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RESUMO

O tecido 6sseo apresenta capacidade de auto regeneragdo, mas lesdes graves ou
condicbes diversas como o envelhecimento podem demandar de terapias
alternativas as cirurgias convencionais para a reestruturagdo 6ssea. Hidrogéis a
base de quitosana (QTS) sdo promissores para o reparo do tecido ésseo por sua
biocompatibilidade e biodegradabilidade e semelhanga com a matriz extracelular,
embora apresentem limitacbes mecanicas. A associacdo da QTS com nanofibras de
celulose (NFC), que conferem reforgo estrutural, e nanoparticulas de titanato de
bario (NPTB), que possuem propriedades piezoelétricas, surge como estratégia
para superar tais restricdbes. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
hidrogéis de QTS associados a NFC e NPTB a fim de conhecer suas caracteristicas
morfolégicas para adaptagao celular, avaliando sua citocompatibilidade, bioatividade
osteogénica in vitro com células SHED e desempenho in vivo em modelos murinos
de calvaria em seguida. Foram sintetizados quatro grupos experimentais (QTS,
QTS/NFC, QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB), sendo o grupo QTS determinado como
controle 3D. Os hidrogéis foram submetidos a analises fisico-quimicas (MEV, FTIR,
Raman, degradagdao e molhabilidade), ensaios de citotoxicidade e osteogénese
(MTT, Alamar Blue e ALP), além de testes in vivo em modelo de calvaria de
camundongos Swiss. Os resultados mostraram que a incorporagdo dos
nanomateriais resultou em microestrutura porosa, perfil hidrofilico (angulos de
contato <90°) e taxa de degradagao progressiva ao longo de 21 dias. Nos ensaios in
vitro, os grupos contendo nanomateriais apresentaram maior viabilidade celular
(medida pelo teste de MTT e Alamar Blue) e niveis mais elevados de atividade da
enzima fosfatase alcalina (ALP) em comparagdo ao controle (QTS). Esses
resultados demonstram que a presenca dos nanomateriais aumentou a viabilidade
celular e a atividade ALP nos ensaios in vitro, sugerindo um potencial efeito
estimulante desses nanomateriais nas células, quando comparados ao controle
(QTS). Nos testes in vivo, o compésito QTS/NFC/NPTB promoveu epitelizagdo mais
rapida (tempo médio de 9 dias) e apresentou maior formagédo de tecido
osseo/volume de matriz mineralizada, enquanto a presenga de NPTB, isolado ou
combinado, esteve associada a menor taxa de degradagédo e maior intensidade de
resposta inflamatéria inicial. Futuramente, analises quantitativas tridimensionais de

deposicdo Ossea e ensaios de coloragdo para verificar o possivel potencial de



mineralizagdo e consequente aplicabilidade na engenharia tecidual éssea serédo de

suma importancia para prosseguimento do estudo.

Palavras-chave: biomateriais, citocompatibilidade, nanomateriais, osteogénese,

polimeros.



ABSTRACT

Bone tissue has an intrinsic self-regeneration capacity; however, extensive injuries or
conditions such as aging may require alternative therapies to conventional surgeries.
Chitosan (QTS)-based hydrogels are promising for bone repair due to their
biocompatibility, biodegradability, and similarity to the extracellular matrix, although
they exhibit mechanical limitations. The association of QTS with cellulose nanofibers
(NFC), which provide structural reinforcement, and barium titanate nanoparticles
(NPTB), which possess piezoelectric properties, emerges as a strategy to overcome
such constraints. This study aimed to develop and characterize QTS-based
hydrogels combined with NFC and NPTB, evaluating their cytocompatibility, in vitro
osteogenic bioactivity using SHED cells, and in vivo performance in bone repair.
Four experimental groups were synthesized (QTS, QTS/NFC, QTS/NPTB, and
QTS/NFC/NPTB), with QTS defined as the 3D control. The hydrogels were
subjected to physicochemical analyses (SEM, FTIR, Raman, degradation, and
wettability), cytotoxicity and osteogenesis assays (MTT, Alamar Blue, and ALP), as
well as in vivo tests using a Swiss mouse calvaria model. The results showed that
the incorporation of nanomaterials led to a porous microstructure, hydrophilic profile
(contact angles <90°), and progressive degradation over 21 days. In vitro, groups
containing nanomaterials exhibited higher cell viability (measured by MTT and
Alamar Blue assays) and increased alkaline phosphatase (ALP) activity compared to
the control (QTS). In vivo, the QTS/NFC/NPTB composite promoted faster
epithelialization (average of 9 days) and greater bone tissue formation/mineralized
matrix volume, whereas the presence of NPTB, alone or combined, was associated
with a lower degradation rate and higher initial inflammatory response. Future
three-dimensional quantitative analyses and staining assays will be essential to
verify the potential mineralization capacity and consequent applicability of this

material in bone tissue engineering.

Keywords: biomaterials, cytocompatibility, nanomaterials, osteogenesis, polymers.
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1 INTRODUGAO

O tecido 6sseo constitui uma estrutura tridimensional rigida, fundamental
para a homeostase do organismo, desempenhando fungdes bioldgicas essenciais
como a protecdo de dérgaos vitais e a participagdo nos processos de locomogao.
Além de suas propriedades mecanicas, 0s 0ssos apresentam capacidade intrinseca
de auto-regeneragao. No entanto, fatores como o aumento da expectativa de vida e,
consequentemente, da populagao idosa, a maior incidéncia de lesdes esportivas, a
obesidade, malformagdes congénitas e doengas degenerativas, como a
osteoporose, podem comprometer significativamente o processo de regeneragao
o0ssea, demandando intervengdes clinicas mais complexas (Zhang et al., 2025; Yu et
al., 2020). Entre as terapias utilizadas, destacam-se os autoenxertos, limitados pela
morbidade do sitio doador e pela quantidade restrita de tecido disponivel, e os
aloenxertos, que apresentam risco de resposta imune e de transmissao de doencgas
(Zhouyu et al., 2024). Nesse contexto, torna-se interessante a pesquisa por novas
estratégias terapéuticas para o reparo 0sseo.

A engenharia tecidual surge como uma abordagem promissora para superar
essas limitagbes, explorando principios biolégicos e de biomateriais no
desenvolvimento de substitutos teciduais. Essa area € tradicionalmente estruturada
na triade constituida por scaffolds, células e fatores de sinalizagdo. Dentre esses
componentes, os scaffolds atuam como arcaboucgos tridimensionais que mimetizam
a matriz extracelular (MEC) éssea e fornecem suporte fisico-quimico para adesao,
proliferagao e diferenciagao celular (Lavanya et al., 2020; Bharadwaz & Jayasuriya,
2020).

Entre os diferentes tipos de scaffolds, os hidrogéis destacam-se por suas
propriedades unicas. Estes biomateriais apresentam elevada hidratacdo, estrutura
porosa interconectada e potencial de serem aplicados de forma injetavel,
caracteristicas que os tornam adequados para preencher defeitos &sseos
irregulares de maneira minimamente invasiva (Yue et al, 2020). Além disso,
possuem natureza hidrofilica e capacidade de atuar como carreadores de células,
medicamentos e moléculas bioativas, criando um microambiente favoravel para o
reparo tecidual (Vo, Tabata & Mikos, 2016; Shi et al., 2019). Dentre os biopolimeros
empregados na formulagdo de hidrogéis, a quitosana (QTS) destaca-se por ser



biocompativel, biodegradavel, ndo toxica e apresentar atividade antimicrobiana (Zou
et al., 2018; Ghorbani et al.,, 2020.). Contudo, apesar de suas propriedades
biolégicas favoraveis, a quitosana isolada apresenta limitagbes mecanicas, como
baixa resisténcia e flexibilidade, o que restringe sua aplicagao biomédica em casos
de reparo ésseo.

Uma estratégia promissora para superar essas limitagdes consiste na
associagdao da quitosana a nanomateriais, originando hidrogéis nanocompdsitos
com propriedades reforgadas. As nanofibras de celulose (NFCs) tém se destacado
como reforgo polimérico, pois apresentam alta resisténcia mecéanica, maddulo
elastico elevado, biocompatibilidade e biodegradabilidade (Amorim et al., 2020;
Maharjan et al., 2021). Além disso, sua organizagao fibrilar mimetiza o papel
estrutural do coldgeno na MEC dssea, contribuindo para maior estabilidade
estrutural e adesao celular (Ding et al., 2019; Tamo et al., 2022). Em acréscimo,
nanoparticulas ceramicas bioativas, como o titanato de bario (NPTB), oferecem
propriedades osteoindutoras, sendo capazes de estimular diretamente a
diferenciagdo osteogénica por meio da liberacdo de ions e caracteristicas de
superficie (Tandon, Blaker & Cartmell, 2018; Medrado et al., 2020). Além disso, seu
comportamento piezoelétrico confere potencial adicional para favorecer o processo
de reparo 0sseo, visto que o tecido 6sseo nativo também responde a estimulos
elétricos. Dessa forma, a associagao entre NFCs e NPTB em hidrogéis de quitosana
configura uma abordagem inovadora e biomimética para o desenvolvimento de
substitutos 0sseos.

Embora os efeitos individuais da quitosana, das nanofibras de celulose e das
nanoparticulas de titanato de bario ja tenham sido descritos na literatura, a
combinagao sinérgica desses componentes em uma unica matriz ainda € pouco
explorada. Em especial, faltam investigacbes sobre sua interagdo com
células-tronco mesenquimais de relevancia clinica, como as derivadas de dentes
deciduos esfoliados (SHED), bem como estudos em modelos animais que avaliem
sua eficacia no reparo 6sseo. Assim, o presente trabalho propde o desenvolvimento
de um hidrogel de quitosana associado a NFCs e NPTB, visando potencializar

propriedades estruturais e bioativas para aplicagdes em engenharia tecidual 6éssea.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Tecido Osseo: Fisiologia, Reparo e Desafios Clinicos

O tecido 6sseo constitui um 6rgdo dinamico e altamente especializado,
responsavel por desempenhar diversas fungdes fisioldgicas importantes no
organismo. Além de garantir a sustentagdo mecanica do corpo e possibilitar a
realizagcdo de movimentos, também atua como um protetor para os 6érgdos vitais.
Adicionalmente, participa no processo de hematopoiese e exerce papel crucial como
reservatério de minerais, especialmente célcio e fdsforo, essenciais para o
metabolismo celular e para a manutencao do equilibrio iébnico do organismo (Chang
& Liu, 2022).

2.1.1 Composicdo e Arquitetura Ossea

O osso pode ser dividido em duas principais estruturas: o osso cortical
(compacto) e o osso trabecular (esponjoso) (Morgan et al., 2019). O osso cortical
constitui a maior parte da estrutura do tecido, conferindo resisténcia mecanica e
rigidez, fundamentais para a sustentagdo do corpo (Chang & Liu, 2022). Ja o 0sso
trabecular, caracterizado por uma microarquitetura porosa, € capaz de suportar
deformagdes compressivas (Morgan et al., 2019). Essa organizagado estrutural é
essencial para a remodelagao adaptativa, permitindo que o tecido responda de
maneira eficiente a estimulos mecénicos e a processos de reparo (Figura 1).

O tecido 6sseo apresenta uma estrutura mineralizada altamente organizada,
composta por diferentes tipos celulares especializados - osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos - e por uma matriz extracelular (MEC) complexa. Essa combinagao
confere ndo apenas resisténcia mecanica, mas também a capacidade de
remodelagdo continua, além de desempenhar papel central nas atividades
metabdlicas e no suporte ao crescimento celular (Wittig, 2022). Sua composigcéo
inclui componentes organicos, como o colageno, agua e minerais inorganicos, com
destaque para a hidroxiapatita (Sromova, 2023).

As interagbes entre colageno, hidroxiapatita e os demais componentes
organicos e inorganicos resultam em uma organizagao que determina propriedades
mecanicas tipicas do 0sso, como resisténcia a compresséo, tenacidade a fratura e
resisténcia a tragdo, caracteristicas que distinguem o tecido 6sseo de outros

materiais biolégicos (Dwived et al., 2019).



Figura 1 - llustracdo da composigéo éssea.
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Fonte: Pinto, 2016.

2.1.1.1 Fragao organica e inorganica

A fragdo organica do tecido ésseo é constituida predominantemente por
fibras de colageno, que conferem flexibilidade e resisténcia a tracdo. Dentre os
diferentes tipos de colageno presentes na matriz 6ssea, o colageno tipo | é o mais
abundante, contribuindo para a resisténcia e integridade estrutural do tecido e
fornecendo suporte estrutural. O colageno tipo Il também esta presente, conferindo
elasticidade extra, enquanto o colageno tipo V atua na regulagéo e organizagao das
fibras colagenas na matriz extracelular (Sromova et al., 2023).

A fragcédo inorganica do tecido 6sseo € composta predominantemente por
minerais que formam cristais de hidroxiapatita (férmula molecular: Caio(PO4)s(OH)2),
integrando-se a matriz colagénica de maneira organizada (Ramesh et al., 2018).
Dentre esses minerais, destacam-se calcio e fosfato, que sdo os principais
responsaveis nao apenas pela manutengcdo da resisténcia e rigidez éssea, mas
também pela estabilidade estrutural do tecido, além de participarem diretamente de
processos fundamentais como osteoindugdo, mecanismo bioldgico que induz a
formacdo de novo tecido ésseo por meio da ativagao e diferenciacdo celular, e
osteocondugado, processo pelo qual células osteogénicas migram e colonizam

estruturas preexistentes, promovendo a neoformagao 6ssea.

Proteinas nio colagenosas 5%

(BMPs, TGF-f: 2% NCPs)



O tecido 6sseo também abriga diversas proteinas nao colagénicas que
desempenham fungdes essenciais em processos bioldogicos como remodelagao
0ssea, sinalizagdo celular e mineralizagcéo (Zhou et al., 2021; Wittig et al., 2022).
Além disso, a formagdo e manutencado do tecido 6sseo provém da interagédo entre
trés tipos celulares distintos, mas de extrema importancia: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, que atuam de maneira interdependente para a remodelagdo 6ssea,
cada um com origens celulares especificas e fungbes complementares essenciais a

homeostase do sistema esquelético (Sromova et al., 2023).

2.1.2 Tipos Celulares

2.1.2.1 Osteoclastos

Os osteoclastos sao células multinucleadas, diretamente envolvidas no
processo de reabsor¢ao do tecido 6sseo, sendo predominantemente encontrados
em areas de reabsorcido localizadas em cavidades da matriz éssea conhecidas
como lacunas de Howship (Maciel et al., 2023). Além de seu papel central na
remodelacdo 6ssea, os osteoclastos também participam da manutencao da funcao
enddcrina do tecido 6sseo, contribuindo para a ativagao da proteina nao colagénica
osteocalcina, a qual esta relacionada a regulacdo do metabolismo energético e a
modulac¢ado da secregéo de insulina (Rossi et al., 2019).

Os osteoclastos possuem origem hematopoiética, diferenciando-se a partir da
linhagem de mondcitos/macrofagos sob estimulo de citocinas produzidas por
osteoblastos e ostedcitos, em particular o fator estimulador de col6nias de
macrofagos (M-CSF) e o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B
(RANKL) (Kodama; Kaito, 2020). O eixo RANK/RANKL/OPG (osteoprotegerina) &
um dos principais mecanismos regulatorios do equilibrio entre reabsorgao e
formagao oOssea, e constitui alvo frequente de pesquisas clinicas sobre doencas

osteometabdlicas, como a osteoporose (Kim et al., 2020).

2.1.2.2 Osteoblastos

Os osteoblastos, por sua vez, sdo células responsaveis pela formagao ossea,
um processo mediado pela deposicdo de camadas de matriz extracelular, composta
principalmente por colageno tipo |, que & posteriormente mineralizada com fosfato
de célcio na forma de hidroxiapatita. Estima-se que essas células correspondam a

aproximadamente 46% do total das células 6sseas, exercendo papel fundamental



na liberagdo de citocinas, como RANKL e osteoprotegerina (OPG), que regulam a
diferenciagao e atividade dos osteoclastos, assegurando assim o equilibrio dindmico
entre formacéao e reabsorg¢ao 6ssea (Zhou et al., 2021; Maciel et al., 2023).

Além disso, os osteoblastos sdo responsaveis pela produgao de proteinas da
matriz extracelular, incluindo osteocalcina, fosfatase alcalina e colageno tipo |,
sendo este ultimo o principal componente da matriz 6ssea, representando mais de
90% da fragéo organica da matriz (Kim et al., 2020).

A origem dos osteoblastos estd nas células-tronco mesenquimais (MSCs),
que se diferenciam sob influéncia de multiplos estimulos, incluindo fatores de
transcrigdo intracelulares, fatores de crescimento e citocinas. Além desses sinais,
fatores extracelulares também modulam a diferenciacdo osteoblastica, como
hipdxia, radiagao, uso de farmacos, pratica de atividades fisicas e dieta (Almuraikhi,
2025).

Morfologicamente, os osteoblastos apresentam um complexo de Golgi bem
desenvolvido, reticulo endoplasmatico rugoso abundante e nucleos ricos em
eucromatina, indicando elevada atividade secretora, importante para a sintese e
deposicao eficiente da matriz 6ssea (Maciel, 2023). Ao término da fase ativa de
formagado, os osteoblastos podem seguir trés destinos distintos: sofrer apoptose,
diferenciar-se em ostedcitos ou permanecer como células de revestimento na

superficie éssea (bone-lining cells) (Kim et al., 2020).

2.1.2.3 Ostedcitos

Os ostedcitos sao células originarias dos osteoblastos e representam as mais
abundantes no tecido 6ésseo mineralizado, correspondendo a cerca de 90-95% da
composicao celular do osso. A diferenciagdo dessas células ocorre quando parte
dos osteoblastos se incorpora a matriz 6ssea ao término do processo de formagao
do tecido (Sromova et al., 2023).

Durante essa transicdo, os ostedcitos adquirem morfologia dendritica,
caracterizada pelo desenvolvimento de prolongamentos citoplasmaticos longos, que
Ihes permitem estabelecer conexbes com outras células 6sseas e com vasos
sanguineos por meio de juncdes gap (Moorer et al., 2017). Essa rede de
comunicagao viabiliza o transporte eficiente de nutrientes e a remogéo de residuos

metabdlicos com o meio extracelular (Lin et al., 2020).



Além disso, essas conexdes intercelulares permitem aos ostedcitos detectar
e responder a cargas mecanicas aplicadas ao tecido 6sseo adjacente, contribuindo

para a regulagédo adaptativa da remodelagao 6ssea (Buck; Stains, 2024) (Figura 2).

Figura 2 - Representacao visual das células que compdem o tecido ésseo.
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Fonte: Qianli et al., 2023 (adaptado).

2.1.3 Proteinas Nao Colagénicas

2.1.3.1 Osteocalcina

A osteocalcina € uma proteina reconhecida por sua atuagao na regulagao da
formacédo Ossea, além de desempenhar fungdes hormonais relevantes em outros
sistemas do organismo. Estudos recentes demonstram que a forma ndo carboxilada
da osteocalcina esta envolvida no metabolismo da insulina, aumentando tanto a
secregao quanto a sensibilidade a mesma, além de mediar a secregao de
testosterona (Smith et al., 2024; Sromova, 2023; Karsenty, 2023).



2.1.3.2 Osteonectina

A osteonectina, por sua vez, esta diretamente envolvida na modulagédo de
fatores de crescimento e contribui para a mineralizacdo e deposicao de
hidroxiapatita, desempenhando também papel importante na ades&o e comunicagao
celular (Zhu et al., 2023).

2.1.3.3 Osteopontina

Outro exemplo relevante é a osteopontina, que, além de atuar na
mineralizagcado e regulacdo da formacado 6ssea, facilita a migragdo e adesao de
células osteogénicas por meio de interacbes com integrinas e ions calcio,
desempenhando papel essencial no remodelamento ésseo (Lin et al., 2021).

Dessa forma, as células 6sseas - osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos -
atuam de maneira coordenada para manter a homeostase do tecido 6sseo, por meio
do controle integrado dos processos de formagéao, reabsorcao e sinalizagéo celular.
Além disso, as proteinas ndo colagénicas presentes na matriz 6ssea exercem
funcbes importantes ndo apenas na estrutura e mineralizacdo do tecido, mas
também na regulacdo das atividades celulares envolvidas na remodelacéo e
regeneragao 0ssea, sendo alvos promissores para o desenvolvimento de terapias
inovadoras voltadas a reparacgao tecidual e a engenharia de biomateriais aplicados a

medicina regenerativa.

2.2 O Processo Fisiolégico de Reparo Osseo

O processo de reparagao 0ssea ainda representa um desafio significativo na
pratica clinica, devido a sua complexidade estrutural e celular do tecido. O osso é
um tecido altamente vascularizado e dinamico, capaz de passar por constantes
processos de remodelagdo ao longo da vida. Essa capacidade adaptativa permite
nao apenas a restauracao de sua estrutura morfoloégica, mas também a recuperacgao
integral de suas fungbes mecanicas. No entanto, na presenga de defeitos criticos, o
tecido Osseo apresenta limitacbes em regenerar, de forma espontanea, sua
morfologia original completa e suas propriedades fisico-mecanicas. Essa limitagao
ressalta a complexidade do reparo 0sseo e evidencia a necessidade crescente do
desenvolvimento e aplicagcdo de terapias alternativas capazes de promover uma

regeneracao ossea eficaz e funcional.



2.2.1 Etapas do Reparo Osseo

Quando o osso € submetido a um trauma ou fratura grave, ocorre uma
resposta imediata de células proprias do tecido 6sseo, como os ostedcitos e
osteoblastos, que iniciam a sinalizagao celular assim que identificam o dano. A partir
desse estimulo inicial, essas células liberam citocinas pro-inflamatoérias, quimiocinas
e mediadores vasoativos, cujo objetivo é induzir a vasodilatacdo e,
consequentemente, aumentar a permeabilidade vascular. Esse processo
desencadeia uma cascata inflamatéria que, ao final, ativa células-tronco
mesenquimais e da inicio ao processo de regeneragao tecidual (Goodman et al.,
2019).

Apos a lesdo, a cicatrizagcdo Ossea ocorre em trés etapas sobrepostas e de
carater altamente complexo. Inicialmente, a fase inflamatéria é caracterizada pela
formagao do hematoma e pelo recrutamento de células inflamatoérias para a regiao
lesionada. Em seguida, ocorre a fase de reparo, marcada pela formag¢ao de um calo
mole que, progressivamente, sofre mineralizagdo. Por fim, na fase de remodelagéo,
esse calo é substituido integralmente por tecido 6sseo maduro, devidamente

organizado e funcional (Maruyama et al., 2020; Bacevich et al., 2023) (Figura 3).

Figura 3 - llustragdo etapas celulares do reparo ésseo.
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Fonte: Zhan et al., 2022 (adaptado).
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2.2.1.1 Fase Inflamatoria

A fase inicial do reparo 6sseo, conhecida como fase inflamatdria, ocorre
imediatamente apos a lesdo. A fratura provoca a ruptura dos vasos sanguineos no
interior e ao redor do local afetado, levando a coagulagao e, consequentemente, a
formagao de um hematoma. Esse hematoma estabelece um microambiente inicial
marcado por hipoxia local, funcionando como matriz temporaria para a concentragao
de citocinas e células inflamatdérias que desencadeiam a cascata inflamatéria
(Walters et al., 2018).

Além disso, a idade exerce influéncia critica nessa fase. Em individuos
idosos, a resposta inflamatéria a uma fratura pode apresentar-se desregulada e
retardada, evoluindo para um quadro de inflamacao crénica que compromete a
cicatrizagao e favorece a deterioragao progressiva do tecido 6sseo (Goodman et al.,
2019).

2.2.1.2 Fase de Reparo

Na fase de reparo, inicia-se a formacao do calo dsseo por meio da deposigao
de uma matriz colagenosa, facilitada pela invasdo de novos vasos sanguineos. O
calo inicial, conhecido como calo mole, € constituido principalmente por tecido
cartilaginoso e matriz colagenosa, sendo mais flexivel que o osso maduro (Kenkre
et al., 2018). Essa estrutura proviséria exerce papel essencial ao estabilizar a fratura
e permitir a continuidade do processo de cicatrizagao.

A formacgao do calo envolve dois mecanismos de ossificagdo, que podem

ocorrer de forma concomitante em diferentes regides do local fraturado:

- Ossificagdao intramembranosa: ocorre no periésteo, quando células-tronco
mesenquimais (MSCs) se diferenciam em células osteoprogenitoras, que se
proliferam e dao origem aos osteoblastos. Estes, por sua vez, promovem a
formacgao direta de calo 6ésseo duro, ainda imaturo (Kenkre et al., 2018).

- Ossificagdo endocondral: ocorre no enddsteo e na medula éssea. Nessa
etapa, as MSCs da medula diferenciam-se em condrécitos, que secretam
matriz cartilaginosa. Essa matriz sofre mineralizagdo e origina um calo
cartilaginoso. Posteriormente, a apoptose dos condrécitos permite a invasao
vascular e a migragao de osteoblastos, que substituem a matriz cartilaginosa

por matriz 6ssea mineralizada (Kenkre et al., 2018).
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2.2.1.3 Fase de Remodelagao

O processo de remodelagdo corresponde a terceira e ultima etapa da
regeneracgao 6ssea, sendo caracterizado pela substituicdo gradual do calo inicial e
pela restauragao da morfologia, da estrutura e das propriedades mecanicas originais
do tecido 6sseo (Duda et al., 2023).

Nessa fase, 0 osso lamelar, mais resistente e organizado do que o tecido
imaturo do calo duro, € depositado. A remodelagcdo é regulada pelo equilibrio
dindmico entre osteoblastos (células formadoras de 0sso) e osteoclastos (células
responsaveis pela reabsor¢cao 0ssea). A interagcao dessas células assegura tanto a
deposicado de osso lamelar quanto a reabsorgéo do tecido excedente, promovendo o
restabelecimento funcional e estrutural do osso (Kenkre et al., 2018; Maruyama et
al., 2020).

2.2.2 Auséncia de Reparo Osseo Efetivo

De acordo com a U.S. Food and Drug Administration (FDA), considera-se nao
unido ossea a fratura que nio apresenta consolidacdo apds um periodo minimo de
9 meses, associado a auséncia de sinais radiograficos de progresso cicatricial por
pelo menos 3 meses consecutivos (FDA, 2023).

A falha na unido pode ser classificada radiologicamente em hipertréfica ou
atréfica, conforme a presenga ou auséncia de resposta biolégica no foco da fratura
(Toosi et al., 2018).

2.2.2.1 Falha Hipertréfica

A falha hipertrofica, também denominada pseudoartrose hipertréfica,
caracteriza-se por uma fratura que nao completa o processo de cicatrizagdo. Nos
exames radiograficos, observa-se a presenga de um calo 6sseo exuberante ao
redor da fratura, mas sem a formacao do “calo de uniao” tipico em pelo menos trés
corticais. Esse achado indica a interrupcéo do processo espontaneo de cicatrizagao,
exigindo intervencgao terapéutica (Maruyama et al., 2020; Burska et al., 2020).

Essa condigdo ocorre, principalmente, quando ha mobilidade excessiva do
foco de fratura, comprometendo a vascularizagdo e o aporte de nutrientes, ambos

indispensaveis a regeneracgao ossea (Schlunt et al., 2018).
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2.2.2.2 Falha Atréfica

Na pseudoartrose atrofica, o osso apresenta capacidade reduzida de
cicatrizacdo, com minima formagdao de calo 6sseo e atraso expressivo na
consolidacido. Tradicionalmente, essa condi¢cdo é descrita como avascular; contudo,
ainda persiste debate acerca do grau de vascularizagao residual do tecido do calo.

Nessa situagcdo, observa-se o fechamento da cavidade medular dos
fragmentos 6sseos, dificultando o suprimento sanguineo. Como consequéncia, as
regides mais distantes da fratura recebem irrigagcao insuficiente, prejudicando a
neoformacao 6ssea (Maruyama et al., 2020; Wildemann et al., 2021). Além disso, a
pseudoartrose atréfica pode estar associada a fixagdo excessivamente rigida, que
inibe a formacé&o do calo 6sseo (Claes, 2021).

Além dos fatores mecanicos e biolégicos que contribuem para a falha na
consolidacao, justifica-se a necessidade de intervencdes terapéuticas eficazes para
estimular a regeneragdo e o reparo 0sseo. A complexidade dos mecanismos
envolvidos na cicatrizagdo, somada as limitagdes naturais do organismo em casos
criticos, reforgca a importancia do desenvolvimento de abordagens que promovam a
formagao Ossea e restabelecam a integridade estrutural do osso lesado.

Nesse contexto, os enxertos 0sseos despontam como uma das principais
estratégias clinicas para o tratamento de defeitos irregulares ou criticos. Esses
enxertos oferecem suporte mecanico e propriedades biolégicas essenciais - como
osteoindugao e osteoconducéo - que favorecem a reparagao. Conforme sua origem,
podem ser classificados em autdlogos ou alogénicos, cada qual apresentando

vantagens especificas e limitagées que influenciam sua aplicabilidade clinica.
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2.2.3 Enxertos autélogos

Os enxertos Osseos autdlogos s&o amplamente reconhecidos como o
‘padrao-ouro” na regeneragdo 6ssea, em razao de suas propriedades unicas de
osteoindugao, osteocondugao e osteointegragcdo, que possibilitam a restauragao
quase completa das fungbes mecanicas e estruturais do osso lesionado (Zhu et al.,
2021). Essas propriedades derivam n&do apenas da presenga de fatores de
crescimento e células osteoprogenitoras, mas também da matriz tridimensional (3D)
intrinseca ao tecido, que favorece a adeséo e a diferenciacao celular.

Esse procedimento consiste na remogao de fragmentos 6sseos do préprio
paciente e sua transferéncia para o local da fratura, o que garante elevada
histocompatibilidade e reduz substancialmente o risco de rejeicdo imunoldgica (DE
Witte et al., 2018). Entretanto, apesar de sua eficacia clinica, os enxertos autélogos
apresentam limitagdes importantes, como a necessidade de cirurgia adicional para
obtencdo do tecido doador, o aumento do tempo operatorio e a restricdo quanto a

quantidade de material disponivel para transplante (Sheehy et al., 2019).

2.2.4 Enxertos alogénicos

Os enxertos alogénicos, obtidos a partir de doadores vivos ou cadaveres,
representam uma alternativa viavel quando nao ha disponibilidade de enxerto
autdlogo em quantidade suficiente. Esses enxertos podem apresentar propriedades
osteoindutoras e osteocondutivas, embora de forma mais limitada, devido a
desvitalizagao tecidual necessaria nos processos de preparo e esterilizagdo, o que
compromete parte de sua viabilidade biolégica e mecanica (Sheehy et al., 2019;
Ciszynski et al., 2023).

As caracteristicas bioldgicas e funcionais variam de acordo com o tipo
histolégico do tecido e o método de preservacdo empregado, podendo ser
classificados como frescos, congelados ou liofilizados, e compostos por tecido
esponjoso, cortical ou uma combinagdo de ambos. Apesar de sua disponibilidade e
ampla utilizagdo, os enxertos alogénicos apresentam maior risco de transmisséo de
doengas, reagdes imunoldgicas e possivel rejeicao (Ciszynski et al., 2023).

Assim, embora esses enxertos desempenhem um papel relevante em
transplantes dsseos, ainda enfrentam limitagdes consideraveis quanto a eficacia na
regeneragao e reparo 0sseo, o que reforgca a busca por alternativas terapéuticas

mais seguras e eficientes (Figura 4).
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Figura 4 - Modelos disponiveis para a regenerac¢ao e remodelamento ésseo.
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2.3 Engenharia Tecidual Ossea: Principios e Estratégias

A engenharia tecidual constitui uma abordagem multidisciplinar e integrativa,
que utiliza a combinacdo de tecnologias avangadas, fatores fisico-quimicos e
bioldgicos, além de diferentes classes de biomateriais, com o objetivo de restaurar,
substituir ou otimizar a fung&o de tecidos biologicos (Abdelaziz et al., 2023).

Essa estratégia tem ganhado destaque como uma alternativa promissora aos
enxertos tradicionais, superando limitacdes associadas a disponibilidade restrita de
tecido doador, ao risco imunolégico e a necessidade de procedimentos cirurgicos
adicionais.

No contexto especifico da regeneragdo Ossea, a engenharia tecidual 6ssea
consolidou-se como uma solugdo inovadora e em constante evolugdo para a
reconstrugdo de defeitos criticos do tecido, buscando ndo apenas a recuperacao
estrutural, mas também a restauragéo das fungbes biomecanicas e fisioldégicas do
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2.3.1 Scaffolds

Os scaffolds sao considerados estruturas de referéncia que fornecem suporte
a regeneracao tridimensional (3D) de tecidos (Filip et al., 2022). Essas estruturas
biomiméticas sao desenvolvidas para reproduzir, de forma funcional, as
caracteristicas do tecido original, proporcionando um ambiente propicio a adeséo,
proliferacdo e diferenciacdo celular, além de favorecer a formagcdo de um novo
tecido funcionalmente integrado ao organismo (Abdelaziz et al., 2023).

Para que um scaffold seja considerado adequado na engenharia tecidual
O0ssea, o material precisa reunir algumas caracteristicas fundamentais, como ser
biodegradavel, n&o causar rejeicdo no organismo (biocompativel), estimular a
formagdo de osso (osteoindutivo), permitir o crescimento do tecido ésseo ao seu
redor (osteocondutivo), ser biologicamente ativo (bioativo) e apresentar
propriedades fisico-quimicas especificas, como nivel controlado de porosidade e
rugosidade (Qu et al., 2019; Babilotte et al., 2019).

Os scaffolds atuam como matriz temporaria para o crescimento e a
diferenciagao celular, mimetizando a matriz extracelular (MEC) tanto em sua
morfologia quanto em seus fatores bioquimicos. Dessa forma, fornecem suporte
mecanico e facilitam os processos de adesao, proliferacdo e diferenciacéo celular
(Farazin & Darghiasi, 2025; Morwood et al., 2023).

Além disso, é necessario que os scaffolds incentivem a vascularizagao e se
desintegrem em uma taxa compativel com a formagdo do tecido Osseo
recém-gerado, sendo eventualmente substituidos pelo osso natural (Darghiasi et al.,
2024).

Por fim, os polimeros aplicados na engenharia tecidual 6ssea podem ser
classificados em trés categorias principais: polimeros sintéticos, polimeros naturais

e scaffolds compositos (Al-Allaq et al., 2024).
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2.3.1.1 Polimeros sintéticos

Os polimeros sintéticos tém sido amplamente empregados na fabricagao de
scaffolds devido a possibilidade de modulagdo de suas propriedades mecanicas,
fisicas, quimicas e de degradacao durante o processo de producéo (Shao et al.,
2023; Nemati et al., 2019). Essa versatilidade na sintese e no processamento
permite a obtencdo de materiais com caracteristicas ajustaveis de acordo com a
aplicacao desejada em engenharia tecidual.

Entre os mais utilizados, destacam-se os poliésteres e seus copolimeros,
como o poli(acido latico-co-glicélico) (PLGA), o poli(acido glicdlico) (PGA), a
policaprolactona (PCL) e o poli(acido L-latico) (PLLA). Esses polimeros sao
amplamente reconhecidos por sua elevada biocompatibilidade, baixa
imunogenicidade e potencial de degradacgado controlavel (Donnaloja et al., 2020;
Collins et al., 2021; Schulze et al., 2023).

No entanto, apesar das vantagens relacionadas a resisténcia mecanica e
estabilidade inicial, esses polimeros apresentam limitacbes importantes. Sua
caracteristica hidrofobica intrinseca pode dificultar a adesao e a proliferagao celular,
exigindo modificacbes de superficie ou a incorporagao de biomoléculas bioativas
para otimizar a integragao celular (Khouri et al., 2024). Além disso, os produtos de
degradagéao acida, especialmente no caso de PLGA, PGA e PLA, podem induzir um
microambiente acidotico local, afetando negativamente o metabolismo celular e
comprometendo a regeneragao tecidual (Farjaminejad et al.,, 2024; Farazin &
Darghiasi, 2025).

Essas limitagcbes tém impulsionado o desenvolvimento de estratégias
hibridas, como a associagcdo de polimeros sintéticos com materiais naturais ou
ceramicos, visando nao apenas superar os desafios citados, mas também
potencializar propriedades osteocondutivas e osteoindutivas, ampliando seu uso em

engenharia tecidual 6ssea (Donate et al., 2020; Zhou et al., 2021).
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2.3.1.2 Polimeros naturais

Os polimeros naturais tém ganhado destaque na engenharia tecidual devido
a sua excelente biocompatibilidade, bioatividade intrinseca e semelhanga estrutural
com a matriz extracelular (MEC) dos tecidos biolégicos (Filippi et al., 2020). Essas
caracteristicas fazem com que sejam considerados materiais promissores na
regeneracao tecidual, principalmente em aplicagées onde a integragdo biolégica &
de suma importancia.

Por serem derivados de fontes biolégicas, como animais, vegetais ou
microrganismos, esses materiais apresentam maior afinidade celular e menor risco
de toxicidade ou resposta imune indesejada. Entre os mais utilizados estdo a
gelatina, colageno, alginato, quitosana, fibrina e acido hialurénico, compostos que
promovem adesdo, proliferacdo e diferenciagado celular, além de estimular a
regeneragao ossea (Guo et al., 2021; Farjaminejad et al., 2024; Rico-LIhanos et al.,
2021). Por exemplo, a quitosana tem sido amplamente estudada devido a sua agao
antimicrobiana e potencial de mineralizagdo, enquanto o colageno, principal
componente da MEC, é valorizado por mimetizar a estrutura natural do tecido 6sseo
e promover adesao e proliferacdo celular (Tao et al., 2020; Kai-Ling et al., 2021;
Guillén-Carvajal et al., 2023).

Apesar de suas propriedades biolégicas vantajosas, os polimeros naturais
costumam apresentar limitagbes quanto a resisténcia mecanica, e sua degradagao
pode ser dificil de controlar, o que compromete sua aplicagao isolada em defeitos
0sseos de grande porte (Zhang et al., 2023). Essas restrigbes explicam por que, na
pratica clinica, raramente sao utilizados de forma isolada.

Para superar essas limitacdes, os polimeros naturais podem ser combinados
com polimeros sintéticos ou materiais ceramicos, resultando em scaffolds hibridos
capazes de otimizar a performance estrutural e biolégica (Feng et al., 2023). Esse
tipo de associagcdo é particularmente relevante na engenharia tecidual éssea, pois
permite aliar a bioatividade dos polimeros naturais a resisténcia mecanica e
propriedades osteogénicas conferidas por outros materiais.

Além disso, os scaffolds a base de polimeros naturais podem contribuir para
a formagéo 6ssea no organismo por meio da diferenciagdo de células em linhagem
osteogénica ou pela liberacdo de fatores que atuam como sinais bioldgicos

(Abdelaziz et al.,, 2023). Dessa forma, ndao funcionam apenas como suportes
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estruturais, mas também como materiais bioativos capazes de modular o
microambiente celular (Tylek et al., 2020).

Estudos na area frequentemente utilizam células com aplicacdo consolidada
na engenharia de tecidos, como células-tronco adultas (retiradas da medula 6ssea,
gordura e sangue), células-tronco embrionarias, células-tronco induzidas (iPSCs) e
células geneticamente modificadas. A integragdo entre polimeros naturais e
células-tronco representa, portanto, uma das estratégias mais promissoras para a

ampliacdo nas pesquisas relacionadas a regeneragao 6ssea.

2.3.2 Células

As células desempenham um papel central no processo de regeneragéo
0ssea, atuando ndo apenas como elementos formadores de tecido, mas também
como reguladores do microambiente celular, em combinagdo com os scaffolds.

Dentre as principais células utilizadas em estratégias de engenharia tecidual,
destacam-se as células-tronco mesenquimais (CTMs), com énfase naquelas
derivadas da polpa dentaria, como as células-tronco da polpa dentaria adulta
(DPSCs) e as células-tronco de dentes deciduos esfoliados (SHED) (Namjoynik et
al., 2023). A escolha por células derivadas da polpa dentaria deve-se ao seu facil
acesso, menor invasividade no processo de coleta e ao elevado potencial de
diferenciacéo celular (Lee et al., 2019).

As células SHED sao amplamente utilizadas na regeneragdo Ossea por
apresentarem caracteristicas de autorrenovacao e capacidade de se diferenciar em
diversas linhagens celulares, como osteoblastos, condrocitos e adipdcitos
(Yazdanpanah et al., 2022; Kargozar et al., 2019). Além disso, apresentam alta taxa
de proliferacdo, bom potencial osteogénico e propriedades imunomodulatérias,
caracteristicas essenciais para o sucesso da regeneragao (Yamakawa et al., 2020).

Os scaffolds desempenham papel essencial ao fornecerem suporte mecanico
e estrutural que favorece a incorporacdo e manutengao das células-tronco, etapa
indispensavel para a regeneragao tecidual. Nesse microambiente, as SHED exibem
notavel habilidade de aderéncia, deslocamento, multiplicacdo celular e
especializacao, favorecendo nao apenas a formagao de tecido 6sseo, mas também

a modulac&o de respostas inflamatorias locais (Erkal & Pekozer, 2020).
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Assim, a selegdo adequada da fonte celular, associada ao scaffold apropriado
e a presenga de fatores bioativos, configura-se como um dos pilares fundamentais
para o sucesso das estratégias de engenharia tecidual aplicadas a regeneragao
Ossea. Esses trés fatores — células, scaffolds e fatores bioativos — devem ser
equilibrados em conjunto para que o processo de regeneragao seja eficaz e

funcional.
2.4 Hidrogéis como Scaffolds para a Engenharia de Tecidos

Os hidrogéis sao redes tridimensionais formadas por polimeros hidrofilicos,
que vém ganhando destaque significativo na engenharia de tecidos 6&sseos,
principalmente por sua elevada capacidade de absorgdo de agua sem perda de sua
integridade estrutural, além de apresentarem propriedades fisico-quimicas que
mimetizam a matriz extracelular (MEC) dos tecidos biolégicos (Hwang & Lee, 2023).
Esses biomateriais oferecem vantagens importantes, como a habilidade de
adaptar-se as caracteristicas especificas do tecido lesionado e ao estagio do
processo de cicatrizagdo (Tavakoli & Klar, 2020).

Os hidrogéis atendem a diversos requisitos considerados essenciais para o
desenvolvimento de curativos avancados (Vasile et al., 2020). Sua estrutura
altamente porosa e hidratada proporciona um ambiente propicio para a adeséo,
proliferacdo e diferenciagdo de células-tronco, permitindo ainda a difusédo eficiente
de nutrientes, gases e metabdlitos. Esses sistemas também favorecem a absorgéo
de exsudatos, o controle da morfologia celular e a comunicagdo entre o tecido
neoformado e o tecido hospedeiro (Vasile et al., 2020; Yue et al., 2020; Sood et al.,
2022) (Figura 5).

Adicionalmente, 0s hidrogéis podem apresentar  propriedades
antibacterianas, facilidade de remocao da superficie da ferida, simplicidade no
manuseio clinico, além de caracteristicas viscoelasticas adequadas. Eles também
apresentam resisténcia mecanica, incluindo resisténcia a tracdo e moddulo de
armazenamento compativeis com o tecido biolégico. Outro ponto favoravel é a
possibilidade de esterilizagdo por métodos simples e eficazes (Vasile et al., 2020;
Brumberg et al., 2021). Essas caracteristicas tornam os hidrogéis especialmente
adequados para a formulacdo de sistemas capazes de criar um microambiente

favoravel a regeneracao 0ssea (Abdollahiyan et al., 2020).
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Figura 5 - Propriedades essenciais para a aplicagao de scaffolds na engenharia de

tecido 6sseo.
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Fonte: Sukpaita et al., 2021 (adaptado).

2.4.1 Quitosana

A quitosana (QTS) é um biopolimero considerado promissor para aplicagoes
na engenharia de tecido, principalmente por sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, apresentando grupos funcionais ativos, como grupos amino e
hidroxila, devido & sua composicdo estrutural (Sabourian et al., 2020). E um
polimero que pode ser utilizado em diversas formas de aplicagdo em processos
industriais e no cotidiano, como filmes, nanomateriais e hidrogéis (Dubey et al.,
2022).

A quitosana oferece inumeras vantagens para a aplicabilidade na medicina
regenerativa, incluindo baixo custo, facil obtengcdo na natureza, e a interagdo com
moléculas hidrofilicas por meio de ligagdes de hidrogénio (Tian & Liu, 2023).
Adicionalmente, a quitosana apresenta propriedades antibacterianas e boa
capacidade de adeséo celular que dependem de fatores importantes, como grau de
desacetilagéo, cristalinidade, grau de modificacdo e peso molecular (Nguyen et al.,
2023; Tian & Liu, 2023).
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Embora a QTS induza uma resposta inflamatéria apds a implantagéo, esta
resposta é geralmente leve e transitéria. Tal reagdo € considerada pro-regenerativa,
pois contribui para a ativagdo de vias celulares relacionadas a cicatrizagdo e ao
remodelamento tecidual. Este comportamento faz da QTS uma plataforma valiosa
para o desenvolvimento de scaffolds bioativos.

Entretanto, apesar das vantagens bioldgicas, a principal limitacdo da
quitosana permanece sendo sua baixa resisténcia mecanica, especialmente em
meio umido. Essa limitagdo compromete seu uso isolado em aplicagbes que exigem
suporte estrutural significativo, como no reparo 6sseo. Assim, torna-se necessario o
desenvolvimento de compdédsitos com reforgcos poliméricos e/ou ceramicos para

superar essas deficiéncias, tema abordado na sec¢éo seguinte.

2.5 Nanocompdésitos Hibridos: Estratégias para Funcionalizagiao de
Hidrogéis

Conforme mencionado anteriormente, os hidrogéis constituidos somente por
quitosana apresentam limitagcbes mecanicas, sendo necessario o uso de materiais
complementares para superar essa restricdo. Com isso, a incorporagao de
nanomateriais na produgéo de hidrogéis tornou-se uma estratégia de interesse para
o desenvolvimento de scaffolds bioativos com propriedades mecanicas e biolégicas
otimizadas (Janmohammadi et al., 2022).

No presente trabalho, a associagdao de nanofibras de celulose (NFCs) e
particulas ceramicas piezoelétricas foi explorada com o intuito de combinar reforgo
estrutural e estimulo bioelétrico em um uUnico compdsito. A seguir, discute-se a
fundamentacdo cientifica para a escolha desses nanomateriais, suas
propriedades-chave e os mecanismos envolvidos ha modulagao da resposta celular

e tecidual.

2.5.1 Reforgo Estrutural com Nanocelulose

A nanocelulose € um nanomaterial natural presente na parede celular de
plantas que apresenta excelentes propriedades mecanicas, além de elevada
biodegradabilidade, tornando-a foco de estudos para aplicagdo como reforgo
estrutural em hidrogéis (Zhang et al., 2025). Dentre os tipos de nanocelulose,
destacam-se as nanofibras de celulose (NFCs), que podem ser extraidas mais

comumente de fontes vegetais, como madeira ou algoddo, ou através da
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biossintese bacteriana (Acetobacter xylinum) (Li et al., 2021). Essas fibras
apresentam elevada area superficial, alto médulo de elasticidade, elevado grau de
cristalinidade, didmetros na faixa nanométrica (~5—-20 nm), hidrofilicidade e demais
caracteristicas que as tornam fortes candidatas ao reforgo de matrizes poliméricas
(Guan et al., 2021; Guan et al., 2020).

A incorporacdo desse material em um hidrogel polimérico forma uma
estrutura 3D e uma malha interligada que facilita a propagag¢ao uniforme da tensao
mecanica ao longo do material, resultando em uma melhoria expressiva das
propriedades mecanicas e estabilidade do hidrogel, além de apresentar boa
capacidade de retengdo de agua, caracteristica importante na manutencdo da
morfologia do hidrogel e na difusdo de solutos através da rede polimérica (Yuan et
al., 2025; Li et al., 2022).

Além disso, os hidrogéis acrescidos de nanocelulose apresentam um
aumento em sua elasticidade e resisténcia, sendo capazes de resistir a deformacgao
e compressao. Essas caracteristicas aumentam a tenacidade do material, que
absorve e dissipa a energia por meio de deformagdes quando submetido a forgas
externas, evitando o rompimento do hidrogel e o aparecimento de trincas, além de
facilitar a autorreparagdo do material por meio da rapida reorganizagdo de suas
ligacdes intermoleculares (Liang et al., 2024; Liu et al., 2024; Shu et al., 2023).

Diversos estudos tém demonstrado que a incorporagdo de NFCs a hidrogéis
de quitosana ou outros polimeros naturais resulta em aumento significativo das
propriedades mecanicas do hidrogel; um exemplo de trabalho foi realizado por Li et
al., que demonstraram que hidrogéis contendo QTS associado a NFCs
apresentavam desempenho mecanico superior se comparados a hidrogéis
constituidos somente por QTS (Li et al., 2024).

Além disso, em estudos anteriores do grupo de pesquisa, também foi
possivel observar que a adicdo de NFCs a um filme de quitosana proporcionou a
diferenciagdo osteogénica em células-tronco, sugerindo uma interagao favoravel
entre o nanomaterial e o microambiente celular osteogénico. Assim, as NFCs de
algodao apresentam potencial para uso na area biomédica, em funcdo de sua
capacidade de produgdo de nanocompdsitos como indutores de diferenciacao
osteogénica aplicados a terapia celular e a regeneracao tecidual (Zanetti et al.,
2021).
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2.5.2 Estimulos Bioelétricos na Osteogénese

O osso é um tecido ativo, dinamico e em constante remodelagéo, capaz de
se adaptar a diferentes tipos de esfor¢o por meio de processos celulares, biolégicos
e fisiologicos. A Lei de Wolff, formulada no século XIX, explica que o osso se
remodela conforme a pressao ou forga que recebe. Segundo esse principio, areas
do osso que sdo pouco utilizadas ou submetidas a baixa carga tendem a ficar mais
frageis, aumentando o risco de fraturas. Por outro lado, regides sujeitas a maior
esforgo e pressao tornam-se progressivamente mais resistentes e densas ao longo
do tempo (Giorgio et al., 2023).

Dentre os mecanismos envolvidos no processo de regeneragdo 0ssea,
destaca-se a piezoeletricidade, fenbmeno no qual certos materiais, como a matriz
colagena do osso, geram cargas elétricas locais quando submetidos a deformacgdes
mecanicas ou a pressao (Yang et al., 2022). Esses sinais elétricos atuam como
estimulos bioelétricos que regulam o comportamento celular, promovendo a
diferenciagdo osteogénica, a mineralizacdo da matriz, a remodelagdo Ossea e a
cicatrizagao de fraturas (Kapat et al., 2020; Samadi et al., 2022). Nesse contexto, o
desenvolvimento de biomateriais capazes de gerar ou reforgar esses sinais elétricos
naturais configura-se como uma estratégia promissora para a engenharia de
tecidos. Entre os materiais piezoelétricos, o titanato de bario (BaTiOs) se destaca por
seu elevado desempenho na adesdo e proliferacdo celular (Tandon, Blaker &
Cartmell, 2018).

A disperséo de nanoparticulas de titanato de bario em hidrogéis ou matrizes
poliméricas atua como um condutor adicional para a transmissdo de elétrons,
aumentando o desempenho elétrico do compésito hidrogel-polimero (Hou et al.,
2025). Além disso, essas nanoparticulas podem gerar sinais elétricos que regulam o
comportamento de macroéfagos, influenciando sua migracao, atividade fagocitica e
producé&o de citocinas inflamatodrias (Kong et al., 2021).

Desde a descoberta das propriedades bioelétricas do osso, terapias de
eletroestimulacgao clinica tém demonstrado favorecer a cicatrizacdo 6ssea. O estudo
de Mobini et al. evidenciou o efeito positivo da eletroestimulagdo na proliferacao,
migracgao e diferenciagdo de células o6sseas, incluindo células-tronco mesenquimais
e osteoblastos (Mobini et al., 2017).

Apesar de as ceramicas piezoelétricas apresentarem elevado potencial

terapéutico, € importante compreender a resposta imunologica provocada por
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nanoparticulas ceramicas em sistemas biologicos, considerando que o uso desses
materiais na medicina regenerativa ainda é relativamente recente (Marino, Bargero
& Ciofani, 2024). Estudos in vivo que comprovem ou reforcem a biocompatibilidade,
a seguranga a longo prazo, a capacidade de degradacao e o perfil de biodistribuicao
dos nanomateriais piezoelétricos sdo necessarios, uma vez que reagdes imunes
podem desencadear processos inflamatérios, quadros de hipersensibilidade,
ativacao da producado de mediadores pro-inflamatérios pelas células ou respostas
autoimunes induzidas pelas nanoparticulas. Além disso, a regulagao da resposta
imune pode influenciar de maneira expressiva a eficacia dessa estratégia
terapéutica, impactando diretamente a formacdo Ossea e a integragdo do

biomaterial aos tecidos (Xuan et al., 2023; Marino, Bargero & Ciofani, 2024).

2.6 A Resposta do Hospedeiro a Biomateriais

2.6.1 Inflamagao Aguda vs. Crénica na Interface Material-Tecido

Apesar dos efeitos benéficos associados a aplicagdo de nanomateriais na
medicina, a interacdo das nanoparticulas (NPs) com o organismo pode gerar
respostas adversas. Entre os principais fatores que influenciam a resposta biolégica
a esses materiais estdo: tamanho, formato, area superficial, dispersibilidade e
composi¢ao quimica das particulas (Xuan et al., 2023; Carnovale et al., 2019).

A inflamacdo €& um mecanismo de defesa do sistema imunoldgico,
desencadeado por estimulos nocivos, como patdégenos, infecgbes, substancias
toxicas ou lesdes teciduais, com o objetivo de conter o dano e restabelecer a
homeostase (Klonowska et al., 2018). Os sinais classicos de inflamagao incluem
desconforto, calor, vermelhidao, edema e, frequentemente, perda da funcao tecidual
(Li et al., 2023). Entre os principais eventos do processo inflamatoério estédo o
acumulo de leucdcitos, alteracbes na permeabilidade vascular e a liberagdo de
mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas (Li et al., 2022). Ap6s um
dano ou intervengao tecidual, essas respostas sao mediadas por padrdes
moleculares associados a dano (DAMPs) ou a patéogenos (PAMPs) (Huber-Lang,
Lambris & Ward, 2018).

O microambiente inflamatdério pode evoluir de maneira sequencial em duas
fases principais para restaurar a arquitetura tecidual: a fase aguda pré-inflamatéria,

que surge imediatamente apds a lesdo, e a fase crbnica, que pode perdurar por



25

semanas ou meses caso a inflamagao inicial ndo seja adequadamente resolvida
(Pahwa, Goyal & Jialal, 2023; Mata et al., 2021). A distingdo entre essas fases é
fundamental, pois define se o biomaterial sera integrado ao tecido ou desencadeara

uma possivel resposta de rejeicao.

2.6.1.1 Inflamagéao aguda pré-inflamatéria

A fase aguda inflamatdria representa uma resposta imediata a introdugao de
um biomaterial, visando restabelecer a homeostase do organismo. Essa etapa é
marcada pelo recrutamento de células de defesa, como macrofagos e neutrofilos,
pelo sistema imune inato, desencadeando a cascata inflamatoria (Mata et al., 2021).
Durante esse periodo, essas células removem detritos celulares por fagocitose e
promovem a limpeza do microambiente da lesdo. Além disso, essa resposta inicial
favorece a infiltracdo de células imunes e a liberagdo de citocinas e fatores de
crescimento, essenciais para o reparo tecidual (Strang et al., 2020; Julier et al.,
2017).

Os mondcitos presentes nesse microambiente diferenciam-se em macréfagos
M1 pro-inflamatodrios, ativados por quimiocinas como o interferon gama (IFN-y).
Estudos em modelos murinos de fratura indicam que a populagdo desses
macréfagos aumenta nos primeiros sete dias apds a lesdo (McCauley et al., 2020).
Eles contribuem para um microambiente pré-inflamatério, enriquecido com citocinas
como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (Huang et al., 2017).

Em seguida, ocorre a transicdo da resposta imune pré-inflamatoéria para uma
resposta pro-regenerativa, reduzindo a inflamagédo e iniciando o remodelamento
tecidual (Raziyeva et al., 2021). No contexto da cicatrizacdo éssea, estudos
mostram que a resolugdo da inflamagao € mediada principalmente por macréfagos
M2 alternadamente ativados, células T reguladoras (Treg) e linfocitos T helper 2
(Th2), sendo os M2 os mais estudados (Chen et al., 2021; Schlundt et al., 2019).
Esse equilibrio dindmico entre macréfagos M1 e M2 é crucial para a integragéao do
biomaterial, pois a persisténcia do perfii M1 pode comprometer a regeneragéo
tecidual.

Quando a inflamagédo aguda nao é adequadamente controlada ou ocorre de

forma excessiva, pode evoluir para um estado de inflamagéo cronica e sistémica,
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prejudicando a regeneragéao tecidual e favorecendo o desenvolvimento de fibrose e

encapsulamento do material.

2.6.1.2 Inflamacgao crénica

A inflamacdo crbnica caracteriza-se pela presenca prolongada de
macréfagos, neutréfilos e mondcitos no sistema bioldgico por semanas ou até
meses apos o evento inicial de lesdo (Raziyeva et al., 2021). Diferente da
inflamacgao aguda, que é transitoria e voltada a limpeza inicial do tecido lesionado, a
presenca continua de células pré-inflamatérias mantém um microambiente
inflamatorio persistentemente ativo, dificultando a regeneragdo, comprometendo a
consolidagédo de fraturas e atrasando o processo de cicatrizagdo (Newman, Shih &
Varghese, 2021). Além disso, a inflamacéao crénica frequentemente leva a deposi¢ao
exacerbada de matriz extracelular e ao desenvolvimento de fibrose.

Traumas graves, como fraturas complexas isoladas ou politraumas,
desencadeiam respostas inflamatérias agudas exacerbadas que podem progredir
para um perfil crénico caso ndo sejam resolvidas adequadamente, comprometendo
a cicatrizacao 6ssea (Karladani et al., apud Newman, Shih & Varghese, 2021). De
modo semelhante, condicdes associadas a inflamacdo crénica, como
envelhecimento fisiolégico, diabetes e artrite reumatoide, também prejudicam a
consolidacgao de fraturas (Clark et al., 2017).

Embora exista distingao entre inflamagao aguda excessiva e crénica, ambas
compartilham caracteristicas, como elevados niveis de citocinas proé-inflamatorias,
incluindo TNF-a. Considerando que os niveis de TNF-a aumentam em diversas
condigdes inflamatdrias cronicas, bloquear sua atividade representa uma estratégia
promissora para reduzir a inflamagao e favorecer a regeneracao tecidual. Outros
mediadores inflamatérios também podem desempenhar papéis importantes na
resolucdo da inflamagdo, como IL-10 e TGF-B, que apresentam funcdes
anti-inflamatérias e imunorreguladoras, apontando para um possivel direcionamento

terapéutico no controle da resposta crénica.
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2.7 Modelos Experimentais in vitro e in vivo para Avaliagao de
Biomateriais Osseos
Dentro do campo da bioengenharia tecidual, com enfoque na engenharia de
tecido 6sseo, um dos grupos celulares mais amplamente utilizados nos estudos de
avaliacao de biomateriais sdo as células-tronco mesenquimais (MSCs) (Mengning et
al.,, 2023). Esse conjunto de células € caracterizado como multipotente, com
capacidade de autorrenovacdo e diferenciagdo em multiplas linhagens, além de
poderem ser moduladas por células do sistema imune para se deslocarem e se
especializarem. Adicionalmente, as MSCs exibem propriedades imunorreguladoras
relevantes, influenciando o equilibrio entre inflamagdo e regeneragdo, aspecto

crucial na integragéao de biomateriais (Liu et al., 2018).

2.7.1 Células-tronco de Dentes Deciduos Esfoliados (SHEDs)

Um tipo de célula-tronco mesenquimal sdo as células-tronco de dentes
deciduos humanos esfoliados (SHEDs), que representam uma fonte promissora, de
facil obtengdo e néo invasiva de células-tronco para regeneragao tecidual,
apresentando minimo risco ao organismo, elevada plasticidade e expressiva
capacidade regenerativa (Lee et al., 2019; Taguchi et al., 2019). Esse tipo celular
apresenta boa capacidade de produzir e liberar proteinas, caracteristica que
favorece a criagdo de um ambiente propicio a reparagdo e regeneragao do tecido
(Chen et al., 2022). Além disso, outro fator que corrobora para o desenvolvimento
de um microambiente favoravel ao reparo € o acido L-ascoérbico, que estimula a
producdo e o depdsito da matriz extracelular (ECM) e acelera a proliferagao celular
(Yang et al., 2019; Timoty et al., 2019).

A regeneragdo Ossea utilizando células-tronco e scaffolds tem sido
amplamente estudada. Um estudo realizado por Gao et al. (2018) demonstrou que a
utilizacdo de células SHED em um modelo murino de periodontite promoveu a
regeneragao 6ssea, além de suprimir a resposta inflamatéria e modular a resposta
imune. Os autores sugeriram que os efeitos terapéuticos das SHED estavam
relacionados a polarizagdo de macrofagos M2 (Gao et al., 2018). Estudos anteriores
indicam que as SHED modulam o sistema imunoldgico ao regular a proliferagédo e
diferenciagdo de células imunes e ao ajustar a expressdo de mediadores

pré-inflamatérios e anti-inflamatérios (Mahdavi-Jouribari et al., 2023).
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Além disso, pesquisas pré-clinicas mostram que essas células podem ser
aplicadas em contextos de regeneracdo O0ssea e em intervengdes clinicas com
necessidade de enxertos, abrangendo inclusive a reparagao de fraturas (Yamakawa
et al., 2020). Demais pesquisas demonstraram que a combinacgéo de scaffolds com
células SHED aumenta significativamente a regeneragdo 6ssea (Namjoynik et al.,
2023) e que esse grupo celular promove a formacg&o de novo tecido 6sseo in vivo ao
recrutar células osteoprogenitoras (Aydin & Sahin, 2019).

Portanto, as SHEDs destacam-se como uma fonte celular altamente
promissora para estratégias de engenharia tecidual d6ssea, nao apenas pela
facilidade de obtencdo, mas também por seu papel imunomodulador e capacidade

de interagir dinamicamente com scaffolds.

2.7.2 O Modelo de Defeito Critico em Calvaria

A utilizagdo de modelos animais na ciéncia contribui para o entendimento de
processos biolégicos que ocorrem durante diferentes procedimentos de interesse
cientifico e de aplicagdo em diversas areas da saude, como a testagem de
farmacos, vacinas e técnicas cirurgicas (Andersen & Winter, 2019).

A selecdo da espécie varia de acordo com a finalidade e hipdtese de cada
estudo, levando em conta as proximidades bioldgicas, anatdémicas, funcionais e
genéticas em relagdo ao ser humano (Juaréz-Portilla et al.,, 2019). Assim, os
modelos animais atuam como ferramentas capazes de simular mecanismos
fisiologicos e patoldégicos comparaveis aos que ocorrem no organismo humano
(Swearengen, 2018).

Dois indicadores importantes da atividade ¢6ssea sdao o tamanho e a
velocidade do remodelamento tecidual, que diferem de acordo com a espécie,
idade, tipo de osso e regiao especifica do tecido 6sseo (Taguchi & Lopez, 2020).
Outro topico relevante para selecdo de modelos animais € a capacidade de
maturagao ossea. Diferentemente dos humanos, mamiferos menores, como ratos e
camundongos, possuem minima remodelagdo 6ssea quando adultos (SIMMONS et
al. apud Taguchi & Lopez, 2020).

Os defeitos 6sseos sdo tipos incomuns de fraturas, caracterizados pela perda
Ossea ocasionada por trauma ou intervengao cirurgica. Essa forma de lesdo é
bastante utilizada dentro de modelos animais a fim de avaliar a capacidade

regenerativa de biomateriais (McGovern et al., 2020). Esse tipo de defeito 6sseo é
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considerado mais simples de ser realizado e evita a influéncia do efeito
compensatoério do osso adjacente sobre o experimento (McGovern et al., 2020).
Nesse contexto, o modelo de defeito critico € definido como aquele em que a area
O0ssea lesada nao € capaz de se regenerar espontaneamente durante a vida do
animal, podendo, entdo, ser empregado para testes de biomateriais
osteo-regenerativos.

Considerando esse tipo de intervengcdo, o modelo de camundongos é
bastante utilizado em estudos biomédicos por serem de boa tolerancia cirurgica, alta
resisténcia a infecgdes e custo relativamente baixo (Gao et al., 2023). Os ossos da
calvaria sdo geralmente selecionados para a indugdo de um defeito 6sseo por
serem o0ssos planos, que ndo sustentam cargas. Por isso, ndo necessitam de
estabilizadores apds a indugdo da fratura, além de apresentarem ossificagcao
intramembranosa conservada entre espécies, tornando-os adequados para a
aplicacado de biomateriais de preenchimento (Gao et al., 2023). Para a indugéo de
um defeito 6sseo circular em calvarias de camundongos, pesquisadores optam pela
utilizacdo de uma broca estérii de baixa rotacdo, sem afetar a dura-mater
(Salamanca et al., 2018; Gao et al., 2023).

Dessa forma, a associacao entre modelos in vitro, como o uso de células
SHEDs, e modelos in vivo, como o defeito critico em calvaria, constitui uma
estratégia de suma importadncia para o avango das pesquisas que envolvem a
engenharia tecidual 6ssea (Figura 6). Assim, a integracao dessas abordagens gera
uma base soélida para levar os resultados experimentais a pratica clinica,

favorecendo o desenvolvimento de terapias regenerativas mais seguras e eficazes.

Figura 6 - llustracao dos modelos in vitro e in vivo utilizados para o estudo.

Células Modelo de
SHEDs calvaria de
murinos
N
(ON©)
] (-]

Fonte: Elaborado pelo autor (Criado com: BioRender.com).
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3 HIPOTESE

A incorporacdo de NFCs e NPTBs ao hidrogel de QTS altera suas
propriedades fisico-quimicas, influenciando porosidade, molhabilidade e
comportamento de degradacdo. Essas alteracbes estruturais modulam a
citocompatibilidade e a resposta osteogénica de células SHED. As diferentes
formulagbes do hidrogel influenciam o reparo 6sseo em defeitos criticos na calvaria

de camundongos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar um hidrogel a base de quitosana (QTS)
combinado com nanofibras de celulose (NFCs) e nanoparticulas de titanato de bario
(NPTB), e avaliar sua citocompatibilidade in vitro, assim como sua
biocompatibilidade e a possibilidade de promog¢ao do reparo 6ésseo em modelo

animal.
4.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar os hidrogéis de QTS contendo NFCs e NPTBs quanto as
propriedades fisicas, quimicas e morfologicas;

- Avaliar a viabilidade das células-tronco derivadas de dentes deciduos
esfoliados humanos (SHEDs) cultivadas in vitro nos hidrogéis
nanocompadsitos por meio do teste de MTT e Alamar Blue;

- Investigar a biocompatibilidade e a capacidade de reparo 6sseo dos hidrogéis

nanocompdsitos em modelo in vivo de defeito critico em calvaria.



5 MATERIAL E METODOS

Os grupos experimentais foram definidos da seguinte forma: (i) hidrogel
de quitosana (QTS) puro (Grupo 1 — QTS); (ii)) QTS com 100 yg/mL de
nanofibras de celulose (NFC) (Grupo 2 — QTS/100NFC); (iii)) QTS com 1000
ug/mL  de nanoparticulas de titanato de bario (NPTB) (Grupo 3 -
QTS/1000NPTB); e (iv) QTS com 100 pg/mL de NFC e 1000 pg/mL de NPTB
(Grupo 4 — QTS/100NFC/1000NPTB). As concentragbes dos nanomateriais
foram definidas com base em estudos prévios do grupo de pesquisa (AMARAL
et al.,, 2019; ZANETTE et al., 2019, 2023). As etapas experimentais foram
realizadas de forma sequencial, permitindo avaliar progressivamente as
propriedades fisico-quimicas, biolégicas e osteogénicas dos hidrogéis, como

mostrado na Figura 7.

DESENVOLVIMENTO
DO HIDROGEL

Figura 7 - Desenho experimental.

CARACTERIZACAO ENSAIOS DE
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Degradacao;

Raman e Espectroscopia
de Infravermelho por

Transformada de Fourier
({FTIR).

GRUPOS
EXPERIMENTAIS
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Grupo 4 - QTS/100NFC/100NPTB

Fonte: Elaborado pela autora.

osteogénicos dos
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induzidas na calvaria de
camundongos Swiss (28
e 56 dias).
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5.1 Sintese do hidrogel nanocompésito

A formulac&o do hidrogel foi inicialmente definida com base na solubilidade e
facilidade de manuseio de diferentes concentragdes de quitosana (QTS). O polimero
(baixo peso molecular, grau de desacetilagdo 75-85%; Sigma-Aldrich, EUA; CAS
9012-76-4) foi dissolvido em solugao de acido acético a 1% (v/v) diluida em agua
destilada autoclavada, testando-se concentracdes finais de 3% e 2% (p/v),
comumente utilizadas na producédo de hidrogéis de quitosana (HAMDI et al., 2020;
ZHAO et al., 2021). A solugao foi submetida a agitagdo magnética constante por 24
horas para garantir dissolugao completa. A concentracado de 2% apresentou maior
estabilidade e facilidade de manipulagcdo, em comparacédo a solucdo de 3%, que
mostrou viscosidade excessiva, dificultando a reticulacdo. Por isso, essa
concentracdo foi selecionada para o prosseguimento dos ensaios e sintese do
hidrogel.

Para a preparagcdo dos nanocompdsitos, as nanofibras de celulose (NFC)
foram previamente dispersas em 5 mL de agua destilada sob ultrassonicagéo
(Cristofoli, 50/60 Hz) por 20 minutos, garantindo suspensdao homogénea, e
incorporadas a solucado de QTS, resultando em concentracao final de 0,01% (p/v),
equivalente a 100 pg/mL. As nanoparticulas de titanato de bario (NPTB) foram
dispersas da mesma forma e adicionadas a solucdo de QTS/NFC, alcancando
concentracéo final de 0,1% (p/v), equivalente a 1000 pg/mL.

Como agente reticulante, utilizou-se solugéo aquosa de tripolifosfato de sodio
(TPP) a 1% (p/v), ajustada para pH 5,3-5,48. A adicdo inicial sob agitagédo
magnética resultou na formagédo de agregados e gel instavel, possivelmente devido
a rapida criagao de ligagdes intermoleculares. A substituicdo da agitagcdo magnética
pela homogeneizagdo via vortex em tubo cbnico (agitagdo maxima), seguida da
adigao lenta de TPP (1,5 mL para 3 mL de QTS/nanomateriais) e centrifugagéao
(2500-559 xg, 3—-5 min, raio 8 cm), promoveu rede mais estavel, homogénea e
manipulavel, evitando agregados sélidos.

Apos a centrifugagao, os hidrogéis foram ressuspensos em 1 mL de agua
destilada autoclavada para remocgao de acido acético residual e excesso de TPP,
com agitagdo suave por 2 minutos, repetida duas vezes. Por fim, as amostras foram
transferidas para placas de 24 pocgos (800 uL/pogo) sob capela de fluxo laminar,

armazenadas a —-80 °C e posteriormente liofilizadas em liofilizador Alpha 1-2 LD
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Plus por 24 h, preparando-as para analises morfoldgicas, fisico-quimicas e ensaios

de bioatividade.

5.2 Caracterizacgao fisico-quimica do hidrogel nanocompésito

5.2.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram obtidas em
microscoépio de bancada Tabletop TM3000 (Hitachi, Jap&do), com ampliagdes de 50x%
a 30.000x. As analises foram realizadas com tensao de aceleragao de 5 kV e 15 kV,
utilizando detector de elétrons retroespalhados (BSE) com semicondutor de alta
sensibilidade e bomba de vacuo turbomolecular.

As amostras liofilizadas foram fixadas diretamente sobre fita de carbono
condutora, sem recobrimento metélico, para preservar suas caracteristicas
morfoldgicas originais. Os ensaios foram conduzidos no laboratério do Nucleo de
Espectroscopia e Estrutura Molecular (NEEM), Departamento de Quimica,
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), com apoio técnico do Prof. Dr. Luiz
Fernando Cappa de Oliveira.

Apos a analise por MEV, duas imagens representativas de cada grupo foram
selecionadas. A partir dessas imagens, 10 poros foram escolhidos aleatoriamente
para medicdo do tamanho utilizando o software Imaged (National Institutes of
Health, EUA, versao 1.54r). Este teste permite avaliar a capacidade do hidrogel em
possibilitar a troca de nutrientes entre os meios intra e extracelular, além de

favorecer a infiltragao celular e a formagao de tecido.

5.2.2 Espectroscopia Raman e Infravermelho

Os espectros Raman foram obtidos em espectrébmetro interferométrico MultiRam
(Bruker, Alemanha), com laser de excitacdo em 1064 nm e detector de germanio
refrigerado com nitrogénio liquido. As analises foram realizadas com poténcia
minima necessaria para preservar a integridade das amostras, 1024 aquisi¢oes,
resolugcao de 4 cm™ e faixa espectral de 4000-50 cm™. Cada amostra foi analisada
em duplicata, permitindo avaliar a reprodutibilidade e eventuais alteragdes
estruturais.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi conduzida
em espectrometro Vertex 70 (Bruker, Alemanha), equipado com acessorio de

reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de diamante. Os espectros foram
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adquiridos na faixa de 4000400 cm™, com 128 acumulagdes e resolugdo de 4 cm™.
As amostras foram analisadas diretamente, sem tratamento prévio.

Todas as medidas foram realizadas no Nucleo de Espectroscopia e Estrutura
Molecular (NEEM), Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de

Fora (UFJF), com apoio técnico do Prof. Dr. Luiz Fernando Cappa de Oliveira.

5.2.3 Ensaio de degradagao

Para avaliar a degradacdo da matriz polimérica das amostras de hidrogéis
em meio fisiolégico, verificou-se a perda de peso de cada grupo experimental. As
amostras foram inicialmente liofilizadas (FreeZone, Labconco, EUA) e pesadas em
balanga analitica (AB204-S, Mettler Toledo, EUA) para determinagao do peso inicial.
Em seguida, cada amostra foi imersa em 0,8 mL de tampao fosfato salino (PBS 1X,
pH 7,4; Gibco, EUA) e incubada a 37 °C em estufa microbiolégica (Forma Series 3
Water Jacketed CO:. Incubator, Thermo Scientific, EUA) por até 21 dias, com
renovacao do PBS a cada 3 dias para evitar saturacao do meio por subprodutos da
degradacéo.

Nos tempos experimentais de 7 (D7), 14 (D14) e 21 dias (D21), as amostras
foram retiradas, lavadas duas vezes com agua destilada estéril, liofilizadas por 24 h
e pesadas para obtencdo do peso final (Figura 8). Os experimentos foram
realizados em triplicata independente (n = 3).

A perda de massa foi calculada segundo a equacéao de Purohit et al. (2019):

Taxa de degradacgao (%) = (peso inicial - peso final) x 100

peso inicial
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Figura 8 — Fluxograma esquematico representativo do ensaio de degradagao in vitro. As
amostras liofilizadas foram pesadas, hidratadas em PBS e incubadas a 37°C. Em cada
periodo (7, 14 e 21 dias), as amostras foram lavadas em agua destilada estéril, novamente

liofilizadas e pesadas para a determinacao da taxa de degradagéo.

\ A — 7 dias (D7)
: 14 dias (D14)
\z; : ﬁ 21 dias (D21)
&

=N

-

FBS 1X

Fonte: Elaborado pela autora (Criado com BioRender.com).

5.2.4 Teste de molhabilidade

A molhabilidade das amostras foi avaliada pelo ensaio de angulo de contato
em analise estatica. Os hidrogéis foram depositados sobre laminas de vidro e secos
em estufa a 60°C por 2h. Em seguida, uma gota de 10uL de PBS 1X foi
dispensada a partir de 1 cm de altura, utilizando micropipeta de 20 yL em suporte
fixo. A imagem da gota em contato com a superficie foi capturada por camera
fotografica (Sony Cybershot DSC-HX100V), posicionada a 12cm de distancia
(Figura 9).

A captura da imagem ocorreu imediatamente apds o contato da gota com a
superficie, caracterizando analise estatica do angulo de contato. Para cada grupo
experimental, foram preparadas trés amostras independentes (n=3), e em cada
amostra o angulo foi medido em pelo menos 10 pontos distintos, totalizando no
minimo 30 medi¢des por grupo. A determinagdo do angulo de contato foi realizada
no software ImagedJ (National Institutes of Health, EUA, versdo 1.54r), utilizando o

plugin “Contact Angle".
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Figura 9 — Representacao esquematica do ensaio de angulo de contato. Uma gota de PBS
1X foi dispensada sobre a superficie do hidrogel seco, e a imagem do angulo de contato foi

capturada por uma camera fotografica posicionada a 12 cm de distancia.

Criado com: BioRender.com (2025).

5.3 Avaliacao da citocompatibilidade in vitro

531 MTT

As células SHED (5 x 10?%) foram semeadas sobre 80 pL dos hidrogéis QTS,
QTS/100NFC, QTS/1000NPTB e QTS/100NFC/1000NPTB, previamente
distribuidos em placas de 96 pogos contendo meio DMEM/F-12 fresco
suplementado com 1% (v/v) de solugéo antibidtica (estreptomicina 100 ug/mL, LGC
Biotecnologia, Brasil; penicilina 100 Ul/mL, Sigma-Aldrich, EUA) e 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB). As células foram incubadas a 37 °C em incubadora de CO:
(Forma Series 3 Water Jacketed CO: Incubator, Thermo Scientific, EUA), sob
atmosfera umidificada com 5% de CO..

A viabilidade celular das células SHED foi avaliada pelo ensaio de reducao
do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio brometo; Sigma-Aldrich, EUA)
nos dias 7, 14 e 21 de cultura, seguindo o protocolo do fabricante. Para cada poco,
200 pL de meio contendo 10% (v/v) da solugdo de MTT (5 mg/mL) foram
adicionados e incubados por 4 h a 37 °C em 5% de CO.. Em seguida, o meio foi

removido e 200 uL de alcool isopropilico acido (HCI 0,04 M em isopropanol) foram
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adicionados para solubilizacdo dos cristais de formazan, com incubacao adicional
de 16 h a 37 °C. As solugdes resultantes foram transferidas para novas placas de 96
pocos, e a absorbancia foi medida a 570 nm em leitor de microplacas (Varioskan
Flash Multimode Reader, Thermo Fisher Scientific, EUA), conforme ilustrado na
Figura 10.

Os dados obtidos foram analisados por ANOVA a um fator, seguida de teste

post-hoc de Tukey, adotando-se p < 0,05 como nivel de significancia.

Figura 10 - llustracao representativa do ensaio de MTT.
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Criado com Biorender.com (2025).

5.3.2 Alamar Blue

As células SHED (6 x 102 por pogo, em placas de 24 pogos) foram cultivadas
sobre os hidrogéis QTS, QTS/100NFC, QTS/1000NPTB e QTS/100NFC/1000NPTB
por 7, 14 e 21 dias. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio Alamar Blue
(resazurina) nos diferentes tempos experimentais.

Nos dias 7, 14 e 21, o meio sobrenadante foi removido e as células lavadas
duas vezes com PBS 1X. Em seguida, adicionou-se solu¢do de Alamar Blue a 0,1%
(v/iv) em 800 pyL de meio DMEM/F-12 (Sigma-Aldrich), sem suplementagdo. As
culturas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera umidificada com 5% de CO., por 4
h, protegidas da luz. Células metabolicamente ativas reduziram a resazurina (azul,

nao fluorescente) em resorufina (rosa/vermelho, fluorescente).
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Apos a incubacéao, o sobrenadante foi transferido para placas de 96 pogos, e
a fluorescéncia foi medida em espectrofotdmetro Varioskan (excitagdo: 570 nm;
emissdo: 585 nm), conforme ilustrado na Figura 11. Os dados obtidos foram
analisados por ANOVA a um fator, seguida de teste post-hoc de Tukey, adotando-se

p < 0,05 como nivel de significancia.

Figura 11 - llustragéo representativa do ensaio de Alamar Blue.

Criado com Biorender.com (2025).

5.3.3 Quantificagao da atividade da fosfatase alcalina intracelular

A atividade da fosfatase alcalina (ALP), marcador precoce de diferenciagcao
osteoblastica, foi avaliada nos dias 7, 14 e 21 apo6s o cultivo das células SHED
sobre os diferentes hidrogéis. Para isso, células SHED (6 x 102 células/pogo) foram
cultivadas sobre os hidrogéis QTS, QTS/100NFC, QTS/1000NPTB e
QTS/100NFC/1000NPTB em placas de 24 pocos contendo meio DMEM/F-12
(Sigma-Aldrich). Grupos controle contendo apenas células (sem hidrogel) foram
incluidos.

Ao final de cada periodo experimental, as amostras foram lavadas duas
vezes com PBS 1X. Em seguida, adicionaram-se 200 uL da solugédo de BCIP/NBT
recém-preparada (Thermo Scientific, EUA) a cada pogo. A solugéo foi obtida pela
adicdo de 66 pL de NBT (50 mg/mL) e 33 pyL de BCIP (50 mg/mL) a 10 mL de
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tampao de reagao (100 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 mM MgCl., pH 9,5). As placas
foram incubadas por 2 h a 37 °C.

A reacéo foi interrompida pelo descarte do substrato, seguido da adicéo de
350 uL de SDS 5% (p/v) para lise celular e solubilizagdo do precipitado de formazan
roxo. As placas permaneceram em incubagcdo a 37 °C overnight. Apods
homogeneizagdo, 100 yL de cada amostra foram transferidos para placas de 96
pocos, e a absorbancia foi medida a 595 nm em espectrofotobmetro (Varioskan
Flash, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Os dados obtidos foram analisados por ANOVA a um fator, seguida de teste

post-hoc de Tukey, considerando p < 0,05 como nivel de significancia.

5.4 Avaliacao da bioatividade in vivo

5.4.1 Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 70 camundongos Swiss machos, com 9-10 semanas de
idade, distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais (n = 14). Os
animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Sao
Jodo del-Rei (UFSJ) — Nucleo de Criagao de Animais de Laboratério (NUCAL) — e
mantidos no Biotério Setorial de Animais Experimentais do Campus Dom Bosco
(Departamento de Ciéncias Naturais, Bloco B, laboratério B1.11).

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam racao padrao
para camundongos (Nuvilab CR-1, Nuvital Nutrientes S/A, Sdo Paulo, Brasil) e agua
ad libitum. Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSJ, sob o protocolo n° 6822081122.

Para a realizagao da cirurgia, foram estabelecidos 5 grupos experimentais: 1)
Salina, que ndo recebeu nenhum biomaterial no momento da cirurgia; 2) QTS, 3)
QTS/100NFC, 4) QTS/1000NPTB e 5) QTS/100NFC/1000NPTB.

5.4.2 Procedimento ciruargico

Para o procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados com uma
associagdao de xilazina (1 mg/kg) e cetamina (1 mg/kg), administrada por via
intraperitoneal (i.p.). Em seguida, realizou-se tricotomia e assepsia da regido
cirurgica com solugao de iodopovidona a 10%. Uma incisdo longitudinal retilinea de
aproximadamente 1,5 cm foi feita na regido sagital da calvaria, utilizando lamina de

bisturi estéril.
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Apds a exposigao da calvaria, foram criados dois defeitos 6sseos, localizados
lateralmente a sutura sagital, nos ossos parietais direito e esquerdo, utilizando broca
trefina de 2 mm. Durante todo o procedimento, realizou-se irrigagdo continua com
soro fisioldgico estéril, resfriado, para minimizar o aquecimento 6sseo € manter a
umidade dos tecidos (Figura 12a).

O biomaterial foi cuidadosamente posicionado nos defeitos de acordo com os
grupos experimentais: QTS, QTS/100NFC, QTS/1000NPTB e
QTS/100NFC/1000NPTB (Figura 12b). Um grupo adicional, no qual os defeitos
foram deixados vazios, serviu como controle negativo. Posteriormente, a pele foi
suturada com fio de nailon 4-0 nao absorvivel e realizou-se nova assepsia local com
solugéo de iodopovidona a 10% (SAMSONRAJ et al., 2017).

Figura 12 - Procedimento cirurgico. a) Defeitos 6sseos com aproximadamente 2mm criados
na calvaria do camundongo Swiss; b) Biomateriais cortados e implantados no local da

lesao.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apébs a cirurgia, os animais receberam injecéo subcutadnea de enrofloxacina,
diluida em solugao salina de NaCl (0,2 mL/animal, proporgéao 1:9). Durante os trés
dias subsequentes, a enrofloxacina foi administrada adicionalmente na agua dos
bebedouros, na propor¢gédo de 5 mL para cada 0,5 L de agua. Paralelamente, cada

animal recebeu uma dose oral de analgésico (dipirona sédica), uma vez ao dia.
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Ao final dos periodos experimentais de 28 e 56 dias, os animais foram
eutanasiados por sobredose anestésica de pentobarbital sédico (150 mg/kg, i.p.),
seguindo as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),

garantindo um procedimento humanitario e indolor.

5.4.3 Descalcificagao por EDTA

ApoOs a eutanasia, a calvaria de cinco espécimes representativos de cada
grupo foi seccionada ao meio na regido do tecido lesionado. Apenas uma das
metades foi fixada e incluida para analises posteriores.

As calvarias foram entdo submetidas a descalcificagdo em solugédo de EDTA
10% (pH 7,2), trocada a cada 3 dias, por um periodo de cerca de 3 semanas. Apos
a descalcificagdo completa, as amostras foram lavadas em agua corrente por 1

hora, garantindo a remogao total do EDTA.

5.4.4 Processamento Histolégico

As calvarias foram seccionadas ao meio na regiao lesionada, sendo que
apenas uma das metades foi fixada e incluida para analise.

O tecido foi desidratado em concentragdes crescentes de alcool etilico (70%
a 100%), com duragdo de 30 minutos em cada concentragdo. Em seguida,
realizou-se a diafanizacdo em trés banhos de xilol (20 minutos cada), seguida da
infiltracdo em parafina em trés banhos, em plano coronal.

Apos a confeccdo dos blocos de parafina, foram obtidos cortes coronais a
partir da regido central da lesdo. As laminas foram coradas com Hematoxilina e

Eosina (HE) e analisadas por histomorfologia.

5.4.5 Analise morfométrica em microscopia de luz

A analise histologica foi realizada por um observador experiente, de forma
cega, ou seja, sem conhecimento prévio dos grupos experimentais. As imagens
foram obtidas com um microscopio 6ptico (Olympus BX51) acoplado ao sistema de
captura MOTICAM 2000 (2,0 Mpixel). As medi¢cdes foram realizadas utilizando o

software ImageJ (https://imagej.nih.govi/ij).

Realizou-se analise semiquantitativa de parametros relacionados a

regeneragao 0ssea, utilizando o sistema de escores descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Legenda do score utilizado para avaliar semi-quantitativamente os parametros

histoldgicos.
Score Mineralizagao Centros de Infiltrado de Infiltrado de = Neoformacao
ossificagao células hemacias de vasos
primaria inflamatorias sanguineos
— Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
+ Minima Minima Minima Minima Minima
++ Pouca Pouca Pouca Pouca Pouca
+++ Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
++++ Elevada Elevada Elevada Elevada Elevada
+++++ Defeito 6sseo Exacerbado Exacerbado Exacerbado Exacerbado

regenerado

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.5 Andlises Estatisticas

Os dados foram inicialmente avaliados por meio de Analise de Variancia
(ANOVA). Quando os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias
foram atendidos, aplicou-se o teste post hoc de comparagdes multiplas de Tukey.
Para dados que nao atenderam aos pressupostos paramétricos, utilizou-se a
ANOVA de um fator ndo paramétrico (teste de Kruskal-Wallis), seguida do teste post
hoc de Dunn.

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares Jamovi (The Jamovi
Project) e Python, adotando-se nivel de significancia de p < 0,05. Os resultados in

vivo foram analisados utilizando ANOVA one-way com teste post hoc de Tukey.
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6 RESULTADOS

6.1 Desenvolvimento do hidrogel

A sintese do hidrogel de quitosana foi realizada com o objetivo de obter uma
matriz tridimensional adequada para aplicagdes biomédicas, de facil preparo e
manipulacdo. Apos a formacdo, os hidrogéis foram liofilizados para remocgao
completa da agua, etapa essencial para a caracterizagdo morfolégica em estado
seco.

As Figuras 13a e 13b apresentam os hidrogéis liofilizados, evidenciando a
manutengao de sua forma e dimensdes apds o processo de liofilizacdo, sugerindo
estabilidade estrutural do material. Os scaffolds possuem aproximadamente 50 mm
de altura (0,5 cm), fornecendo uma medida quantitativa que complementa a

observacao visual.

Figura 13 — Hidrogel de quitosana liofilizado. a) Vista frontal mostrando a altura do hidrogel
com régua em milimetros para referéncia de tamanho. b) Vista superior do hidrogel para

mostrar a area do material liofilizado.
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Fonte: Acervo pessoal.
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6.2 Caracterizagao fisico-quimica

6.2.1 MEV

A analise morfolégica dos hidrogéis foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV), com o objetivo de investigar a microestrutura apés a
liofilizagdo. As imagens obtidas (Figura 14) evidenciaram a presenca de poros em
todos os grupos, caracteristica essencial para scaffolds em engenharia tecidual,
pois favorecem a adesao e proliferacao celular.

A incorporacdo de NFC e NPTB a matriz de quitosana resultou em uma
microestrutura heterogénea, fator desejavel para a proliferagdo celular,
apresentando poros de diferentes tamanhos e formatos (Figura 14d). Na amostra
QTS/1000NPTB, foram observados possiveis aglomerados de nanomateriais,

destacados pelas setas vermelhas na Figura 14c.
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Figura 14 — Imagens representativas obtidas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) mostrando a microestrutura dos diferentes grupos experimentais de
hidrogéis: (a) QTS (quitosana pura); (b) QTS/100NFC (quitosana com 100 pg/mL de
nanofibras de celulose); (c) QTS/1000NPTB (quitosana com 1000 ug/mL de nanoparticulas
de titanato de bario); (d) QTS/100NFC/1000NPTB (quitosana com 100 pg/mL de nanofibras
de celulose e 1000 pg/mL de nanoparticulas de titanato de bario). Setas vermelhas indicam

possiveis aglomerados de NPTB.

QTS/TDONFC

NEEM-UFJF NEEM-UFJF AL D52 x250 300um

QTS/100NFC/1000NPTE

NEEM-UFJF AL D57 x250 300 um NEEM-UFJF

Fonte: Acervo pessoal.

O teste ANOVA indicou diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos quanto ao tamanho médio dos poros (p = 0,013). Os pressupostos de
normalidade (p = 0,098) e homogeneidade das variancias (p = 0,217) foram
atendidos, conforme os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os poros

apresentaram dimensodes variando entre 92,8 um e 232,1 uym.
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O teste post hoc de Tukey revelou que o grupo QTS/100NFC/1000NPTB
apresentou poros significativamente maiores em comparagdo aos grupos
QTS/100NFC (p = 0,004) e QTS/1000NPTB (p = 0,021). Nao foram observadas

diferengas significativas entre os demais pares de grupos (p > 0,05) (Figura 15).

Figura 15 — Gréfico representativo da média dos tamanhos dos poros mensurados para

cada grupo experimental (n = 10).
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.2 Espectroscopias

A caracterizagdo molecular dos hidrogéis foi realizada por FTIR e
espectroscopia Raman, com o objetivo de identificar interagdes quimicas e
confirmar a incorporagao dos nanomateriais na matriz de quitosana.

Na analise de FTIR (Figura 16a), foram observadas bandas caracteristicas da
QTS, NFC e NPTB, indicando a presencga de seus respectivos grupos funcionais. A
banda em 1645 cm™ corresponde ao estiramento C=0 do grupo amina (NH:) da
QTS, enquanto as bandas em 1571 cm™ e 1486 cm™ foram atribuidas ao
estiramento assimétrico da ligacado NH. e a deformacao axial da ligacdo C-H da
QTS, respectivamente (PROKHOROV et al., 2020). A banda em 1373 cm™ pode
refletir deformagées O—H e C—H da celulose, também associada a QTS (CELEBI &
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KURT, 2015), (SATYAMURTHY, & VIGNESHWARAN, 2013). Outras bandas da NFC
incluiram 1253 cm™ e 894 cm™, relacionadas a estrutura glicosidica e ligagdes
C—-O-C da celulose (JOHAR et al., 2012; FUENTES et al., 2023). A interagao entre
a QTS e o TPP foi evidenciada pela banda em 1149 cm™, atribuida ao estiramento
da ligagdo P=O (PROKHOROV et al., 2020; ZANETTE et al., 2023). Destaca-se
ainda a presenga de uma banda exclusiva em 2362 cm™ no grupo
QTS/100NFC/1000NPTB, sugerindo interagbes especificas entre os trés
componentes ou possivel aprisionamento de CO2 (ROY et al., 2022). A banda em
1027 cm™ indicou a presenca da estrutura polissacaridica comum a QTS e NFC
(SIERRA, 2018; JOHAR et al., 2012).

Na espectroscopia Raman (Figura 16b), todas as amostras apresentaram
bandas em 1377 cm™ e 1263 cm™, correspondentes as vibragdes dos grupos metila
(-CH:) da QTS (CAI & KIM, 2010, ZHANG et al., 2011). A banda em 1115 cm™
refletiu o estiramento C—O-C da estrutura glicosidica, enquanto a banda em 926
cm™ apresentou maior intensidade nas amostras contendo NPTB, indicando
interacdo com a matriz de QTS (FUENTES et al., 2023; JOHAR et al., 2012;
SIERRA, 2018). A presenga de NFC foi confirmada pelas bandas em 895 cm™ e 708
cm™ (JOHAR et al., 2012; FUENTES et al., 2023). Por fim, a banda em 307 cm™,
atribuida as vibragdes B1 e E (TO + LO) do NPTB, confirmou sua incorporagédo nas
amostras QTS/1000NPTB e QTS/100NFC/1000NPTB (SIERRA, 2018, MEDRADO,
et al., 2021).
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Figura 16 — Analise dos grupos experimentais dos hidrogéis por FTIR (a) e Raman (b):
QTS (quitosana pura); QTS/100NFC (quitosana com 100 pg/mL de nanofibras de celulose);
QTS/1000NPTB (quitosana com 1000 pg/mL de nanoparticulas de titanato de bario);
QTS/100NFC/1000NPTB (quitosana com 100 pg/mL de nanofibras de celulose e 1000

pg/mL de nanoparticulas de titanato de bario).
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Fonte: Elaborada pela autora.

6.2.3 Ensaio de degradagao

Para determinar a perda de massa dos hidrogéis ao longo do tempo, os
espécimes foram inicialmente pesados para obtengdo da massa inicial seca (Mi).
Em seguida, foram imersos na solugédo simulada conforme o protocolo experimental
e retirados nos tempos previamente estabelecidos (7, 14 e 21 dias). Apos a
remogao, cada amostra foi cuidadosamente enxugada com papel absorvente para
retirar 0 excesso de solugdo e, em seguida, novamente pesada para obtencao da
massa final (Mf) correspondente a cada tempo.

A perda de massa (%) foi calculada segundo a equagéo:

(Mi— Mf)

Perda de massa (%) i

X 100

Na equacgao, Mi é referente a massa inicial da amostra antes da imersao e Mf
€ a massa apos o tempo de incubacao.
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Para cada grupo experimental (QTS, NFC, NPTB e NFC/NPTB) e para cada
tempo avaliado (7, 14 e 21 dias), as determinagdes foram realizadas em ftriplicata, e
os valores obtidos foram expressos em porcentagem.

Os resultados foram organizados em tabelas e representados graficamente
em graficos de linhas no Excel, com os valores médios de perda de massa (%) no
eixo Y e os diferentes grupos no eixo X. Os graficos foram configurados para

apresentar intervalos regulares no eixo Y para melhor visualizagdo dos dados.

Figura 17 — Perda de massa (%) dos diferentes hidrogéis apds incubagédo em PBS nos

tempos de 7, 14 e 21 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.4 Molhabilidade

Com o objetivo de investigar as propriedades hidrofilicas de superficie dos
hidrogéis, foi realizado o ensaio de molhabilidade, que permite avaliar a
hidrofilicidade do material, caracteristica relevante para a interagdao do biomaterial
com células e fluidos corporais. A Figura 18 apresenta imagens representativas das

gotas depositadas na superficie de cada amostra, enquanto a Figura 19 exibe o
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grafico com as médias dos angulos de contato correspondentes a cada grupo
experimental.

A partir da averiguacgao visual do angulo de contato, podemos observar que
todos os materiais apresentaram angulos inferiores a 90°, o que os caracteriza
como hidrofilicos. A gota do grupo QTS puro apresentou forma moderadamente
achatada, indicando boa molhabilidade da superficie (Figura 18a). A adicdo de NFC
reduziu ligeiramente o angulo de contato, sugerindo aumento da hidrofilicidade
(Figura 18b). De forma semelhante, a presenca de NPTB também favoreceu a
molhabilidade, com o menor angulo entre os grupos analisados (Figura 18c). A
combinagdo de ambos os hanomateriais resultou em um leve aumento do &ngulo de
contato, indicando redugédo da molhabilidade em comparag¢ao aos grupos contendo
apenas um nanomaterial (Figura 18d).

A analise quantitativa (Figura 19) revelou que a incorporacdo de NFC (6 =
35,2°) e NPTB (6 = 34,9°) apresentou um menor angulo de contato em comparagéo
com a matriz de quitosana pura (8 = 39,0°), embora essa diferenga nao tenha sido
estatisticamente significativa (p > 0,05). Curiosamente, a combinagdo de ambos os
nanomateriais no grupo QTS/NFC/NPTB (8 = 40,2°) resultou em uma superficie
significativamente menos hidrofilica em comparagao tanto com o grupo QTS/NFC (p
= 0,002) quanto com o grupo QTS/NPTB (p = 0,009).

Essa analise visual inicial sugere que a incorporagdo dos nanomateriais a
matriz de QTS altera as propriedades de hidrofilicidade do hidrogel, possivelmente
refletindo modificagbes nas interagdes moleculares, aspecto importante para a

adesao celular e outras aplicagbes biomédicas.
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Figura 18 — Imagens representativas do teste de molhabilidade dos hidrogéis
correspondentes aos diferentes grupos experimentais, com medigado do angulo de

contato da gota de agua depositada sobre as superficies dos hidrogéis. (a) Grupo 1 —

Quitosana pura (QTS); (b) Grupo 2 — Quitosana com 100 ug/mL de nanofibras de celulose
(QTS/M100NFC); (c) Grupo 3 — Quitosana com 1000 ug/mL de nanoparticulas de titanato de
bario (QTS/1000NPTB); (d) Grupo 4 — Quitosana com a combinag&o de 100 ug/mL de
nanofibras de celulose e 1000 pg/mL de nanoparticulas de titanato de bario
(QTS/100NFC/1000NPTB).

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 19 — Valores médios dos angulos de contato obtidos no ensaio de
molhabilidade dos diferentes grupos experimentais de hidrogéis. QTS, QTS/NFC,
QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB. Foram realizadas medi¢6es de 10 gotas para cada grupo. O
experimento foi conduzido em ftriplicata, e os dados foram analisados pelo teste ANOVA. Foi
realizado o teste post-hoc de Games-Howell para identificacdo das diferencas entre os
grupos. Os resultados indicaram que ha diferenga estatisticamente significativa entre NFC e
NFC/NPTB (p = 0.002), e entre NFC/NPTB e NPTB (p = 0.009). As demais comparagoes

ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0.05).
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6.2.5 Citocompatibilidade in vitro

6.2.5.1 MTT

No dia 7, ndo foram observadas diferengas significativas entre o grupo
controle (QTS) e os grupos contendo NFC (QTS/NFC), NPTB (QTS/NPTB) ou a
combinagao de ambos (QTS/NFC/NPTB), com p-valores de 0,361; 0,977 e 0,982,
respectivamente. De forma semelhante, no dia 14, todos os grupos tratados
mantiveram valores de viabilidade celular comparaveis ao controle (p > 0,05),
indicando citocompatibilidade preservada nos periodos iniciais e intermediarios.
Apds 21 dias, o grupo QTS/NPTB apresentou aumento significativo da viabilidade
celular em relagdo ao controle (p = 0,004), enquanto os grupos QTS/NFC (p =
0,350) e QTS/NFC/NPTB (p = 0,643) ndo mostraram diferencas significativas
(Figura 20).

Figura 20 - Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT em células cultivadas sobre
diferentes composi¢des de hidrogéis de quitosana (QTS) ao longo de 7, 14 e 21 dias,
medida por absorbancia a 570 nm. Os grupos testados foram: QTS (controle 3D),
QTS/NFC, QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB. Os valores sido apresentados como média +
desvio padrao (n = 9). Diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle

no mesmo periodo experimental: *p < 0,05.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6.2.5.2 Alamar Blue

No dia 7, ndo foram observadas diferengas significativas entre o grupo
controle (QTS) e os grupos QTS/NFC, QTS/NPTB ou QTS/NFC/NPTB, com
p-valores de 1,000; 0,845 e 0,229, respectivamente. Apos 14 dias, todos os grupos
tratados mantiveram-se comparaveis ao controle (QTS), apresentando p-valores
superiores a 0,05 (QTS/NFC: p = 0,751; QTS/NPTB: p = 0,991; QTS/NFC/NPTB: p
= 0,987). Aos 21 dias, todos os grupos contendo nanocompdésitos exibiram aumento
significativo da viabilidade/metabolismo celular em relagao ao controle: QTS/NFC (p
< 0,001), QTS/NPTB (p = 0,004) e QTS/NFC/NPTB (p = 0,004) (Figura 21).

Figura 21 - Viabilidade celular avaliada pelo ensaio Alamar Blue em células cultivadas
sobre diferentes composi¢des de hidrogéis de quitosana (QTS) ao longo de 7, 14 e 21 dias,
medida por absorbancia a 600 nm. Os grupos testados foram: QTS (controle 3D),
QTS/NFC, QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB. Os valores representam média + desvio padrao
(n = X). Diferengas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle no mesmo

periodo experimental: **p < 0,01; ***p < 0,001.
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6.2.5.3 Fosfatase Alcalina

No dia 7, o grupo QTS/NFC nao apresentou diferenca significativa em
relagdo ao controle (QTS) (p = 0,257). Em contraste, os grupos contendo NPTB,
isoladamente (QTS/NPTB: p = 0,041) ou em combinagdo com NFC
(QTS/NFC/NPTB: p = 0,014), apresentaram reducédo significativa da atividade de
ALP. Apos 14 dias, o grupo QTS/NPTB manteve a reducéo significativa da atividade
enzimatica em relagdo ao controle (p = 0,001), enquanto os grupos QTS/NFC e
QTS/NFC/NPTB néao diferiram significativamente (p = 0,697 e p = 0,212,
respectivamente). Aos 21 dias, nenhum dos grupos apresentou diferencas
significativas em comparac¢ao ao controle (QTS/NFC: p = 0,455; QTS/NPTB: p =
0,867; QTS/NFC/NPTB: p = 0,544) (Figura 22).

Figura 22 - Atividade de fosfatase alcalina (ALP) em células cultivadas sobre diferentes

composigdes de hidrogéis de quitosana (QTS) ao longo de 7, 14 e 21 dias.
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6.3. Analise Histologica do Reparo Osseo In Vivo

6.3.1 Resposta Tecidual e Biocompatibilidade dos Hidrogéis

Os ensaios in vivo foram importantes para estudar a eficacia e a
biocompatibilidade dos biomateriais elaborados em condigbes fisioldgicas reais,
permitindo a analise das respostas biolégicas ao hidrogel, como inflamacgao,
regeneracao e interagcdo com tecidos adjacentes. Por isso, considerando que os
scaffolds posicionados na calvaria também podem influenciar a resposta tecidual na
pele adjacente a incisdao cirurgica, foi realizada uma avaliagdo macroscopica do
processo de reparo cutaneo nos periodos de 9 e 16 dias pds-operatérios.

No 9° dia, foi possivel observar a presenca acentuada de crostas cicatriciais
nos animais dos grupos QTS, QTS/NFC e QTS/NPTB (Figuras 23b, 23c e 23d),
indicando um estagio ainda ativo do processo inflamatério. Em contraste, os grupos
controle e QTS/NFC/NPTB apresentaram menor formagao de crostas, ou mesmo
auséncia destas (Figuras 23a e 23e). Destaca-se que os animais do grupo
QTS/NFC/NPTB exibiram sinais mais avangados de epitelizacdo e menores indicios
de inflamagao local (exsudato, crostas), em comparagao ao grupo controle.

No 16° dia, os grupos QTS, QTS/NFC e QTS/NPTB ainda apresentavam
sinais de retardo no processo de cicatrizacdo, como crostas remanescentes e
persisténcia da lesdo (Figuras 23f, 23g e 23h). Por outro lado, os animais dos
grupos controle e QTS/NFC/NPTB exibiram estagio mais avangado de regeneragao
tecidual, com recobrimento completo da area por pelos, sem sinais visiveis de

inflamagéao (Figuras 23i e 23)).
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Figura 23 - Avaliagdo macroscépica do reparo de pele dos camundongos em periodos de 9

e 16 dias ap0s a cirurgia.

Salina QTS QTS/NFC QTS/NPTB QTS/NFC/NPTB

9 dias

16 dias

Fonte: Acervo pessoal.

6.3.2 Potencial Regenerativo dos Hidrogéis

A analise histologica foi realizada com o objetivo de avaliar a organizacao
tecidual e a resposta celular na regido da lesdo Ossea, permitindo investigar a
regeneracgao tecidual e os processos inflamatorios em ensaios in vivo.

Os cortes histologicos evidenciaram presengca de matriz mineralizada nas
extremidades da lesao, interligadas por matriz de tecido conjuntivo (Figura 24a, e, i,
m, q). A observagdo de nucleos celulares com morfologias variadas, imersos na
matriz de tecido conjuntivo, sugere a formacado de tecido de granulagao (Figura
24b-d, f-h, j-I, n-p, r-t).

Aos 28 dias, observou-se hipertrofia do tecido conjuntivo na regido central da
lesdo em todos os grupos contendo biomateriais (QTS, QTS/NFC, QTS/NPTB e
QTS/NFC/NPTB; Figuras 24a, e, i, m, q), sem diferenga estatisticamente
significativa entre eles (Painel U). Os grupos controle e QTS/NFC apresentaram
resultados semelhantes aos demais. Adicionalmente, os scaffolds contendo titanato,
presentes nos grupos QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB, exibiram maior quantidade de
células com nucleos arredondados, caracteristica tipica de infiltrado inflamatorio
(Figura 24b—d, f-h, j-I, n—p, r—u).

Resquicios nao degradados dos scaffolds, visualizados como regides

hipercoradas de vermelho na matriz de tecido conjuntivo, foram mais frequentes nos
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grupos QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB, tanto em aumentos de 40x (Figura 23m, q)
quanto de 400x (Figura 24n, o, s, t), quando comparados aos demais grupos. Em
contraste, os grupos QTS e QTS/NFC apresentaram maior degradabilidade,
evidenciada pela presenca de poucos fragmentos de scaffolds envolvidos pela
matriz de tecido conjuntivo (Figura 24q, j).

Observou-se que o grupo QTS/NFC apresentou efeito hemostatico, com
reducdo da presengca de hemacias na regido da lesdo em comparagao ao grupo
controle (Salina), evidenciando menor ocorréncia de hemorragia (Figura 24b—d, f-h,
j-l, n—p, r-u). Em contraste, os grupos contendo NPTB (QTS/NPTB e
QTS/NFC/NPTB) apresentaram maior presenga de hemacias do que o controle,
indicando piora do quadro hemorragico.

Em relacdo a neoformacéao vascular, o grupo QTS/NFC apresentou a maior e
mais significativa neovascularizagcdo entre todos os tratamentos, sugerindo melhor
suprimento de nutrientes e oxigénio para a area lesada. Os grupos com NPTB, por
outro lado, apresentaram vascularizacao reduzida.

Aos 28 dias, os parametros histolégicos avaliados apresentaram perfis
distintos entre os grupos (Figura 24u). Primordialmente, ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas na mineralizagao entre os grupos avaliados
(p>0,05). Em contrapartida, o infiltrado inflamatdrio apresentou aumento significativo
nos murinos tratados com Quitosana associada aos nanomateriais isolados ou
combinados, sendo mais evidente nos grupos QTS/NFC (p<0,05), QTS/NPTB
(p<0,01) e QTS/NFC/NPTB (p<0,001) em especial, quando comparados ao grupo
Salina. A presenga de hemacias também foi superior nos grupos QTS/NPTB
(p<0,05) e QTS/NFC/NPTB (p<0,001), indicando maior extravasamento sanguineo
nesses tratamentos. A neoformacgao vascular mostrou-se aumentada nos grupos
tratados com Quitosana e nanomateriais, com destaque para QTS/NFC/NPTB
(p<0,01). Por fim, ndo foram verificadas diferengas significativas na quantidade de
tecido conjuntivo fibroso entre os grupos (p>0,05).

Esses achados indicam que a incorporagdo de nanomateriais modificou os
padrées de mineralizagdo, resposta inflamatdria, presenca de hemacias e
vascularizacdo, mas nao alterou significativamente o escore de tecido conjuntivo

fibroso aos 28 dias.
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Figura 24 — Imagens representativas de cortes coronais obtidos a partir do centro da
lesao das calvarias de camundongos Swiss, corados com Hematoxilina e Eosina, 28
dias pés-lesdo. (A, E, I, M, Q) Secgdes coronais das lesdes da calvaria visualizadas em
aumento de 40x. Os quadrantes numerados indicam as regides de interesse que foram
ampliadas (barra de escala = 500 um; n = 6). (B, F, J, N, R) Regido 1, correspondente a
margem esquerda do defeito, ampliada em 400x. (C, G, K, O, S) Regido 2, correspondente
a area entre as margens do defeito, ampliada em 400x. (D, H, L, P, T) Regiao 3,
correspondente a margem direita do defeito, ampliada em 400x. As setas vermelhas
indicam o infiltrado de células com nucleos arredondados; as setas pretas indicam
resquicios de biomaterial ndo degradado; e os circulos pontilhados delimitam areas de
neoformacgao de vasos. Avaliagao semi-quantitativa dos parametros histopatolégicos nos
diferentes grupos experimentais (U) em 28 dias. O grafico representa a média do score
(Eixo Y) dos parametros histopatolégicos (mineralizagao, infiltrado inflamatério, hemacias,

vasos sanguineos e tecido conjuntivo fibroso) nos cinco grupos de tratamento (Eixo X).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Aos 56 dias pos-cirargicos, nos grupos QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB,
observou-se maior infiltrado de células com nucleos arredondados,
morfologicamente compativeis com macroéfagos, indicando a manutengdo de um
processo inflamatério exacerbado, mesmo em um periodo tardio de analise (Figura
250, s, t).

B Infiltrado inflamatdrio
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Conforme evidenciado na Figura 25 (m, o0, q, 1, s, t), 0s grupos QTS/NPTB e
QTS/NFC/NPTB apresentaram quantidade elevada de fragmentos de scaffolds nao
degradados, localizados em regides hipercoradas de vermelho no centro da lesao.
No grupo QTS/NFC/NPTB, destacou-se o acumulo de biomaterial ndo degradado,
encapsulado por matriz de tecido conjuntivo na regidao superior da lesédo (Figura 25
q), sugerindo biodegradabilidade ainda mais reduzida em comparagao ao grupo
QTS/NPTB.

De modo semelhante ao observado aos 28 dias, os resultados obtidos aos 56
dias pods-cirurgicos mostraram resultados similares com a baixa degradabilidade dos
scaffolds dos grupos QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB e a persisténcia de inflamacao
cronica e prolongada. Em contraste, os animais tratados com scaffolds do grupo
QTS/NFC apresentaram fragmentos de biomaterial praticamente imperceptiveis,
evidenciando excelente capacidade de biodegradacao. Igualmente similar aos 28
dias, nos 56 dias pdés-cirurgicos o reparo 0sseo apresentou novamente matriz
mineralizada nas extremidades da lesdo, com presenca de matriz de tecido
conjuntivo na regido central (Figura 25 a, e, i, m, Q).

Além disso, os grupos QTS e QTS/NFC exibiram morfologia do tecido
conjuntivo semelhante ao grupo controle, com discreto espessamento da matriz na
regido central da les&o e reduzido numero de células inflamatorias, indicando boa
biocompatibilidade.

As anadlises semiquantitativas histologicas (Figura 25u) demonstraram
auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos experimentais em relagdo a
mineralizagdo, presenca de hemacias e tecido conjuntivo fibroso, com scores
semelhantes entre os grupos controle e os tratamentos (p > 0.05).

Por outro lado, foi possivel observar aumento significativo do infiltrado
inflamatorio nos grupos tratados com nanomateriais quando comparados ao grupo
Salina e QTS isoladamente (p < 0.05). O grupo QTS/NPTB apresentou valores
maiores, seguido pelos demais grupos com nanomateriais associados a QTS
(QTS/NFC e QTS/NFC/NPTB), o que pode indicar uma maior resposta inflamatdéria
associada a presenca dos nanocompositos. Em relacdo a formacdo de vasos
sanguineos, observou-se diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p
< 0.01). O grupo QTS/NFC/NPTB apresentou valores maiores de vascularizagao,

enquanto os grupos controle (Salina e Quitosana) apresentaram scores reduzidos.
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Figura 25 - Imagens representativas de cortes coronais obtidos a partir do centro da lesao de
calvarias de camundongos Swiss corados com hematoxilina e eosina 56 dias apés a lesao. (A, E, |, M,
Q) Seccdes coronais de lesdes da calvaria visualizadas em aumento de 40X, quadrantes numerados indicam

regides de interesse a serem ampliadas (barra de escala = 500 ym, n =6). B, F, J, N, R) Regiao 1,
representando a margem esquerda do defeito ampliada em 400X. C, G, K, O, S) Regiao 2, representando
area de interesse entre as margens do defeito ampliada em 400X. (D, H, L, P, T) Regido 3, representando a
margem direita do defeito ampliada em 400X (barra de setas vermelhas apontam para infiltrado de células de
nucleo arredondado, setas pretas indicam resquicio de biomaterial nao degradado e circulos pontilhados
delimitam neoformacéao de vaso. Avaliagdo semi-quantitativa dos parametros histopatoldgicos nos diferentes
grupos experimentais (U) em 56 dias. O grafico representa a média do score (Eixo Y) dos parametros
histopatologicos (mineralizagao, infiltrado inflamatério, hemacias, vasos sanguineos e tecido conjuntivo

fibroso) nos cinco grupos de tratamento (Eixo X).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Para complementar esta visdo celular e qualitativa, analises quantitativas por
microtomografia computadorizada (micro-CT) estdo em andamento. Embora os
dados ainda n&o tenham sido finalizados, observagdes preliminares sugerem que os
biomateriais, em especial o composito QTS/NFC/NPTB, podem ter induzido um

volume de tecido mineralizado superior ao que a analise histolégica 2D aparenta.
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Esta aparente discrepancia pode ser explicada pelo fato de o micro-CT ser capaz de
quantificar todo o mineral depositado no volume tridimensional do defeito, enquanto
a histologia destaca a resposta inflamatéria concomitante, que pode coexistir com a

osteogénese em diferentes regides do scaffold.

7 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que os hidrogéis de quitosana associados a NFC e
NPTB apresentaram desempenho promissor nos ensaios in vitro, mas
desencadearam uma resposta inflamatéria aumentada nos ensaios in vivo.

Embora a incorporacdo de nanoparticulas de titanato de bario (NPTB) ao
hidrogel de quitosana (QTS) favorega a proliferagao celular in vitro, ela resulta em
baixa biocompatibilidade e falha na regeneracdo 6ssea in vivo. Em contraste, a
formulacdo contendo apenas nanofibras de celulose (QTS/NFC) apresentou
desempenho mais equilibrado, mantendo biocompatibilidade, degradagao
controlada e propriedades favoraveis a adesdo e crescimento celular,
posicionando-se como o candidato mais promissor para aplicagdes em engenharia
tecidual 6ssea.

Esses resultados indicam que o desempenho de biomateriais hibridos nao
pode ser avaliado apenas por ensaios in vitro. A presenca de NPTB, isolado ou
combinado, pode ter gerado uma resposta inflamatéria mais intensa e retardou a
degradacédo do scaffold, fatores que provavelmente comprometeram a formacgéao
o0ssea. Em contrapartida, as NFCs parecem atuar como moduladoras positivas,
equilibrando a degradacdo do biomaterial e a resposta tecidual, sugerindo que o
sucesso de scaffolds hibridos depende mais do ajuste entre bioatividade,
degradacéao e resposta inflamatéria do que do simples acréscimo de componentes
bioativos.

Apos a padronizacdo do processo de reticulacdo do hidrogel de QTS, foram
estabelecidos os grupos experimentais incorporando nanomateriais para a produ¢ao
dos hidrogéis nanocompdsitos. A escolha das concentragdes de NFC e NPTB
baseou-se em evidéncias experimentais do grupo de pesquisa, 0s quais
demonstraram resultados promissores na interagao e modificagao das propriedades
de filmes poliméricos finos de QTS e hidrogéis de alginato (Zanette et al. 2023;
AMARAL et al. 2019). A introdugédo desses nanomateriais no hidrogel de QTS visou

aprimorar suas propriedades mecanicas e bioldgicas, tornando-o mais adequado
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para aplicagdes em engenharia de tecidos e outras areas biomédicas. Conforme
apresentado nos estudos de Nguyen et al., 2023, hidrogéis de quitosana podem
apresentar propriedades mecanicas inferiores, e, por isso, pode-se combinar
sistemas nanocompasitos ou outros materiais para suprir essa limitagao.

Com a nanoestruturagao e reticulagdo dos hidrogéis, envolvendo posterior
liofilizagcdo, avangou-se, entdo, para a etapa de caracterizagdo. Os nanomateriais
exibem propriedades distintas em comparagdo com suas estruturas em escala micro
e macrométrica, como alta reatividade e bioatividade (Li et al., 2021). Assim, a
realizacdo de testes de caracterizacdo € fundamental para compreender as
caracteristicas morfologicas, estruturais e composicionais desses nanomateriais
(Jiang et al., 2022), especialmente quando s&o incorporados a uma matriz
polimérica para a formacgao de hidrogéis.

A analise morfoldgica realizada por MEV permitiu uma avaliagdo qualitativa
da estrutura dos hidrogéis obtidos apds o processo de liofilizagdo. As imagens
obtidas revelaram a presenga de estruturas porosas em todos os grupos avaliados,
uma caracteristica que é desejavel para scaffolds aplicados a engenharia tecidual. A
porosidade € um fator importante para biomateriais utilizados para aplicagbes na
engenharia de tecido, pois favorece a adesao, migracdo, proliferacdo e
diferenciagao celular, além de permitir a difusdo de nutrientes, oxigénio e fatores de
crescimento, que sdo pontos consideraveis para o desenvolvimento e também
manutencao do novo tecido formado.

A presenca de NFC e NPTB na matriz de quitosana promoveu alteragdes na
arquitetura dos hidrogéis, especialmente no grupo contendo ambos o0s
nanomateriais (QTS/NFC/NPTB), onde foi possivel observar uma estrutura mais
heterogénea, com poros de tamanhos e formas distintas. Essa variagao morfolégica
pode indicar a formagdo de uma matriz com maior interconectividade, o que é
desejavel em materiais destinados a regeneragao 6ssea, uma vez que pode facilitar
a infiltracédo celular e a vascularizagdo do implante, contribuindo para a osteogénese
e integracao tecidual (Griveau et al., 2022; Ellermann et al., 2023).

Na amostra QTS/NPTB (Figura 7c), foram observados possiveis
aglomerados de nanoparticulas de titanato de bario, indicados por setas vermelhas,
0 que sugere que essas particulas ndo estao distribuidas de forma homogénea na
matriz polimérica. Esse resultado pode estar relacionado a limitagbes no processo

de dispersdo durante a preparagao do hidrogel. A formacgao desses aglomerados
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pode comprometer a uniformidade da rede polimérica, influenciar as propriedades
mecanicas locais e gerar regides que se degradam mais lentamente. Essa
degradacéo irregular, somada a presenga dos aglomerados, pode favorecer uma
resposta inflamatéria prolongada e até pequenos focos de hemorragia, como
observado in vivo nos grupos contendo NPTB. Por outro lado, a adicdo de NFC
pode ajudar a estabilizar o hidrogel, distribuindo melhor as particulas e promovendo
uma degradagédo mais gradual, o que tende a reduzir esses efeitos.

O bom desempenho in vivo do grupo experimental QTS/NFC pode ser
explicado pela combinacdo equilibrada de suas propriedades fisico-quimicas. O
tamanho dos poros favorece a difusdo de nutrientes, oxigénio e a migragao celular,
criando um ambiente mais favoravel a regeneragao tecidual. Além disso, a taxa de
degradacao permite que o material mantenha suporte mecanico inicial ao tecido em
reparo, ao mesmo tempo em que se degrada de forma gradual, evitando acumulo
de subprodutos que poderiam induzir inflamagcdo. A maior molhabilidade do
QTS/NFC contribui para melhor interagdo com fluidos biolégicos e células,
aumentando a adesdo celular e estimulando processos de neoformacgao vascular.
Em conjunto, essas caracteristicas proporcionam um microambiente mais estavel e
favoravel para o reparo tecidual, justificando o melhor desempenho observado in
Vivo.

No entanto, a presenga de agregados das nanoparticulas de NPTB nesse
sistema pode ter contribuido para a resposta hemorragica e para a presenga de
infiltrado inflamatdrio observados nos ensaios in vivo. Esses agregados podem ter
atuado como pontos de descontinuidade no material, potencializando a ativagao
exacerbada da resposta inflamatéria local.

Todos os grupos apresentaram poros com dimensdes meédias variando entre
92,8 um e 232,1 um e esse resultado corrobora com diversos estudos que trazem
evidéncias experimentais que indicam que poros com diametro superior a 100 ym
devem ser priorizados para permitir o transporte eficiente de nutrientes nos meios
intra e extracelular, também possibilitando a migracdo de células ao longo da
estrutura do scaffold (Farazin et al., 2023; Lutzweiler et al., 2020). De acordo com o0s
estudos de Shahin-Shamsabadi et al. 2018, os osteoblastos sdo mais adeptos a
poros maiores (100-200 ym) durante a regeneragcdo do 0sso mineralizado apos a
implantacéo, por serem medidas favoraveis a infiltragcdo de macréfagos e a entrada

de fatores de crescimento celular. O trabalho de Mukasheva et al., 2024 relata que
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scaffolds com tamanhos de poros inferiores a estes apresentam dados
experimentais ainda muito restritos.

Esses achados indicam que a combinagao de nanofibras de celulose (NFC)
com nanoparticulas poliméricas (NPTB) teve um efeito combinatério sobre a
estrutura do hidrogel, promovendo uma matriz mais porosa. As NFCs, por sua
estrutura composta por fibras alongadas, podem contribuir para a formagado de
redes mais espagosas, enquanto as NPTBs podem ter funcionado como
espacadores na estrutura, evitando que as cadeias do hidrogel ficassem muito
compactas.

Por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
demais grupos - NFC x NPTB (p = 0,924), NFC x QTS (p = 0,484), NFC/NPTB x
QTS (p =0,133) e NPTB x QTS (p = 0,846), sugerindo que as modificagbes isoladas
com NFC, NPTB ou QTS ndo foram suficientes para provocar mudangas
expressivas na porosidade sob as condi¢cdes experimentais utilizadas.

Na analise de caracterizagdo quimica, a espectroscopia Raman confirmou a
presenca e a integridade estrutural dos componentes do hidrogel. A banda em 1377
cm™, relacionada a cadeia principal da quitosana (Cai & Kim, 2010), foi identificada
em todas as amostras, assim como as bandas associadas as estruturas do NPTB
(307, 502 e 715 cm™), indicando a incorporagdo bem-sucedida do material
ceramico. A banda em 895 cm™ indicou interacdes entre a quitosana e as NFCs,
sugerindo integracdo eficiente entre os componentes poliméricos. A presenca
simultanea dessas bandas corrobora a formacao de um hidrogel funcionalizado com
materiais de natureza distinta, cada qual contribuindo com propriedades especificas,
como a bioatividade da nanocelulose e o potencial piezoelétrico do titanato de bario
(Medrado et al., 2021; Fuentes et al., 2023).

Além disso, a banda em 895 cm™ observada no espectro Raman sugere
interagdes entre a QTS e as NFC, indicando que esse nanomaterial também foi
incorporado na estrutura do hidrogel (Johar et al., 2012; Fuentes et al., 2023). A
presenca do NPTB foi confirmada também pela banda em 307 cm™, que esta
relacionada as vibragcdes B1 e E (TO + LO) do titanato de bario, demonstrando a
formagao de um hidrogel nanoestruturado contendo NPTB e NFC.

Posteriormente, foi realizado o teste de degradagao com o objetivo de avaliar

a estabilidade estrutural dos hidrogéis ao longo do tempo. A variagdo de massa
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indicou que a maioria das amostras apresentou perda gradual nos periodos de 7, 14
e 21 dias.

Hidrogéis voltados a aplicagdo biomédica sédo projetados para se degradarem
sob condi¢des fisioldgicas, por meio de mecanismos como hidrélise ou digestao
enzimatica (Correa et al., 2021). Tal caracteristica € desejavel, pois favorece a
substituicdo do material pelo novo tecido formado in vivo (Zhao et al., 2023). Metters
(apud Correa, 2021) destaca que hidrogéis hidrofilicos frequentemente apresentam
degradacdo em massa, ou seja, de forma relativamente homogénea em todo o
volume do material.

Conforme demonstrado por Hama et al. (2023), a analise de biodegradacao
em periodos prolongados é fundamental para prever o comportamento in vivo dos
hidrogéis. Neste estudo, a incorporacdo de NFCs promoveu leve aumento da
estabilidade, possivelmente devido a formacdo de redes de hidrogénio entre as
fibras e a quitosana, conferindo maior integridade a matriz.

Ja o grupo contendo apenas nanoparticulas ceramicas de titanato de bario
(QTS/NPTB) apresentou menor degradagao, possivelmente em fungcdo da maior
densidade conferida a matriz e da interagao fisico-quimica com a superficie das
NPTB. O grupo com os dois nanomateriais combinados (QTS/NFC/NPTB)
demonstrou um perfil intermediario de degradagéo, sugerindo uma reorganizagao
estrutural que reduziu parcialmente o efeito estabilizante individual dos aditivos.

Esses achados indicam que a presenga e o tipo de nanomaterial influenciam
diretamente a degradacdo do hidrogel, como também observado em trabalhos
anteriores do nosso grupo (Zanette et al., 2023). Por fim, a degradacéo registrada
nos hidrogéis de quitosana estad de acordo com a literatura, que aponta este
polimero como biodegradavel e bioabsorvivel (Yu et al., 2022).

Nos ensaios in vitro, foram obtidos resultados realizados a partir dos testes
de MTT, Alamar Blue e Fosfatase Alcalina.

O ensaio de MTT demonstrou que todos os biomateriais avaliados foram
citocompativeis ao longo de 21 dias de cultivo com células SHED, uma vez que nao
houve diferengas significativas em relagéo ao controle (QTS) nos periodos de 7 e 14
dias. Esses achados corroboram estudos prévios que reportam a boa
biocompatibilidade da quitosana e de seus compostos, incluindo hidrogéis
associados a NFCs e NPTBs. O estudo de Fan et al., 2020 mostrou que hidrogéis

reforcados com NPTBs aumentam a proliferagcao celular em comparagao ao grupo
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controle. De forma semelhante, Rudich et al., 2023 observaram o potencial
proliferativo de hidrogéis acrescidos de NFCs.

No periodo de 21 dias, observou-se um aumento significativo da viabilidade
celular no grupo QTS/NPTB em relagdo ao controle. Esse resultado sugere que as
nanoparticulas de titanato de bario podem exercer papel bioativo ndo apenas no
estimulo a diferenciagdo osteogénica, mas também na manutengdo da atividade
metabdlica celular a longo prazo. O trabalho de Zhang et al., 2025 demonstrou, em
ensaios in vitro e in vivo, que hidrogéis com propriedades piezoelétricas estimulam a
osteogénese e também favorecem a formacao de vasos sanguineos, auxiliando no
processo de cicatrizagao 0ssea.

Os resultados do ensaio Alamar Blue corroboram parcialmente os achados
do ensaio de MTT, reforcando a citocompatibilidade dos biomateriais com células
SHEDs. Nos periodos de 7 e 14 dias, ndao foram observadas diferengas
significativas entre os grupos tratados e o controle, indicando que a presenca de
NFC ou NPTB de formas isoladas ou combinadas, ndo comprometeu a viabilidade
nem o metabolismo celular.

No periodo de 21 dias, todos os grupos contendo nanomateriais
apresentaram aumento significativo da viabilidade e do metabolismo celular em
relagdo ao controle, sugerindo que tanto NFC quanto NPTB exercem efeitos
benéficos na atividade metabdlica celular em longo prazo. Esses achados
complementam os resultados do MTT, no qual apenas o grupo QTS/NPTB havia
apresentado aumento significativo.

O aumento de viabilidade observado em sistemas contendo NPTB pode ser
atribuido ao seu comportamento piezoelétrico. O titanato de bario gera cargas
elétricas em resposta a estimulos mecanicos, mimetizando a piezoeletricidade
natural do tecido d6sseo. Essa propriedade € descrita como indutora da adesao,
proliferagdo e diferenciagdo osteogénica de células-tronco mesenquimais, tanto in
vitro quanto in vivo (Zhang et al., 2025). Entretanto, o bom desempenho observado
em placas de cultura ndo se traduziu diretamente em resultados positivos in vivo. No
organismo, o material esta exposto a fatores ausentes nos ensaios 2D, como
células imunes, fluxo sanguineo, degradagdo enzimatica e remodelagdo tecidual,
que podem alterar sua degradagao, liberar residuos e induzir respostas
inflamatdrias. Assim, embora o estimulo elétrico gerado pelas nanoparticulas possa

ter favorecido a manutencado da viabilidade celular em cultura, esses efeitos nao
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foram suficientes para superar as complexidades do ambiente in vivo, resultando em
reparo 6sseo limitado.

Ja a melhora observada no grupo QTS/NFC sugere que a nanocelulose,
além de atuar como reforgo mecanico, promove um ambiente altamente hidratado,
poroso e semelhante a matriz extracelular, favorecendo trocas metabdlicas, difusao
de nutrientes e remocdo de residuos. Estudos prévios apontam que NFCs
incorporadas a hidrogéis podem melhorar a bioatividade, mineralizacédo e a
atividade osteogénica (Cui et al., 2023).

O grupo QTS/NFC/NPTB apresentou comportamento semelhante aos
contendo NFC ou NPTB isoladamente, com aumento significativo da viabilidade aos
21 dias. Esse achado sugere um efeito aditivo das duas nanoparticulas, no qual a
nanocelulose contribui para a estabilidade estrutural e suporte fisico, enquanto o
titanato de bario confere bioatividade elétrica, criando um microambiente propicio a
manutengao da viabilidade celular em longo prazo.

Assim, em conjunto, os resultados do Alamar Blue indicam que os materiais
nanoestruturados testados sdo biocompativeis e que a adicdo de NFC e NPTB nao
apenas mantém, mas potencializa a viabilidade e o metabolismo celular em
periodos prolongados, caracteristica altamente desejavel em aplicagdes de
regeneragdo Ossea, nas quais a integracdo do biomaterial e a manutengdo da
atividade celular sdo essenciais para o sucesso do processo reparativo.

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) € um marcador da diferenciagcao
osteoblastica, estando associada a fase inicial de maturacéo celular e deposicéo de
matriz mineralizada. No periodo de 7 dias, foi possivel observar que a incorporagao
de NFC a QTS nao alterou significativamente a atividade da ALP em comparagao
ao controle (QTS), sugerindo que a presenga desse nanomaterial ndo comprometeu
o inicio do processo de diferenciacdo osteoblastica. Em contrapartida, os grupos
contendo NPTB (QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB) apresentaram reducdo da atividade
enzimatica, indicando que a introdugcédo de NPTBs pode modular negativamente a
expressao de ALP em curto tempo.

Apos 14 dias, verificou-se a manutencdo da reducado de atividade de ALP
apenas no grupo QTS/NPTB, reforcando a hipétese de que o NPTB isolado exerce
um efeito modulador mais evidente sobre a fase intermediaria de diferenciacéo. Por
outro lado, a combinagdo do NPTB com NFC (QTS/NFC/NPTB) nao apresentou

diferenga significativa em relacdo ao controle, o que pode indicar um possivel efeito
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compensatoério da NFC. Esse resultado sugere uma interagao entre os componentes
poliméricos e ceramicos, contribuindo para um microambiente mais equilibrado e
permissivo a diferenciagao celular.

No tempo de 21 dias, todos os grupos testados apresentaram niveis de
atividade de ALP semelhantes ao controle, demonstrando que, a longo prazo, os
diferentes biomateriais ndo comprometeram a progressdo do processo de
diferenciacao osteoblastica. Essa auséncia de diferencas pode estar relacionada ao
fato de que a ALP é um marcador predominantemente precoce, tendendo a
apresentar reducdo em fases mais tardias de ensaio, quando outros marcadores,
como niveis de osteocalcina e deposicdo de matriz mineral, tornam-se mais
relevantes para a avaliacido da maturacéo osteoblastica.

Dessa forma, os resultados apontam que, embora o NPTB de forma isolada
possa exercer um efeito inicial de redugao da atividade de ALP, tal caracteristica é
atenuada ao longo do tempo e pode ser modulada pela associagdo com NFC.
Esses resultados reforcam a importancia de avaliar os efeitos imediatos e a
evolucdo temporal da resposta celular em sua aplicagdo em biomateriais
nanoestruturados, uma vez que o comportamento inicial pode nao refletir o potencial
osteogénico em estagios mais avangados de diferenciagao.

Os resultados obtidos na avaliac&o in vivo evidenciam o potencial do hidrogel
QTS/NFC/NPTB na modulacédo da resposta tecidual referente ao reparo cutaneo. A
presenca de crostas cicatriciais acentuadas nos grupos QTS, QTS/NFC e
QTS/NPTB no 9° dia pds-operatério indica que, nesses grupos experimentais, o
processo inflamatério ainda estava ocorrendo, caracterizando um retardo da fase de
cicatrizagdo. Em contraste, os grupos controle e o grupo QTS/NFC/NPTB mais
expressivamente, apresentaram menor formagao de crostas e sinais de epitelizagao
mais avangada, sugerindo uma aceleragdo no processo de reparo e uma resposta
inflamatdria local menos intensa.

A andlise histolégica permitiu a observacdo de diferengas entre os
biomateriais quanto a organizagdo tecidual, degradagdo e resposta celular. Em
todos os grupos experimentais foi possivel identificar matriz mineralizada nas
extremidades da lesdo, caracterizando o avango do processo de reparo 6sseo. A
presenca de nucleos celulares distintos indica a formagéo de tecido de granulagao,
componente importante para a regeneragao tecidual, representando uma fase

altamente celular e com grande presenca de fatores de angiogénese, citocinas,
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fatores de crescimento e interleucinas (Allhaj & Goyal, 2022). Além disso, o tecido
de granulacdo é composto por matriz extracelular, acido hialurénico, colageno e
elastina (Allhaj & Goyal, 2022).

Os achados macroscépicos sugerem que o hidrogel composto de
QTS/NFC/NPTB pode ter contribuido para um ambiente mais favoravel a
regeneracao cutanea, especialmente nos periodos de 9 e 16 dias. Embora essas
observagoes indiguem um potencial beneficio do material no reparo de tecidos
moles, elas devem ser interpretadas de forma preliminar e complementar,
considerando que o foco principal deste estudo é a regeneracdo 6ssea. Dessa
forma, o material composto se apresenta como candidato promissor para aplicacdes
em engenharia tecidual 6ssea, enquanto efeitos observados na pele fornecem
indicagdes iniciais que podem orientar investigacoes futuras em reparo de tecidos
moles.

Entretanto, diferencas relevantes emergiram na comparagdo entre os
biomateriais. Os grupos QTS, QTS/NPTB e QTS/NFC/NPTB apresentaram maior
hipertrofia do tecido conjuntivo no centro da leséo, sugerindo uma resposta celular
mais intensa. Nos grupos contendo NPTB, verificou-se a presenga de infiltrado
inflamatdrio, evidenciado por nucleos arredondados em maior quantidade, bem
como resquicios ndo degradados dos scaffolds. Esses achados sugerem que a
presenca do NPTB, apesar de sua reconhecida bioatividade piezoelétrica (Zhang et
al., 2025), pode ter contribuido para um atraso na degradacédo do biomaterial e
estimulado uma resposta inflamatéria exacerbada em curto prazo. A retencédo de
fragmentos ndo degradados também pode estar associada a menor taxa de
remodelagdo tecidual, o que limita a integracéo progressiva do biomaterial com o
tecido 6sseo a ser remodelado, o que corrobora com o trabalho de Ball et al., 2013,
que diz que inflamacdes significativas podem inibir a cicatrizacdo de um local de
lesdo. Esses achados sugerem que o titanato, quando associado a quitosana e/ou a
nanofibra de celulose, pode exercer um efeito pré-inflamatorio.

Em contraste, os grupos QTS e QTS/NFC apresentaram melhor perfil de
degradacao dos scaffolds, com menor quantidade de residuos envolvidos por tecido
conjuntivo, favorecendo um ambiente mais permissivo a formagao tecidual. Esse
comportamento pode estar relacionado a natureza hidratada e porosa da
nanocelulose, que, além de reforgo estrutural, confere maior permeabilidade e

facilita as trocas metabdlicas (Cui et al., 2023). Portanto, a associacdo de NFC a
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quitosana parece modular de forma positiva o equilibrio entre degradagéo do
biomaterial e regeneragéo 6ssea.

Em conjunto, os achados sugerem que os scaffolds do grupo QTS/NPTB
exercem efeito pro-inflamatério, com aumento ainda mais pronunciado da
inflamagao nos animais tratados com QTS/NFC/NPTB durante o processo de reparo
0sseo aos 28 dias pos-cirurgico. Esses resultados reforcam que a presencga de
NPTB, isolado ou em combinagao, exerce influéncia no processo de regeneragéo,
por outro lado, este nanomaterial pode prolongar a degradacgao do scaffold, induzir
resposta inflamatéria mais intensa e comprometer a vascularizagao. Ja os sistemas
contendo NFC mostraram boa degradabilidade e integragao tecidual, o que os torna
promissores para aplicagées em engenharia tecidual 6ssea.

A analise histolégica representa um corte bidimensional de um processo de
reparo que é intrinsecamente tridimensional. A avaliagdo de uma unica secgao
central do defeito pode nao capturar a totalidade da neoformacéo 6ssea que ocorre
em todo o volume do defeito.

A principal perspectiva futura deste trabalho sera a conclusdo da
analise quantitativa dos dados de micro-CT para determinar o volume dOsseo
neoformado, a conectividade e a microarquitetura do novo tecido. A correlagao final
entre os achados quantitativos do micro-CT e os achados celulares da histologia
permitira uma compreensao da performance dos biomateriais, elucidando se a
resposta inflamatéria inicial observada é uma fase transitéria que precede a
regeneragao ou se, a longo prazo, poderia comprometer a qualidade do osso

formado.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo revelou que o hidrogel de quitosana associado a NPTB, apesar
de promissor em ensaios in vitro, ndo manteve o mesmo desempenho em modelos
in vivo. Embora os testes em cultura celular tenham mostrado boa compatibilidade e
sinais de bioatividade, a presenga de NPTB nos ensaios in vivo, isolado ou
combinado com NFCs, resultou em degradagéo do scaffold a longo prazo e em uma
resposta inflamatoéria visivel através da histologia. Esses efeitos provavelmente
comprometeram o reparo 6sseo no modelo animal, evidenciando que a eficacia
observada em ensaios bidimensionais nem sempre se traduz em resultados
bioldgicos reais. Essa discrepancia ressalta a necessidade de avaliar biomateriais
em sistemas tridimensionais e em modelos in vivo antes de tirar conclusdes sobre
seu potencial clinico.

Em contrapartida, o hidrogel contendo apenas quitosana e nanofibras de
celulose (QTS/NFC) demonstrou desempenho mais equilibrado, preservando
biocompatibilidade e degradagcdo. Esses achados indicam que o sucesso de
scaffolds para aplicabilidade no reparo 6sseo depende mais do equilibrio entre
bioatividade, degradagdo e resposta inflamatéria do que do acréscimo de
componentes bioativos. Além disso, os resultados fornecem diregbes para possivel
otimizagdo futura, incluindo ajustes de formulagdo, monitoramento da deposigao
mineral e analises estruturais avancadas, como micro-CT, reforcando a relevancia
do estudo para a engenharia tecidual e potenciais aplicagdes clinicas.

Assim, este trabalho contribui para o entendimento do papel de
nanocompdsitos hibridos na regeneragcéo 6ssea e abre perspectivas para estudos
futuros que consolidem sua aplicabilidade, com foco em ajustes de formulagao,
avaliacao reolodgica e testes de coloragao Von Kossa e Alizarin Red para averiguar a

presenca ou auséncia de deposicao mineral induzida pelo scaffold.
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