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RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito de esponjas de coldgeno carreadas com diferentes
concentracdes de nanohidroxiapatita, desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa, em
osteoblastos murinos em cultivo celular, assim como a sua biocompatibilidade no dorso
de ratos Wistar. A viabilidade e proliferacdo celular foram avaliadas através do ensaio
MTT e imunomarcacgdo para Ki-67, respectivamente, ap6s 24 e 48 horas de incubacao
dos osteoblastos com as esponjas de colageno carreadas com concentracGes diferentes
de nanohidroxiapatita. (CHAPOh CHAP2h e CHAP5h). Osteoblastos incubados com
esponjas de colageno ja utilizadas comercialmente (C) e esponjas de coldgeno sem
hidroxiapatita preparadas por nosso grupo (COL) foram utilizadas como grupos
controle. A quantificacdo dos niveis de fosfatase alcalina dssea (FAO) no meio de
cultura apds 24h, 48h, 5 dias e 7 dias de incubacdo foi um dos parametros utilizados
para investigar a atividade dos osteoblastos, além do ensaio de mineralizagdo pela
coloracdo de Von Kossa, apds 21 dias de cultivo celular. Para a investigacdo dos
mecanismos envolvidos na ativacdo celular, a expressdo protéica de BMP-2 foi
investigada via Western blot apds 7 dias de incubacdo. A morfologia celular foi avaliada
através de microscopia eletrnica de varredura. Nos estudos in vivo para a avaliacdo da
biocompatibilidade, investigou-se a resposta inflamatdria induzida pela implantacéo das
esponjas no dorso de ratos Wistar machos em diferentes tempos de observacdo. Os
animais foram divididos em 3 grupos experimentais de 12, 12 e 6 animais,
respectivamente, baseados em diferentes periodos de observacao (24 horas, 7 e 15 dias),
sendo os grupos (1) Controle: esponjas de coldgeno comerciais; (2) Esponjas de
colageno produzida pelo nosso grupo; (3) esponjas de colageno produzida pelo nosso
grupo carreadas com nano particulas de Hidroxiapatita. Totalizou-se um numero de 30
animais. Considerou-se 0s seguintes parametros: nimero de células inflamatérias ao
redor das esponjas, quantificacdo das concentracbes de mieloperoxidase (MPO) e
citocinas IL-1p ¢ TNF-a nos tecidos coletados através de ELISA e imunohistoquimica,
além da quantificacdo de colageno, utilizando o software image J, no tecido subcutaneo
ao redor das esponjas. Apés 48 horas de incubacdo, observou-se, no grupo CHAPS5h,
aumento significativo do nimero de células viaveis e Ki-67 positivas. Esse mesmo
grupo apresentou mineralizacdo mais intensa comparado aos grupos controle, além de
aumento significativo da atividade da FAO e expressdo de BMP-2 ap6s 7 dias de cultivo
celular. MEV revela a presenca de cristais hexagonais de hidroxiapatita com alto teor de
fosforo. In vivo, o grupo CHAP5Sh apresentou menor migracdo de células inflamatorias,
quantificada 1 e 7 dias ap6s a implantacdo, e menor imunomarcagio para IL-1B no 7°
dia, associado ao aumento da sintese de colageno, avaliado 15 dias ap6s a implantacédo
das esponjas. Os resultados sugerem um efeito positivo do grupo CHAP5h na
proliferacdo, viabilidade e ativacdo de osteoblastos, possivelmente devido a maior
expressdo de BMP-2 e atividade da FAO. A associagcdo dos dados in vitro e da
biocompatibilidade constatada no estudo in vivo, sugere fortemente o uso desse
biomaterial na regeneracéo de defeitos dsseos, especialmente defeitos criticos.

Palavras-chave:  Osteoblastos, esponjas de coldgeno, nanohidroxiapatita,
biocompatibilidade.



ABSTRACT

The biocomposites of collagen and hydroxyapatite have been widely used in bone
defects treatment, allowing the drug delivery and growth factors, as well as serving as
scaffold. They also present osteogenic activity by mechanisms not yet clarified. We
evaluated the effect of collagen sponges impregnated with different concentrations of
nanohydroxyapatite developed by our research group on murine osteoblasts in culture,
as well as the biocompatibility of these materials on the back of Wistar rats. Cell
viability and proliferation were evaluated by the MTT assay and Ki67 immunolabeling,
respectively, after 24 and 48 hours of the osteoblasts incubation with the collagen
sponges impregnated with different concentrations of nanohydroxyapatite (CHAP2h
and CHAP5h).Osteoblasts incubated with commercially used collagen sponges (C) and
collagen sponges without hydroxyapatite prepared by our group (COL and CHAPOh)
were used as control groups. The quantification of bone alkaline phosphatase (FAO)
levels in the culture medium after 24h, 48h, 5 days and 7 days of incubation was one of
the parameters used to investigate the activity of osteoblasts, besides the mineralization
test by Von Kossa, after 21 days of cell culture. For the investigation of the mechanisms
involved in cell activation, the protein expression of BMP-2 was investigated by
Western Blot after 7 days of incubation. The cell morphology was evaluated by
scanning electronic microscopy. In the in vivo studies for the evaluation of
biocompatibility investigated the inflammatory response induced by the implantation of
sponges on the back of male Wistar rats at different observation times. The animals
were divided into 3 experimental groups of 12, 12 and 6 animals, respectively, based on
different observation periods (24 hours, 7 and 15 days), and the groups were: Control:
commercial collagen sponges; (2) Collagen sponges produced by our group; (3)
collagen sponges produced by our group carried with nano particles of Hydroxyapatite.
A total of 30 animals were added. The following parameters were considered: number
of inflammatory cells around the sponges, quantification of myeloperoxidase
concentrations (MPO) and cytokines IL-1p and TNF-a in tissues collected by ELISA
and immunohistochemistry, as well as quantification of collagen, through the J image
software in the subcutaneous tissue around the sponges. After 48 hours of incubation,
we observed a significant increase in the number of viable and Ki-67 positive cells in
the CHAPSh group.This same group showed more intense mineralization compared to
the control groups, besides a significant increase of the FAO activity and expression of
BMP-2 after 7 days of incubation. SEM also reveals the presence of hexagonal crystals
of hydroxyapatite with high phosphorus content. In vivo, the CHAP5h group showed
less migration of inflammatory cells, quantified 1 and 7 days after implantation, and
lower IL-1f immunolabeling on the 7th day, associated with the increase in IL-13
collagen synthesis, evaluated 15 days after sponge implantation. The results suggest a
positive effect of the CHAP5h group on the proliferation, viability and activation of
osteoblasts, possibly due to increased expression of BMP-2 and FAO. The association
of the in vitro data and the biocompatibility found in the in vivo study strongly suggests
the use of this biomaterial in the regeneration of bone defects.

Keyword: Osteoblast, collagen sponge, nanohydroxyapatite, biocompatibility
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1 INTRODUCAO

1.1 Metabolismo 6sseo

O tecido 6sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea (Figura 1). As células sdo: 0s
ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os osteoblastos,
produtores de matriz organica; e 0s osteoclastos, células gigantes, mdveis e
multinucleadas que reabsorvem o tecido &sseo, participando do processo de
remodelagdo Ossea. A matriz organica é extremamente organizada, constituida em sua
maior parte por colageno tipo I, e uma fase mineral formada essencialmente por cristais
de fosfato de calcio, sob a forma de hidroxiapatita. A combinacdo da fase mineral e da
fase organica confere ao tecido 6sseo propriedades Gnicas que o tornam muito resistente
as solicitacdes mecanicas (WEITZMANN et al., 2013).

Figura 1. A estrutura hierarquica do o0sso tipico em varias escalas de comprimento.

Osso Intelro Estrutura do tecido Microestrutura Nanoestrutura

) vHi'dx"c';iiapat.ta
(~50 x 25 % 2 nm)

N

Cristais de hidroxiapatita Tripla hélicerde colageno
(~ 300 x 1.5 nm

Osteon {Sistema de Havers)

Lamelas (~ 7 pm)

Fibrilas de colageno (~ 50nm) ‘

Fibra de colageno (~ 5 pm)

Moléculas de colageno

‘Osso compacto

Vasos sanguineos Vista microscopica
- Fibrilas mineralizadas

Macro Nano

Fonte: CARVALHO, 2017.

O o0sso é um tecido multifuncional, metabolicamente ativo, constituido por
uma populacdo heterogénea de células, em diferentes estagios de diferenciagdo celular.
Apesar do seu aspecto aparentemente inerte, 0S 0ss0s séo estruturas plasticas altamente
dindmicas que, em condicdes fisiologicas, permanecem em equilibrio dindmico onde
desempenham um processo continuo de renovagédo e remodelacdo, sendo, em sua maior

parte, decorrente da atividade dos osteoblastos e 0s osteoclastos, responsaveis pela
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formacao e reabsorcgdo dssea, respectivamente (PIZAURO, 2002).

Uma série de condi¢cdes como: idade, acdo de medicamentos, alteracbes
osteo-metabolicas, dentre outros, podem alterar esse equilibrio (PEREIRA et al., 2011).

Os osteoblastos maduros sdo células sem capacidade de divisdo, mas
metabolicamente ativas e tem como funcdo a formacdo dssea. Dentre as proteinas
sintetizadas pelos osteoblastos estdo o colageno tipo | e proteinas ndo colagenas como a
osteonectina, a osteocalcina e a sialoproteina déssea, entre outras (MATTHEW et al.,
2013). Estas proteinas tém uma importancia fundamental no processo de mineralizacao,
ou seja, na ligacdo dos cristais a matriz colagénica de hidroxiapatita. Além disso, 0s
osteoblastos sintetizam diversos fatores de crescimento, que ficam incorporados na
matriz 6ssea, desempenhando um papel determinante, tanto na formacdo do tecido
0sseo como na diferenciacdo e na atividade dos osteoclastos. Essas células também
participam da calcificacdo da matriz, atraves da secrecdo de pequenas vesiculas ricas em
fosfatase alcalina, liberadas no interior da matriz extracelular (TSAY et al., 2010).

A remodelacdo 6ssea requer que os osteoblastos e os osteoclastos trabalhem
orguestradamente para a manutencdo da massa 0ssea (Figura 2). A comunicacdo entre
essas células, portanto, é fundamental para a integridade do osso. A modulacdo da
osteoclastogénese € mediada por osteoblastos através da via RANK/RANKL/OPG
(ROSKAMP et al., 2006).

Para iniciar o seu processo de diferenciacdo, os osteoclastos necessitam da
presenca de células osteoblasticas (ou de células mesenquimatosas da medula Gssea)
capazes de produzir fatores de diferenciagdo e ativacdo, que incluem, entre outros, o
fator estimulador de colénias de macrofagos (Macrophage Colony Stimulating Factor —
M-CSF). Os osteoblastos expressam e liberam, ainda, uma proteina transmembranar
conhecida por RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B). Para que
ocorra ativacdo das células osteoclasticas € necessario que estas desenvolvam em sua
superficie, um receptor transmembranar designado por RANK (receptor ativador do
fator nuclear kappa B). A interacdo entre RANKL e RANK leva & maturacdo dos
osteoclastos (ONAL et al., 2012).

Os osteoblastos s@o responsaveis por sintetizar outra proteina: a
osteoprotegerina (OPG), que apresenta alta afinidade para RANKL e atua impedindo ou
bloqueando a ligagdo do RANKL ao seu receptor RANK e, consequentemente, inibindo
a reabsorcéo 6ssea (BOYCE, XING, 2007).
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Desse modo, as ceélulas da linha osteoblastica podem controlar o
desenvolvimento e a atividade osteoclastica em resposta a diferentes estimulos
mecanicos, hormonais e inflamatérios. A presenca de altos niveis de RANKL promove,
portanto, a osteoclastogénese, enquanto que uma maior expressdo de OPG resulta em
sua diminui¢do, ou mesmo na apoptose dos osteoclastos (GINALDI; DE MARTINIS,
2016).

1.2 Proteina morfogénica 6ssea 2 (BMP)

As BMPs sdo um grupo de proteinas osteoindutoras, com aminoéacidos e
polipeptideos arranjados sequencialmente, as quaissdo capazes de estimular as células-
tronco mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos e formarem osso (Figura 2)
(ALONSO et al., 2010). O mecanismo de acdo da BMP-2 no desenvolvimento da
osteogénese sugere que BMP-2 se liga aos receptores de superficie para BMPs, do tipo |
e I1, nesse instante o receptor do tipo Il fosforila o receptor do tipo I. Depois o receptor
tipo I, fosforila a proteina Smad-1,5 e 8 presente no citoplasma. Smad-1,5 e 8
fosforiladas se ligam a Smad-4, esse complexo migra para o ndcleo e ativam genes
envolvidos na osteogénese (JAMES et al., 2016, SALAZAR et al., 2016, BRAGDON et
al., 2011). Um desses genes € 0 RUNX-2 (transcription factor runt-related transcription
factor 2), ele € um membro da familia de fatores de transcricdio RUNXSs e codifica uma
proteina nuclear com um dominio Runt de ligacdo ao DNA. Esta proteina é essencial
para a diferenciacdo osteoblastica e morfogénese esquelética e atua como um arcabougo
para &cidos nucleicos e fatores reguladores envolvidos na expressao do gene esquelético
(Pubmed Gene).

As proteinas 0sseas morfogenéticas recombinantes 2 (rhBMP-2) tem
mostrado inducdo de diferenciacdo dos odontoblastos e formacéo dssea por ossificagcao
endocondral (SWEENY et al., 2012).

As analises histologicas de alguns estudos de farmacologia tem
caracterizado a cascata de eventos celulares envolvidos no 0sso da seguinte maneira: 1)
Implantagdo: rh-BMP-2/ACS é implantada; 2) Quimiotaxia: migracdo de células
mesenquimais e outras células formadoras de osso da implantacdo; 3) Proliferacéo: rh-
BMP2/ACS, as células se multiplicam e se diferenciam; 4) Diferenciacdo: rh-

BMP2/ACS, ligam-se a receptores especificos na superficie das células mesenquimais
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para que se diferenciem em osteoblastos; 5) Formacdo Ossea e angiogenése:
osteoblastos produzem novo tecido mineralizado dentro da ACS, novos vasos
sanguineos se formam ao mesmo tempo; 6) Remodelacdo 0ssea: organismo continua
remodelando a formagéo 0ssea, resultando em um trabeculado 6sseo normal (ELGALI |
et al., 2016).

Segundo Hart e Bowles (2012), uma das principais vantagens da utilizacéo
da rhBMP-2 ¢ a habilidade de reconstrucdes de defeitos 6sseos sem necessitar de um
sitio cirdrgico doador, diminuindo a morbidade cirdrgica. Entretanto, uma importante
limitacdo desta proteina é a falta de estabilidade estrutural associada com o carreador
(membrana de colageno reabsorvivel) da rhnBMP-2. Para evitar o colapso entre o tecido
mole e esponja de coladgeno, um dispositivo deve ser usado como barreira para a
manutencdo do espaco entre as estruturas, onde ocorrerd a inducdo e a neoformacéo
0ssea (SOUMYA et al., 2014).

Figura 2: Mecanismo de a¢do das BMPs.

Osteogénese

Fonte: Adaptado de RAMEL, 2012
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1.3 Biomateriais

A perda de um 6rgdo ou de uma parte do corpo gera, além da perda da
funcdo, transtornos sociais e psicologicos. Os avangos alcangados na medicina e
odontologia modernas tém possibilitado o desenvolvimento de técnicas que geram uma
melhor qualidade de vida, e oferece novas opcGes aos pacientes mutilados.
(BANORIYA et al., 2017).

O enxerto 6sseo autdlogo € considerado o padrdo ouro em termos de
regeneracdo, sendo o tratamento mais seguro e eficaz, pois utiliza 0sso do proprio
paciente, fornecendo um substrato natural para novas células osteogénicas no local do
enxerto, permitindo a cicatrizacdo e remodelagem do osso lesado (GOMEZ-BARRENA
et al., 2011). No entanto, uma grande desvantagem dos auto-enxertos envolve dor e
infeccdo ao redor da area 6ssea doadora, limitacdo do volume dsseo doador, apenas 20
cm, e integracdo incompleta do osso enxertado (DELLOVE et al., 2007).
Diferentemente do o0sso autdlogo, os enxertos 6sseos alogénicos e xenogénicos estao
amplamente disponiveis e ndo necessitam de cirurgia adicional. A fim de evitar o risco
de uma reacdo imunoldgica do hospedeiro a estes enxertos, técnicas de processamento
tais como liofilizacdo e irradiacdo sdo necessarias para remover todas as propriedades
imunogénicas. No entanto, acredita-se que essas técnicas influenciam negativamente a
sua osteoindutividade e condutividade. As desvantagens acima mencionadas
estabeleceram espaco para o desenvolvimento de um grande nimero de substitutos
0sseos sintéticos, assim, a engenharia de tecido 6sseo e 0 uso de biomateriais parecem
ser alternativas terapéuticas promissoras para superar essas dificuldades (TIAN et al.,
2012).

Os biomateriais para enxertia participam de processos de modelagem,
remodelagem e reparagdo do tecido 0sseo a ser formado e estimulado. S&o trés os
processos envolvidos na obtencdo do 0sso neoformado e qualquer tipo de enxerto 6sseo
deve possuir uma das trés caracteristicas para exercer a funcéo regenerativa. O processo
de osteogénese é responsavel pela formacgdo e desenvolvimento do 0sso a partir da
diferenciacdo das células mesenquimais. As células osteogénicas levam a formacdo de
0sso em tecido mole ou & ativacdo mais rapida de crescimento 0sse0 em 0SSO pré-
existente. O processo de osseoindugdo estimula o processo de osteogénese. Os enxertos

considerados osteoindutores podem ativar o processo regenerativo do osso, formando e
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expandindo tecido Gsseo para regides além do sitio receptor (KRICHELDORF, 2009).

Os biomateriais ceramicos, tais como: fosfato de calcio, hidroxiapatita (HA)
e fosfato tricalcico (TCP); polimeros sintéticos, tais como: poliestireno, acido poli-I-
lactico (PLLA), policaprolactona (PCL) e acido poliglicélico; polimeros naturais, tais
como: colageno, glicosaminoglicano, quitosana, &cido hialurénico, brina e elastina e
metais como: titdnio e magnésio estdo sendo usados na fabricacdo de arcaboucos
(DAMADZADEH et al., 2010).

O arcabouco a ser utilizado como matriz acelular desempenha um papel
central na neoformacéo Gssea e, para isso, necessita compor alguns requisitos béasicos,
como alta porosidade e tamanho de poro adequado; propriedades de superficie que
permitam adesdo celular, diferenciacédo e proliferacdo; biocompatibilidade e integridade
para manter a estrutura de tecido pré-concebida (WANG et al., 2007). Além disso, ele
deve ser reabsorvivel, evitando, assim, uma segunda cirurgia.

Os fosfatos de célcio estdo entre os materiais utilizados para a reposicdo e
regeneracdo Ossea por apresentarem baixa toxicidade local e respostas inflamatorias.
Tais caracteristicas sdo explicadas pela natureza quimica destes materiais que, por
serem formados basicamente por ions calcio e fosfato, participam ativamente do
equilibrio i6nico com o fluido bioldégico (TATHE et al., 2010). Os fosfatos de calcio sao
utilizados em uma variedade de aplicacbes que envolvem o reparo 0sseo, incluindo
recobrimento de proteses, podendo estar associados a materiais poliméricos, tais como
colageno e polietileno (RODELLA et al., 2011).

Dentre todos os fosfatos célcicos, a hidroxiapatita, que possui a menor taxa
de biodegradacdo em solugdo agquosa, ou seja, reabsorcdo pelo organismo animal, e é 0
principal constituinte mineral da estrutura 6ssea, o qual vem sendo amplamente
estudada e utilizada em cirurgias de reparacdo Ossea, apresentado bons resultados
(PIGOSSI et al., 2015).

1.4 Esponjas para regeneracao 6ssea guiada

Os principios para regeneracao tecidual guiada baseiam-se em criar e manter
um ambiente protegido e favoravel para as células, impedir que os tecidos incapazes de
promover a regeneracdo entrem em contato com o tecido a ser regenerado e permitir a

proliferacdo das ceélulas viaveis para regeneracdo (LEE et al., 2014). Quando a
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regeneracdo guiada esta relacionada ao reparo de estruturas Osseas denomina-se
regeneracdo ¢ssea guiada, a qual favorece a osteogénese restabelecendo as
caracteristicas estruturais e funcionais do tecido 6sseo (NGUYEN et al., 2013).

A efetividade das membranas estd relacionada aos seguintes critérios:
biocompatibilidade, integracdo aos tecidos adjacentes, estabilidade mecénica e facil
manuseio. Neste contexto, as membranas reabsorviveis vém ganhando espaco com o
desenvolvimento de novos biomateriais, pois resultados tem se mostrado satisfatorios
(DIMITRIOU et al., 2012).

Os polimeros naturais tém como vantagem o reconhecimento bioldgico,
podendo suportar positivamente adesdo e funcdo celular. As desvantagens séo:
possibilidade de imunorejeicao e transmissdo de patdgenos quando os materiais sdo de
origem animal ou de cadaveres, menos controle sobre a degradacdo e consisténcia do
polimero e pouca resisténcia mecéanica. A reabsorcdo destes polimeros ocorre por
mecanismos celulares, através de reaces enzimaticas ou por fagocitose (ELGALI et al.,
2016).

As esponjas de coldgeno possuem excelente afinidade celular e
biocompatibilidade para a regeneracdo de tecidos (Figura 3). As esponjas
confeccionadas de colageno ndo mineralizado, no entanto, normalmente possuem baixa
resisténcia e, portanto, sdo dificeis de manipular, além de apresentarem menor
biocompatibilidade com o tecido 6sseo animal e humano. As esponjas de colageno
mineralizadas favorecem a regeneracdo 0Ossea, pois induzem a migracdo de células
indiferenciadas para o local do receptor de enxerto, onde se diferenciam em osteoblastos
(KASAJ et al., 2008).

Figura 3. Imagens de esponjas de colageno.
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Em regeneracdo Ossea, esses polimeros sdo empregados como um suporte
funcional em conjunto com outras tecnologias, por exemplo, na engenharia tecidual
esses materiais podem ser empregados como arcabougos, os quais podem ser semeados
com células ou integrados com fatores de crescimento para regeneracdo 0ssea,

cartilaginosa e de outros tecidos (KIM et al., 2010).

1.5 Hidroxiapatita (HAP)

A HAP estequiométrica € Cal0(PO4)6(OH)2, com razdo Ca/P igual a 1,67 e
é o fosfato de calcio mais estavel e 0 menos sollvel de todos (Figura 4) (COSTA et al.,
2009). Ela esta presente em 0ssos e dentes de todos os vertebrados, representando 5%
do peso total de um individuo adulto. Representa 55% da composi¢do de 0ssos, 96% da
composicdo do esmalte dentario e 70% da dentina. Dentre todos os fosfatos célcicos, a
hidroxiapatita possui a menor taxa de biodegradacdo em solugdo aquosa, ou Seja,
reabsorcéo pelo organismo animal (ZHOU et al., 2011).

Figura 4. Estrutura tridimensional dos cristais de hidroxipatita.
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Fonte:http://www.graphicsbuzz.com/graphics/hydroxyapatite-graphics-e6e2d7.html

Os materiais a base de HAP de tamanho nanométrico, imitando a dimensao

e a composigdo da fase mineral do osso natural, chamam grande atencdo na medicina
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regenerativa e na engenharia de tecidos por suas excelentes propriedades de
biocompatibilidade, osteointegracdo e capacidade de atuar como carreadores de
farmacos, proteinas e outras moléculas bioativas que podem ser absorvidas ou
seletivamente ligadas a sua superficie (PISTONE et al., 2014)

Devido sua significativa semelhanca fisico-quimica com os constituintes
minerais de 0ssos e dentes humanos, a hidroxiapatita (HA) demonstrou ser
biocompativel e osteocondutora, sendo amplamente utilizada para aplicacOes
ortopédicas, tais como implantes dsseos, revestimentos em implantes metalicos e
substitutos 6sseos. (HAIDER et al., 2017).

1.6 Biomateriais a base de colageno e hidroxiapatita

Diante das inUmeras vantagens descritas, 0s biomateriais a base de colageno
foram associados a hidroxiapatita, intensificando a biomecénica e a bioatividade, pela
semelhanga estrutural com a matriz extracelular dssea (KANE et al., 2015), fornecendo
assim suporte para a adesao e proliferacdo dos osteoblastos e células mesenquimais
indiferenciadas (KANE et al., 2015). Essa unido tem apresentado resultados
animadores. Estudos tém revelado que a unido desses biocompostos apresenta a
capacidade de induzir a diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos.
(LYONS et al., 2010; LYONS et al., 2014, MURPHY et al., 2014). Essa capacidade de
induzir a osteogénesis na auséncia da adi¢do de fatores de crescimento ainda ndo esta
bem compreendida. Entretanto, € sabido que a hidroxiapatita nanométrica é capaz de se
ligar ao longo das moléculas de colageno formando fibras e fibrilas (KIKUCHI, 2013).
Também temos um biomaterial macroscopicamente Unico. A hidroxiapatita confere
resisténcia mecanica, a qual protege mecanicamente 0 0Sso em regeneragao €, por outro
lado, seus nanocristais, dissolvidos pela agdo dos osteoclastos, fornecem calcio,
fundamental na formacgéo dos cristais de mineralizacdo. Ja a parte colagena, funciona
como um arcabouco e é responsavel pela viscoelasticidade do material. Outra
caracteristica importante dessa unido € a laminacdo, ou seja, podemos obter feixes
microscopicos desses biomateriais (KIKUCHI, 2013).

Ainda nessa linha de desenvolvimento de novos compositos a base de
colageno e nanohidroxipapatita, nosso grupo em parceria com o grupo de Quimica de

Materiais Avancados e Laboratorio de Telecomunicacdes e Ciéncia dos Materiais
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(LOCEM) do Departamento de quimica e fisica da Universidade Federal do Ceara,
respectivamente desenvolveram nanoparticulas de hidroxipatita apresentando uma unica
fase, CalO(PO4)6(0OH)2, com sistema cristalino hexagonal (Figura 5). Ainda
demonstraram que o aumento do tempo de tratamento hidrotérmico na sintese da
nanoparticulas contribua para o aumento do comprimento e largura dos nanobastdes.
Esse comportamento pode ser visto facilmente nas imagens de microscopia eletrénica
de transmissdo e nas curvas de distribuicdo para a largura e 0 comprimento das amostras
HApOh (nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 0 hora), HAp2h
nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 horas) e HAp5h
nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 horas) sdo exibidas na Figura. A
tendéncia de crescimento para desenvolver a morfologia em forma de bastdo que se

estende sobre o tempo de aquecimento foi evidente.
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Fonte:CARVALHO, 2017.
Figura 5. Micrografias (MET) dos grupos CHAPOh, CHAP2h e CHAPS5h, respectivamente Figuras

A, B e C, e suas respectivas curvas de distribuicéo.
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Para a amostra HApOh, sem tratamento hidrotérmico, observou-se uma
morfologia ndo definida e tamanho de particulas menor em relacdo as demais amostras
sintetizadas (Figura 5A). Em contraste, as amostras HAp2h e HAp5h apresentaram um
formato de bastdo bem definido (Figura 5B e C, respectivamente). Portanto, a sintese
hidrotérmica produziu nanoparticulas de hidroxiapatita com forma e tamanho similares
aos da HAP do esmalte dentario. Também aumentaram a eficiéncia da acéo anticéarie de

resinas infiltrantes.

2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Diante dos bons resultados na odontologia, nds buscamos outras aplicacdes
para esse material, por exemplo: a medicina, uma vez que o tratamento de defeitos
0sseos na area médica e odontoldgica é um desafio comum, especialmente quando se
trata de defeitos extensos, que demandam grande periodo de tempo para o reparo,
diminuindo as chances de sucesso. Outro fator relevante é o aumento da expectativa de
vida, uma vez que 0s 0ss0s tornam-se mais propicios a sofrer fraturas. No presente
estudo, as nanoparticulas de hidroxipatita foram incorporadas a esponjas de colégeno,
para a obtencdo de um arcabouco para reparo 06sseo. Estudos subseqlientes de
caracterizacdo desses biomateriais revelaram que a estrutura da tripla hélice da molécula
de colageno néo foi alterada com a associacdo da nanohidroxiapatita, apesar de ter sido
observado interacdo entre as nanoparticulas de HAp e o colageno. Ademais, as
moléculas de coldgeno mantiveram sua estrutura preservada no processo de produgédo
das esponjas. A forma, o tamanho e a cristalinidade dos cristais de hidroxiapatita
também foram preservadas, resultando na obtencdo de um biocompoésito semelhante a
matriz dssea extracelular, ndo apenas na composicdo, mas também no arranjo estrutural
(CARVALHO, 2017). Diante disso, surge a necessidade de realizar estudos in vitro e in
vivo, com a finalidade de avaliar a biocompatilidade, bioatividade e biodegradagéo dos
biomateriais. Aqui nos propomos a avaliar a biocompatibiliade e a biotividade, em razéo
de estudos ja terem sugerido o possivel papel desse biocompdsito na atividade
osteogénica (MURPHY et al., 2014; KIKUCHI, 2013).

Por fim, este estudo teve como principal objetivo contribuir
substancialmente com a area da salde, com a geracdo de conhecimento cientifico de

qualidade em um tema de relevancia para Saude Publica do nosso pais, com possivel
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geragcdo de produtos inovadores e patentes de biomateriais para regeneracdo Ossea.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a osteoatividade in vitro e a biocompatibilidade in vivo de
compdsitos esponjosos de coldgeno e nanohidroxiapatita com diferentes morfologias em
tecido subcutaneo do dorso de ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

12 Etapa: Efeito das esponjas na proliferacdo e ativacdo em culturas de
osteoblastos OFCOL 11

1. Investigar a viabilidade e proliferacdo dos osteoblastos murinos incubados sobre
esponjas de colageno, impregnadas com diferentes concentracdes de nanoparticulas de
hidroxiapatita através do ensaio 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT) e imunomarcagéo para ki-67;

2. Investigar a influéncia das esponjas na atividade de osteoblastos, avaliando os niveis
de FAO secretados por essas células no meio de cultura e através da deposicdo de sais
de calcio, detectados pela coloracdo de VON KOSSA;

3. Avaliar a adesdo celular na superficie das esponjas, assim como a formacdo e
composicdo de minerais, através de microscopia eletrdnica de varredura e
espectrometria de energia dispersiva de raios-x — EDS;

5. Investigar a participacdo da BMP-2, através de Western Blotting, na ativacdo de

osteoblastos cultivados sobre as esponjas avaliadas.

2° Etapa: Biocompatibilidade em modelo de dorso em tecido subcutineo de ratos

1. Avaliar e quantificar a intensidade de inflamacgdo tecidual desencadeada pelas
esponjas, através da contagem de células inflamatorias ao redor das esponjas, dosagem
das citocinas IL-1p e TNF-a, dosagem de mieloperoxidade (MPQO) e imunohistoquimica
para IL-1p.

2. Avaliar e quantificar a producdo de colageno e matriz intersticial induzido pelas

respectivas esponjas através da coloracao dos tecidos coletados com tricomo de Masson.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Sintese de biomateriais
4.1.1 Preparacao da esponja de coldgeno polianidnico

Todas as esponjas foram produzidas pelo Grupo de Quimica de Materiais
Avancados (GQMAT) do Departamento de Quimica Analitica e Fisica-Quimica e pelo
Laboratorio de Telecomunicacdes e Ciéncia dos Materiais (LOCEM) do Departamento
de Fisica da Universidade Federal do Ceara.

O colégeno foi preparado por solubilizacdo a partir de serosa bovina apés 72
horas de tratamento em condicGes alcalinas e na presenca de sais, seguido de
homogeneizacdo em solucdo de acido acético, a pH 3,5 (Figura 6). As amostras foram
dializadas e levadas a uma concentracdo final de 1%, determinada pela hidroxiprolina.
O gel de coléageno foi preparado equilibrando o colédgeno soltvel em tampdo de fosfato
(0,13 mol I'* com pH 7,4) durante 120 horas, seguido de centrifugacdo (5.000 rpm
durante 1 hora). O gel resultante foi vertido sobre moldes acrilico (8x6 cm), congelados
em freezer para posterior liofilizacdo (CARVALHO, 2017).

Figura 6: Processo de fabricacao dos compositos colageno-nanohidroxiapatita.
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4.1.2 Preparacdo das nanoHidroxiapatitas

Foi adicionada uma solucéo de acido fosférico (0,3 mol L™ H3;P0O4) a 0,5
mol L™ de CaCl,-H,O (99,67% de pureza - Quimex, Dinamica. S&o Paulo, Brasil),
razdo molar Ca/P de 1,67, mexendo a temperatura ambiente. Um precipitado branco foi
obtido pela adicdo de 30% de solucdo de NH,OH (99,5% de pureza - Vetec. Sdo Paulo,
Brasil) até atingir pH 9.

O precipitado branco foi lavado com &gua destilada e filtrada a vdcuo. Uma
parte deste precipitado representava o espécime HAP-Oh. Posteriormente, o po foi
disperso em solucdo de NH,CI (0,1 mol L™ com 99,5% de pureza - Vetec e pH 9. A
propor¢do em peso entre o precipitado e a solucdo foi 1:10. As suspensbes foram
colocadas em um autoclave de teflon coberto com aco inoxidavel para receber o
tratamento hidrotérmico a 150 °C por: 0 hora (HAP 0h), 2 horas (HAP 2h) e 5 horas
(HAP 5h). Finalmente, a amostra foi filtrada a vacuo, lavada e seca a 80 °C por 4 horas
e armazenada em dessecador (CARVALHO, 2017).

A sintese seguiu a equacao:

10CaCl; + 6H3PO4 + 2NH40OH — Cajyo(PO4)s(OH), + 18HCI + 2NH,Cls.

4.1.3 Preparacéo dos compositos

Os compositos foram preparados por embebicdo em dispersdes das
nanohodroxiapatitas, produzidas por sonicacdo. A massa de nanoparticulas adicionada
por amostra corresponde a 30% da massa da esponja do compdsito. Foram produzidas 4

amostras:

-Esponja de colageno (COL) — Esponja de colageno produzida no GQMAT
-Esponja de colageno-HAPOh (CHAPOh) - Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por O hora.
-Esponja de colageno- HAP2h (CHAP2h) - Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 horas.
-Esponja de colageno- HAP5h (CHAP5h) - Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 horas.

A esponja ja comercializada (Lumina-coat, Critéria., Brasil) com as



29

seguintes caracteriscas: organica natural derivada da estrutura Ossea bovina
desmineralizada, composta basicamente por colageno tipo I, foi utilizada neste estudo
como grupo controle.

-Grupo controle (C) - Esponja de colageno (Lumina-coat, Critéria., Brasil).

4.1.4 Esterilizagédo das esponjas

As esponjas confeccionadas foram recortadas sobre um papel milimetrado
em forma de quadrados com proporcdes de 5x5 mm, acondicionadas em invélucros
transparentes, vedados e devidamente separadas de acordo com o0 seu grupo e enviadas
para esterilizagdo por radiacdo gama (25KGy) (Sterigenics, Cotia, Sdo Paulo, Brasil)
(CARVALHO, 2017).

4.2 Estudo in vitro

4.2.1 Biocompatibilidade em culturas de células de osteoblastos OFCOL 11

4.2.1.1 Cultura de osteoblastos OFCOL 11

Foram utilizados osteoblastos murinos (OFCOL 1) adquiridos no banco de
células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ), mantidos em meio de
Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) contendo 10 % de soro fetal bovino na
presenca de antibidticos (100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina) a 37°C
em estufa umidificada, incubada em atmosfera de 5% de CO, (Figura 7). Neste estudo,
as células foram utilizadas entre as passagens 16°-30°. A partir do estoque, foi
preparada uma garrafa de cultura de 25 cm?®, contendo 1ml de células, adicionando-se 4
ml de meio de cultura, DMEM, enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB). As
células foram mantidas em estufa com controle automatico de temperatura 37 °C e
pressdo de CO,. O crescimento celular foi acompanhado por meio de observacdo em
microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100).

Estas celulas foram subcultivadas apos tripsinizacdo quando formada uma

monocamada confluente. Apos o periodo de 3 minutos com 2ml de tripsina a 0,05%, as
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células foram retiradas, adicionando-se 6 ml de meio de cultura DMEM suplementado
com 10 % de SFB. Em seguida as células foram transferidas para um tubo falcon de 15
ml, centrifugadas (SOLAB SL-701) a 2000 rpm, 4°C por 5 minutos. Apds este periodo,
0 sobrenadante foi removido e as células ressuspensas com adicdo de 4ml de meio
completo. Deste volume foram retiradas aliquotas de, no minimo, 1 ml e passadas para

novas garrafas. As trocas de meio foram realizadas a cada 48 horas.

SFB (10%)

Penicilina
(100 U/ml) .

Estreptomicina
(100 ug/ml)

Osteoblastos murinos
(OFCOOL II);

P: 16-30 .

e .

;»"—\'«‘\ E" 1
e . glg : CO2 5%;

Figura 7: Cultivo de osteoblastos (OFCOOL I1)

4.2.1.2 Grupos experimentais in vitro

As amostras foram divididas em grupo controle contendo apenas meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e
estreptomicina (meio completo) e com as esponjas de coladgeno, e acrescidas

previamente de nanoparticulas de hidroxiapatita.

o Gupo (DMEM): Células incubadas apenas com o meio de cultura DMEM.

o Grupo controle (C): Células cultivadas sobre esponjas de colageno
comerciais (Lumina-coat, Critéria., Brasil).

o Grupo (COL) - Células cultivadas sobre esponjas de colageno produzida
pelo nosso grupo.

o Grupo (CHAPOh): Células cultivadas sobre esponjas de colageno produzida
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pelo nosso grupo carreadas com nanoparticulas de Hidroxiapatita que foram submetidas
ao tratamento hidrotérmico a 150 °C por Oh.

o Grupo (CHAP2h): Células cultivadas sobre esponjas de colageno produzida
pelo nosso grupo carreadas com nanoparticulas de Hidroxiapatita que foram submetidas
ao tratamento hidrotérmico a 150 °C por 2h.

o Grupo (CHAP5h): Células cultivadas sobre esponjas de colageno produzida
pelo nosso grupo carreadas com nanoparticulas de Hidroxiapatita que foram submetidas

ao tratamento hidrotérmico a 150 °C por 5h.

4.2.1.3 Teste de viabilidade celular pelo método direto (MTT)

O teste de citotoxicidade tem como objetivo avaliar os efeitos letais ou
subletais de uma substancia ou produto a nivel celular. Para esse trabalho, foi utilizado o
teste de citotoxicidade pelo método direto com MTT.

Esse teste avalia de forma quantitativa a funcdo mitocondrial através da
reducao do tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazoliumbromide; Sigma) em cristais de formazana. Essa reacdo de reducdo ocorre
dentro da mitocondria através da enzima succinato-desidrogenase, portanto, a
quantidade de cristais de formazana esta diretamente relacionada com o potencial de
reducdo do tetrazoliu MTT nas mitocondrias.

Para a realizacdo dos testes utilizou-se células OFCOLL Il em placas de 96
poc¢os contendo as esponjas e células em quantidade de 100ul de meio de cultura com
3.000 células por poco nos periodos de 24 e 48 horas

Passado os periodos de, 24 e 48 horas removeu-se 0 meio de todos 0s pocos,
mantendo as membranas nos mesmos. Em seguida adicionou-se 100ul por poco de
MTT diluido com o meio de cultura completo em uma concentracdo de 1mg/ml. O
MTT foi incubado por 3 horas em uma temperatura de 37°C e 5% de CO,. Passado esse
periodo, foi extraido 100 ul do sobrenadante e transferido para uma placa de 96 pocos e
adicionado 100 pl DMSO em cada poco sob agitacdo de 30 segundos para solubilizar os
cristais de formazana. As leituras das absorbancias foram realizadas em

espectrofotdmetro (Biotek) no comprimento de onda de 590nm.

4.2.1.4 Avaliacdo da proliferacdo celular por imunofluorescéncia
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Os osteoblastos foram cultivados na concentracdo de 3 x 10* células por
poco em placas de 24 pogcos com meio de cultura a temperatura de 37°C e na
concentracdo de 5% de CO,. Laminulas de 13 mm foram utilizadas como superficie para
fixacdo de células e esponjas colocadas previamente na placa de cultura e incubado nos
periodos de 24h e 48 h de acordo com 0s grupos.

Apds este periodo de exposicdo, o meio foi removido e as células
juntamente com as esponjas foram fixadas com 500uL de paraformoldeideo (PFA) 4%
por pocgo durante 30 minutos. Em seguida, foi utilizada 500uL solucdo de bloqueio por
1h, seguida da incubagdo com o anticorpo primario diluido mantido por um periodo de
overnight em refrigeracdo. Terminado este periodo, foi adicionado 100pL do anticorpo
secundario diluido em solucdo de lavagem por 1h. Para concluir o ensaio o ndcleo das
células foi corado com DAPI (1:2000) diluido em PBS 1x por 5 minutos. Todas as
etapas foram intercaladas com lavagens sucessivas. Os preparados foram observados em
um microscopico confocal (LM710-Confocal-Zeiss), usando filtros seletivos para cada
fluoréforo, as imagens foram capturadas com a camara integrada e processador de
imagem, usando uma objetiva de 20x. Para quantificar o numero de células positivas
marcadas para Ki-67, utilizou-se o programa Image J para obter o nimero de células
imunomarcadas por campo. Foram fotografadas 10 campos por lamina sendo um total

de 4 laminas por grupo.

4.2.1.5 Dosagem de fosfatase alcalina em meio de cultura

A dosagem de fosfatase alcalina 6ssea foi realizada com intuito de avaliar a
atividade dos osteoblastos por ser um marcador bem estabelecido dessas células Para
avaliacdo deste parametro, amostras dos sobrenadantes do meio de todos 0s pogos
foram coletados das placas de cultura de 24 pocos apds os periodos de 24horas, 48
horas, 5 dias e 7 dias de exposicdo das esponjas. Apéds a coleta, as amostras foram
utilizadas para a dosagem de Fosfatase Alcalina Ossea (FAO), utilizando um “Kit”
especifico, cuja metodologia segue orientagdo do laboratorio fabricante (LABTEST®).

O método esta fundamentado na labilidade da isoforma 6ssea da fosfatase
alcalina frente ao calor. Aliquotas de 100 pL da amostra foram incubadas em banho-
maria a 56 °C por 10 minutos e imediatamente transferidas para um banho de gelo. A
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atividade da fosfatase alcalina ndo 6ssea (termoestavel) foi determinada diretamente no
espectrofotobmetro em temperatura de 30 °C com leitura das absorbancias em 405 nm,
tendo como substrato o p-nitrofenilfosfato. A fracdo dssea, por sua vez, foi determinada
indiretamente subtraindo-se a atividade obtida de fosfatase alcalina termoestavel da
fosfatase alcalina total ((MOSS; WHITBY, 1975).

4.2.1.6 Avaliacdo da atividade de osteoblastos através da formacdo de cristais
minerais

Com o intuito de investigar o comportamento das esponjas no processo de
mineralizacdo pelos osteoblastos, observou-se também a formacdo de nodulos
mineralizados através do ensaio de Von Kossa. Nesse ensaio, as trocas do meio de
cultura aconteciam a cada 48 horas. Os grupos analisados foram semeados em
quadruplicata em placas de 12 pocos, a uma concentracdo de 3 x 10* células/poco,
mantidos em meio de cultura padrdo. A analise de mineralizacdo foi realizada no
periodo de 21 dias. Ao final, o meio de cultura foi removido, cada poco foi lavado com
PBS em temperatura ambiente e as células foram fixadas com etanol 100% (1mL/po¢o)
por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram reidratadas em
concentracdes decrescentes de etanol (100% até 50%, por 5 minutos em cada solucdo),
e lavadas em agua destilada por duas vezes. Em seguida, 1mL de solucdo de 5% de
nitrato de prata (AgNO3) foi colocado em cada pogo e as células foram incubadas no
escuro por 1 hora. Entdo, as células foram lavadas quatro vezes em agua destilada e
expostas a luz durante 1 hora até que o mineral escurecesse. As analises foram feitas a
partir de fotografias utilizando o microscépio invertido no aumento de 40x.

A analise morfométrica quantitativa foi realizada conforme relatado
anteriormente (Shen et al., 2014). Para a analise morfométrica quantitativa, cinco secdes
aleatdrias de slides de Von Kossa foram digitalizadas eletronicamente em uma imagem
RGB que posteriormente foi analisada usando o software Image-J (versdo 1.32j). A
quantidade de depdsito de calcio foi entdo estimada a partir das imagens com um macro
escrito pelos autores (JIS) convertendo pixels da imagem com intensidade
substancialmente maior (>120%) azul do que vermelho para ter a nova amplitude da

escala de cinza = 1, deixando outros pixels como com amplitude = 0.
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4.2.1.7 Anélise da superficie das membranas por MEV

Antes do cultivo de células, as amostras foram alocadas nas placas de
cultura de 24 pocos e pré-incubadas durante 2 horas com 100 ml DMEM sem células
antes da experiéncia de modo a facilitar a adsor¢céo de proteinas. Apos a remocao desse
meio, foi realizada pipetagem direta com 500 ml de meio de cultura com 3 x 10 células
em placas de 24 pocos sobre as membranas e incubados a 37 °© C / 5% de CO ; O meio
de cultura celular foi mudado a cada 48h. Apds os periodos de 24 horas e 7 dias, 0 meio
de cultura foi removido e as esponjas com células foram submetidas a trés lavagens com
PBS para remover as células ndo aderidas. Posteriormente, foram fixadas com solugédo
de glutaraldeido a 2,5% tamponado com tampao de cacodilato 0,2 M (pH 7,4) durante a
noite a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foram gradualmente desidratados na
mistura de etanol / 4gua destilada graduada de 50 a 100% de etanol, em passos de 10%
durante 10 min cada. Apds a secagem as amostras foram colocadas sobre fitas de
carbono e metalizadas com ouro de 30nm de espessura e a analise superficial foi
realizada na Central Analitica da UFC em Microscopio Eletronico de Varredura Quanta
450 FEG — FEI com voltagem de 20kV. Avaliou-se a adesdo dos osteoblastos nas

esponjas.

4.2.1.8 Expressao protéica de BMP-2 por Western Blotting

Para avaliar a expressdao protéica de BMP-2 por osteoblastos nas células
Osseas, realizou-se Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas:

extracdo de proteinas, dosagem de proteinas e Western Blotting.

4.2.1.8.1 Extracgéo de proteinas

As células foram cultivadas da concentragdo de 3 x 10* células/poco em
placas de 6 pogos com meio de cultura completo a temperatura de 37 °C e na
concentracdo de 5% de CO,. Ap6s 48h de semeadura, o meio foi trocado e as células
incubadas de acordo com os grupos. DMEM (Meio somente), C (Células com esponja

comercial), COL (Células com esponja sintetizada); e CHAP5h (Células com esponja de
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coldgeno com nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 horas). O periodo
de incubacdo com os materiais foi de 48h. Ao final desse periodo, 0 meio de cultura foi
removido, cada poco foi lavado com PBS em temperatura ambiente.

Colocou-se 100ml de tampdo RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM
NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sddio; 0,1% SDS)
e inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de
RIPA) em cada poco da placa. Em seguida, com um raspador de células, as amostras
foram removidas e colocadas em microtubos devidamente identificadas, vortexadas por
30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O
pellet foi desprezado e o sobrenadante (por¢do que contém as proteinas) foi transferido

para um novo microtubo.

4.2.1.8.2 Dosagem de proteina

As proteinas foram dosadas pelo método do acido bicinconinico (BCA) e foi
realizado conforme descrito pelo fabricante (Thermo Scientific, Estados Unidos, EUA).
De acordo com este método, as proteinas presentes nas amostras reduzem o cobre da
sua forma clprica (Cu2+) para a cuprosa (Cul+). Este se liga a duas moléculas de acido
bicinconinico, resultando na cor purpura visualizada no final da reacdo. Inicialmente, a
proteina foi diluida (1 pl de proteina: 20 pl de RIPA) e preparado 75uL de proteina
diluida. Em seguida, misturou-se o reagente A (Contém acido bicinconinico) e B
(contém sulfato de cobre pentahidratado 4%) respectivamente na propor¢do de 50:1.
Posteriormente, colocou-se em duplicata 25 pl de cada amostra diluida e 200 pl da
mistura final do reagente A e B em placa de 96 pocos. Posteriormente, a placa foi
incubada por 30 min a 37°C em estufa. Enfim, efetuou-se a leitura da reacdo em leitor
de Elisa a 562 nm. Para a curva, foram utilizadas concentracGes conhecidas de
Albumina sérica bovina (BSA): 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ¢ 0 ug/Ml
(BEZERRA, 2016).

4.2.1.8.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 20 pg de proteina referente a cada amostra,
adicionando tampdo da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3%
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glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA),
vortexando por 10 s, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000
rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para deposi¢do das
amostras no fundo do pogo e 120 v para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a
10% (BMP-2 e p38a) e tampdo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS).
Apbs a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para a
membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 v por duas horas
em tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apos esta
etapa, as membranas foram blogueadas por uma hora em agitacdo constante, para
reduzir as ligagdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em
tampdo salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150
mMNaCl; 0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com
TBST, sendo trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram
incubadas, overnight a 4°C sob agitacdo constante, com o0s anticorpos anti-BMP-2
(Santa Cruz Biotechnology, SC-6895, 1:100) diluidos em 1% de BSA em TBST. Apds
esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBST. As membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios HRP-rabbitanti-goat (Invitrogen, A16142,
1:2500) por duas horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas
foram lavadas trés vezes, duracdo de 10 min cada, com TBST. Enfim, adicionou-se o
reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL
blottingsubstrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas
foram capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA). A densidade das
bandas foi mensurada por meio do software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA)

4.3 Estudo in vivo

4.3.1 Biocompatibilidade de esponjas de coldgeno e impregnadas com
nanoparticulas de HAp e implantadas em tecido subcutaneo

4.3.1.1 Aspectos éticos
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O estudo seguiu os aspectos que envolvem a pesquisa com animal para
cuidados e uso de animais de laboratérios publicado pelo colégio brasileiro de
experimentos com animias (COBEA), o qual foi submetido a aprovacdo pela comissédo
de ética em uso animal da Universidade Federal do Ceara (Protocolo n° 25/2017;
ANEXO 1). Além disso, todos os esforgos foram realizados no sentido de reduzir o

numero de animais utilizados, a dor, o sofrimento e o estresse dos mesmos.

4.3.1.2 Animais

Os animais utilizados nesse estudo foram ratos Wistar machos da espécie
(Ratus Norvegius), com massa corpoOrea entre 180 e 200 gramas, provenientes do
Biotério Central (UFC), e mantidos sob condi¢des de temperatura entre 22 e 24°C e
ciclos de 12h-12h claro e escuro controlados durante os experimentos. Estes foram
alojados em gaiolas apropriadas, em namero de seis animais em cada uma delas, com

alimentacédo balanceada a base de racdo. A agua foi disponibilizada a vontade.

4.3.1.3 Modelo Experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais de 12, 12 e 6
animais, respectivamente, baseados nos diferentes periodos de observacdo (24 horas, 7 e

15 dias), totalizando 30 animais. Cada animal recebeu as seguintes esponjas:

4.3.1.4 Grupos experimentais

o Grupo controle (C): Esponjas de colageno comerciais (Lumina-coat, Critéria.,
Brasil).

o Grupo (COL): Esponjas de colageno produzida pelo nosso grupo.

. Grupo (CHAP5h): Esponjas de colageno produzida pelo nosso grupo carreadas

com nano particulas de Hidroxiapatita que foram submetidas ao tratamento

hidrotérmico a 150 °C por 5h, determinada previamente nos ensaios in vitro.
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4.3.1.5 Protocolo experimental em animais

Figura 8: protocolo experimental in vivo.
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Os ratos Wistar foram anestesiados pela injecdo intra-peritoneal (i.p) de
cetamina na dose de 75mg/Kg e xilazina 5mg/Kg. A tricotomia foi realizada na area
dorsal escapular e pélvica seguida antissepsia com solucdo de alcool iodado. Incisbes
horizontais de aproximadamente 1cm foram realizadas em 3 locais da superficie dorsal
na direcdo latero-lateral. Com uma tesoura cirurgica de ponta romba, penetrando através
da incisdo em dire¢do caudal, o tecido subcutaneo foi divulsionado até o ponto onde as
membranas (5 x 5 mm) imersas em solugéo de fisiologica de cloreto de sédio a 0,9%
foram posicionadas. As incisdes foram suturadas com fio de seda 4.0 (Ethicon - Johnson
& Johnson, Brasil), seguida pela assepsia com alcool iodado. Os animais foram
mantidos sob observacdo em gaiolas unitarias, por 24 horas, para evitar machucados e
dor. Apds os periodos de 24 horas e 7 e 15 dias, os animais foram sacrificados pela
administragcdo i.p. através de elevada dose de anestésico e relaxante muscular ,
correspondente a trés vezes o valor do peso animal (Figura 8). A pele dorsal foi raspada
e os implantes cirurgicamente removidos junto com uma por¢ao do tecido circunjacente
(VERISSIMO, 2012).

4.3.1.6 Andlise Histopatoldgica

Os espécimes foram fixados em solucéo de formol tamponado por 24horas,
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desidratados em etanol, clarificados com xilol e embebidos em parafina. A microtomia
foi realizada em cortes longitudinais medindo 4um de espessura e corados pelo método
de hematoxilina e eosina (H&E) para avaliacdo em microscopio 6ptico do infiltrado

inflamatorio.

4.3.1.7 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido subcutaneo adjacente as
membranas

Nos grupos eutanasiados nos periodos de 24 horas e 7 dias ap0s a cirurgia,
foi realizada a andlise da atividade de mieloperoxidase, importante na quantificacdo da
inflamacdo aguda. As medidas de atividade da mieloperoxidase foram realizadas nos
tecidos subcutaneos (VERISSIMO, 2012).

4.3.1.8 Dosagem de citocinas pré inflamatorias (TNF-a e 1L-1pB)

As amostras de tecido subcutdneo adjacente as esponjas foram removidas
dos animais nos periodos de 24 horas e 7 dias para dosagem de citocinas. Os espécimes
foram armazenados em freezer a -80°C até a realizacdo dos ensaios. O tecido coletado
foi homogeneizado e processado como descrito (SaWeh-Garabedian et al., 1995). A
deteccdo das concentragdes de TNF-o e IL-1 foram determinadas pelo método de
ELISA, como descrito previamente (CUNHA et al., 1993). As placas foram incubadas
durante a noite a 4°C com anticorpo anti-rato TNF-a e 1L-1 (2 ug/ml). Apds o bloqueio
das placas, as amostras foram adicionadas a varias diluicdes em duplicatas e incubadas a
4°C por 24 h. As placas foram lavadas 3 vezes com solucdo tampdo e o anticorpo
policlonal biotinilado de ovelha anti-TNF-a e anti-1L-1 (diluido 1:1000 com tampé&o 1%
BSA) foi adicionado. Apds o periodo de incubacéo a temperatura ambiente por 1 hora,
as placas foram lavadas e 50ul de avidin-HRP (dilui¢do 1:5000) foram adicionado as
placas. O reagente colorido o-phenylenediamine (OPD; 50 pl) foi adicionado 15 min
depois e as placas foram incubadas no escuro 37°C por 15 a 20 min. A reagdo
enzimatica foi bloqueada com H,SO, e a absorbancia mensurada a 490nm. Os valores
mensurados foram expressos em picogramas/mililitro (pg/ml) (VERISSIMO, 2012).

4.3.1.9 Imunohistoquimica IL-1



40

A imunohistoquimica para IL-1B, foi realizada utilizando o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (VERISSIMO, 2012). No 7° dia, os animais foram
eutanasiados e coletadas 6 amostras de esponjas por grupo (C, CL e HAP5h),
juntamente com o tecido circundante foram removidos, a seguir, os tecidos foram
desidratados em alcool sendo, entdo, incluidas em parafina. Apds este procedimento,
foram feitos cortes seriados de 4um em micrétomo apropriado e coloca do sem laminas
de L-polilisina, apropriadas para a realizacdo de imunohistoquimica. Os cortes foram
desparafinizados, hidratados em xilol e alcool e imersos em tampdo de recuperacdo
(Dako) pH 9.0 sob aquecimento em PT-LINK (Dako) 45 minutos para a recuperagdo
antigénica a 95°C. Apos o resfriamento das lIaminas, foram feitas lavagens com solugéo
tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio daperoxidase enddgena
comsolucdo (DAKO) 3% (10 minutos). Os cortes foram incubados por 1 hora com
anticorpo primario de cabra policlonal IL1-B (ab 97222-Abcan) diluido 1:200. Apds
a lavagem em PBS, foi feita a incubacdo com secundéario (de detec¢do) bitinilado 1gG
anti coelho diluido 1:200 (Santa Cruz), por30minutos. Depois de lavado, os cortes
foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo
ABC Santa Cruz) por 30 minutos. Ap6s nova lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo
com o cromdgeno 3,3’diaminobenzidine-peroxido (DAB), seguida por contracoloracao
com hematoxilinade Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e
montagem das ldminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como
descrito acima, sendo queo anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA 5%.

As imagens foram capturadas por meio de um microscopio de luz acoplado
a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5 (leica DM1000, Alemanha).
Fotografou-se 10 campos por corte histolégico no aumento de 40x, e foi realizada a
contagem de células positivas marcadas por cada campo utilizando o programa Image
J. Foi considerada células positivas marcadas com coloracdo marron citoplasmatica e

nuclear.

4.3.1.10 Avaliacao da sintese de colageno

A coloragdo com tricromo de Masson foi realizada usando o kit pronto a

usar (Histokit™- EasyPath). Ap6s a confeccdo, as laminas permaneceram em estufa a
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60°C por 60 minutos, foram posicionadas em bercos de coloracdo e submetidas ao
processo de desparafinizagéo e hidratagdo. As laminas ficaram submersas em solugéo de
Bouin em estufa a 60°C por uma hora, e seguiu-se por resfriamento até a temperatura
ambiente. Depois deste procedimento, foram lavadas em agua corrente por 15 minutos e
rapidamente em agua destilada. Em seguida, as laminas foram posicionadas em suporte
de coloragédo e os corantes aplicados sobre as mesmas na seguinte ordem: hematoxilina
férrica por cinco minutos, lavagem em agua corrente por cinco minutos e depois em
agua destilada; fucsina &cida adicionada de ponceau por dez minutos, lavagem em agua
corrente por um minuto e em seguida em agua destilada; acido fosfomolibdico a 5% por
cinco minutos até o clareamento dos cortes, lavagem em agua corrente e dgua destilada
rapidamente; azul de anilina a 0,5% por cinco minutos, lavagem em &gua corrente e
agua destilada rapidamente; acido acético por um minuto. Apds a passagem nessas
solucdes, as laminas foram novamente postas em berco de coloracdo e submetidas aos
processos de desidratacdo, diafanizacdo e montagem com entellan. (SUVIK
& EFFENDY, 2012).

A analise morfométrica quantitativa foi realizada conforme relatado
anteriormente (HALLER et al.,, 2012). A expressdo do coladgeno foi quantificada
medindo a area de cinco campos da coloracdo com tricromo de Masson usando o
software Image J. A coloracdo com tricromo foi realizada nas esponjas com tecido
adjacente no periodo de 15 dias ap6s a implantacdo das esponjas nos dorsos dos
animais. Foram imediatamente fixadas em solucéo tampéo de formalina a 4% (pH 7,2)
durante 18 h, desidratadas em etanol a 70% e depois incorporadas em parafina e
cortadas com um microtomo. A coloragdo do Tricromo foi entdo realizada e o colageno
foi quantificada usando o software Imagel. Para a analise morfométrica quantitativa,
cinco secdes aleatdrias de slides de tricromo foram digitalizadas eletronicamente em
uma imagem RGB que posteriormente foi analisada usando o software Image J (verséo
1.32j). A quantidade de colageno foi entéo estimada a partir das imagens RGB com um
macro escrito pelos autores (JIS) convertendo pixels da imagem com intensidade
substancialmente maior (>120%) azul do que vermelho para ter a nova amplitude da

escala de cinza = 1, deixando outros pixels como com amplitude = 0.

5 Analise estatistica


http://agris.upm.edu.my:8080/dspace/browse?type=author&value=Suvik%2C+A.&value_lang=
http://agris.upm.edu.my:8080/dspace/browse?type=author&value=Suvik%2C+A.&value_lang=
http://agris.upm.edu.my:8080/dspace/browse?type=author&value=Effendy+A.+W.+M.&value_lang=

42

Foi empregada a andlise da variancia (ANOVA) one ou two-way seguida
pelo teste de Bonferroni para a comparagdo das médias obtidas. Os valores foram
expressos como Média £ Erro Padrdo Médio. Shapiro Wilk foi utilizado para avaliar a
normalidade. Foi considerado o nivel de significancia para p < 0,05. As analises foram

executadas com o auxilio do programa GraphPad Prism 7 (Graph-Pad Software, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao de viabilidade pelo método direto MTT e proliferacéo celular

Os resultados do teste de viabilidade e citotoxidade através do MTT estéo
expressos na Figura 9. Todas as esponjas testadas mostraram-se viaveis e sem toxidade,
porém somente o grupo CHAPS5h, exibiu aumento significativo do numero de células
quando comparados ao grupo DMEM na 24% hora (*p<0,05) (Figura 9A) e a todos os
outros grupos na 48 hora de incubagdo (¥ p<0,05) (Figura 9B).
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FIGURA 9. Efeito de esponjas de coldgeno impregnadas com nano particulas de hidroxiapatita
sobre a viabilidade e proliferagdo celular de osteoblastos murinos (ofcol ii) apos 24 (A) e 48h (B) de
cultivo celular. A viabilidade celular foi investigada através do ensaio mtt em diferentes tempos de
incubacdo, 24h e 48 h, respectivamente Figura 9A e 9B. grupo dmen (células com 0 meio); grupo c
(esponja de colageno comercial); grupo col (esponja de colageno produzida no ggmat); grupo chapOh
(esponja de coldgeno com nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por O hora); grupo chap2h
(esponja de coldgeno com nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 hora); grupo chap5h
(esponja de coladgeno com nanohidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora). *p<0.05 em
relacdo ao grupo dmen, **p<0.05 em relagdo ao grupo C, COL, CHAPOh, # p<0.05 em rela¢do ao grupo
CHAP2h.Anélise de variancia (anova); teste de bonferroni
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Para confirmar a proliferagéo celular sugerida pelo MTT no grupo CHAPS5h,
foi realizado imunocitoquimica para investigar a marcacao de Ki-67, um antigeno nuclear
presente em células em proliferacdo. Os grupos foram avaliados nos periodos de 24 e 48h.
Na Figura 11 os ndcleos apresentam-se corados com DAPI (azul) e as células ki67
positivas com alexia 488 (verde). A Figura 10A mostra, apos 24 horas de cultivo celular,
maior numero de células Ki67 positivas nos grupos CHAPOh, CHAP2h e CHAP5h
quando comparados ao grupo DMEM (p<0,05). Entretanto, apds 48 horas de incubacao,
observou-se apenas no grupo CHAP5h aumento significativo do nimero de células
Ki67 positivas em relagdo ao grupo DMEN (*p<0,05) (Figura 10B). Nas Figuras 10A e
10B, referentes respectivamente a 24 h e 48 h de incubacdo, confirmam os dados
descritos anteriormente, uma vez que ndo é possivel diferenciar os grupos na Figura
10A, porém na Figura 10B essa diferenca é perceptivel no grupo CHAP5h, onde se
observa os nucleos celulares marcados em azul e a imunomarcacéo de ki-67 em verde

bem intenso, quando comparado ao grupo DMEN.
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Figura 10. Efeito de esponjas de colageno impregnadas com nano particulas de hidroxiapatita sobre
a imunomarcacdo para Ki-67 em osteoblastos. Avaliacdo da proliferacdo celular através da
imunomarcacdo para ki67 em osteoblastos em diferentes tempos de incubagdo, 24h e 48 h,
respectivamente Figura 10A e 10B. Grupo DMEN (Células com o meio); Grupo C (Esponja de coladgeno
comercial); Grupo COL (Esponja de colageno produzida no GQMAT); Grupo CHAPOh (Esponja de
colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 0 hora); Grupo CHAP2h (Esponja
de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 horas); Grupo CHAP5h
(Esponja de coladgeno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 horas). O ndmero de
células KI-"67 positivas foram contadas por campo e os dados foram expressos como média + e. p. m.
*p<0,05 em relacdo ao grupo DMEN (ANOVA bivariada seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 11. Imunofluoréncia para ki-67 em osteoblatos incubados com esponjas de colageno
impregnadas com nano particulas de hidroxiapatita.Imunomarcacéo para ki-67 em osteoblastos em
diferentes tempos de incubacdo, 24h e 48 h, respectivamente Figura 11A e 11B. Aonde os nucleos
apresentam-se corados com DAPI (azul) e as células ki 67 positivas, coradas com alexia 488(verde).Grupo
DMEN (Células com o meio); Grupo C (Esponja de colageno comercial); Grupo COL (Esponja de
colageno produzida no GQMAT); Grupo CHAPOh (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com
tratamento hidrotérmico por O hora); Grupo CHAP2h (Esponja de coldgeno com nanoHidroxiapatitas
com tratamento hidrotérmico por 2 horas); Grupo CHAP5h (Esponja de coldgeno com
nanchidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 horas).
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6.2 Atividade de Fosfatase Alcalina no meio de cultura

A Figura 12 ilustra a quantificacdo, por ELISA, da atividade de fosfatase
alcalina 6ssea (FAO) no meio de cultura de osteoblastos cultivados sobre as esponjas de
colageno e hidroxiapatita, nos periodos de 24 h, 48h, 5 e 7 dias. A atividade aumentada
da FAO, em relacdo ao grupo controle DMEM, foi observada apds 24h de cultivo, em
todos 0s grupos com esponjas, independente do tipo de esponja avaliada (Figura 12A).
Apo6s 48h, no entanto, observou-se um aumento significativo da atividade de FAO
apenas nos grupos CHAP2h e CHAP5h, quando comparado ao grupo DMEN e ao
grupo CHAP2h, respectivamente (*p<0,05) e (#p<0,05) (Figura 12B). Apds 5 e 7 dias,
somente o grupo CHAPS5h apresentou aumento da atividade de FAO, quando
comparado ao grupo DMEN (*p<0,05) (Figuras 12C e 12D, respectivamente).
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Figura 12. Efeito de esponjas de colageno incorporadas com nanohidroxiapatita sobre a
liberacdo de fosfatase alcalina (FAQO) em meio de cultura de osteoblastos incubados durante
24h, 48h, 3, 5 e dias. Analise da atividade de fosfatase alcalina 6ssea (FAO)em osteoblastos em
diferentes tempos de incubacdo, 24h, 48 h, 5 dias e 7 dias Figura 12. Grupo DMEN (Células com o
meio); Grupo C (Esponja de colageno comercial); Grupo COL (Esponja de coldgeno produzida no
GQMAT); Grupo CHAPOh (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico
por 0 hora); Grupo CHAP2h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento
hidrotérmico por 2 hora); Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com
tratamento hidrotérmico por 5 hora). Dados expressos como média £ e. p. m. *p<0,05 em relacdo ao
grupo DMEN, **p<0,05 em relacdo ao grupo C, COL e CHAPOh, #p<0,05 em relacdo ao grupo
CHAP2h (ANOVA bivariada seguida pelo teste de Bonferroni).
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6.3 Estudo da mineralizacao produzida por osteoblastos incubados com esponjas
sem e com nanoparticulas de hidroxiapatita

A Figura 13 ilustra os nddulos de mineralizacdo presentes nas culturas de osteoblastos
incubados com esponjas, evidenciados por coloracdo de Von Kossa. Os dados revelam
que a incubacdo de osteoblastos murinos sobre esponjas favorece a formacdo de
nodulos minerais (Figuras 13B, 13C, 13D, 13E e 13F), quando comparado ao grupo
DMEM, sem esponja (Figura 13A), apds 21 dias. Contudo, 0 nimero e o tamanho s&o
maiores nos grupos CHAP2h e CHAP5h (Figuras 13G e 13F, respectivamente). A
Figura 14 mostra claramente esse achado, uma vez que uma maior area coberta por
nodulos minerais foi quantificada nos grupos CHAP2h e CHAP5h, quando comparado
aos grupos controles. *p<0,05 em relacdo ao grupo DMEN, **p<0,05 em relagdo ao
grupo C, COL e CHAPOh, #p<0,05 em relacdo ao grupo CHAP2h .

DMEM c  coL

CHAPOh ~ CHAP2h © CHAP5h
(p<0,05).

Figura 13.Imagens representativas do ensaio de mineralizagdo descrito por von Kkossa em
osteoblastos ofcol ii ap6s o periodo de 21 dias de incubag@o com esponjas adicionadas ao meio de
cultura. A mineralizacdo € observada a partir da presenca de pontos negros apés 21 dias de
incubacdo. Grupo DMEN (Células com 0 meio) (11A); Grupo C (Esponja de coladgeno comercial) (11B);
Grupo COL (Esponja de colageno produzida no GQMAT) (11C); Grupo CHAPOh (Esponja de colageno
com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 0 hora) (11D); Grupo CHAP2h (Esponja de
colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 hora) (11E); Grupo CHAP5h
(Esponja de coladgeno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora) (11F).
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Figura 14. Quantificacédo dos depoésitos de calcio no ensaio de mineralizagdo descrito por von kossa
em osteoblastos ofcol ii apds o periodo de 21 dias de incubagao com esponjas adicionadas ao meio
de cultura. A mineralizacdo é observada a partir da presenga de pontos negros apés 21 dias de
incubacgdo. Grupo DMEN (Células com 0 meio); Grupo C (Esponja de colageno comercial); Grupo COL
(Esponja de colédgeno produzida no GQMAT); Grupo CHAPOh (Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 0 hora); Grupo CHAP2h (Esponja de colageno
com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 2 hora); Grupo CHAP5h (Esponja de
coldgeno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora). Dados expressos como
média + e. p. m. *p<0,05 em relagdo ao grupo DMEN, **p<0,05 em relagdo ao grupo C, COL e
CHAPOh, #p<0,05 em relacdo ao grupo CHAP2h (ANOVA bivariada seguida pelo teste de Bonferroni).
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6.4 Analise morfoldgica e adesdo celular nas esponjas por MEV

Pequenas fatias dos espécimes (5 x 5 mm) foram cultivadas em meio
de cultura por periodos de 24 h e 7 dias. Depois desse periodo de incubagdo, 0s
compositos foram avaliados por microscopia de varredura e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS). As micrografias da Figura 15 mostram a superficie dos scaffolds
antes do processo de incubacdo com os osteoblastos. Nessa condi¢do, a amostra de
colageno (Figura 15 A) exibe poros interconectados e ndo ha indicios de cristais ao
longo das fibras ou célcio por EDS dessa amostra.

As micrografias dos scaffolds Col+HApOh (Figura 15 B) e Col+HAp2h
(Figura 15 C) - antes da incubacdo para proliferacdo celular - mostram uma notavel
distribuicdo de cristais incrustados na superficie das amostras. Para o scaffold
Col+HAp5h (Figura 15D), aparecem cristais hexagonais ao longo das fibras de

coléageno.

Figura 15. Micrografias da superficie da esponjas de colageno. Grupo C(A), CHAPOh (B),
CHAP2h (C) e CHAPS5h (D) antes do teste de viabilidade celular.
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Figura 16: Andlise por EDS. CHAP5h ap6s dias de cultivo analise no MEV (Esquerda) e analise
por EDS revelando os cristais marcados (Direita)

A Figura 16 revela a anélise dos pontos de hidroxiapatita e consequente
quantificacdo de célcio e fosforo. NO6s podemos observar dois picos intensos. Primeiro
de fésforo e depois calcio.

A micrografia da Figura 17A e 17B mostra o coldgeno somente. A Figura
17C e D mostram a interacdo dos cristais de HAp com a fibra de colageno, em que se
observa a formacdo de uma espécie de casulo envolvendo o aglomerado de
nanoparticulas. Apds sete dias de incubacdo (Figura 17 B), é possivel observar células
de osteoblastos cercadas de cristais de fosfato de calcio produzidos por ele. Esses
resultados se repetem para os scaffolds Col+HAp2h (Figura 17:E-F) e Col+HAp5h
(Figura 17:G-H). E possivel observar que, para a amostra com HAp5h, a mineralizacio

(Figura 17-G) e producdo de matriz extracelular (Figura 17-H) € mais intensa.
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Figura 17. MEV das esponjas dos gupos C, CHAPOh , CHAP2h, CHAP5h ap0s 24 horas e 7 dias
em meio de cultura.Grupo C (A-B), grupo CHAPOh (C-D), grupo CHAP2h (E-F), grupo (G-H),
respectivamente 24h (A, C, E, G) e 7 dias (B, D, F, H).
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6.5 Avaliacdo da expressdo protéica de BMP-2 por osteoblastos incubados com
esponjas sem e com nanoparticulas de hidroxiapatita

O efeito das esponjas na expressdo protéica de BMP-2 por osteoblastos foi
investigadas através de Western Blot, e encontra representado nas Figuras, que mostram
os resultados obtidos apds o periodo de 7 dias de incubacdo, respectivamente. A Figura
14B mostra que a incubacdo dos osteoblastos, por 7 dias, com nanohidroxiapatita que
recebeu tratamento hidrotérmico por 5h aumenta significativamente a expressdo
protéica de BMP-2, quando comparado com o grupo DMEN (p<0.05). Efeito esse que
ndo foi encontrado com os outros grupos. Figura 18A mostra a marcagao da proteina

BMP-2 e p38 como controle.
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Figura 18. Efeito da nanohidroxiapatita na expressdo protéica da BMP2. Andlise da expressdo de
BMP-2 em osteoblastos ap6s 7 dias de incubacdo por western blot Figura 14. Grupo DMEN (Células com
0 meio); Grupo C (Esponja de coldgeno comercial); Grupo COL (Esponja de coldgeno produzida no
GQMAT); Grupo CHAPOh (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico
por 0 hora); Grupo CHAP2h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento
hidrotérmico por 2 hora); Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com
tratamento hidrotérmico por 5 hora).
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6.6 Analise histopatoldgica do infiltrado celular no tecido subcutaneo adjacente as
membranas

O influxo celular agudo no tecido subcutaneo adjacente as membranas foi
avaliado por H&E. Para este estudo, somente trés grupos foram avaliados,
respectivamente grupo C, grupo COL e grupo CHAP5h, posto que esse Gltimo grupo
apresentou 0os melhores resultados no estudo in vitro. Ao avaliar as alteracdes
histologicas ocasionadas pelo grupo C, grupo COL e grupo CHAP5h, observou-se que
com 24h de implantacdo todas as membranas induziram recrutamento de células
inflamatorias (predominantemente de polimorfonucleares) (Figura 19 A-C). Todavia,
apos 7 e 15 dias de implantacdo, os grupos COL e CHAPS5h apresentaram menor
infiltrado de células inflamatorias comparado ao grupo C (membrana comercial) (Figura
19 D-1).

Figura 19: Fotomicrografia do tecido subcutineo adjacente as membranas corada por H&E. O
infiltrado inflamatorio é observado pela presenga de células mononucleares e polimorfonucleares
presentes nas diferentes imagens. A Figura apresenta os diferentes grupos em dois tempos, 24h e 7
dias apds a implatagdo das esponjas subcutaneamente. Grupo C (Esponja de coldgeno comercial) (A-
D-G); Grupo COL (B-E-H); Grupo CHAP5h (C-F-I).
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6.7 Atividade de mieloperoxidase (MPO) no tecido subcutaneo adjacente as
membranas

Além da contagem de células, é possivel avaliar a atividade de MPO no
tecido subcutaneo adjacente &s membranas. A MPO é um marcador estabelecido para
quantificar neutréfilos, embora possa ser produzida por outras células. Como podemos
observar, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos com relacdo a atividade de
MPO no periodo de 24 horas (Figura 20A), porém no dia 7, houve diminuicdo
estatisticamente dessa enzima nos grupos COL e CHAP5h quando comparado ao grupo

C (membrana comercial) (Figura 20B).
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Figura 20. Efeito de esponja de colageno incorporadacom nanohidroxiapatita sobre a atividade
da mieloperoxidase em tecido subcutaneo adjacente as membranas. Os animais foram sacrificados
com 24h e 7° dias (A, B , respectivamente), e as esponjas e tecidos circunjacentes removidos para 0
ensaio. Grupo C (Esponja de coladgeno comercial); Grupo COL (Esponja de colageno produzida no
GQMAT); Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico
por 5 hora). A atividade enzimética foi realizada segundo descrito nos materiais e métodos e os dados
foram expressos como média + e. p. m de 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo C (ANOVA bivariada
seguida pelo teste de Bonferroni).
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6.8 Dosagem de citocinas TNF-a e IL-1p no tecido subcutaneo adjacente as
membranas

As concentragdes das citocina pré-inflamatoria TNF-a apresentaram-se
elevados em todos os grupos analisados nas primeiras 24h e 7 dias ap6s a implantacdo
das esponjas. Porém, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 21A-B). J& as
concentragdes das citocinas pro-inflamatoria IL-1B apresentaram-se insignificante
(Nivel < 2 pg/ml) em todos os grupos analisados nas primeiras 24h e 7 dias apés a

implantacédo das esponjas (Figura 21 C-D).
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Figura 21. Efeito de esponja de colageno incorporada com nanohidroxiapatita sobre a
liberacao de citocinas inflamatorias. Os animais foram sacrificados com 24h e 7° dias (A e C, B e D),
respectivamente), e as esponjas e tecidos circunjacentes removidos para a dosagem de citocinas
inflamatérias. Grupo C (Esponja de colageno comercial); Grupo COL (Esponja de colageno produzida no
GQMAT); Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico
por 5 hora). As dosagens das citocinas foram realizadas utilizando kit de ELISA e os dados foram
expressos em pg/ml e como média + e. p. m de 6 animais. *p<0,05 em relagdo ao grupo C (ANOVA

bivariada seguida pelo teste de Bonferroni).
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6.9 Imunohistoquimica para IL-1p no tecido subcutaneo adjacente as esponjas

Expressdo de IL-1p no tecido subcutdneo adjacente as membranas foi
avaliado por imunohistoquimica. Neste estudo, os resultados mostraram que com 7 dias
de implantagdo todas as esponjas induziram imunomarcagdo para IL-1p (Figura 22 A-

C). Entretanto, o grupo CHAP5h apresentou menor imunomarcacao (Figura 22C).

Figura 22. Fotomicrografia do tecido subcutaneo adjacente as membranas corada por H&E. A
imunomarcacdo para IL-1Bé observada a partir da presenca de células marcadas em castanho
presentes nas diferentes imagens. A Figura apresenta os diferentes grupos no periodo de 7 dias ap6s
a implatacdo das esponjas subcutaneamente. Grupo C (Esponja de colageno comercial) (Figura A);
Grupo COL (Esponja de colageno produzida no GQMAT) (Figura B); Grupo CHAP5h (Esponja de
colageno com nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora) (Figura C).
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Na Figura 20, referente a 7 dias, confirmam os dados descritos
anteriormente, uma vez que é possivel diferenciar o grupo CHAP5h quando o nimero
de células positivas para IL-1p foram avaliados, e com diferenca estatistica, quando

comparado ao grupo C (*p<0,05).
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Figura 23. Efeito de esponja de colageno incorporadacom nanohidroxiapatita sobre a
imunomarcacdo para IL-1a em tecido subcutineo adjacente 2 membranas. Os animais foram
sacrificados com 7° dia, e as esponjas e tecidos circunjacentes removidos para o ensaio. Avaliacdo o
nimero de células imunomarcadas para IL-1B no tecido. Grupo C (Esponja de colageno comercial);
Grupo COL (Esponja de colageno produzida no GQMAT); Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora). O nimero de células IL-1p positivas foram
contadas por campo e os dados foram expressos como média + e. p. m. *p<0,05 em relagdo ao grupo C
(ANOVA bivariada seguida pelo teste de Bonferroni)
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6.10 Analise morfométrica qualitativa e quantitativa de colageno por image J
apos coloracdo com Tricromo de Masson

O colageno no tecido subcutaneo adjacente as membranas foi avaliado por
tricromo de Masson. Para este estudo, somente trés grupos foram avaliados,
respectivamente grupo C, grupo COL e grupo CHAP5h, apds 7 dias e 15 dias. Ao
avaliar as alteracdes histologicas ocasionadas pelo grupo C, grupo COL e grupo

CHAPS5h, observou-se que com 15 dias de implantacdo todas as membranas induziram

Figura 24. Fotomicrografia do tecido subcutaneo adjacente as membranas corada por Tricromo de
Masson.O colageno no tecido subcutaneo adjacente as membranas foi corado com tricromo de Masson.
A Figura apresenta os diferentes grupos 15 dias (A, B e C) ap0s a implantacdo das esponjas
subcutaneamente. Grupo C (Esponja de colageno comercial) (A); Grupo COL (Esponja de colageno
produzida no GQMAT) (B); Grupo CHAP5h (Esponja de coldgeno com nanoHidroxiapatitas com
tratamento hidrotérmico por 5 hora) (C).
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A analise morfométrica quantitativa foi realizada conforme relato descrito
nos materiais e métodos. O colageno no tecido subcutaneo adjacente & membranas foi
avaliado a intensidade luminosa em pixels. Os resultados mostraram que ap6s 15 dias 0s
grupos COL e CHAP5h apresentam maior quantidade de coladgeno, quando comparado
ao grupo C e CHAP2h, respectivamente (*p<0,05) e (**p<0,05).
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Figura 25. Andlise em pixels de coldgeno apoés colaragao por Tricromo de Masson.Os animais foram
eutanasiados ap6s 15 dias, e as esponjas e tecidos circunjacentes removidos para o ensaio. Avaliacdo do
colageno no tecido foi avaliado em pixels. Grupo C (Esponja de colageno comercial); Grupo COL
(Esponja de colageno produzida no GQMAT);Grupo CHAP5h (Esponja de colageno com
nanoHidroxiapatitas com tratamento hidrotérmico por 5 hora). O nimero de pixels foi avaliado e os dados
foram expressos como média + e. p. m. *p<0,05 em relagéo ao grupo C, **p<0,05 em relacéo ao grupo
COL (ANOVA bivariada seguida pelo teste de Bonferroni).
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7 DISCUSSAO

O emprego de biomateriais na regeneracdo 0ssea ocorre em escala cada vez
mais ampla. Diversas pesquisas apresentam a composicdo de novos biomateriais
aplicados na medicina regenerativa Gssea com promissores resultados.

O uso dos biomateriais clinicamente deve passar essencialmente por
analises em todo seu percurso de avaliacdo cientifica com ensaios pré-clinicos
envolvendo experimentos in vitro e in vivo e, consequentemente, estudos clinicos
longitudinais em humanos.

Neste estudo, propusemos avaliar o efeito da adicdo de nano particulas de
hidroxiapatita com diferentes tamanhos e morfologia em uma matriz de colageno
aniébnico em forma de arcabouco em cultura de osteoblastos (in vitro) e na
biocompatibilidade (in vivo).

Primeiramente, ao avaliarmos a viabilidade de osteoblastos na presenca das
esponjas, mostramos que todas as esponjas ndo foram tdxicas aos osteoblastos nos
periodos de 24 horas e 48 horas. Portanto, sugerindo que a incorporacdo de
nanoparticulas de hidroxiapatita, nessas concentracdes e condi¢Ges de experimento, nao
induz a reducdo do nimero de células. Curiosamente, a incorporacdo de nanoparticulas
de hidroxiapatita com tratamento hidrotérmico por cinco horas induziu aumento do
namero de células viaveis, sugerindo assim um possivel efeito proliferativo sobre os
osteoblastos. Como a matriz 6ssea € formada principalmente por colageno e
hidroxiapatita e os materiais utilizados no estudo tém esses dois compostos, torna-se
possivel explicar o possivel efeito proliferativo dos nanomateriais, uma vez que estudos
ja demonstraram que colageno e cristais de hidroxiapatita estimulam a adesdo e a
proliferacdo de osteoblastos (HATAKEYAMA et al., 2013; YOSHIDA et al., 2010;
KIKUCHI, 2013; MURPHY et al., 2014; LYONS et al., 2014). Contudo, as esponjas
somente com colageno ou 0s nanomaterias que receberam tratamento hidrotérmico por
um tempo menor, zero e duas horas, ndo apresentaram o mesmo efeito daquela
nanoparticula que recebeu o tratamento hidrotérmico por maior tempo, mesmo todos
dispondo da mesma composicdo e quantidade de coldgeno e/ou hidroxiapatita. Assim, o
tempo de tratamento hidrotérmico das nanoparticulas de hidroxiapatita é fundamental
para o efeito proliferativo das membranas de colageno incorporadas com

nanohidroxiapatita.
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Estudo anterior revelou que a incorporacdo de nanohidroxiapatita a esponja
de colageno acelera a diferenciacdo osteogénica, quando comparada a incorporacdo de
hidroxipatita de tamanho macro a esponja de coldgeno ou a esponja somente
(HATAKEYAMA et al., 2013). Portanto, o tamanho da particula de hidroxiapatita
influencia no efeito. Como estamos trabalhando com particulas de tamanho
nanomeétrico, ou seja, mesma escala, estudo preliminar do nosso grupo revelou que o
aumento do tempo de tratamento hidrotérmico repercute com o aumento do tamanho e
largura da nanoparticula, e consequentemente o0s bastbes obtidos com as
nanohidroxiapatitas apresentam estruturas cristalinas hexagonais mais proximas daquela
hidroxiapatita presente no 0sso. Portanto, justificando em parte o efeito obtido com o
aumento do tempo de tratamento hidrotérmico.

Para conferir maior proliferacdo celular no grupo com maior concentragao
de HA, sugerido pelo teste de viabilidade celular, investigamos o efeito proliferativo das
esponjas nos osteoblastos, imunomarcando as células com Ki-67, um marcador de
células em proliferagdo classicamente usado em todo o mundo. Além disso, ele ja foi
adotado em outros estudos do nosso grupo e alcangcamos bons resultados no estudo dos
osteoblastos. A proteina nucler Ki-67 é amplamente usada, posto que ela é expressa
exclusivamente em células em proliferacdo. Também ela é detectada em todas as fases
do ciclo celular, ou seja, a fase do ciclo celular ndo restringe o seu uso, € 0 aumento da
expressdo dessa proteina tem uma alta correlacdo com a proliferacdo celular. Por essa
razdo, os anticorpos que reconhecem a pKi-67 sdo amplamente utilizados em estudos
oncologicos e como marcadores de proliferacdo celular. Como observado nos estudos
de viabilidade, no periodo de 24 horas, todas as esponjas foram capazes de induzir
aumento do numero de células viaveis, mas ndo repercutiu com o aumento da
imunomarcacao para Ki-67. Por outro lado, apos 48h, os dados mostram que o aumento
da viabilidade induzida pelo grupo CHAPS5h paralelamente leva ao aumento da
imunomarcagdo para Ki-67. Neste contexto, porque ndo foi observado esse aumento
com 24h, embora com aumento da viabilidade. E sugerido que essa relacdo viabilidade
e expressdo de Ki-67 ndo seja uma relacdo direta do tipo linear ou logaritmica, mas
paralelas, uma vez que ela é possivel. Entdo supomos que 0 aumento da expressao de
Ki-67 esteja acontecendo nos grupos apdés 24h, mas ainda a imunomarcacdo nao é
suficiente para diferenciar os grupos.

Com o objetivo de investigar a influéncia das esponjas na atividade de
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osteoblastos, avaliamos a atividade da FAO. Existem quatro tipos de fosfatase alcalina,
mas vamos no ater a fosfatase alcalina tecido inespecifica que é encontrada nos
osteoblastos, visto que foi avaliada nesse trabalho (RADER et al., 2017, SHARMA et
al.,, 2014). Essa enzima é extremamente importante no processo de mineralizacdo
extracelular, uma vez que ela libera fosfato inorganico apartir de pirofosfato inorganico
presente no meio extracelular (MILLAN & WHYTE, 2016, ORIMO 2010, GOLUB &
BOESZE-BATTAGLIA, 2007). O fosfato inorgénico liberado entra na célula por
transportadores de fosfato inorgénico e vai para as vesiculas de matriz que também se
encontram na superficie celular dos osteoblastos. Dentro da vesicula, o fosfato
inorganco ira contribuir para formacéo dos cristais de hidroxiapatita. Vale ressaltar que
tem fostato inorgénico sendo produzido dentro da vesicula, porém ele é produzido por
uma enzima presente dentro da propria vesicula, pela acdo da enzima phospho-1 sobre a
fosfocolina. Sendo assim, tanto o fosfato inorganico entracelular quanto o intracelular
contribuem para a formacéo dos cristais de hidroxipatita.

Diante do exposto acima, observamos que no periodo de 24h todas as
esponjas aumentaram a atividade da FAO, porém somente o grupo CHAP5h manteve o
aumento até o ultimo dia de avaliacdo, ou seja, no 7° dia. Portanto, sugerindo que a
morfologia de HA interfere no processo de mineralizacdo. No presente estudo, essa
capacidade das nanohidroxipatita incorporadas a esponjas de colageno induzir a
atividade da fosfatase ja foi demonstrada em outro estudo. Nesse estudo revelou que a
incubacdo de Células SaOS-2 com esponjas de colageno incorporadas com
nanohidroxiapatita induz aumento na expressao de genes relacionado a fosfatase
alcalina por até 4 semanas (HATAKEYAMA et al., 2013). Esse dado foi confirmado
pelo ensaio de von Kossa que avalia a deposicdo de sais de célcio, onde apds 21 dias
evidenciamos que a esponja CHAP5h mostrou-se osteoindutora para a formacéo de sais
de calcio por apresentar importante deposicéo desses sais, quando comparada as demais
esponjas.

Similar ao nosso protocolo Moon et al., 2014 também avaliaram o0s
depdsitos de calcio apos 21 dias em culturas de osteoblastos. Além disso, recordamos
que os depdsitos de calcio detectados pela técnica sdo produtos da acdo enzimatica de
fosfatase alcalina e outras enzimas, entdo é possivel avaliar a atividade enzimatica antes
dos produtos gerados por elas. A fim de verificar se realmente houve a adesdo e

crescimento das células e em qual scaffold do composito estas células cresceram mais.
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Além disso, investigou-se a interacdo das fibras de coldgeno com as nanoparticulas de
HAP.

As micrografias do MEV mostram a superficie dos arcabougos antes do
processo de incubacdo em cultua de células. Nessa condicdo, a amostra de colageno
exibiu poros interconectados de varios tamanhos em uma estrutura constituida por um
arranjo de fibras organizadas randomicamente. Entretanto, ndo houve indicios de
cristais ao longo das fibras e a anélise quimica por EDS dessa amostra indicou que a
concentracdo de calcio é inexistente, confirmando assim a auséncia de HAp nesse
scaffold. Por outro lado, a amostra apresentou teor de fosforo de 8,84 %p., indicando a
presenca de sais de fosfatos.

As micrografias dos scaffolds CHAP5h e CHAP2h - antes da incubacdo
para proliferagdo celular - mostram uma notavel distribuicdo de cristais incrustados na
superficie das amostras. Os valores obtidos por EDS para esses espécimes mostram uma
razdo Ca/P proximas a da HAp (Ca/P = 1,67) indicando, assim, que 0s cristais nessas
amostras sdo aglomerados das nanoparticulas de HAp. Para o scaffold CHAP5h,
aparecem cristais hexagonais ao longo das fibras de coldgeno. Nosso dados mostram
que esses cristais estdo intimamente ligados a rede da matriz. Além disso, ha indicios de
gue houve crescimento desses cristais por entre as fibras dessa amostra.

Partindo desses resultados, investigamos alguns dos possiveis mecanismos
envolvidos na proliferacdo dos osteoblastos induzido pelas esponjas com nanoparticulas
de hidroxiapatita. Nesta investigacdo a expressdo protéica, por Western Blot, de
marcadores relacionados a atividade de osteoblastos, como BMP-2 no periodo 7 dias foi
avaliado.

Os nossos dados revelaram que a incorporagdo de nanohidroxiapatita com
tratamento hidrotérmico por cinco horas na esponja induz proliferacdo via aumento da
expressdo de BMP-2. As BMPs sdo proteinas da superfamilia do TGF-p, elas foram
introduzidas cientificamente por pelo cientista Marshall Urist. Ele demonstrou que era
possivel induzir a formacdo Ossea fora do sitio 6sseo e, tal fenémeno, se devia a
presenca de proteinas que receberam 0 nome de proteina morfogenética Ossea
(SALAZAR et al., 2016). Depois elas foram identificadas, purificadas e clonadas. Entre
elas destacou-se a BMP-2 e BMP-7, uma vez que estudos experimentais e clinicos,
inclusive com BMP-2 recombinate, j& demonstraram o papel delas no mecanismo de

osteogénesis e consequiente reparacdo 6ssea (SALAZAR et al., 2016).
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O mecanismo de acdo da BMP-2 no desenvolvimento da osteogénesis,
sugere que BMP-2 se liga aos receptores de superficie para BMPs, do tipo | e 1l, nesse
instante o receptor do tipo Il fosforila o receptor do tipo I. Depois o receptor tipo I,
fosforila a proteina Samd-1,5 e 8 presente no citoplasma. Smad-1,5 e 8 fosforilada se
liga a Smad-4, esse complexo migra para o nucleo e ativa genes envolvidos na
osteogénesis (JAMES et al., 2016, SALAZAR et al., 2016, BRAGDON et al.,
2011).Um desses genes € o RUNX-2 (transcription factor runt-related transcription
factor 2), ele € um membro da familia de fatores de transcricdo RUNXs e codifica uma
proteina nuclear com um dominio Runt de ligacdo ao DNA. Esta proteina é essencial
para a diferenciacdo osteoblastica e morfogénese esquelética e atua como um scaffold
para acidos nucleicos e fatores reguladores envolvidos na expressdo do gene esquelético
(Pubmed Gene).

As esponjas de colageno, assim como a hidroxiapatita, ou a associacao
esponja de colageno e hidroxiapatita ja foram extensivamente investigadas como
carreadoras de BMPs, inclusive BMP-2 recombinante (ROHANIZADEH & CHUNG,
2011, YUN et al., 2014, CHOLAS et al., 2016, QUILAN et al., 2015). Contudo,
nenhum estudo investigou o efeito direto da associacdo colageno e hidroxipatita sobre
as BMPs, o que mantém o ineditismo do resultado. Antes do inicio deste trabalho, havia
apenas um estudo o qual que ndo respondeu a forma que o escaffold de colageno com
hidroxiapatita era capaz de induzir a formagéo de tecido mineralizado na auséncia de
BMP-2 recombinante (MURPHY et al., 2014) e o segundo estudo que relatava o
aumento da expressdo de outros genes tais como: colageno tipo |, sialoproteina 6ssea e
0 precurso da osteocalcina (bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (BGLAP) em
células osteoblésticas em resposta a esponjas incorporadas com nanohidroxiapatita
(HATAKEYAMA et al., 2013). Entdo aqui trazemos essa resposta em parte, dado que a
associacao colageno e hidroxiapatita per se induz a expressao de BMP-2. Isso ndo foi
investigado e nem levantado essa hipotese no estudo de Murphy e colaboradores (2014).
Também ¢é possivel que outras vias, por exemplo:RANK/OPG, bem como genes
relacionados a expressdo de colageno tipo |, sialoproteina dssea e o precurso da
osteocalcina (bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (BGLAP) estejam mais
expressos na presenca de esponjas incorporadas com nanohidroxipatita. Todavia, ndo
foi possivel investigar a expressdo dos desses genes aqui, uma vez que 0 proprio

colageno estava presente nas esponja e por falta de recursos para avaliar 0s outros
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genes.

Apos concluirmos os estudos in vitro, onde as esponjas demostraram
possuir um grande potencial, iniciamos o estudo in vivo com objetivo de avaliar a
biocompatibilidade. Nessa etapa utilizamos apenas trés esponjas: comercial (C), COL e
CHAPS5h. Alguns motivos nos levaram a tal decisdo. Primeiro, adotamos a esponja com
nanoparticula que apresentou os melhores resultados nos parametros avaliados in vitro.
Segundo, reduzimos o numero de animais no experimento atendendo as boas praticas de
uso de animais em experimentacdo. Terceiro, reducdo de custos, para a universidade,
uma vez que os animais sdo fornecidos gratuitamente por ela, e para 0 Nnosso
laboratdrio, posto que ndo gastamos reagente e nem material humano em experimentos
desnecessarios.

Inicialmente, realizamos uma coloracdo de H&E, para investigar a presenca
de inflamacao tecidual ao redor das esponjas no periodo de 24h. Adocao desse tempo é
fundamental, uma vez que a inexisténcia de influxo celular € um forte sinal de auséncia
de toxicidade. Entretanto, observamos um intenso infiltrado inflamatério, por isso
resolvemos avaliar apds 7 dias também. Curiosamente, o intenso infiltrado inflamatério
permaneceu, mesmo apos 7 dias, ou seja, essa resposta esta sendo causada pelos
compostos administrados, posto que o influxo celular induzido pelo trauma da
administragdo ja teria sido dirimido ou reduzido apds 7 dias. Vale ressaltar por outro
lado, que os animais ndo apresentavam vermelhiddo ou edema. Também os sinais
fisicos estavam dentro da normalidade, ou seja, eles estavam comendo e deambulando
normalmente sem sinais de estresse. Nds supomos que a administracdo de colageno seja
a responsavel pela migracdo e manutencdo do influxo celular, uma vez que as proteinas
sdo bastantes conhecidas devido ao seu potencial imunogénico. Além disso, esse
potencial pode ser aumentado quando a proteina é administrada por via sistémica e/ou é
proveniente de outra espécie.

A inflamacdo apds a administracdo de colageno ja foi demonstrada em
outros trabalhos ao longo de décadas (SRIVASTAVA et al., 1990; KIRK et al., 2013).
Além do mais a reacdo inflamatoria é importante no processo de reparo. Os locais onde
0s materiais a base de colageno estavam presentes, revelavam a presenca de linfocitos,
macrofagos e polimorfonucleares (Neutrofilos), mesmo apos 16 semanas (KIRK et al.,
2013). Ja nos estudos referentes a toxicidade de nanoparticulas de hidroxiapatita in vivo,

eles sdo escassos, exceto para um estudo usando peixe como modelo e outro trabalho
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que avaliou a administracdo desse biomaterial por via oral durante uma ano (ZHAO et
al.,, 2013; REMYA et al.,, 2017). Todos os outros estudos revelam a excelente
biocompatibilidade da hidroxiapatita com tecidos moles, como pele, musculo e
gengivas, mas também no reparo de tecidos duros, por exemplo: reparo 6sseo, bem
como revestimento de implantes ou atuando como enchimento em 0sso ou dentes
(ZHOU & LEE, 2011). Entretanto, esses dados ndo invalidam a relevancia do nosso
estudo ao usar o colageno para a incorporacao da nanohidroxiapatita, por que as nossas
esponjas sem e com nanoparticulas ndo geraram influxo celular superior e nem igual a
comercial, mas reduziram o ndmero de neutrofilos e a atividade da MPO nos sitios
adjacentes a membrana principalmente ap6s 7 dias, quando € possivel excluir o influxo
celular desecadeado pelo trauma da administracdo. Também vale salientar que nds ndo
estamos sugerindo com isso uma atividade anti-inflamatdria das esponjas com e sem
nanoparticulas produzidas pelo grupo, mas que elas apresentam um potencial
inflamatdério menor, ou seja, existe uma menor reacdo tecidual quando implantadas
subcutaneamente, quando comparada a comercial.

Os dados revelaram que a administracdo das esponjas pode desencadear
inflamacédo aguda (24h) e cronica (7dias). Diante disso, o0 estudo se prop6s a investigar
algumas possiveis citocinas envolvidas nesse processo. IL-1B e TNF-a sdo citocinas que
exercem papel importante no desenvolvimento de inflamacao tecidual (Turner et al.,
2014). Como observado acima, TNF-a esta envolvido na inflamagao aguda e cronica
desencadeada pela administracdo das esponjas. Esse dado é importante, visto que,
embora a inflamacéo local ap6s a implantacdo de esponjas ou esponjas carreadas com
proteinas com atividade farmacol6dgica (ex. BMP-2 e BMP-7) sejam bem descritas na
literatura (Huang et al., 2017, Willard et al., 2013, Browne et al., 2013), esse trabalho é
0 primeiro a demonstrar as citocinas envolvidas no mecanismo de inflamacdo
desencadeadas por elas. Noés acreditamos que a presenca de proteinas de colageno ative
0s macrofagos residentes teciduais, e consequentemente eles quando ativados liberam
TNF-o (Parameswaran & Patial, 2010). Além disso, essa citocina quando liberada, ela ¢
capaz de induzir a quimiotaxia de células inflamatdrias que sdo importantes fontes de
citocinas (Parameswaran & Patial, 2010).

As esponjas ndo foram capazes de induzir a liberacdo de IL-1B, uma vez que
do ponto vista cientifico 2 pg/ml é insignificante em experimentos in vivo (IL-1: 8-

1000 pg/ml limite de deteccdo kit BD Biosciences-US). Alternativamente buscamos a


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwio4q-y98_YAhXFfpAKHZVTCfAQFggrMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.bdbiosciences.com%2Fus%2Freagents%2Fresearch%2Fimmunoassays%2Felisa%2Fm%2F745106%2Fkits&usg=AOvVaw0eSYNTj6eVjLu1FujgHlKu
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imunoexpressdo de IL-1B no tecido. Como observado nos resultados, ocorreu uma
imunomarcacao intensa para IL-1f em todos os grupos, mesmo o grupo CHAP5Sh
apresentando uma reducao significativa no nimero de células positivas para IL-1pB apos
7 dias. Como ndo é possivel retirar o coldgeno e assim reduzimos drasticamente a
quantidade de proteinas. NOs sugerimos que as proteinas ou, até mesmo, produtos da
protedlise para obtencdo do coldgeno (Chattopadhyay & Raines, 2014), podem estar
induzindo a expressdo de IL-1p no tecido. Sendo assim, adi¢do de nanoparticula de
hidroxiapatita ndo aumenta a migracdo celular e nem as citocinas, na verdade ela gera
uma redugdo na migracdo celular e na imunoexpressao para IL-1pB, ou seja, concluimos
que o grau de resposta inflamatéria aguda e crbnica pode estar associado as
propriedades fisicas e quimicas do préprio material carriador, as esponjas.

Finalmente, ainda que as esponjas sejam de colageno, o trabalho resolveu
investigar a sintese de colageno induzida pelas esponjas com e sem nanohidroxiapatita.
Claramente as imagens ndo sdo capazes de diferenciar os grupos ap6s 7 ou 15
dias.Contudo, a analise da luminosidade revelou um aumento nos grupos COL e
CHAP5h.A relevancia desse resultado do ponto vista préatico é passivel de discussao, ou
pelo método (analise de luminosidade) ou pela prépria contituicdo do material (esponjas
de colageno) ou pela falta de diferencas visiveis entre os grupos. Contudo, a diferenca

existe e os graficos mostram isso.

8 CONCLUSOES

Diante dos resultados in vitro e in vivo obtidos neste trabalho, podemos
concluir que as esponjas de coladgeno carreadas com nanoparticulas de hidroxiapatita,
especificamente o grupo que foi submetido ao tratamento hidrotermico por 5 horas
(CHAP5h), pode ser utilizada como scaffolds. Os mesmos apresentaram
biocompatibilidade, e um grande potencial osteocondutor, podendo ser utilizadas também
como carreadores. No entanto, novos estudos sdo necessarios a fim de se verificar o seu
comportamento em um modelo de defeitos criticos em 0sso em animais, podendo

representar uma estratégia promissora para a regeneracao tecidual 0ssea.
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APENDICE

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-270 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "ESPONJAS DE COLAGENO
IMPREGNADAS COM NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA EM MODELO
DE REGENERACAO OSSEA GUIADA EM DEFEITO CRITICO NA CALVARIA DE
RATOS : ESTUDO DA BIOCAMPATILIDADE E BIOATIVIDADE ", protocolo n°®
25/2017, sob-responsabilidade da Profa. Dra. Renata Ferreira de Carvalho
Leitdo, que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagao pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de n°8 de outubro de
2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da

Universidade Federal do Ceara, em reunido em 17 de agosto de 2017.

| Vigéncia do projeto 01/09/2017 a31/03/2018 ]
[ Espécie/Linhagem Ratos heterogénico Wistar T
| N° de Animais 114 B
| Peso/Idade 180/200g B
! Sexo Machos |
| Origem Biotério Central da UFC B
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