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RESUMO
SCALIZE, Priscilla Hakime. Efeito da membrana de Poli (Vinilideno-
Trifluoretileno)/Titanato de Bario no reparo de defeitos 0sseos em calvarias de ratas
ovariectomizadas. 2018. 105p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeir&o Preto, 2018.

O aumento da longevidade da populacdo mundial vem acompanhado do aumento da
incidéncia de doencas cronicas. Varias sdo as doencas que podem acometer esta populagéo e
entre estas, a osteoporose, que compromete a resisténcia e qualidade do tecido 06sseo,
predispondo a fraturas. Além disso, a osteoporose pode dificultar a reparacdo 6ssea. Uma
técnica importante e que tem por objetivo a neoformacao 6ssea € a regeneracdo 6ssea guiada
(ROG), que utiliza uma membrana que atua como uma barreira mecanica, permitindo a
criacdo de um espaco protegido em torno do defeito dsseo. Embora a membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) seja uma das mais utilizadas na ROG, novas membranas tém sido
desenvolvidas dentre elas a membrana obtida pela associacdo do polimero de poli(vinilideno-
trifluoretileno) e da ceramica de titanato de bario (P(VDF-TrFE)/BT). Estudos in vitro
demonstraram resultados favordveis a membrana de P(VDF-TrFE)/BT. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar in vivo, o efeito da membrana de poli(vinilideno-
trifluoretileno)/titanato de bario (P(VDF-TrFE)/BT), e como controle a de PTFE no reparo
0sseo em ratas com modelo experimental para a osteoporose. Foram utilizados 30 animais,
sendo 5 pertencentes ao grupo controle - Grupo 1 (G1) e 25 que foram ovariectomizados
bilateralmente (OVX). Apo6s 150 dias foram confeccionados defeitos ésseos (5 mm) na
calvéria e os animais OV X foram distribuidos em trés grupos com relacéo a utilizacdo ou nédo
de membranas nos defeitos 6sseos: Grupo 2 - nenhum tipo de membrana; Grupo 3 -
membrana de PTFE e Grupo 4 - membrana de P(VDF-TrFE)/BT. Apds 4 semanas, 0s animais
foram eutanasiados e as calvarias foram coletadas para as andlises histoldgica,
histomorfométrica por micro-CT e de expressdo génica por PCR em tempo real. A analise
histomorfométrica mostrou que os animais que receberam a membrana de P(VDF-TrFE)/BT
apresentaram parametros morfométricos semelhantes ou até melhores quando comparados
com 0s animais que receberam a membrana de PTFE. A comparagdo dos grupos que
receberam as membranas mostrou para o grupo P(VDF-TrFE)/BT uma menor expressao para
0s genes RUNX2, BSP, OPN, OSX e RANKL; uma expressdo semelhante para os genes
ALP, OC, RANK e CTSK e uma maior expressdo dos genes OPG, CALCR e MMP9. Estes
resultados evidenciam que a membrana de P(VDF-TrFE)/BT pode ser considerada um
biomaterial promissor para a reparacao 6ssea em condi¢Oes de osteoporose.

Palavras-Chave: Membrana de Poli(Vinilideno-Trifluoretileno)/Titanato de Baério.
Osteoporose. Microtomografia. PCR em tempo real.






ABSTRACT
SCALIZE, Priscilla Hakime. Effect of Poly (Vinylidene-Trifluoroethylene) / Barium
Titanate membrane on the repair of bone defects in calvaria of ovariectomized rats.
2018. 105p. Thesis (Doctorate in Science) - School of Dentistry of Ribeirdo Preto, University
of S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

The worldwide population age is increasing accomplished by chronic disease. The most
common disease which involves the population is the osteoporosis. The bone resistance and
quality of bone matrix are compromised and the fractures risks are higher. Nonetheless, the
osteoporosis can avoid the bone healing. The important technique to achieve the bone
neoformation is the Bone Guided Regeneration (BGR), which used a membrane as mechanic
barrier to allow the new gap protection around the bone defect. Although the
politetrafluoetilene (PTFE) is the most used in BGR, newest membranes have been developed
as the polyvinylidene-trifluoroethylene polymer and barium titanate ceramics (P(VDF-
TrFE)/BT). In vitro assays showed favorable results to P(VDF-TrFE)/BT membrane. The aim
of the study was to evaluate the poly(vinylidene fluoride-trifluoroethylene)/barium titanate
(P(VDF-TrFE)/BT) effects, and the PTFE has been used as control on the bone repair in the
osteoporosis experimental rats model. It was used 30 animals, 5 on the control group- Group
1 (G1) and 25 were ovariectomized bilaterally (OVX). Bone gaps were done 5mm size on the
rats calvaria’s and the (OVX) were housed in three different groups concerned by membranes
applied or not at the bone gap. Group 2 — no membrane applied; Group 3 PTFE membrane
and Group 4 P(VDF-TrFE)/BT membrane. Four weeks later, the animals were euthanized and
the calvarias were collected to the histological analysis, histomorphometric assays by micro —
CT and the gene expression by the real time PCR. The histomorphometric analysis showed
that the animals which received P(VDF-TrFE)/BT membrane presented similar morphometric
parameters better than PTFE. The P(VDF-TrFE)/BT showed a minor expression to RUNX2,
BSP, OPN, OSX e RANKL genes; the similar were to RANK e CTSK and the higher
expression were to OPG, CALCR e MMP9. These results evidence that the P(VDF-TrFE)/BT
could be wused as promising biomaterial to bone healing under osteoporosis.

Keywords: Poly (Vinylidene-Trifluoroethylene) Membrane / Barium Titanate. Osteoporosis.
Microtomography. Real-time PCR.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 0 aumento da expectativa de vida tem promovido alteraces no
perfil demografico da populacdo mundial. De acordo com as ProjecGes das NacGes Unidas
(Fundo de Populages), em 2050, pela primeira vez, havera mais idosos que criangas menores
de 15 anos, com uma estimativa de 2 bilhdes de pessoas idosas, constituindo desta forma 22%
da populacgo global (NACOES UNIDAS — UNFPA, 2012).

O mesmo esta acontecendo no Brasil, que vem apresentando um novo padréo
demogréafico, que se caracteriza pela reducdo da taxa de crescimento populacional e por
transformagbes profundas na composicdo de sua estrutura etéria, com um significativo
aumento do contingente de idosos. Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
estimam que o Brasil apresenta uma populacdo idosa de aproximadamente 23,5 milhdes de
pessoas. Estas mudancas no perfil epidemiologico da populacdo tém acarretado importantes
mudangas nos indicadores de morbimortalidade (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2018). No cenario brasileiro é importante destacar a
feminilizacdo da velhice, com uma estimativa para o ano de 2020 de 66,2% de idosos do
género feminino contra 33,8% do género masculino, com 80 anos ou mais (SECRETARIA
DE DIREITOS HUMANOS, 2018).

O aumento desta populagdo vem acompanhado do aumento das doencas cronicas,
dentre elas a osteoporose. Desta maneira, pesquisas vem sendo realizadas para que esta
populacdo em especial tenha maior qualidade de vida (AMADEI et al., 2006) tendo em vista
que, ao terem vidas mais saudaveis, maiores serdo as oportunidades e menores serdo 0s custos
para os idosos, familias e sociedade (NACOES UNIDAS — UNFPA, 2012).

A osteoporose ocasiona a perda de massa 6Ossea afetando a estrutura do 0sso,
tornando-o fragil e em consequéncia acarretando a fraturas (GALI, 2001). Existem fraturas
gue ndo sdo percebidas pelo individuo e outras que podem levar a dores ou problemas
crbnicos mais sérios afetando a qualidade de vida e podendo levar a morte (DE SOUZA,
2010).

Certas pessoas sdo mais propensas a desenvolver osteoporose do que outras. Varios
sdo os fatores de risco para esta doenca e sobre alguns fatores ndo existe controle, enquanto
gue outros, podem ser mudados. Idade, género, menopausa, historico familiar e baixo peso
corporal sdo exemplos de fatores de risco que ndo podem ser controlados. A falta de uma
dieta balanceada com frutas, verduras e legumes, dietas extremamente ricas em proteinas,

sodio e cafeina, sedentarismo, tabagismo, consumo excessivo de alcool e perda de peso sdo
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fatores de risco que podem ser alterados. Desordens autoimunes, digestivas e
gastrointestinais, endocrinas, hematoldgicas e neuroldgicas também podem desencadear
osteoporose (NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2013).

A osteoporose pode ser classificada em primaria (tipo | e tipo Il) e secundaria. A
osteoporose primaria do tipo | ocorre ap6s a menopausa, entre 55 e 75 anos, e caracteriza-se
pela perda acelerada de osso trabecular devido a deficiéncia de horménios estrogénicos. A
osteoporose primaria do tipo Il ou senil relaciona-se com o envelhecimento e a osteoporose
secundaria € decorrente de processos inflamatdrios (RIGGS; MELTON, 1983; GALI, 2001;
PINTO-NETO et al., 2002).

A osteoporose tem trazido grande preocupacdo aos profissionais da area
odontolégica, tendo em vista que esta doenca relaciona-se com a perda 6éssea; aumento do
risco de doenca periodontal (TEZAL et al., 2000; VISHWANATH et al., 2011; PENONI et
al., 2017) e interfere no reparo de defeitos Osseos criticos. Estudos demonstraram que
individuos com osteoporose apresentam maior perda dental e maior reabsor¢do do processo
alveolar, acarretando a atrofia deste processo e diminuicdo em altura da crista dssea
(DANIELL, 1983; DEVLIN; FERGUSON, 1991; MOHAMMAD; BRUNSVOLD;
BAUER,1996; TEZAL et al., 2000; GUR et al., 2003; YOSHIHARA et al., 2005;
DROZDZOWSKA; PLUSKIEWIAZ; MICHNO, 2006; ERDOGAN et al., 2009;
MOEDANO et al., 2011).

Uma das técnicas utilizadas para a reparacdo 6ssea na area da periodontia € a
regeneracdo Ossea guiada (ROG). Esta técnica tem sido utilizada em cirurgias reconstrutivas
experimentais desde meados de 1950, para fusdo espinhal (HURLEY et al., 1959) e em
cirurgias de reconstru¢des maxilo faciais (BOYNE, 1964; BOYNE, 1969).

Na técnica de regeneracdo Ossea guiada insere-se uma membrana e a mesma atua
como uma barreira mecéanica, criando um espaco protegido em torno do defeito 6sseo. O
coagulo sanguineo preenche o espaco permitindo que as células osteogénicas colonizem a
area, sem competicdo com as células do tecido mole que envolvem o defeito (RONDA et al.,
2014).

Para que estas membranas possam ser utilizadas na ROG, devem possuir algumas
caracteristicas basicas como: 1- biocompatibilidade (ndo provocar uma resposta imune,
sensibilizagcdo ou inflamag&o cronica que possa interferir com a cura e apresentar perigo para
0 paciente); 2 - oclusividade (atuar como uma barreira para excluir tipos de células
indesejaveis de entrar no espaco isolado); 3- serem capazes de manter os espacos adjacentes

permitindo o crescimento 0sseo; 4 - serem capazes de se integrarem aos tecidos adjacentes,
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evitando o rapido crescimento epitelial na superficie externa do material e proporcionar
estabilidade ao retalho sobreposto; 5 - facilidade de manuseio (ser de facil aplicacdo e
insercdo) (SAM; PILLAI, 2014). E importante ressaltar que aliada a todas estas
caracteristicas, a estabilidade mecénica tem um papel fundamental na formacdo Ossea. Se
movimentacGes microscopicas ocorrem entre 0sso e qualquer material implantado a formacéo
Ossea é prejudicada, resultando no desenvolvimento de tecido fibroso (DUCHEYNE;
MEESTER; AERNOUDT, 1977; HECK et al., 1986). A rede de vasos neoformados, que é
um pre-requisito para a formacgédo 0ssea, € altamente sensivel as condi¢fes mecanicas, desta
forma, quanto menos carga a regido receber, maior sera a formacdo Ossea e maior a
remodelacdo vascular, aumentando o nimero de grandes vasos e diminuindo o nimero e
pequenos vasos (BOERCKEL et al., 2011).

Dois tipos de membranas podem ser utilizadas na regeneragdo 0Ossea guiada, as
absorviveis e as ndo-absorviveis, e ambas, com a correta aplicacdo da técnica, apresentam
resultados satisfatorios (E SILVA et al., 2005).

Sdo exemplos de membranas absorviveis aquelas constituidas por colageno,
quitosana, hibridas de colageno-quitosana, polimeros de &cidos polilacticos e polimeros de
poligalactina. Como exemplo de membrana ndo-absorvivel temos as de politetrafluoretileno
(PTFE) expandido, politetrafluoretileno reforcadas com titanio e politetrafluoretileno denso
(DIMITRIOU et al., 2012). O PTFE é um polimero com cadeia molecular constituida de
ligagBes carbono-carbono e carbono-fltor. As membranas constituidas por este polimero sdo
biocompativeis e mantém a sua integridade estrutural durante o processo de implantagéo.
Possuem propriedades superiores de manutencdo de espaco e de oclusividade quando
comparadas as membranas absorviveis (WILTFANG; MERTEN; PETERS, 1998). A
membrana de politetrafluoretileno é considerada padrdo ouro na técnica de regeneracdo 6ssea
guiada (RONDA et al., 2014) porém, na busca da reparacdo éssea, € imprescindivel o
desenvolvimento de novos biomateriais.

Embora membranas absorviveis e ndo-absorviveis tenham sido desenvolvidas e
amplamente investigadas, pesquisas tentam desenvolver a membrana ideal para aplicacdo
clinica (DIMITRIOU et al., 2012; RAKHMATIA et al., 2013). Nesse sentido foi
desenvolvida a membrana constituida pelo compdsito de polimero de poli(vinilideno-
trifluoretileno) e pela ceramica de titanato de bario (P(VDF-TrFE)/BT) que associa as
caracteristicas mecanicas dos polimeros com a biocompatibilidade das ceramicas (GIMENES
etal., 2004).
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Estudos prévios in vitro mostraram que as expressdes fenotipicas de osteoblastos,
fibroblastos do ligamento periodontal e queratindcitos sdo maiores nas culturas crescidas
sobre a membrana de P(VDF-TrFE)/BT quando comparada a membrana de PTFE, podendo
ser uma alternativa vantajosa para uso em procedimentos que necessitem de regeneragédo
6ssea (BELOTI et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Além disso,
estudos in vivo utilizando as membranas de PTFE e P(VDF-TrFE)/BT em animais saudaveis
também mostraram melhores resultados quando utilizada a membrana de P(VDF-TrFE)/BT.

Tendo em vista os resultados anteriores obtidos nos estudos in vitro e in vivo, nossa
hipdtese é que a membrana de P(VDF-TrFE)/BT também possa favorecer a formacdo de
tecido Gsseo em ratas submetidas a um modelo experimental de osteoporose, onde a perda
6ssea pode ser uma interferéncia no reparo de defeitos criticos.
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2. PROPOSICAO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a neoformacao 6ssea, em defeitos na calvéria de
ratas ovariectomizadas, na presenca da membrana de P(VDF-TrFE)/BT por meio de andlise

histoldgica, tomogréafica e molecular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AQUISI(;AO DAS MEMBRANAS
Membranas de P(VDF-TrFE)/BT foram preparadas pelo pesquisador Rossano
Gimenes conforme descrito previamente por Gimenes et al. (2004) e membranas de PTFE
disponiveis comercialmente (Bionnovation ®, Bauru, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizadas
como controle. Todas as membranas foram cortadas na forma de discos com 5 mm de

diametro e esterilizadas por autoclave antes de serem utilizadas nos experimentos in vivo.

3.2 ANIMAIS - RATAS WISTAR
Ratas Wistar (n=30) com peso aproximado de 300g foram obtidas no Biotério
Central do Campus da Universidade de Sdo Paulo de Ribeirdo Preto. Estas foram mantidas
em numero de trés animais por caixa, com temperatura ambiente controlada entre maxima
de 24°C e minima de 23°C e com timer programado para doze horas de iluminagdo diéria.
Os animais receberam racdo e agua “ad libitum”. O protocolo experimental foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo n° 2014.1.157.58.4).

3.3 CIRURGIA DE OVARIECTOMIA BILATERAL

Apbs a primeira semana foi realizada a primeira cirurgia em 25 animais. Os animais
foram pesados e anestesiados com a solucdo anestésica de xilazina (Hertape Calier - Juatuba,
MG, Brasil) e cloridrato de cetamina - anestésico geral, fornecido pela Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A (Embu-Guagu, SP, Brasil), na proporcdo de 75mg/Kg de
cloridrato de cetamina e de 10mg/Kg de xilazina, injetada por via intraperitoneal.

Apds anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia bilateral e em seguida, foi
feita a antissepsia dos locais com alcool iodado. Foram aplicadas gazes esterilizadas
embebidas em soro fisioldgico a 0,9% em ambos os olhos dos animais, com o objetivo de
prevenir o ressecamento das corneas.

Incisbes cutaneas foram realizadas bilateralmente e por meio da divulsdo do tecido
muscular foi feita a exposicdo dos ovarios e excisdo dos mesmos (KALU, 1991) como pode
ser visto na figura 1. Os tecidos foram suturados com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson &
Johnson, S&o José dos Campos, SP, Brasil) fechando devidamente as margens do retalho. Em
seguida, cada animal recebeu, via intramuscular, uma Unica dose de analgésico Flunixina

meglumina (10 mg/100g peso corporal) (Banamine, Schering-Plough, Brasil) e de uma
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solucdo de antibidticos contendo: Benzilpenicilina benzatina (156.000 UI/100g peso
corporal), Benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100g peso corporal), Benzilpenicilina
potéssica (78.000 UI/100g peso corporal), Diidroestreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g
peso corporal) e Estreptomicina base (sulfato) (65 mg/100g peso corporal) (Pentabiotic
Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). Os animais foram mantidos
em numero de trés por caixa, por cento e cinquenta dias (RAWLISON et al., 2009) e
receberam ragdo e agua “ad libitum”. Os mesmos ficaram sob constante observacédo, sendo

feita a limpeza de suas caixas, com troca da maravalha, trés vezes por semana.

Figura 1- Em a: exposicdo dos ovarios (seta) e em b: ovario completamente

excisionado (seta)
— . |

b

3.4 GRUPO CONTROLE - SHAM

Os animais do grupo controle (n=5) foram pesados, anestesiados e incisionados para
a exposicdo e posterior reintroducdo dos ovarios, e suturados a fim de serem submetidos ao
mesmo estresse sofrido pelos animais ovariectomizados.

Estes animais também receberam, via intramuscular, uma Unica dose de analgésico
Flunixina meglumina (10 mg/100g peso corporal) (MSD Saude Animal, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e de uma solucdo de antibidticos contendo: Benzilpenicilina benzatina (156.000
UI/100 g peso corporal), Benzilpenicilina procaina (78.000 UI/100g peso corporal),
Benzilpenicilina potassica (78.000 UI/100g peso corporal), Diidroestreptomicina base
(sulfato) (65 mg/100 g peso corporal) e Estreptomicina base (sulfato) (65 mg/100 g peso
corporal) (Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil). Os
animais foram mantidos em namero de trés por caixa, por cento e cinquenta dias e receberam
racao e agua “ad libitum”,
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3.5 EXAME DO CICLO ESTRAL E EXAME MACROSCOPICO DOS CORNOS

UTERINOS

Duas semanas ap0s a cirurgia, os animais foram submetidos ao exame do ciclo estral,
por meio da coleta de fluido vaginal, sempre pelo inicio da manha, por um periodo de 5 dias
consecutivos (Figura 2). Por meio de uma pequena ponteira acoplada em uma micropipeta, foi
introduzida aproximadamente 1mL de solucdo salina no interior da vagina da rata. Apo6s a
introducdo, a solucdo foi rapidamente aspirada e seu conteudo transferido para uma lamina de
vidro e imediatamente observado em microscopia Optica (HOAR; HICKMAN, 1975;
MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

Figura 2- Coleta do fluido vaginal

Esta técnica permite investigar as alteraces ocorridas no ciclo reprodutivo. O ciclo
estral das ratas dura de 4 a 5 dias e 0 mesmo pode ser dividido nas fases metaestro, diestro,
proestro e estro. Cada uma das fases se caracteriza por apresentar o predominio de
determinado hormonio sexual bem como um tipo de célula predominante que pode ser
facilmente observado nos esfregagos da vagina. Na fase metaestro, na qual ha o inicio do
aumento da secrecdo de hormonios estrogénicos e o primeiro pico de progesterona, observam-
se leucdcitos predominantemente e algumas células epiteliais anucleadas. A fase diestro é
marcada pelo final do primeiro pico de progesterona e baixos niveis de horménios

estrogénicos e ha basicamente o predominio de leucécitos e algumas células epiteliais
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nucleadas. Na fase proestro ocorre 0 pico de secrecdo de hormdnios estrogénicos e o segundo
pico de progesterona, desaparecendo quase que totalmente os lecucdcitos e aumentando o
namero de células epiteliais nucleadas. Na fase estro os niveis de hormonios estrogénicos
retornam aos valores basais e predominam basicamente células epiteliais queratinizadas da
camada cornea (Figura 3) (HOAR; HICKMAN, 1975; MARCONDES; BIANCHI; TANNO,
2002).

Figura 3- Fotomicrografia de fluido vaginal ndo corado. Em a: rata ovariectomizada na fase

diestro, com predominéncia de leucdcitos e em b: rata controle na fase proestro com
predominéncia de células epiteliais nucleadas

-l

o

O efeito da ovariectomia bilateral também foi avaliado por meio do exame
macroscopico dos cornos uterinos, durante a eutanasia dos animais, ap0s a incisdo da regido
abdominal para localizacdo das respectivas estruturas. Nos animais ovariectomizados (com
deficiéncia de hormonios) os cornos uterinos apresentaram-se finos, atréficos e anémicos e

nos animais ndo ovariectomizados eles apresentaram-se réseos e volumosos (Figura 4).
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Figura 4- Em a: cornos uterinos de aspecto normal (seta) em rata do grupo controle (ndo ovariectomizada)
e em b: cornos uterinos atrofiados (seta) confirmando o sucesso da ovariectomia

a - hex b=

3.6 CRIACAO DO DEFEITO OSSEO

Apbs cento e cinquenta dias de espera apds a cirurgia de ovariectomia,
confeccionados os defeitos 6sseos foram confeccionados tanto nos animais ovariectomizados
quanto nos ndo ovariectomizados (grupo controle).

Os animais foram pesados e anestesiados com a solucdo anestésica de xilazina
(Hertape Calier - Juatuba, MG, Brasil) e cloridrato de cetamina - anestésico geral, fornecido
pela Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A (Embu-Guagu, SP, Brasil), na propor¢édo de
75mg/Kg de cloridrato de cetamina e de 10mg/Kg de xilazina, injetada por via intraperitoneal.

Ap0s tricotomia e antissepsia com alcool iodado, foi realizada uma incisdo sagital de
aproximadamente 1 cm de extensdo na regido lateral da calvaria (0sso parietal direito), com
lamina de bisturi estéril nimero 15, previamente montada em cabo de bisturi numero 3,
expondo a regido Gssea que se desejasse ter acesso.

Na calvéria exposta foi confeccionado um defeito 6sseo cilindrico de 5 mm de
diametro, na regido central do osso parietal esquerdo utilizando um motor elétrico para
implantes (Dentscler, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), ajustado em 3000rpm, e broca trefina
(Neodent, Curitiba, PR, Brasil) de 5 mm de didmetro adaptada em contra-angulo, sob
constante irrigagdo com soro fisioldgico 0,9% (Figura 5a).

Ap6s o procedimento cirargico, os animais ovariectomizados foram divididos
aleatoriamente em trés grupos, com relacdo a utilizacdo ou ndo de membranas nos defeitos
0sseos criados: Grupo OVX — ndo recebeu membrana; (Figura 5b); Grupo PTFE recebeu a
membrana de politetrafluoretileno; Grupo PVDF - recebeu a membrana de
politetrafluoretileno. Para os Grupos PTFE e PVDF foram utilizados 10 animais. Destes 10

animais, 5 foram utilizados para as analises tomografica (micro-CT), histolégica e
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morfométrica. Os outros 5 animais foram utilizados para a avaliacdo da expresséo génica por
PCR em tempo real. O Grupo OVX foi constituido por 5 animais e nestes foram realizadas
somente as analises tomogréfica, histolégica e morfométrica, ja que estudos prévios
demonstraram ndo haver formacdo 6ssea em defeitos ndo tratados em ratos saudaveis,
portanto ndo possibilitando a analise por PCR em tempo real. O Grupo Controle também foi
constituido por 5 animais (sham) que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento e neste grupo
foram realizadas as mesmas anéalises do Grupo OVX.

A distribuicdo dos animais por tratamento, tipos de analise a que foram submetidos e

tempo experimental sdo apresentados no Quadro 1.

Figura 5- Em a: defeito 6sseo confeccionado no osso parietal esquerdo e em b: membrana de
titanato de bario inserida e adaptada no defeito dsseo

Quadro 1- Distribuicdo dos animais em relacdo ao tratamento, tipos de andlises a que foram submetidos e tempo
experimental

Grupos Tipos de Analise ‘ Tempo Experimental Animais
Morfometria e Tomografia 4 semanas
Morfometria e Tomografia 4 semanas
Morfometria e Tomografia 4 semanas
PCR em tempo real 4 semanas
Morfometria e Tomografia 4 semanas
PCR em tempo real 4 semanas

Apos a colocacdo ou ndo das membranas nos defeitos dsseos, procedeu-se a sutura
dos tecidos. Os tecidos foram suturados com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson,
Sdo José dos Campos, SP, Brasil) com a reposicdo da pele e do peridsteo em sua posicdo

original.
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Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam dose Unica de analgésico
Flunixina meglumina (10 mg/100g peso corporal) (MSD Saude Animal, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e dose Unica de uma solucdo de antibidticos contendo: Benzilpenicilina benzatina
(156.000 UI1/100g peso corporal), Benzilpenicilina procaina (78.000 U1/100g peso corporal),
Benzilpenicilina potéssica (78.000 UI/100g peso corporal), Diidroestreptomicina base
(sulfato) (65mg/100g peso corporal) e Estreptomicina base (sulfato) (65mg/100g peso
corporal) (Pentabiotic Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge®, Campinas, SP, Brasil).

Os animais receberam racdo e agua “ad libitum”, e ficaram sob observacéo
constante, sendo feita a limpeza de suas caixas, com troca da maravalha, trés vezes por

Semana.

3.7 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao final de 4 semanas, periodo adequado para a avaliagdo da regeneragédo do tecido
0sseo neste modelo experimental (SICCHIERI et al., 2012), os animais foram eutanasiados.

Os animais foram pesados e anestesiados com a solugdo anestésica de Xxilazina
(Hertape Calier - Juatuba, MG, Brasil) e cloridrato de cetamina - anestésico geral, fornecido
pela Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A (Embu-Guagu, SP, Brasil), na propor¢éo de
75mg/Kg de cloridrato de cetamina e de 10mg/Kg de xilazina, injetada por via
intraperitoneal.

Ap0s a decapitacdo, foram obtidos fragmentos dsseos contendo o defeito com

margem de seguranca (Figura 6).

Figura 6- Amostra de tecido 6sseo contendo a area cicatricial com a
membrana e tecido dsseo remanescente adjacente (margem de
seguranca)
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3.8 ANALISE TOMOGRAFICA

Para a realizacdo da analise tomogréafica, as calvarias foram fixadas em solucéo de
formol 4% tamponado (pH=7) por 48 horas e transferidas para uma solucéo de etanol 70%
onde permaneceram por 3 dias.

A analise tomografica foi realizada por meio do microtomégrafo SkyScan 1172 de
alta resolucdo (SkyScan, Kontish, Bélgica) operando com fonte de raios-X de 100 kV
detectados por uma camera de 11-megapixel com resolucdo de até 1 um. A aquisicdo dos
dados foi realizada por meio da utilizacdo de um software de aquisi¢cdo de imagens 2D do
proprio equipamento e as reconstrucdes 3D, necessarias para a andlise, foram feitas pelo
software NRecon (Bruker microCT, Kontish, Bélgica). O volume de interesse (5,0 mm de
diametro e 2,0 mm de altura) foi determinado na &rea correspondente ao defeito 6sseo criado
e para a avaliagé@o do tecido 6sseo neoformado presente no volume de interesse adotou-se 0
“threshold” que variava entre 30 e 120, numa escala de cinza (0-255). Os softwares
DataViewer versdao 1.4.1 (SkyScan Kontish, Bélgica) e CT Analyser versdo 1.11.8.0
(SkyScan, Kontish, Bélgica) permitiram a avaliagdo dos seguintes parametros: volume de
tecido 6sseo (mm®), superficie 6ssea (mm?), superficie dssea especifica (mm%mm?®), nimero
de trabéculas (1/mm), espessura das trabéculas (mm), distancia entre as trabéculas (mm) e
densidade de conectividade (1/mm?®). Estes parametros, automaticamente gerados pelo
software, sdo preconizados pela American Society of Bone and Mineral Research (ASBMR)
e descritos por Parfitt et al. (1987).

3.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a andlise tomogréfica, os espécimes foram preparados para a obtengdo de
cortes histolégicos ndo-descalcificados. Optou-se por esta metodologia porque a membrana
de PVDF danifica a lamina de microtomos convencionais utilizados para cortes histologicos
descalcificados e consequentemente ndo produz material histoldgico de boa qualidade. Foi
feita a desidratacdo das amostras em série crescente de alcoois e as mesmas foram incluidas
em resina acrilica (LR White Hard Grade, Londres, Inglaterra). Para a impregnacdo de
resina acrilica, as pecas foram submetidas ao vacuo e agitadas 2 horas por dia, durante 15
dias, sendo que a resina acrilica era substituida a cada 2 dias. Os blocos foram colocados em
estufa a 60°C por 12 horas para polimerizacdo e posteriormente seccionados ao meio
utilizando, para isso, um micrétomo de precisao (Exakt, Apparatebeau, Alemanha). De cada

especime foram obtidas duas laminas para coloracdo e observacdo em microscopia de luz.
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Para isso, colou-se a face polida a uma lamina acrilica (Exakt, Apparatebeau, Alemanha) e o
bloco foi novamente cortado. Desta forma, obteve-se um corte de aproximadamente 40 pm
de espessura aderido a ladmina, e este foi desgastado e polido até apresentar
aproximadamente 20 um de espessura. Esta face foi submetida a coloracdo utilizando os
corantes azul de Stevenel e vermelho de Alizarina, conforme descrito por Maniatopoulos
(1986).

A analise histoldgica foi focada no tecido 6sseo neoformado, com relagao a presenca
de osso imaturo efou trabecular, tecido osteoide, osteoblastos, ostedcitos e estruturas

sugestivas de vasos sanguineos, como descrito previamente por Sicchieri et al. (2012).

3.10 EXTRA(;AO DO RNA TOTAL

As calvérias das ratas foram retiradas por meio de uma trefina (Neodent, Curitiba,
PR, Brasil) de igual tamanho as membranas, que haviam sido inseridos no defeito dsseo. A
retirada das calvarias foi realizada com irrigagdo constante de solucdo de PBS (tampédo
fosfato salino) (Life Technologies-Invitrogen, Carlsbad, California, EUA) gelado, a fim de
minimizar uma possivel degradacdo de RNA total devido ao aquecimento promovido pelo
uso da trefina. Apo0s a retirada, as calvarias foram congeladas imediatamente no nitrogénio
liquido e armazenadas no freezer -80°C até o momento da extragdo de RNA total das
mesmas.

Para a extracdo de RNA total, as calvarias foram maceradas com auxilio de
cadinho, pistilo e nitrogénio liquido, até apresentarem aspecto de um pé fino. Tanto o
cadinho quanto o pistilo foram previamente queimados em forno seco a 180°C por 6 horas
para degradacdo de RNAses, enzimas capazes de promover a degradacdo de RNA
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Na sequéncia, foram adicionados 1,5mL do reagente
Trizol (Life Technologies-Invitrogen) no cadinho para a coleta e homogeneizagdo do pé da
amostra previamente macerada. Em seguida, o trizol + pd da amostra macerada foram
transferidos para um tubo (Axygen Scientific Inc., Union City, California, EUA) sendo
adicionados 200uL de cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, Nova Jersey, EUA). Os
tubos foram vigorosamente agitados por 30s e mantidos no gelo durante 5min. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 4°C e 12000g, por 15min, e a fase aquosa (Superior)
coletada em novos tubos de 2mL (Axygen Scientific Inc.). Em seguida, foram adicionados
250uL de etanol 96% (Merck, Whitehouse Station, Nova Jersey, EUA) as amostras e as

mesmas centrifugadas em colunas de silica gel presentes no kit SV Total RNA Isolation
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System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA). O restante do processo de extracdo de RNA
total foi realizado de acordo com instrug6es do fabricante do kit.

A concentracdo e pureza do RNA total foram avaliadas por espectrofotometria em
aparelho NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare, Uppsala, Condado de Uppsala,
Suécia). A leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm,
para obtencdo da concentracdo de RNA/uUL e avaliagdo da contaminacdo por proteinas e

fenol, respectivamente.

3.11 AVALIAC}AO DA INTEGRIDADE DO RNA TOTAL

A qualidade das amostras de RNA total foi determinada por meio de eletroforese
microfluidica utilizando o aparelho Bioanalyzer 2100 Agilent e os chips RNA 6000 Nano
Chips (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA).

Antes de iniciar o preparo do gel para a eletroforese, todos os reagentes foram
mantidos por 15 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, foi realizada a
preparacdo do gel pipetando-se 550ul do RNA 600 Nano Gel em uma coluna com filtro
seguido de centrifugacdo por 10min a 1500g, & temperatura ambiente. Apds centrifugacéo,
uma aliquota de 65ul foi colocada num tubo (Axygen Scientific Inc.) de 0,5ml e, em
seguida, adicionada 1pl do RNA 6000 Nano Dye. O tubo foi agitado por 10 segundos e
centrifugado por 10min a 13000g, em temperatura ambiente (mistura gel/dye). Em seguida,
foram pipetados 9ul da mistura gel/dye na regido G indicada no RNA 6000 Nano Chip
inserido na estacdo de trabalho. Com o auxilio de uma seringa acoplada a estacdo de
trabalho foi exercida a pressdo necessaria para distribuicdo do gel por todo o chip. Em
seguida, foram pipetados 9ul da mistura gel/dye nos demais pontos indicados com a letra G.
Na sequéncia, foram pipetados: 1pl do marcador na posicao indicada e 5ul do RNA 6000
Nano Marker em cada posic¢do relacionada as amostras assim como na posi¢édo do marcador.
Por altimo, 1pl de cada amostra (cerca de 100-150 ng de RNA total) foi adicionado nos
respectivos po¢os sendo o chip agitado no aparelho tipo vortex IKA MS 3 (IKA, Manca,
Hong Kong, China) por 1min a 2200rpm. O chip foi inserido no aparelho Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies) e com o auxilio do software Agilent 2100 Expert Software foi
gerado o resultado final (eletroforograma, densitometria dos géis e valor de RIN — RNA
Integrity Number). A integridade do RNA ribossémico foi verificada pela visualizagio de
duas subunidades ribossdmicas caracteristicas de células eucaridticas (18S e 28S), sendo
consideradas amostras viaveis para a realizacdo dos ensaios de Real time PCR aquelas que
apresentaram valores de RIN acima de 7,5.



Material e Métodos | 51

3.12 SINTESE DA FITA DE DNA COMPLEMENTAR

O DNA complementar (DNAc) foi sintetizado a partir de 1 pug de RNA total por
reacao de transcricdo reversa utilizando-se o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription
Kits (Life Technologies-Invitrogen), de acordo com as instru¢fes do fabricante. Brevemente,
em um tubo de 200 pL (Axygen Scientific Inc.) foram adicionados: 1ug de RNA total diluido
em um volume final de 10uL de &gua previamente tratada com DEPC (Sigma, St. Louis,
Missouri, EUA), 2uL de (10X) RT buffer, 0,8uL de (25X) dNTP mix (100mM), 2uL (10X)
RT Random Primers, 1uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1pL de RNase Inhibitor e
3,2uL de 4gua DEPC, para um volume final de 20 pL/reagdo. Em seguida, as amostras foram
incubadas em termociclador Master Cycler Gradiente (Eppendorf AG, Hamburg, Hamburg,
Alemanha) sob as seguintes condi¢des: 25°C por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C por 5 min,
seguido pelo resfriamento a 4°C. Ao final da reacdo de transcricdo reversa as amostras de

DNAc foram estocadas em freezer -20°C.

3.13 EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA DIFERENCIAQAO

OSTEOBLASTICA E OSTEOCLASTICA POR PCR EM TEMPO REAL

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o sistema TagMan
(Life Technologies-Invitrogen), no aparelho StepOne Plus (Life Technologies-Invitrogen)
(Tabela 1). As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em quadruplicata com volume
final de 10 pL e quantidade de cDNA correspondente a 11,25 ng de RNA total (pool de 04
animais em funcdo do baixo rendimento de RNA total por animal). A reacdo de amplificagéo
foi composta por: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min, e 40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1
min (desnaturacao e extensdo).

Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (ciclo treshold), sendo esse o
ponto correspondente ao numero de ciclos em que a amplificagdo das amostras atinge um
limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia dos controles negativos e a fase de
amplificacdo exponencial das amostras), que permitiu a analise quantitativa da expressdo do
gene avaliado. Como controle enddgeno, foi avaliada a estabilidade da expressao de 04 genes
de referéncia: a) actb (beta actina), hprtl (hipoxantina foforibosiltransferase), B2m (beta-2
icroglobulina) e gapdh (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). Para avaliar a estabilidade de
expressdo do gene de referéncia foi utilizado o software Data Assit v3.01 (Life Technologies-
Invitrogen), capaz de gerar um grafico mostrando os Cts de cada gene de referéncia nos dois

grupos avaliados. A partir deste grafico, o software calculou a variacdo da expressdo génica
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por meio de um valor de escore, sendo que quanto menor o escore (proximo a zero), maior a
estabilidade da expressdo do gene. Os genes de referéncia que apresentaram menores valores
de escore foram selecionados como possiveis candidatos para normalizacdo dos dados de
Real-time PCR. Uma amostra negativa (agua) foi submetida a reacdo com cada uma das
sondas utilizadas. O método de 2T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) foi utilizado para
determinar a expressdo dos genes alvos envolvidos nos processos de diferenciacdo de
osteoblastos e osteoclastos.

Tabela 1 - Sondas TagMan utilizadas nos ensaios de PCR em tempo real

Simbolo do )
Nome do Gene Ensaio TagMan
Gene
actb beta actina 4352931E
Hprtl hipoxantina foforibosiltransferase Rn01527840_m1
B2m beta-2 microglobulina Rn00560865_m1
gapdh gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase Rn99999916 sl
runx2 fator de transcricédo relacionado ao gene runt 2 Rn01512298 m1
alpl fosfatase alcalina figado/osso/rim Rn01516028 m1
ibsp sialoproteina éssea Rn00561414 m1l
proteina dssea que contém acido gamma-
bglap ) ) ) Rn00566386_g1
carboxiglutamico (osteocalcina/oc)
Sppl fosfoproteina secretada 1 (osteopontina/opn) RN01449972 mi
SP7 Sp7 transcription fator (osterix/osx) Rn02769744 sl
superfamilia de receptor de fator de necrose
Tnfrsfllb ) Rn00563499 m1l
tumoral, membro 11b (osteoprotegerina/opg)
superfamilia de receptor de fator de necrose
Tnfrsflla Rn04340164 m1
tumoral, membro 11a (rank)
superfamilia de receptor de fator de necrose
Tnfsfll Rn00589289 m1
tumoral, membro 11 (rankl)
ctsk catepsina K Rn00580723_m1
mmp9 matrix metallopeptidase 9 Rn00579162_m1
calcr receptor de calcitonina Rn00562334_m1




Material e Métodos | 53

3.14 ANALISE ESTATISTICA
Os dados das avaliagdes histomorfométrica e de expressdo génica foram tabulados e
submetidos a analise estatistica utilizando o software Sigma Plot 11.0 (Systat Software, San
Jose, California, EUA), para p<0,05. O teste de Kolmogorov-Smirnov permitiu verificar que
os dados seguiram uma distribuicdo normal. Foi aplicado o teste Anova, seguido pelo teste de
Holm-Sidak quando apropriado, para os dados histomorfométricos e Teste t para os dados de

expressao génica.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

A andlise histoldgica da calvéria dos animais controles (ndo ovariectomizados, sem a
presenca das membranas) mostrou uma pequena formacdo Gssea na regido de periferia do
defeito e o restante estava preenchido por tecido conjuntivo (Figuras 7-10). Por outro lado nos
animais que sofreram ovariectomia, foi possivel observar maior espacamento entre as
trabéculas 6sseas neoformadas culminando com maior quantidade de tecido conjuntivo nesta
regido. Também pode ser observado que o tecido conjuntivo ocupando a regido do defeito
criado nos animais do grupo ovariectomizado se apresentou mais delgado quando comparado
aquele que preenchia o defeito 6sseo dos animais do grupo controle (Figuras 7 e 9).

Nos animais que receberam as membranas de PTFE e PVDF foi observada uma
neoformacdo éssea nos defeitos criados cirurgicamente, além de auséncia de infiltrado
inflamatdrio na regido avaliada, assim como nos tecidos circunjacentes (Figuras 11-14).

A membrana de PTFE apresentou-se em intimo contato com o tecido &sseo
neoformado (Figura 11) e em maior aumento estruturas como vasos sanguineos no tecido
conjuntivo medular puderam ser observadas entremeando as trabéculas 6sseas (Figura 12).

A membrana de PVDF permitiu o crescimento de novas trabéculas 0sseas acima e
abaixo de sua estrutura, apesar de ndo apresentar intimo contato com o 0sso neoformado
como observado para a membrana de PTFE (Figura 13). Em maior aumento foi possivel
observar a presenca de tecido conjuntivo com vasos sanguineos entre as trabéculas de 0sso

neoformado entremeadas com tecido conjuntivo medular (Figura 14).
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Figura 7- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal do grupo controle que ndo
recebeu membrana. OR: 0sso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido
conjuntivo

Figura 8- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal do grupo controle que néo
recebeu membrana. OR: 0sso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido
conjuntivo
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Figura 9- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal do grupo ovarietomizado que
nao recebeu membrana. OR: 0sso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido

conjuntivo

800 um

Figura 10- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal do grupo ovarietomizado que
nao recebeu membrana. OR: osso remanescente; ON: 0sso neoformado e TC: tecido

conjuntivo
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Figura 11- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal ovariectomizado que
recebeu a membrana de PTFE. OR: 0sso remanescente e ON: 0sso neoformado

800 pm

Figura 12- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal ovariectomizado que
recebeu a membrana de PTFE. OR: o0sso remanescente; ON: 0sso neoformado e
TCM: tecido conjuntivo medular

— 3 5
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Figura 13- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal ovariectomizado que
recebeu a membrana de PVDF (TB - titanato de bario). OR: 0sso remanescente e ON:
0sso neoformado

Figura 14- Fotomicrografia do defeito 6sseo em animal ovariectomizado que recebeu
a membrana de PVDF. OR: osso remanescente; ON: 0sso neoformado, TC: tecido
conjuntivo e VS: vaso

o
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4.2 RESULTADOS DA ANALISE TOMOGRAFICA
Os resultados encontrados na anélise tomografica estdo representados nas Figuras 15
a22enas Tabelas2a7.
Ap0ds reconstrucdo por micro-CT, foi possivel observar nas imagens tridimensionais,
que a formacdo dssea nos defeitos dos grupos Controle e Ovariectomizado foi insignificante.
As imagens também evidenciaram que houve formacdo Ossea tanto grupo que recebeu a

membrana de PTFE como no que recebeu a membrana de PVDF (Figura 15).
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Figura 15- Imagem tridimensional (superior e pdstero-superior) dos defeitos désseos nos
diferentes grupos. Em A: Controle; B: Ovariectomizado; C: Membrana de PTFE e D: Membrana
de PVDF. Observa-se a pequena formacdo 6ssea em A e B (defeitos 0sseos que ndo receberam
membrana) e a maior formacéo 6ssea em C e D
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O valor médio do volume dsseo foi um pouco menor quando comparado o Grupo
PVDF com o Grupo PTFE, porém sem significancia estatistica. Tanto a membrana de PVDF
como a de PTFE induziram a um volume dsseo significativamente maior quando comparados
aos Grupos Controle e Ovariectomizado (OVX) (p<0,05) (Figura 16 e Tabela 2).

Figura 16- Volume 6sseo (mm®) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), PTFE e PVDF. * Indica
diferenca estatistica significante

Volume Osseo

10 -~
8 - *
*
N Controle

m 6 A 3
£ OVX
=

4 W PTFE

e PVDF

2 I
0

Tabela 2- Significancia (p) entre os grupos analisados
para o pardmetro volume 06sseo. Teste de Holm-Sidak

(p<0,05)
Volume Osseo
Grupos P
PTFEx C <0,001
PTFE x OVX <0,001
PVDF x C <0,001
PVDF x OVX 0,002
PTFE x PVDF 0,208
OVvXxC 0,443

Os Grupos que receberam a membrana de PTFE e PVDF apresentaram a superficie
Ossea significativamente maior quando comparados aos Grupos Controle e Ovariectomizado

(OVX) (p<0,05) (Figura 17 e Tabela 3).
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Figura 17- Superficie 6ssea (mm?) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu a membrana de
PTFE e que recebeu a membrana PVDF. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05)

Superficie Ossea

240 A
L3
RS
- x
200 - %
160 - Controle
~
€ = OVX
€ 120 -
W PTFE
80 ~
PVDF
W I
I
0

Tabela 3 - Significancia (p) entre os grupos analisados
para o parametro superficie dssea. Teste de Holm-Sidak

(p<0,05)
Superficie Ossea
Grupos P
PTFEx C <0,001
PTFE x OVX <0,001
PVDF x C <0,001
PVDF x OVX <0,001
PTFE x PVDF 0,144
OVXxC 0,265

O Grupo que recebeu a membrana de PVDF apresentou superficie dssea especifica
significativamente maior quando comparado aos grupos PTFE, Controle e Ovariectomizado
(OVX) (p<0,05) (Figura 18 e Tabela 4).
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Figura 18- Superficie 6ssea especifica (mm?mm®) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu
a membrana de PTFE e que recebeu a membrana PVDF. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05).

Superficie Ossea Especifica

70 -
60 - *—
—%

mE i Controle
£ 40 -
=~ 1 OvX
£ 30 I
£ W PTFE

20 -

PVDF
10 A
0

Tabela 4 - Significancia (p) entre os grupos analisados
para o parametro superficie Ossea especifica. Teste de
Holm-Sidak (p<0,05)

Superficie Ossea Especifica

Grupos P
PTFEx C 0,257
PTFE x OVX 0,119
PVDF x C <0,001
PVDF x OVX 0,001
PTFE x PVDF <0,001
OVXxC 0,632

Para o parametro numero de trabéculas, ndo houve diferenca estatistica entre os
Grupos que utilizaram as membranas PVDF e PTFE. Houve diferenca estatistica (p<0,05)
quando comparados 0s Grupos que receberam as membranas e os que nédo receberam (Figura
19 e Tabela 5).
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Figura 19- NUmero de trabéculas (1/mm) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu a
membrana de PTFE e que recebeu a membrana PVDF. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05)

Numero de Trabéculas
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E ovX
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Tabela 5 - Significancia (p) entre os grupos analisados
para o parametro nimero de trabéculas. Teste de Holm-
Sidak (p<0,05)

NUmero de Trabéculas

Grupos P
PTFExC <0,001
PTFE x OVX <0,001
PVDF x C <0,001
PVDF x OVX <0,001
PTFE x PVDF 0,280
OVvXxC 0,551

A espessura trabecular ndo foi afetada pela utilizagdo das membranas. Assim, ndo
houve diferenca estatistica quando comparados os animais dos grupos que receberam o0s

diferentes tipos de membrana e aqueles que ndo receberam (p=0,084) (Figura 20).
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Figura 20. Espessura trabecular (mm) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu a membrana
de PTFE e que recebeu a membrana PVDF.
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No parametro separagdo trabecular, os valores foram significativamente menores
para 0s Grupos PTFE e PVDF quando comparados com o Grupo Controle e Ovariectomizado
(OVX) (p<0,05) (Figura 21 e Tabela 6).

Figura 21- Separagdo trabecular (mm) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu a membrana
de PTFE e que recebeu a membrana PVDF. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05).
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Tabela 6 - Significancia (p) entre os grupos analisados
para o0 parametro separacdo trabecular. Teste de Holm-

Sidak (p<0,05)
Separagdo Trabecular
Grupos P
PTFEXC <0,001
PTFE x OVX <0,001
PVDF x C <0,001
PVDF x OVX <0,001
PTFE x PVDF 0,581

OVvXxC 0,958
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Para o parametro densidade de conectividade, o Grupo PVDF apresentou valor

significativamente maior quando comparado com os Grupos PTFE, Controle e

Ovariectomizado (OVX). O grupo PTFE também apresentou valor significativamente maior

qguando comparado aos grupos Controle e Ovariectomizado (OVX) (p<0,05), (Figura 22 e

Tabela 7).

Figura 22- Densidade de conectividade (1/mm?®) nos Grupos Controle, Ovariectomizado (OVX), que recebeu a
membrana de PTFE e que recebeu a membrana PVDF. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05)
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Tabela 7 - Significancia (p) entre os grupos analisados
para o pardmetro densidade de conectividade. Teste de
Holm-Sidak (p<0,05)

Densidade de Conectividade

Grupos P
PTFEXxC 0,001
PTFE x OVX 0,003
PVDF x C 0,001
PVDF x OVX 0,001
PTFE x PVDF 0,001

OVvXxC

0,269
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4.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL

4.3.1 INTEGRIDADE DO RNA

A integridade do RNA foi verificada previamente aos ensaios de PCR em tempo real
pela visualizagdo de duas subunidades ribossémicas caracteristicas de células eucaridticas
(18S e 28S). Como foi relatado anteriormente, essa andlise foi realizada por meio do aparelho
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Foram consideradas amostras viaveis para realizacdo do PCR em
tempo real aquelas que apresentavam valores de RIN superiores a 7,5 (escores variando de 0 a
10).

Figura 23- Ensaio de integridade do RNA ribossémico. Amostras 1-4 (PTFE); amostras 5-8 (PVDF).
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Figura 24- Eletroferograma do gel de integridade do RNA ribossdmico. Presenca dos picos referentes as
bandas 18S e 28S. Amostras 1-4 (PTFE); amostras 5-8 (PVDF)
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432 EXPRESSAO DE MARCADORES DE DIFERENCIAQAO
OSTEOBLASTICA POR PCR EM TEMPO REAL
As expressdes génicas do fator de transcricdo 2 com dominio Runt (RUNX2),
sialoproteina 6ssea (BSP), osteopontina (OPN), osterix (OSX) e ligante do receptor para a
ativacdo do fator nuclear kappa B (RANKL) foram afetadas frente aos diferentes tipos de
membrana utilizadas (p<0,05). Os resultados indicaram menores niveis de RNAm nas células
dos animais tratados com a membrana de PVDF (Figuras 25-29).

Figura 25- Expressao relativa de RUNX2 em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvérias
de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene
constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica
significante (p<0,05)
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Figura 26- Expressao relativa de BSP em células do tecido dsseo formado nos defeitos criados em calvérias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e séo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05)
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Figura 27- Expressdo relativa de OPN em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvarias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e sao apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica significante (p<0,05)
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Figura 28- Expressdo relativa de OSX em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvarias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo

(GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatisticamente significante
(p<0,05).
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Figura 29- Expressdo relativa de RANKL em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvérias
de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene
constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica
significante (p<0,05)
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As expressdes génicas da fosfatase alcalina (ALP) e da osteocalcina (OC) no Grupo

PVDF foram semelhantes quando comparadas com o Grupo PTFE (Figuras 30 e 31).

Figura 30- Expressdo relativa de ALP em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvarias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo
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Figura 31- Expressdo relativa de OC em células do tecido ¢sseo formado nos defeitos criados em calvérias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo
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A modulacédo do gene osteoprotegerina (OPG) foi significativamente maior no Grupo
PVDF quando comparada com o Grupo PTFE (Figura 32).
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Figura 32- Expressdo relativa de OPG em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvarias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e sao apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatististica significante (p<0,05)
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4.3.3 EXPRESSAO DE MARCADORES DE DIFERENCIACAO
OSTEOCLASTICA POR PCR EM TEMPO REAL
As expressdes génicas do receptor para a ativacdo do fator nuclear kappa B (RANK)
e da catepsina K (CTSK) no Grupo PVDF foram semelhantes quando comparadas com o
Grupo PTFE (Figuras 33 e 34).

Figura 33- Expressdo relativa de RANK em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvérias
de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene
constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média * desvio padrdo
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Figura 34- Expressao relativa de CTSK em células do tecido 6sseo formado nos defeitos criados em calvérias de
ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo
(GAPDH) e séo apresentados como média + desvio padrao
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As expressdes dos genes metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) e receptor para a
calcitonina (CALCR) foram significativamente maiores no Grupo PVDF quando comparadas
com o Grupo PTFE (Figuras 35 e 36).

Figura 35- Expressdo relativa de MMP-9 em células do tecido ésseo formado nos defeitos criados em calvarias
de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene
constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica
significante (p<0,05)
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Figura 36- Expressdo relativa de CALCR em células do tecido dsseo formado nos defeitos criados em calvarias
de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados pelo gene
constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média *+ desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica
significante (p<0,05)
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A razdo da expressdo génica entre o ligante do receptor para a ativacdo do fator
nuclear kappa B (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) foi significativamente menor no

Grupo PVDF quando comparada com o Grupo PTFE (Figura 37).

Figura 37- Expresséo relativa da razdo entre RANKL e OPG em células do tecido 6sseo formado nos defeitos
criados em calvarias de ratas e preenchidos com as membranas de PTFE e PVDF. Os dados foram normalizados
pelo gene constitutivo (GAPDH) e sdo apresentados como média + desvio padrdo. * Indica diferenca estatistica
significante (p<0,05)
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram neoformacdo 0ssea em
defeitos preenchidos com a membrana de PTFE e com a membrana de P(VDF-TrFE)/BT em
calvarias de ratas com modelo experimental para a osteoporose.

Neste estudo foi utilizado um modelo experimental para a osteoporose bastante
preconizado na literatura (FROST; JEE, 1992), pois as caracteristicas da perda dssea em ratas
ovariectomizadas sdo muito similares a das mulheres na pds-menopausa (KALU, 1991).

Por meio dos resultados histoldgicos e histomorfométricos obtidos neste estudo, foi
possivel observar a neoformacao éssea utilizando os dois tipos de membranas (CRUMP et al.,
1996; SALATA et al., 2001; LOPES et al., 2014). Um fato relevante é que a membrana de
P(VDF-TrFE)/BT favoreceu o crescimento de novas trabéculas dsseas acima e abaixo de sua
estrutura, o que ndo foi observado nos defeitos preenchidos com a membrana de PTFE
(LOPES et al., 2014). Contudo, ao contrario de Lopes et al. (2014) ndo foi observada a
presenca de tecido conjuntivo entre a membrana de P(VDF-TrFE)/BT e o tecido 0sseo,
sugerindo uma boa integracao entre o biomaterial utilizado e o tecido 6sseo (AMANO et al.,
2004). Outro fato importante é a auséncia de uma resposta inflamatoria na presenca da
membrana de P(VDF-TrFE)/BT, o que ndo foi observado em outros estudos in vivo que
utilizaram membranas Bio-Gide(®)-ALP (OORTGIESEN et al., 2012).

Para gquantificar a neoformacao 6ssea observada histologicamente, foi feita a analise
morfométrica, por meio das imagens tridimensionais obtidas com a utilizacdo de micro-CT
que é de alta precisao e seguindo os parametros preconizados na literatura (BOUXSEIN et al.,
2010). Quando comparadas as membranas de PTFE e P(VDF-TrFE)/BT, ambas induziram a
resultados semelhantes com relacdo aos parametros volume 6sseo, superficie 0ssea, nimero
de trabéculas, espessura e separacdo trabecular, o que demonstra que a membrana de P(VDF-
TrFE)/BT foi efetiva na formacédo 6ssea.

Outros grupos de pesquisa que investigam a biocompatibilidade de materiais também
observaram formacdo Ossea significativa em ratas ovariectomizadas apds a utilizacdo de
membranas de PTFE associada ao acido zoledrénico (farmaco, inibidor da reabsorcéo dssea
osteoclatica) (MARDAS et al., 2017) e substitutos 6sseos como o0 Bio-Oss e Biosilicato
(VAN HOUDT et al., 2015). Porém o mesmo ndo foi observado quando utilizadas
membranas coladgenas de origem bovina, onde 0s animais ovariectomizados apresentaram

volume 6sseo significativamente inferior (HIRATA et al., 2015). Em nosso estudo, para 0s
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parametros superficie 6ssea e nimero de trabéculas, os grupos que receberam as membranas
apresentaram valores significativamente maiores que 0s grupos que nédo utilizaram membrana,
demonstrando a influéncia positiva tanto da membrana de PTFE como a de P(VDF-TrFE)/BT
em animais osteoporéticos. De acordo com Weber et al. (2010) o PVDF-TrFE apresenta
citocompatibilidade e num formato tridimensional, poderia ser um material promissor capaz
de influenciar no comportamento e na proliferacdo celular, tanto in vivo e como in vitro.
Embora estes autores tenham realizado somente experimentos in vitro, eles sugerem que a
P(VDF-TrFE)/BT é um biomaterial com alto potencial e que deveria ser investigado ser
utilizado na engenharia tecidual in vivo. Em estudo anterior em cultura de células, Teixeira et
al. (2010) demonstraram que a membrana de P(VDF-TrFE)/BT favoreceu a adeséo celular,
proliferacdo e diferenciacdo de fibroblastos e queratindcitos quando comparada com a
membrana de PTFE. Apesar do fato de nossos resultados serem provenientes de experimento
in vivo, futuros estudos in vitro poderiam elucidar se a membrana de P(VDF-TrFE)/BT
também favoreceria 0s mesmos eventos celulares em animais osteoporéticos.

Outro importante parametro investigado por meio da analise microtomogréfica foi a
superficie dssea especifica, que é a razdo entre a superficie dssea e 0 volume 06sseo
(BOUXSEIN et al., 2010). Os maiores valores da superficie 0ssea especifica no grupo que
utilizou a membrana de P(VDF-TrFE)/BT estdo de acordo com os resultados de Teixeira et al.
(2011) que verificaram que a membrana de P(VDF-TrFE)/BT, in vitro, foi capaz de favorecer
a diferenciacdo osteoblastica de células obtidas de explantes de osso alveolar.

Neste estudo, a densidade de conectividade apresentou maior valor para 0 grupo
P(VDF-TrFE)/BT e estes foram significativos quando comparados a todos 0s outros grupos
deste estudo. A conectividade é uma medida topoldgica que conta o nimero de objetos como
por exemplo, as cavidade medulares totalmente circundadas por 0sso, bem como o nimero de
conexdes que devem ser quebradas para dividir a estrutura em duas partes. Esta medida deve
ser dividida pelo volume total, sendo mais apropriado chama-la densidade de conectividade
(ODGARD; GUNDERSEN, 1993). Portanto, pode-se inferir que o tecido 6sseo neoformado
pela membrana de P(VDF-TrFE)/BT é mais resistente que aquele formado pela membrana de
PTFE.

As alteracGes que a osteoporose pode produzir no metabolismo das células 6sseas
resultam da acdo de um conjunto diversificado de proteinas mobilizadas como resultado da
expressdo diferencial de seus respectivos genes. As pesquisas gendmicas procuram

compreender quais sd@o o0s papeis funcionais dos diferentes genes e de quais processos
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bioldgicos eles participam em um dado tecido frente a diferentes condigfes fisioldgicas,
patologicas ou ambientais (DONATE et al., 2013). Neste estudo, foi avaliada, a partir das
células presentes no defeito 6sseo, a expressao génica dos marcadores osteoblasticos RUNX2,
ALP, BSP, OC, OPN, OSX, OPG e RANKL dos marcadores osteoclasticos RANK, CTSK,
MMP-9 e CALCR.

Embora outros trabalhos tenham observado uma maior expressdao de RUNX2, OPN,
ALP, BSP e OC em células derivadas de osso alveolar cultivadas sobre a membrana de
P(VDF-TrFE)/BT (TEIXEIRA et al., 2011), nossos resultados ndo foram concordantes, pois
guando comparadas as duas membranas que foram utilizadas, verificou-se uma menor
expressdao de RUNX2, BSP, OPN, OSX e RANKL no grupo que recebeu a membrana de
P(VDF-TrFE)/BT. Nossos resultados também ndo corroboram com aqueles obtidos com
animais saudaveis que utilizaram os mesmos tipos de membranas em defeitos 6sseos de
calvarias, onde foram observadas expressfes génicas semelhantes e/ou significativamente
maiores no grupo que utilizou a P(VDF-TrFE)/BT (LOPES et al., 2014). Possivelmente a
menor expressao dos marcadores osteoblasticos possa ter ocorrido ndo devido a presenca da
membrana exclusivamente, mas devido as alteracdes sistémicas induzidas pela osteoporose,
pois a mesma influencia tanto no periodo inicial de reparagdo 6ssea quanto nos estagios mais
avangados (KUBO et al., 1999; NAMKUNG-MATTHAI et al., 2001), interferindo na taxa de
proliferacdo das células mesenquimais indiferenciadas e dos osteoblastos (TORRICELLI et
al., 2002). Apesar disso, assim como outros autores utilizando substitutos 6sseos (VAN
HOUDT et al, 2015) observou-se maior expressdo quantitativa de OPG, o que juntamente
com a repressdo de RANKL, sugere que a membrana de PVDF previne a reabsorcao éssea
devido a uma menor ativacdo local dos osteoclastos e consequentemente, menor taxa de
remodelacdo Ossea. Possivelmente, a atividade de reabsorcdo dos osteoclastos foi suprimida
por altas concentracGes de OPG. Além disso, a nivel molecular, a OPG diminui a expressao
de genes relacionados com reabsorcdo éssea por osteoclastos (FU et al., 2013). A razdo
RANKL/OPG em nosso estudo confirma a influéncia da membrana na modulacdo génica,
assim como visto no estudo de Lima et al. (2008). E importante ressaltar que a expressio
génica de ALP e OC foi semelhante nos dois grupos estudados, sugerindo que a mineralizacédo
do osso sob a membrana de P(VDF-TrFE)/BT foi semelhante aquele sob a membrana de
PTFE.

Em nosso estudo, apesar de haver uma formacéo 0ssea similar positiva na presenca

das duas membranas avaliadas, comportamentos diferentes foram observados em relacdo a
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modulacdo génica, com maior repressao dos genes associados a formacdo 0ssea ha membrana
de PVDF quando comparado com a PTFE. Outros trabalhos evidenciam o efeito positivo na
expressao quantitativa de genes na presenca de biomateriais como o Biosilicato, sem
formacdo dssea significativa (VAN HOUDT et al., 2015). O exato mecanismo deste efeito
ndo é claro, mas acredita-se que esta discrepancia possa estar relacionada com as propriedades
inerentes dos materiais utilizados. Os resultados microtomograficos mostraram que 0s
parametros de formacdo 6ssea analisados foram semelhantes possivelmente devido a presenca
do titanato de bario na membrana de PVDF que possui propriedades piezoelétricas. De acordo
com Baxter et al. (2010) as propriedades piezoelétricas ndo possuem um Unico modo de agéo,
mas € provavel que resulte da adsorcdo de proteinas, ions e outras moléculas sobre a
superficie do material, influenciando no processo de osteogénese.

Nossos resultados mostraram expressdes significativamente maiores de genes
relacionados a reabsorcdo 6ssea, como o MMP9, CALCR na presenca da membrana de
P(VDF-TrFE)/BT, quando comparado a membrana de PTFE e similaridade nas expressdes de
RANK e CTSK. A maior expressao de CALCR pode ter contribuido para a maior quantidade
de tecido d6sseo encontrado por meio da analise por micro-CT nos animais que receberam a
membrana de P(VDF-TrFE)/BT.



6. CoNCLUSOES
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6. CONCLUSOES

Em concluséo, a partir de todos os resultados obtidos, sugere-se que a membrana de
P(VDF-TrFE)/BT possa ser utilizada como uma alternativa na regeneracdo tecidual guiada,
sendo benéfica em condicdes sistémicas de distdrbios 6sseos, como a osteoporose, tornando-

se uma alternativa viavel dentro do campo dos biomateriais.
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ANEXOS

Anexo 1- Aprovagcdo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE OE SAO PAULO
FACULDADE DE DDONTOLOGHA DE RIBEIRAG PRETO

UNIVERSIDADE DE SA0 PAuLO

@ U FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO

GOMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS COMISSAO DE ETICA NO UsoO DE ANIMAIS

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Certificamos que o Protocolo n° 2014.1.157.58.4 sobre a pesquisa intitulada
“Efeito da membrana de Poli(Vinilideno-Trifluoretileno)/Titanato de Bario no reparo
de defeitos 6sseos em calvarias de ratas ovariectomizadas”, sob a responsabilidade
da Profa. Dra. Selma Siéssere, estda de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, USP, foi APROVADO em reuni&o da CEUA

de 16/04/2014 (totalizando 36 animais).

We certify that the protocol n® 2014.1.157.58.4 about the research entitied “The
effect of Poly(vinylidene-trifluoroethylene)/barium titanate composite in the repair
of bone defects in calvaria of ovariectomized rats”, under responsibility of Profa. Dra.
Selma Siéssere, is in accordance with the Ethical principles in animal research adopted
by the Animal Research Ethics Committee of the School of Dentistry of Ribeirdo Preto,

University of Sao Paulo, Brazil was approved in 16/04/2014 (totalizing 36 animals).

Ribeirao Preto, 16 de abril de 2014,

Profa.\Dra%miara De Rossi Daldegan

Coordenadora da CEUA — FORP/USP

CEUA- FORP/USP I
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Anexo 2- Congresso da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica
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Anexo 3- Publicacéo do artigo desta Tese no Journal of Materials Science: Materials in

Medicine além desta revista utilizar a nossa imagem histolégica como sua capa

Artigo “Poly(Vinylidene Fluoride-Trifluorethylene)/ barium titanate membrane promotes de
novo bone formation and may modulate gene expression in osteoporotic rat model” publicado
no periodico Journal of Materials Science: Materials in Medicine. Sendo também a capa da
revista - Volume 27, Issue 12, December 2016.




Anexos | 103

Anexo 4- Aprovacao de parte do Doutorado no exterior — Universidade de Surrey em

Guildford - Inglaterra

UNIVERSITY OF

Brasilia, 16 de Marco de 2017.
Prezado(a) Candidato(a) PRISCILLA HAKIME SCALIZE,

A Capes informa que o processo para Doutorado Sanduiche no exterior foi recomendado pela
Capes na analise dos documentos de inscrigao.

Informamos que iniciaremos os tramites de concessdo de sua bolsa, e que caso seja necessario
algum documento complementar, este sera solicitado pelo sistema Linha Direta
https://linhadireta.capes.gov.br/.

Para os candidatos com bolsa igual ou superior a 07 meses, solicitamos que acesse 0 sistema
SCBA (http://scba.capes.gov.br) para fornecer seus dados de endereco para que seja enviado o
cartdo de debito pelo Banco BB Américas. Para os bolsistas com periodo igual ou inferior a
06 meses ndo € necessario nenhum procedimento no momento.

O envio ¢ feito de forma antecipada para garantir o recebimento do cartdo em tempo habil.
Assim, ressaltamos que é de fundamental importancia o preenchimento dos dados de forma
correta a fim de evitar atrasos na entrega do cartdo pelo BB Americas no endereco informado.
Em caso de davidas ou ndo recebimento do cartdo de débito do Banco BB Americas, favor
acessar o site http://www.bbamericas.com.

Informacédo exclusiva para candidatos da modalidade Doutorado Sanduiche:
Reiteramos que o periodo maximo de financiamento do doutorado no Brasil por agéncia
publica de fomento é de 48 meses. A apuracdo do limite total da bolsa leva em
consideracdo: o programa matriculado atualmente, os programas que porventura tenha
feito anteriormente no mesmo nivel doutorado e o periodo

de doutorado sanduiche no exterior. Para os casos de adiamento ou antecipacdo do
periodo inicialmente solicitado, € necessario o envio de justificativa acompanhada de
nova Carta de Aceite do Orientador no Exterior, Orientador no Brasil, do Programa de
Pos-graduacéo e novo cronograma

Os documentos referentes as modalidades de bolsa Estigio Pds-Doutoral e Estagio Sénior

foram enviadas para o0 seu e-mail.
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Informamos que o envio antecipado ndo garante a implementacdo da bolsa que somente
ocorrera depois de atendidos todos os requisitos do Edital e suspensa qualquer bolsa
concedida por agéncias de fomento no pais.
Para que se evite transtornos ou perda de informac6es, solicitamos que todas as duvidas,
solicitacbes, envio de documentos, inclusive da w7desisténcia, quando for o caso, seja
enviado pelo sistema on-line https://linhadireta.capes.gov.br/.
Atenciosamente,
CAPES - Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Setor Bancéario Norte (SBN), Quadra 2, Bloco L, Lote 06
Edificio Capes - CEP:70.040-020 Brasilia - Distrito Federal

Atencdo: Esta mensagem foi enviada automaticamente pelo Sistema de Avaliagdo de

Propostas e nao deve ser respondida.
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Anexo 5-Trabalho apresentado: The Association for Veterinary Teaching and Research

Work — University of Surrey (Guildford - Inglaterra)

Honorary Secretary:

Matthew Denwood BVMS PhD FHEA MRCVS
Faculty of Health and Medical Sciences
University of Copenhagen

Grennegardsvej 8, 1870 Frederiksberg C
Denmark

Email: secretary@avtrw.co.uk

The Association for Veterinary
Teaching and Research Work

http://www.avtrw.co.uk

Certificate of Participation
This document certifies that:

Priscilla Hakime Scalize (University of Surrey)

participated in the 71st AVTRW Annual Conference, which was held on 12th-13th
September 2017 at the School of Veterinary Medicine, University of Surrey.

The poster presentation was entitled:

“Stereological Analysis of the Number of Osteocytes in Bone
Defects Performed on Wistar Ovariectomized Rats Using the Poly
(Vinylidene-Trifluoroethylene) / Barium Titanate Membrane”

Co-authors:
Karina Fittipaldi Bombonato Prado; Luiz Gustavo de Souza; Adalberto Luiz Rosa; Mércio Mateus
Beloti; Marisa Semprini; Rossano Gimenes; Adriana Luisa Gongalves de Almeida; Fabiola Singaretti
de Oliveira; Milla Sprone Tavares; Roger Rodrigo Fernandes; Sebastido Carlos Bianco; Simone
Cecilio Hallak Regalo; Antonio Augusto Coppi; and Selma Siessere

Priscilla also helped in the organisation of the event.

Signed by the honorary secretary on behalf of the AVTRW

2018 - 07.~17
Vv honorary secretary Date

The 2017 AVTRW conference was kindly sponsored by

the online MSc in Veterinary Epidemiology at the University
of Edinburgh:

http://iwww.ed ac.uk/vet/studying/postaraduate/taught-
programmes/veterinary-epidemiology

This new online MSc in Veterinary Epidemiology uses a
systems approach to learn about the fundamental drivers of
disease dynamics and patterns of infection seen in animal
host communities.

Veterina
Regrd

Be the first to read
the latest research

Sign up for
email alerts »

BVAO
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