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RESUMO

Biomateriais para reparo 6sseo sao compostos naturais ou sintéticos utilizados na
clinica médica e odontologica, que auxiliam e estimulam a reparagéo 6ssea. Devem
apresentar biocompatibilidade, biofuncionalidade, auséncia de toxicidade e
propriedades mecéanicas adequadas pos-implantacdo. As  bioceramicas
nanoestruturadas de fosfato de calcio e os nanocompdsitos com matriz de fosfatos de
calcio tem se destacado na area de biomateriais de reconstituicdo 6ssea pela sua
semelhanga quimica e cristalografica com a apatita 6ssea do esqueleto humano,
reforgando sua importancia na ortopedia, odontologia e regenerac¢ao do tecido 6sseo.
Apresentam caracteristicas microestruturais, nanoestruturais, microporosidade
interconectada e area superficial de graos diferenciadas dos biomateriais
convencionais. Independente do biomaterial desenvolvido, o primeiro nivel de testes,
dentro da avaliacdo de biocompatibilidade é a determinacéo da citotoxicidade in vitro.
Outro fator essencial na reparagcdo de tecido 6sseo lesado € a adequada
vascularizagc&o da regido. Alguns biomateriais apresentam a habilidade de estimular
a secrecgao de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico (FGF-2). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a citotoxicidade de biomateriais ceramicos de fosfato de calcio e
nanocompositos de matriz de fosfato de calcio em células de linhagem Vero, investigar
seus efeitos na expressao de fatores angiogénicos e a interagao célula-material em
cultura de fibroblastos bovinos. Foram testados os seguintes biomateriais:
hidroxiapatita (HA) (1100°C/2h); e os nanocompésitos HA/SiO2 5% (1100°C/2h);
HA/ZrOz2 5% (1100°C/2h) e HA/MgO 1% (1100°C/2h). Nos resultados de viabilidade
celular obtidos por meio do ensaio colorimétrico MTT e curva de crescimento
constatou-se que os biomateriais testados se mostraram biocompativeis. A analise da
interacao célula-material feita por microscopia eletronica de varredura mostrou a
adesdo dos fibroblastos na superficie dos biomateriais testados, reforcando sua
caracteristica de biocompatibilidade. Os nanocompésitos HA/SiO2 5% e HA/ZrO2 5%
induziram a expresséo de VEGF e FGF-2 apds o cultivo dos fibroblastos com o extrato
desses biomateriais por 72 horas, o que sugere seu potencial para utilizagdo como
estimuladores da angiogénese em reparo 6sseo.

Palavras-chave: Cultura de Células. Moduladores da Angiogénese. Ceramicas de
Fosfato de Calcio. Nanocompdsitos.






ABSTRACT

Biomaterials for bone repair are natural or synthetic compounds used in medical and
dental clinics, which aid and stimulate bone reparation. They must have
biocompatibility, biofunctionality, absence of toxicity and adequate post-implantation
mechanical properties. The nanostructured calcium phosphate bioceramics and the
calcium phosphate matrix nanocomposites have been prominent in the biomaterials
area of bone reconstitution due to their chemical and crystallographic similarity to the
human skeletal bone apatite, reinforcing their importance in orthopedics, dentistry and
bone tissue regeneration. They have microstructural, nanostructural, interconnected
microporosity and grain surface area differentiated from conventional biomaterials.
Regardless of the biomaterial developed the first level of tests within the
biocompatibility assessment is the determination of in vitro cytotoxicity. Another
essential factor in the repair of damaged bone tissue is the adequate vascularization
of the region. Some biomaterials have the ability to stimulate the secretion of
angiogenic factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic
fibroblast growth factor (FGF-2). The aim of this work was to evaluate the cytotoxicity
of calcium phosphate ceramics and calcium phosphate matrix nanocomposites in Vero
cells, investigate their effects on the expression of angiogenic factors and the cell-
material interaction in bovine fibroblasts culture. The following biomaterials were
tested: hydroxyapatite (HA) (1100 °C/2h); the nanocomposites HA/SiO2 5% (1100
°C/2h); HA/ZrO2 5% (1100 ° C/2h) and HA/MgO 1% (1100 °C/2h). In the cell viability
results obtained by means of the MTT colorimetric assay and growth curve it was
verified that the tested biomaterials were biocompatible. The analysis of the cell-
material interaction made by scanning electron microscopy showed fibroblasts
adhesion on the surface of the tested biomaterials reinforcing its characteristic of
biocompatibility. The nanocomposites HA/SiO2 5% and HA/ZrO2 5% induced the
expression of VEGF and FGF-2 after fibroblast culture with the extract of these
biomaterials for 72 hours, suggesting its potential for use as angiogenesis stimulators
in bone repair.

Keywords: Cell culture. Angiogenesis Modulators. Calcium Phosphate Ceramics.
Nanocomposites.
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1 INTRODUGAO

O aumento da expectativa de vida da populagdo associado com a procura por
uma melhor qualidade de vida tem conduzido ao desenvolvimento cientifico e
tecnolégico nas diferentes areas do conhecimento, na busca de satisfazer os
interesses sociais e pessoais. As ciéncias exatas e bioldgicas vém contribuindo para
essa melhoria, através do desenvolvimento de materiais adequados para a
substituicdo e restauracéo de tecidos lesados (DOROZHKIN, 2007).

O tecido 6sseo apresenta grande poder de regeneragédo, mas em situagdes em
que ocorrem danos teciduais extensos, infecgbes, tumores e defeitos congénitos, a
resposta do organismo é insuficiente para uma reparagdo completa da lesao,
necessitando da aplicagdo de enxertos para auxiliar na reconstrugdo desse tecido
(KAMITAKAHARA et al., 2008).

O autoenxerto, onde o material a ser implantado é retirado do préprio individuo,
ainda € considerado como padrdo ouro quando se refere a aplicagao clinica de
enxertos biolégicos (CARSON & BOSTROM, 2007), porém sua disponibilidade restrita
associada com a necessidade de um procedimento cirurgico adicional, dor e risco de
infeccao acabam por limitar sua utilizagdo. Também sao utilizados os aloenxertos,
definidos como substitutos 6sseos obtidos de outro individuo da mesma espécie, com
limitagbes relacionadas ao risco de infecgdo bacteriana e viral, rejeicdo e
disponibilidade de tecido (KAMITAKAHARA et al.,, 2008). Portanto, os materiais
sintéticos tém sido amplamente estudados de modo a substituir o uso de enxertos
bioldgicos.

Os materiais de fosfato de calcio tém se destacado na area de biomateriais de
reconstrugdo Ossea pela sua semelhanga quimica e cristalografica com a apatita
O0ssea do esqueleto humano, reforgando sua importancia na ortopedia, odontologia,
fixagdo de implantes e reparagao do tecido 6sseo (YUASA et al., 2004; CAMARGO et
al., 2007; CAMARGO et al., 2014a). As ceramicas de fosfato de calcio se apresentam
como potenciais substitutos dsseos principalmente devido a sua biocompatibilidade,
bioatividade e caracteristicas osteocondutivas (HENCH, 1998; JUN et al., 2003).

A utilizagdo de matérias primas naturais para a obtengdo de carbonatos de
calcio, precursor dos fosfatos de calcio, € de interesse cientifico, comercial e
tecnoldgico, pois esses materiais naturais provém de fontes renovaveis. Contudo, sua

origem natural, pode gerar uma variagdo em suas propriedades fisicas e quimicas.
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Essas possiveis variacbes podem influenciar na bioatividade e biocompatibilidade
desses novos biomateriais desenvolvidos (SILVA, 2018).

Biomateriais nanoestruturados de fosfato de calcio e nanocompdsitos com
matriz de fosfato de calcio com adicdo de materiais como Al203, SiO2 ou TiOz, tem
sido extensivamente estudados e demonstram resultados promissores em aplicacdes
na area traumatologica, ortopédica e odontoldgica, tais como reparagao de tecido
0sseo lesado e fixagdo de implantes (KUMTA et al., 2005; CAMARGO et al., 2007b;
CAMARGO et al., 2009). Biomateriais nanocompdésitos, que possuem nanoparticulas
dispersas dentro da matriz de hidroxiapatita, podem ter sua bioatividade melhorada,
contribuindo significativamente com os processos de reparagdo do tecido dsseo
lesado (JUN et al., 2003; KIM et al., 2002; VISWANATH & RAVISHANKAR, 2006).

Independente do material desenvolvido, para serem utilizados na pratica
meédica, esses biomateriais precisam atender alguns requisitos basicos como:
biocompatibilidade, biofuncionalidade e capacidade de induzir a formag¢ao de um novo
tecido no individuo (GINEBRA et al.,, 1996). O primeiro nivel de teste dentro da
avaliacao de biocompatibilidade de um biomaterial € a determinagao da citotoxicidade
in vitro (ISO 10993-5, 2009). Em comparagao com as investigagdes in vivo, os estudos
in vitro sao mais facilmente controlados e apresentam melhor reprodutibilidade, além
de diminuir o uso de animais em testes (FRESHNEY, 2000). O cultivo de células in
vitro € uma valiosa técnica para se estudar os mecanismos pelos quais biomateriais
podem ou n&o produzir reagdes adversas em nivel celular e investigar as interagbes
célula-biomaterial (WENNBERG et al., 1979; SELVAKUMARAN & JELL, 2005).

Um dos testes mais utilizados para avaliacdo da citotoxicidade in vitro € o MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio), que avalia a atividade mitocondrial,
onde somente células viaveis conseguem converter o sal amarelo MTT em cristais de
formazan, de cor purpura. Essa producado de formazan é entdo quantificada através
da leitura da densidade Optica das amostras.

A proliferagéo celular obtida pela contagem do numero de células e curva de
crescimento em determinado periodo de tempo também pode ser utilizada como
parametro para avaliagdo de citotoxicidade (FRICAIN et al., 2002). O estudo do
comportamento e viabilidade celular in vitro apés contato com biomateriais é
fundamental para o seu uso racional e seguro na pratica meédica, auxiliando na

melhoria da qualidade de vida das pessoas.
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Além do biomaterial de reparacdo 6ssea apresentar biocompatibilidade é
importante que ele se mostre capaz de estimular a liberagao de fatores angiogénicos
celulares, que sao essenciais para a formagcdo de uma adequada vascularizagao,
permitindo a completa e mais rapida reparacdo do tecido 6sseo lesado. No tecido
06sseo normal os vasos sanguineos transportam oxigénio, nutrientes e fatores soluveis
essenciais para varios tipos celulares, além de retirar os metabdlitos e didxido de
carbono (KANCZLER & OREFFO, 2008). A angiogénese é considerada um processo
essencial no reparo de fraturas Osseas, e a formagdo do novo tecido 6sseo é
altamente dependente de uma adequada vascularizagcdo (GLOWACKI, 1998;
CARANO & FILVAROFF, 2003; KANCZLER & OREFFO, 2008). Varios fatores
angiogénicos estdo envolvidos na promog¢éo da angiogénese, dentre eles o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico
(FGF-2) (KERAMARIS et al., 2008; MURAMAKI & SIMONS, 2008).

Com o interesse de dispor de substitutos ésseos com melhor seguranga e
eficacia para testes in vivo em animais e posterior aplicagdo em humanos, este
trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a citotoxicidade e a expressao dos fatores
angiogénicos de biomateriais ceramicos de fosfato de calcio e nanocompdésitos de

matriz de fosfato de calcio para uso em reparacao ossea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo de Células

A cultura de tecidos animais in vitro teve seus primeiros experimentos
realizados em 1882 por Sydney Ringer, com o desenvolvimento da solugao de Ringer,
uma solucao de sal balanceada semelhante a dos fluidos corporais, que com sucesso
manteve coragdes de sapos batendo apos a disseccgéo e remogao do corpo (RINGER,
1882; RINGER, 1883). Ross Harrison e Alexis Carrel foram os precursores em estudos
do comportamento de células animais sem interferéncias sistémicas. Harrison, em
1907, mostrou que fibras nervosas podem ser mantidas vivas em uma solugao salina,
fora do organismo animal (NICHOLAS, 1960). Carrel, em 1912, cultivou com sucesso
células de embrides de galinha utilizando plasma sanguineo de galinha e depois
células de mamiferos. Também desenvolveu um protétipo do frasco de cultura celular
que é utilizado nos dias atuais e estabeleceu a técnica de manipulacdo asséptica
(CARREL, 1923; WITKOWSKY, 1980).

Em 1952 George Gey e colegas estabeleceram uma linhagem continua de
células derivadas de carcinoma cervical humano, retirada de Henrietta Lacks,
largamente utilizada em pesquisas médicas, que ficou conhecida como células Hela
(GEY et al., 1952). A partir do desenvolvimento dessa linhagem infinita, ndo se fazia
mais necessaria a coleta de tecidos animais em cada experimento, permitindo aos
pesquisadores realizar estudos com a mesma populagado celular homogénea. Isso
permitiu que as diferengcas entre os diferentes meios de cultura se destacassem,
levando ao desenvolvimento rapido de meios de culturas avangados e mais
adequados as necessidades celulares (YAO & ASAYAMA, 2017).

O primeiro meio de cultura definido para células animais, chamado de meio
essencial minimo (MEM), foi descrito por Harry Eagle, em 1955, e continha 13
aminoacidos, 8 vitaminas, glicose e 6 sais (EAGLE, 1959). Em 1959, Renato Dulbecco
realizou modificagdes no MEM de acordo com o tipo celular desejado e o proposito do
cultivo, sendo chamado de DMEM, meio essencial minimo modificado por Dulbecco
(DULBECCO, 1959).

A maioria dos cultivos celulares necessita de suplementagdo de soro em seu
meio de cultivo. Ele serve como fonte de aminoacidos, proteinas, vitaminas,

carboidratos, lipideos, fatores de crescimento, necessarios para estimular a divisao
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celular. O soro fetal bovino (SFB) é o soro mais popular e utilizado, é rico em fatores
de crescimento e contém pequenas quantidades de y-globulinas que possuem
atividade inibidora do crescimento celular (LYNCH, 2008; YAO & ASAYAMA, 2017).
Devido as preocupacdes cientificas e éticas, estudos vem buscando substituir o SFB
por outros suplementos ou pelo uso de componentes quimicos definidos adicionados
em meios de cultivo celular livres de soro (GSTRAUNTHALER, 2003).

A cultura de células refere-se a células isoladas do tecido original ou de
linhagem celular, obtidas por desagregagdo enzimatica, mecanica ou quimica
(SLOCUM, 1981). Uma grande variedade de células animais pode ser cultivada e
manipulada in vitro, incluindo fibroblastos, osteoblastos, musculo cardiaco e liso,
tecido epitelial, células nervosas e varios tipos de células tumorais (MERTEN, 2006).
Os fibroblastos sdo um dos tipos celulares animais mais utilizados devido a facilidade
de isolamento e cultivo (RAAB et al., 2014).

O ciclo de crescimento de células em cultura é dividido em trés fases: (a) Fase
Lag, onde ocorre pequeno crescimento no volume celular, sem aumento no numero
de células. E uma fase de adaptacdo na qual as células repdem elementos de
superficie e da matriz extracelular. Também ocorre producdo de DNA polimerase,
seguido de sintese de DNA e proteinas estruturais. (b) Fase Log, esta fase é o periodo
de crescimento exponencial do numero de células, formando camadas celulares
confluentes. (c) Fase Plateau, nesta fase toda a superficie de crescimento da placa
esta ocupada e todas as células estdo em contato com as células ao redor. A cultura
entra em fase estacionaria com diminuicdo da atividade mitdtica. Esta redugcao da
multiplicacao celular se da pelo contato célula-célula, falta de nutrientes e fatores de
crescimento e reduzida capacidade de dispersao celular (HAYFLICK & MOORHEAD,
1961; FRESHNEY, 2000; OYELEYE et al., 2016).

Células diploides (2n) normais apresentam um potencial limitado de divisbes
em cultura, um evento chamado de senescéncia celular (HAYFLICK & MOORHEAD,
1961). Em células somaticas humanas sabe-se que o comprimento ou integridade dos
teldbmeros refletem a capacidade mitética in vitro. Os teldbmeros previnem a
degradacgao e a fusdo dos cromossomos. Ocorre um encurtamento de cinquenta a
duzentos pares de bases no DNA telomérico a cada fase S de replicacdo do DNA.
Quando o DNA do telédmero atinge um comprimento meédio de quatro a sete mil pares
de bases, a divisdo celular € suspensa irreversivelmente em células somaticas
humanas normais (HARLEY et al, 1990).
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Em células tumorais, células germinativas e células transformadas em
laboratério, o comprimento do teldmero € mantido pela enzima telomerase, que é
capaz de replicar sequéncias terminais dos teldmeros, estendendo a vida util dessas
células infinitamente (KIM et al., 1994; BODNAR, et al., 1998; FRESHNEY, 2000).
Esta enzima contém um componente catalitico proteico chamado transcriptase
reversa da telomerase (TERT) e um componente de RNA e atua adicionando
repeticdbes de DNA teloméricos diretamente no fim do cromossomo (COLLINS &
MITCHELL, 2002). A maioria das células normais ndo expressa a TERT ou a expressa
em niveis muito baixos que nao sao capazes de prevenir o encurtamento do teldbmero
(EFFROS et al., 2003; MASUTOMI et al., 2003).

O aprimoramento do cultivo celular ocorreu devido a fatores como a produgéao
de vacinas antivirais, o estudo de neoplasias e os testes de toxicidade e eficacia de
drogas. Outro grande estimulador do avango nas pesquisas relacionadas a cultura
celular foi a preocupacao em substituir ao maximo o uso de animais em experimentos
pelos testes in vitro (FRESHNEY, 2000; SHAY & WRIGHT, 2000).

2.2 Tecido Osseo

O tecido 6sseo € o componente principal do esqueleto, fornece suporte para os
tecidos moles e protege 6rgéos vitais. Abriga a medula 6ssea, formadora das células
do sangue e funciona como depdsito de calcio, fosfato, magnésio, potassio, entre
outros ions, realizando seu armazenamento ou liberacdo de maneira controlada
conforme a necessidade (RODAN, 1992).

O tecido ésseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células
e material extracelular calcificado, a matriz éssea. Seus principais constituintes s&o:
células (osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos); material orgénico (colageno,
glicosaminoglicanos); cristais inorganicos (hidroxiapatita) (HENCH, 2005). Os
osteoblastos sintetizam a parte organica da matriz 6ssea e se localizam na sua parte
periférica, sdo capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da mineralizagao
da matriz. Os osteoclastos sdo células que reabsorvem o tecido ésseo, participando
da remodelacao dssea. Os ostedcitos sdo células dsseas maduras envolvidas pelos
cristais de hidroxiapatita, que se situam em lacunas no interior da matriz (RODAN,
1992; HENCH, 2005).
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A parte inorganica representa cerca de 67% do peso da matriz 6ssea. Os ions
predominantes sdo o fosfato e o calcio, que formam o constituinte mineral mais
importante, a hidroxiapatita. A associagéo da hidroxiapatita com as fibras colagenas &
responsavel pela dureza e resisténcia do tecido ésseo (AFONSO, 1998).

2.3 Fraturas e Reparo Osseo

As fraturas 0sseas representam frequentes e significativos problemas clinicos,
pela complexidade do seu tratamento e evolugdo, e econdmicos, pelos gastos
envolvidos. No tecido ésseo fraturado, ocorre hemorragia, pela lesdo dos vasos
sanguineos, destruicdo de matriz e morte de células O0sseas. Para seu reparo e
remodelacdo € necessaria a interagéo entre fatores mecanicos e biolégicos (CLAES
et al., 2012; LICHTE et al., 2015). Dentre os fatores biolégicos estéo:

- Inflamacao: é a primeira e fundamental etapa para o reparo do tecido 6sseo lesado
(MARSELL & EINHORN, 2011). Durante a inflamagédo ocorre infiltragdo de células
inflamatorias como neutréfilos e macréfagos juntamente com a secregéo de citocinas
e fatores de crescimento (MEDZHITOV, 2008). Os neutréfilos sdo recrutados nas
primeiras horas da lesao e secretam moléculas pré-inflamatérias, como a interleucina-
6 (CLAES et al., 2012; EMING et al., 2017). Essa molécula atrai os macrofagos, que
removem os coagulos e restos celulares da matriz, também recruta mondcitos e
leucocitos, que secretam citocinas, fatores osteogénicos e angiogénicos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013; WU et al., 2013). Porém, a inflamagao também
pode trazer consequéncias indesejaveis, incluindo a ativagao de resposta fibrética,
que vai ocasionar acumulo exagerado de colageno, podendo debilitar a fungéo
tecidual (EMING et al., 2017).

- Recrutamento Celular: além das células inflamatérias, as células tronco
mesenquimais (MSC) também sao recrutadas ao local onde a fratura 6ssea ocorreu,
e sdo fundamentais para que ocorra a reparagao do tecido, através da sua proliferagao
e diferenciagdo em células osteogénicas (SHIRLEY et al., 2005; MARSELL &
EINHORN, 2011).

- Angiogénese: € o processo pelo qual novos vasos sanguineos sao formados a partir
de vasos pré-existentes e tem como fungao reestabelecer o aporte de nutrientes e
minerais para que ocorra a regeneragado do tecido o0sseo lesado (PARDUE et al.,
2008).
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- Diferenciagao Osteogénica: as células tronco recrutadas para o local da fratura se
diferenciam em condrdcitos e osteoblastos que participam da formacgao do calo ésseo.
(WANG et al., 2016). O tecido 6sseo é formado por ossificacdo intramembranosa,
endocondral ou uma mistura de ambos. Na ossificagdo intramembranosa as células
tronco precursoras se proliferam e diferenciam diretamente em osteoblastos. Na
ossificagao endocondral, ocorre a diferenciacdo em condrdcitos que secretam a matriz

cartilaginosa; o tecido 6sseo se formara a partir dessa cartilagem (SHAPIRO, 2008).

2.4 Angiogénese e Reparo Osseo

O processo de formagdo de novos vasos sanguineos, denominado
angiogénese, é indispensavel para o reparo do tecido lesado, pois fornece adequado
aporte de oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento, permite o recrutamento de
células e a remocao de metabdlitos (CARANO & FILVAROFF, 2003; SARAN et al.,
2014). A chegada de calcio e fosfato que contribuem para a mineralizag&o do tecido
0sseo também depende de uma adequada vascularizacdo (SARAN et al., 2014;
STEGEN et al., 2014). Stegen et al. (2014) citam que estudos acerca dos processos
celulares e moleculares envolvidos na cascata angiogénica podem auxiliar no
tratamento de fraturas ésseas principalmente nas situagdes em que se tem uma
resposta angiogénica limitada ou insuficiente, como em casos de fraturas com grande
dano vascular.

Hausman et al. (2001) demostraram em seu estudo que a inibicdo da
angiogénese durante o reparo de fratura 6ssea em ratos resultou na formagao de
tecido fibroso no local. Portanto, tratamentos que visam promover a vascularizagao
dos tecidos lesados tém gerado bons resultados de modo a acelerar a resposta do
organismo e a regeneragao do tecido (STEGEN et al., 2014).

Varios fatores angiogénicos importantes, incluindo o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e fator de crescimento fibroblastico (FGF), tem sido
relacionados com a promogao da angiogénese (CARANO & FILVAROFF, 2003).

2.4.1 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

O VEGF é o fator angiogénico mais importante e melhor caracterizado, tem

como fungdo aumentar a permeabilidade vascular e induzir a angiogénese normal e
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angiogénese em tecidos 6sseos lesionados. A familia de fatores de crescimento do
VEGF é uma das mais importantes familias de citocinas envolvidas na angiogénese
(ZHANG et al., 2010). O VEGF interage com um ou varios receptores tirosina quinase,
receptores VEGF-1, 2 e 3 e com correceptores (STUTTFELD & BALLMER-HOFER,
2009).

O VEGF ¢é essencial para a formacdo e reparo durante o processo de
regeneracao 0ssea, atraindo e promovendo a proliferagdo de células endoteliais e
aumentando a migragéo e diferenciagdo dos osteoblastos (MIDY & PLOUET, 1994;
BOULETREAU et al., 2002; STEGEN et al., 2014). O VEGF é produzido por varias
células, incluindo fibroblastos, células endoteliais, macréfagos, células musculares
lisas, condrocitos e osteoblastos (GERBER et al., 1999; JOSKO, et al., 2000).

Os osteoblastos tanto sintetizam o VEGF como sao células alvo da acdo desse
fator de crescimento (MIDY & PLOUET, 1994; GERBER & FERRARA, 1999;
BOULETREAU, et al., 2002). O VEGF também estimula o recrutamento,
sobrevivéncia e atividade dos osteoclastos, sendo necessario na reabsor¢céo 6ssea
durante a ossificacdo endocondral (ENGSIG et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2000).

2.4.2 Fator de Crescimento Fibroblastico (FGF)

Os FGFs sao fatores de crescimento polipeptidicos que apresentam diversas
atividades biologicas, como a mediagcdo da proliferagao, diferenciagdo e migracéo
celular. Sao sintetizados por células endoteliais, células musculares lisas, células da
glia e fibroblastos (BASILICO & MOSCATELLI, 1992). Chiou, et al. (2006)
demonstraram em seu estudo que a adicdo do fator de crescimento fibroblastico
basico (FGF-2) em cultura primaria de células tronco mesenquimais manteve o
potencial osteogénico, adipogénico e condrogénico das células.

A maioria dos FGFs medeiam suas respostas bioldgicas através da ligagéao a
receptores de superficie tirosina quinase especificos, os receptores FGF, e
correceptores (JOHNSON et al., 1990; THISSE & THISSE, 2005). Os FGFs
promovem a angiogénese também de maneira indireta coordenando a agao de outros
fatores de crescimento, incluindo o VEGF (MURAMAKI & SIMONS, 2008).

Os FGFs sao moléculas pleiotropicas com atividade mitogénica ndo somente
em células endoteliais, mas também em uma grande variedade de outros tipos

celulares, incluindo condrdcitos, fibroblastos e osteoblastos. A pleiotropia permite que
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o FGF atue na angiogénese através da regulagédo de varias interagdes célula-célula
(GOSPODAROWICZ et al., 1978; MIDY & PLOUET, 1994; MURAMAKI & SIMONS,
2008).

2.5 Materiais Substitutos Osseos

Como visto anteriormente, o tecido Osseo apresenta grande poder de
regeneragdo, mas em situagbes em que se tem lesbGes de grande extensao,
decorrentes principalmente de acidentes, infecgdes, tumores e defeitos congénitos, a
resposta do organismo € insuficiente para uma reparagao completa do tecido, sendo
necessario o uso de enxertos, que podem ser biolégicos ou sintéticos.

Os enxertos biologicos se dividem em: autoenxertos, que sdo obtidos de outro
local saudavel no mesmo individuo. Os aloenxertos séo retirados de um individuo
diferente, porém, da mesma espécie que o receptor. Ja no xenoenxerto o tecido a ser
implantado é retirado de um individuo diferente e de espécie diferente que o receptor
(KAMITAKAHARA et al., 2008).

O sucesso destes enxertos € limitado por problemas relacionados a
disponibilidade do enxerto, estado do paciente, localizacdo e tamanho do defeito
0sseo, infecgao viral ou bacteriana e integridade biomecanica (CONSTANTINO et al.,
1991; KAMITAKAHARA et al., 2008). Diante destas limitagbes, o desenvolvimento e
0 uso de enxertos sintéticos, ou biomateriais, se tornam uma alternativa importante

aos enxertos bioldgicos (KOLK et al., 2012).

2.5.1 Biomateriais

A utilizacdo de materiais ndo biolégicos no corpo humano visando substituir
alguma estrutura iniciou na pré-historia, principalmente com o uso de implantes
dentarios primitivos compostos de ouro, conchas marinhas, ferro, entre outros
(RATNER et al., 2004). O periodo da segunda guerra mundial foi determinante para o
desenvolvimento dos materiais substitutos ésseos, devido a necessidade de tratar as
sequelas fisicas decorrentes de acidentes e desastres (VON RECUM & LABERGE,
1995; RATNER et al., 2004).

Para Yuan et al. (2006) um dos principais objetivos da ciéncia dos biomateriais

€ desenvolver materiais que tenham a capacidade de reparar, aumentar ou substituir
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tecidos ou 6rgaos quando necessario. Os biomateriais disponiveis no mercado estéo
continuamente sendo estudados e otimizados no que diz respeito as suas
propriedades quimicas, mecanicas e de arquitetura, buscando mimetizar as
caracteristicas 0sseas do esqueleto (YUAN et al., 2006).

Segundo conceito criado na Conferéncia da Sociedade Europeia de
Biomateriais, em 1976, e, atualizado recentemente, biomaterial pode ser definido
como um material desenvolvido para interagir com sistemas biologicos, de modo a
avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, érgédo ou fungdo do corpo
(O’BRIEN, 2011).

Para que um material possa ser utilizado como biomaterial substituo ésseo ele
precisa atender a alguns requisitos basicos como:

- Biocompatibilidade: conceitualmente refere-se a habilidade do biomaterial em
desempenhar sua fungao na terapia médica, sem provocar efeitos locais ou teciduais
indesejaveis no individuo, mas gerando a resposta celular ou tecidual mais apropriada
para a situagao (WILLIAMS, 2008). O’'Brien (2011) cita que um material biocompativel
permite a adesao, multiplicagdo e migragéo celular em sua superficie, provocando
uma reacgao imune insignificante, que evita a rejeicdo do material pelo organismo.

- Biodegradabilidade: com o avancar das pesquisas na area de biomateriais buscou-
se o0 desenvolvimento de materiais biodegradaveis, que apds sua dissolugado pelo
tecido hospedeiro, possam ser absorvidos e utilizados pelas células para formagao de
sua propria matriz extracelular (O'BRIEN, 2011; PIRES et al., 2015).

- Propriedades Mecéanicas: devem ser adequadas a aplicacido para que o biomaterial
foi indicado e qualquer variacdo das propriedades mecanicas decorrente da sua
degradagdo in vivo deve ser compativel com o processo de reparagdo e
reestabelecimento do local de implantagdo do material (OLIVEIRA et al., 2010).

- Porosidade: é importante que o material apresente em sua estrutura poros abertos
com geometria interconectada e grande superficie de area, permitindo a invaséo e
multiplicagao celular dentro dos poros, o que facilitara a neovascularizagéo do tecido,
assim como, permitira a difusdo de nutrientes e gases e remogédo de metabdlitos
gerados pela atividade celular (SALGADO et al., 2004). O tamanho dos poros possui
importancia pois se forem muito pequenos pode ocorrer oclusdo desses pelas células,
evitando penetracdo celular, produgdo de matriz extracelular e vascularizagdo das
areas internas. Por outro lado, poros muito grandes podem prejudicar as propriedades
mecanicas do material (YANG, et al., 2001; MOUR et al., 2010).
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- Osteoconducgéo: € a propriedade em que o material permite a proliferagao e migragao
de células Osseas e capilares através da superficie e estrutura tridimensional do
material implantado (CALORI et al., 2011). A osteoconducdo € determinada
principalmente pelas caracteristicas de porosidade do material (LE GEROS, 2002).

- Osteoinducdo: é o processo no qual as células tronco e osteoprogenitoras séo
recrutadas ao local lesionado e sdo estimuladas a passar pela diferenciacao
osteogénica (ELIAZ & METOKI, 2017).

Biomateriais utilizados em aplicag¢des clinicas incluem polimeros (policloreto de
vinila, polietileno, biopolimeros), metais (aco inoxidavel, ligas a base de cobalto-
cromo, titanio), ceramicas (fosfatos de calcio, alumina, zircénia), compdsitos
(biomateriais constituidos por duas ou mais fases distintas micrométricas) e
nanocompaositos (formados por uma fase micrométrica e outra nanométrica ou ainda

duas fases nanométricas) (PIRES et al., 2015).

2.5.2 Bioceramicas

Durante as ultimas décadas, houve avancos no desenvolvimento de materiais
biomédicos, incluindo materiais ceramicos para reparo e reconstrugao éssea. Sua
aplicacao na medicina tem se expandido juntamente com o aumento do niumero de
publicacdes e patentes e a realizagdo de conferéncias relacionadas ao tema
(DOROZHKIN, 2010).

As bioceramicas sdo materiais inorganicos classificados de acordo com as
fases presentes em suas composi¢des: (a) monoliticos, formados por uma uUnica
composi¢cdo quimica; (b) compdsitos que s&o constituidos por dois ou mais
constituintes quimicos distintos dentro de uma matriz ceradmica (BELLINI, 2007).

As bioceramicas de matriz de fosfato de calcio microporosas se destacam por
apresentarem uma arquitetura e constituicdo mineralégica semelhante a da estrutura
o0ssea (DOS SANTOS, 2009). A tensdo de compresséo e resisténcia a fadiga dos
biomateriais microporosos dependem do volume total de poros do biomaterial
(HENCH, 1991).

Os biomateriais ceramicos podem ser classificados de acordo com a sua
interagdo com o tecido hospedeiro, como bioinertes, bioativos e absorviveis. Materiais
bioinertes, como a alumina e a zircbnia, mantém suas propriedades fisicas e

mecanicas enquanto implantadas e n&o ocasionam reatividade dos tecidos.
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Ceramicas bioativas sdo aquelas que provocam uma resposta bioldgica especifica na
interface do material, resultando na formagao de uma ligagéo entre o tecido ésseo e
o material implantado. Os fosfatos de calcio e os biovidros estdo entre os exemplos
desta classe. Os materiais absorviveis, como a hidroxiapatita e o trifosfato de calcio,
sofrem degradacéo gradual ao longo do tempo e sdo lentamente substituidos pelo
tecido em formagao (HENCH & BEST, 2013).

2.5.3 Bioceramicas de Fosfato de Calcio

As bioceramicas de fosfato de calcio se destacam como biomateriais de
reparacao ossea devido a sua excelente biocompatibilidade e ndo toxicidade de seus
componentes quimicos, além de apresentar as propriedades de osteoconducio e
osteoindugcdo em algumas espécies animais. (KUMTA, 2005; YUAN et al, 2006;
WANG et al, 2014).

Essa classe de biomateriais destaca-se também pela sua semelhanga quimica
e cristalografica com a apatita biologica, reforgcando sua importancia na ortopedia,
odontologia, fixagao de implantes e reparagao do tecido 6sseo lesado (YUASA, 2004;
CAMARGO, 2014).

As bioceramicas de fosfato de calcio se classificam principalmente nas
composicdes hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH)2) e trifosfato de calcio nas formas
polimorficas a e B (Cas(POa)2), que tém elevado potencial osteoindutivo (PIRES et al.,
2015).

Pesquisas mostram que composicoes bioceramicas obtidas de matérias primas
naturais fornecem pos de fosfatos de calcio com microestrutura microporosa formada
por finos graos (SIVAKUMAR et al., 1996), o que contribui para a adesao celular em
sua superficie (KAMITAKAHARA et al., 2008). Dentre estas matérias primas naturais
pode-se citar o osso bovino liofilizado, corais, algas e conchas calcarias. Uma
desvantagem do osso bovino é o fato de ser um material xen6geno (origem de espécie
diferente) que pode desencadear reagdes imunologicas e inflamatérias no hospedeiro
(SIQUEIRA, 2009; ALMEIDA, 2010). As bioceramicas obtidas de corais e outras
espécies marinhas apresentam potencial em aplicagcdes médicas no reparo de tecido
0sseo lesado e liberagdo controlada de medicamentos (DEMERS et al., 2001;
CLARKE & WALSH, 2014).
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2.5.3.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita é o principal componente presente na fase mineral dos 0ssos
e dentre os fosfatos de calcio é, sem duvida, a mais estudada e utilizada para fins
clinicos devido a sua biocompatilidade, bioatividade, capacidade de neoformacgao
O0ssea e auséncia de toxicidade (YOSHIKAWA & MYOQOUI, 2005; ELIAZ & METOKI,
2017). Como biomaterial, apresenta vantagens como a rapida adaptagéo 6ssea, n&o
formacéo de tecido fibroso, reduzido tempo de cicatrizacédo e intima adesao entre o
implante e o tecido (PIRES et al., 2015). A limitagdo da hidroxiapatita esta relacionada
a sua baixa solubilidade (ELIAZ & METOKI, 2017). Porém, em formulag¢des
nanomeétricas (com tamanho de grdos menores que 100nm) a hidroxiapatita apresenta
solubilidade superior e melhores propriedades osteogénicas de neoformagéo éssea
quando aplicada in vivo (CAMARGO et al., 2014).

2.5.4 Oxido de Zircénia (ZrO2)

A zircbnia € uma das ceramicas mais utilizadas, principalmente como material
alternativo a alumina na fabricacdo de préteses de quadril e joelho (PICONI &
MACCAURO, 1999). E considerada um material inerte, apresentando resisténcia
mecanica e térmica (SHI et al., 2006, HISBERGUES et al., 2008). A zircbnia é um
material biocompativel in vitro e in vivo, auxiliando na formagao 6ssea (MARQUES et
al., 2013).

De modo a buscar uma melhora nas propriedades deste material, alguns
grupos de pesquisa estdo testando a zircbnia como segunda fase associada aos

fosfatos de calcio.

2.5.5 Oxido de Silica (SiO2)

A silica é um material inerte no organismo, biocompativel, bioativo e com
excelente estabilidade quimica (VALLET-REGI, 2006; TANG et al, 2014). Evidéncias
indicam que ela participa do processo de mineralizagdo do tecido 6sseo em
desenvolvimento e sintese de colageno (JUGDAOHSINGH, 2007). Ela ja tem sido

utilizada em nanocompdsitos para cimentos 6sseos (REE & CHOI, 2002) e quando
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incorporada em biomateriais melhora seu potencial osteogénico, in vivo e in vitro (HAN
et al., 2013; TANG et al, 2014).

Biomateriais contendo silica em sua composicao tém sido alvo de pesquisas
para aplicagdes biomédicas, nas areas de formacéao tecidual, buscando incrementar
a bioatividade dos materiais (HAN et al., 2013).

2.5.6 Oxido de Magnésio (MgO)

O Magnésio é importante na formacgao da apatita biolégica, presente na parte
mineral dos 0ssos e € um dos metais necessarios para o metabolismo (SARIS et al.,
2000). E considerado biocompativel e atoxico (VORMANN, 2003; WOLF &
CITTADINI, 2003; LI et al., 2004).

Esse Oxido apresenta efeito significante na diferenciagdo de células
osteoblasticas, e a sua rapida biodegradacao libera ions no tecido vivo, resultando na
estimulagcdo das células locais para agirem na formagao do tecido 6sseo (SEZER,
2018).

2.5.7 Nanocompdésitos

A nanotecnologia refere-se a sintese e caracterizagdo de materiais com
tamanho de particulas e graos inferiores a 100nm (CATLEDGE et al., 2002). Os
biomateriais nanoestruturados sdo uma nova classe de biomateriais que podem
oferecer novas caracteristicas de propriedades mecanicas, quimicas e bioldgicas
superiores aos biomateriais microestruturados convencionais (CHEN & WEBSTER,
2011). Esses materiais tém se destacado na medicina regenerativa pois apresentam
caracteristicas nanométricas semelhantes as da matriz extracelular natural,
ocasionando melhor integragcado com os tecidos biolégicos (WEI & MA, 2008; CHEN &
WEBSTER, 2011).

Os nanocompadsitos sdo materiais constituidos de uma maneira geral de uma
ou muitas fases descontinuas dispersas dentro de uma fase continua (matriz), sendo
a fase descontinua (segunda fase) de ordem nanométrica e apresentando
caracteristicas mecanicas superiores a da matriz. Quando existem muitas fases
descontinuas de natureza diferentes, dispersas dentro da fase continua, o material
nanocomposito € chamado de hibrido (CAMARGO, 1995).
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A adigdo de uma segunda fase descontinua na forma de nanoparticulas dentro
de uma fase continua denominada matriz ceramica pode ter como interesse duas
possibilidades: a) modificar as caracteristicas da microestrutura, da nanoestrutura e
da superficie de graos e microporos, procurando melhorar a solubilidade, a adeséo e
proliferagdo celular na superficie de grdos e microporos dos nanomateriais; b)
melhorar as propriedades mecanicas, minimizando o problema de fratura fragil da
matriz ceramica. (CORREA, 2013).

A incorporagao de uma segunda fase na forma de nanoparticulas na matriz de
hidroxiapatita pode melhorar as caracteristicas de microporosidade, capilaridade,
molhabilidade, aumentar o valor da area superficial de grdaos e de microporos,
fornecendo condicbes favoraveis a adesio e proliferacdo celular na superficie de
graos e microporos, e, consequente neoformagdo oOssea (CAMARGO, 2007;
CAMARGO, 2012).

Nanocompésitos de matriz ceramica de HA sao a nova geragao de biomateriais
apresentando caracteristicas nanoestruturais com uma interface com grénulos e
microporos, mostrando-se promissores em aplicacdes biomédicas no reparo de tecido
O0sseo lesado, pois facilitam a adesao e proliferacdo celular na sua superficie e
microporos (CAMARGO, 2012; CORREA, 2013).

2.6 Ensaio In Vitro: Citotoxicidade

Os biomateriais que serao utilizados na clinica médica devem passar por
avaliagdes bioldgicas de modo a determinar sua toxicidade resultante do contato dos
componentes do material com cultivos celulares e com o organismo vivo. Os materiais
testados n&do podem produzir efeitos adversos locais ou sistémicos e serem
carcinogénicos. Quando se escolhe um teste para avaliacdo bioldgica deve-se levar
em consideracao as caracteristicas quimicas do material a ser testado, assim como a
frequéncia e exposicdo no organismo receptor. Um dos principais testes de
biocompatibilidade de biomateriais € a determinagdo da citotoxicidade in vitro (ISO
10993-5, 2009).

Em comparagcao com testes in vivo, os estudos in vitro sdo mais facilmente
controlados, financeiramente acessiveis e apresentam melhor reprodutibilidade. A
realizacdo de ensaios in vitro ainda permite a redugdo no numero de animais

utilizados, o que é tendéncia nas pesquisas atualmente (FRESHNEY, 2000).
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O cultivo de células é uma ferramenta adequada para se conhecer os
mecanismos pelos quais biomateriais podem produzir reacbes adversas em nivel
celular (WENNBERG, 1979). Efeitos citotoxicos ocasionados pelos materiais testados,
como lise celular, mudancas no crescimento e na permeabilidade da membrana
celular podem ser verificados em ensaios in vitro (LYGRE et al., 1995). Vale ressaltar
que a experimentacao in vitro nao substitui o subsequente estudo in vivo. Ambos s&o
necessarios para um adequado esquema de testes de potenciais biomateriais
(KIRKPATRICK, 1990).

A avaliacao de citotoxicidade pode ser feita através de testes qualitativos, onde
se avalia a morfologia das células; ou quantitativos, que se caracterizam pela
avaliacdo das células mortas, inibicdo do crescimento celular e proliferacao celular.
(1ISO 10993-5, 2009).

Existem trés métodos de contato para realizar a avaliacdo de citotoxicidade de
um biomaterial: contato direto, no qual o material fica em contato direto com as células;
contato indireto, no qual o material fica sobre camada de agar que esta sobre as
células e os possiveis produtos toxicos podem se difundir no agar; e teste por
extragao, que utiliza um solvente (meio de cultura) em contato com o material por um
determinado periodo de tempo, liberando produtos de sua decomposicdo no meio,
para posterior contato com as células e assim avaliar sua toxicidade (ISO 10993-5,
2009).

Conforme a ISO 10993-5 (2009), que descreve a metodologia dos testes
utilizados para verificacao da citotoxicidade in vitro de dispositivos médicos, um dos
testes que podem ser realizados é o teste colorimétrico de citotoxicidade chamado
MTT. Desenvolvido por Tim Mosmann (1983), o teste se baseia no uso do sal brometo
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) para avaliar a atividade de uma
enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. A reducdo do MTT, de cor
amarelada, a um produto insoluvel de cor purpura, decorrente da formacao de cristais
de formazan ocorre apenas em ceélulas viaveis (com mitocéndrias ativas), refletindo o
estado funcional da cadeia respiratdria celular. A quantidade de cristais de formazan
formados e consequente intensidade da coloracdo purpura sdo diretamente
proporcionais ao numero de células viaveis presentes. A densidade optica (OD)
resultante do teste MTT é determinada em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).
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2.7 Andlise da Expressao Génica pela Técnica da Reagdao em Cadeia da

Polimerase Quantitativa em Tempo Real

Os genes possuem a fungéo de codificar proteinas especificas e as proteinas
ditam a fungédo celular. A expressdo de um determinado gene em uma célula
eucariotica envolve alteragdes na cromatina, para possibilitar a sua transcrigao e gerar
o RNA mensageiro, que sera transportado para o citoplasma, onde ocorrera a
tradugao dele em uma proteina (ZAHA, 2014).

As pesquisas com analise de expressdo génica, em diversas espécies sob
condi¢gdes experimentais especificas, vém gerando grande quantidade de
informagdes que permitem um melhor entendimento de processos celulares e
fisiologicos (MORGANTE & BLAWIG, 2016). A técnica mais utilizada para analise da
expressao génica, por meio da quantificagdo do RNA mensageiro, € a Reagao de
Transcricdo Reversa seguida da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(RT-gPCR). Esta técnica apresenta simples execugédo e maior sensibilidade quando
comparada com outros métodos tradicionais (ZEMTSOVA et al., 2015).

Inicialmente é preciso sintetizar uma cadeia complementar de DNA (cDNA) a
partir do RNA mensageiro extraido da amostra. Em seguida é realizada a técnica de
gPCR que une a amplificagdo exponencial de um fragmento de DNA especifico com
métodos de quantificagédo, por meio de medidas da fluorescéncia associada a sintese
de um produto amplificado, ou amplicon, ao longo dos ciclos da PCR (MORGANTE &
BLAWIG, 2016). As etapas desta técnica sdo essencialmente as mesmas da PCR
convencional. Primeira etapa: ocorre a desnaturacdo do DNA em fitas simples por
aquecimento da placa; segunda etapa: anelamento dos primers a sequéncias
complementares nas fitas simples de DNA; terceira etapa: extensdo de novas fitas
complementares, pela acdo de uma enzima DNA polimerase termoestavel, resultando
em um aumento exponencial do niumero de amplicons ao longo dos ciclos (MULLIS,
1990).

Na gPCR esse aumento é registrado em tempo real por meio da detecg¢ao do
sinal fluorescente emitido por um fluoréforo, exemplo o SYBR™ Green. A intensidade
deste sinal é diretamente proporcional a quantidade de amplicons acumulados ao
longo dos ciclos, que varia em fungédo da quantidade inicial do DNA alvo da amostra
(MORGANTE & BLAWIG, 2016).
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2.8 Microscopia Eletronica de Varredura

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) € um dos mais importantes
instrumentos disponiveis para a observagdo em alta resolugdo de caracteristicas
microestruturais de objetos sdlidos. O MEV apresenta as imagens da amostra de
maneira tridimensional devido a grande profundidade de campo, fornecendo
informagdes sobre a morfologia das amostras, complementando as imagens obtidas
com a microscopia optica (DEDAVID et al., 2007).

A avaliagao da adeséo e proliferacao celular sobre o biomaterial também ¢é de
grande importancia para verificar a biocompatibilidade. Ela pode ser feita através do
MEV, permitindo observar a interagdo das células com o material avaliado
(MARQUES et al., 2002; OSATHANON et al., 2008). Também permite observar as
interconexdes entre os poros (OSATHANON et al., 2008; YU et al., 2008) e visualizar

a interface entre materiais implantados e o osso (Nl et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e expresséo de fatores angiogénicos de biomateriais
ceramicos de fosfato de calcio e nanocompadsitos de matriz de fosfato de calcio para

uso em reparagao 6ssea

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a proliferacdo e viabilidade celular apés contato com o extrato dos
diferentes biomateriais ceramicos de fosfato de calcio e nanocompdsitos de matriz de
fosfato de calcio.

- Avaliar a interacdo célula-material através de microscopia eletrbnica de
varredura apos o cultivo das células com as pastilhas dos biomateriais testados.

- Avaliar a expresséo génica de fatores angiogénicos (VEGF e FGF-2) pelas

células apos contato com o extrato dos diferentes biomateriais testados.
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4 ARTIGO 1

Avaliacao da Citotoxicidade e Efeitos Angiogénicos de Bioceramicas de
Fosfato de Calcio e Nanocompdsitos de Fosfato de Calcio/Silica para Uso em

Reparagdo Ossea

RESUMO

Biomateriais para reparo 6sseo sao compostos naturais ou sintéticos utilizados na
medicina e odontologia, que auxiliam e estimulam a reparagdo Ossea. Devem
apresentar biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e propriedades mecanicas
adequadas pos-implantagao. As bioceramicas nanoestruturadas de fosfato de calcio
tem se destacado na area de biomateriais de reparagao 6ssea pela sua semelhanca
quimica e cristalografica com a apatita éssea do esqueleto humano, reforgcando sua
importancia na ortopedia, odontologia, fixacdo de implantes e reparacéo do tecido
O0sseo. Estes biomateriais apresentam caracteristicas micro e nanoestruturais,
microporosidade interconectada e area superficial de gréos diferenciadas dos
biomateriais convencionais. Independente do biomaterial desenvolvido, o primeiro
nivel de testes, dentro da avaliacdo de biocompatibilidade € a determinacdo da
citotoxicidade in vitro. A angiogénese é considerada um processo essencial no reparo
de fraturas ésseas e a formacao do novo tecido 6sseo é altamente dependente de
uma adequada vascularizagdo. Alguns biomateriais apresentam a habilidade de
estimular a expressao de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico (FGF-2). Este trabalho teve o
objetivo de avaliar a citotoxicidade de biomateriais ceramicos de fosfato de calcio e
nanocompdsitos de matriz de fosfato de calcio em células de linhagem Vero e
investigar seus efeitos na expressao de fatores angiogénicos e a interagdo célula-
material em cultura de fibroblastos bovinos. Foram testados os seguintes biomateriais:
hidroxiapatita (HA) (1100°C/2h) e o nanocompdésito HA/SiO2 5% (1100°C/2h). Nos
resultados de viabilidade celular obtidos por meio do ensaio colorimétrico MTT e curva
de crescimento constatou-se que os biomateriais testados se mostraram
biocompativeis. A analise da interacéo célula-material feita por microscopia eletrénica
de varredura mostrou a adesdo dos fibroblastos na superficie dos biomateriais
testados, reforcando sua caracteristica de biocompatibilidade. Os nanocompdésitos
HA/SiO2 5% induziram a expressdo de VEGF e FGF-2 apos cultivo dos fibroblastos
com o extrato do biomaterial por 72 horas, o que sugere seu potencial para utilizagao
como estimuladores da angiogénese em reparo 0sseo.

Palavras-chave: Cultura de Células. Moduladores da Angiogénese. Ceramicas de
Fosfato de Calcio. Nanocompdsitos.
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Evaluation of Cytotoxicity and Angiogenic Effects of Calcium Phosphates
Bioceramics and Calcium Phosphates/Silica Nanocomposites for Use in Bone
Repair

ABSTRACT

Biomaterials for bone repair are natural or synthetic compounds used in medicine and
dentistry which support and stimulate bone repair. They must have biocompatibility,
absence of toxicity and appropriate mechanical properties after implantation.
Nanostructured calcium phosphate bioceramics have been prominent in the area of
biomaterials of bone repair due to their chemical and crystallographic similarity to the
human skeleton apatite, reinforcing its importance in orthopedics, dentistry, implant
fixation and repair of bone tissue. These biomaterials present micro and nanostructural
characteristics, interconnected microporosity and grain surface area differentiated
from conventional biomaterials. Regardless of the biomaterial developed the first level
of tests within the biocompatibility assessment is the determination of in vitro
cytotoxicity. Angiogenesis is considered an essential process in the repair of bone
fractures and the formation of new bone tissue is highly dependent on adequate
vascularization. Some biomaterials have the ability to stimulate the expression of
angiogenic factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast
growth factor (FGF-2). This work aimed to evaluate the cytotoxicity of calcium
phosphate and calcium phosphate matrix nanocomposites in Vero cells and to
investigate their effects on the expression of angiogenic factors and cell-material
interaction in bovine fibroblast culture. The following biomaterials were tested:
hydroxyapatite (HA) (1100 °C/2h) and 5% HA/SiO2 nanocomposite (1100 °C/2h). In
the cell viability results obtained by means of the MTT colorimetric assay and growth
curve it was verified that the tested biomaterials were biocompatible. The analysis of
cell-material interaction made by scanning electron microscopy showed the adhesion
of the fibroblasts on the surface of tested biomaterials, reinforcing its characteristic of
biocompatibility. The nanocomposite HA/SiO2 5% induced the expression of VEGF
and FGF-2 after culturing the fibroblasts with biomaterial extract for 72 hours,
suggesting their potential for use as angiogenesis enhancer in bone repair.

Keywords: Cell culture. Angiogenesis Modulators. Calcium Phosphate Ceramics.
Nanocomposites.
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4.1 Introdugao

Os ossos sdo importantes estruturas que realizam a sustentagdo do corpo,
protegem os orgaos internos e armazenam ions importantes para o metabolismo,
como o calcio e fosforo (KAMITAKAHARA et al., 2008). O reparo de grandes defeitos
0sseos provocados por trauma, infecgdes ou tumores representa um grande desafio
na clinica ortopédica e odontologica (CALORI et al., 2011). Estima-se que no ano de
2020 a incidéncia de desordens 6sseas tera dobrado (AMINI et al., 2012).

O tecido dsseo possui alta capacidade de reparacédo quando lesionado, porém,
quando se trata de um dano extenso ou complicagdes pds-traumaticas, a utilizagao
de enxertos naturais ou sintéticos € necessaria (KAMITAKAHARA et al., 2008;
CALORI et al., 2011; WANG, et al., 2014).

Os autoenxertos, que sao provenientes do proprio individuo, ainda sao
considerados como padrao ouro quando se refere a aplicagao clinica de enxertos
biologicos (CARSON & BOSTROM, 2007), porém sua disponibilidade restrita
associada com a necessidade de um procedimento cirurgico adicional, dor e risco de
infeccdo acabam por limitar sua utilizacdo (SILBER et al. 2003). Também sao
utilizados os aloenxertos, que sao obtidos de outro individuo da mesma espécie, com
limitagdes relacionadas ao risco de infecgdo bacteriana e viral, rejeicdo e
disponibilidade de tecido (KAMITAKAHARA et al., 2008). Estas complicagdes clinicas
acabam por desestimular a aplicagéo clinica destes enxertos biolégicos, ao mesmo
tempo que estimulam o desenvolvimento de materiais sintéticos avancados que
superem estas limitagdes (SUN et al. 2017).

As ceramicas de fosfato de calcio se destacam na area de biomateriais de
reconstrugdo Ossea pela sua semelhanga quimica e cristalografica com a apatita
Ossea do esqueleto humano, reforgando sua importancia na ortopedia, odontologia,
fixagao de implantes e reparagao do tecido 6sseo (YUASA et al., 2004; CAMARGO et
al., 2007a; CAMARGO et al.,, 2014a; CAMARGO et al.,, 2014b). Dentre as
caracteristicas que colocam estas ceramicas como potenciais substitutos 6sseos
estdo a sua biocompatibilidade, bioatividade e caracteristicas osteocondutivas
(HENCH, 1998; JUN et al., 2003). As bioceramicas de fosfato de calcio se classificam
principalmente nas composig¢des hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH)z2) e trifosfato de calcio
nas formas polimorficas a e B (Cas3(PO4)2), que tém elevado potencial de
biodegradacgao (PIRES et al., 2015).
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Biomateriais nanocompdsitos de matriz de fosfato de calcio, que apresentam
nanoparticulas dispersas dentro de uma fase continua de hidroxiapatita, podem ter
sua bioatividade melhorada, contribuindo significativamente com os processos de
reparagao do tecido 6sseo lesado (KIM et al., 2002; JUN et al., 2003; VISWANATH &
RAVISHANKAR, 2006). Biomateriais de fosfato de calcio de ordem nanométrica e
nanocompositos com matriz de fosfato de calcio com adigdo de materiais como
alumina (Al203), silica (SiO2), zirconia (ZrOz2) ou titanio (TiO2), tem sido alvo de
pesquisas e demonstram resultados promissores em aplicagcbes na area
traumatoldgica, ortopédica e odontoldgica, tais como reparagdo de tecido désseo
lesado e fixagdo de implantes (KUMTA et al., 2005; CAMARGO et al., 2007b;
CAMARGO et al., 2009).

A silica € um material biocompativel, bioativo e com excelente estabilidade
quimica (VALLET-REGI 2006; TANG et al, 2014). Diferentes biomateriais contendo
silica em sua composigao apresentaram melhorias nas propriedades de osteoindugao
e osteocondugao (XYNOS et al, 2000; TANG et al, 2014). Biomateriais contendo silica
em sua composi¢cao tém sido alvo de pesquisas para aplicagbes biomédicas, nas
areas de reparagao tecidual e também como carreadores de farmacos (VALLET-
REGI, 2008).

O adequado suprimento sanguineo no local de implantagéo do biomaterial pode
melhorar a integracdo do tecido e a performance do implante (MUSCHLER et al.,
2004). A angiogénese é considerada um processo essencial no reparo de fraturas
Osseas e a formacao do novo tecido 6sseo é altamente dependente de uma adequada
vascularizagao (GLOWACKI, 1998; CARANO & FILVAROFF, 2003; KANCZLER &
OREFFO, 2008). Varios fatores angiogénicos estdo envolvidos na promogédo da
angiogénese, dentre eles o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator
de crescimento fibroblastico basico (FGF-2) (KERAMARIS et al., 2008; MURAMAKI &
SIMONS, 2008). Uma nova estratégia para otimizar a reparagao éssea tem sido
estudada onde se utilizam os biomateriais como estimuladores da angiogénese
(CHEN et al., 2015).

Apds o disposto acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade, a
interacdo célula-material e os efeitos angiogénicos de ceramicas de fosfato de calcio

e nanocompositos de fosfato de calcio/silica para uso em reparacao éssea.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Obtencdo das Bioceramicas de Fosfato de Calcio e Nanocompésitos de
Matriz de Fosfato de Calcio

As bioceramicas de fosfato de calcio e os nanocompdsitos utilizados no
presente trabalho foram elaborados pelo Grupo de Pesquisa em Biomateriais da
UDESC/CTT - Joinvile e sao formados pelas seguintes composigoes,
respectivamente: hidroxiapatita (HA) e HA/SiO2 5%, obtidos da sinterizagdo a
temperatura de 1100 °C/2h (Tabela 1). Ambos os materiais se apresentam sob a forma

de granulos (Figura 1-A) e pastilhas (Figura 1-B).

Tabela 1 — Biomateriais utilizados no experimento de acordo com a forma, composi¢ao

e temperatura de sinterizagao.

Forma Composigao Temperatura de Sinterizacao
Granulos HA 1100 °C/2h
Granulos HA/SiO2 5% 1100 °C/2h
Pastilhas HA/TCP-B 4% 1100 °C/2h
Pastilhas HA/SiO2 5% 1100 °C/2h

Legenda: HA- hidroxiapatita; SiO2- 6xido de silicio (silica) ; TCP-- trifosfato de calcio beta.
Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2017.

Figura 1 - Biomaterial no formato de granulos (A) e pastilha (B)

Fonte: A autora, 2017.

4.2.2 Preparo de Meios para Cultivo Celular

O meio utilizado para o cultivo e manipulagdo das células foi o DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) High glucose D1152 (Sigma-Aldrich Co., St.
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Louis, MO, EUA), contendo 25 mM de HEPES e 4,5 g/L de glicose, adicionado de 26
mM de NaHCOs3, 0,2 mM de piruvato de sodio, 65 mg/L de penicilina sédica (Sigma-
Aldrich Co.), 50 mg/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co.), e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell®, Campinas, SP). Para
a indivualizagao das células foi usada solugéo isoténica de 0,05% de Tripsina 1:250
(BD Difco®, 215240, Franga) contendo 0,6 mM de EDTA.

Os meios e solugdes utilizados no experimento foram preparados com agua
ultrapura tipo | (Direct-Q, Milli-Q) e filtrados utilizando-se um filtro descartavel com
membrana de 0,22 micrdbmetros e armazenados a 4 °C até o momento de sua

utilizacao.

4.2.3 Obtencao e Manutengao das Células

Para os testes de citotoxicidade e curva de crescimento celular foram utilizadas
células de linhagem Vero gentilmente cedidas pelo laboratério de Parasitologia e
Doencgas Parasitarias do CAV/UDESC, Lages. Essas células foram criopreservadas
em criotubos em DMEM com 10% de SFB e 10% de DMSO, em nitrogénio liquido, no
Centro de Diagnéstico Microbiolégico Animal (CEDIMA) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias CAV-UDESC.

Para as analises de expressao génica de fatores angiogénicos e interagao
célula-material foram utilizadas linhagens celulares finitas de fibroblastos bovinos do
banco de células do CEDIMA. Essas células foram obtidas através de explante apos
biépsia auricular de uma fémea bovina da ragca Flamenga, e criopreservadas com 10%
de DMSO em criotubos em nitrogénio liquido a -196 °C (URIO, 2012).

Os criotubos contendo as células Vero e fibroblastos congelados foram
retirados do botijado de nitrogénio liquido e colocados em banho-maria a 37 °C por
aproximadamente 1 minuto. Em seguida, o conteudo do criotubo foi transferido para
um tubo de fundo conico com capacidade de 15 mL, o qual continha 2 mL de DMEM
+ 10% de SFB a 37 °C. O tubo foi centrifugado a 526 g por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O pellet de células foi ressuspenso em 1 mL de DMEM
+ 10% de SFB para a contagem celular pelo método de exclusdo de células mortas
por coloragao com azul de Tripan a 0,4% (FRESHNEY, 2000).

Apds a contagem e deposigdo de 5x10° células por placa de cultivo de 60 mm,

as células eram cultivadas em DMEM acrescido de 10% de SFB, e mantidas na
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incubadora a 37 °C com 5% de CO2 em ar e atmosfera com umidade saturada, até
atingirem a confluéncia maxima de 70%, quando era realizada a transferéncia para
garrafas de 25 cm? para multiplicagdo ou para placas de 24 ou 96 pogos para serem

utilizadas nos experimentos.

4.2.4 Preparo do Extrato dos Biomateriais em Granulos

Os extratos foram obtidos por meio da imersdo dos granulos de cada
biomaterial em meio DMEM com 10% de SFB, em tubos de fundo cdnico com
capacidade de 50 mL (TPP, Trasadingen, Suiga) (Figura 2), numa concentragéo de
200 mg/mL, por 24 h em incubadora a 37 °C sob agitagdo. Apds a incubagéo a mistura
foi centrifugada a 200 g por 10 minutos e o sobrenadante coletado e esterilizado por
fitracdo em filtro com membrana de 0,22 upm. Os extratos permaneceram
armazenados na geladeira a 4 °C até a sua utilizacdo nos testes de curva de

crescimento, MTT e express&o angiogénica.

Figura 2 — Granulos de Biomaterial (seta) Imersos em DMEM com 10% de SFB

Fonte: A autora, 2017.

4.2.5 Determinacgao da Curva de Crescimento Celular

A curva de crescimento celular tem como objetivo avaliar a proliferagdo das
células em determinado periodo de tempo. Para obtengao da curva, as células Vero
foram depositadas na densidade de 1x10* células por pogo em placas de 24 pocos,
com 1,9 cm? cada pogo (TPP, Trasadingen, Suiga). Os extratos dos biomateriais foram
testados em triplicata, assim como o grupo controle. Logo apds a deposi¢cao das

células foi acrescentado 1 mL do extrato de biomaterial acrescido de 10% de SFB, e
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no grupo controle foi utilizado 1 mL do meio DMEM + 10% de SFB. As contagens
foram realizadas as 24 h, 48 h e 72 h pés-cultivo.
Para a realizacido da leitura foi retirado o extrato do biomaterial ou meio de

cultivo dos pocos e as células individualizadas com a adi¢ao de 500 pL de tripsina a
0,05% a 37 °C. Para a inativagao da tripsina foi acrescentado 1 mL de meio DMEM +
10% de SFB e este volume transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado
por 5 min a 419 g. Em seguida da centrifugagao e formagéo do pellet de células, o
sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 uL de meio de cultivo com 10% de SFB
para ressuspensdo das células. As células eram homogeneizadas e feita a
determinagao da concentragao celular pelo método de azul de Tripan a 0,4%, sendo
as leituras realizadas na camara de Neubauer. Todos os tratamentos foram feitos em
triplicata.

A analise estatistica dos dados da curva de crescimento foi feita utilizando o
teste de Dunnett (p< 0.05), através do Proc Univariate e Proc GLM do software
estatistico SAS (University Edition).

4.2.6 Determinagao da Citotoxicidade dos Biomateriais pelo Teste MTT(3-(4,5-

dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)

O teste de citotoxicidade dos extratos dos biomateriais de fosfato de calcio foi
realizado de acordo a norma ISO 10993-5 (2009). Este ensaio é utilizado para estimar
a citotoxicidade através da avaliacdo da atividade mitocondrial, onde somente células
viaveis conseguem converter o sal amarelo MTT em cristais de formazan, de cor
purpura.

Para a realizagcdo deste teste foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo
chato (TPP, Trasadingen, Suiga), onde foram depositadas 1x10%células Vero por pogo
e deixadas em cultura com DMEM + 10% de SFB em estufa a 37 °C em atmosfera
umida contendo 95% de ar e 5% de CO2 por 24 h para que se formasse uma
monocamada semi-confluente.

Nesta avaliacdo foram testados:

- Os extratos dos biomateriais em 4 concentracdes diferentes (100%, 50%, 25%
e 12,5% do extrato, diluidos com DMEM + 10% de SFB);

- Controle positivo de toxicidade Triton X-100 em 4 concentragbes diferentes
(1%, 0,5%, 0,25% e 0,125%);
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- Controle negativo de toxicidade: células VERO cultivadas em DMEM + 10%
de SFB;

- Amostra Branco: somente DMEM + 10% de SFB sem adi¢ao de células.

Apds 24 h de incubagao, o meio de cultivo foi retirado de todos os pogos com
células e adicionado, por poco, 100 pyL do extrato de biomaterial ou controle positivo
ou controle negativo.

O MTT foi avaliado nos intervalos de 24, 48 e 72 horas ap0os o plaqueamento.
Decorrido cada periodo, retirou-se o0 meio de cultivo dos pogos, sendo substituido por
100 uL de DMEM fresco (sem vermelho de fenol), adicionados de 10 pL da solugéo
12mM de MTT (5mg/mL) e incubados a 37 °C por 4 horas. Apds, foi removido 85 L
do volume de cada poc¢o e adicionado 50 pL de DMSO por poco, e incubados a 37 °C
por 10 minutos. Realizada a homogeneizagado do conteudo de cada pogo e a placa
colocada no agitador de placas por 5 minutos para a solubilizagao dos cristais de
formazan. A leitura da absorbéncia dos cristais de formazan foi efetuada em leitor de
ELISA Biotek® ELX808, com comprimento de onda de 490nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata e a viabilidade celular relativa obtida

através da equacéao abaixo:

% Viabilidade celular relativa: (DOa— DOp)/(DOcn — DOb) X 100

Sendo DOa: densidade Optica da producao de formazan da amostra; DOb: densidade
optica do branco (DMEM sem células); DOcn densidade 6ptica do controle negativo de
toxicidade.

Quanto menor o valor da % de viabilidade, maior o potencial citotoxico do
material testado. Se a viabilidade for menor que 70 % a amostra testada possui
potencial citotéxico (ISO 10993-5, 2009).

4.2.7 Determinacgao da Interacao Célula-Material por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Nesta avaliacdo foram utilizados os materiais em formato de pastilhas, onde
depositou-se uma pastilha de cada biomaterial e 5x10* fibroblastos por pogo em
placas de 24 pocgos, em duplicata (Figura 3). O cultivo se deu por 7 dias, sendo

renovado o meio de cultivo quando necessario. Ao final do tempo de avaliagao, o meio
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de cultivo foi descartado e realizada a fixagao do tapete celular com formol 2% por 24
horas em incubadora a 37 °C. Apds retirado o fixador, o tapete celular foi desidratado
completamente em incubadora a 37 °C.

As placas foram encaminhadas ao Grupo de Pesquisas em Biomateriais da
UDESC/CCT- Joinville para realizagdo do estudo da caracterizagdo morfologica e
microestrutural dos fibroblastos com os cilindros de biomaterial, através da técnica de
MEV com o equipamento marca ZEISS modelo DSM 940A, por meio do método com
elétrons secundarios (SE), com distancia de trabalho de 10mm e tens&o de aceleracéo
dos elétrons entre 15 kV.

A fim de evitar os efeitos de carga dentro da camara do microscopio, todas as
amostras foram submetidas ao processo de metalizagdo por pulverizagdo catddica
com deposicado de um filme de ouro sobre a superficie da amostra. Esta deposic¢ao foi
realizada com um metalizador marca Bal-Tec modelo SCD 050 Sputter Coater, com
0s seguintes parametros de deposigao ibnica: temperatura na camara de metalizagéao
de 25 °C, corrente de 40mA, tensdo de 2kV e tempo de deposicado de 140 segundos,

fornecendo um filme de ouro na superficie das particulas da ordem de 30nm.

Figura 3 — Cultivo dos Fibroblastos com as Pastilhas de Biomaterial

Fonte: A autora, 2017.

4.2.8 Reagcao em Cadeira da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qPCR)

Para a analise de expressdo génica de fatores angiogénicos foram utilizadas
placas de 24 pogos de fundo chato (TPP, Trasadingen, Suiga), foram onde foram
depositadas 2x10%fibroblastos por pogo. Os extratos dos biomateriais foram testados
em triplicata, assim como o grupo controle. Logo apds a deposi¢céo das células foi
acrescentado o extrato de biomaterial acrescido de 10% de SFB, e no grupo controle
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foi utilizado o meio DMEM + 10% de SFB. Os cultivos foram mantidos em estufa a 37
°C em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% de CO2 por 24 h, 48 he 72 h.

Apos cada periodo de avaliagao, era retirado o extrato do biomaterial ou meio
de cultivo dos pogos e as células individualizadas com a adigdo de 500 uL de tripsina
a 0,05% a 37 °C. Para a inativacao da tripsina foi acrescentado 1 mL de meio DMEM
+ 10% de SFB e este volume transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado
por 5 min a 419 g, formando o pellet de células.

A extragcdo do RNA total foi realizada com a utilizagéo do Kit ReliaPrep™ RNA
Cell Miniprep System (Promega Corporation; Madison, WI, EUA). Com o propdésito de
reduzir substancialmente uma possivel contaminacdo por DNA foi realizado
tratamento com DNase (Promega Corporation). A pureza do RNA extraido foi
verificada com o auxilio do espectrofotbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e a qualidade avaliada através da relagao A260/280 nm que foi ~2,05
(x 0,03). Em seguida realizou-se a transcricdo reversa para a sintese do DNA
complementar (cDNA) utilizando o kit GoScript™ Reverse Transcription Mix, Random
Primers (Promega Corporation; Madison, WI, EUA) em aparelho termociclador
(MJ96+, Biocycler; Biosystems Importadora, Curitiba - PR, Brasil).

O gPCR foi realizado em placa de 48 pocos (MicroAmp®, Applied Biosystems),
com 3 repeti¢gdes por amostra, com volume de reagao de 15 pL, sendo 5 pL (30 ng)
de cDNA e 10 yL de GoTag® gPCR Master Mix (Promega Corporation; Madison, WI,
EUA), no aparelho StepOne Real-Time (Applied BioSystems), com o uso de primers

especificos para cada gene avaliado (Tabela 2).

Tabela 2 — Primers bovinos utilizados nas analises de qPCR

Gene Forward (F) e Reverse (R) Amplificagéo Referéncia’

GAPDH? F- CCTGCCCGTTCGACAGATA 150 pb NM_001034034.1
R- GGCGACGATGTCCACTTTG

VEGF? F- ACGAAGTGGTGAAGTTCATGG 388 pb NM_001316955.1
R- TTTTTGCAGGAACATTTACACG

FGF-2¢ F- TGTCTCCCCCTCACTCTGGTA 79 pb NM_174056.4

R- ACTCCCTGTATAGCCAAAGGTCTG
Fonte: A autora, 2019.

'Referéncia da Sequéncia no NCBI; 2Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 3Fator de Crescimento

Vascular Endotelial; 4Fator de Crescimento Fibroblastico
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Foi utilizado o software StepOne versao 2.1 (Applied Biosystems) para analise
dos dados obtidos e geragao das curvas de dissociagao no final de cada execugao,
de modo a assegurar a presenga de um unico produto. Todas as amostras foram
executadas com uma curva padrao de sete pontos com um pool de cDNA de todas as
amostras com dilui¢cdo seriada (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625%). Foi gerada
uma equacao de regressao ao tragar os valores de limiar do ciclo de gPCR em relagao
ao log de cada valor da curva padrao. Todas as reagdes apresentaram coeficiente de
determinagao superior a 0,98 e eficiéncia entre 85 e 100%.

Os dados foram analisados através do Proc Mixed do programa estatistico SAS
(University Edition). A expressao do gene housekeeping GAPDH foi utilizada como
co-variavel. As médias foram comparadas pelo LSMEANS, sendo a significancia
declarada em P<0,05.

4.3 Resultados

4.3.1 Curva de Crescimento Celular

Quando avaliada a proliferagdo celular apoés contato com o extrato da HA,
observou-se que em todos os periodos, 24, 48 e 72 horas, ocorreu diferenca
significativa quando comparados com o controle, apresentando contagem celular
inferior. Na avaliacdo do nanocompadsito HA/SiO2 5%, apenas no periodo de 24 horas
de contato com o extrato, verificou-se contagem celular inferior em relagdo ao
controle. Nos demais periodos, 48 e 72 horas, a contagem das células nao diferiu

significativamente do controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Quantidade de células apds contato com o extrato dos diferentes

biomateriais diferentes tempos.

Tratamentos Quantidade de Células por Poco
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 10.0002 30.3332 39.6662 65.6662
HA 10.0002 20.333° 21.000° 39.666°
HA/SiO2 5% 10.0002 13.000° 31.6662 59.6662

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencga significativa (p < 0,05). Fonte: A autora, 2019.
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4.3.2 Citotoxicidade dos Biomateriais pelo Teste MTT

Os cultivos de células VERO foram submetidos ao tratamento com os extratos
dos dois biomateriais em quatro concentragbes, durante 24, 48 e 72h para
determinacao da funcdo mitocondrial pela redugao do MTT. A coloracao purpura do
meio, em raz&o dos cristais de formazan solubilizados, foi observada em diferentes
intensidades em todas as amostras testadas, com excecédo do controle branco, que
continha apenas DMEM + 10% de SFB e dos controles positivos de citotoxicidade,
Triton X-100, em diferentes concentragdes, pois ndo houve a conversao do sal devido
a auséncia de viabilidade celular.

Em todos os periodos e concentragdes avaliados, as células tratadas com o
extrato de HA e HA/SiO2 5% apresentaram sua fungdo mitocondrial preservada, com
viabilidade celular relativa acima de 70% quando comparadas com o controle (Grafico
1e?2).

Grafico 1- Viabilidade celular relativa (%) medida pelo teste MTT apds contato com

diferentes concentracdes do extrato de HA em 24, 48 e 72 h.
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Gréfico 2- Viabilidade celular relativa (%) medida pelo teste MTT apds contato com

diferentes concentragdes do extrato do nanocompdsito HA/SiO2 5% em 24,48 e 72 h.
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Fonte: A autora, 2019.

4.3.3 Interagao Célula-Material

Apds o cultivo dos fibroblastos com as pastilhas de biomaterial por 7 dias, com
o auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) observou-se a presencga das
células na superficie das pastilhas de HA (Figura 4) e de HA/SiO2 5% (Figura 5).

Figura 4 — MEV da pastilha de HA. A) Micrografia mostrando a superficie de fratura

do biomaterial. B) Fibroblasto aderido (seta) na superficie do biomaterial em contato

por 7 dias.
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Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2018.
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Figura 5 — MEV da pastilha do nanocompdsito HA/SiO2 5%. A) Micrografia mostrando
a superficie de fratura do biomaterial. B) Fibroblastos aderidos (setas) na superficie

do biomaterial em contato por 7 dias.
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Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2018.

4.3.4 Reagao em Cadeira da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qPCR)

Foi medida a expressao de dois genes promotores da angiogénese, o VEGF e
FGF-2, apés contato com o extrato de HA e HA/SiO2 5% por 24, 48 e 72 horas.

No tratamento HA ocorreu diminuigéo de 22% (P=0,03) na expressao do VEGF
nos periodos de 24 e 48 horas de cultivo (Grafico 3). O tratamento HA 72 horas nao
alterou a expressao deste gene. No grafico 3 também pode-se observar que o
tratamento HA/SiO2 5% no periodo de 72 horas aumentou em 47% (P<0,0001) a
expressao do VEGF em relagdo ao controle. Nos demais periodos, para o material

HA/SiO2 5%, ndo houve alteragao na expressao.
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Grafico 3- Expressao génica do VEGF em células cultivadas com extrato de HA e
HA/SiO2 5% por 24, 48 e 72 horas.
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Fonte: A autora, 2019.

Em relagdo ao gene FGF-2, no tratamento HA ndo ocorreu alteracdo na expressao
em todos os periodos avaliados (Grafico 4). Ja na avaliagdo HA/SiO2 5%, ocorreu
aumento de 52% (P<0,0001) na expressao de FGF-2 com 72 horas de cultivo (Grafico

4). Em 24 e 48 horas ndo houve mudangas na expressao em relagao ao controle.

Grafico 4- Expressao génica do FGF-2 em células cultivadas com extrato de HA e
HA/SiO2 5% por 24, 48 e 72 horas.
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4.4 Discussao

As ceramicas de fosfato de calcio tém se destacado na area de materiais de
reparagao o0ssea pela sua semelhanga quimica e cristalografica com a apatita 6ssea
do esqueleto, reforgando sua importancia na ortopedia e odontologia (YUASA et al.,
2004; CAMARGO et al., 2007a; CAMARGO et al., 2014a; CAMARGO et al., 2014b).
Biomateriais nanocompdsitos de matriz de fosfato de calcio, que apresentam
nanoparticulas dispersas dentro de uma fase continua de hidroxiapatita, podem ter
sua bioatividade melhorada, contribuindo significativamente com os processos de
reparagao do tecido 6sseo lesado (KIM et al., 2002; JUN et al., 2003; VISWANATH &
RAVISHANKAR, 2006).

Neste estudo foram testadas bioceramicas de HA e nanocompdsitos de
HA/SiO2 5% que apresentam micro e nanoestruturas microporosas interconectadas.
Segundo Camargo et al. (2014) estas caracteristicas sao favoraveis para adeséao e
proliferagdo celular nos microporos e superficie dos graos, destacando sua utilizagao
como matriz sintética na recuperacao de tecido 6sseo lesado.

Na analise da curva de crescimento, o tratamento HA alterou a proliferacéo
celular nos trés periodos avaliados em relacdo ao controle, porém o padrdao de
crescimento celular ascendente se manteve, demonstrando que as variagdes
observadas nao inviabilizaram a proliferacdo das células. O contato com o extrato do
material HA/SiO2 5% reduziu o numero de células com 24h de cultivo quando
comparado com o controle. Contudo, nos demais periodos ndo houve diferenca e a
curva de crescimento se manteve crescente durante toda a analise, comprovando que
o contato com o nanocompdsito ndo afetou a capacidade de proliferacdo celular. A
mudancga brusca no meio de cultivo pode ocasionar um estresse inicial com alteracao
no ciclo celular, que desaparece assim que a cultura se estabiliza, como foi observado
por Alcaide et al. (2008) em sua avaliagdo de citocompatibilidade de biomateriais
bifasicos de fosfatos de calcio.

A taxa de proliferagdo celular também foi utilizada por Masson & Lombello
(2016) e por Fricain et al. (2002) como um dos parametros para avaliagdo de
citotoxicidade de biomateriais. No trabalho de Fricain et al. (2002) foi constatada uma
menor proliferagdo das células que entraram em contato com o biomaterial, derivado
de exoesqueleto de corais, quando comparado ao controle, porém classificaram como

um efeito citotoxico aceitavel, atestando a biocompatibilidade do material.
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No ensaio de redu¢cdo do MTT ambos os tratamentos, HA e HA/SiO2 5%, em
todos os periodos e concentracbes avaliados, ndo provocaram alteracdo na fungao
mitocondrial das células, com resultados de viabilidade celular relativa acima de 70%
gquando comparados com o controle, confirmando sua biocompatibilidade conforme
classificagdo da ISO 10993-5 (2009). Corroborando com este estudo, Alcaide et al.
(2008) testaram a citotoxicidade de fosfatos de calcio bifasicos em fibroblastos e
osteoblastos pelo teste MTT e concluiram que este material é biocompativel com
potencial no uso em reparagao éssea.

A auséncia de citotoxicidade de ceramicas de fosfato de calcio, avaliada pelo
ensaio MTT, foi comprovada por diversos autores, sugerindo seu potencial para
aplicagdes biolégicas (WEBLER et al., 2014; CHEN et al., 2015; SILVA et al., 2016).
Semelhante ao observado neste estudo, Calandrelli et al. (2010) atestaram a auséncia
de citotoxicidade de nanocompdésitos com a segunda fase de silica. Em outro ensaio
in vitro a silica mostrou-se capaz de aumentar a viabilidade celular apds ser
adicionada em meio de cultura utilizado no cultivo de células estromais da medula
ossea (HAN et al., 2013).

A avaliacdo da biocompatibilidade em experimentos in vifro pode ser
complementada através da MEV, analisando-se a adesao, bem como a proliferacao
celular na superficie do material estudado (ANSELME, 2000). Varios estudos
avaliaram a biocompatibilidade in vitro de biomateriais, através de ensaios de
viabilidade celular em conjunto com a avaliag&do da interag&o célula-material por meio
da MEV (TAKAMORI, 2004; ALCAIDE et al.,, 2008; OSATHANON et al., 2008;
MONTAZEROLGHAEM et al., 2015; SIQUEIRA et al., 2015; ZHANG et al., 2015;
SILVA et al.,, 2016). Neste trabalho foi realizada a avaliagdo da interagdo célula-
material através da MEV apds 7 dias de cultivo e observou-se que ocorreu a adesao
dos fibroblastos sobre a superficie de HA e do nanocompdsito HA/SiO2 5%. O que
pode ser explicado pelas caracteristicas micro e nanoestruturas microporosas
interconectadas que esses biomateriais apresentam que, segundo Camargo et al.
(2014), sao favoraveis para adeséo e proliferagédo celular.

Semelhante ao encontrado aqui, Itthichaisri et al. (2007), Hong et al. (2010) e
Marchi et al. (2013) observaram adesao das células na superficie da HAcom 1,7 e 3
dias de cultivo, respectivamente. Diferentemente do relatado por Silva et al. (2016)
onde foi observada a adesao celular nos discos de HA apenas no primeiro dia de

analise, seguido da auséncia de células na superficie do material nos periodos
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posteriores, sugerindo que devido as propriedades do substrato do material as células
nao foram capazes de se aderir.

A avaliagado da interacdo entre as células em contato com biomateriais com
silica também foi realizada por Sarker et al., (2013), com resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo, onde eles observaram a adesao das células na
superficie microporosa desde o primeiro até o décimo dia de cultivo. De maneira
semelhante, Wu & Chang (2013) conduziram varios ensaios de modo a avaliar a
adesédo de células na superficie de ceramicas a base de silica, onde constataram a
interacao celular com a superficie dos materiais.

A angiogénese é considerada um processo essencial no reparo de fraturas
Osseas e a formacgao do novo tecido 6sseo € altamente dependente de uma adequada
vascularizagdo (GLOWACKI, 1998; CARANO & FILVAROFF, 2003; KANCZLER &
OREFFO, 2008). Dentre os principais fatores promotores da angiogénese estdo o
VEGF e 0 FGF-2 (KERAMARIS et al., 2008; MURAMAKI & SIMONS, 2008). E possivel
incorporar o VEGF e FGF na matriz dos biomateriais com o objetivo de facilitar a
angiogénese (ROUWKEMA et al., 2008). Contudo, esta estratégia € limitada devido
ao seu alto custo, técnicas complexas e meia-vida curta dos fatores de crescimento
(SOHIER et al., 2008). Uma nova estratégia para otimizar a reparagéo 6ssea tem sido
estudada onde se utilizam os biomateriais como estimuladores da angiogénese
(CHEN et al., 2015).

No presente estudo, ensaios in vitro foram realizados de modo a investigar a
capacidade dos biomateriais de fosfato de calcio em induzir a angiogénese por meio
da expressdo dos seus principais promotores, VEGF e FGF-2. Nao foi detectada
alteracao na expressao do gene FGF-2 apds contato das células com o extrato de HA
em todos os periodos avaliados, quando comparados ao controle. Assim como foi
observado por Chen et al. (2015) em analise com células endoteliais humanas e
cultivo por 7 dias. Ja o contato das células com o extrato de HA provocou diminuigao
na expressao do VEGF nos periodos de 24 e 48 horas de cultivo. Esse resultado difere
do encontrado por Chen et al. (2015), onde ndo observaram mudanca significativa na
expressao de VEGF por células endoteliais humanas apds cultivo por 7 dias com a
HA. Também diverge do estudo de Shi et al. (2017), onde testaram a capacidade
angiogénica da HA em células endoteliais humanas, constatando um leve aumento

da expressao do VEGF com a HA em formato de nanoparticulas. Portanto, novos
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estudos com esse biomaterial se fazem necessarios para identificar uma possivel
causa da diminuicao da expressao do VEGF.

Em relacdo ao tratamento HA/SiO2 5%, no periodo de 72 horas, pode-se
observar um aumento significativo na expressdo do VEGF e FGF-2 em relagdo ao
controle. Day (2005) avaliaram a capacidade de estimulagdo da secregao de fatores
angiogénicos por materiais a base de silica (biovidros) e também encontraram um
aumento na expressao dos dois fatores pesquisados, ndo sendo possivel explicar o
mecanismo envolvido nesta estimulagdo, necessitando futuras investigagdes. Pode-
se citar outras pesquisas que demonstraram o potencial angiogénico, com a
estimulacao do VEGF e FGF-2, de biomateriais a base de silica: KESHAW et al.
(2005); DAY et al. (2005); MOOSVI & DAY (2009); KESHAW et al. (2009).

Para Malhotra & Habibovic (2016) é dificil explicar a extensao da influéncia dos
fosfatos de célcio na angiogénese e como ela se compara a outros mecanismos
estimulatérios e inibitérios (MALHOTRA & HABIBOVIC, 2016). Aguirre et al. (2012)
verificaram o potencial angiogénico de compdsitos de fosfato de calcio em contato
com células endoteliais e sugerem que o calcio liberado pela degradagdo dos
biomateriais no meio ativaria o receptor sensor do calcio (CASR), uma proteina de
superficie na célula, que estimularia a expressdo de VEGF. Ja Kanaya et al. (2017)
sugerem que niveis elevados de calcio extracelular atuam nas células da polpa
dentaria através de receptores acoplados a proteina G (GPCRs), que ativam a
proteina quinase A, induzindo a expressao de FGF-2. Porém, ndo se deve considerar
apenas o calcio como indutor destas respostas especificas em varios tipos celulares.
Todos os mecanismos e interacdo com outros fatores de crescimento devem ser
levados em conta (AGUIRRE et al., 2012).

Alguns autores sugerem que a capacidade de materiais a base de silica em
induzir a liberacdo de VEGF e FGF-2 esta relacionada a silica liberada pela
degradacao do biomaterial e seu potencial em ativar cascatas celulares que levariam
a liberacéo dos fatores em questao (ZHAI et al., 2012; LI & CHANG, 2013; XIA, et al.,
2016). Porém, ainda nao € possivel afirmar por qual mecanismo a silica estimula a
liberacdo desses fatores pelas células. Uma possibilidade levantada por Xia et al.
(2016) em relagéo ao VEGF seria que a silica ativaria uma via de sinalizagcdo mediada
pela proteina quinase P38, que ativaria a proteina AKT que estimularia a expressao
do fator. Mecanismo este que necessita ser mais bem elucidado.
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A habilidade dos nanocompdsitos HA/SiO2 5% em estimular a expressao in
vitro dos fatores angiogénicos VEGF e FGF-2 fornece uma nova ferramenta de
estimulac&do da angiogénese extremamente util para aplicagdo em tecidos 6sseos em
reparagao. Futuras investigagdes devem ser realizadas com esses materiais de modo
a buscar o mecanismo celular envolvido no aumento da expressao génica, assim

como sua avaliagao in vivo.

4.5 Conclusao

Os resultados deste estudo sugerem que o contato das células Vero com os
diferentes extratos de biomateriais ceramicos de fosfato de calcio e nanocompdsitos
HA/SiO2 5% influencia na proliferacao destas células, porém mantendo sua viabilidade
e comprovando a biocompatibilidade dos biomateriais nas condi¢cdes avaliadas. Além
disso, o cultivo de fibroblastos com os cilindros dos biomateriais proporcionou a
adeséo celular na superficie dos materiais, verificada através das imagens de MEV,
reforgando a caracteristica de biocompatibilidade.

Os nanocompositos HA/SiO2 5% induziram a expressao de VEGF e FGF-2 em
fibroblastos, 0 que sugere seu potencial para utilizagdo como estimuladores da

angiogénese em reparo 0sseo.
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5 ARTIGO 2

Avaliacao da Citotoxicidade e Efeitos Angiogénicos de Nanocompdsitos de
Hidroxiapatita/ZrO: e Hidroxiapatita/MgO para aplicagdes na Reconstrugao

Ossea

RESUMO

Defeitos 6sseos de grandes proporgbes podem requerer a aplicagao de enxertos
O0sseos para a reconstrucdo do tecido. O padrdo ouro entre os enxertos para
reconstrucdo 6ssea é o autoenxerto, porém, devido a varias limitacdes, a utilizagéo
de biomateriais sintéticos tem se destacado. As bioceramicas nanoestruturadas de
fosfato de calcio se destacam na area de materiais de reparagcdo Ossea pela sua
semelhanga quimica e cristalografica com a apatita 6ssea do esqueleto humano.
Pesquisas avangam com o desenvolvimento de materiais nanocompdsitos com matriz
de fosfato de calcio. Nanocompdsitos podem ser definidos como um material sélido
composto de varias fases, onde uma das fases possui dimensdes nanométricas. Estas
propriedades permitem que ocorra uma maior adesdo e proliferacdo celular na
superficie do material quando comparado com materiais convencionais. Independente
do biomaterial desenvolvido, o primeiro nivel de testes, dentro da avaliacdo de
biocompatibilidade € a determinagdo da citotoxicidade in vitro. A angiogénese é
considerada um processo essencial no reparo de fraturas 6sseas e a formacao do
novo tecido 6sseo € altamente dependente de uma adequada vascularizagao. Alguns
biomateriais apresentam a habilidade de estimular a expressdo de fatores
angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de
crescimento fibroblastico (FGF-2). Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
citotoxicidade de nanocompodsitos de matriz de fosfato de calcio em células de
linhagem Vero e investigar seus efeitos na expressao de fatores angiogénicos e a
interacdo célula-material em cultura de fibroblastos bovinos. Foram testados os
seguintes nanocompdésitos: Hidroxiapatita (HA)/ZrOz2 5% (1100°C/2h) e HA/MgO 1%
(1100°C/2h). Nos resultados de viabilidade celular obtidos pelo teste MTT e curva de
crescimento constatou-se que os biomateriais testados se mostraram biocompativeis.
A analise da interacdo célula-material feita por microscopia eletrénica de varredura
mostrou a adesao dos fibroblastos na superficie dos biomateriais testados, reforcando
sua caracteristica de biocompatibilidade. Os nanocompdsitos HA/ZrOz2 5% induziram
a expressao de VEGF e FGF-2 apds cultivo dos fibroblastos com o extrato do
biomaterial por 72 horas, o que sugere seu potencial para utilizagdo como
estimuladores da angiogénese em reparo 4sseo.

Palavras-chave: Reparagcdo 6ssea. Moduladores da Angiogénese. Ceramicas de
Fosfato de Calcio. Nanocompdsitos.
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Evaluation of Cytotoxicity and Angiogenic Effects of Hydroxyapatite/ZrOz and

Hydroxyapatite/MgO Nanocomposites for Applications in Bone Reconstruction

ABSTRACT

Bone defects of large proportions may require the application of bone grafts for tissue
reconstruction. The gold standard among grafts for bone reconstruction is autograft,
however due to several limitations the use of synthetic biomaterials has been
highlighted. The nanostructured calcium phosphate bioceramics stand out in the area
of bone repair materials due to their chemical and crystallographic similarity to human
skeletal apatite. Research advances with the development of nanocomposite materials
with calcium phosphate matrix. Nanocomposites can be defined as a solid material
composed of several phases, where one of the phases has nanometric dimensions.
These properties allow greater cell adhesion and proliferation on the surface of the
material when compared to conventional materials. Regardless of the biomaterial
developed, the first level of tests within the biocompatibility assessment is the
determination of in vitro cytotoxicity. Angiogenesis is considered an essential process
in bone fractures repair and the formation of new bone tissue is highly dependent on
adequate vascularization. Some biomaterials have the ability to stimulate the
expression of angiogenic factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF)
and fibroblast growth factor (FGF-2). This work aimed to evaluate the cytotoxicity of
calcium phosphate matrix nanocomposites in Vero cells and to investigate their effects
on the expression of angiogenic factors and cell-material interaction in bovine fibroblast
culture. The following nanocomposites were tested: Hydroxyapatite (HA)/ZrOz2 5%
(1100 °C/2h) and HA/MgO 1% (1100 °C/ 2h). In cell viability results obtained by the
MTT test and growth curve, it was found that the biomaterials tested were
biocompatible. The analysis of the cell-material interaction made by scanning electron
microscopy showed adhesion of fibroblasts on the surface of the tested biomaterials,
reinforcing its characteristic of biocompatibility. The HA/ZrO2 5% nanocomposites
induced the expression of VEGF and FGF-2 after culturing the fibroblasts with
biomaterial extract for 72 hours, suggesting their potential for use as angiogenesis
enhancer in bone repair.

Keywords: Bone Repair. Angiogenesis Modulators. Calcium Phosphate Ceramics.
Nanocomposites.
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5.1 Introdugao

Defeitos O0sseos de grandes proporgdes ou complicagbes pos-traumaticas
podem requerer a aplicacdo de enxertos 6sseos para o reparo do tecido lesado. Os
enxertos 0sseos, que podem ser biolégicos ou sintéticos, preenchem os espacos,
fornecem suporte e podem otimizar os processos bioldgicos de reparo do defeito
osseo (CALORI et al., 2011).

O padrao ouro entre os enxertos para reconstrucido éssea € o autoenxerto,
onde o material a ser implantado é obtido de outro local saudavel no mesmo individuo.
(KAMITAKAHARA et al., 2008). Contudo, a limitagdo na quantidade de tecido e a
necessidade de um procedimento cirurgico adicional tem resultado em grande
interesse por materiais sintéticos, denominados de biomateriais (ARCOS & VALLET-
REGI, 2010; KOLK et al., 2012).

Um substituto 6sseo ideal deve ser biocompativel, bioabsorvivel e com
potencial para reparacdo o6ssea (CALORI et al.,, 2011). Além disso, ele ndo pode
induzir a formacéao de tecido fibrético e deve fornecer suporte para que o tecido 6sseo
seja reparado (VAN DER STOK et al., 2011).

Biomateriais utilizados em aplicagdes clinicas incluem polimeros, metais,
ceramicas, compositos e nanocompdsitos (PIRES et al., 2015). As ceramicas de
fosfato de calcio se destacam na area de biomateriais de substituicdo déssea pela sua
semelhanga quimica e cristalografica com a apatita 6ssea do esqueleto humano,
reforcando sua importancia na ortopedia, odontologia, fixacdo de implantes e
reparagao do tecido ésseo (YUASA et al., 2004; CAMARGO et al., 2007; CAMARGO
et al., 2014a). Dentre as caracteristicas que colocam estas cerdmicas como potenciais
substitutos 6sseos estdo a sua biocompatibilidade e bioatividade (HENCH, 1998; JUN
et al., 2003). As bioceramicas de fosfato de calcio se classificam principalmente nas
composic¢des hidroxiapatita (HA) e trifosfato de calcio alfa e beta (PIRES et al., 2015).

Os nanocompdsitos apresentam caracteristicas estruturais unicas que tém
atraido notavel interesse de pesquisas na area da engenharia tecidual (BRAMHILL et
al., 2017). Nanocompésito pode ser definido como um material sélido composto de
varias fases, onde uma das fases possui dimensdes nanométricas (FAJARDO et al.,
2015). Estas propriedades permitem que ocorra uma maior adesao e proliferagéo
celular na superficie do material quando comparado com materiais convencionais
(BRAMHILL et al., 2017).
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Os nanocompésitos de fosfato de calcio apresentam nanoparticulas dispersas
dentro de uma fase continua de hidroxiapatita podem ter sua bioatividade melhorada,
contribuindo significativamente com os processos de reparagdo do tecido dsseo
lesado (KIM et al., 2002; JUN et al., 2003; VISWANATH & RAVISHANKAR, 2006).
Alguns dos materiais em formato de nanoparticulas que podem ser adicionados na
matriz de HA podem ser a zircbnia e 0 magnésio.

A zirconia € uma das ceramicas mais utilizadas e é considerada um material
inerte, apresentando resisténcia mecanica e térmica (SHI et al., 2006; HISBERGUES
etal., 2008). E considerada um material biocompativel in vitro e in vivo (HISBERGUES
et al., 2008) que auxilia na formagao 6ssea (JOSSET et al.,, 1999). O Magnésio é
importante na formacgado da apatita biologica, presente na parte mineral dos 0ssos
(SARIS et al., 2000) e é considerado biocompativel e atoxico (VORMANN, 2003;
WOLF & CITTADINI, 2003; LI et al., 2004). Apresenta efeito na diferenciacéo de
células osteoblasticas e a sua rapida biodegradacéo libera ions no tecido vivo,
estimulando as células locais para agirem na formagdo do tecido 6sseo (SEZER,
2018).

O processo de formagao de novos vasos sanguineos no local da fratura é
indispensavel para o reparo do tecido, pois fornece adequado aporte de oxigénio,
nutrientes, fatores de crescimento, permite o recrutamento de células e a remogao de
metabdlitos (CARANO & FILVAROFF, 2003; SARAN et al., 2014). A chegada de calcio
e fosfato que contribuem para a mineralizagdo do tecido 6sseo também depende de
uma adequada vascularizagdo (SARAN et al., 2014; STEGEN et al., 2014).

Os principais fatores angiogénicos envolvidos na promogado da angiogénese
s&o o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento
fibroblastico basico (FGF-2) (KERAMARIS et al., 2008; MURAMAKI & SIMONS,
2008). Alguns estudos apontam a capacidade de certos biomateriais, como os fosfatos
de calcio, de estimular a expressao de fatores angiogénicos de modo a otimizar a
reparagao ossea (CHEN et al., 2015).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade, a interacéo célula-
material e os efeitos angiogénicos de nanocompdsitos de hidroxiapatita/zircénia e

hidroxiapatita/magnésio para uso em reparagao ossea.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Obtencao dos Nanocompoésitos de Matriz de Fosfato de Calcio

Os nanocompoésitos de matriz de fosfato de calcio utilizados no presente
trabalho foram fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em Biomateriais da UDESC/CTT —
Joinville e sdo formados pelas seguintes composigdes: HA/ZrO2 5% e HA/MgO 1%,
obtidos da sinterizac&o a temperatura de 1100 °C/2h (Tabela 4). Ambos os materiais

se apresentam sob a forma de granulos (Figura 6-A) e pastilhas (Figura 6-B).

Tabela 4 — Biomateriais utilizados no experimento de acordo com a forma, composig¢ao

e temperatura de sinterizacio.

Forma Composicao Temperatura de Sinterizagao
Granulos HA/ZrO2 5% 1100 °C/2h
Granulos HA/MgO 1% 1100 °C/2h
Pastilhas HA/ZrO2 5% 1100 °C/2h
Pastilhas HA/MgO 1% 1100 °C/2h

Legenda: HA- hidroxiapatita; ZrO2- zirconia; MgO- 6xido de magnésio.
Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2017.

Figura 6 - Biomaterial no formato de gréanulos (A) e pastilha (B)

Fonte: A autora, 2017.

5.2.2 Preparo de Meios para Cultivo Celular

Para o cultivo e manipulagao das células foi utilizado o meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) High glucose D1152 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA), contendo 25 mM de HEPES e 4,5 g/L de glicose, adicionado de 26 mM de
NaHCOs, 0,2 mM de piruvato de sodio, 65 mg/L de penicilina sédica (Sigma-Aldrich
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Co.), 50 mg/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co.), e suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell®, Campinas, SP). Para a indivualizacéo das
células foi usada solugao isoténica de 0,05% de Tripsina 1:250 (BD Difco®, 215240,
Franga) contendo 0,6 mM de EDTA.

Os meios e solugdes utilizados no experimento foram preparados com agua
ultrapura tipo | (Direct-Q, Milli-Q). Apds seu preparo, os meios eram filtrados utilizando-
se um filtro descartavel com membrana de 0,22 micrémetros e armazenados a 4 °C

até o momento de sua utilizagéo.

5.2.3 Obtencao e Manutengao das Células

Para os testes de MTT e curva de crescimento celular foram utilizadas células
de linhagem Vero gentilmente cedidas pelo laboratério de Parasitologia e Doengas
Parasitarias do CAV/UDESC, Lages. Essas células foram mantidas criopreservadas
em critoubos em DMEM com 10% de SFB e 10% de DMSO, em nitrogénio liquido, no
Centro de Diagnostico Microbiologico Animal (CEDIMA) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias CAV-UDESC.

Para as analises de expressao génica de fatores angiogénicos e interagao
célula-material foram utilizadas linhagens celulares finitas de fibroblastos do banco de
células do CEDIMA. Essas células foram obtidas através de explante apos bidpsia
auricular de uma fémea bovina da raga Flamenga, e criopreservadas com 10% de
DMSO em criotubos em nitrogénio liquido a -196 °C (URIO, 2012).

Os criotubos contendo as células Vero e fibroblastos foram retirados do botijao
de nitrogénio liquido e colocados em banho-maria a 37 °C por aproximadamente 1
minuto. Em seguida, o conteudo do criotubo foi transferido para um tubo de fundo
cbnico com capacidade de 15 mL, o qual continha 2 mL de DMEM + 10% de SFB a
37 °C. O tubo foi centrifugado a 526 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
O pellet de células foi ressuspenso em 1 mL de DMEM + 10% de SFB para a contagem
celular pelo método de exclusao de células mortas por coloracdo com azul de Tripan
a 0,4% (FRESHNEY, 2000).

Apds a contagem e deposigdo de 5x10° células por placa de cultivo de 60 mm,
as células eram cultivadas em DMEM acrescido de 10% de SFB, e mantidas na
incubadora a 37 °C com 5% de CO2 em ar e atmosfera com umidade saturada, até

atingirem a confluéncia maxima de 70%, quando era realizada a transferéncia para
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garrafas de 25 cm? para multiplicagdo ou para placas de 24 ou 96 pogos para serem

utilizadas nos experimentos.

5.2.4 Preparo do Extrato dos Biomateriais em Granulos

Os extratos foram obtidos por meio da imersdo dos gréanulos de cada
biomaterial em meio DMEM com 10% de SFB, em tubos de fundo cénico com
capacidade de 50 mL (TPP, Trasadingen, Suiga) (Figura 7), numa concentragédo de
200 mg/mL, por 24 h em incubadora a 37 °C. Apds a incubagdo a mistura foi
centrifugada a 200 g por 10 minutos e o sobrenadante coletado e esterilizado por
fitracdo em filtro com membrana de 0,22 pm. Os extratos permaneceram
armazenados na geladeira a 4 °C até a sua utilizacdo nos testes de curva de

crescimento, MTT e expressao angiogénica.

Figura 7 — Granulos de Biomaterial (seta) Imersos em DMEM com 10% de SFB

Fonte: A autora, 2017.

5.2.5 Determinacao da Curva de Crescimento Celular

Para obtencdo da curva de crescimento as células Vero foram depositadas na
densidade de 1x10* células por pogo em placas de 24 pocos, com 1,9 cm? cada pogo
(TPP, Trasadingen, Suiga). Os extratos dos biomateriais foram testados em triplicata,
assim como o grupo controle. Logo apds a deposi¢cdo das células foi acrescentado 1
mL do extrato de biomaterial acrescido de 10% de SFB, e no grupo controle foi
utilizado 1 mL do meio DMEM + 10% de SFB. As contagens foram realizadas as 24
h, 48 h e 72 h pds-cultivo.



72

Para a leitura foi retirado o extrato do biomaterial ou meio de cultivo dos pocos
e as células individualizadas com a adigdo de 500 uL de tripsina a 0,05% a 37 °C.
Para a inativacao da tripsina foi acrescentado 1 mL de meio DMEM + 10% de SFB e
este volume transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado por 5 min a 419
g. Em seguida da centrifugacao e formacao do pellet de células, o sobrenadante foi
retirado e adicionou-se 100 uL de meio de cultivo com 10% de SFB para ressuspensao
das células. As células eram homogeneizadas e feita a determinagao da concentragéo
celular pelo método de azul de Tripan a 0,4%, sendo as leituras realizadas na camara
de Neubauer. Todos os tratamentos foram feitos em ftriplicata.
A analise estatistica dos dados da curva de crescimento foi feita utilizando o
teste de Dunnett (p< 0.05), através do Proc Univariate e Proc GLM do software
estatistico SAS (University Edition).

5.2.6 Determinacao da Citotoxicidade dos Biomateriais pelo Teste MTT(3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)

O ensaio de toxicidade in vitro dos extratos dos biomateriais de fosfato de calcio
foi realizado de acordo a norma ISO 10993-5 (2009).

Foram utilizadas placas de 96 pog¢os de fundo chato (TPP, Trasadingen, Suicga),
onde foram depositadas 1x10%células Vero por pogo e deixadas em cultura com
DMEM + 10% de SFB em estufa a 37 °C em atmosfera umida contendo 95% de ar e
5% de COz2 por 24 h para que se formasse uma monocamada semi-confluente.

Neste ensaio foram testados:

- Os extratos dos biomateriais em 4 concentragdes diferentes (100%, 50%,
25% e 12,5% do extrato, diluidos com DMEM + 10% de SFB);

- Controle positivo de toxicidade Triton X-100 em 4 concentracdes diferentes
(1%, 0,5%, 0,25% e 0,125%);

- Controle negativo de toxicidade: células VERO cultivadas em DMEM + 10%
de SFB;

- Amostra Branco: somente DMEM + 10% de SFB sem adig¢ao de células.

Apds 24 h de cultivo, o meio foi retirado de todos os pocos com células e

adicionado 100 pL do extrato de biomaterial ou controle positivo ou controle negativo

por pogo.
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O MTT foi avaliado nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apds o contato com os
extratos. Decorrido cada periodo, retirou-se o meio de cultivo dos pocos, sendo
substituido por 100 yL de DMEM fresco (sem vermelho de fenol), adicionados de 10
ML da solugéo 12mM de MTT (5mg/mL) e incubados a 37 °C por 4 horas. Apds, foi
removido 85 uL do volume de cada poco e adicionado 50 uL de DMSO por poco, e
incubados a 37 °C por 10 minutos. Realizada a homogeneizagao do conteudo de cada
poco e a placa colocada no agitador de placas por 5 minutos para a solubilizagdo dos
cristais de formazan. A leitura da absorbancia dos cristais de formazan foi efetuada
em leitor de ELISA Biotek® ELX808, com comprimento de onda de 490nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata e a viabilidade celular relativa obtida

através da equacéao abaixo:

% Viabilidade celular relativa: (DOa— DOy)/(DOcn — DOb) X 100
Sendo DOa: densidade oOptica da producao de formazan da amostra; DOb: densidade
optica do branco (DMEM sem células); DOcn densidade 6ptica do controle negativo de
toxicidade.

Valores de viabilidade celular relativa menores que 70 % indicam que o material
testado possui potencial citotéxico (ISO 10993-5, 2009).

5.2.7 Determinagao da Interagao Célula-Material por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

Foi feita a deposicdo de uma pastilha de biomaterial e 5x10* fibroblastos por
poco em placas de 24 pocos, em duplicata. O cultivo se deu por 7 dias, sendo
renovado o meio de cultivo quando necessario. Ao final do tempo de avaliagdo, o meio
de cultivo foi descartado e realizada a fixagao do tapete celular com formol 2% por 24
horas em incubadora a 37 °C. Apds retirado o fixador, o tapete celular foi desidratado
completamente em incubadora a 37 °C.

Em seguida, as placas foram encaminhadas ao Grupo de Pesquisas em
Biomateriais da UDESC/CCT- Joinville para realizacdo do estudo da caracterizacao
morfolégica e microestrutural dos fibroblastos com as pastilhas de biomaterial, através
da técnica de MEV com o equipamento marca ZEISS modelo DSM 940A, por meio do
método com elétrons secundarios (SE), com distancia de trabalho de 10mm e tensao

de aceleracao dos elétrons entre 15 kV.
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Todas as amostras foram submetidas ao processo de metalizacido por
pulverizagao catédica com deposicao de um filme de ouro sobre a superficie da
amostra. Esta deposigao foi realizada com um metalizador Bal-Tec modelo SCD 050
Sputter Coater, com os seguintes paradmetros de deposi¢ao idnica: temperatura na
camara de metalizacao de 25 °C, corrente de 40mA, tensdo de 2kV e tempo de
deposigao de 140 segundos, fornecendo um filme de ouro na superficie das particulas
da ordem de 30nm. Esse procedimento foi feito para evitar os efeitos de carga dentro

da camara do microscépio.

5.2.8 Reacdo em Cadeira da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qPCR)

Foram depositadas 2x10%fibroblastos por pogo em placas de 24 pogos de fundo
chato (TPP, Trasadingen, Suica) e acrescentado o extrato de biomaterial com 10% de
SFB, e no grupo controle foi utilizado o meio DMEM + 10% de SFB. Os extratos dos
biomateriais foram testados em triplicata, assim como o grupo controle. Os cultivos
foram mantidos em estufa a 37 °C em atmosfera umida contendo 95% de ar e 5% de
CO2por24h,48he72h.

Apods cada periodo de avaliagao, era retirado o extrato do biomaterial ou meio
de cultivo dos pocos e as células individualizadas com a adi¢gao de 500 uL de tripsina
a 0,05% a 37 °C. Para a inativacao da tripsina foi acrescentado 1 mL de meio DMEM
+ 10% de SFB e este volume transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado
por 5 min a 419 g, formando o pellet de células.

A extracdo do RNA total foi realizada com a utilizagédo do Kit ReliaPrep™ RNA
Cell Miniprep System (Promega Corporation; Madison, WI, EUA). Com o propésito de
reduzir substancialmente uma possivel contaminacdo por DNA foi realizado
tratamento com DNase (Promega Corporation). A pureza do RNA extraido foi
verificada com o auxilio do espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e a qualidade avaliada através da relagdo A260/280 nm que foi ~2,05
(x 0,03). Em seguida realizou-se a transcricdo reversa para sintese do DNA
complementar (cDNA) utilizando o kit GoScript™ Reverse Transcription Mix, Random
Primers (Promega Corporation; Madison, WI, EUA) em aparelho termociclador
(MJ96+, Biocycler; Biosystems Importadora, Curitiba - PR, Brasil).

O gPCR foi realizado em placa de 48 pogos (MicroAmp®, Applied Biosystems),

com 3 repetigdes por amostra, com volume de reagao de 15 pL, sendo 5 uL (30 ng)
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de cDNA e 10 uL de GoTag® gPCR Master Mix (Promega Corporation; Madison, WI,
EUA), no aparelho StepOne Real-Time (Applied BioSystems), com o uso de primers

especificos para cada gene avaliado (Tabela 5).

Tabela 5 — Primers bovinos utilizados nas analises de gPCR

Gene Forward (F) e Reverse (R) Amplificagéo Referéncia’

GAPDH? F- CCTGCCCGTTCGACAGATA 150 pb NM_001034034.1
R- GGCGACGATGTCCACTTTG

VEGF? F- ACGAAGTGGTGAAGTTCATGG 388 pb NM_001316955.1
R- TTTTTGCAGGAACATTTACACG

FGF-24 F- TGTCTCCCCCTCACTCTGGTA 79 pb NM_174056.4

R- ACTCCCTGTATAGCCAAAGGTCTG
Fonte: A autora, 2019.

'Referéncia da Sequéncia no NCBI; 2Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 3Fator de Crescimento

Vascular Endotelial; “Fator de Crescimento Fibroblastico

Foi utilizado o software StepOne verséo 2.1 (Applied Biosystems) para analise
dos dados obtidos e geragao das curvas de dissociagcado no final de cada execugéo,
de modo a assegurar a presenga de um unico produto. Todas as amostras foram
executadas com uma curva padrao de sete pontos com um pool de cDNA de todas as
amostras com dilui¢cao seriada (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625%). Foi gerada
uma equacao de regressao ao tracgar os valores de limiar do ciclo de gPCR em relagao
ao log de cada valor da curva padrao. Todas as reagdes apresentaram coeficiente de
determinacéao superior a 0,98 e eficiéncia entre 85 e 100%.

Os dados foram analisados através do Proc Mixed do programa estatistico SAS
(University Edition). A expressdo do gene housekeeping GAPDH foi utilizada como
co-variavel. As médias foram comparadas pelo LSMEANS, sendo a significancia
declarada em P<0,05.

5.3 Resultados

5.3.1 Curva de Crescimento Celular

Na avaliacdo da proliferacdo celular apds contato com o extrato do

nanocomposito HA/ZrO2 5% observou-se que em 24 e 48 horas de cultivo ndo ocorreu
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diferenca significativa quando comparado com o controle. Ja no periodo de 72 horas
a contagem celular foi significativamente inferior. Na avaliagdo do nanocompdésito
HA/MgO 1% em todos os periodos avaliados de contato com o extrato, verificou-se
contagem celular inferior em relagéo ao controle (Tabela 6).

Tabela 6 - Quantidade de células apds contato com o extrato dos diferentes

biomateriais em diferentes tempos.

Tratamentos Quantidade de Células por Poco
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 10.0002 30.3332 39.6662 65.6662
HA/ZrO2 5% 10.0002 23.6662 30.3332 33.666°
HA/MgO 1% 10.0002 21.000P 25.000P 40.333°

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05). Fonte: A autora, 2019.

5.3.2 Citotoxicidade dos Biomateriais pelo Teste MTT

Os cultivos de células VERO foram submetidos ao tratamento com os extratos
dos dois biomateriais em quatro concentracbes, durante 24, 48 e 72h para
determinacao da funcdo mitocondrial pela redugao do MTT. A coloracao purpura do
meio, em raz&o dos cristais de formazan solubilizados, foi observada em diferentes
intensidades em todas as amostras testadas, com excecédo do controle branco, que
continha apenas DMEM + 10% de SFB e dos controles positivos de citotoxicidade,
Triton X-100, em diferentes concentragdes, pois ndo houve a conversao do sal devido
a auséncia de viabilidade celular.

Em todos os periodos e concentragdes avaliados, as células tratadas com o
extrato de HA/ZrOz 5% e HA/MgO 1% apresentaram sua fungdo mitocondrial
preservada, com viabilidade celular relativa acima de 70% quando comparadas com

o controle (Grafico 5 e 6).
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Gréfico 5- Viabilidade celular relativa (%) medida pelo teste MTT apds contato com

diferentes concentracdes do extrato de HA/ZrO2 5% em 24,48 e 72 h.
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Fonte: A autora, 2019.

Gréfico 6- Viabilidade celular relativa (%) medida pelo teste MTT apds contato com

diferentes concentragdes do extrato de HA/MgO 1% em 24,48 e 72 h.

130 N S —
= 120 o = == =
_BE_ o e 8 = ol
= 110 S 5 5 =1 P
> . ~~ bk
£ 100 g i
= 20 3
&= 20
&= o
=1
= 60 m24h
L]

50
@ W48 h
= a0
=30 72 h
< 20
= 10

1]

Controle HA/ME0 1% HA/MgO 1% HA/MEgO 1% HA/MgO 1%
(200mg/mL) (100mg/mL) (50mg/mL} {25mg/mL)
Concentracdo do Biomaterial
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5.3.3 Interagao Célula-Material

Apos o cultivo dos fibroblastos com as pastilhas de biomaterial por 7 dias, com
o auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) sugere-se a presenga de
células na superficie das pastilhas de HA/ZrO2 5% (Figura 8) e de HA/MgO 1% (Figura
9).
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Figura 8 — MEV da pastilha de HA/ZrO2 5%. A) Micrografia mostrando a superficie de
fratura do biomaterial. B) Indicagao da presenca de fibroblasto (seta) na superficie do
biomaterial em contato por 7 dias.

Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2018.

Figura 9 — MEV da pastilha de HA/MgO 1%. A) Micrografia mostrando a superficie de
fratura do biomaterial. B) Fibroblasto aderido (seta) na superficie do biomaterial em
contato por 7 dias.

Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT, 2018.
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5.3.4 Reagdo em Cadeira da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qPCR)

Foi medida a expressao de dois genes promotores da angiogénese, o VEGF e
FGF-2, apos contato com o extrato de HA/ZrO2 5% e HA/MgO 1% por 24, 48 e 72
horas.

No tratamento HA/ZrO2 5% ocorreu aumento de 36% (P=0,0002) na expresséo
do VEGF no periodo de 72 horas de cultivo (Grafico 7), nos demais periodos n&o
ocorreu alteragdo na expresséo deste gene. No grafico 7 também pode-se observar
que o tratamento HA/MgO 1% nao alterou a expressao de VEGF em todos os periodos

analisados.

Grafico 7- Expresséo génica do VEGF em células cultivadas com extrato de HA/ZrOz2
5% e HA/MgO 1% por 24, 48 e 72 horas.

160

£ 3
140
120
I ! L

100 m Controle

& mHA/ZrO2

. HA/MgO
4
#.
(]

24 h 72 h

48 h
Periodo de cultivo

o

[=]

[=]

[=]

VEGF - Abundéncia de mRNA relativo a %
do controle

* P<0,05.
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Em relagcéo ao gene FGF-2, no tratamento HA/ZrO2 ocorreu aumento de 34%
(P<0,0001) na expressédo génica com 72 horas de cultivo (Grafico 8). Nado houve
mudancas na expressao com 24 e 48 horas de contato com o extrato. Ja na avaliacao
HA/MgO 1% né&o ocorreu alteracéo significativa na expressdo de FGF-2 em todos os

periodos avaliados (Grafico 8).
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Grafico 8- Expressao génica do FGF-2 em células cultivadas com extrato de HA/ZrO2
e HA/MgO 1% por 24, 48 e 72 horas.
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5.4 Discussao

Neste estudo foram testados dois nanocompédsitos com matriz de HA, um com
nanoparticulas de ZrO2 5% e outro com MgO 1%. Estes materiais se destacam como
substitutos &ésseos por apresentarem micro e nanoestruturas microporosas
interconectadas. Estas caracteristicas favorecem a adesao e proliferacdo celular nos
microporos e superficie dos graos (CAMARGO et al., 2014a), favorecendo a formagao
do novo tecido 6sseo.

Na avaliagdo da curva de crescimento, o tratamento HA/ZrO2 5% apresentou
contagem celular significativamente inferior apenas no periodo de 72 horas de cultivo
em relagcdo ao controle, porém o padrdo de crescimento celular ascendente se
manteve, demonstrando que a variagao observada nao inviabilizou a proliferagao das
células. O contato com o extrato do material HA/MgO 1% reduziu o numero de células
em todos os periodos avaliados quando comparados com o controle. Contudo, o
padrdo de crescimento celular se manteve ascendente durante toda a analise,
comprovando que o contato com o nanocompdsito ndo afetou a capacidade de
proliferagao das células. Outros estudos também utilizaram a analise quantitativa pelo
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método de exclusao de azul de Tripan para avaliar a viabilidade das células apos
contato com materiais (KARIMI et al., 2015; MASSON & LOMBELLO, 2016).

O documento ISO 10993-5 (2009) indica o MTT como um dos ensaios de
citotoxicidade in vitro que devem ser realizados para a caracterizacao inicial da
biocompatibilidade de biomateriais que visam aplicagao clinica.

No ensaio de redugao do MTT ambos os tratamentos, HA/ZrO2 5% e HA/MgO
1%, em todos os periodos e concentragcdes avaliados, ndo provocaram alteragcéo na
funcdo mitocondrial das células, com resultados de viabilidade celular relativa acima
de 70% quando comparados com o controle, confirmando sua biocompatibilidade
conforme classificagdo da ISO 10993-5 (2009).

Corroborando com este estudo, Aivazi et al. (2018) testaram a citotoxicidade
de bioceramicas de zircbnia em fibroblastos pelo teste MTT e observaram a
manutencao da viabilidade celular apds contato com o biomaterial. Assim como outros
estudos atestaram a auséncia de citotoxicidade de materiais a base de zircbnia,
avaliada pelo ensaio MTT (PICCONI & MACCAURO, 1999; PAE et al. 2009; PAE et
al., 2014). A biocompatibilidade de biomateriais com magnésio também foi observada
por Li et al. (2008), Gu et al. (2010), Zhang et al. (2010), Yu et al. (2013) através do
ensaio MTT, reforcando a auséncia de citotoxicidade desses materiais.

Através das imagens geradas na MEV pode-se analisar a adesédo e a
proliferacdo celular na superficie do material estudado. A biocompatibilidade dos
biomateriais esta estreitamente relacionada a adesao celular em sua superficie, que
pode ser influenciada pelas caracteristicas de superficie do material, topografia e
composi¢cdo quimica (ANSELME, 2000). Semelhante ao realizado neste trabalho,
varios estudos avaliaram a biocompatibilidade in vitro de biomateriais, através de
ensaios de citotoxicidade em conjunto com a avaliagao da interagdo célula-material
por meio da MEV (MONTAZEROLGHAEM et al., 2015; SIQUEIRA et al., 2015;
ZHANG et al., 2015; SILVA et al., 2016).

Neste estudo a avaliacdo da interacao célula-material foi feita através da MEV
apos 7 dias de cultivo e sugere-se a ocorréncia de adesao celular sobre a superficie
do nanocompésito HA/ZrO2 5%. No biomaterial HA/MgO 1% observou-se a presenga
de fibroblasto aderido, o que reforga a caracteristica de biocompatibilidade
apresentada nos ensaios de proliferacio e viabilidade celular.

Semelhante ao encontrado aqui, outros trabalhos observaram adesdo das

células na superficie de materiais a base de zircénia, através de imagens de MEV
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(BACHLE et al., 2007; PAE et al., 2009; PAE, et al. 2014; AIVAZI et al., 2018). Da
mesma forma em relacdo a avaliacao de interagao entre as células em contato com
biomateriais a base de magnésio, onde Wu et al. (2013) e Kayhan et al. (2016)
constataram a adesdo celular na superficie dos materiais, atestando sua
citocompatibilidade.

O processo de formagao de novos vasos sanguineos no local da fratura é
indispensavel para o reparo do tecido 6sseo lesado, pois fornece adequado aporte de
oxigénio, nutrientes, fatores de crescimento, permite o recrutamento de células e a
remocgao de metabdlitos (CARANO & FILVAROFF, 2003; SARAN et al., 2014). Os
principais fatores angiogénicos envolvidos na promogao da angiogénese sao o fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico
basico (FGF-2) (KERAMARIS et al., 2008; MURAMAKI & SIMONS, 2008).

No presente estudo, ensaios in vitro foram realizados de modo a investigar a
capacidade dos biomateriais nanocompdsitos de induzir a angiogénese por meio da
expressao dos seus principais promotores, VEGF e FGF-2.

Foi detectado aumento na expresséo dos genes FGF-2 e VEGF apos contato
das células com o extrato de HA/ZrO2 5% no periodo de 72 horas de contato quando
comparados ao controle. O que sugere que esse material pode acelerar a recuperagao
de tecidos lesados por meio da indugao da formagao de novos vasos sanguineos,
porém, estudos in vivo se fazem necessarios para acompanhar seu comportamento
em contato com os tecidos vivos. Na pesquisa de Altmann et al. (2017) foi observado
que o VEGF e FGF-2 estavam com sua expressao elevada em osteoblastos em
contato com implantes dentarios de zirconia por 7 dias. Esses resultados diferem do
observado por Popp et al. (2011) que n&o detectaram diferenga significativa na
expressao de VEGF apds contato de osteoblastos com fosfatos de calcio hibridizados
com zircbnia por 14 e 21 dias.

Em relagéo ao tratamento HA/MgO 1%, em todos os periodos avaliados, nao
foi observada alteracdo significativa na expressao do VEGF e FGF-2 em relagao ao
controle. O resultado encontrado neste estudo para o gene VEGF diverge do
observado por Xia et al. (2016), onde um biomaterial com magnésio estimulou a
expressdo de VEGF. Uma explicagao levantada pelos autores para justificar essa
estimulagdo seria que o magnésio liberado ativaria uma via de sinalizagdo mediada

pela proteina quinase P38, que ativaria uma proteina quinase B que estimularia a
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expressao do fator. Porém, futuros estudos sdo necessarios para comprovar esse
mecanismo.

A capacidade dos nanocompadsitos de HA/ZrO2 em estimularem a expressao in
vitro dos fatores angiogénicos VEGF e FGF-2 pode representar uma estratégia
simples e efetiva na formagao de novos vasos sanguineos em tecidos 6sseos lesados.
Futuras investigagdes devem ser realizadas com esses materiais de modo a entender
0 mecanismo molecular envolvido no aumento da expressao génica, assim como sua

avaliagao in vivo.

5.5 Conclusao

Os resultados deste trabalho sugerem que o contato das células Vero com os
diferentes extratos de biomateriais nanocompdsitos de HA/ZrO2 5% e HA/MgO 1%
influencia na proliferagcao celular. Contudo, a viabilidade das células foi mantida,
atestando a biocompatibilidade dos materiais nas condi¢ées avaliadas. Além disso,
através do cultivo de fibroblastos com os cilindros dos biomateriais foi possivel
observar a adesao celular na superficie dos materiais, verificada pelas imagens
obtidas pela MEV, reforgcando a caracteristica de biocompatibilidade.

Os nanocompdsitos HA/ZrO2 5% induziram a expressao de VEGF e FGF-2 em
fibroblastos, o que indica seu potencial como estimuladores da angiogénese em

reparo 0sseo.
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