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Resumo

GRAZIOLI, Guillermo. Sintese e caracterizacdo de novo hidrogel compdsito com
hidroxiapatita de estroncio para regeneracdo 0ssea. Orientador: Rafael Ratto de
Moraes. 2020. 72 f. Tese (Doutorado em Odontologia) — Programa de Pés-
Graduacao em Odontologia, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

A formacéo rapida de um novo tecido dsseo € pré-requisito para restauracao estética
e funcional do tecido perdido. Levando isso em consideracdo, o objetivo deste
trabalho foi preparar um biomaterial potencialmente aplicavel para regeneracdo
0ssea a base de uma matriz de hidrogel modificada com particulas de Hidroxiapatita
(HA) e Hidroxiapatita de Estréncio (HASr). Para a sintese das particulas, o método
de precipitacdo humida e calcinacdo foi utilizado. No caso da hidroxiapatita de
estroncio, 50 mol% do célcio foi substituido por nitrato de estrébncio na fase de
precipitacdo. As particulas foram caracterizadas por microscopia eletrbnica de
varredura e espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (MEV-EDX -
morfologia e composicdo quimica), difracdo de raios-X (DRX) e Espectroscopia
infravermelha com transformada de Fourier (FTIR). Os hidrogéis foram preparados a
partir de misturas dos polimeros poli(alcool vinilico) (PVA) e sulfato de condroitina
(SC) utilizando a técnica de congelamento/descongelamento. Durante esse
processo, diferentes quantidades de HA ou HASr (0, 5, 10 ou 15% em massa) foram
adicionadas a formulacdo dos hidrogéis. Os hidrogéis obtidos (com e sem particulas)
foram caracterizados por FTIR, MEV-EDX e micro tomografia computadorizada
(micro-CT — porosidade do hidrogel). Além disso, foram realizados ensaios in vitro
com esses hidrogéis a fim de avaliar suas propriedades mecanicas, capacidade de
absorcdo de liquidos e citotoxicidade. O MEV-EDX confirmou uma distribuicdo
homogénea de Ca?* e Sr?* ao longo das estruturas das particulas. Ja as andlises de
DRX apresentaram padrfes de difracdo correspondentes a HA e HASr. A analise de
FTIR dos hidrogéis permitiu comprovar a formacao da rede polimérica do hidrogel de
PVA/SC, resultado da reticulacdo fisica das cadeias de PVA durante as etapas de
congelamento/descongelamento. Ainda, as andlises de FTIR confirmaram a
presenca das particulas (HA ou HASr) nas matrizes de hidrogel. A porosidade e
distribuicdo homogénea das particulas foi confirmada pelo MEV-EDX mostrando
presenca de ions Ca?* e Sr?* nos hidrogéis independentemente da concentragdo. O
micro-CT exibiu uma porosidade total de 30% no hidrogel controle (sem particulas) e
uma tendéncia a reduzir a porosidade total & medida que a propor¢do de HA ou
HASr aumentava. A resisténcia a compresséo do hidrogel compdsito aumentou com
a adicdo de particulas. O teste de viabilidade celular revelou que todos os hidrogéis
preparados sdo atoxicos e ainda permitem um aumento na quantidade de células
em todos 0s grupos, incluindo o hidrogel controle (sem particulas). Em concluséo,
um hidrogel composto modificado com até 15% em massa de particulas de HA ou
HASr foi sintetizado com sucesso com propriedades fisico-quimicas aprimoradas em
comparacdo com o hidrogel controle, mostrando também caracteristicas
manipulativas promissoras. Os préximos passos incluirdo ensaios de fosfatase



alcalina para observar a capacidade dos hidrogéis de induzir a diferenciacdo 0ssea e
testes in vivo para regeneracao 6ssea em defeitos de tamanho critico em um modelo
animal, buscando avaliar a futura aplicacéo clinica.

Palavras-chave: substitutos 6sseos; hidrogel; hidrogéis compdésitos; estrdncio;
hidroxiapatita; porosidade; viabilidade celular; biocompatibilidade.



Abstract

GRAZIOLI, Guillermo. Synthesis and characterization of a novel composite
hydrogel with strontium-doped hydroxyapatite for bone regeneration. Advisor:
Rafael Ratto de Moraes. 2020. 72 p. Thesis (PhD in Dentistry) — Graduate Program
in Dentistry, School of Dentistry, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Rapid formation of new bone is a prerequisite for aesthetic and functional restoration
of lost tissue. Taking this into account, the objective of this work was to prepare a
biomaterial potentially applicable for bone regeneration based on a hydrogel matrix
modified with Hydroxyapatite (HA) and Strontium Hydroxyapatite (HASr) particles.
For the particle’s synthesis, the wet precipitation and calcination method was used. In
the case of strontium hydroxyapatite, 50 mol% of calcium was replaced by strontium
nitrate in the precipitation phase. The particles were characterized by scanning
electron microscopy and X-ray dispersive energy spectroscopy (SEM-EDX -
morphology and chemical composition), X-ray diffraction (XRD) and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The hydrogels were prepared from mixtures
of poly(vinyl alcohol) polymers (PVA) and chondroitin sulfate (CS) using the
freeze/thaw technique. During this process, different amounts of HA or HASr (0, 5, 10
or 15% in mass) were added to the hydrogel formulation. The obtained hydrogels
(with and without particles) were characterized by FTIR, MEV-EDX and computed
microtomography (micro-CT - porosity of the hydrogel). In addition, in vitro tests were
performed with these hydrogels in order to evaluate their mechanical properties,
liquid absorption capacity and cytotoxicity. MEV-EDX confirmed a homogeneous
distribution of Ca and Sr along the particle structures. The XRD analyzes showed
diffraction patterns corresponding to HA and HASr. The FTIR analysis of the
hydrogels showed the formation of the polymeric network of the PVA/CS hydrogel,
resulting from the physical crosslinking of the PVA chains during the freezing/thawing
steps. In addition, FTIR analyzes confirmed the presence of particles (HA or HASr) in
hydrogel matrices. The porosity and homogeneous distribution of the particles was
confirmed by MEV-EDX showing the presence of Ca?* and Sr?* ions in hydrogels
regardless of concentration. The micro-CT exhibited a total porosity of 30% in the
control hydrogel (without particles) and a tendency to reduce total porosity as the
proportion of HA or HASr increased. The compressive strength of the composite
hydrogel increased with the addition of particles. The cell viability test revealed that
all prepared hydrogels are non-toxic and still increase the number of cells in all
groups, including the control hydrogel (without particles). In conclusion, a modified
hydrogel with up to 15% in mass of HA or HASr particles has been successfully
synthesized with improved physicochemical properties compared to the control
hydrogel, also showing promising manipulative characteristics. The next steps should
include alkaline phosphatase assays to observe the ability of hydrogels to induce
bone differentiation and in vivo tests for bone regeneration on critical size defects in
an animal model, in an attempt to assess their future clinical application.

Key-words: bone substitutes; hydrogel; composite hydrogels; strontium;
hydroxyapatite; porosity; cell viability; biocompatibility.
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1 Introducéo

Uma grande variedade de materiais como substitutos Osseos tem sido
utilizada nos dltimos anos para cirurgia periodontal e maxilofacial. A formacao rapida
e previsivel de novo 0sso é pré-requisito para restauracao estética e funcional do
tecido perdido devido a perda de dentes e diferentes patologias associadas a perda
de o0sso, como rejeicdbes oncologicas, fraturas, traumas, etc. Na odontologia
restauradora 0 uso mais frequente € para criar um volume ésseo suficiente para
receber um implante dentario, dependendo a sua taxa de sucesso do volume e
qualidade Ossea da area. (BENIC; HAMMERLE, 2014; PARK; KANG; HANAWA,
2016).

A engenheira tecidual, area da medicina regenerativa que funde os
conhecimentos de biologia molecular e engenharia de materiais buscando criar
novos biomateriais que possam brindar op¢des para a regeneracdo de tecidos. O
microambiente, que pode ser considerado o componente e condicdo mais
importante, € a area que rodeia uma célula e modula o comportamento celular. No
tecido 6sseo esse microambiente tem a funcao de influenciar a diferenciacdo 6ssea
e o deposito da matriz extracelular, mineralizacao e finalmente a formagcao de novo
tecido 6sseo por parte das células nativas da area implantada. Normalmente, a
funcdo mais importante dos substitutos 6sseos é o espaco tridimensional criado que
permite a infiltracdo celular e um microambiente adequado para a diferenciacao
Ossea das ceélulas além de manter o volume durante o processo de regeneracéo
6ssea (BENIC; HAMMERLE, 2014; NYMAN et al., 1982).

O uso mais comum de substitutos 6sseos sdo enxertos autélogos e aldbgenos,
mas a morbidade do paciente e o risco de transmissao de doencas a partir desses
tecidos compreende uma grande desvantagem, dando lugar aos biomateriais
sintéticos os quais tem uma composi¢cao e producao controlada. O substituto 0sseo
tem requisitos de biocompatibilidade, biodegradabilidade, osteoinducdo e/ou
conducéo, permitindo a migracao e proliferagdo celular para criar um novo tecido
0sseo (IVIGLIA et al., 2016).
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Hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) e fosfato tricélcico (Cas(POa)2) sdo materiais
ceramicos amplamente utilizados na engenheira do tecido 6sseo, sendo estes
concebidos normalmente como particulas ou scaffolds tridimensionais. Mas, além
das boas propriedades e comportamento clinico demonstrado (biocompatibilidade,
osteoconducdo), estas particulas ainda tém uma taxa de reabsorcdo muito lenta o
que faz com que o material seja utilizado somente como um preenchimento 6sseo
(ALCAIDE et al., 2009; MATSUNO et al., 2010; NAGATA et al., 2009; ZHANG et al.,
2009). Para contornar essa limitagdo, uma alternativa explorada por varios
pesquisadores € a formulacdo de materiais compdsitos entre esses materiais
ceramicos e matrizes poliméricas. A combinacdo de particulas ceramicas e matrizes
poliméricas proporciona muitas vantagens, em particular na &area odontolégica
permitindo controle da forma, viscosidade e propriedades fisico-mecéanicas. Poucos
substitutos 6sseos compaositos existem no mercado, devido a sua dificil manipulacéo
e a rapida reabsorcdo o que gera uma rapida perda de propriedades mecanicas e
migracdo das particulas inorganicas a outras areas (ARAUJO; LILJENBERG;
LINDHE, 2010).

Os hidrogéis sao redes poliméricas tridimensionais com um contetudo
substancial de 4gua o que os torna similares aos tecidos humanos moles. Estes tém
varias aplicacbes na area medica como, por exemplo, veiculos na entrega da
farmacos, como curativos, e na engenharia de tecidos (DRURY; MOONEY, 2003;
SHAPIRO; OYEN, 2013, 2016). A sua similaridade estrutural com as matrizes
extracelulares faz do hidrogel um candidato ideal como microambiente modelador de
interacdes celulares; no tecido 0sseo, onde a indugdo e 0S processos Sao
controlados pelo microambiente, isto se torna isto particularmente importante
(SHAPIRO; OYEN, 2016). Entre outras caracteristicas particularmente interessantes,
pode ser ressaltada a alta porosidade e maleabilidade dos hidrogéis (ANISHA et al.,
2013). Além disso, a combinacdo de diferentes tipos e classes de polimeros
possibilita criar um hidrogel com caracteristicas e propriedades desejadas (ANISHA
et al., 2013). Atualmente, varios hidrogéis veem sendo desenvolvidos a partir de
diferentes matrizes poliméricas (acido hialurdnico, quitosana, polietileno glicol, entre
outras) com modificagbes oriundas da adicdo de particulas para melhorar suas
propriedades mecéanicas e biolégicas. Em contrapartida, uma das limitacbes no

preparo e na aplicacdo deste tipo de material compoésito esta relacionada ao alto
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custo e a complexidade inerente aos processos envolvidos nas diferentes etapas de
sintese e uso (SARKAR; LEE, 2015).

Para melhorar a capacidade indutora dos biomateriais, pode-se encontrar na
literatura diferentes ions utilizados para esse propoésito, tais como o calcio, zinco,
estroncio; assim, foi demonstrado que eles podem modular o efeito indutor e a
capacidade de diferenciacdo 6ssea das células (BODA et al., 2017; NARDONE et
al., 2015; PARK; KANG; HANAWA, 2016; PLACE et al., 2011). Particularmente, o
estroncio (Sr) é capaz de aumentar a quantidade total de novo 0sso e a capacidade
de diferenciacdo celular (6ssea), além de suprimir a diferenciacdo osteoclastica
(BONNELYE et al., 2008; BRAUX et al., 2011; GENTLEMAN et al., 2010; SAIDAK;
MARIE, 2012). A modificagdo da superficie de materiais indutores com estréncio
mostrou também um aumento na formacgdo de tecido ésseo em modelos animais
(ANDERSEN et al., 2013; BRAUX et al., 2011; ISAAC et al., 2011). A proposta sobre
0 mecanismo de acdo do estroncio € baseada no fato dele induzir a apoptose em
osteclastos, retardando a reabsorcao 6ssea uma vez que ele pode ser incorporado
no novo osso formado (FONSECA; BRANDI, 2010) e ativar osteoblastos capazes de
incrementar a quantidade de fosfatasse alcalina (BONNELYE et al.,, 2008;
GENTLEMAN et al., 2010).

O desenvolvimento de substitutos 6sseos que possam superar 0S enxertos
autologos e alégenos, e a criacdo de biomateriais sintéticos capazes de produzir
novo osso de forma controlada é um importante objetivo da medicina regenerativa.
Dessa forma, este estudo objetivou sintetizar e analisar um novo biomaterial
baseado em um hidrogel compdsito modificado com particulas de hidroxiapatita (HA)

e hidroxiapatita de estréncio (HASr) com potencial uso para regeneragcao 0ssea.



2 Projeto de pesquisa

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo geral
Sintetizar e analisar um novo biomaterial a base de um hidrogel compdsito
modificado com particulas de Hidroxiapatita e Hidroxiapatita de Estrbncio com

potencial uso para regeneracao 0ssea.

2.1.2 Objetivos especificos

e Sintetizar e caracterizar particulas de Hidroxiapatita e Hidroxiapatita de Estréncio;

e Preparar hidrogéis compdsitos contendo particulas de Hidroxiapatita e
Hidroxiapatita de Estrdncio;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas, mecanicas e morfolégicas dos
hidrogéis compdsitos preparados;

e Avaliar in vitro a citotoxicidade e capacidade indutora dos hidrogéis;

e Avaliar in vivo a capacidade 6ssea regenerativa dos hidrogéis.

2.2 Metodologias

Para compreender e avaliar os diferentes materiais sintetizados, a
metodologia sera dividida em 3 grandes fases: sintese e caracterizagcdo quimica,
avaliagédo in vitro, e avaliagdo in vivo. A Figura 1 mostra um fluxograma do trabalho

gue sera desenvolvido.
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Figura 1. Fluxograma do estudo.

2.2.1 Sintese das particulas

2.2.1.1 Particulas de Hidroxiapatita (HA)

14

Para a sintese das particulas o0 método de precipitacdo Umida e calcinacéo

sera utilizado. Uma solucéo de di-hidrogénio fosfato amoniaco com adicao de nitrato

de célcio sob agitacdo continua a 80 °C. O radio de proporcao entre os ions célcio e



15

fosfato sera de 1,67. O precipitado sera coletado por centrifugacdo e lavado com
agua deionizada. A solucéo sera secada num forno a 60 °C e finalmente calcinada a
300°C. O precipitado obtido sera moido e peneirado para obter particulas menores a
125 ym. Finalmente o precipitado peneirado sera colocado novamente no forno a
1175 °C por 2 horas.

2.2.1.2 Particulas de Hidroxiapatita de Estroncio (HASr)

Para a sintese de hidroxiapatita de estrdbncio o procedimento sera muito
semelhante com o procedimento da hidroxiapatita. Porém, durante o processo de
precipitacdo 50 mols% do nitrato de calcio sera substituido por nitrato de estréncio.
Brevemente, na solucéo de di-hidrogénio fosfato amoniaco serdo adicionados nitrato
de calcio e nitrato de estroncio numa relagdo molar de 5:5. O precipitado sera lavado
e secado. Finalmente serd moido e peneirado até obter particular menores a 125 ym

e colocado no forno a 1175 °C por 2 horas.

2.2.2 Caracterizacdo das particulas

2.2.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura e Energia dispersiva de raios-X

A avaliacdo morfologica das particulas sera realizada com auxilio de
Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), da marca JEOL, modelo JSM - 6610LV
(EUA) equipado com microssonda de Espectrometria de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDX). Para a obtencéo das imagens de MEV, as porcdes superficiais das
amostras serdo previamente recobertas com uma fina camada de Au em um
metalizador da marca DentonVacuum, modelo Desky (EUA). Também sera utilizada
a microssonda de EDX para avaliar a composicdo quimica da superficie dos

materiais.

2.2.2.2 Difragao de raios X (DRX)

A difragdo de raios-X sera utilizada para identificar as fases cristalinas das
particulas. Um difractémetro (D500; Siemens, Munique, Alemanha) com uma fonte
de radiacdo Cu-Ka (A = 1,54 A) a 40 kV e 1,75 mA. Um angulo de varredura (20)
variado de 20 a 50° com resolucdo de 0,02° e velocidade de 2°/ min. serd utilizado e

os padrdes de difracdo serdo gravados.
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2.2.3 Preparo do hidrogel controle

O hidrogel controle (sem as particulas de HA ou HASr) sera preparado a partir
de uma mistura de duas solugBes poliméricas a qual seré reticulada pela técnica de
congelamento/descongelamento (DA SILVA et al., 2017). Para isso, uma solucao de
poli(alcool vinilico) (PVA) (15 % m/v) sera preparada a partir da solubilizacéo de 1,5
g de PVA em &gua destilada, mantendo a solucdo sob agitagdo magnética a
temperatura de 75 °C por 24 h. A segunda solucdo preparada sera a de sulfato de
condroitina (SC) (30 % m/v) solubilizando 3,0 g do polimero em 10 mL de agua
destilada mantendo a mesma sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por
24 h.

Posteriormente, as duas solu¢cfes serdo misturadas sob agitacdo magnética
(aproximadamente 1 h) a temperatura ambiente até obter mistura homogénea. A
solucdo de PVA/SC sera entdo congelada a -20 °C para iniciar o processo de
reticulagdo do material. Para a reticulagdo do material serdo realizados 5 ciclos de
congelamento/descongelamento de 24 h de duragéo (16 h para congelar e 8 h para
descongelar). Por ultimo, o hidrogel formado sera recuperado, lavado em agua

destila e levado a estufa sob temperatura de 37 °C para secagem.

2.2.4 Caracterizagédo do hidrogel

2.2.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura e Energia dispersiva de raios-X

Metodologia sera feita como descrita anteriormente para avaliar as particulas.
Porém, antes da aquisicdo da imagem, as amostras serdo inchadas em &agua
destilada durante a noite, depois congeladas em N2 liquido, fraturadas
cuidadosamente e secas sob vacuo. As secdes fraturadas serdo revestidas com
ouro antes da visualizagcdo do MEV. O tamanho médio de poros do hidrogel
preparado sera determinado a partir de 30 poros com tamanhos aleatorios em cada
amostra. A dimensao dos poros sera avaliada com o auxilio do software ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EUA).

2.2.4.2 Micro-CT
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Para quantificar a porosidade do hidrogel obtido, a analise com Micro-CT sera
realizada utilizando um raio monocromatico com uma energia de 23,5 keV a uma
distancia de 5cm. Uma imagem 3D sera obtida com o auxilio de um software e os
voxels que representam estrutura e poros serao identificados, obtendo assim, a

quantificacdo dos poros.

2.2.5 Preparo dos Hidrogéis Compadsitos

2.2.5.1 Hidrogel com Hidroxiapatita (HHA)

Sera utilizada a mesma metodologia empregada no preparo do hidrogel de
PVA/SC. No entanto, ap0s a etapa de mistura das duas solucbes poliméricas, serdo
adicionas quantidades especificas de HA em relacdo a massa total dos polimeros
utilizados no preparo do hidrogel. A solucdo resultante serd completamente
homogeneizada antes do primeiro ciclo de congelamento/descongelamento. Deve
ser mencionado que as quantidades de HA que serdo incorporadas aos hidrogéis
serdo avaliadas em estudos-piloto antes da caracterizacdo e aplicacdo do mesmo.
Estudos preliminares serdo realizados buscando-se definir a quantidade maxima de
particulas que os hidrogéis podem acomodar em suas estruturas. Estudo similar

sera realizado com as hidroxiapatitas de estréncio (HHAST).

2.2.5.2 Hidrogel com Hidroxiapatita de Estroncio (HHASr)

Sera utilizada a mesma metodologia descrita na secao anterior. Contudo, ao
invés de HA, serdo adicionadas quantidades especificas de HASr a mistura de
PVA/SC ao invés de HA.

2.2.6 Caracterizacdo in vitro do Hidrogel e Hidrogéis Compadsitos

Para realizar estes testes, trés grupos serao criados (Tabela 1).

Tabela 1 — Grupos experimentais in vitro

Grupo Amostra

1 Hidrogel convencional (controle)
2 Hidrogel com Hidroxiapatita

3 Hidrogel com Hidroxiapatita de Estroncio
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2.2.6.1 Microscopia Eletrénica de Varredura e Energia dispersiva de raios-X
A metodologia sera realizada como descrita anteriormente para avaliar os

hidrogéis.

2.2.6.2 Micro-CT
A metodologia para avaliacdo da porosidade por micro-CT sera realizada

como descrita anteriormente para avaliar os hidrogéis.

2.2.6.3 Ensaio de compressao

Para avaliar o comportamento mecéanico do hidrogel compdsito, 5 corpos de
prova de cada grupo serdo confeccionados de forma cubica (10 mm) sendo
previamente intumescidos em solugédo tampéo PBS (pH 7,4) por 24 h a temperatura
ambiente. Sera realizado assim um ensaio de compressao, utilizando um
texturdmetro (TA.XTplusC; Stable Micro Systems, Londres, Reino Unido) onde o
limite de deformacéo sera fixado em 50 % ou até o rompimento do corpo de prova.
Os testes serdo realizados a uma velocidade de 0,5 mm/s com uma célula de carga
de 50N.

2.2.6.4 Absorcao de liquidos

Para avaliar a capacidade de absorver e reter liquido dos hidrogéis, distintos
parametros serdo avaliados: intumescimento maximo, efeito do pH, taxa de perda de
agua, capacidade de retencdo de agua. Para isso, 500 mg de cada grupo serao
pesados e mergulhados em 100 mL de solugao tampao PBS (pH 7,4) durante 24 h,
em temperatura de 37 °C e sem agitacdo. Os valores de intumescimento maximo

serdo calculados utilizando a Eqg. 1. Os testes serao realizados em triplicata.

1 (%)= MM <100 (Eq. 1)
(Mr)

Sendo:
Mi: Massa da amostra seca (mg)

Mf: Massa da amostra intumescida no equilibrio (mg)

Os grupos com maior capacidade de intumescimento serdo utilizados nos

testes subsequentes. O efeito do pH do meio de intumescimento na capacidade de
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absorcdo dos hidrogéis compdsitos sera investigado por meio da imersdo de
amostras pesando 500 mg em 100 mL de solucdo tampdo durante 24 h a
temperatura de 37 °C sem agitacdo magnética. Serdo testadas solu¢des tampao
com diferentes pHs (2, 5 e 12). Os valores referentes a capacidade de
intumescimento em diferentes pH seréo calculados utilizando a mesma equacéo. Os
testes serdo realizados em triplicata.

Para o teste de taxa de perda de agua, em 100 mL de solucdo tampéo PBS
(pH 7,4) serdo imersos 500 mg de cada grupo durante 24 h a 37 °C, sem agitagao.
Posteriormente, as amostras serdo recolhidas e secas numa estufa a 37 °C. Em
intervalos de tempo pré-determinados, as amostras serdo removidas da estufa e
pesadas a fim de se avaliar a cinética de perda de agua. O processo de pesagem
sera realizado até as amostras apresentarem peso constante. A perda de agua em

cada intervalo de tempo serda calculada utilizando a seguinte equacéao (Eq. 2):

| (%)= meo (Eq. 2)

Sendo:
Ms: Massa da amostra seca (mg)

Mi: Massa da amostra intumescida em diferentes intervalos de tempo (mg)

A capacidade de retencdo de agua das amostras sera avaliada utilizando
centrifugacéo. Inicialmente as amostras serdo imersas em solu¢édo tampéo PBS (pH
7,4) durante 24h para que atinjam o intumescimento de equilibrio. Posteriormente,
estas serdo pesadas e centrifugadas em uma centrifuga de eppendorfs, a 10.000
rpm por 5min a temperatura ambiente. As amostras serdo novamente pesadas, e

para obter o valor de retencdo de agua serd utilizada a seguinte equacéo (Eq. 3):
Capacidade= %MOO (Eq. 3)

Sendo:
Mc: Massa da amostra apos ser centrifugada (mg)

Mi: Massa da amostra intumescida no equilibrio (mg)
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2.2.6.5 Taxa de liberacdo de Ca e Sr

A taxa de liberacdo de calcio e estroncio sera estabelecida utilizando um
espectrometro de emissao Otico com acoplamento de plasma indutivo, onde as
amostras serdo colocadas em solu¢cdo tampao PBS. Diariamente, o PBS sera
coletado e a quantidade de ions liberados sera quantificada utilizando um

espectrometro até completar 30 dias de analise.

2.2.7 Avaliagcdo do comportamento celular e a capacidade indutora

Para avaliar o comportamento celular sobre os Hidrogéis experimentais, sera
analisado a citotoxicidade e a diferenciacdo 6ssea de células-tronco. Para esse
estudo uma linhagem priméria de células-tronco de polpa dental humana (DPSC)
utilizada. 3 Corpos de prova de 5mm de didmetro e 1mm de comprimento seréo

utilizados para cada grupo em cada um dos experimentos.

2.2.7.1 Cultivo celular

Células-tronco da polpa dental serédo cultivados no meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) (Cultilab®) suplementados com soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab®) a 10%. Uma garrafa (75 cm?) de cultivo celular contendo as células sera
transferida para a incubadora controlada com temperatura de 37 °C, 95% de
umidade e 5% de CO2. Quando a subconfluéncia for atingida (80%) as células seréao
lavadas com tampéao fosfato-salino (PBS) (GIBCO®), com objetivo de remover o0s
metabalitos. Apds isso, serdo utilizados 5mL de tripsina/EDTA (GIBCO®) por 5 min
para que ocorra a desagregacao celular. Para inativagdo da tripsina, sera utilizada a
mesma quantidade de uma solucdo de DMEM + SFB 10%. A suspensao com as
células sera depositada em tubos cénicos de 15 mL e centrifugada por 5 min, sob a
rotacdo de 1000 rpm resultando em uma for¢ca G de 180. Desta forma, a precipitacao
das células no fundo do tubo sera realizada. O Sobrenadante sera removido,
restando apenas o pellet celular. As células serédo resuspendidas em 3 mL de DMEM
+ SFB 10 % e 20 pL serdo removidos para contagem celular em cémara de

Neubauer.

2.2.7.2 Citotoxicidade
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Para avaliar a citotoxicidade o protocolo de MTT (Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) serda realizado em 24 horas de cultivo.
Brevemente, as células-tronco serdo cultivadas em uma placa de 96 pocos (n=10
por grupo) sendo suplementadas com DMEM + SFB 10 % (200 pL). A placa sera
incubada em condi¢des controladas (37 °C e 5 % de CO2) por 24 h para que ocorra
a adesao celular. Hidrogéis serdo confeccionados na dimensdo de 5 mm x 1 mm e
esterilizados por 1 h em radiacdo ultravioleta. Apds isso, serdo imersos em
eppendorfs contendo 1 mL de DMEM/SFB 10 % e mantidos por 24 h a temperatura
de 37 °C para realizacdo dos eludatos. Assim, 200uL dos eludatos serdo
depositados sobre as células e mantidos por 3 e 5 dias. Apos o periodo, 0,5mg de
MTT sera diluido em PBS, onde serdo depositas 200 pL da solucdo em cada poco.
A placa sera mantida por mais 4hs em condi¢bes controladas. Apés o periodo, o
meio sera aspirado e os cristais de formazan resuspendidos em 200 uL de dimetil
sulfoxido (DMSO) 10%. O DMSO permanecera em contato com as células por 15
min e em seguida a placa seré colocada por mais 5 min em um agitador (150 rpm).
Os resultados serdo avaliados por meio de espectrofotometria no Leitor Universal de
ELISA, em um comprimento de onda de 540 nm, onde serdo considerados o0s

valores de absorbancia como indicador da viabilidade celular.

2.2.7.3 Adeséo celular

Para avaliar a adesdo celular serdo utilizados marcadores indicadores de
vinculina, e observados por inmunohistoquimica. Apés trés dias de contato das
células com os hidrogéis, os grupos serdo depositados em formol para que ocorra a
fixacdo. Os espécimes serdo estendidos em laminas de vidro onde 0s cortes
inicialmente  serdo  desparafinizados e reidratados e submetidos a
inmunohistoquimica utilizando marcadores para vinculina. A analise descritiva do
padrdo de marcacdo inmunohistoquimica, identificacdo e a distribuicdo dos
antigenos sera realizada através da microscopia optica. Os achados serdo anotados
individualmente e estabelecido o padrdao de marcacéo para o antigeno pesquisado,

bem como a sua localizagéo.

2.2.7.4 Inducéao 6ssea
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Para avaliar a diferenciacdo 0ssea, as células serdo cultivadas utilizando o
meio convencional e por duplicata utilizando o meio com o kit comercial para
diferenciacdo Ossea em 10% (v/v). Nos dias 7, 14, 21 e 28, sera avaliada a

expressao de fosfatase alcalina (FA) utilizando inmunohistoquimica.

2.2.8 Avaliacéao in vivo do Hidrogel Compdsito

Para avaliar o comportamento in vivo do hidrogel compdésito, os compdsitos
de melhor comportamento com Hidroxiapatita, e Hidroxiapatita de estréncio serédo
avaliados. O estudo sera realizado em 50 ratos divididos em 5 grupos. Na
intervencdo, os animais serdo anestesiados com 0,008 mL/100 g de ketamina e
0,004 mL/100 g de cloridrato de xilazina ao 2%.

Uma incisdo semilunar de espessura total sera realizada com uma lamina de
bisturi na regido anterior da calota craniana com direcdo anteroposterior. Um defeito
0sseo critico de 5mm de diametro sera realizado com uma trefina em baixa rotacao
sob irrigacdo continua. Seguindo o grupo correspondente, o material sera colocado
na cavidade e a ferida sera suturada. Depois dos procedimentos, 0s animais serao
colocados em caixas individuais até a sua recuperacdo injetando 50 mg/kg de

analgésico opiodide.

Tabela 2 — Grupos dos defeitos 6sseos em ratos

Material 1 Controle negativo, sem tratamento

Material 2 Controle positivo, hidrogel convencional

Material 3 Experimental, Hidrogel compésito com Hidroxiapatita

Material 4 Experimental, Hidrogel compdsito com Hidroxiapatita de estréncio
Material 5 Controle comercial (Bioss Collagen ®)

Os animais serdo sacrificados depois de 14 ou 21 dias do ensaio,
anestesiados com hidrato de cloral (350 mg/kg) e solugcdo salina seguido de p-
formaldeido 10% em tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,4) injetado transcardialmente. A
area tratada com os tecidos circundantes serd removida em bloco. Cada fragmento
sera guardado em formalina neutra tamponada por 48 h. Os fragmentos seréo

descalcificados com acido nitrico 10% sob agitacdo por 3-4 semanas a temperatura
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ambiente. As amostras serdo fixadas em blocos de parafina e processadas para
realizacdo de analise histomorfométrica. Além disso, sera quantificada a quantidade

de tecido 6sseo formado através do auxilio de um software (Image J®).

2.2.9 Analise dos dados

Os resultados obtidos serdo analisados qualitativa e quantitativamente. Dados
qualitativos serdo apresentados descritivamente enquanto dados quantitativos serao
checados quanto a normalidade de sua distribuicdo, para a escolha do teste
estatistico apropriado. Diferencas estatisticas serdo consideradas quando p for <
0.05. Os dados serdo analisados pelo software SigmaStat® v3.5 (Systat Software
Inc., San Jose, CA, EUA).

2.3 Cronograma

Atualizacao bibliografica, capacitacao de laboratério
Compra de reagentes

Sintese das particulas

Caracterizacdo das particulas

Preparo dos hidrogéis

Caracterizacao dos hidrogéis

Estudo in vivo

Anélise de dados

© © N o 0 bk 0 DNPR

Redacéao do artigo

10.Defesa da tese



Ano: 2017 Ano: 2018 Ano: 2019
Atividade Semestre Semestre Semestre
1 2 1 2 1 2
1 X X X
2 X X X X
3 X X
4 X X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X

2.4 Orcamento
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Reagentes para a sintese

Valores (R$)

Poli(alcool vinilico) 500G R$ 739,00
Sulfato de condroitina 10G R$ 806,00
Dihidrogeno fosfato de aménio 100G R$ 1.324,00
Nitrato de Calcio Tetrahidratado 500G R$ 330,00
Nitrato de Estroncio 100G R$ 231,00
Hialuronidase 50mg R$ 600,00
Controle Celular

PBS 10L R$ 215,00
Meio DMEM 5L R$ 150,00
Soro Fetal Bovino 1L R$ 200,00
Tripsina/EDTA 100ml R$ 45,00
Inmunohistoquimica

Indicador de Vinculina 100UL R$ 1.000,00
Marcador Secundario + DAB R$ 500,00
MTT 100MG R$ 88,00
Indicador Fosfatase alcalina 0,25ML R$ 240,00

Controle In Vivo

60 ratos wistart

R$ 500,00
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Dieta de ratos R$ 600,00
Albergue dos animais R$ 600,00
Bioss Collagen R$ 5.000,00
TOTAL R$ 13.168,00

2.5 Referéncias

ALCAIDE, M. et al. Biocompatibility markers for the study of interactions between
osteoblasts and composite biomaterials. Biomaterials, 2009.

ANDERSEN, O. Z. et al. Accelerated bone ingrowth by local delivery of strontium
from surface functionalized titanium implants. Biomaterials, 2013.

ANISHA, B. S. et al. Chitosan-hyaluronan/nano chondroitin sulfate ternary composite
sponges for medical use. Carbohydrate Polymers, 2013.

ARAUJO, M. G.; LILJENBERG, B.; LINDHE, J. Dynamics of Bio-Oss®Collagen
incorporation in fresh extraction wounds: An experimental study in the dog. Clinical
Oral Implants Research, 2010.

BENIC, G. |.; HAMMERLE, C. H. F. Horizontal bone augmentation by means of
guided bone regeneration. Periodontology 2000, 2014.

BODA, S. K. et al. Competing Roles of Substrate Composition, Microstructure, and
Sustained Strontium Release in Directing Osteogenic Differentiation of hNMSCsSACS
Applied Materials and Interfaces, 2017.

BONNELYE, E. et al. Dual effect of strontium ranelate: Stimulation of osteoblast
differentiation and inhibition of osteoclast formation and resorption in vitro. Bone,
2008.

BRAUX, J. et al. A new insight into the dissociating effect of strontium on bone
resorption and formation. Acta Biomaterialia, 2011.

DA SILVA, G. T. et al. Development, characterization and biocompatibility of
chondroitin sulfate/poly(vinyl alcohol)/bovine bone powder porous biocomposite.
Materials Science and Engineering: C, v. 72, p. 526-535, mar. 2017.

DRURY, J. L.; MOONEY, D. J. Hydrogels for tissue engineering: Scaffold design
variables and applicationsBiomaterials, 2003.

FONSECA, J. E.; BRANDI, M. L. Mechanism of action of strontium ranelate: What
are the facts? Clinical Cases in Mineral and Bone Metabolism, 2010.

GENTLEMAN, E. et al. The effects of strontium-substituted bioactive glasses on



26

osteoblasts and osteoclasts in vitro. Biomaterials, 2010.

ISAAC, J. et al. Effects of strontium-doped bioactive glass on the differentiation of
cultured osteogenic cells. European cells & materials, v. 21, p. 130-43, 2011.

IVIGLIA, G. et al. Novel bioceramic-reinforced hydrogel for alveolar bone
regeneration. Acta Biomaterialia, 2016.

MATSUNO, T. et al. Alveolar bone tissue engineering using composite scaffolds for
drug delivery Japanese Dental Science Review, 2010.

NAGATA, M. et al. Influence of the proportion of particulate autogenous bone
graft/platelet-rich plasma on bone healing in critical-size defects: An
immunohistochemical analysis in rat calvaria. Bone, v. 45, n. 2, p. 339-345, 1 ago.
2009.

NARDONE, V. et al. In Vitro Effects of Strontium on Proliferation and Osteoinduction
of Human Preadipocytes. Stem Cells International, 2015.

NYMAN, S. et al. The regenerative potential of the periodontal ligament. An
experimental study in the monkey. Journal of Clinical Periodontology, 1982.

PARK, J. W.; KANG, D. G.; HANAWA, T. New bone formation induced by surface
strontium-modified ceramic bone graft substitute. Oral Diseases, 2016.

PLACE, E. S. et al. Strontium- and Zinc-Alginate Hydrogels for Bone Tissue
Engineering. Tissue Engineering Part A, 2011.

SAIDAK, Z.; MARIE, P. J. Strontium signaling: Molecular mechanisms and
therapeutic implications in osteoporosis. Pharmacology and Therapeutics, 2012.

SARKAR, S. K.; LEE, B. T. Hard tissue regeneration using bone substitutes: An
update on innovations in materials. Korean Journal of Internal Medicine, 2015.

SHAPIRO, J. M.; OYEN, M. L. Hydrogel Composite Materials for Tissue Engineering
Scaffolds. JOM, v. 65, n. 4, p. 505-516, 1 abr. 2013.

SHAPIRO, J. M.; OYEN, M. L. Engineering Approaches for Understanding
Osteogenesis: Hydrogels as Synthetic Bone Microenvironments. Hormone and
Metabolic Research, 2016.

ZHANG, L. et al. Porous hydroxyapatite and biphasic calcium phosphate ceramics
promote ectopic osteoblast differentiation from mesenchymal stem cells. Science
and Technology of Advanced Materials, 2009.



3 Relatério do trabalho de campo

Tendo em vista as metodologias propostas no projeto de pesquisa, algumas
modificacdes foram necessarias em funcdo de ambos, as sugestdes da banca e
limitagcOes que surgiram no decorrer da pesquisa.

E importante destacar que o estudante responsavel por este projeto esta no
regime diferenciado; assim, houve uma grande limitacdo durante o planejamento e
execucdo dos testes propostos. Foi necessario combinar a sua presenca e a
colaboracéo de outros pesquisadores para que pudéssemos chegar aos resultados
finais deste estudo.

Uma vez executado o estudo piloto para estabelecer a quantidades de
particulas a serem adicionadas aos hidrogéis, 7 grupos foram criados para executar
a sua caracterizacao: Hidrogel Controle, Hidrogel + HA (5, 10 e 15% em massa),
Hidrogel + HASr (5, 10 e 15% em massa)

Na caracterizacdo das particulas de hidrogéis compdsitos foi adicionada a
metodologia de Espectroscopia Infravermelha por transformada de Fourier (FTIR). A
natureza quimica das particulas e dos hidrogéis sintetizados foi avaliada por FTIR
(IR-Affinity-1; Shimadzu, Tokio, Jap&o) acoplado a um dispositivo de refletancia total
atenuado. Espécimes em forma de disco foram formados usando KBr e analisados
em um comprimento de onda de 400 a 4000 cm™, 64 varreduras e resolucdo de 4
cmL,

Inicialmente, o teste de liberacdo de ions Ca+ e SR+ foi proposto; porém,
devido ao fato da impossibilidade de aquisicdo do eletrodo especifico para ions Sr+,
essa metodologia n&o foi executada. Atualmente um equipamento com a capacidade
de medir os ions Sr?* e Ca?* esta disponivel na UFPel, este teste sera executado no
futuro.

O teste proposto para medir a capacidade de absorcéo e retencéo de liquidos
foi executado; porém, somente os dados sobre a absorcdo de liquidos foram
utilizados nesta tese devido ao fato de que os dados de retencdo de liquidos néao

foram de interesse para a futura aplicacéo clinica deste biomaterial.
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Outras modificacdes realizadas foram referentes aos testes de adeséao celular
e diferenciacao in vitro, os quais nao foram executados por dificuldades relacionadas
a perda da linhagem celular de DPSC; assim, foi possivel apenas executar o teste
de citotoxicidade. Os testes de adesado celular e de diferenciagdo in vitro com
expressao da fosfatase alcalina serdo executado no futuro.

Finalmente a proposta de um estudo avaliando o comportamento in vivo dos
hidrogéis compositos havia sido feita no projeto de pesquisa. No entanto, devido as
demoras para obtencdo dos hidrogéis desejados e a aprovacdo do comité de ética
animal, ndo foi possivel executar esta parte no estudo nos prazos de tempo
estabelecidos. Atualmente, o projeto de pesquisa esta aprovado pelo comité de ética
em experimentacdo animal (CEEA 8303-2019) e a metodologia para este teste esta
sendo montada para sua execugao.

No futuro, € esperado que os resultados de todas estas metodologias ainda
nado executadas possam dar continuidade a linha de pesquisa originando um
segundo artigo cientifico, mostrando uma aplicacdo mais especifica do biomaterial

sintetizado.
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Abstract

Objectives: The aim of this work was to prepare a biomaterial potentially applicable
for bone regeneration based on a hydrogel matrix modified with Hydroxyapatite (HA)
and Strontium Hydroxyapatite (HASTr) particles.

Methods: For the particle’s synthesis, the wet precipitation and calcination method
was used. In the case of strontium hydroxyapatite, 50 mol% of calcium was replaced
by strontium nitrate in the precipitation phase. The particles were characterized by
scanning electron microscopy and X-ray dispersive energy spectroscopy (SEM-EDX
— morphology and chemical composition), X-ray diffraction (XRD) and Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The hydrogels were prepared from mixtures
of poly(vinyl alcohol) polymers (PVA) and chondroitin sulfate (CS) using the
freeze/thaw technique. During this process, different amounts of HA or HASr (0, 5, 10
or 15% in mass) were added to the hydrogel formulation. The obtained hydrogels
(with and without particles) were characterized by FTIR, MEV-EDX and computed
microtomography (micro-CT - porosity of the hydrogel). In addition, in vitro tests were
performed with these hydrogels in order to evaluate their mechanical properties,
liquid absorption capacity and cytotoxicity.

Results: MEV-EDX confirmed a homogeneous distribution of Ca and Sr along the
particle structures. The XRD analyzes showed diffraction patterns corresponding to
HA and HASr. The FTIR analysis of the hydrogels showed the formation of the
polymeric network of the PVA/CS hydrogel, resulting from the physical crosslinking of
the PVA chains during the freezing/thawing steps. In addition, FTIR analyzes
confirmed the presence of particles (HA or HASr) in hydrogel matrices. The porosity
and homogeneous distribution of the particles was confirmed by MEV-EDX showing

the presence of Ca?* and Sr?* ions in hydrogels regardless of concentration. The
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micro-CT exhibited a total porosity of 30% in the control hydrogel (without particles)
and a tendency to reduce total porosity as the proportion of HA or HASr increased.
The compressive strength of the composite hydrogel increased with the addition of
particles. The cell viability test revealed that all prepared hydrogels are non-toxic and
still increase the number of cells in all groups, including the control hydrogel (without
particles).

Significance: In conclusion, a modified hydrogel with up to 15% in mass of HA or
HASr particles has been successfully synthesized with improved physicochemical
properties compared to the control hydrogel, also showing promising manipulative
characteristics. The next steps should include alkaline phosphatase assays to
observe the ability of hydrogels to induce bone differentiation and in vivo tests for
bone regeneration on critical size defects in an animal model, in an attempt to assess

their future clinical application.

Keywords: bone substitutes; hydrogel; strontium; hydroxyapatite; cell viability.

1. Introduction

Rapid neobone formation is of utmost importance in biomedical science and a
challenge for current biomaterials to provide similar esthetic and function of the lost
tissue. In dentistry, bone loss may occur in tooth extractions, oncological rejections,
fractures, and traumas [1]. Dental implant placement is one of the most frequent
situations where bone volume augmentation is needed [2,3]. The current gold
standard technique for bone regeneration is the use of autologous graft, which may
create morbidity for the donor and has a limitation in the bone volume that can be

donated [4]. Commercial products such as biological (heterologous) and synthetic
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(allogenic) grafts are alternatives, providing quality control and unlimited quantity, but
high economic costs [5,6]. Alternatively, hydrogels — 3D networks formed by cross-
linkable polymers able to absorb and retain significant amounts of aqueous liquids
[7,8] — have been reported as promising tissue engineering scaffolds alternatives
[4,9]. Hydrogels may be porous enough to allow cell migration and nutrient delivery.
Also, their hydrophilic nature may aid in absorbing physiological fluids [7,10]. The
physical/chemical properties of hydrogels can be tuned by modifying their
composition, synthetic method, or addition of bioactive doped particles [7,11].

Under the past few years, hydrogels applicable in tissue engineering have
been prepared from different synthetic and/or natural polymers [10,12—15]. Poly vinyl
alcohol (PVA) is a water-soluble synthetic polymer widely studied as a tissue
engineering scaffold due to its non-toxicity, biocompatibility and biodegradability.
PVA-based hydrogels usually show adequate mechanical properties and chemical
stability, which allow different biomedical applications such as cartilage implants,
drug delivery matrices and temporary skin covers [16—18]. Bioactive compounds can
be embedded in PVA hydrogels in order provide biological activity [16,19,20]. Among
these compounds, chondroitin sulfate (CS), a sulfated glycosaminoglycan has gained
widespread attention in tissue engineering applications. CS is found in the
extracellular matrix of cartilage and bone and has been shown to induce pain relief in
arthrosis, osteoblast moderation during the mineralization process and regulate stem
cell differentiation into bone lineage [9,21-23].

Beyond natural polymers, minerals such as silicates, calcium phosphate, and
hydroxyapatite (HA) have also been embedded into PVA-based hydrogel matrices to
enhance their biological activity [10,19,24]. HA is the main mineral component of

natural bone matrix, showing an excellent osteoconductivity, affinity for adhesive
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proteins, and induces osteoblast differentiation by biomineralization of the surfaces
[25-27]. In parallel, recent studies have addressed the critical role of strontium (Sr)
on bone metabolism [28-31]. Firstly suggested as an adjunct in osteoporosis
treatment, later it was observed that Sr might stimulate neobone formation and
suppress bone resorption. In contrast, the specific therapeutic pathway of Sr remains
poorly understood [31-33]. Some authors raised that chemical and biological
behaviors of Sr and calcium (Ca) are similar because of their atomic compatibility,
similar electrical charge and ionic radius, reconditioning impaired bone metabolism,
stimulating new bone formation and inhibiting bone resorption [34—36]. Other studies
indicated that Sr-dope hydroxyapatite (HASr), where Sr substitutes Ca atoms, has a
vast and unexplored potential for tissue engineering applications [28,37].

Taking into account these aspects, composite hydrogels combining PVA, CS,
and HA/HASr could be suitable biomaterials for bone regeneration. It could be
hypothesized that such composite hydrogels could present good plasticity and
manipulative characteristics owing to the polymeric content, and bioactive
characteristics due to the presence of doped particles. Thus, the objective of this
study was to synthesize and characterize novel composite hydrogels embedded with
HA particles doped or not with Sr for future bone regeneration applications. To the
best of our knowledge, this is the first study to report the preparation and
characterization of such composite material. The main hypothesis investigated here
is that the addition of HASr to PVA/CS hydrogel matrix would improve its

compressive strength without compromising cell toxicity.
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2. Materials and methods

The following high purity materials were purchased from Sigma-Aldrich:
ammonium dihydrogenphosphate (Cat. 204005, 99.999 %), calcium nitrate (Cat.
C1396, 299.0 %), strontium nitrate (Cat. 243426, 299.0 %), poly(vinyl alcohol) (Cat.

563900, 99.0 %), chondroitin 4-sulfate (Cat. 27042, 290.0 %).

2.1. Particle synthesis: hydroxyapatite (HA) and strontium-doped
hydroxyapatite (HASr)

A wet-precipitation method was used in the synthesis, as described elsewhere
[28]. Briefly, calcium nitrate was gently added to an ammonium dihydrogen
orthophosphate solution, which kept under continuous stirring at 80°C. The
calcium/phosphate ion ratio was 1:1.67 and the pH was adjusted to 7 by adding
NaOH. Next, the solution was centrifuged and the precipitate was collected and
thoroughly washed with deionized water. The as-purified precipitate was oven-dried
at 60°C overnight and sieved to obtain particles of 125 pm. Finally, the obtained
particles were calcined at 1175 °C for 2 h, left to cool and then stored in a desiccator.
For HASr, the procedure was basically the same; however, 50 mol% calcium nitrates
were replaced by strontium nitrate. In this case, the calcium/strontium/phosphate ion
ratio was 0.5:0.5:1.67. Again, after the synthesis, the obtained particles were sieved
to 125 uym and calcinated at 1175 °C for 2. The as-synthesized HASr also was stored

in a desiccator until its analysis/use.

2.2. Particle characterization: SEM, EDX, XRD, and FTIR analysis
Morphology of HA and HASr particles were observed by using a scanning

electron microscopy — SEM (JSM 6610LV; JEOL Ltd., Tokyo, Japan) equipped with
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an energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) microprobe to evaluate chemical
composition. Before image acquisition, the particles were coated with gold with a
sputter coater. X-ray diffraction (XRD) analysis was performed (D500; Siemens,
Munich, Germany) with a Cu-Kq radiation source (A=1.54 A) at 40 kV and 1.75 mA.
Scanning angle (20) ranged from 20 to 50° at 0.02° resolution and 2°/min speed. The
chemical nature of HA and HASr was evaluated by Fourier-transform infrared
spectroscopy — FTIR (IR-Affinity-1; Shimadzu, Tokyo, Japan) coupled to an
attenuated total reflectance device and analyzed in wavelengths from 400 to 4000

cm®, with 64 scans and 4 cm resolution.

2.3. Synthesis of hydrogel and composite hydrogels

Physically cross-linked hydrogels were synthesized by applying a
freeze/thawing method [38]. First, a PVA-solution was prepared by solubilizing the
polymer in distilled water at 10 % m/v ratio under continuous stirring at 75 °C for 1 h.
Separately, CS was solubilized in distilled water at 10 % m/v ratio under continuous
stirring at room temperature, for 1 h. The two solutions were then mixed and
homogenized under magnetic stirring for 1 h at room temperature. PVA/CS mass
ratio was fixed at 1:1. Next, the PVA/CS solution was frozen at -20 °C overnight and
thawed a room temperature for 8 h. This freeze/thaw process was repeated four
times for enabling polymer cross-linking and resulting in a 3D network. Finally, the
physically cross-linked of PVA/CS hydrogels (without HA o HASr) were recovered,
thoroughly washed in distilled water and dried for 48 h at 45°C in a vacuum oven.

At the same time, composite hydrogels were synthesized using a similar
protocol with minor modifications. Briefly, after the mixing of the PVA and CS

solutions different amounts of HA of HASr particles (5 %, 10 %, or 15 % m/m) were
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added. The resulting systems were homogenized under vigorous magnetic stirring for
1 h. The percentage of particles in the composite hydrogels was defined in pilot tests,
which indicated precipitation of particles when an amount of 20 % in mass (or
superior) is added. The freeze/thaw process of composite hydrogels was the same
for the pure hydrogel. Table 1 summarizes the codification of each hydrogel sample

prepared and detail their composition.

2.4. Characterization of pure and composite hydrogels

The chemical nature of the hydrogel samples was assessed by FTIR analysis
similarly to described in Section 2.2. Thermogravimetric analysis was performed
between 30 and 700°C under a Nz flow at 100 mL/min and 10°C/min heating rate
(SDT Q600; TA Instruments, New Castle, DE, USA). In this case, specimens
between 0.1 and 1 mg previously weighted were put into the hermetic platinum
sample holders. Topography and particle dispersion were evaluated by SEM/EDX.
Before image acquisition, the specimens were swelled in distilled water overnight,
then frozen in liquid Nz, carefully fractured, and dried under vacuum. The fractured
sections were gold-coated before SEM visualization. Mean pore size of the pure
hydrogel, HASr10 and HA10 composites were estimated by measuring 30 random
pores selected from their SEM images with ImageJ® software (NIH, Bethesda, MD,
USA). Porosity was also evaluated by X-ray microtomography — microCT (model
1174; SkyScan, Kontich, Belgium) using 50 kVp, 800 mA, a 19.65 um isotropic
resolution and 360° rotation. For compressive strength test and elastic modulus, five
cubic specimens (1 mm?3) were swelled up to equilibrium before the test and
evaluated by a texture analyzer (TA.XTplusC; Stable Micro Systems, London, UK)

with 50% maximum strain, 0.5 mm/s test speed, and 50 N load cell. The liquid uptake
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capacity (swelling capacity) of the hydrogels was measured by a conventional
gravimetric procedure. Briefly, pre-weighed 500 mg of each dried hydrogel were left
in contact with phosphate-buffered saline (PBS, pH = 7.4) under low stirring and
weighted periodically until swelling equilibrium. The following equation was employed

to calculate the swelling degree at different times:

Swelling (%) = (Ww—dwd) x 100,

where wyq is the initial dry weight and ws is the swollen weight. Three specimens were

tested for each hydrogel.

2.5. Cytotoxicity assays

The research protocol was approved by the institutional Research Ethics
Committee (protocol 2.078.368). In vitro cytotoxic assay was performed by MTT
method. Multipotent dental pulp stem cells (DPSC) were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%
penicillin/streptomycin. Three disk-shaped specimens (5 mm diameter, 1 mm
thickness) of each hydrogel were placed in contact with the culture media at 37°C for
24 h. Simultaneously, DPSC were seeded in a 96 well plate at 30 x 104 cells per well
and left to adhere for 24 h at 37 °C, with 5 % COz2. The culture media were then
substituted by the eluates obtained from the specimens in contact with the culture
media and put in contact with the cell culture for another 24 h. Finally, the media
were substituted by a PBS/MTT solution at 5 mg/mL and left in contact for 4 h.
Formazan precipitates were solubilized by adding dimethyl sulfoxide and measured

with a microplate reader at 570 nm.



38

2.6. Data analysis

Data from the physical/chemical analysis were analyzed qualitatively, whereas
compressive strength, elastic modulus, and cytotoxicity data statistically analyzed by
One-Way Analysis of Variance followed by the Tukey post hoc test, using SigmaStat®

software v3.5 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) at a=0.05 significance level.

3. Results and discussion

Novel composite materials are emerging every day seeking to provide the
ideal composition and characteristics such as mechanical properties, bioactivity,
biodegradation, and plasticity for clinical use [25]. The synthesis of a novel
biomaterial based in a PVA/CS hydrogel embedded with HA or HASr particles was

successful and showed promising behavior for tissue engineering applications.

3.1. Characterization of HA and HASr particles

Figure 1 presents SEM images of the synthesized HA and HASr particles and
EDX elemental mappings for Ca, P, and Sr. As noticed from the images, both
particles (HA and HASr) were irregular in shape, microporous, and appeared to have
narrow size variation. Porosity is probably a result of solvent evaporation and nitrates
removal during synthesis. HA particles were predominantly composed by individual
crystals whereas, by comparison, HASr particles were larger and showed more
crystal agglomeration. Previous studies have shown the growth in length and width of
similar particles when Ca?' is half substituted by Sr?* [39,40], explaining this
difference in particles morphology and size. Ca and P were regularly distributed in

both particles as well as Sr was in HASr particles.
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The XRD patterns (Figure 2) obtained for HA diffraction showed peaks
associated with hydroxyapatite (JCPDS 09-0432, peaks at 26 =29 °, 31 °, 32 °, 35 °,
47 °, 49 ° and 50 °) and calcium carbonate (JCPDS 47-1743, peaks at 26 = 30 ° and
36 ©°). Conversely, the HASr pattern showed peaks associated with strontium
hydroxyapatite (JCPDS 33-1348, peaks at 26 = 23 ©, 25 °, 27 °, 32 ° and 42 °) and
strontium carbonate (JCPDS 05-0418, peaks at 26 = 26 ° and 33 °). In addition. the
synthesized powders showed diffraction patterns corresponding to the characteristic
peaks of hexagonal HA and HASr crystals [41], compatible with JCPDS files. The
presence of carbonated compounds could be due to carbonated remains from raw
materials of secondary reactions from the calcination method [28]. FTIR spectra
recorded for HA and HASr particles (Figure 3) showed bands ascribed to phosphate
groups (PO4%*) at 1100 cm™* and 564 cm and intense bands at 872 cm™* due to the
OH ions from P—OH [6]. The band at 1350 cm™? (COs3) verified the presence of
carbonated residues. In corroboration, it has been reported that the FTIR spectra of
HA and HASr are mostly similar, showing phosphates and hydroxide bands with
minimal signal shifts to lower wavenumbers [42]. These results confirm the synthesis

of pure apatite powder phase.

3.2. Characterization of pure and composite hydrogels

The FTIR spectrum (Figure 3) of pure hydrogel showed the characteristic
bands proceeding form PVA and CS, and bands due to the physical cross-linking of
the PVA chains before the freeze/thaw process [38,43]. The broad band centered at
3280 cm is due to the OH stretching (free hydroxyl groups of PVA and CS and H-
bonded hydroxyl groups). In addition, bands at 2916 cm? and 1088 cm are

associated with the PVA (C-H stretching of alkyl groups and C—O group stretching),



40

while the bands observed at 1650 cm™ and 1420 cm and 1253 cm™ are due to the
CS (C=0, C-0 and S=0 stretching, respectively) [44]. Finally, a small band noticed at
1140 cm™? related to high crystallinity of PVA after the cross-linking process confirms
the hydrogel synthesis [45]. The spectra obtained for the composite hydrogels
(embedded with different amounts of HA or HASr) were quite similar to the spectrum
obtained for pure hydrogel. However, it is noticed and increased intensity in the
bands associate with chemical structure of HA and HASR particles (at 1110 cm™,
872 cm, and 564 cm™). Overall, the intensity of these bands increases as the
amount of HA or HASr embedded in the hydrogel matrixes. This result suggests the
successful synthesis of the composite hydrogels. Figure 4 presents thermal analyses
(TGA and DTG curves) of all synthesized hydrogels. In general lines, all samples
showed an initial mass loss stage between 75°C and 150°C due to the evaporation of
water highlighting the hydrophilic nature of such materials. The additional mass loss
stages observed between 200 °C and 550 °C are ascribed to the thermal degradation
of the polymers used to synthesize the hydrogels. Overall, the thermal degradation of
PVA encompasses two stages. The first one (between 210 °C and 400 °C) is due the
elimination of its hydroxyl side groups, while the second (between 400 °C and 500
°C) is due to the polyene chain degradation [46,47]. On the other hand, the thermal
degradation of CS occurs in a unique stage (between 225 °C and finishes at 450 °C)
[48]. At the end of the TGA analysis (700 °C) the residual mass of pure hydrogel was
less 10 % of its initial mass. As compared to the pure hydrogel, the TGA curves
obtained for the composite hydrogels embedded with 15 % of HA or HASr showed
some discrepancies. For instance, a new mass loss stage (with maximum
temperature at 275 °C) was observed, while the maximum temperatures of each

mass loss stage of pure hydrogel where shifted. Probably, the adding of HA or HASr
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impairs the physical cross-linking of the PVA chains and affects the interaction
between PVA and CS. As a result, the thermal behavior of the composites is altered
as compared to the pure hydrogel [7]. Furthermore, the residual mass of the
composite hydrogels at 700 °C was considerably higher than the residue of pure
hydrogel, which can be explained by the inorganic (and thermally stable) structure of
HA and HASr. In summary, the TGA/DTG analysis corroborates de FTIR data and
confirms the composite formation.

Figure 5 shows the SEM images taken of the pure and composite hydrogels
with 10% of HA and HASr. As noticed, both pure and composite hydrogels exhibit
high porosity, with irregular porous distributed non-uniformly. The pore sizes in this
analysis were not statistically different (p=0.127), with the following means + standard
deviations: pure hydrogel 18.8 £ 6.7 ym, HA10 15.0 £ 4.9 ym, and HASr10 14.8 £ 3.5
pm. EDX elemental mappings of Ca and Sr for the composite hydrogels are also
shown in Figure 5. This analysis confirmed a regular distribution of HA and HASr
particles (presence of Ca or Sr) in the hydrogel matrix. Particle inclusions appeared
to render the hydrogels a more irregular surface texture without affecting pore size.
MicroCT analysis (Figure 6) revealed the presence of total porosity of 33 % for pure
hydrogel and between 21% to 31% when HA or HASr particles were added, particle
addition showed a trend to reduce total porosity. This finding suggests that the
addition of particles reduces the total porosity of composite hydrogels without
reducing pore size. Total porosity and pore size are important factors for implantable
biomaterials as they contribute to blood and nutrient absorption, molecular signaling
diffusion, and cellular migration [25].

The effect of pore size and total porosity on cellular adhesion, migration and

proliferation for tissue regeneration has been discussed in the literature. Whereas
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some authors indicate a 100-um pore size to be acceptable for cell migration, others
showed that a pore size below 16 ym might be suitable for nutrient delivery, cell
migration and proliferation [1,49,50]. We believe that the novel composite hydrogel
presented here showed acceptable pore size for tissue engineering applications.
Nevertheless, methods to tune the porosity and pore size are feasible during the
synthesis, including freeze-died method [10] or decreasing polymer concentrations in
the solution step of synthesis [7,19]. Changing the polymer concentration could
increase the separation between particles in the solution state, increasing porosity
after the freeze-thawing process.

The mechanical strength of the hydrogels was improved as the concentration
of HA or HASr particles was increased (Figure 7). With the addition of HA and HASr
particles the composite hydrogels also became stiffer. Compressive strength and
elastic modulus of HA15 and HASr15 were statistically superior to all other groups (p
< 0.05). The mechanical reinforcement occurs by the presence of particles acting as
fillers. The mechanical properties are an essential parameter when analyzing
hydrogels for bone regeneration. It has been shown that low mechanical properties
could affect cell proliferation and differentiation [1,7]. Also, for clinical application,
bone regeneration materials should withstand compressive forces to maintain the
shape and volume in the area for regeneration. In corroboration, it has been reported
an increase up to 240% in the mechanical properties of PVA hydrogels by addition of
HA nanopatrticles [1].

Water uptake by a scaffold is crucial for the absorption of physiological fluid
and transport of nutrients throughout it [25,51]. When placing the hydrogel in a bone
defect, it would lead to absorption of blood and molecular markers and aid in

inducing cells to migrate inside it. In the swelling analysis (Figure 8), the presence of
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HASTr patrticles led to a faster water uptake but did not interfere with the total water
uptake capacity of the composite hydrogels. When HA was added, water uptake
capabilities are decreased considerably, which might be related to pore size

reduction and interactions between HA and the hydrogel structure.

3.3. Cytotoxicity

Cell viability results are shown in Figure 9. The interaction with cells is crucial
for tissue engineering biomaterials. Biocompatibility is important, but bioactivity is
even more relevant. Bioactive materials would not only allow cell viability, but also
promote cell proliferation. Cellular viability assay showed an increased cellular
number above 120% in all groups including the control hydrogel, and no statistical
difference between groups (p=0.434). The increase in cell number suggests a
bioactive effect of the composite hydrogels on the cultured cells. This could be
explained as an effect of the constituents of the pure and composite hydrogels tested
here. CS has been shown to increase cell proliferation up to 120% [9], whereas Sr
was shown to enhance cell replication and cell functional activities, such as bone

matrix synthesis and metabolic activity [52].

4. Conclusions

When planning a scaffold for tissue engineering and bone regeneration
chemical, physical and biological aspects must be considered, but also clinical
aspects must be well-thought-out. In this study, composite hydrogels embedded with
up to 15 % (in mass) of HA or HASr particles was successfully synthetized with

improved physical-chemical properties as compared with the control (pure) hydrogel,
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also showing promising manipulative characteristics. These features were assessed
by FTIR, thermal, morphological and mechanical analysis. Moreover, the
characterization studies conducted here allow inferring that the synthesized
composites exhibited outstanding morphological, mechanical and swelling properties,
which are particularly interesting for scaffolding. Furthermore, the absence of toxicity
and increased cell number indicates that this novel composite hydrogel containing
HA and HASr could have a decisive role as biomedical material. Next steps should
include proliferation assays to confirm the hydrogels bioactivity, alkaline phosphatase
assays to observe the hydrogels capacity to induce bone differentiation and in vivo

testing for bone regeneration on critical size defect in an animal model.
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Table 1. Pure and composite hydrogels synthesized by a freeze/thaw cycling method

(% in mass)

Code Composition

Pure PVA/CS hydrogel

HASI5 PVA/CS hydrogel + 5 % HASr
HASr10 PVA/CS hydrogel + 10 % HASr
HASr15 PVA/CS hydrogel + 15 % HASr
HA5 PVA/CS hydrogel + 5 % HA
HA10 PVA/CS hydrogel + 10 % HA
HA15 PVA/CS hydrogel + 15 % HA

PVA: poly vinyl alcohol, CS: chondroitin sulfate, HA: hydroxyapatite particles, HASr:

strontium-doped hydroxyapatite particles.
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Figure 1. SEM images and EDX elemental mappings (Ca, P, and Sr) of the

synthesized HA patrticles (a,b,c,d) and HASr patrticles (e,f,g,h).
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5 Consideracgdes finais

Tendo em vista os resultados apresentados no presente trabalho, conclui-se
que é possivel sintetizar um hidrogel compdésito com a adi¢cdo de até 15% em peso
de particulas de Hidroxiapatita de Estréncio, as quais mantém a estrutura porosa do
hidrogel, sem afetar as suas propriedades quimicas, e é capaz de melhorar a
resisténcia mecanica. Além disso, o biomaterial apresentou 6timas caracteristicas de
biocompatibilidade.

Uma adicdo de particulas maior do que 15% em peso cria precipitados dentro
da matriz do hidrogel compdsito, evitando a sua dispersdo homogénea. Além disso,
o hidrogel compdésito sintetizado apresenta caracteristicas manipulativas
interessantes para sua aplicacao clinica em situactes de regeneracdo em defeitos
0Sseos.

Os préximos passos incluirdo ensaios de proliferacdo para confirmar a
bioatividade dos hidrogéis, ensaios de fosfatase alcalina para observar a capacidade
de hidrogéis em induzir diferenciacdo 0ssea e testes in vivo de regeneracao 0ssea

em defeito critico em modelo animal.
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Apéndice A — Nota da Tese

Sintese e caracterizacdo de novo hidrogel compdésito contendo hidroxiapatita
de estroncio

Synthesis and characterization of a novel composite hydrogel with strontium-

doped hydroxyapatite

A formacéo rapida de novo 0sso é pré-requisito para restauracao estética e funcional
do tecido perdido. O objetivo deste trabalho foi preparar um biomaterial
potencialmente aplicavel para regeneracao 6ssea a base de uma matriz de hidrogel
modificada com particulas de Hidroxiapatita (HA) e Hidroxiapatita de Estroncio
(HASr). As particulas foram sintetizadas pelo método de precipitacdo humida e
calcinacdo e os hidrogéis foram preparados a partir de misturas dos polimeros
poli(alcool vinilico) (PVA) e sulfato de condroitina (SC) utilizando a técnica de
congelamento/descongelamento. Durante esse processo, diferentes quantidades de
HA ou HASr (0, 5, 10 ou 15% em massa) foram adicionadas a formulacdo dos
hidrogéis. A través dos testes desenvolvidos a obtencdo das particulas de HA e
HASr foi confirmada junto com a obtencdo de Hidrogéis compdsitos com diferentes
concentracbes de particulas adicionadas. O teste de viabilidade celular revelou um
aumento na quantidade de células em todos os grupos, incluindo o hidrogel controle
(sem particulas). Em conclusdo, um hidrogel composto modificado com até 15% em
peso de particulas de HA ou HASr foi sintetizado com sucesso com propriedades
fisico-quimicas aprimoradas em comparag¢do com o hidrogel de controle, mostrando

também caracteristicas manipulativas promissoras.
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dentista em 2015. Em 2011 ingressou como Ayudante no departamento de Materiais
Dentarios da Faculdade de Odontologia — UdelaR, onde atualmente trabalha como
Profesor Adjunto. Em 2015 iniciou a Especializacdo em Implantodontia na Faculdade
de Odontologia — UdelaR a qual finalizou em 2019. Em 2016 iniciou o Doutorado na
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) na area de Materiais Odontolégicos sob
orientacao do Prof. Dr. Rafael Ratto de Moraes.

Publicagdes:

Conde MCM, Chisini LA, Grazioli G, Francia A, Carvalho RV de, Alcazar JCB, et al.
Does Cryopreservation Affect the Biological Properties of Stem Cells from Dental
Tissues? A Systematic Review. Braz Dent J 2016;27:633-40.

Chisini LA, Conde MCM, Grazioli G, San AS. Venous Blood Derivatives as FBS-
Substitutes for Mesenchymal Stem Cells : A Systematic Scoping Review 2017;28:1—
12.

Grazioli G, Valente LL, Isolan CP, Pinheiro HA, Duarte CG, Minchow EA. Bleaching
and enamel surface interactions resulting from the use of highly-concentrated
bleaching gels. Arch Oral Biol 2018;87:157-62.

Cuevas-Suarez C, Pimentel-Garcia B, Rivera-Gonzaga A, Alvarez-Gayosso C,
Ancona-Meza A, Grazioli G, et al. Examining the Effect of Radiant Exposure on
Commercial Photopolimerizable Dental Resin Composites. Dent J 2018;6:55.

Chisini LA, Grazioli G, Francia A, Martin ASS, Demarco FF, Conde MCM.
Revascularization versus apical barrier technique with mineral trioxide aggregate
plug: A systematic review. G Ital Endod 2018;32:9-16.

Chisini LA, Cademartori MG, Francia A, Mederos M, Grazioli G, Conde MCM, et al. Is
the use of Cannabis associated with periodontitis? A systematic review and meta-
analysis. J Periodontal Res 2019;54:311-7.

Grazioli G, Francia A, Cuevas-Suarez CE, Zanchi CH, Moraes RR De. Simple and
Low-Cost Thermal Treatments on Direct Resin Composites for Indirect Use. Braz
Dent J 2019;30:279-84.

Chisini LA, Conde MCM, Grazioli G, Martin ASS, Carvalho RV De, Sartori LRM, et al.
Bone, Periodontal and Dental Pulp Regeneration in Dentistry: A Systematic Scoping
Review. Braz Dent J 2019;30:77-95.



Anexos



Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UFPEL - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

grant ™

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Titule da Pesquisa: Avaliagio do desempenho biologico de biomateriais de interesse para cdontologia

Pesquisador: Adriana Fernandes da Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 64527316.4.0000.5318

Instituigao Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas/ FO-UFPel

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 2.078 368

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas |PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 831414 pdf 10:45:09
Outros Carta_resposta.pdf 06/04/2017 |Adriana Fernandes Aceito

10:44:16 | da Silva
TCLE / Termos de | TCLE_ApDmodificado.docx 06/04/2017 | Adriana Fernandes Aceito
Assentimento / 10:35:28 |da Silva
Justificativa de
[Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_ApCmodificado. docx 06/04/2017 | Adriana Fernandes Aceito
Assentimento / 10:34:54 |da Silva
Justificativa de
[Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_ApA_modificado_ docx 06/04/2017 | Adriana Fernandes Aceito
Assentimento / 10:33:57 |da Silva
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto_adri.docx 06/04/2017 | Adriana Fernandes Aceito
Brochura 10:33:06 da Silva
[Investigador
Declaragéo de Termo_ciencia_docx 05M12/2016 | Adriana Fernandes Aceito
Pesquisadores 17:26:05 da Silva
TCLE / Termos de TCLE_ApE_Saliva docx 05M12/2016 |Adriana Fernandes Aceito
Assentimento / 170546 |da Silva
Justificativa de
[Auséncia
TCLE / Termos de | Termo_assent_ApenB.doc 05M2/2016 |Adriana Fernandes Aceito
Assentimento / 17:05:22 |da Silva
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto_pdf 05122016 | Adriana Fernandes Aceito
16:21:18 da Silva
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacdo da CONEP:
Mao
- PELOTAS, 23 de Maio de 2017




Anexo B — Parecer do Comité de Etica e Experimentac&o Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N TR2MNYWCEEA/REITORIA
PROCESSO N* 23110.008303/2019-47
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Sintese, caracterizagio e aplicaciio de hidrogel composito
contendo Hidroxiapatita e Hidroxiapatita de Estrincio para regeneraciio dssea ™, registrada com o n®
23110.008303/2019-47, sob a responsabilidade de Rafael Ratto de Moraes - que envolve a produgdo,
manutengdo ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensine) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua
execugdo pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal, em reunido de 15 de agosto de 2019.

Solicitamos que seja corrigido o nome da chefe do Biotério Central e que a mesma assine o TCLE.

Finalidade { x ) Pesquisa { ) Ensino
Vigéncia da autorizacio P0/08/2019 a 20/12/2019
Espécie/linhagem/raga Rattus norvegicus/Wistar
N® de animais 50
[dade 5 a 6 meses
Sexo Machos
Origem |Eintf:riu Central - UFPel

Codigo para cadastro n® CEEA 8303-2019

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA



