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RESUMO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo especializado, metabolicamente ativo e
constituido por uma populagdo heterogénea de células em diferentes estagios de
diferenciacdo. A matriz extracelular éssea é composta de HA, um biomaterial,
constituido de particulas nanoestruturadas cuja forma carbonatada € amplamente
explorada na medicina regenerativa 0ssea, por suas caracteristicas de
biocompatibilidade, solubilidade e adsor¢cdo serem maiores em comparacao a HA
nao carbonatada. O presente estudo visa compreender se diferentes temperaturas
de sintese da HA carbonatada, sendo 37° C e 90° C, sdo capazes de influenciar no
comportamento pré osteoblastos humanos extraidos de osteosarcoma, no que diz
respeito ao seu potencial bioestimulador e mecanismos de citotoxicidade e
biocompatibilidade, ao as células em cultivo, as particulas nanoestruturadas de HA
carbonatada. Para que se pudesse confirmar se a carbonatacdo da HA ocorreu de
maneira satisfatoria e se 0 meio de cultivo influenciava no seu comportamento foram
empregadas metodologias fisicoquimicas e miscroscopia eletrénica de transmisséo
para avaliar o perfil de internalizacdo das particulas nas células, além MTT para
avaliar a viabilidade celular frente a exposicdo das células as particulas e ELISA
para andlise das citocinas. Foi possivel observar que a HA carbonatada nédo sofreu
influéncia do meio de cultivo e que as temperaturas em que foram sintetizadas tem
relagdo direta no que diz respeito a sua interagdo com as células, embora nas duas
temperaturas testadas, as particulas tenham sido internalizadas pelas células, as
células expostas ao material sintetizado a 37°C apresentaram um comportamento
muito mais satisfatorio em relacdo ao potencial bioestimulador, em especial na
producdo de colageno tipo 1. E ainda a HA carbonatada sintetizada a 37°C e
revestida com alginato, pareceu além de induzir caracteristicas positivas no que diz
respeito a bioestimulo, também apresentou indicios de que as células a ela
expostas apresentam menor resposta inflamatéria, sendo fundamental para o
remodelamento 0sseo.

Palavras chave: Osteoblasto, hidroxiapatita carbonatada, bioestimulador, biomaterial.



ABSTRACT

Bone tissue is a specialized connective tissue, metabolically active and
constituted by a heterogeneous population of cells in different stages of
differentiation. The extracellular bone matrix is composed of HA, a biomaterial,
consisting of nanostructured particles whose carbonated form is widely explored in
bone regenerative medicine, because its characteristics of biocompatibility, solubility
and adsorption are greater compared to non-carbonated HA. The present study aims
to understand whether different temperatures of carbonated HA synthesis, being 37°
C and 90° C, are capable of influencing the pre osteoblast human behavior extracted
from osteosarcoma, with regard to its biostimulatory potential and cytotoxicity and
biocompatibility mechanisms, cultured cells to nanostructured carbonated HA
particles. In order to confirm whether the carbonation of HA occurred satisfactorily
and if the culture medium influenced its behavior, physicochemical methodologies
and electronic transmission miscroscopy were used to evaluate the internalization
profile of the particles in the cells, in addition to MTT to assess the viability cell
exposure to cell exposure to particles and ELISA for analysis of cytokines. It was
possible to observe that the carbonated HA was not influenced by the culture
medium and that the temperatures at which they were synthesized are directly
related to their interaction with the cells, although at the two temperatures tested, the
particles were internalized by the cells, the cells exposed to the material synthesized
at 37°C showed a much more satisfactory behavior in relation to the potential
biostimulator, especially in the production of type 1 collagen. And yet the carbonated
HA synthesized at 37°C and coated with alginate, it seemed to induce positive
characteristics in what it says Regarding biostimulation, it also showed evidence that
the cells exposed to it have less inflammatory response, being fundamental for bone
remodeling.

Keywords: Osteoblast, carbonated hydroxyapatite, biostimulator, biomaterial.
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1. INTRODUCAO

A area de biomaterias que possui globalmente maior expansdo no mercado
econdmico tem sido a de implantes ortopédicos, 0 que se relaciona fortemente com o
aumento significativo da expectativa de vida em todo o mundo, gerando um cenario
desafiador para as ciéncias biomédicas, devido ao comprometimento da saude
relacionados a idade como osteoporose, artrite, artroses e fraturas (PIRES et al., 2015).

Por ndo existir ainda um biosubstituto 0sseo perfeitamente biomimetico, em
diversas intervencfes o reparo 0sseo acaba por ser insuficiente, de modo que se faz
necessario integrar a esse tecido materiais que possuam propriedades adequadas para
reestabelecer a lesdo da forma mais naural possivel, criando um ambiente similar ou
igual ao original (TARDELLI et al., 2019).

O atual panorama somado ao avanco das técnicas cirirgicas culmina no uso de
implantes, préteses ou sistemas clinicos que atuem na substituicdo local e que, ao
mesmo tempo, estejam em contato com 0s outros tecidos do organismo, sem lhes
causar danos posteriores (COSTA, T C, 2013).

Os biomateriais devem possuir carcteristicas de biocompatibilidade e
biofuncionalidade para que ndo sejam citotdxicos ou causem reac¢des imunoldgicas
indesejadas. Um outro fator importante nos biomateriais utilizados para uso clinico, € a
durabilidade e a manutenc¢éo da funcionalidade do biomaterial ao longo de determinado
periodo da vida do paciente. Ao longo desse periodo, os biomateriais devem manter
contato com o0s tecidos vivos sem causar riscos de reacdes, principalmente na
interface tecido-material (TARDELLI et al., 2019).

Alguns dos materiais selecionados atualmente sdo produzidos pela unido de varias
areas do conhecimento a fim de fornecer ao paciente um sistema que gere reparo
mais rapido e de melhor qualidade. Os conhecimentos das areas de engenharia,
farmacologia e biologia sdo empregados na producdo de enxertos, proteses e
implantes que buscam caracteristicas biomiméticas (HOLZAPFEL et al., 2013). Essas
caracteristicas se destacam no mundo ciencifico devido ao seu potencial acelerar o
reparo da lesdo a partir do tecido original do proprio paciente, uma vez que eles
funcionam como a prépria matriz extracelular, em vez de substituir o osso lesionado
(HOLZAPFEL et al., 2013).

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo altamente especializado e dinamico, e
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juntamente com o tecido cartilaginoso, forma o sistema esquelético. O sistema
esquelético tem diferentes funcdes, dentre elas, funcdo metabdlica, funcéo de protecdo
para orgaos vitais, funcdo enddcrina e regulacdo da funcao renal e energia e também
como suporte e para fixagcdo muscular (Il e KARSENTY, 2007).

A matriz extracelular € composta por uma porcdo organica e uma inorganica do
tecido 0sseo, constituida de hidroxiapatita (HA), que é um material cristalino com
estrutura similar a da fluorapatita, presente em diversas rochas igneas e metamorficas,
especialmente em calcérios cristalinos. E um constituinte mineral, pode ser encontrado
nos 0ssos representando entre 30 e 70% da massa dos 0ssos e dentes. Nesse tecido a
matriz extracelular orgénica € constituida de proteinas colagenas e ndo colagenas,
sendo em sua maioria sintetizadas pelos osteoblastos. Porém, varias proteinas
plasmaticas sdo absorvidas pela matriz 6ssea (RIGO, 2011).

Varias proteinas ndo colagenas presentes na matriz éssea foram purificadas e
sequenciadas, mesmo que seu papel tenha sido apenas parcialmente elucidado.
Muitas delas parecem servir para multiplas funcdes, incluindo a regulacdo da
deposicdo mineral éssea, turnover e a regulacao da atividade das células 6sseas. Os
osteoblastos sdo células de revestimento, responsaveis pela producdo de nova matriz
0ssea nas superficies de formagdo (CAPPARIELLO et al., 2014).

Existe grande interesse na producdo de HA sintética, pelas suas propriedades de
biocompatibilidade e osteointegracdo, o que a torna uma boa alternativa, como
biomaterial, na substituicdo do osso humano em implantes e proteses. Esta grande
compatibilidade com o organismo, é devido provavelmente ao seu contetdo iGnico
(célcio, potassio, magnésio, sodio, etc.) comum com aquilo encontrado nos tecidos,
além de limitada toxicidade para o corpo humano. Além disso, observa-se na HA,
grande capacidade de adsorver e ou absorver moléculas, que fazem dela um excelente
suporte para acao prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores
0sseos, e eficiente no tratamento de remo¢do de metais pesados em aguas e solos
poluidos (RIGO, 2011). (Figura 1)
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Figura 1. Estrutura de HA

O painel da esquerda mostra uma imagem macroscépica da HA que se apresenta sob a
forma de um po6 branco e fino. O painel da direita mostra uma imagem de microscopia
eletrénica de varredura das microestruturas de HA se apresentando sob a forma de cristais
agregados. Adaptado de Chen, 2011.

Em particular, a HA precipitada por via Umida possui caracteristicas proximas as do
tecido 0sseo e dentario, por serem sintetizadas em baixas temperaturas apresentam
baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos, além de ser de baixo custo
(COSTA,ACF Metal., 2009).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 TECIDO OSSEO

Os ossos sao estruturas fundamentais na constituicdo do corpo humano além de
promover a sustentacdo do organismo, sao responsaveis pela hematopoiese. Formam
reserva de gordura, promovem a troca continua de célcio e fosforo com o plasma
sanguineo, protegem o encéfalo, a medula espinhal, o coracdo e os pulmdes e
compdem sistemas de alavancas nas articulagdes, garantindo ampla movimentacédo de
varias partes do corpo. Além disso, 0s 0ssos sdo pontos de insercdo muscular e
transmitem a forca das contracdes musculares de uma parte a outra do corpo durante o
movimento. Sao capazes de absorver toxinas e metais pesados minimizando seus
efeitos adversos nos outros tecidos (TORTORA, 2016).

O o0sso é todo revestido externamente por uma resistente bainha branca de tecido
fibroso denominado periésteo, cujas fibras colagenas se inserem firmemente no tecido
6sseo. E constituido de tecido conjuntivo denso irregular, vasos sangiiineos e nervos
gue passam pelo 0sso e varios tipos de células 6sseas. O periosteo € necessario para
a protecdo, nutricdo, crescimento em didmetro e reparo dos 0ssos e € local de fixagédo
para ligamentos e tenddes (GEMINI-PIPERNI et al., 2014).

O periostio reveste toda a superficie externa do 0sso, exceto em suas superficies
articulares. Sua regido externa € comparativamente espessa e € denominada camada
fibrosa, enquanto sua regido mais interna é menos definida e chamada camada
osteogénica, devido a presenca de células osteoprogenitoras. JA o enddsteo é o
revestimento da cavidade medular que consiste em células osteoprogenitoras
achatadas sem um componente fibroso. Entretanto essas células osteoprogenitoras,
assim como as do periésteo, sao capazes de atuar no reparo de lesdes 0sseas (AMINI
et al., 2012).

Assim como todos os tecidos do organismo, o tecido O0sseo possui células
préprias e substancia intercelular bem definida. A matriz 6ssea é sélida e rigida devido
a grande quantidade de compostos minerais, especialmente fosfato e carbonato de
calcio, mas também possui certa flexibilidade devido a presenca de fibras proteicas. Os
0ssos das criangas tém maior proporcéo das substancias organicas que os dos adultos
e, essa proporcao, diminui a medida que a idade avanca. Isso explica a maior
ocorréncia de fraturas em idosos (Il e KARSENTY, 2007).
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A matriz éssea é formada por duas fases: a mineral (ou inorganica) e a organica.
Na fase mineral estdo presentes grandes quantidades do fosfato de calcio denominado
HA, além de carboapatita, tracos de ions magnésio, carbonato, hidroxila, cloro, flior e
citrato (ROLIM et al., 2018); a fase organica esta representada por fibras de colageno
tipo | (Col 1), proteo e glicosaminoglicanas e moléculas sinalizadoras como horménios,
fatores de crescimento e citosinas. As fibras de Col | proporcionam ductilidade ao osso
enquanto os cristais de HA, resisténcia a compressdo. Participando das atividades
teciduais estdo as principais células 0sseas: células osteoprogenitoras, osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos (PORFIRIO e FANARO, 2016).

As células osteoprogenitoras mantém a populacdo de osteoblastos através do
processo de diferenciacdo celular. Os osteoblastos localizam-se na superficie 0ssea
sintetizando e secretando diversos componentes da matriz e, principalmente, Col I. Os
ostedcitos se localizam no interior da matriz 6ssea e sdo as células 6sseas maduras
(ao final do processo de diferenciacéo) (Figura 2). Os osteoclastos sdo encontrados na
superficie 6ssea reabsorvendo a matriz mineralizada em um processo denominado
remodelacdo Ossea. O processo de remodelacdo Ossea € importante para o
crescimento, reparo e manutencdo dos 0ssos e sera discutido posteriormente (ALVES

et al., 2016).

Figura 2. Esquema da disposicgao do tecido ésseo
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Apontados pelas setas o0s prir{cipais constituintes do tecido G6sseo: Osteoblastos e
ostedcitos.Adaptado de StuDocu Universidade Federal de Alagoas, 2018.

A principal funcdo dos 0ssos, a de sustentar o corpo, esta relacionada com sua
matriz 6ssea mineralizada. Os o0ssos longos apresentam, em observacéo



17

macroscopica, um tipo de tecido 6sseo com matriz mais densa em suas camadas
superficiais. Esse tipo 06sseo, denominado tecido 0sseo compacto, apresenta
propriedades mecanicas com valores altos, dando o carater rigido ao 0sso. Em
observagbes microscépicas, a matriz 6ssea mineralizada apresenta um arranjo
determinado das fibras de Col I. (YUNOKI et al., 2006).

2.2 PROCESSOS DE OSSIFICACAO

Os processos de ossificacdo podem ser de dois tipos, intramembranosa e
endocondral envolvendo a substituicdo de tecido conjuntivo preexistente por 0Sso, nao
havendo distincdo dos dois processos quando observamos um osso adulto. A
ossificacdo intramembranosa refere-se a formacdo de osso diretamente dentro ou
sobre as membranas de tecido conjuntivo fibroso. Em contrapartida, o processo de
ossificacdo do tipo endocondral apresenta um molde de cartilagem que € substituido
gradualmente por tecido 6sseo (ROLIAN, 2020).

A ossificacdo intramembranosa é o processo que forma, por exemplo, os
0ssos planos do cranio, a mandibula e as claviculas. O embrido humano possui um
esqueleto composto por cartilagem ou tecido conjuntivo fibroso. Esse esqueleto
serve como molde para o evento de ossificacdo que comecard a seguir. A
ossificacdo se inicia por volta da sexta ou sétima semana de vida e continua ao
longo da vida adulta (COSTA, T C, 2013).

Células do mesénquima diferenciam-se em células osteoprogenitoras e,
posteriormente, em osteoblastos, formando o centro de ossificacdo. Os osteoblastos
iniciam a secrecdo de matriz até que estejam totalmente circundados por ela. As
células, agora denominadas ostedcitos, promovem juncdes de suas membranas
plasmaticas através de canaliculos enquanto a matriz continua sendo mineralizada
(CALASANS- MAIA et al., 2017).

A medida que a matriz 6ssea se mineraliza, ela se funde formando as trabéculas do
0SS0 esponjoso. Os espacos entre as trabéculas sédo preenchidos por medula éssea
vermelha e, na superficie exterior do 0sso, 0 mesénquima se condensa formando o
periosteo. As camadas superficiais do 0sso podem ainda ser substituidas por 0sso
compacto pelo processo de remodelacdo, o que permitirhd o crescimento do novo 0SS0
até o tamanho adulto (MEDINA-CRUZ et al., 2020).

Na ossificacdo endocondral, a maior parte dos 0ssos, inclusive os longos, €
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formada por esse processo. No inicio do desenvolvimento embrionario, um molde de
cartilagem hialina é formado. A medida que o molde de cartilagem cresce, células da
regido média do molde iniciam, estimuladas quimicamente, a mineralizagéo, diminuindo
a taxa de difusdo de nutrientes e oxigénio e causando sua propria morte. As lacunas
resultantes das células mortas sdo preenchidas por células osteoprogenitoras
(ROLIAN, 2020).

Uma nova artéria penetra na matriz calcificada estimulando uma nova colonizacao
celular. As células osteoprogenitoras se diferenciam em osteoblastos que secretam
uma matriz O0ssea formando trabéculas do 0sso esponjoso. A atividade dos
osteoclastos gera a cavidade medular, enquanto os osteoblastos continuam produzindo
mais tecido 0sseo em direcdo as extremidades. A cavidade medular € entéo
preenchida pela medula 6ssea vermelha (ALVES et al., 2016).

A cartilagem hialina continua, mesmo no fim do processo, a recobrir as epifises
como cartilagem articular, e aparece entre a diafise e as epifises como placa epifisaria,
a qual é responsavel pelo crescimento dos 0ssos em comprimento. A placa epifisaria
permite a diafise aumentar em comprimento até o inicio da vida adulta. As células de
cartlagem da placa epifisaria cessam a divisdo, e a cartilagem eventualmente é
substituida pelo osso. A velocidade de crescimento é controlada por hormdnios, como
o hormdnio do crescimento humano (GH) (HE e BARKAN, 2020).

O crescimento em diametro ocorre junto com O crescimento em comprimento.
Neste processo, 0 0sso revestindo a cavidade medular é destruido por osteoclastos do
enddsteo de modo que a cavidade aumenta em diametro. A0 mesmo tempo, 0S
osteoblastos do peridsteo acrescentam novo tecido ésseo em torno da superficie
externa do osso (PERCIVAL e RICHTSMEIER, 2014).

2.3 ORGANIZACAO TECIDUAL

A constituicdo do esqueleto se da por dois tipos de tecidos 6sseos, sendo eles, 0
compacto ou cortical e 0 esponjoso ou trabecular. Ambos apresentam um revestimento
externo denominado periosteo e um interno denominado endosteo e apresentam as
mesmas as mesmas caracteristicas moleculares celulares. O que os diferencia € a
organizagdo estrutural de moléculas e células, o que resulta em diferentes arranjos e
propriedades mecéanicas. As propriedades mecanicas do 0sso bem como sua

elasticidade estédo intimamente relacionadas com a idade do individuo, sabendo-se que
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espécies femurais, 0 modulo de elasticidade do osso cortical femural tende a declinar
aproximadamente 2% por década (KARAGEORGIOU e KAPLAN, 2005).

Os ossos do corpo humano podem ser classificados como: longos, curtos, planos e
irregulares devido ao seu formato. O fémur e a tibia por serem 0ssos longos
apresentam grande quantidade de tecido 6sseo compacto e 0SSO esponjoso em
guantidades consideraveis em seu interior, ja 0SS0S curtos como 0 carpo e o tarso,
possuem grande quantidade de tecido 6sseo esponjoso e uma fina camada de 0sso
compacto. Em contrapartida ossos planos, representados pelos 0ssos do cranio,
esterno, escapula e costelas, permitem uma protecdo satisfatéria de estruturas
internas, uma vez que fornecem extensa area de insercdo muscular e, por fim, os
0SsO0s irregulares como as vértebras variam na quantidade de osso compacto e
esponjoso (GEMINI-PIPERNI et al., 2014).

O processo de preenchimento gradual que converte 0 0SSO eSponjoso em 0SSO
compacto ocorre por meio da criacdo de canais estreitos revestidos por células
osteoprogenitoras. Eles circundam os vasos que estavam presentes anteriormente nos
espacos trabeculares da rede esponjosa, sendo cada um desses arranjos com varias
camadas consecutivas, denominado 6steon (CLARKE, 2008).

O tecido 6sseo compacto tem uma maior resisténcia uma vez que é composto
principalmente por matriz 6ssea mineralizada. Este tecido € encontrado no perimetro
do osso e é atravessado pelos Canais de Volkmann, por onde passam artérias
nutricias e nervos do periésteo. Nele também ha presenca de Canais de Havers que
fazem a ligacdo de mais vasos sanguineos e nervos da cavidade medular (CLARKE,
2008).

Os canais centrais estdo sempre equidistantes ao comprimento do 0sso longo e ao
redor deles encontram-se as lamelas concéntricas de matriz mineralizada. Entre uma
lamina e outra h4 formacdo de lacunas onde ficam o0s ostedcitos e canaliculos com
projecdes citoplasméticas deles, que passam a se conectar entre si e com 0s canais
centrais. O possibilita o metabolismo do tecido, com troca de substancias, capacidade
de regeneracdo, quando necessario e também a sensibilidade do osso, que é dada

pela exiténcia de fibras nervosas (POOLE et al., 2005).
2.4 TIPOS CELULARES
2.4.1 Osteoblastos

Osteoblastos (Figura 3) séo ceélulas responsaveis pela sintese de nova matriz
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0ssea. Eles sdo originados de células-tronco mesenquimais (CTMs), que com fatores
de transcricdo especificos determinam a diferenciacéo celular, organizando o processo
para que células possam se diferenciar em tecidos como condrdcitos, osteoblastos,
mioblastos e adipdcitos (YOSHIKO et al., 2007).

Figura 3. Microscopia eletrénica de transmissao de um osteoblasto
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Imagem de microscopia eletrdnica de um osteoblasto demonstrando complexo de Golgi,
reticulo endoplasmético granular. Fixacdo de glutaraldeido-6smio: corada com uranio e
chumbo. Aumento x 6900 (Photo: J. P. Thiery).

O periodo de maturagdo dos osteoblastos, que nos humanos dura
aproximadamenteo 10 dias, da origem aos ostedides, devido ao intervalo de tempo
entre a formacédo da matriz e sua subsequente calcificacdo existe uma interessante
dindmica entre as células mesenquimais ativadas e o0s pré-osteoblastos, sendo o
processo de diferenciacdo orquesrado por marcadores determinantes para 0 mesmo
(GEMINI-PIPERNI et al., 2014).

A concentracdo no soro de fosfatase alcalina (ALP) pode ser utilizado como um
indicador de formacéo 6ssea, pois esta constitui um marcador de células presente na
membrana plasmatica do osteoblasto maduro. O fator 10b Wingless-int (Wnt10b) inibe
a diferenciacao pré-adipocitaria e impulsiona o comprometimento das CTMs com osteo
ou condro progenitor, sendo esse 0 primeiro passo da osteoblastogénese. Fatores de
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trancricdo pro-osteogénicos realizam esse comprometimento e um deles € o fator de
transcricdo 2 que se relaciona ao runt (runx2, do inglés Runt-related transcription factor
2) que diferencia os osteoblastos (YOSHIKO et al., 2007).

Além da ativacdo de fatores de transcricdo pré-osteogénicos, também ocorre a
supressdo da proteina de ligacdo a do intensificador de fator de transcricdo
adipogénica CCAAT a (C / EBPa) e do receptor ativado por proliferador de
peroxissomo y (PPAR y) no comprometimento da linhagem osteoblastica. Ja os altos
niveis de sinalizacdo Wnt, junto com a presenca de Runx2, aumentam a
osteoblastogénese proveniente da diferenciacdo de condrécitos. Com isso, 0s
precursores de osteoblastos se proliferam e se diferenciam em pré-osteoblastos e em
seguida em osteoblastos maduros. Apoés isso, 0 osteoblasto se torna um ostedcito e 0s
osteoblastos em excesso passam pelo processo de apoptose (ALVES et al., 2016).

Proteinas colagenas e ndo colagenas sao sintetizadas por osteoblastos maduros,
incluindo osteocalcina, sialoproteina Ossea (BSP), osteopontina, osteonectina,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos, como decorina e biglicano. Reguladores
importantes para o processo de osteogénese sdo fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs), proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs) e proteinas Wnt,
juntamente com os fatores de transcricdo especificos para osteoblastos Runx2 e
Osterix. Durante a biossintese da matriz extracelular e a mineralizacdo da matriz,
observa-se uma variacdo na expressao do marcador de osteoblastos: ALP e tipo 1 o
receptor da paratiredide (PTH1R) aumenta na primeira fase e depois diminui quando a
mineralizacdo progride e o0s osteoblastos se tornam ostedcitos, enquanto outros
marcadores, como osteopontina, osteocalcina e sialoproteina Ossea, aparecem e

aumentam durante a mineralizacdo (Il e KARSENTY, 2007).
2.4.2 Osteoclastos

Sendo células altamente especializadas, os osteoclastos sdo multinucleados, com 4
a 20 nucleos, e capazes de retirar a matriz 0ssea antiga para a regulacdo da
homeostase mineral do organismo (Figura 4). Membros da linhagem de mondécitos /
macrofagos, 0s osteoclastos e sdo constituidos por mudaltiplas fusdes celulares
diferenciadas de seus precursores mononucleares. Os osteoclastos podem ser
considerados células terminalmente diferenciadas dessa familia, M-CSF (fator
estimulador de colonias de macréofagos) e RANKL (ligante do receptor ativador do fator

nuclear kappa) induzem sua diferenciacdo de precursores mieldides, bem como sua
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transdiferenciacdo de macrofagos teciduais e células dendriticas (JEONG et al., 2020).

A capacidade unica de dissolver a HA cristalina € a funcdo caracteristica dos
osteoclastos, seguida pela degradacdo enzimética da matriz 6ssea organica. Os
osteoclastos encontram-se em uma lacuna de reabsorgéo, entretanto 0s mecanismos
envolvidos nesse processo ainda sdo obscuros.

Figura 4. Osso em corte histolégico apontando osteoblasto
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Corte histolégico do teC|do 0sseo corado com Hematoxﬂma e Eosma a’bontando osteoclasto
multinucleado na lacuna de absorgéo. (http://faculty.une.edu/com/abell/histo/Histolab4e.htm).

Além disso, estudos recentes sugerem que eles podem ter algumas funcgdes
reguladoras em relacdo a outras linhagens celulares presentes no ambiente da medula
0ssea (JEONG et al., 2020).

2.4.3 Ostebcitos

Os ostedcitos constituem cerca de 90-95% do total de células ésseas, sendo a
mais abundante em um esqueleto adulto, diferente dos osteoblastos e osteoclastos que
constituem 4-6% e 1-2%, respectivamente. Na composi¢cdo da matriz mineralizada, ha
a presenca dos osteocitos que ficam em pequenas lacunas osteociticas no 0sso
(25.000 / mm3 de 0ss0).

Ostedcitos passam pelo processo de apoptose quando ha danificagdo no 0sso
durante a reabsorcdo Ossea dos osteoclastos, tendo como principais marcadores:
fosfatase alcalina baixa ou inexistente, caseina-quinase alta, osteocalcina e CD44, E11
/| gp38, endopeptidase neutra fosfatoreguladora no cromossomo X (Phex),
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fosfoglicoproteina extracelular da matriz (MEPE), fator de crescimento de fibroblastos
23 (FGF23), proteina 1 da matriz da dentina (DMPI) e esclerostina (SOST) (PROBST et
al., 2020).

Estudos evidenciam a grande importancia dos ostedcitos na estrutura éssea, uma
vez gue 0S mesmos aumentam em cortes histologicos e sdo sinais caracteristicos
guando h&a o diagnéstico de determinadas doencas, de modo que se sugere que a
matriz perilacunar apresenta-se de forma mais maleavel ou menos mineralizada do que
a matriz circundante. Nas superficies das lacunas osteciticas ocorrem a mineralizacao
ou a remocao da matriz mineralizada através dos ostedcitos. O microambiente dessas
células também pode ser modificado, alterando suas propriedades da matriz
circundante (ALVES et al., 2016)..

Outras funcbes desenvolvidas pelos ostedcitos sdo: a regulacdo do metabolismo

mineral e a homeostase do fosfato (ALVES et al., 2016).

2.5 REMODELAMENTO OSSEO E MINERALIZACAO

No processo fisiolégico normal, a reabsorcdo e a formagdo Osseas estdo
intimamente relacionadas em tempo, grau e espaco, tanto que a formacéo éssea so é
ativada depois que estiver estabelecida uma area de absor¢do. O metabolismo ésseo é
influenciado por varios fatores hormonais, locais, comportamentais e ambientais, além
de forcas mecanicas, elétricas, quimicas e magnéticas. Esse mecanismo €
relativamente rapido no osso trabecular e mais lento no osso cortical (ANDRE
BARRIERE et al., 2019).

Processos citoplasmaticos se estendem profundamente na matriz dOssea
recentemente produzida e ficam em contato com 0S processos osteociticos em seus
canaliculos. Complexos juncionais (juncbes comunicantes) sao frequentemente
encontrados entre os osteoblastos (GEMINI-PIPERNI et al., 2014).

O primeiro passo da osteoblastogénese € o compromisso das CTMs com um
osteo/condro-progenitor, impulsionado pelo fator Wntl0b, que também inibe a

diferenciagcdo pré-adipocitaria. Esse comprometimento é realizado pela ativagdo de

fatores de transcricdo pro-osteogénicos como runx2. (JUE et al., 2014) (Figura 5).



24

Figura 5. Representacéo esquematica do processo de osteoblastogénese
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O osteoblasto origina de uma célula tronco mesenquimal multipotente (CTM) que, na presenga
de estimulos adequados, como o0s sinais Wnt, esta comprometida com um osteo- condro-
progenitor, seguida por uma célula osteoprogenitor, um pré-osteoblastos (pré- obl) que
expressam fosfatase alcalina (ALP), receptor de PTH 1 (PTHR1) e coldgeno 1 alfa 1 (Col1Al) e
um osteoblasto maduro ativo (OBL) que secreta proteinas da matriz 6ssea. Uma vez deposto a
matriz 6ssea, um osteoblasto maduro é preso na propria matriz mineralizada e se diferencia em
um ostedcito. Adaptado de Gemini -Piperni, 2015.

Diversos estudos demonstraram que o fator de transcricdo Runx2 desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento do esqueleto, pois € um gene fundamental para
a diferenciacdo de osteoblastos. O comprometimento da linhagem osteoblastica é
realizado ndo apenas pela ativacdo de fatores de transcricdo pro-osteogénicos, mas
também pela supressao do fator de transcricdo adipogénico potencializador de C/EBPa
e o receptor ativado por proliferador de PPAR y. Por outro lado, altos niveis de
sinalizacdo Wnt, juntamente com a presenca de Runx2, promovem ainda mais a
osteoblastogénese as custas da diferenciacdo dos condrdcitos (TAKARADA et al.,
2016).

Sob esses estimulos, os precursores dos osteoblastos sofrem proliferacdo e
diferenciam-se em pré-osteoblastos e depois em osteoblastos maduros, alterando a
morfologia de osteoprogenitores fusiformes para osteoblastos grandes e diferenciados
de forma cubica depositados em superficies de matriz 6ssea. Nos ultimos estagios de
sua diferenciagdo, o osteoblasto torna-se uma célula de revestimento plana ou um
ostedcito (ROOT et al., 2020).

Durante a biossintese da matriz extracelular e mineralizacdo da matriz, observa-se
uma variacdo na expressdo do marcador de osteoblastos: ALP e receptor de
paratireoide tipo 1 (PTH1R) aumentam na primeira fase, diminuem quando a

mineralizacdo progride e o0s osteoblastos se tornam ostedcitos, enquanto outros
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marcadores, como osteopontina, osteocalcina e sialoproteina 0ssea, aparecem e
aumentam durante a mineralizacdo (MARTIN et al., 2020).

Além disso, os osteoblastos desempenham um papel crucial na formacdo de
osteoclastos, produzindo duas citocinas osteoclastogénicas essenciais: fator
estimulante de colénias de macrofagos (M-CSF), um fator de crescimento capaz de
estimular a proliferacdo de precursores de osteoclastos e ligante do receptor ativador
do fator nuclear kappa B (RANKL), uma citocina transmembrana expressa por
osteoblastos, que interage com seu receptor RANK na superficie pré-osteoclastica,
desencadeando a osteoclastogénese. Eles também secretam osteoprotegerina (OPG),
um receptor chamariz para RANKL, que tem um papel osteoprotetor. De fato, a OPG é
uma proteina secretada que possui a mesma estrutura do dominio extracelular do
RANK, de modo que se liga ao RANKL prevenindo sua interagdo com o RANK, com
uma consequente inibicdo da osteoclastogénese (PAULA-SILVA et al., 2020).

A biomineralizac&o é o processo pelo qual a HA é depositada na matriz extracelular.
Mesmo que esse processo ainda nao seja totalmente compreendido, supde-se que
ocorram 0S mesmos eventos que os da mineralizagdo da cartilagem. Esses eventos
envolvem a liberacdo de vesiculas matriciais, vesiculas envoltas por membrana
extracelular (50-200 nm de diametro), que sédo formadas por brotamento polarizado da
membrana superficial de condrécitos, osteoblastos (ROCHA et al., 2012).

A mineralizagdo comecga com a nucleacdo dos cristais de HA dentro das vesiculas
da matriz, seguida pela propagacdo da formacao de HA através da membrana para a
matriz extracelular. Os fosfolipidios de ligacdo ao calcio (incluindo a fosfatidilserina), as
proteinas de ligacdo ao calcio, a sialoproteina 0ssea e as anexinas formadoras do
canal de célcio promovem o acumulo de calcio dentro das vesiculas da matriz (ROLIM
et al., 2018).

Os fosfatos séo fornecidos pelo co-transportador Na (s6dio) / Pi (fosfato inorgéanico)
tipo Ill, localizado tanto na membrana celular quanto na vesicula da matriz, e por uma
nova fosfatase que foi recentemente identificada como essencial para a geracao de Pi
e mineralizagdo 6ssea normal, O FOSPHO1, que cliva fosfoetanolamina (PEA) e
fosfocolina para gerar fosfato inorganico. Quando o acumulo de calcio e fosfato nas
vesiculas da matriz excede o ponto de saturagdo da solubilidade do CaPOas, ele se
precipita na forma de HA. No segundo passo da mineralizacdo, os cristais de HA

crescem para a matriz extracelular, preenchendo o espaco entre as fibras de colageno.
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Este alongamento da HA requer concentracdes apropriadas de calcio e fosfato fora das
vesiculas da matriz (HUESA et al., 2012).

Em particular, a razéo entre Pi e pirofosfato inorganico (PPi) é crucial nesta fase. O
PPi, que inibe a formacéo de HA, é formado pela NPP1 (uma isoenzima Nucleotideo
Pirofosfatase / Fosfodiesterase) dos trifosfatos nucleotideos. O PPi é também fornecido
por ANKH (homologo da anquilose progressiva), que transporta o PPi de dentro da
célula para o espaco extracelular. Em contraste, a fosfatase alcalina ndo especifica
tecidual (TNAP) hidrolisa o PPi para gerar duas moléculas de Pi, promovendo assim a
mineralizagdo da matriz (MULLER et al., 2019).

O o0sso € um tecido dinamico, constantemente submetido a um processo de
remodelagdo para manter a estabilidade biomecanica e a regulacdo da homeostase
mineral de todo o organismo. Ossos adultos sofrem continuamente remodelacéo.
Mesmo apds o crescimento e a modelagem do esqueleto terem sido completados,
~20% da superficie do 0sso esponjoso esta passando por remodelacdo a qualquer
momento e 8-10% do tecido 0sseo é substituido anualmente (PAULA-SILVA et al.,
2020).

A remodelacdo O6ssea permite a substituicdo do osso velho e/ou danificado por
0SSO NOVo e mecanicamente competente. Anormalidades nesse processo ocorrem em
algumas das doencas mais comuns que afetam os seres humanos, como osteoporose,
periodontite, artrite e ostedlise induzida por tumor. O remodelamento 6ésseo € um
processo complexo regulado por uma variedade de fatores bioquimicos e mecanicos,
envolvendo a primeira reabsorcdo 0ssea, realizada pelos osteoclastos, sdo gigantes,
multinucleados (com 4 a 20 ndcleos), células altamente especializadas capazes de
remover a matriz 6ssea antiga, e a formacdo 0Ossea, realizada pelos osteoblastos,
colaborando estreitamente nas unidades multicelulares basicas (BMU) (CAPPARIELLO
et al., 2014).

O primeiro passo do remodelamento 0sseo é a fase de reabsorcdo, seguida pela

fase de reverséo, a fase de formacgao e a fase de mineralizagéo (Figura 6).
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Figura 6. Remodelacao 6ssea de adultos
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A integridade estrutural 6ssea é mantida pela reabsor¢do mediada por osteoclastos e seguida
pela nova formagédo 6ssea e a fase de mineralizacdo mediada por osteoblastos.
Fonte: Adaptado de Gemini — Piperni, 2015

Entre 2% e 5% do osso cortical € remodelado a cada ano, perfurando gradualmente
0 0sso, carregando um grupo de osteoclastos na ponta, cavando um tunel circular
(cone de corte) na direcao de carregamento dominante, seguido por varios milhares de
osteoblastos que preenchem o tunel (cone de fechamento) para produzir um osteon
secundario de osso renovado (ALVES et al., 2016).

No osso trabecular, o processo de remodelacdo € principalmente um evento de
superficie mais ativo (com taxas de remodelacdo que podem ser até 10 vezes maiores)
e entdo o remodelamento ocorre no osso cortical, devido a razdo superficie-volume
muito maior. Osteoclastos vém em primeiro lugar no processo: eles viajam através da
superficie trabecular, cavando uma vala em vez de um tanel, com uma profundidade de
40-60mm e seguido pela formacéo 0ssea dos osteoblastos. Os locais de remodelacao
ativos abrangem areas de tamanhos variados, desde 50x20 mm até 1000x1000 mm
(POOLE et al., 2005).

A inflamacé&o possui relacdo direta com o tempo e qualidade da remodelacao 0ssea.
A massa 0ssea depende da homeostase da dinamica balanceada entre a atividade dos
osteoblastos e osteoclastos, firmemente controlada pelo sistema imunoldgico. Algumas
citocinas pro inflamatérias estdo diretamente envolvidas nesse processo: IL-183, IL-6 e
TNF, que estimulam a atividade dos osteoclastos de forma autdcrina; RANKL (ligante

do receptor ativador nuclear kappa beta - da familia do TNF), que se liga aos
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receptores transmembrana RANK (receptor ativador nuclear kappa beta) dos
osteoclastos e induz a osteoclastogénese; a osteoprotegerina (OPG), que regula
negativamente a formacao e ativagdo dos osteoclastos, interrompe a ligagdo RANK-
RANKL por ligar-se ao RANKL (BRIOT, K et al, 2017).

A OPG é produzida primariamente pelos osteoblastos e seus precursores, mas
também pode ser expressa pelas células B e células dendriticas. Em contrapartida, o
fator de crescimento transformador beta (TGF-8), produzido pelos osteoblastos e pelas
células da medula 6ssea, é o mais abundante dos fatores de crescimento armazenado
no 0sso e estimula a formacdo 6ssea, como também inibe a diferenciacao, formacao e
atividade dos osteoclastos maduros (GUERRINI, M et al, 2014).

2.6 HIDROXIAPATITA

Existem varios tipos de fosfatos de calcio sendo que a formacdo de uma fase ou
outra € determinada pelas condicdes do meio (pH, temperatura) e presenca de
impurezas. Dentre todas as estruturas cristalinas possiveis destaca-se a HA (COSTA,
A CF Metal., 2009).

Destaca-se 0 uso de HA no desenvolvimento de materiais bioativos que simulem a
composicéo do tecido 6sseo devido a sua similaridade quimica e estrutural com a fase
mineral dos ossos e dentes de vertebrados, sendo essa denominada HA bioldgica
(Figura 7) (PIRES et al., 2015).

Além disso, materiais ceramicos a base de HA tém sido amplamente pesquisados
no desenvolvimento de substitutos Osseos devido as suas propriedades
osteocondutora, baixa toxicidade, biocompatibilidade e bioatividade. Considera-se que
a HA sintética seja capaz de induzir o crescimento do tecido 6ésseo onde esta inserida
devido a sua estrutura porosa semelhante ao osso, além disso, a superficie da fase
inorganica sintética permite interacdes dipolares, de modo que moléculas de agua e
proteinas podem ser adsorvidas na sua superficie proporcionando, consequentemente,
uma forte ligacdo com o tecido sob a qual é aplicada e induzindo a regeneragédo do
mesmo (RIBEIRO et al., 2016).
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Figura 7. Comparacéao estrutural dos dentes humanos e materiais a base de apatita

:‘.l / »" ' E
Microscopia eletronica de varredura comparando em diferentes aumentos (da esquerda para a
direita 100 nm, 2 um e 20 um) as estruturas dos dentes e de materiais artificiais constituidos

por apatita. https://www.upf.br/biblioteca/noticia/nova-tecnica-consegue-regenerar-esmalte-dos-
dentes
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Conhecendo a estrutura quimica da HA (HA), Caio(PO4)s(OH)2, para que as
caracteristicas fisico-quimicas do material sejam modificadas, podem ser efetuadas
substituicdes introduzindo fons como AsO4%, COsz*, e COs%, F, CI, Br, COz
respectivamente no lugar dos grupos fosfato e hidroxila. Particularmente, a introducéo
do grupo carbonato que pode substituir tanto o grupo hidroxila quanto o grupo fosfato,
origina a carbonatacdo do tipo alfa e do tipo beta, respectivamente. As HAs
carbonatadas apresentam melhor solubilidade quando comparadas a HA néo
substituida, o que a torna amplamente utilizada na pratica clinica como substituto
0sseo pelas melhores caracteristicas de biocompatibilidade, maior solubilidade e
absorcdo (ROCHA et al., 2012).

A HA apresenta um grande potencial como biomaterial baseado em sua
compatibilidade com o organismo, pois a mesma pode conter ions comumente
encontrados nos tecidos (calcio, potassio, magnésio, sédio, etc.), além de limitada
toxicidade para o corpo humano (COSTA, AC F M et al., 2009).

Em particular, a HA precipitada por via Umida possui caracteristicas proximas as do
tecido 0sseo e dentario, por serem sintetizadas em baixas temperaturas apresentam
baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos. o oposto da HA sintetizada a altas

temperaturas, que apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais grandes.
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Portanto, alguns estudos tém evidenciado que as condicdes de sintese influenciam o
conteudo de carbonato estrutural e a cristalinidade das CHA (RIGO, 2011).

A literatura internacional evidencia a eficiéncia e seguranca de nanoprodutos para
uso clinico na forma de nanoparticulas (NPs), ou sistemas nanoestruturados. Tal
eficiéncia e seguranca dependem dos mecanismos de interacdo destes dispositivos
com células e tecidos pois esta interacdo ocorre em nivel local pela incorporacdo no
interior das células (BASTAN, 2020).

As aplicacdes das NPs abrangem uma grande diversidade de é&reas tais como a
terapia de céancer, cardiovascular, ortopedia e odontologia, doencas infecciosas,
gastroenterologia, imunologia, neurologia, além de cosméticos e fotoprotetores
(CALASANS- MAIA et al., 2017).

O desenho de novas NPs carreadoras de farmacos, fatores de crescimento e genes
dependem diretamente do modelo de transito do meio extracelular para o intracelular,
bem como sua biodisponibilidade apds seu contato com o meio bioldgico e tecidos. O
primeiro evento que ocorre quando as NPs entram em contato com o fluido biol6gico é
a adsorcdo de constituintes do meio tais como proteinas, peptideos e sais minerais.
Esta interacdo pode mudar drasticamente as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie das NPs tais como estequiometria e a carga de superficie. Se localmente
ocorre variacdo de pH, como € comum em processos inflamatorios, as NPs podem ser
submetidas a processos de oxidacéo e dissolu¢cdo, como ocorre com NPs de fosfatos
de célcio. A internalizacdo celular das mesmas ocorre principalmente através de
diferentes mecanismos dependentes de regulacédo, tais como endocitose, fagocitose e
macropinocitose (SRIVASTAV et al., 2019).

Ao longo do processo de transporte, as NPs podem interagir bioquimicamente com
diferentes estruturas e, dependendo de suas caracteristicas, afetar a fisiologia celular
através da modulacdo de vias de sinalizagdo quimica intracelulares. Uma vez
presentes no citosol, as NPs podem alcangar o compartimento nuclear e interferir na
integridade do genoma, afetando desde a sintese proteica até o metabolismo celular.

Com o aumento da expectativa de vida, faz necessario aprimorar técnicas que
melhorem a qualidade e durabilidade dos implantes 6sseos, este estudo propde a
utilizagdo de CHA (CHA), um biomaterial que € amplamente utilizado na medicina
regenerativa 6ssea como importante substituto ésseo bioativo e osteocondutor tanto de

uso em implantes ortopédicos quanto dentarios pelas suas -caracteristicas de
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biocompatibilidades e propriedades de maior solubilidade e adsor¢cdo comparada a HA
nao substituida pelo carbonato (BASTAN, 2020).

Portanto, pretende-se relacionar duas diferentes temperaturas de sintese (90°C e
37°C) de CHA nanoestruturada, obtida por precipitagdo por via Umida, assim como a
presenca de um revestimento com o elemento alginato na carboapatita sintetizada com
37°C com os mecanismos de citotoxicidade e biocompatibilidade na sua interagdo com
osteoblastos humanos, com intuito de aprimorar a qualidade dos produtos que utilizam
em sua composicdo HA em aplicacdes clinicas (ROCHA et al., 2012).

2.8 ALGINATO

O alginato de calcio € um biopolimero composto por fibras de &cido alginico, e esse
acido é extraido de algumas algas marinhas (laminaria, popularmente conhecida como
algas marinhas marrons). Sua camada externa € produzida com poliuretano e sua
camada interna com gelatina, pectina e também carboximetilcelulose sodica. O alginato
de célcio também conta com ions de sodio e célcio. Sua acdo hemostatica se deve
pela substituicdo dos ions de célcio pelos ions de sédio presentes no sangue
(PINHEIRO, L, 2013).

2.9 PROTEINA CORONA

O fenbmeno conhecido como proteina corona € caracterizado pela adsorcéo
espontanea e inespecifica de proteinas na superficie de nanoparticulas (Figura 8).
Essa camada de proteinas adsorvida tem uma grande influéncia sobre a acdo e
eficiéncia dos nanomateriais. Na maioria dos casos, proteinas com alta abundéancia no
plasma sdo adsorvidas na superficie e, ao longo do tempo, sdo substituidas por

proteinas de menor concentragdo, mas com maior afinidade (RAHMAN et al, 2013).
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Figura 8. Diagrama esquemaético de nanoparticulas conjugadas a transferrina e

proteina corona

v
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Seus alvos sédo receptores de transferrina, na presenca de proteinas do soro (estruturas em
verde, roxo e azul), que formam uma coroa de proteinas em torno das nanoparticulas
(proteina corona). Como resultado, as proteinas de transferrina (estruturas vermelhas)
ficam ocultas nas nanoparticulas e ndo conseguem se ligar aos receptores de transferrina
(estruturas amarelas) localizados na membrana das células. Adaptado de: Gaspar,
R., Nanoparticles: Pushed off target with proteins. Nat Nanotechnol, 2013

Estas mudancas na composicdo da proteina corona resultante da
dessorcéo/adsorgao sao conhecidas como o “efeito Vroman”. Este efeito leva em conta
gue as identidades das proteinas adsorvidas podem mudar ao longo do tempo, mesmo
que a quantidade total de proteina adsorvida permaneca aproximadamente constante
(VROMAN, et. al., 1980).

Durante a formacéo inicial da proteina corona, as proteinas com as maiores taxas
de associacdo adsorvem a um nanomaterial. Se essas proteinas tiverem tempos de
permanéncia curtos, elas serdo substituidas por outras proteinas que podem ter taxas
de associacdo mais lentas, mas tempos de permanéncia mais longos. Durante a
adsorcdo de 23 proteinas plasmaticas, o efeito Vroman pode ser dividido em estagios
“iniciais” e “tardios”. O estagio inicial envolve a rapida adsorg¢do de albumina, IgG e
fibrinogénio, que séo substituidos no segundo passo por apolipoproteinas e fatores de

coagulacdo. O estagio inicial do efeito Vroman n&o é relacionado com todos os
nanomateriais e o final desse efeito ocorre quando proteinas com afinidades
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moderadas sdo substituidas por aquelas que possuem afinidades muito altas.
(GOPPERT & MULLER, 2005).

Compreender a formacgéo da coroa de proteinas e suas consequéncias biolégicas é
fundamental para o campo da nanomedicina uma vez que as caracteristicas das
proteinas e das NPs tendem a mudar consideravelmente mediante as interacfes
(FLEISCHER & PAYNE, 2014). Em particular, as proteinas tendem a sofrer mudancas
conformacionais, que podem ser reversiveis ou nao e tais alteragcbes na forma e na

funcdo poderiam ter relacdo direta com possiveis efeitos adversos.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo visa avaliar a interacdo de particulas de HA carbonatada
nanoestruturada sintetizadas a 37 e 90°C, com osteoblastos humanos em relacdo a

citotoxicidade, diferenciacdo e producédo de matriz extracelular.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar as HAs carbonatadas nanoestruturadas antes e apdés
contato com meio de cultivo;

e Avaliar o potencial citotoxico das particulas de CHA nanoestruturadas, em
osteoblastos linhagens de osteosarcoma humano;

e Analisar o processo de internalizagao celular da CHA em osteoblastos humanos
e as possiveis alteracdes morfologicas resultantes da exposicao;

e Averiguar o processo de diferenciacdo celular mediante a exposicdo dos
osteoblastos as particulas de CHA sintetizadas em diferentes temperaturas;

e Avaliar a producdo de matriz organica, atraves da sintese de colageno, em
osteoblastos apds exposicdo a particulas de CHA em diferentes temperaturas de
sintese;

e Analisar o perfil inflamatorio apresentado pelos osteoblastos humanos por meio

da producéo de citocinas.
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4. METODOLOGIA

Para a realizacdo do presente estudo houve colaboracao cientifica e académica
entre grupos do CBPF, INMETRO, UFRJ e Unigranrio.

4.1 PREPARACAO DA HA CARBONATADA NANOESTRUTURADA

Para elaboracdo deste trabalho, foram sintetizadas HAs carbonatadas em 2
diferentes temperaturas de sintese (37°C, 90°C). As HAs carbonatadas
nanoestruturadas foram sintetizadas através da precipitacdo por via Umida de solucdes
aguosas de Ca (NOz3)2 4H20, 0,21 mol/L; (NH4)2HPO4, 0,09mol/L e (NH4)2COs3s, 0,033
mol/L. A solucéo fosfato/carbonato foi adicionada sob fluxo de 20mL/min a solucéo de
calcio com condi¢Bes de sintese rigorosamente controladas em pH 12 e temperatura
de 37°C, e 90°C, respectivamente. Em seguida, as suspensdes de CHA ficaram em
agitacdo por 2 horas, foram lavadas e filtradas a vacuo e seco 12 horas em estufa a:
50°C para a CHA sintetizada a 37°C e a 70°C para a CHA sintetizada a 90°C. Apoés
seco os materiais foram passados por uma peneira com poros de 75um e uma aliguota
da CHA37 foi revestida com alginato 1%. Dessa maneira a passaram a ser CHA
(hidroxiapatita carbonatada), contendo 0,83% de carbonato da CHA 37 e 1,20% na
CHA 90.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO QUIMICA DO BIOMATERIAL

A concentracdo de 5 mg/ml de CHA foi ressuspensa em agua ou alternativamente
em meio de cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM), 10% soro fetal bovino,
1% penicilina e estreptomicina, em seguida a solucao foi centrifugada e o pellet foi
submetido a secagem em temperatura ambiente por 30 minutos e finalizado em estufa
de secagem.

Técnicas fisicas e quimicas de DRX, MET, FTIR e Potencial Zeta foram utilizados
para caracterizar os biomateriais produzidos antes e depois o contato com meio
bioldgico.

4.2.1 Difracéo de raio X - DRX

Para verificar o grau de cristalinidade do material sintetizado foi utilizada a técnica
de Difracdo de Raio X (DRX). As medidas sédo obtidas através do difratbmetro
SEIFERT-FPM GmbH operando com uma radiagdo CuKa (1.5418 A) a 40 kV and 40
mMA com um monocromator de grafite. Os DRXs foram comparados com os padroes
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disponiveis no banco de dados ICDD (International Center for Diffraction Data, antigo
JCPDS - Joint Committee of Powder Diffraction Standards) da ASTM para os varios

fosfatos de calcio.
4.2.2 Microscopia eletronica de transmissao - MET

Para verificar o tamanho primario das nanoparticulas foram realizadas micrografias
de microscopia eletrdnica de transmissao em grade de cobre 300 mesh. Para obtencao
da caracterizacdo morfolégica ultraestrutural das dimensdes das particulas, foi utilizada
a técnica de microscopia eletronica de transmisséo de alta resolucdo MET-FEG (FEG =
Field Emission Gun) e realizada no Microscépio Eletrénico de Transmissdo Jeol JEM
2100F do LabNano do CBPF.

4.2.3 Espectroscopia por energia dispersiva de raio X - EDS

Para caracterizar cada componente de um material e/ou a eventual adsor¢céo de
ions ao redor da superficie do material foi utilizada a técnica da Espectroscopia de
raios X por dispersdo em energia (Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy, EDS)
acoplada a microscopia eletrénica de transmissdo. Analises dos mapas elementares
(fosforo (P-K) e calcio (Ca-k)) foram realizados utilizando um espectrobmetro Noran
Energy EDX spectrometer acoplado ao microscopio eletrdnico de transmissao
(HRTEM, Microscépio Eletrdnico, FEI, Holanda operado a 200 kV).

4.2.4 Infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

Esta técnica € usada para identificar um composto ou investigar a composicao de
uma amostra desfrutando as frequéncias de vibracdo especificas devidas &s ligacdes
quimicas das substancias. A radiacdo do espectrofotbmetro € guiada pelo
interferdmetro, que atua medindo os angulos e distancias de ondas eletromagnéticas,
em seguida € gerado um grafico que apresenta a poténcia da radiacdo em um instante
através da distancia. O interferograma foi gerado por um Shimatzu IR- Prestige-21/

AIM-880 operando entre 400 to 4000 cm™2.
4.2.5 Potencial Zeta

Para verificar a eventual adsor¢cdo de moléculas, principalmente proteinas, foi
utilizada a técnica do potencial Z, que mede a amplitude da repulsédo ou da atracédo das
cargas entre as particulas do material e 0 meio através da mobilidade eletroforética. A
medicdo é feita mediante dois eletrodos que aplicam na temperatura de 25°C um


https://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia
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potencial elétrico a uma cubeta optica de poliestireno de 10 mm contendo 1 mg/ml de
material nanoestruturado ressuspenso em KCL 1mM e medido no ZetaSizer Nano ZS

(Malvern Instruments GmbH, Germany).
4.3 INTERACAO COM AS CELULAS
4.3.1 Cultura de células

Células SAOS2 (ATCC®HTB-85™) e MG63 (ATCC® CRL-1427™) foram cultivadas em
meio de cultivo (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) high contendo 10% de soro fetal
bovino e 1% de penicilina/estreptomicina) ou meio de cultivo osteogénico incompleto,
ou seja, sem a presenca de dexametasona, para que se pudesse mimetizar o ambiente
corporal (Meio de cultivo suplementado com (Penicilina e estreptomicina 1%, acido
ascorbico 0,05mg/ml e B glicerofosfato 1 uM). As células foram incubadas a 37°C e em

atmosfera umidificada controlada contendo 5% de CO:..
4.3.2 Exposicdo do material

As células foram expostas a a 50 pg/ml de CHA 37°, CHA 37°+Alginato e CHA 90°
respetivamente por 3, 7, 14 e 21 dias. As CHA foram esterilizadas em UV overnight e a
solucdo de exposicéo € preparada por diluicdo em meio de cultivo completo partindo de
uma solucéo estoque contendo 2 mg/ml de material nanoestruturado ressuspenso em

meio de cultivo completo.
4.3.3 Internalizacéo

Apés terem sido expostas as particulas de HA carbonatada sintetizadas em
diferentes temperaturas e tempos experimentais indicados, as células foram fixadas em
uma solucéo de fixagdo de Karnovsky, pds-fixadas em tetroxido de 6smiol% e 0,8% de
ferrocianeto de potassio (1:1) e acetato de uranila 1%.

Para realizacdo da técnica de MET foi realizada uma desidratagdo em
concentragdes crescentes de acetona incluidas em resina SPURR. Sec¢des semi-finas
(3 pm) foram cortadas e coradas com azul de toluidina e examinado sob um
microscopio Optico para localizar células com nucleo visivel. Se¢des ultra-finas (70 nm)
foram examinados um microscopio electronico de transmisséo - Tecnai Spirit G2 (FEI,

Eindhoven, Holanda).
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4.3.4 Viabilidade celular

O teste do MTT é um teste colorimétrico e foi usado para avaliar a viabilidade
celular. Desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente
viaveis, clivam o anel de tetrazélio, transformando-se de um composto de coloracdo
amarela em um composto de coloracdo azul escuro, chamado de formazan {E, Z- 1-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3- diphenylformazan}, que sao cristais insollUveis em
solugdes aquosas. Assim sendo, a producgéo de formazan reflete o estado funcional da
cadeia respiratoria.

A viabilidade das células ap6s 1, 3, 7, 14 e 21 dias foi determinada utilizando o
ensaio de brometo de MTT [3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazio]. Os cristais de
formazan purpura foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO), transferidos numa
placa de 96 pocos (100 pL / poco) e a absorbancia foi registada num leitor de
microplacas a um comprimento de onda de 570 nm com subtracdo do branco a 690

nm.

435 Ensaio de diferenciacdo (Fosfatase alcalina) e mineralizagéo

(vermelho de alizarina)

Os osteoblastos foram plaqueadas em placas de 24 pocos (50 000 células por poco
em triplicata), durante 3,7,14, 21 dias e cultivadas com meio de cultivo DMEM HIGH
GLUCOSE. No caso do uso de osteoblastos primarios e MG63 o meio foi enriquecido
com &acido ascérbico na concentracdo de 50 pg/mL (SIGMA A8960 (295%) e B -
glicerofosfato na concentracdo de 10mM (SIGMA-ALDRICH Coddigo: G9422) para
promover a inducao in vitro da via osteogénica (Meio osteogénico incompleto)). Nestas
condigdes as células foram tratadas com 50 pg/mL de CHAs a cada 7 dias. O
experimento foi realizado em triplicata. Apos o periodo de exposicéo, as células foram
lavadas com tampéao fosfato salino (PBS) 0,01M e fixadas com paraformaldeido (PFA)
4%.

4.3.5.1 Ensaio de diferenciacdo: marcacdo citoquimica com fosfatase

alcalina

Para analisar a atividade de fosfatase alcalina, as células foram incubadas com o kit
para marcacdo da atividade da enzima fosfatase alcalina (SIGMA-ALDRICH Cadigo

85L3R-1R), durante 30 minutos, protegido da luz segundo as instru¢des do fabricante.
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As analises foram realizadas no microscépio Optico invertido, na qual as células

positivas para atividade da enzima fosfatase alcalina (ALP) aparecem coloridas.
4.3.5.2 Ensaio de mineralizagdo: marcagédo com vermelho de alizarina

As células foram lavadas com PBS 0,01M e coradas com 10 mg/ ml vermelho de
alizarina (SIGMA-ALDRICH Cddigo A5533) diluida em agua e incubada durante 30
minutos. Ao término desta incubacéo, as células foram lavadas por 3 vezes com PBS
0,01M. As células coradas em vermelho foram visualizadas em microscépio 0tico
invertido (Nikon Eclipse TS100), utilizando o programa de fotos (Leica Appications
Suites — LAS EZ).

4.3.6 Imunofluorescéncia

Para avaliar a producdo de coldgeno foi realizada uma tripla marcacdo para
coldgeno, faloidina e nucleo utilizando a técnica da imunofluorescéncia. Laminas
preparadas com osteoblastos humanos MG63 expostas a concentracdo de NPs de 50
Mg/ml foram incubadas a noite toda a 4°C com um anticorpo primario anti-colageno
humano feito em camundongo (Sigma- Aldrich céd. SAB1402151) e apo6s disso 1 hora
a temperatura ambiente com um anticorpo secundario Goat Anti-Mouse conjugado
Alexa Fluor® 488 (Thermo fisher, céd. A-21042). Em seguida foi realizada uma
incubacdo de 30 com faloidina conjugada com Alexa Fluor® 568 (Thermo Fisher
A12380) e as laminas foram seladas com uma resina contendo DAPI e analisadas no

microscopio de fluorescéncia.
4.3.7 Anélise das citocinas

Foi utilizado o kit Bio-Plex Pro™ para analise de citocinas da Bio-Rad, seguindo seu
protocolo. Uma solucdo com esferas magnéticas € depositada em uma placa de 96
pocos, acoplada a uma base magnética. O meio condicionado com as células expostas
a CHA foi adicionado a solugcdo com

a presenca das esferas magnéticas, que possuem anticorpos para o
reconhecimento das variadas citocinas. A incubagdo com as esferas magnéticas foi
realizada por 12 horas (de um dia para o outro). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado, e adicionado um anticorpo secundario ligado a uma solucéo fluorescente e
a absorbancia lida por espectrofotometria para especificar as citocinas presentes na

amostra, avaliando seu perfil pré inflamatorio.
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4.3.8 Medicéao da producao de colageno por meio da hidroxiprolina

A hidroxiprolina € um aminoacido ndo essencial que contribui para estabilizar a
triplice hélice do tropocolageno. A concentracdo de hidroxiprolina é uma medida direta
da sintese do colageno € determinada pela reacdo de oxidacdo da hidroxiprolina com o
4-(Dimethylamino) Benzaldehyde (DMAB), gerando uma reacdo colorimétrica, cuja
absorbancia € medida a (560 nm). A avaliacdo dos resultados é realizada medindo as

absorbancias, que serdo proporcionais a quantidade de hidroxiprolina presente e

consequentemente o colégeno.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE DAS PARTICULAS NANOESTRUTURADAS DE
CARBOAPATITAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os tamanhos primérios das particulas foram analisados pela técnica do MET. As
micrografias eletrbnicas de transmissdo apresentam um padrdo predominante
hexagonal e alongado conforme pode ser observado na Figura 9. Além disso, o
tamanho primario das particulas é diretamente proporcional a elevacdo da temperatura
de sintese, confirmando os resultados anteriores do grupo do CBPF (DOS ANJOS et
al., 2019).

Figura 9. Micrografia eletrénica de transmisséo

b A
(A e C) Particulas agregadas de CHA 37°C
sem presenca de meio respectivamente.

5.2 ANALISE DO PADRAO DE CRISTALINIDADE DAS CHA POR DIFRACAO
DE RAIO X - DRX

Para avaliar a cristalinidade das amostras foi utlizada a tecnica do DRX. A analise
de DRX (Figura 10) mostrou que a HA carbonatada sintetizada a alta temperatura
(90°C) apresenta uma maior cristalinidade quando comparada com a sintetizada em
temperatura menor (37°C). Além disso, a presenc¢a de meio de cultivo ndo influencia a
cristalinidade como demostrado da perfeita sobreposi¢do dos graficos gerado por cada

CHA em auséncia ou em presenca de meio de cultivo.
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Figura 10. Difracéo de raios X
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Observa-se o padréo de cristalinidade das amostras nas condicdes de HA carbonatada,
sintetizada a 90°C, 37°C e 37°C com alginato, na auséncia (linha preta) e presencga (linha
verde) de meio de cultivo. A CHA 90 apresenta picos mais estreitos e altos demonstrando
maior cristalinidade.
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53 VERIFICACAO DOS ELEMENTOS QUIMICOS DA CHA POR
ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAIO X - EDS

A andlise de EDS mostra que tanto na CHA sintetizada a 37°C (Figura 11) quanto
na sintetizada a 90°C (Figura 12), os elementos quimicos encontrados sao
caracteristicos do material pesquisado, entretanto a presenca de carbono ndo pode ser
analizada por espectroscopia, uma vez que é um dos materiais utilizados para
possibilitar a visualizacdo, estando impregnado nas grades de microscopia eletrdnica
de trasmissdo, de modo que nao seria possivel entdo afirmar que esse material é

proveniente da amostra.
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Figura 11. Analise de STEM/EDS em amostra de CHA37°C
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(A) Imagem mostrando STEM em campo escuro, correspondendo aos elementos obtidos. (B)
Presenca de elementos quimicos em sobreposi¢cao na amostra de CHA 37°C. (C) STEM/EDS
mostrando os pontos representativos da presenca de fosforo (vermelho). (D) STEM/EDS
mostrando 0s pontos representativos da presenca de oxigénio (azul). (E) STEM/EDS
mostrando 0s pontos representativos da presenca de célcio (amarelo). (F) Grafico
representando a intensidade de cada um dos elementos quimicos da amostra.

Figura 12. Anélise de STEM/EDS em amostra de CHA 90°C
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(A) Imagem mostrando STEM em campo escuro, correspondendo aos elementos obtidos. (B)
Presenca de elementos quimicos em sobreposicao na amostra de CHA 90°C. (C) STEM/EDS
mostrando os pontos representativos da presenca de fosforo (vermelho). (D) STEM/EDS
mostrando 0s pontos representativos da presenca de oxigénio (azul). (E) STEM/EDS
mostrando 0s pontos representativos da presenca de célcio (amarelo). (F) Grafico
representando a intensidade de cada um dos elementos quimicos da amostra.

5.4 ANALISE DA PRESENCA DOS GRUPOS FUNCIONAIS DA CHA

A caracterizagdo das particulas nanoestruturadas de HA carbonatada foi realizada
mediante a andlise FTIR (Figura 13). Foram identificados picos caracteristicos da HA e
bandas de absor¢cdo do COs, onde também ocorre sobreposicdo das bandas
representativas da presenca do alginato na regido de 1500 a 2000 cm™, além das

bandas caracteristicas de uma HA em torno de 1000 e 500 cm, devido a presenca de
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grupos PO4, confirmando que o material € HA. Particularmente, o espectro FTIR da,
CHA 37°C e CHA 90°C demonstra que todas as amostras sdo constituidas pela HA
carbonatada, com as bandas tipicas de calcio fosfato a 1107-1038 cm (v3 PO4), 962
cm?® (vl POa4), 601-560 cm™ (v4 PO4) e 1453-1420 cm™ (v3 CO3) e 875 cm™? (v2 CO3),
caracteristicas da HA carbonatada do tipo B. Além disso, o espectro da CHA 90°C
apresenta uma banda adicional em posi¢édo 3570 cm (vs), atribuido ao grupo hidroxila,
e picos mais fracos das bandas da agua comparados em outras moléculas por causa
da menor absorcdo das moléculas de agua. Contudo, se observa que na presenca de
meio de cultura os picos apresentam algum distanciamento, possivelmente devido a

sua complexidade de constituicdo e grande carater proteico.

Figura 13. Resultados FTIR comparativo entre trés condicdes de CHA
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Os picos demonstram os elementos quimicos componentes da amostra. (A) Sobreposi¢do dos
gréficos de CHA sintetizada a 90°C na presenca e na auséncia de meio de cultivo. (B)
Sobreposicao dos gréaficos de CHA sintetizada a 37°C na presenca e na auséncia de meio de
cultivo. (C) Sobreposicao dos graficos de CHA sintetizada a 37°C + alginato na presenca e na
auséncia de meio de cultivo. Ndo observa-se nenhuma diferenga no comportamentos das
amostras na presenca do meio de cultivo.

5.5 ANALISE DA CARGA SUPERFICIAL DAS PARTICULAS DE CHA

O Potencial Zeta mede a amplitude de atracéo e repulsédo das cargas da superficie
(Figura 14). A CHA apresenta carga superficial negativa, bem como as proteinas do
meio. Na presenca de meio de cultura observa-se a diminui¢cdo da carga superficial, de
modo que ha adsor¢cdo, provavelmente proteinas componentes do SFB que
suplementaram o meio de cultivo.
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Figura 14. Carga superficial das CHA sintetizadas a 90°C e 37°C
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O grafico representa as cargas superficiais das particulas de CHA sintetizadas a 90 e 37°C, na
presenca (laranja) e na auséncia (azul) de meio do cultivo suplementado com soro fetal bovino.
Na presenca do meio suplementado observa-se aumento das cargas negativas. *P<0.05 vs
CTR.

5.6 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Para a analise da viabilidade celular apds as células terem sido expostas ao
biomaterial, foi realizado o ensaio de MTT. O grafico (Figura 14) mostra que todas as
células parecem estar viaveis sem diferenca significativa das amostras entre elas e
com o controle, sendo a diferenca apresentada correspondente ao tempo de cultivo e

consequentemente o numero de células.

Figura 15. Viabilidade dos osteoblastos ap6s exposi¢cdo a CHA
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A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT, apds a exposicdo dos
osteoblastos ao longo dos dias de cultivo as particulas de CHA37, CHA 37ALG ou CHA90. 1dia
(laranja), 3 dias (azul), 7 dias (vermelho) e 21 dias (amarelo). Ndo se observa nenhuma
alteracdo da viabilidade ao longo dos dias de exposi¢ao.
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5.7 ANALISE DA DIFERENCIACAO OSTEOBLASTICA

O ensaio de fosfatase alcalina foi realizado tanto com pré-osteoblastos (MG63)
(Figura 16) cultivados em meio osteogénico incompleto quanto com osteoblastos
maduros (SAOS2) (Figura 17) cultivados em meio normal. Todas as amostras foram
expostas a 50 yg/ml de cada CHA em quatro tempos (3,7,14,21 dias). Os resultados
nao revelaram diferencas na marcacao azulada de ambas as células durante o0 mesmo
tempo de exposicdo as diferentes CHAs, sugerindo que a exposi¢do das células a HA

carbonatada nao interferem na diferenciacao celular.

Figura 16. Diferenciacéo osteoblastica
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Ensaio enzimético de fosfatase alcalina em pré osteoblastos (MG63) cultivados em meio
osteogénico e expostos a quatro condi¢des: controle, CHA 90, CHA 37 e CHA 37ALG, ao
longo de 21 dias de cultivo. A presenca de CHA nao influencia a diferenciacdo
osteoblastica.
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Figura 17. Maturagao osteoblastica
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Ensaio enzimatico de fosfatase alcalina em osteoblastos (SAOS2), in vitro, em quatro
condigdes: controle, CHA 90, CHA 37 e CHA 37ALG, ao longo de 21 dias de cultivo. A
presenca de CHA néo influencia o estagio de maturacé@o osteoblastica.

5.8 AVALIACAO QUALITATIVA DA PRODUCAO DE COLAGENO

Para verificar a produgdo de matriz extracelular e a interferéncia do biomaterial
(CHA) com os ensaios comuns de mineralizacéo utilizando a marcacéo de vermelho de
alizarina foram utilizados ensaios de imunofluorescéncia com marcacao tripla para
colageno, citoesqueleto e nucleo. As células (MG63) foram expostas em dois tempos
experimentais aos diferentes biomateriais. Foram utilizados trés tipos de marcacéo,
sendo elas para observacdo do nucleo (DAPI), do citoesqueleto (F-actina) e do
colageno (Ab-anti-colageno). Nos resultados encontrados, pode-se observar uma maior
expressdo e colageno nas amostras de células expostas a CHA sintetizadas a 37°C
com e sem encobrimento com alginato, tanto apos 3 dias (Figura 18), quanto apos 21
dias (Figura 19) de exposicao. Contudo, sendo a marcacéo para imunofluorescéncia
uma medida quantitativa ser& realizada mais analises utilizando ensaios quantitativos

para medi¢éo do colageno com o método da hidroxiprolina.
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Figura 18. Avaliacdo do colageno apés 3 dias de cultivo
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Analise da matriz extracelular de colageno por imunomarcacao nos pré osteoblastos apos
exposicao as particulas de CHA, ap6s 3 dias in vitro. Observa-se que a CHA 37 e CHA 37 ALG
apresentaram marcacao mais intensa do colageno. Nucleos (DAPI, em azul), microfilamentos
de actina (F-actina, em vermelho) e coldgeno (em verde).
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Figura 19. Avaliacéo do colageno ap6s 21 dias de cultivo
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Andlise da matriz extracelular de coldgeno por imunomarcacdo nos pré osteoblastos apos
exposicao as particulas de CHA, apods 21 dias in vitro. Observa-se que a CHA 37 e CHA 37
ALG apresentaram marcacdo mais intensa do colageno. Nucleos (DAPI, em azul),
microfilamentos de actina (F-actina, em vermelho) e colageno (em verde).
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5.9 AVALIACAO QUANTITATIVA DA PRODUCAO DE COLAGENO

Para verificar se a presenca do carbonato HA influenciava o potencial de sintese de
colageno dos osteoblastos, foi realizado o ensaio de hidroxiprolina, que um aminoacido
essencial exclusivo do colageno. Foi possivel observar o aumento significativo da
sintese nas amostras em que as células foram expostas a CHA sintetizada a 37°C e
revestida com alginato (Figura 20).

Figura 20. Avaliagdo da hidroxiprolina
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Andlise da producéo de colageno por meio da avaliagcdo de hidroxiprolina em pré osteoblastos
in vitro apds 14 dias de exposicdo as particulas de CHA 37, CHA 90 ou CHA 37 ALG. As
células expostas a CHA37 ALG apresentaram maior producédo de colageno.

5.10 ANALISE DO PERFIL INFLAMATORIO APOS EXPOSICAO A CHA

Foram selecionadas as principias citocinas de interesse para analise do perfil
inflamatorio, a analise foi realizada a partir do sobrenadante das amostras, constituido
prioritariamente de meio de cultivo suplementados, apos a exposi¢cdo do biomaterial.
Os resultados demonstraram clareza que a amostra referente a CHA 37 ALG

demonstra menos picos sugerindo menor perfil de mediagdo inflamatéria (Figura 21).



Figura 21. Avaliacéo do perfil inflamatorio
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Os gréficos mostram os niveis das citocinas nos pré osteoblastos (MG63), nas diferentes
condicBes ao longos de 21 dias de cultivo e representativos de trés experimentos (EXP 1 azul)
(EXP 2 laranja) (EXP 3 cinza): (A) MIP-1b, (B) MIP-1a (C) G-CSF (D) TNF-a (E) IL-1b e (F) IL-
6. A CHA 37 ALG apresentou menor potencial inflamatorio.
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5.11 AVALIACAO DA INTERNALIZACAO DAS PARTICULAS DE CHA POR
OSTEOBLASTOS

Apbs a exposicdo as CHA 37 ou CHA 90 por 24 horas e 21 dias (Figura 22), os
osteoblastos humanos foram analisados por meio de microscopia eletrbnica de
transmissao, objetivando verificar a internalizagdo das particulas e a morfologia celular,
esclarecendo de a presenca do biomaterial influenciava de alguma maneira nas
caracteristicas fisicas e funcionais das células e se o comportamento se mantinha em

tempos diferentes de exposigao.

Figura 22. Internalizagdo das particulas de CHA por pré osteoblastos
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Eletromicrografia dos pré osteoblastos (A) CHA 90 apés 1 dia de exposicao. (B) CHA 37 apés
1 dia de exposi¢do. (C) CHA 37 ALG apés 1 dia de exposi¢do. (D) CHA 90 ap6s 21 dias de
exposicao. (E) CHA 37 apés 21 dias de exposi¢do. (F) CHA 37 ALG apo6s 21 dias de
exposicao. Observa-se internalizacdo das particulas de CHA em todas as condicdes ja a partir
do primeiro dia de exposi¢céo. (G e H) CHA 37ALG apés 1 dia de exposicao borda eletro densa
e presenca de lisossomos.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi analisada a influéncia das temperaturas de sintese da HA
carbonatada nanoestruturada no potencial bioestimulador, bem como sua capacidade
de interacdo com osteoblastos humanos, células responsaveis pela producdo de matriz
mineralizada 6ssea, que possuem etapas de diferenciacdo bem demarcadas e
apresentam um papel crucial no que diz respeito ao dinamismo do tecido 6sseo.

Este estudo se baseou na comparacdo da HA mineral com a 6ssea. A HA é6ssea
ndo € estequiométrica, sendo deficiente em célcio em até 10%. O balanco das cargas
pode ser obtido pela auséncia de grupos hidroxilas (OH) ou alternativamente pela
presenca do anion hidrogeno fosfato (HPO4?") no lugar do PO4*. O célcio pode também
ser substituido, principalmente por cétions de magnésio, sédio e estroncio. A hidroxila
pode ser substituida por anions como carbonato, ortofosfato, fluoreto ou cloreto. A
analise quimica do osso apresenta composicdo de 4 a 6% de carbonato, 0,9% de
citrato, 0,5% de magnésio, 0,7% de sddio e tracos de flaor, cloro, potassio, estréncio e
outros ions metalicos (SRIVASTAV et al., 2019).

A composicdo da HA depende fortemente de varios pardmetros de sintese e
principalmente o método de sintese escolhido. De fato, a HA pode ser sintetizada por
diferentes métodos: aquoso, seco e hidrotermal, entretanto 0 método aquoso realizado
por precipitacdo de via Umida possui vantagens significativas em relacdo aos outros,
pois além de possuir baixo custo operacional, também possibilita a obtencdo de um
material mais homogéneo. Embora outras técnicas sejam capazes de produzir um
material com melhor cristalinidade e tamanho, essas ndo sdo capazes de atender ao
objetivo da pesquisa, pois necessitam elevar o material a0 uma temperatura
extremamente alta, 0 que, ao nosso ver, ndo reproduziria as carateristicas da HA
sintetizada pelo organismo com 37°C (ROCHA et al., 2012). Sabidamente durante sua
sintese, quando tratado com temperatura superior a 800°C, esse material torna-se
ceramico e nao absorvivel ao longo do tempo, portanto pode permanecer no organismo
por anos, 0 que pode limitar seu uso na pratica clinica, pois na maioria das aplicacdes
como substituto ésseo a biodegradacdo e substituicdo do material por novo tecido é
altamente desejavel (BITTENCOURT et al., 2014).

Quando sintetizada a elevadas temperaturas, as CHAs apresentam reabsorcao
relativamente lenta, o que € desvantajoso para 0 mecanismo de remodelacdo 6ssea no

local do implante, necessaria para uma boa funcionalidade do tecido neoformado, de
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modo que o desenvolvimento de biomateriais com elevada nanocristalidade, preparada
sem o tratamento a alta temperatura, tem sido mais interessante na a pratica clinica.

A utilizagdo da CHA nanostruturada associada a outros materiais para tem sido uma
promissora alternativa. Com estrutura composta por mais de um tipo de substrato, que
mimetizam o tecido 6sseo natural e favorecem a osteogénese acompanhada de uma
degradacdo gradativa, compativel com a regeneracdo Ossea. Além disso, esses
materiais oferecem maior area de superficie, alta reatividade da superficie, ligacédo
interfacial relativamente forte, design flexivel, e propriedades mecéanicas melhoradas.
(VALENZUELA et al., 2012).

Para correlacionar os resultados biolégicos com o tipo de material sintetizado e se o
meio de cultivo celular influenciaria no comportamento do material as CHAs foram
caraterizadas pelas suas propriedades fisico-quimicas através de técnicas bem
estabelecidas, confirmando a qualidade da sintese e demonstrando que o material
apresentava diferente tamanho e cristalinidade, sendo diretamente proporcional ao
aumento da temperatura. Além disso, uma aliquota da CHA37°C foi revestida com
alginato, um biopolimero que mimetiza as fases mineral e organica do tecido 6sseo
natural, amplamente utilizado na pratica clinica odontologica.

Moreira e colaboradores relatam que a temperatura de sintese tem influéncia direta
nos cristais de HA, logo quanto menor a temperatura, menor a cristalinidade
(MOREIRA et al., 2007). Os resultados obtidos no presente estudo puderam confirmar
os dados encontrados na literatura, pois observa-se na técnica de DRX que
comparativamente, CHA 90 apresenta picos mais estreitos e altos significativos de uma
maior cristalinidade e nas micrografias uma imagem com perfil mais demarcado e
melhor definicAo nas amostras, apresentando maior tamanho da particula primaria,
guando comparada a sintetizada a 37°C, o que demonstra uma relagcéo direta entre a
temperatura de sintese, o tamanho da particula primaria e sua cristalinidade.

O efeito da substituicdo de cations e anions na HA depende do tamanho iénico e da
fracdo a ser substituida, os efeitos sobre os parametros de rede séo diferentes em
cada substituicdo perturbando o arranjo cristalino perfeito dos ions, dependendo do
grupo alterado e das posi¢des que ocupam na estrutura (MOREIRA et al., 2007).

Os substitutos de carbonatos divalentes, fosfatos trivalentes ou hidroxilas
monovalentes possuem necessidade de compensacao das cargas desequilibradas na

estrutura do biomaterial. Podendo levar ndo s6 a modificagcdo da estequiometria do
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composto, mas também ao favorecimento da incorporacdo de outras impurezas na
rede cristalina. Como no caso da carbonatacdo da HA, que implica em ions

CO3? maiores, substituindo os fons OH- menores, o0 que tem como consequéncias uma
expansao do eixo “a” e uma contracdo do eixo “c”’. Essa substituicdo € denominada
carbonatacao tipo A, formando CHAs do tipo A. Ja a substituicdo do tipo B, ocorre no
sitio do fosfato e tem um efeito oposto. Essas mudancas nos parametros da rede
cristalina induzem alteragbes na cristalinidade, estabilidade térmica, morfologia,
solubilidade e outras propriedades fisico-quimicas e biol6gicas do material (ROCHA et
al., 2012).

Mediante a andlise de FTIR foi confirmada a presenca do grupo carbonato
incorporado a estrutura, o que confirma que a carbonatacdo do tipo beta foi realizada
com sucesso e ao avaliar a sobreposicédo dos graficos podemos concluir que tanto na
presenca, quanto na auséncia do meio de cultivo, as CHAs apresentam as mesmas
caracteristicas.

Segundo Anselme, 2016, a interacdo do biomaterial com os osteoblastos poderiam
ser um desafio, como o envolvimento de muitos e simultdneos parametros, os quais
alguns ndo podem ser completamente controlados, uma vez que a presenca do meio
de cultivo poderia influenciar no comportamento da CHA inviabilizando ou mascarando
o estudo ndo permitindo claro entendimento sobre a criacdo de um ambiente
biomimético (RIBEIRO et al., 2016). Portanto, a fim de caracterizar a influéncia do meio
de cultivo em contato com as HAs carbonatadas, a caraterizacdo fisico-quimica foi
repetida em presenca de meio de cultivo conforme mencionado anteriormente, nesse
estudo a maioria dos resultados mostrou que, apesar do contato com o meio de cultivo
nao influenciar na cristalinidade nem no tamanho do cristal, de fato houve uma
adsorcdo de moléculas do meio na superficie das CHAs, como indicativo do aumento
da carga superficial negativa encontrada nas analise de potencial Z apods
suplementacao do meio de cultivo.

De fato, o tipo de proteinas que sdo adsorvidas na superficie da CHA poderia ser
influenciado pelas diferencas de cristalinidade devido a temperatura de sintese. Este
achado estd sendo objeto de estudos mais aprofundados de parte do grupo ja que a
proteina corona que se forma em volta de um material ndo é estética e sim dindmica e
seria de fundamental importancia definir se existem diferencas e quais séo, entre as
hard corona formadas pelas moléculas do meio de cultivo em volta das particulas
(RIBEIRO et al., 2016).
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Reconhecimento, adesdo e espraiamento da célula seréo iniciados a partir dos
primeiros contatos célula/material e a qualidade desse primeiro contato, sera decisiva
para a capacidade proliferativa e de diferenciacdo dessas células em contato com o
enxerto. Por meio das analises realizadas a HA carbonatada sintetizadas em ambas as
temperaturas nédo interferiu no tempo e padrao de diferenciacao das células estudadas
(MEDINA-CRUZ et al., 2020).

Para ser empregado na engenharia de tecidos dentro dos organismos vivos, 0
material deve possuir baixa citotoxicidade; propriedades mecanicas semelhantes ao
tecido originalmente substituido; porosidade que permita a neovascularizacdo e
colonizacdo de novas células; baixa imunogenicidade; bioatividade e
biodegradabilidade. As CHAs sintetizadas por via Umida demonstraram um material
biomimético e que apresenta baixa ou nenhuma citotoxicidade, sendo internalizadas
pelos osteoblastos humanos e nédo interferindo nas suas atividades metabdlicas
normais.

Isso confirma os achados na literatura que indicam o baixo potencial citotoxico das
HAs devido provavelmente ao seu conteudo ibnico (célcio, potassio, magnésio, sédio,
etc.) comum com aquilo encontrado nos tecidos.

A proteina corona desenvolve uma interface inicial entre o material e a célula que
sofre alteracdes dinamicas conforme trafego de particulas para dentro das células e
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas e do ambiente
biolégico, proteinas seletivas permanecerao ligadas a particula e é provavel que essa
camada de proteina seja o que as células “veem” e “sentem” (RIBEIRO et al., 2016).

Recentemente Xu e colaboradores mostraram a formagédo de um bio-complexo
(ions e proteinas) como resultado da ligacéo seletiva de ions e proteinas da cultura de
células as nanoparticulas de CuO e ZnO, demonstrando que o nivel de complexidade
nessa biointerface é maior (XU et al., 2012).

Dados do grupo sobre a identificacdo de proteinas corona apoiam a nogéo de que
sua formacdo pode ter resultados ambivalentes, pois pode contribuir para o
enriguecimento i6nico e ao mesmo tempo levar a respostas das células ¢sseas. Este
bio-complexo funciona como um efeito de cavalo de Tréia, facilitando a internalizagcéo
das nanoparticulas, uma vez que o calcio € um regulador chave de vérias fungbes
celulares, enquanto os grupos fosfato/calcio amorfo pode prender varias biomoléculas.
De fato, P e Ca sao ions minerais que desempenham um papel critico nos processos

de biomineralizac&o das células 0sseas.
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A fim de identificar se as particulas nanoestruturadas de HA eram internalizadas
pelos osteoblastos humanos apds o cocultivo, analisamos as imagens obtidas pela
microscopia eletrdnica de transmissdo e foi possivel notar que as CHAs séo
internalizadas independente do tempo de exposi¢do, entretanto as células expostas a
CHA 37 ALG apresentaram estruturas semelhantes a vacuolos tanto com 1 quanto com
21 dias de exposicéo, porém apos os 21 dias, ndo conseguimos encontrar quantidade
significativa de particulas no interior da célula, o que pode sugerir que as particulas
foram utilizadas pelo aparato celular para aumentar a sintese de matriz organica. Como
ainda ndo se pode responder qual o caminho percorrido por essas particulas até o
interior da célula, bem como seus mecanismos de internalizacdo, o grupo ja estuda
estratégias para mapear o trafego intracelular e esclarecer as vias de internalizacéo.

Para verificar o potencial bioestimulador foi realizada a andlise de diferenciacao
celular pela fosfatase alcalina, interessantemente a analise citoquimica néo parece
indicar alteracdes na diferenciacdo celular, embora os osteoblastos assumam um
comportamento de alto desempenho na sintese de matriz orgéanica.

Contudo esta andlise citoquimica ndo apresenta grande sensibilidade por ser uma
analise de moléculas superficiais e ndo de fato um marcador da totalidade da proteina
ativa presente nas células. Serdo, portanto, realizadas analises posteriores por
absorbancia para confirmar este dado.

Devido a semelhanca na composicdo da CHA com a HA espontaneamente
produzida pela célula em condi¢Bes osteogénicas, ndo foi possivel realizar ensaios de
mineralizacdo sem interferéncia do material com o proprio ensaio. Portanto para
verificar o potencial bioestimulador foi avaliada a producdo de matriz organica, pela
sintese do colageno do tipo I. Geralmente os cristais de HA se dispdem longo as fibras
de colageno para formar a estrutura 6ssea. Fibrilas de Colageno | e cristais de HA
sao responsaveis pela flexibilidade e resisténcia do 0sso, respectivamente.

Os resultados obtidos com a técnica da imunofluorescéncia mostraram que a
sintese de colageno é estimulada em seguida a exposicédo das células a CHA 372C e
37°C com encobrimento de alginato. Contudo, esta técnica ndo é quantitativa, portanto,
para confirmar estes resultados foi necessario analisar a presenca de um aminoacido
presente no colageno, a hidroxiprolina.

A molécula de colageno € composta basicamente por uma sequéncia repetida de
trés aminoacidos (Gly-X-Y), em que Gly € o aminoacido glicina; X, quase sempre &

prolina e Y, hidroxiprolina ou hidroxilisina. Em geral, o colageno contém cerca de 30%
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de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% de hidroxiprolina e 1% de hidroxilisina
(VISTA e LAU, 2011).

A hidroxiprolina é o aminoacido responséavel da estabilidade do colageno na matriz
extracelular, portanto este ensaio permite ndo apenas a quantificacdo do colageno
presente, mas também a avaliacdo das moléculas de colageno que ja formaram a
triplice hélice, e, portanto, sdo estruturas funcionais ja depostas e organizadas na
matriz extracelular. Confirmando os resultados da imunofluorescéncia o colageno
sintetizado pelos osteoblastos apds a exposicdo a CHA resultou ser significativamente
mais abundante quando comparado ao controle e as temperaturas de sintese tiveram
importante participacdo na inducédo da producédo de matriz organica, sendo a CHA 37
maior indutora dessa producao e em especial a CHA 37 revestida com alginato.

O mecanismo de reparo 6sseo depende fortemente da resolugcdo da fase
inflamato6ria para nova deposicdo de tecido Osseo. Na fase de intervencdo dos
osteoblastos para a deposicdo de matriz a fase inflamatéria deve ter sido resolvida e,
portanto, o material ndo devera induzir estas células a producdo de citocinas pro-
inflamatérias, para ndo comprometer o resultado do reparo. A producdo de varias
citocinas pro-inflamatérias em seguida a exposicdo dos osteoblastos aos materiais foi
avaliada (CAPPARIELLO et al., 2014).

MIP-1la € uma proteina envolvida no estado inflamatério agudo na ativacdo e
recrutamento de leucécitos polimorfonucleares. Estudos mostraram também que, assim
como o RANK, RANKL e OPG, a MIP-1a esta envolvida na diferenciacao e ativacédo
dos osteoclastos (PAULA-SILVA et al., 2020).

No que diz respeito ao estimulo e crescimento de precursores de neutréfilos, bem
como na regulacdo da sobrevivéncia de neutrofilos maduros, através da inibicdo da
apoptose, destaca-se G-CSF uma importante proteina pro-inflamatéria (ALVES et al.,
2016).

A citocina IL-1b esta relacionada a atividade dos osteoclastos maduros, a
diferenciacdo e o crescimento das células precursoras dos osteoclastos, todavia a IL-
1b é mais ativa na reabsorcdo Ossea, aléem de estimular a expressdao de RANKL
(PAULA-SILVA et al., 2020).

IL-6 atua como proé-inflamatoéria, secretada por células T e macréfagos para
estimular a resposta imune, sendo também produzida por osteoblastos apds o estimulo

de alguns horménios como o paratorménio (PTH) por exemplo. Além disso é capaz de
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induzir a formacéo de osteoclastos pela inducdo a reabsorcéo 6ssea (MARTIN et al.,
2020).

De acordo com a literatura o TNF- a refere-se a um grupo de citocinas capaz de
provocar a morte de células tumorais que possuem uma vasta gama de acdes pro-
inflamatorias. Ele age na maturacéao e diferenciacdo dos osteoclastos, promovendo a
eroséo 6ssea, atuando em conjunto com o RANKL, IL-1 e IL-6 (ANDRE BARRIERE et
al., 2019).

Com base no ensaio realizado para a analise de citocinas presentes no
sobrenadante das amostras, foi possivel observar que a CHA37 revestida com alginato
apresenta menor perfil inflamatério quando comparada a CHA90 e CHA37 sem
recobrimento com alginato, ainda vale ressaltar que CHA37 revestida com alginato
demonstra um papel fundamental na estimulacdo da producdo Ossea, pois
sabidamente essas citocinas sdo também responsaveis por uma excessiva estimulacao
na producdo dos osteoclastos e da consequente reabsorcdo 6ssea, de modo que na
presenca do biomaterial, em especial a CHA 37ALG, o tecido 4sseo assume um
comportamento bem estabelecido demonstrando maior suscetibilidade ao sucesso dos
implantes, devido a melhora das caracteristicas de osteointegracao.

Estes achados podem ser corroborados com a temperatura de sintese da CHA37°C
ser mais parecida com a temperatura de sintese do organismo humano e, portanto,
levar a uma CHA nanoestruturada que melhor mimetiza aquele presente em vivo. Além
disso, a presenca do alginato melhora estas carateristicas, provavelmente devido a
ductilidade deste material que pode ser modificado através de reac¢des quimicas e
fisicas para obter derivados com varias estruturas.

O mecanismo de reparacao 6ssea é um fendbmeno dinamico e complexo que requer
compreensao dos principais fatores que interferem na maneira das células O0sseas
interagirem com o ambiente em que estdo inseridas. Em condi¢cbes em que nao haja
intervencdo essa reparacao pode ser auto resolutiva, porém culminando em defeitos ou
até mesmo lesdes recentes ou tardias, dessa maneira, a bioengenharia tecidual
desempenha importante papel na elaboracdo de materiais que possam auxiliar ou
substituir a recuperacgéo de tecidos organicos.

A CHA sintetizada a 37°C revestida com alginato demonstrou ser superior as
demais no que diz respeito ao potencial bioestimulador, devido a auséncia de
citotoxicidade apesar da massiva internalizacdo, a maior producdo de colageno e o

menor perfil inflamatoério, o que é de grande valia para a medicina regenerativa que
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vém utilizando a bioengenharia tecidual como uma poderosa ferramenta que contribui
para o aumento da qualidade de vida e um maci¢co impacto na sua vida financeira e
estabilidade psicoldgica quando se trata da boa qualidade e baixo indice de rejeicdo de
implante ou prétese.
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7. CONCLUSAO

e Observamos que a sintese e a caracterizacdo da hidroxiapatita foram
satisfatorias mediante a avaliacdo dos dados obtidos pelas analises fisicoquimicas;
e ApOs as células terem sido expostas as particulas de hidroxiapatita foi possivel
observar por meio da técnica de MTT que ndo houve dano citotoxico, dessa
maneira pode-se dizer que o biomaterial ndo interage com as células a ponto de
toxicidade;

e A diferenciacéo celular ndo foi afetada apds a exposicédo das células MG63 ao
biomaterial nos diferentes tempos durante, bem como os osteoblastos humanos ja
diferenciados SAOS2 também ndo apresentaram alteracdo no programa de
diferenciacao;

e Resultados mostraram a internalizacdo das particulas CHA nos osteoblastos
humanos MG63, entretanto a via de internalizacdo ainda ndo esta esclarecida.
Porém, observa-se que as células expostas a CHA 37 ALG apresentaram
lisossomas quando vistas na MET demonstrando um processo de internalizagéao
diferenciado;

e A producao de colageno nas células expostas a CHA 37°C, com e sem alginato,
estd aumentada, indicando um potencial bioestimulador, pelo menos in vitro;

e Células exposta a CHA 37°C revestida com alginato, apresentam menor perfil
inflamatério, como observado ap6s a andlise de um painel de citocinas pro
inflamatoérias. Esse menor potencial inflamatério poderia resultar, in vivo, na

melhora no processo de osteointegracao.
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