas e de manuseio
€ um dos principais fatores para bom desempenho do scaffold, além de permitir

ambiente estéril para cultivo celular (6).

Especificamente para o reparo de defeitos 0sseos, scaffolds com estrutura
altamente porosa garantem resultados mais promissores, pois facilitam penetracao
de novos vasos (angiogénese), difusdo de nutrientes e conteudos metabdlicos e

integracdo entre scaffold e tecido circundante(25,26). Considerando que 0 0SSO
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esponjoso humano possui porosidade entre 30 e 90%(6), o scaffold de mamona
produzido em nosso estudo € considerado adequado para regeneracdo 6ssea pois
apresentou 72,6% de porosidade interna. Este resultadoaproxima-se de Wang et
al.(23), que produziu scaffold com 6leo de mamona e obteve 78% de porosidade.
Além disso, o valor médio de tamanho de poro encontrado foi de 209,5 um, valor
que difere de Du et al.(27), que produziu scaffold de polimero de mamona com poros
de 500 um, mas corrobora com a descricdo de estudos anteriores, que descrevem
tamanho de poro ideal para crescimento 6sseo dentro de biomateriais de 200 a
350um (6,28)e valor minimo de 100 um para difusdo de nutrientes e oxigénio para

sobrevivéncia celular(29).

A associacao entre scaffold e células-tronco para a regeneracdo 0ssea tem
sido descrita extensivamente em estudos para engenharia de tecidos em busca de
melhor compreenséao das interacdes moleculares entre diferentes scaffolds, células-
tronco e o microambiente envolvido no reparo de lesGes (30). Além disso, a
capacidade de suportar adeséao celular e fornecer suporte temporario com condicfes
suficientes para manter sua estrutura € considerada caracteristica fundamental para
bom desempenho do scaffold (31).Neste estudo, por meio de analise histolégica e
MEV, demonstrou-se que o scaffold de poliuretano de mamona foi eficaz como
matriz para crescimento de células-tronco mesenquimais de medula 0ssea pois
estas apresentaram boa ancoragem e proliferacdo satisfatoria quando cultivadas
com este biomaterial. Esse processo € ocasionado pela interacdo de sinais no
microambiente celular, tais como interacdo entre células, entre células e a matriz
extracelular e entre células e o biomaterial(32). A boa interacdo com o biomaterial
pode ser justificada pelas caracteristicas de porosidade apresentadas por este

poliuretano, pois migracao, proliferacdo e nutricdo celular sdo favorecidas por esta
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propriedade. Estudo anterior (33), realizado com polimero de mamona em formato
granular também encontrou boas caracteristicas de adesdo e proliferacdo de
CTMMO a superficie do biomaterial, apesar da auséncia de poros na superficie do
biomaterial. No entanto, os autores atribuiram o resultado a presenca de carbonato

de calcio na composi¢éo do polimero.

A auséncia de toxicidade as células também deve ser caracteristica de
scaffolds destinados ao reparo de tecido danificado, por isso a citotoxicidade do
scaffold produzido as CTMMO foi avaliada. O ensaio de MTT avalia a atividade
metabdlica celular e, apesar da reducdo de viabilidade nas maiores concentracdes,
os valores mantiveram-se acima de 90%, ndo considerado citotoxico e proximo a

valores encontrados na literatura para poliuretano de mamona(34).

Apbés caracterizar e demonstrar que o scaffold de poliuretano de mamona
suporta proliferacdo e adesdo de células e ndo apresenta citotoxicidade, nosso
objetivo secundéario foi avaliar a eficacia dos scaffolds semeados com CTMMO em
defeitos tibiais em coelhos. Nossa hip6tese, baseada no resultado de diversos
estudos anteriores(35-37), era de que a incorporacdo das células ao scaffold teria
melhor efeito na regeneracdo do defeito 6ésseo. No entanto, os resultados das
analises por microtomografia e histolégica demonstraram que a adicdo de CTMMO
ao scaffold de poliuretano de mamona ndo aumentou a formagéo 0ssea. Apesar do
grande numero de estudos que diferem deste resultado, Rai et al.(32)e Rathbone et
al.(38) também encontraram excelentes resultados de scaffolds com CTMMO in
vitro, mas o transplante destas células indiferenciadas in vivo ndo apresentou bons
resultados. Isto fortalece a ideia da influéncia de fatores externos no destino das
células(39). Entre eles, foi demonstrado que a variacdo do nivel de sobrevivéncia

celular(32), a falta de fatores de diferenciacdo apropriados (38), a dependéncia
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critica da expressdo de fatores troficos e a presenca de mediadores proé-
inflamatorios(40) podem limitar ou suspender o processo de regeneracao. Além
disso, existem controvérsias quanto ao estado de diferenciacdo celular para reparo
de defeitos 6sseos, mas nossos resultados concordam com a provavel influéncia

deste no potencial regenerativo.

Como sugestdes de melhorias para trabalhos futuros com estescaffold de
poliuretano de mamona propomos, primeiramente, a busca por alternativas que
auxiliem sua manutencdo estavel dentro do defeito. Além disso, sugerimos
rastreamento das células-tronco utilizadas para investigar sua sobrevivéncia quando

utilizadas in vivo, podendo justificar melhor o resultado encontrado.

O scaffold de poliuretano de mamona apresentou resultados satisfatorios de
caracterizacdo e suporte para adesao e proliferacdo celular, além da auséncia de
citotoxicidade. A incorporacdo de células-tronco mesenquimais de medula éssea ao
scaffold foi capaz de reparar defeitos 6sseos na tibia de coelhos, mas sem
diferencas estatisticas comparado ao scaffold acelular e ao grupo controle. Estudos
futuros devem direcionar melhor entendimento dos fatores que influenciam o destino

e a acao das células-tronco associadas a este biomaterial.
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FIGURAS
A
Monoacilglicerideo
Oleo de mamona + Glicerol + Hidréxido de litio - de dleo de
mamona
B

Monoacilglicerideo
de éleo de '|' Polietilenoglicol +
mamona

Hexametileno ‘ Poliuretano de dleo
diisocianato de mamona

Figura 1: Producdo de monoacilglicerideo de 6leo de mamona (A) e poliuretano de
6leo de mamona (B).

]
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Figura 2: Delineamento experimental — Grupos SC e C na tibia direita e SCCT na

esquerda.
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Figura 3: Espectros FTIR para MG, HDI e PU (A) e curvas de termogravimetria (TG e
DTG) do PU (B).
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Figura 4: Scaffold de PU de mamona em imagem digital (A) e microscopia eletronica de

varredura (B) cujas barras de escala correspondem a 500 e 100 pm respectivamento.

Figura 5. Adesdo e proliferacdo de CTMMO em scaffold de PU de mamona em

seccdes histologicas apresentando célula com aspecto fusiforme (*), magnificacdo de
100x (A) e em microscépio eletrdnico de varredura, das quais a imagem a direita
representa maior aumento (20000x) do campo selecionado na esquerda (5000x) e
ambas apresentam células agrupadas e aderidas (seta) a superficie do biomaterial (B).
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Figura 7: Espectros de Raman para 0sso preexistente e os grupos de tratamento

apos 4 (A) e 8 (B) semanas da cirurgia.
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Sca_{fold
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Figura 8: Imagens de microtomografia computadorizada com cortes axiais representando
os trés grupos e apresentando formacédo d6ssea difusa apos 4 semanas e mais madura
apos 8 semanas (barra de escala: 2mm).
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Figura 9: Medidas de volume de osso neoformado dos trés grupos, apés 4 e 8
semanas, obtidas com analise tridimensional com microtomografia computadorizada.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em ambos os periodos (p>0,05).
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Scaffold
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Controle

Figura 10: Seccdes histologicas coradas com HE e visualizadas em microscopio
de luz dos grupos de tratamento apos 4 e 8 semanas. Observa-se formagéo de
matriz ostedide em todos o0s grupos (estrela) permeada por osteoblastos em
atividade (seta). Imagem E com magnitude de 200x (barra de escala 20um) e as

demais, 500x (barra de escala 50 pm).
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3. PRESS RELEASE

OLEO DE MAMONA E CELULAS-TRONCO: ALTERNATIVAS PARA
REGENERACAO OSSEA EM ODONTOLOGIA

Isnayra Kerolaynne Carneiro Pacheco — Aluna do Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia
da UFPI (PPGO- UFPI)
Prof2 Dr2 Ana Cristina Vasconcelos Fialho — Professora do Programa de Pés-Graduagao em
Odontologia da UFPI (PPGO- UFPI)

Acidentes, traumatismos, neoplasias, doenca periodontal ou perda precoce de
dentes associada a necessidade de reabilitacdo com implantes dentarios séo
algumas das inumeras causas de perda 6ssea em pacientes que procuram 0O
consultério odontologico. Estes defeitos &sseos afetam uma proporcéo
consideravel da populacéo idosa e de meia idade e, com o envelhecimento da
populacédo, a tendéncia é que ocorra um aumento da procura por tratamento para

estas situagoes.

Nestes casos, o tratamento ainda considerado como primeira opgéo utiliza
0sso do proprio paciente, obtido em outra regido, aplicado como enxerto no local
onde ha perda éssea. No entanto, a necessidade de segunda cirurgia para
coletar tecido 6sseo doador e, em alguns casos, a inviabilidade de coleta do
enxerto devido ao volume limitado de osso do paciente nas regides onde
normalmente € realizada sdo consideradas desvantagens para escolha desta

opcao de tratamento.

Assim, o dentista normalmente lanca mao do uso de biomateriais que
auxiliam a formacao 0ssea, realizando apenas uma cirurgia e obtendo resultados
satisfatorios de recuperacdo do volume 6sseo. No entanto, a maioria dos
materiais utilizados possui custo elevado e, considerando estas condi¢fes, uma
equipe multidisciplinar composta por cirurgides dentistas do Programa de Pés-
graduacdo em Odontologia da UFPI, quimicos e médicos veterinarios
desenvolveram e iniciaram os testes com um novo biomaterial no Laboratério

Interdisciplinar de Materiais Avancados da Universidade Federal do Piaui.
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O diferencial proposto é a producao de um polimero para uso em cirurgias de
reparo 6sseo em Odontologia que, além da reducéo de custos, apresenta como
vantagens a producdo menos complexa e a utilizacdo de matéria-prima
disponivel no Brasil. O Ricinus communis L., popularmente conhecido como
mamona ou ricino, é uma planta bastante comum no territério brasileiro e seu
principal produto derivado € o 6leo de mamona. O polimero obtido por reacdes
guimicas com o 6leo de mamona foi liberado para uso médico e odontolégico
pelo Ministério da Saude em 1999 e é o biomaterial produzido por este grupo de
pesquisa. As fases iniciais do estudo com animais tém demonstrado resultados
promissores em relacdo a biocompatibilidade deste polimero de mamona além

da capacidade de promover regeneracao 6ssea.

Outra alternativa de uso deste biomaterial € sua associacdo com células-
tronco, também estudada pelo grupo no Nucleo Integrado de Morfologia e
Pesquisa com Células-tronco da UFPIL. A hipotese € que as células-tronco,
quando utilizadas em boas condi¢cdes, possam melhorar a capacidade deste
polimero de formar tecido 6sseo. As pesquisas com o polimero de mamona e
células-tronco de medula 6ssea demonstraram que este material pode servir de
suporte para o transplante das células, mas fases do estudo mais avancadas séo

necessarias antes da aplicacdo em seres humanos.

O grupo de pesquisa pretende registrar patente da metodologia deste
polimero de mamona e espera que em breve seu uso possa contribuir para
reducdo de custos para saude publica, além da obtencdo de excelentes

resultados de regeneracéo 6ssea.

Jornal O Dia, Teresina-PlI, p. 6 - 6, 04 fev. 2019.
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a) Primeira folha dando visibilidade a Universidade, ao Programa, ao autor e titulo da
dissertacao;
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(mestrado académico), a area de concentracao, a linha de pesquisa, ao nome do
orientador e coorientador, ao local (cidade) e ao ano;

c) Folha de aprovacéo, dando visibilidade a Comisséo Julgadora com as respectivas
assinaturas;
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c) Artigo(s);

d) Press release.
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a) Producéo Intelectual
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c) Apéndices
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ANEXO Il — AUTOR GUIDELINES (JOURNAL OF BIOMEDICAL MATERIALS

RESEARCH PART A)

Aims and Scope

The Journal of Biomedical Materials Research Part A is an international,
interdisciplinary, English-language publication of original contributions concerning
studies of the preparation, performance, and evaluation of biomaterials; the chemical,
physical, toxicological, and mechanical behavior of materials in physiological
environments; and the response of blood and tissues to biomaterials. The Journal
publishes peer-reviewed articles on all relevant biomaterial topics including the
science and technology of alloys,polymers, ceramics, and reprocessed animal and
human tissues in surgery,dentistry, artificial organs, and other medical devices. The
Journal also publishes articles in interdisciplinary areas such as tissue engineering
and controlled release technology where biomaterials play a significant role in the
performance of the medical device.

The Journal of Biomedical Materials Research is the official journal of the Society for
Biomaterials (USA), the Japanese Society for Biomaterials, the Australasian Society

for Biomaterials, and the Korean Society for Biomaterials.

Articles are welcomed from all scientists. Membership in the Society for Biomaterials

is not a prerequisite for submission.

Online Submission and Peer Review

In taking a step toward expediting the publication process, Journal of Biomedical
Materials Research Part A is pleased to offer web-based submission and peer

review.

To submit your manuscript online please:

Log on to http://mc.manuscriptcentral.com/jomr-a .If you have not already done so,
create an account for yourself in the system by clicking on the "Create an Account”
button. To monitor the progress of your manuscript throughout the review process,

just login periodically and check your Author Center.
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Please be sure to study the Instructions and Forms given at the site carefully, and
then let the system guide you through the submission process.Online help is
available to you at all times during the process. You are also able to exit/re-enter at
any stage before finally “submitting” your work. All submissions are kept strictly
confidential. If you have any questions, do not hesitate to contact us

at jomra@wiley.com.

To ensure the most rapid review process for submitted manuscripts, it is now a
requirement for authors to suggest at least 4 possible reviewers for their paper with
complete contact information, including name,affiliation,and email address. Please
note that it is a requirement to include the affiliated institution of each preferred
reviewer. We also strongly recommend that you list the reviewer's institutional email
address, instead of their personal account. Your submission will be unsubmitted to
address these issues if they are not listed correctly.

All correspondence should be sent to the Journal AdministrationOffice, Attn: Ms. Lisa
Brodsky, Assistant Managing Editor, Journal of Biomedical Materials Research
Editorial Office, c/o John Wiley & Sons, Inc.,111 River Street (MS 8-02), Hoboken,
NJ 07030-5774.

Authors in Japan please note: Wiley-Japan can provide authors in Japan with a list of
recommended services to check and improve the English in their papers BEFORE
SUBMISSION. Please see the site as

follows:http://www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp

Copyright/Licensing and Permissions:

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for
the paper will receive an email prompting them to login into Author Services; where
via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the
license agreement on behalf of all authors on the paper. For authors signing the
copyright transfer agreement:

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented
with the copyright transfer agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the
CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs below:
CTA Terms and
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Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen: If the OnlineOpen option is selected the
corresponding author will have a choice of the following Creative Commons License
Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit
the Copyright FAQs hosted on Wiley Author

Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/faqs_copyright.asp and
visithttp://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome
Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) you will be given the
opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in
complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more
information on this policy and the Journal’s compliant self-archiving policy please
visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

For RCUK and Wellcome Trust authors click on the link below to preview the terms
and conditions of this license:

Creative Commons Attribution License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit
the Copyright FAQs hosted on Wiley Author Services
http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags_copyright.asp and
visithttp://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--
License.html.

It is the author’s responsibility to obtain written permission to reproduce material that
has appeared in another publication.

Use of Animals: When animals are used in the research reported,the authors must
state: "NIH guidelines (or for non-U.S. residents similar national regulations) for the
care and use of laboratory animals (NIH Publication #85-23 Rev. 1985) have been
observed." In studies involving human subjects, the authors must include; "all
subjects enrolled in this research have responded to an Informed Consent which has
been approved by my Institutional Committee on Human Research and that this

protocol has been found acceptable by them." The dates of approval by the
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Committee and the ethical guidelines followed should be made a part of the Methods
section.

Conflict of Interest. JBMR has adopted a policy that requires authors to make a
statement concerning potential conflict of interest relating to their submitted articles.
They must select one of the following applicable statements as indicated by
superscript following the title of their manuscripts.

1. The author, or one or more of the authors, has received or will receive
remuneration or other prequisites for personal or professional use from a commercial
or industrial agent in direct or indirect relationship to their authorship. 2. The benefits
accruing to the author or authors from a commercial or industrial party will be applied
to a research fund, nonprofit institution or other organization with which the author(s)
are associated. 3. No benefit of any kind will be received either directly or indirectly
by the author(s). 4. The author(s) choose not to respond to any of the above listed

statements.

Instructions for Manuscript Preparation

Manuscript: For optimal production, prepare manuscript text in size 12 font on 8-1/2
x 11 inch page, double-spaced, with at least 1-inch margins on all sides. Text files
should be formatted as .doc or .rtf files. Refrain from complex formatting; the
Publisher will style your manuscript according tot the Journal design specifications.
Do not use desktop publishing software such as PageMaker or Quark Xpress or
other software such as Latex. If you prepared your manuscript with one of these
programs, export the text to a word processing format. Please make sure your word
processing programs “fast save” feature is turned off. Please do not deliver files that
contain hidden text: for example, do not use your word processor’s automated

features to create footnotes or reference lists.

Original Articles should appear in the following order: title page (including authors
and affiliations), abstract, keywords, introduction, materials and methods, results,
discussion, acknowledgments, references, figure legends. Number pages

consecutively starting with the title page as page 1.

Please be sure to submit your illustrations and tables as separate files; the system

will automatically create a pdf file of your paper for the reviewers.
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Title Page: The name(s) and affiliation of the author(s)should appear only on a
separate title page. Please do not mark any other parts of the manuscript with
name(s) and affiliation(s) of author(s).Use only a short title on the following pages of
the manuscript. Author(s) name(s)should not be used. The paper should be
subdivided into the expected classical sections and, if necessary, subsections.
Manuscripts including references (but not figures or tables) should be no longer than
18 pages.

Abstract: A short synopsis (200 words or less) is required for all papers. This
synopsis should be carefully prepared, for it is the source of most abstracts. The
synopsis should be a summary of the entire paper, not the conclusions alone, and

should precede the main body of the paper.

Keywords: The author is requested to supply, below the synopsis, a list of five
keywords or phrases that most clearly typify the outstanding points made in the

manuscript.

References:
All references should be numbered consecutively in order of appearanceand should

be as complete as possible. Sample references follow:

1. King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine,
lateral reticular, and inferior olivary projections to two paravermal cortical
zones of the cat cerebellum. J Comp Neurol 1998;390:537-551.

2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

3. Gilmor ML, Rouse ST, Heilman CJ, Nash NR, Levey Al. Receptor fusion
proteins and analysis. In: Ariano MA, editor. Receptor localization. New York:
Wiley-Liss; 1998. p 75-90. Please note that journal title abbreviations should

conform to the practices of Chemical Abstracts.

Figure Legends: Please supply complete captions for all figures.Captions are to
appear on a separate page at the end of the manuscript. Symbols and

Equations: Authors are cautioned to type, wherever possible, allmathematical and
chemical symbols, equations, and formulas and to identify inthe margin all Greek or
unusual symbols the first time they are used(e.g.,k,K, , X, ). Underline all vector
guantities with a wavy line. Usefractional exponents to avoid root signs. When

mentioning a material, chemicalreagent, instrument or other product, use the generic
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name only. If furtheridentification (proprietary name, manufacturer's name and

address) isrequired, list it as a footnote.

Tables: Please save Tables separately and supply numbers andtitles for all. All table
columns should have an explanatory heading. Tablesshould be submitted as doc or

rtf files (it is preferred that tables areprepared using Word'’s table edit tool).

lllustrations: When preparing digital art, please consider:

Resolution: The minimum requirements for resolution are:

1200 DPI/PPI for black and white images, such as line drawings or graphs.

300 DPI/PPI for picture-only photographs

600 DPI/PPI for photographs containing pictures and lineelements,i.e.,text labels,
thin lines, arrows.

These resolutions refer to the output size of the file; if youanticipate that your images
will be enlarged or reduced, resolutions should beadjusted accordingly.

Formats:

For the editorial review process, GIF and JPEG files areacceptable; upon submission
of a revision, TIFF or EPS files will be required.For the editorial review process, color
images may be submitted in RGBcolor;upon revision, CMYK color will be required.
Delivery ofproduction-quality files early in the review process may facilitate smooth

andrapid publication once a manuscript has been accepted.

Note that these file formats are not acceptable for printing:JPG,GIF,ONG, PCX,
PNG, XBM, Word, and Excel. We recommend creating yourgraphics in Photoshop,
lllustrator, or Freehand and importing them into yourpage applications as TIFFs with
all fonts included. Do not scan figures asJPEGs and convert to TIFFs. For further
guidance on preparing digital figurefiles,authors are encouraged to

visit http://cjs.cadmus.com/da/applications.asp.

To ensure that your digital graphics are suitable for print purposes,please go to
Rapidlnspector™ at http://rapidinspector.cadmus.com/zwi/index.jsp .Thisfree, stand-
alone software application will help you to inspect and verifyillustrations right on your
computer.

A legend must be provided for each illustration and must define allabbreviations used
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therein. Legends should be placed at the end of themanuscript text file.

Color lllustrations: Color figures are generally printed inthe Journal at the author’s
expense. The published will provide cost estimatesprior to printing. A limited number
of color figures that are of criticalimportance and that significantly enhance the
presentation will be consideredfor publication at the publisher’s expense subject to
editorialrecommendation. Final decision on publication of color figures will be at
thediscretion of the Editor. All color figures will be reproduced in full colorin the online
edition of the journal at no cost to authors. For bestreproduction, bright, clear colors
should be used. Dark colors against a darkbackground do not reproduce well; please

place your color images againstawhite background wherever possible.

Author Alterations or Revisions. It is absolutely necessary to limit alterations to
factual and typographical errors. Authors will be charged for revisions, and
publication of their work will be delayed. In order to expedite the publication and
online posting of articles in Wiley Online Library,JBMR sends page proofs in pdf
format via e-mail to the corresponding author’s e-mail address.Please follow the
instructions in the e-mail; contact names and numbers are given for questions,

problems, or if an author wishes to receive a paper proof.

Reprints: Reprints may be ordered
at https://caesar.sheridan.com/reprints/redir.php?pub=10089&acro=JBMA.

Note to NIH Grantees:

Pursuant to NIH mandate, Wiley-Blackwell will post the accepted version of
contributions authored by NIH grant-holders to PubMed Central upon acceptance.
This accepted version will be made publicly available 12 months after publication. For

further information, see www.wiley.com/go/nihmandate.
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