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Resumo

Introducdo: O o0sso € um tecido complexo e sua composicdo e arquitetura
permitem que o esqueleto desempenhe suas fungdes mecéanicas essenciais. A
utilizac&o de bioceramicas para a regeneracao de tecido 6sseo € uma estratégia
gue visa o desenvolvimento de substitutivos funcionais para esse tecido. Isso é
possivel gracas aos desenvolvimentos da engenharia tecidual e medicina
regenerativa. Objetivos: Investigar o efeito das bioceramica Biosilicato®, F18,
45S5 e hidroxiapatita na adeséao, diferenciacdo déssea e viabilidade in vitro de
células-tronco mesenquimais obtidas de dentes visando regeneragdo 0Ossea.
Métodos: Para avaliar o efeito das bioceramicas nas células-tronco (CT), foram
realizados o teste DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) para avaliacdo de adesédo
celular, o teste de viabilidade celular MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazolio]) e fosfatase alcalina (FAL) para avaliagao de diferenciacéo
celular. Resultados: No ensaio com DAPI as concentracdes de 1, 0,5 e 0,25
mg/mL das bioceramicas F18, HAp e 45S5 respectivamente, induziram o
aumento na adesao de células-tronco. No teste com MTT em meio de expansao
de CT, o material 45S5 diminuiu a viabilidade das células nas concentracdes de
0,5 e 1,0 mg/mL em 2 dias. Em meio de diferenciagdo osteogénico, 0,25 mg/mL
de 45S5 também reduziu a viabilidade em 2 dias. Os resultados da quantificacédo
de FAL demonstraram que 0,25 mg/mL das bioceramicas ndo afetaram a
guantificacdo de FAL em 2 dias de cultura em meio de cultura osteogénico. Em
7 dias, Biosilicato®, F18 e 45S5 aumentaram os niveis de FAL na comparagéo
com meio de cultura de CT. HAp manteve niveis de FAL similares ao grupo nao
diferenciado. Conclusdo: Com base nos resultados obtidos nesse estudo é
possivel afirmar que os biomateriais, Biosilicato® e F18 sdo promissores para

estudos futuros no campo da engenharia de tecidos e medicina regenerativa.



Abstract

Introduction: Bone is a complex tissue and its composition and architecture
allow the skeleton to perform its essential mechanical functions. The use of
bioceramics for bone tissue regeneration is a strategy that aims to develop
functional substitutes for this tissue. This is possible due to the development of
tissue engineering and regenerative medicine. Aims: To investigate the effect of
the bioceramics Biosilicate®, F18, 45S5 and hydroxyapatite using in vitro assays
on adhesion, differentiation and viability of mesenchymal stem cells obtained
from deciduos teeth for bone regeneration. Methods: To evaluate the effect of
bioceramics in stem cells (SC), DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) test was
performed to evaluate cell adhesion. MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]) was used as cell viability test and alkaline
phosphatase (ALP) was performed to evaluate cell differentiation. Results: In the
DAPI assay, the concentrations of 1, 0.5 and 0.25 mg/mL of F18, HAp and 45S5
bioceramics, respectively induced the increase in stem cell adhesion. In the MTT
test in the stem cell expansion medium, the 45S5 material decreased the viability
of cells at concentrations of 0.5 and 1.0 mg/mL within 2 days. In the osteogenic
differentiation medium, 0.25 mg/mL of 45S5 also reduced cellular viability by 2
days. The results of ALP quantification showed that 0.25 mg/mL of the
bioceramics did not affect ALP quantification at 2 days of cultivation in osteogenic
culture medium. At 7 days, Biosilicate®, F18 and 45S5 increased ALP levels in
comparison to the SC culture medium. HAp maintained ALP levels similar to the
non-differentiated group. Conclusion: Based on the results obtained in this
study, it is possible to state that the biomaterials Biosilicate® and F18 are
promising for future studies in the field of tissue engineering and regenerative

medicine.
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Figura 11. Aumento de FAL nos principais biomateriais estudados.
Quantificacdo de FAL de CT cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico
tratadas em contato direto com 0,25 mg/mL das bioceramicas Biosilicato® (Bios),
F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 nos tempos de 2 e 7 dias. Dados expressos em
média e EPM. Tempo experimental (2 e 7 dias) expresso no eixo X e absorbancia
no eixo Y. Controle corresponde as células cultivadas em meio de CT.
Diferenciacdo corresponde as células cultivadas em meio de diferenciacéo
osteogénico. Teste de Andlise de variancia de uma via seguido pelo teste Tukey
HSD. * representa resultado com p < 0,05 e ** representa resultados com p <

0,01 em relacao ao controle ndo diferenciado. n =4
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1. Introducéo

1.1. Tecido 6sseo

O osso € um tecido complexo em constante mudanca. Sua composicao e
arquitetura permitem que o esqueleto desempenhe suas fungbes mecanicas
essenciais. O 0sso é constituido pelo tecido esponjoso, revestido pelo 0sso
cortical. Como pode ser observado na ilustracado da figura 1, o osso cortical
representa a parte densa e compacta, constituindo cerca de 80% do esqueleto
e sua principal funcdo € fornecer forca mecéanica e protecdo corpérea de
estruturas vitais. O 0sso esponjoso ou trabecular localiza-se na parte interna,
apresentando funcdo metabdlica e fornecendo suprimento mineral em estados
de hipocalcemia. Por ser metabolicamente ativo, a perda de massa 6ssea por
exemplo, ocorre de maneira intensa em quadros clinicos de hipogonadismo e
menopausa (BUCKWALTER e COOPER, 1987)

.o L ] .
.I.-.. - L
ar. @ i

P

Figura 1. Descricdo anatdmica da estrutura 6ssea. Osso esponjoso localizado na parte interna

e responsavel pelas fungdes metabodlicas e osso cortical representando a parte densa

responsavel pela fungdo mecénica. Fonte: Elaborado pelo autor
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Até a metade do século passado, o tecido 6sseo era considerado um
tecido passivo de responder a influéncias hormonais e dietéticas (MENCZEL et
al.,1963; URIST, 1965; PARFITT, 1976; FLORENCIO-SILVA et al., 2015; HART
et al., 2017). Em 1996, Frost sugeriu o paradigma de Utah. Segundo esse
paradigma esquelético-biolégico, a arquitetura déssea seria moldada pelo
estresse ao qual o osso é submetido. Estudos ja mostravam que o estresse
mecanico atuava diretamente nos osteoblastos e osteoclastos existentes,
afetando a arquitetura 6ssea (WEINMANN e SICHER, 1955; EVANS, 1957).
Segundo Frost (1998), baseado em percepcdes do paradigma de Utah, ap6s o
nascimento 0s 0ss0s saudaveis sao responsaveis pelo suporte de carga e
fornecem somente forca suficiente para evitar que cargas voluntarias gerem
fraturas espontaneas. A forca 0ssea total combinaria duas partes: umapresente
no nascimento, somado com qualquer forca adicionada a ela posteriormente
(FROST, 1996; FROST, 1997; FROST, 2000). As ideias de Frost corroboram
com as Leis de Wolff (WOLFF, 1986) que de acordo com Chen e colaboradores
(2010), o processo de formagéo e remodelacéo do tecido 6sseo seria induzido e
mediado por células 6sseas que detectam e respondem a estimulos mecanicos
locais em resposta as forcas mecéanicas que sofrem. A mudanca de proposta
gerada pelo paradigma de Utah e a lei de Wolff, em relacdo ao tecido 6sseo
como tecido passivo também foi reforcada pelo estudo de Jee (2000).
Atualmente o osso é considerado um tecido dinamico, pois além de responder a
influéncias hormonais e dietéticas, também responde as necessidades de
adaptacdo mecanicas (WEILBAECHER, GUISE e MCCAULEY, 2011;
GRABOWSKI, 2015; FLORENCIO-SILVA et al., 2015; HARDY e FERNANDEZ-
PATRON, 2020). Os ossos do corpo humano séo responsaveis por proporcionar
sustentacéo, locomocéo e protecéo de 6rgaos vitais como o coracdo, encéfalo e
pulmdes. Outras funcdes dos o0ssos estdo associadas ao depdsito de sais
minerais e armazenamento de fatores de crescimento. Além disso, no 0sso esta
presente a medula 6ssea onde ocorre a hematopoese, que é 0 processo de
producdo, proliferacdo e maturacdo das células sanguineas (CALVI e LINK,
2015; KONIECZNY e ARRANZ, 2018).

No contexto nacional, as fraturas 6sseas apresentam grandes problemas

de saude e bem-estar. As causas que levam um individuo a ter fratura 0ssea
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estdo relacionadas a traumas que séo observados em acidentes onde se aplica
forca excessiva no 0sso (MOYSES et al., 2000). Outro contexto para fraturas
0sseas sdo patologias que ocorrem devido a condi¢cdes genéticas, o que gera
deficiéncia de sais e consequentemente diminuigdo da densidade mineral 6ssea
(AKIMOVA et al., 2022; MAKITIE et al., 2022) ou decorrentes de pequenas
pancadas, como € o caso da osteoporose e tumores 0sseos (KHAJURIA,
RAZDAN e MAHAPATRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2018).

A osteoporose é uma doenca que leva ao enfraquecimento 0sseo,
aumentando a suscetibilidade de fraturas, principalmente em idosos. A
fisiopatologia doenca esté relacionada diversos fatores, entre eles, diminui¢do
dos niveis de estrogénio, levando ao aumento da atividade dos osteoclastos,
principal causa de perda da massa o6ssea (WEITZMANN et al.,, 2006;
CAMACHQO, et al., 2020; ARCEO-MENDOZA e CAMACHO, 2021). Segundo o
Ministério da Saude estima-se que cerca de 50% das mulheres e 20% dos
homens com idade igual ou superior a 50 anos sofrerdo uma fratura

osteopordtica ao longo da vida.

O osteossarcoma € a neoplasia que apresenta maior prevaléncia entre a
populacéo infanto-juvenil, correspondendo de 3% a 5% de todas as neoplasias
na faixa etaria de 0 a 19 anos de idade. Os principais locais de aparecimento do
osteossarcoma sédo: fémur, tibia e regido proximal de umero, que pode levar a
ocorréncia de fraturas patoldgicas no paciente (INCA, 2021). Os tumores 0sseo0s
levam ao enfraquecimento 0sseo devido aos tratamentos e evolugcdo da doenca,
gerando fraturas recorrentes. Segundo a Sociedade Americana de Cancer, a
estimativa de cancer 6sseo primario para o ano de 2022 é de cerca de 3.910
novos casos diagnosticados e cerca de 2.100 mortes. No Brasil, o Instituto
Nacional de Céancer (INCA) ndo dispbe de estimativas futuras para os tumores
0sseos. Além dos danos relacionados a mobilidade, as fraturas 6sseas também
sdo um grave problema, pois podem gerar sindrome de embolia gordurosa,
condicao rara e potencialmente fatal que pode ocorrer apds uma fratura de 0sso
longo (KASSIMI et al., 2022).
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1.2. Regeneracdao tecidual

A medicina regenerativa objetiva o reparo e/ou a substituicdo de tecidos
e orgdos com finalidade da restauracao funcional (EDGAR et al., 2020). Na area
da medicina regenerativa, os estudos buscam solucionar esse desafio através
da producao de 6rgaos podendo utilizar as células do préprio receptor. A maioria
dos estudos na area ainda possuem algumas limitacdes, o que dificulta a
avaliacdo de consequéncias em longo prazo. Essas limitacdes se relacionam a
eficacia e seguranga, consentimento do paciente e responsabilidade profissional
(HERMEREN, 2021).

Para regenerar as estruturas 0sseas, 0 procedimento pode ser induzido
por uma série de materiais implantaveis bioativos, diferentes tipos de células e

sinalizagdo molecular intracelular e extracelular.

7

A engenharia de tecidos € um campo da medicina regenerativa e foi
descrita por Langer e Vacanti em 1993 como sendo uma nova area que aplica
0s principios da engenharia e biologia para o desenvolvimento de um substitutivo
funcional para tecidos danificados (LANGER e VACANTI, 1993). Desde a
introdugd@o do conceito de engenharia de tecidos, houve muita evolugéo na area
de regeneracao 6ssea, onde foi possivel observar a aplicacdo dos mais diversos
biomateriais. Langer e Vacanti propuseram uma triade para o funcionamento da
engenharia de tecidos, que pode ser resumida e aplicada na figura 2, onde
observa-se a interagcdo entre células, biomateriais que séo utilizados para a

producao de estruturas tridimensionais e moléculas bioativas.
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Figura 2: Esquema adaptado de Langer e Vacanti sobre a triade da engenharia de tecidos que
engloba a integracao de células, biomateriais e moléculas bioativas. Fonte: Elaborado pelo
autor.

As células-tronco (CT) sdo as células que se destacam na medicina
regenerativa. Sao células indiferenciadas que possuem a habilidade de
autorrenovacao, bem como capacidade de proliferacdo celular. As CT também
possuem capacidade de diferenciacao, que se refere a plasticidade celular, um
processo fisiolégico constante em resposta aos desafios homeostéaticos. Mais
especificamente é definida como a capacidade de conversdo de uma célula

indiferenciada em um tipo celular especifico (ASSMUS et al., 2020). As CT

podem ser categorizadas de acordo com seu potencial de diferenciagdo em 5
grupos: totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes
(SMITH, 2006). As células-tronco pluripotentes incluem as células embrionarias
(células dos embrides até a fase de blastocisto) e as células-tronco pluripotentes

induzidas (do inglés induced pluripotent stem cells — iPS).

As células-tronco adultas (localizadas em tecidos formados) séo definidas
pela capacidade de se diferenciar em multiplas linhagens e autorrenovagao
(YOUNG e BLACK JR, 2004; WAGERS e WEISSMAN, 2004; KOCH e RADTKE,
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2010; DULAK et al., 2015; CABLE et al., 2020). As células-tronco adultas estéo
presentes na maioria dos tecidos e podem se diferenciar em células
especializadas como, por exemplo, células sanguineas, musculares, nervosas
etc. (SNIPPERT e CLEVERS, 2011; SOBHANI et al., 2017; MARKOV et al.,
2021). Entre as células-tronco adultas, encontram-se as células-tronco
mesenquimais (CTM), também conhecidas como células estromais
mesenquimais. As CTM sédo células multipotentes que possuem a funcéo de
manter e reparar os tecidos em que elas sao encontradas (CAPLAN, 1991;
DING, SHYU e LIN, 2011; LAN, LUO e WEI, 2021). As CTM também séao
capazes de sintetizar e secretar fatores bioativos, como citocinas e fatores de
crescimento, que auxiliam no processo de regeneracdo celular. Esses
compostos contribuem para a imunomodulagdo, inibicdo da apoptose,
estimulacdo da angiogénese, bem como a mitose intrinseca de células-tronco
dos tecidos ou a estimulacéo das células progenitoras (CAPLAN, 2007; LEE e
SONG, 2018; WEISS e DAHLKE, 2019; SONG, SCHOLTEMEIJER e SHAH,
2020).

As células-tronco mesenquimais podem ser expandidas em meio de
cultura em decorréncia da facilidade em se dividir e proliferar (CAPLAN, 2005;
CAPLAN, 2017). A International Society for Cellular Therapy (ISCT) preconiza
gue trés propriedades devem ser testadas para que as células possam ser
designadas como CTM: (1) morfologia fibroblastoide e proliferagdo como células
aderentes; (2) imunofendtipo caracteristico e (3) capacidade de diferenciacdo in
vitro em células como os osteoblastos, adipdcitos e condroblastos (DOMINICI et
al., 2006; VALLONE et al., 2013; UDER et al., 2018).

Como as CTM e sua diferenciacdo durante os processos de remodelacéo
tém papéis importantes na regeneracao 0ssea, € necessario a compreensao das
vias de sinalizacdo molecular envolvidas, pois s&o cruciais para 0
desenvolvimento de implantes 6sseos baseados em células e biomateriais para
regeneracao 0ssea (MAJIDINIA, SADEGHPOUR e YOUSEFI, 2018).

Os dentes de mamiferos abrigam CTM, que contribuem para o
crescimento e reparo desses tecidos. Essas CTM dentérias possuem muitas

caracteristicas in vitro de CTM derivadas da medula O0ssea (SHARPE,
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2016). Dentre os diversos tipos de células-tronco multipotentes, as células-
tronco derivadas do dente (do inglés tooth-derived stem cells — TDSCs) possuem
algumas propriedades que valem ser destacadas como acessibilidade, facil
isolamento e baixo grau de invasdo. Esses critérios fazem com que as TDSCs
sejam uma boa fonte para uso no tratamento de diversas doencas
(BANIEBRAHIMI, KHANMOHAMMADI e MIR, 2019). As células-tronco
mesenquimais dentarias incluem mdltiplas populacbes de células-tronco.
Inicialmente foram identificadas as CT da polpa dentaria (do inglés Dental Pulp
Stem Cells — DPSCs) que séo isoladas a partir do tecido da polpa dentaria de
dentes permanentes extraidos de humanos. Posteriormente foram descritas
células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (do inglés stem cells from
human exfoliated deciduous teeth — SHED), CT do ligamento periodontal
(periodontal ligament stem cells — PDLSCSs), células-tronco da papila apical (stem
cells from apical papilla — SCAP) e células-tronco mesenquimais derivadas da
gengiva (gingiva-derived mesenchymal stem cells —- GMSCs) (ZHAO et al., 2015;
SHI, MAO e LIU, 2020; KIM et al., 2021). O uso de CT pulpares como DPSCs e
SHED, tem sido proposto como alternativa as células-tronco de outras fontes
visando sua diferenciacédo em varias linhagens celulares in vitro e para aplicacéo
terapéutica (FERRO, SPELAT e BAHENEY, 2014; SHI, MAO e LIU, 2020). As
SHED foram identificadas como uma populacdo de células clonogénicas
altamente proliferativas e com capacidade de diferenciacdo em uma variedade
de tipos de células, incluindo células do tecido 6sseo (TAGUCHI et al., 2019;
FULORIA et al., 2021). A capacidade de diferenciacdo em outros tipos celulares
e a facil obtencao com pouco dano invasivo ao doador como € o caso das TDSCs
tornam essas CT uma fonte atrativa para testes de biomateriais objetivando a

utilizacdo em pesquisas na medicina regenerativa.

1.3. Regeneracao 6ssea

O processo de cicatrizacdo e regeneracdo 0ssea leva em consideracéo
diversos fatores, como o grau de leséo, tecido atingido, tipo de fratura, paciente
e tipo de tratamento utilizado (LI, KACENA e STOCUM, 2019). A complexidade
no processo de consolidacdo e reparo de fratura 6ssea envolve padrées

regenerativos e mudancas na expressdo de diversos genes (MARSELL e
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EINHORN, 2011; COTTRELL et al., 2016; CAMAL RUGGIERI et al., 2021). De
modo geral, o processo de cicatrizacdo primaria ocorre em trés estagios:
inflamatorio, reparo e remodelagdo (BERGSMA e BOS, 1997; GIANNOUDIS,
EINHORN e MARSH, 2007; MARUYAMA et al., 2020). Esses estagios podem
se sobrepor e a duracdo de cada um sera dependente de fatores locais e

sistémicos.

A remodelacéo 6ssea € um processo de remocao e reparo 6sseo com a
finalidade de manter as funcdes fisiologicas e mecanicas do tecido 6sseo. Esse
processo conta com a participacdo de diferentes tipos celulares, como
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, células imunes (linfocitos T e B),
megacariécitos e osteomacs (macréfagos teciduais residentes). Os osteoblastos
sdo as células formadoras de osso e possuem diversas funcbes durante a
remodelacdo Ossea como por exemplo, a expressdao de fatores
osteoclastogénicos, producdo de proteinas da matriz 6ssea e mineralizacéo
o0ssea. Os osteoclastos sdo células mieloides exclusivamente adaptadas para
remoc¢ao de matriz 6ssea mineralizada. Os ostedcitos formam uma rede que se
estende por todo osso mineralizado e representam 90-95% de todas as células
0sseas (PALUMBO, 1986; TEITELBAUM e ROSS, 2003; KACENA et al., 2004;
BONEWALD, 2007; LI et al., 2007; KARSENTY, 2008; HUME, 2008). As etapas
para a remodelacdo 6ssea ocorrem ao longo de varias semanas e séo realizadas
por um aglomerado de osteoclastos e osteoblastos dispostos em estruturas
conhecidas como “unidades multicelulares béasicas” (UMBs). Essas estruturas
cobrem a superficie 6ssea exposta/danificada para a deposi¢cdo 6ssea (HAUGE
et al., 2001).

Para a regeneracao 0ssea sao utilizados alguns tipos de enxertos que
podem ser classificados como: autégenos, alégenos, xendgenos ou sintéticos.
Nos casos de uso de enxertos autégenos, utiliza-se o 0sso do préprio paciente.
Os enxertos alégenos sdo provenientes de individuos da mesma espécie,
porém, geneticamente diferentes e podem ser obtidos a partir de Banco de
Tecidos Humanos. Os xendgenos, também conhecidos como heterégeno,

podem ser obtidos de um doador de outra espécie animal. JA os enxertos
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sintéticos sdo materiais obtidos por sintese quimica (ELGALI et al., 2017), os

guais séo o foco do presente estudo.

Os enxertos devem possuir propriedades fisiolégicas que permitam
interagbes com as células. Algumas dessas caracteristicas sdo: suporte de
carga, osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo (KHAN et al.,, 2005;
FILLINGHAM e JACOBS, 2016; SCHMIDT, 2021). O suporte de carga sera
dependente do local doado, j4 que algumas regiées suportam mais carga e
pressdo do que outras. A osteogénese é a propriedade que os enxertos devem
possuir de recrutar elementos celulares que sdo capazes de promover a
formacdo Ossea. A osteoinducdo € quando o enxerto possui a capacidade de
promover o recrutamento, proliferacéo e diferenciacao celular. A osteoconducao
esta relacionada com o fornecimento de suporte para hospedar a populagao de

células para conduzir a formacéo 6ssea (KHAN et al., 2005; KAMAL et al., 2018).

1.4. Biomateriais

De acordo com a definicdo da Sociedade Europeia de Biomateriais de
1982, os biomateriais sdo “substancias (exceto drogas) ou combinacdes de
substancias, de origem natural ou sintética, que por periodo tempo
indeterminado sdo usados como um todo ou parte de um sistema para
tratamento, amplificacéo ou substituicdo de qualquer tecido, érgao ou funcao do
corpo” (WILLIAMS, 1987). Os materiais que incluem ligas metélicas, ceramicas,
polimeros e compdésitos sdo chamados de biomateriais, quando para fins
biomédicos. S&o definidos por funcéo, ou seja, na medida em que irdo interagir
e substituir a funcao tecidual, servindo como enxertos. Existem varios tipos de
biomateriais utilizados para a regeneracdo o6ssea que incluem metais,
bioceramicas, polimeros e compdésitos (LOS, HUDECKI e WIECHEC, 2019;
GIRON et al., 2021; JIN et al., 2021; AMBROSIO et al., 2021). Os biomateriais
mais utilizados no reparo de tecido 6sseo nos ultimos 10 anos s&ao: titanio
(metal), hidroxiapatita (ceramica), colageno (polimero natural), PCL e PLGA
(polimeros sintéticos) (GIRON et al., 2021; WANG et al., 2022). Para a

substituicdo de ossos funcionais, substitutos metalicos tém sido amplamente
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utilizados devido ao suporte de carga e propriedades mecéanicas superiores
guando comparadas as bioceramicas e biopolimeros (PUTRA et al.,, 2020).

O uso de proteses de titanio, niébio e estanho é muito comum devido a
sua biocompatibilidade e por ndo apresentarem riscos a sautde humana (OLDER,
1992; PIRES, BIERHALZ e MORAES, 2015;). No entanto, a justificativa de ndo
utilizar metais deve-se a necessidade de criacdo de substitutos 6sseos que nao

oferecam apenas funcdes mecéanicas, mas fungdes mecanicas e fisiolégicas.

1.4.1. Bioceramicas

As bioceramicas (BC) sdo materiais biocompativeis sintéticos que incluem
uma gama vasta de biomaterais, como os biovidros (Bioglass® 45S5), vitro-
ceramicas (como Biosilicato®), fosfatos de calcio, hidroxiapatita (Hap), alumina,
zirconia, entre outros (JITARU et al., 2016; PINA et al., 2018). As aplicacbes de
BC estao relacionadas com o preenchimento de defeitos ésseos, preenchimento
apical, selamento de perfuracbes e como auxiliares na regeneracdo. As
bioceramicas apresentam como vantagens a biocompatibilidade, ndo toxicidade
e estabilidade dimensional (GUVEN et al., 2014; RAGHAVENDRA et al., 2017).
As BC podem ser caracterizadas como inertes, porosas, bioativas e
reabsorviveis. Essa caracterizacao esta relacionada com o tipo de interagcdo com
o tecido. Bioceramicas inertes, como a alumina, ndo interagem quimica ou
biologicamente com o tecido. BC porosas, por exemplo, aluminato poroso e HAp,
séo caracterizadas pela formagéao e crescimento de tecido dentro dos poros. As
BC bioativas proporcionam uma forte ligagdo no complexo osso-implante, como
45S5, HAp e Biosilicato®. As reabsorviveis, quando implantadas, se degradam e
sdo substituidas por tecido, servindo apenas como guia para a modulacéo.
Nessa categoria estdo o gesso e o fosfato tricalcico (KAWACHI et al., 2000;
RAGHAVENDRA et al., 2017; RECLARU et al., 2020; MENG et al., 2021).

Em geral, as bioceramicas tém mostrado interacdes muito positivas com
os tecidos duros e moles (BAINO, NOVAJARA e VITALE-BROVARONE, 2015;
YU, CHANG e WU, 2019; KARGOZAR et al., 2020; MAZZONI et al., 2021) sendo
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eficazes na producdo de substitutos 0sseos. Uma peculiaridade um tanto

importante sdo as atividades antimicrobianas que esses materiais possuem.

Os biovidros (do inglés bioglass, BG) sdao uma classe de BC que
apresentam alto indice de bioatividade e osteoinducdo (WANG et al., 2016;
GHITULICA et al., 2021). Estudos mostram que certas caracteristicas de alguns
BG, como tamanho e pH séo capazes de promover a liberacdo de ions como
sadio, célcio, fosfato e silicio. Esses ions sdo metabolizados pelo organismo e
proporcionam um efeito antimicrobiano e de angiogénese (VARGAS et al. 2013;
BENETTI et al. 2019; CRUSH et al., 2021; HU et al., 2021; SPIRANDELI et al.,
2021).

1.4.2. Bioglass® 4555

O Bioglass® 45S5 foi um dos primeiros materiais artificiais produzidos
formador de forte ligacdo quimica com o osso, dando inicio ao campo das
ceramicas bioativas. Esse vidro foi desenvolvido por HENCH e colaboradores no
final da década de 60, e apresenta uma composicao relativamente simples com
apenas 4 componentes (SiO2, Na20, CaO e P20s), possuindo alta bioatividade.
Esse material apresenta uma composi¢ao aproximada em peso de 45% SiOz,
24,5% Naz0, 24,5% CaO e 6% P20s (HENCH, 1993). Estudos in vitro indicaram
gue suas propriedades osteogénicas se devem aos seus produtos de dissolucéo
gue estimulam as células osteoprogenitoras no nivel genético (AGUIRRE et al.,
2010; EL-GENDY et al.,, 2013; JONES, 2015). O biovidro 45S5, quando
implantado no corpo, é capaz de se ligar quimicamente com os tecidos 6sseos
e tecidos moles (JELL e STEVENS, 2006; VALIMAKI E ARO, 2006; YANG et
al., 2015). De fato, alguns estudos in vivo mostraram que vidros bioativos
possuem a capacidade de ligacdo ao 0sso mais rapidamente do que outras
bioceramicas. Mas existem algumas implicacdes quanto a sua aplicacdo como
material de suporte de carga, que é restrita devido a sua fragilidade (RIZWAN,
HAMDI E BASIRUN, 2017).
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1.4.3. Biosilicato®

O Biosilicato® é uma vitro-ceramica bioativa que foi produzida a partir de
composicdes proximas ao Bioglass® 45S5, desenvolvida no Laboratério de
Materiais Vitreos (LaMaV) da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar). E
um material do sistema P20s5-Na.0-CaO-SiO2, com o detalhamento da
composicdo e do tratamento térmico descritos na patente WO 2004/074199
(ZANOTTO et al., 2004). O Biosilicato® apresenta melhoria nas propriedades
mecanicas, elasticidade e melhor usinabilidade em comparacédo ao biovidro de
partida 45S5. Outro ponto importante esta relacionado com a alta bioatividade,
sendo, neste quesito, superior as ceramicas disponiveis no mercado. Essa vitro-
ceramica apresenta vantagens, como a auséncia de arestas cortantes na forma
particulada e, na forma monolitica, resisténcia superior a fratura e razoavel
usinabilidade (SIQUEIRA e ZANOTTO, 2011).

1.4.4. F18

O F18 também foi produzido na UFSCar e é coberto pela patente BR10
INPI 20130209619, sendo composto por SiO2-Na20-K20 MgO-CaO-P20s. Esse
biovidro foi obtido através do processo de fusdo e os blocos formados a partir
desse processo foram moidos em almofariz exclusivo para moagem desse
material. O pé resultante foi submetido ao processo de peneiramento. A
granulometria desejada foi obtida com o uso de peneiras de nylon (CAMPANINI,
2015). O F18 foi definido como uma nova formulagéo e pode ser usado para a
producao de fibras e biomateriais (SOUZA, 2011; SOUZA, 2015). A utilizacdo
desse material como manta para recobrir implantes ortopédicos e odontolégicos
mostrou-se util para acelerar a reparacéo tecidual (CHINAGLIA, 2013; HIDALGO
PITALUGA et al., 2018). Outra propriedade importante desse material é a
capacidade antimicrobiana. Estudos demonstraram a elevada eficiéncia
antimicrobiana desse biovidro contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P.
aeruginosa, eliminando os micro-organismos viaveis ap0s o tempo de contato de
24 horas. (CAMPANINI, 2015; MARQUES et al., 2020; PASSOS et al., 2021).
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1.4.5. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HAp) € um dos principais constituintes do esmalte
dentério e do tecido 6sseo (DOS SANTOS, OSAJINA e DA SILVA FILHO, 2016,
SHANG, SHAO e GE, 2022). A sintese de Hap na forma de p6 pode ser realizada
por precipitacdo quimica Umida. Essa € uma das técnicas mais utilizadas na
sintese de hidroxiapatita em nanoescala devido a sua simplicidade e baixo custo,
sendo amplamente utilizada por diversos autores (MALINA, BIERNAT e
SOBCZAK-KUPIEC, 2013; RAMESH et al., 2013; MICHAL, EWA e TOMASZ,
2015; KRAUKLIS, KREICBERGS e DREYER, 2018; YELTEN e YILMAZ, 2018;
MAQBOOL et al., 2021). Nessa reacdao, o hidréxido de célcio (Ca(OH)2), serve
como fonte de célcio e o acido orto-fosférico (HsPO4 em agua) é utilizado como
fonte de fésforo. A HAp € um dos biomateriais mais utilizados na engenharia de
tecido Osseo devido a biocompatibilidade com os tecidos do corpo,
comportamento estavel em relagcdo a ions que podem gerar efeito toxico ou
inflamacéo e também pela facilidade de producédo e baixo custo (YELTEN e
YILMAZ, 2018; GEORGE et al., 2022; SHANG, SHAO e GE, 2022).

1.5. Justificativa

Com base nessas informacgdes, a medicina regenerativa, visando a
regeneracao 6ssea, utiliza diferentes biomateriais. Os principais métodos atuais
para o tratamento de fraturas 0sseas estdo muito restritos a imobilizacdo do
membro lesionado. Com base nessas informacgdes, a medicina regenerativa com
a utilizacdo de biomateriais vem como uma opcéao de utilizacdo de um enxerto

gue pode ser de facil absorgdo, permitindo estimular a formagéo 6ssea.

Sendo assim, para que seja possivel criar estratégias com a utilizacdo de
biovidros para a regeneracdo 0ssea, € importante entender o comportamento
das células-tronco em contato com biomateriais vitreos, motivo do presente

estudo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo principal
Investigar o efeito das bioceramicas Biosilicato®, F18, 45S5 e
hidroxiapatita no comportamento in vitro de células-tronco mesenquimais,

obtidas de dentes deciduos, visando a regeneracéo 0ssea.

2.2. Objetivos especificos

v" Avaliar a variacado de pH das bioceramicas em meio de cultivo.

<

Caracterizar as bioceramicas morfologicamente.

v" Avaliar a adesao de células-tronco expostas a diferentes composicdes e
proporcdes de bioceramicas in vitro.

v' Testar a viabilidade de células-tronco expostas a diferentes composicdes
e proporcdes de bioceramicas in vitro.

v Analisar a viabilidade e quantificar a enzima fosfatase alcalina das células-

tronco expostas ao meio de diferenciacdo osteogénico e diferentes

bioceramicas in vitro.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Isolamento e cultivo das células-tronco mesenquimais

As células-tronco utilizadas nesse estudo foram isoladas de dentes deciduos
humanos esfoliados de pacientes a partir de uma parceria com a Clinica Infanto-
Juvenil da Faculdade de Odontologia da UFRGS. A coleta foi realizada apés
assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido pelo paciente ou seu
responsavel, apd6s aprovacdo no Comité de FEtica (CAAE n°
45120921.0.0000.5347).

As células foram isoladas em cabines de fluxo laminar. O isolamento celular
foi efetuado conforme o protocolo j& estabelecido (BERNARDI et al., 2011), em
gue foi realizada a remoc¢éo da polpa dental do tecido dentario com o auxilio de
uma colher de dentina. Em seguida, o tecido pulpar foi imerso em uma solucéo
de colagenase com concentracdo 0,2% (Gibco®) e incubado a 37°C por 60
minutos. Sucessivamente, foi realizada a centrifugacdo da amostra a 800g por
10 minutos, resultando em um pellet de células que foi ressuspenso em 1 mL de
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®) de baixa
glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab®) e 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®), denominado meio de expanséo de
CT. Por fim, a suspensao composta das células isoladas e do meio de cultivo foi
semeada em placas de cultivo e acondicionada em uma incubadora umidificada
a 37°C e com teor de 5% de CO:2 por aproximadamente 72 horas.
Posteriormente, as células ndo aderidas a placa foram descartadas durante a
troca do meio de cultura. Subsequentemente, o meio de cultivo das células
isoladas foi trocado a cada 3-4 dias (BOTTEZINI, 2019).

Apbs a confluéncia, as células cultivadas foram submetidas a lavagem com
solucdo tampao fosfato (PBS), seguida pelo processo de tripsinizacdo durante 3
minutos a 37°C, em uma soluc¢éo de 0,05% de tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich®)
diluida em PBS. Em seguida, para inativar a agéo da tripsina, foi adicionado o
dobro de meio de cultivo DMEM contendo SFB e foi realizada a centrifugacéo.

Apés, as células foram transferidas para novas garrafas de cultivo na densidade
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de 5.000 células/cm?, visando o crescimento da cultura celular. As subculturas
foram estabelecidas de modo similar ao descrito acima, conforme atingiam a

confluéncia nas garrafas de cultivo utilizadas no estudo.

3.2. Caracterizacédo das SHED

3.2.1. Andlise morfolégica das culturas celulares

Conforme preconizado pela ISCT, a analise das células-tronco cultivadas
foi realizada por meio da sua morfologia. A caracterizacao foi observada pelo
formato fibroblastoide e a capacidade de adesdo a placa de cultivo. Esses
parametros foram avaliados de modo rotineiro a partir da visualizacdo das
culturas em um microscopio invertido de contraste de fase Leica Dmi8 (Leica

Microsystems) durante todo o periodo de cultivo.

3.2.2. Analise imunofenotipica das células cultivadas

Para a caracterizacao imunofenotipica, a avaliacdo foi realizada com
marcadores moleculares que sdo caracteristicos de células-tronco
mesenqguimais assim como a auséncia de marcadores caracteristicos de células
hematopoéticas, utilizando da técnica de citometria de fluxo (KOBOLAK et al.,
2016). ApGs a quinta passagem ser atingida, 100.000 células provenientes do
isolamento dos dentes deciduos foram utilizadas juntamente com anticorpos
especificos para verificar a expressdo dos marcadores de CTM, CD29, CD44,
CD73, CD90 e CD105. Do mesmo modo, para assegurar a auséncia de
marcadores de células-tronco hematopoéticas, utilizou-se os marcadores CD14,
CD34, CD45 e CD184 (BOTTEZINI, 2019). Para a realizacdo do experimento,
as células cultivadas foram incubadas por 30 minutos no abrigo da luz com 2 L
de cada anticorpo monoclonal anti-humano (Pharmingen, Becton Dickinson, San
Jose, CA) para examinar a presenca das moléculas citadas anteriormente.
Posteriormente, as células foram lavadas e ressuspensas com 1 mL de PBS.

Para os testes, foi utilizado o reagente 7AAD (7-Amino Actinomicina D)
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(Molecular Probes, Eugene), com concentracao final de 1 ug/mL em PBS, como
parametro exclusivo, propiciando apenas a avaliacdo de células viaveis. As
células foram incubadas, juntamente com o reagente, por 30 minutos a
temperatura ambiente e analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto™ Il flow
cytometer (BD Biosciences). Levando em consideracdo o tamanho e a
complexidade celular da amostra analisada, o equipamento foi previamente
ajustado para as condi¢des de andlise desejadas. A fluorescéncia foi ajustada
por meio dos controles isotipicos APC (do inglés allophycocyanin —
aloficocianina), FITC (do inglés fluorescein isothiocyanate — isotiocianato de
fluoresceina) e PE (do inglés phycoerythrin — ficoeritrina). Desse modo, os dados
da andlise foram adquiridos de aproximadamente 20.000 eventos para cada
amostra (BOTTEZINI, 2019).

3.2.3. Diferenciagéo celular in vitro

Para constatar a identidade das células isoladas, houve a necessidade da
realizacdo de testes de diferenciacdo para comprovar a capacidade dessas em
dar origem a diferentes tipos celulares adultos, podendo assim ser
caracterizadas como células-tronco mesenquimais (DOMINICI et al., 2006).
Utilizando uma placa de cultura celular de 48 pocos foram realizados ensaios de
diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica em células cultivadas,
empregando meios de cultivo -caracteristicos para cada inducdo de
diferenciagcdo, que foram trocados a cada 3-4 dias, durante 3-4 semanas. As
células foram lavadas com tampéo fosfato, fixadas com paraformaldeido 4%,
lavadas com agua Milli-Q e coradas com a coloracdo especifica de cada teste
para confirmacéo da diferenciacdo, no tempo de diferenciacédo e nos parametros
de morfologia adequados (BOTTEZINI, 2019; MAURMANN et al., 2017;
SIQUEIRA et al., 2017).
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3.3. Obtencéo e preparacdo da bioceramica

As bioceramicas foram obtidas a partir de uma parceria com o Laboratorio

de Materiais Vitreos da Universidade Federal de Séao Carlos.

Antes da utilizacdo dos materiais, para iniciar os experimentos, apés a
pesagem balanca de precisdo Bel Engineering, as bioceramicas ficaram

expostas por 30 minutos na luz ultravioleta (UV) em capela de fluxo laminar.

3.4. Medicao do pH

Apbés exposicao a luz UV, as bioceramicas foram suspensas em meio de
cultura DMEM de baixa glicose na concentracdo de 0,25 mg/ml e adicionadas
em incubadora de CO2 a 37°C. ApGs os periodos experimentais de Oh, 1h, 1, 4,
7 e 14 dias, foram retirados 20 mL da suspensédo e submetidos as andlises de

no equipamento PHS-3E (lon). Os ensaios foram realizados em triplicata (n = 3).

3.5. Caracterizagdo microscopica

Para observacdo da morfologia dos materiais, as bioceramicas foram
suspensas em meio de cultura DMEM de baixa glicose na concentracao de 1
mg/ml e acondicionados em pocos de placa de cultura de 96 pocos (n = 4). Os
materiais foram avaliados em microscépio Leica Dmi8 (Leica Microsystems) nos

mesmos tempos de medi¢ao do pH.

3.6. Adeséao Celular

Foi realizado o teste de adesao celular apds coloracdo com DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol), um marcador fluorescente que se liga a regiées de DNA
contendo adenina-timina. Para esse teste 10.000 células foram semeadas por
poco juntamente com o meio de cultura contendo o tratamento das bioceramicas

nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 1 mg/mL. Ap6s 3 horas, as células foram
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fixadas com paraformaldeido 4% e apds, foi realizada a coloragao com 0,5 pg/mL
de DAPI.

Para a quantificacdo foi utilizado microscépio Leica Dmi8 (Leica
Microsystems) com aumento de 50X. Foram retiradas 6 fotos por po¢o e cada
tratamento contou com 4 pocos, totalizando n = 24 fotos para cada biomaterial
testado (poco da placa sem tratamento, Biosilicato®, 45S5, F18 e HAp). Apds as
imagens foram submetidas a quantificacdo pelo software LAS X Life Science
Leica Microsystems, para determinar a quantidade de nucleos em cada imagem.

3.7. Andlises de viabilidade celular

As andlises de viabilidade celular foram executadas a partir do ensaio de
MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio]), o qual é
reduzido a cristais de formazan nas mitocondrias de células metabolicamente
ativas por enzimas redutases. Cada bioceramica foi analisada separadamente e
o0 desempenho de cada material foi comparado ao resultado da placa de cultivo
(grupo controle). As células foram tripsinizadas e semeadas nas placas de
cultura de 96 pocos. No dia seguinte, foi adicionado o tratamento de biovidro na
concentracdo de 0 (controle), 0,25, 0,5 e 1 mg/mL em meio de expansao.
Também foi realizado o ensaio MTT com 0,25 mg/mL dos biomateriais
suspensos em meio de diferenciacdo osteogénico, descrito no item a seguir.
Foram utilizados 200 pL das suspensfes de BC nas diferentes concentracdes
nos respectivos pocos. Apds 2 ou 7 dias, o tratamento foi removido e foram
adicionados 75 uL de MTT na concentracao de 0,25 mg/mL. Apds o tempo de 3
horas, foi realizada a remogéo do MTT e adicionados 275 uL de dimetil sulféxido
P.A (DMSO) para dissolver os cristais formados. Posteriormente, foi executada
a leitura da absorbancia de 200 uL da solucdo em fotdbmetro de microplaca

Multiskan™ FC nos comprimentos de onda 570 nm e 630 nm.

Paralelamente a andlise quantitativa, foi realizada uma avaliacdo
gualitativa da viabilidade celular por meio do ensaio utilizando a coloragédo com

diacetato de fluoresceina (FDA) e iodeto de propidio (IP) para a marcacao de
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células vivas e mortas, respectivamente. Apdés a cultura em meio de
diferenciacdo osteogénico contendo 0,25 mg/mL dos biovidros por 2 dias, as
células foram incubadas com 10 pg/mL de FDA e 5 pg/mL de IP por 5 minutos.
O registro da fluorescéncia foi realizado no microscopio de fluorescéncia Leica

Dmi8 (Leica Microsystems).

3.8. Diferencia¢cao osteogénica com biomateriais

A andlise de diferenciacdo osteogénica foi executada a partir do cultivo
das células-tronco mesenquimais, utilizando meio de cultivo osteogénico
composto de DMEM de baixa glicose, SFB (15%), dexametasona (0,1 uM), acido
ascoérbico 2-fosfato (50 pM) e B-glicerofosfato (15 mM) juntamente com o
tratamento com os biomateriais Biosilicato®, Hidroxiapatita, 45S5 e F18 na
concentracao de 0,25 mg/mL. Subsequentemente, utilizou-se teste de fosfatase
alcalina (FAL).

3.8.1. Fosfatase Alcalina (FAL)

A analise de FAL para a deteccdo da diferenciacdo osteogénica foi
efetuada apos 2 e 7 dias (n = 4). Apds o0s tempos experimentais, 0 meio de
cultura foi removido dos pocos e as células lavadas 2 vezes com PBS gelado.
Para gerar a lise celular, foram adicionados 150 pL de Triton 1%, por poco,
dissolvido no reagente de trabalho (RT) do kit (Bioclin Fosfatase Alcalina IFCC.
K224-2). O RT foi preparado conforme recomendado pelo fabricante,
misturando-se quatro (4) partes do reagente N°1 (Tampao) com uma (1) parte
do Reagente N° 2 (Substrato). A placa foi incubada por 30 minutos a 37°C em
incubadora. Em uma nova placa de cultura, foram adicionados 100 uL do lisado
celular e 200 uL do reagente de trabalho. Ap6s um minuto, foi realizada a leitura

com comprimento de onda 405 nm utilizando o fotébmetro Multiskan FC®.
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3.9. Analise Estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram organizados e tabelados
utilizando o software Microsoft Office Excel e expressos como a média + erro
padrdo da média. A significancia estatistica foi avaliada a partir do teste de
Andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido pelo teste pés-hoc de Tukey
HSD utilizando o software BioEstat. O valor minimo de “p” considerado como
estatisticamente significante foi definido como inferior a 0,05 e o intervalo de

confianca foi estabelecido em 95%.



35

4. Resultados

4.1. Caracterizagao das bioceramicas

41.1. Medicao de pH

Os resultados das medicdes de pH durante 14 dias estdo apresentados
na figura 3. Foi detectado o aumento estatisticamente significativo do pH na
amostra de Biosilicato® em 24 horas em comparacédo com o controle (p < 0,01).
Nas demais avaliacbes com as diferentes bioceramicas, a analise nao
demonstrou variagcado substancial do pH, mantendo o valor ao redor de 7,6 entre

os dias 0 e 14 de incubagé&o.
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Figura 3. Medicdes de pH do meio de cultura DMEM (meio) e das bioceramicas Biosilicato®
(Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 suspensas em DMEM na concentrac¢do de 0,25 mg/mL
apos 0, 1, 24, 96, 168 e 336 horas representadas pelo eixo X. eixo Y representa a variacao de
pH. Dados expressos em média e EPM. Teste de Analise de variancia de uma via seguido pelo
teste Tukey HSD com ** p < 0,01 na amostra Biosilicato® em 24h versus controle (meio de cultura

DMEM) n = 3.




36

4.1.2. Aspectos microscopicos

O aspecto microscopico das bioceramicas avaliado por microscopia de
campo claro indicou particulas irregulares com cerca de 500 um de comprimento.
Os materiais ndo apresentaram alteracdes visiveis durante as primeiras 168
horas (7 dias) suspensos em meio de cultura DMEM (Figura 4). Em 366 horas
(14 dias), as particulas deixaram de apresentar aspecto pontiagudo, tendendo a

apresentar cantos arredondados.



Figura 4. Aspecto das bioceramicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5

suspensas em DMEM na concentragdo de 1 mg/mL apos 0, 1, 24, 96, 168 e 336

horas. Visualizacéo por microscopia de campo claro. Aumento de 50x. n = 4,
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4.2. Caracterizacao das células-tronco

Em relacdo a caracterizagdo das CTM preconizada pela ISCT, foi
realizada a avaliagdo rotineira em microscopio 6tico invertido da aderéncia
celular nas placas de cultivo. As células-tronco cultivadas demonstraram
capacidade de manter essa ligacao ao longo das passagens celulares realizadas
durante as semanas de cultivo. Durante todo o periodo de cultivo, observou-se
gue a forma fibroblastoide foi mantida, como é possivel observar na Figura 5.

Figura 5: Morfologia fibroblastéide em campo claro das células-tronco mesenquimais aderidas a

placa de cultivo observadas em microscépio 6tico invertido. Aumento de 100x (A) e 50x (B).

Além disso, as CTM foram previamente diferenciadas ap6s o cultivo nos
meios adipogénico, osteogénico e condrogénico (BOTTEZINI, 2019).

A analise imunofenotipica também foi realizada em um estudo anterior
(BOTTEZINI, 2019). A partir dos resultados obtidos pela técnica de citometria de
fluxo foi possivel realizar a caracterizacdo a partir das altas taxas de expressao
de marcadores moleculares que estdo associados a células-tronco
mesenquimais e a baixas porcentagens de expressao de marcadores de células
hematopoiéticas. Foi possivel observar a presenca dos marcadores CD29,
CD73, CD90 de -células-tronco mesenquimais com mais que 95% de
positividade, enquanto a taxa de expressdo de marcadores de células
hematopoiéticas CD14, CD34, CD45, CD73, CD184, HLA-DR e STRO-1 foi

inferior a 2%.
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4.3. Adesao celular

A avaliacdo da adesado das CT nas placas de cultura foi realizada apés o
cultivo das mesmas com os biomateriais, fixagdo das células e coloracdo com o
reagente DAPI. Os resultados demonstraram que a bioceramica Biosilicato® ndo
afetou a adeséo das CT apo6s 3 horas, independentemente da concentracao
estudada (Figura 6). As bioceramicas F18, HAp e 45S5, respectivamente nas
concentracgdes de 1, 0,5 e 0,25 mg/mL, induziram o aumento da adeséo de CT.
Na figura 7 pode ser observado o aspecto dos nucleos apds coloracdo com
DAPI.
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Figura 6: Ensaios de adeséo celular (DAPI) de CT tratadas em contato direto com diferentes
concentragdes das bioceramicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 por 3
horas. Diferenca estatistica do biomaterial F18 1 mg/mL, HAp 0,5 mg/mL e 45S5 0,25 mg/mL em
comparacdo com Poco. Eixo X representa as concentragfes testadas e eixo Y a média do
namero de nudcleos quantificados por concentracdo. Dados expressos em média e EPM da
quantificacdo de nulcleos corados. Pogo corresponde as células cultivadas diretamente nos
pocos da placa de cultura sem tratamento. Teste de Andlise de variancia de uma via seguido
pelo teste Tukey HSD. * representa resultados com p < 0,05 e ** p < 0,01 em relagcdo ao controle
(pogo) n =24,
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Figura 7: Imagens de microscopia de fluorescéncia do ensaio de adeséo celular por DAPI ap6s 3

horas. Fotos representativas dos nicleos das células fixadas e coradas em azul apés tratamento
com os biomateriais Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 e controle. 120 imagens

submetidas a quantificacdo pelo software LAS X Life Science Leica Microsystems Aumento de
50x. n = 24.
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4.4, Andlises de viabilidade celular
As diferentes concentracdes da BC (0,25, 0,5 e 1 mg/mL) foram testadas

em contato direto com as células. As bioceramicas Biosilicato®, F18 e a
hidroxiapatita ndo afetaram a viabilidade das CTM apés 2 dias de tratamento,
independentemente da concentragdo estudada. O material 45S5 diminuiu a

viabilidade das células nas concentracdes de 0,5 e 1 mg/mL (Figura 8).
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Figura 8: Ensaios de viabilidade (MTT) de CT tratadas em contato direto com diferentes
concentragdes das bioceramicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 por 2 dias.
Eixo X representa as concentragdes testadas e eixo Y representa a absorbancia obtida através
da leitura no fotémetro Multiskan FC®. Dados expressos em média e EPM. Pogo corresponde as

células cultivadas diretamente nos pocos da placa de cultura sem tratamento e “Morte”
representa as células tratadas com Triton X-100. Teste de Andlise de variancia de uma via
seguido pelo teste Tukey HSD. ** indica resultados com p < 0,01 em relagdo ao controle (po¢o)

n=4.

4.5. Ensaio de diferenciacdo com biomateriais

45.1. Aspecto das células e viabilidade

As BCs Biosilicato®, F18, 45S5 e HAp na concentragdo de 0,25 mg/mL
foram suspensas em meio de diferenciagdo e testadas em contato direto com as
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células. A Figura 9 se refere ao teste de viabilidade apds 2 dias de cultivo em

meio de diferenciacdo osteogénico.

Controle Diferenciagao Bios

Campo claro
v

HAp 4585

Figura 9: Teste Live/Dead néao foi observado morte celular. Imagens de microscopia de campo

Vivas (FDA)

Mortas (IP)

|
.

claro e de fluorescéncia com marcagéo de células vivas em verde (FDA) e mortas em vermelho

(IP) apés 2 dias de cultivo. Grupos: controle ndo diferenciado (Controle), controle de
diferenciacdo osteogénica (Diferenciacédo), biocerdmicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita
(HAp) e 45S5 na concentracdo de 0,25 mg/mL em meio de diferenciacdo osteogénico. Aumento
de 50x. n = 3.

A viabilidade das células tratadas com 0,25 mg/mL de 45S5 foi reduzida
apos 2 dias de cultivo em comparacdo com as células cultivadas em meio de
diferenciacao osteogénico (p<0,05). A viabilidade celular, apds 7 dias de cultivo,
foi semelhante entre todos os grupos (controle em meio de CT, controle em meio
de diferenciacédo e 0,25 mg/ml de Biosilicato®, HAp, F18 e 45S5 em meio de
diferenciacéo) (Figura 10).
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Figura 10: Aumento da viabilidade celular dos biomateriais testados. Ensaios de viabilidade

(MTT) de CT em meio de diferenciacdo osteogénico tratadas em contato direto com 0,25
mg/mL das bioceramicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 por 2 e 7 dias.

Dados expressos em média e EPM. Tempo experimental (2 e 7 dias) expresso no eixo X e
absorbancia no eixo Y. Controle corresponde as células cultivadas em meio de CT.
Diferenciac¢éo corresponde as células cultivadas em meio de diferenciagdo osteogénico. Teste
de Analise de variancia de uma via seguido pelo teste Tukey HSD. * representa resultado com

p < 0,05 em relacé@o ao controle diferenciado n = 3.

45.2. Fosfatase alcalina

Os resultados da quantificacdo de FAL demonstraram que 0,25 mg/mL
das bioceramicas nao afetaram a quantificacdo de FAL em 2 dias de cultura em
meio de cultura osteogénico (Figura 11). Em 7 dias, Biosilicato®, F18 e 45S5
aumentaram os niveis de FAL na comparacdo com meio de cultura de CT. Nesse

teste, HAp manteve niveis de FAL similares ao grupo nao diferenciado.
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Figura 11: Aumento de FAL nos principais biomateriais estudados. Quantificacdo de FAL de CT
cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico tratadas em contato direto com 0,25 mg/mL
das bioceramicas Biosilicato® (Bios), F18, hidroxiapatita (HAp) e 45S5 nos tempos de 2 e 7 dias.
Dados expressos em média e EPM. Tempo experimental (2 e 7 dias) expresso no eixo X e
absorbéancia no eixo Y. Controle corresponde as células cultivadas em meio de CT. Diferenciagcéo
corresponde as células cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico. Teste de Analise de
variancia de uma via seguido pelo teste Tukey HSD. * representa resultado com p < 0,05 e **

representa resultados com p < 0,01 em relagdo ao controle néo diferenciado. n =4
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5. Discussao

Ao longo dos ultimos anos, surgiu uma grande variedade de biomateriais com
a proposta de auxiliar na regeneracao tecidual. Os biomateriais, permanentes ou
biodegradaveis, naturais ou sintéticos, precisam possuir biocompatibilidade.
Com o objetivo especifico de regeneracdo 0Ossea, espera-se que sejam
osteoindutores, osteocondutores, integraveis, possuam boa porosidade e sejam
compativeis de modo mecanico com o 0ss0 nativo para cumprir seu papel
desejado. As ceramicas como os vidros bioativos foram introduzidos ha mais de
30 anos como substitutos 6sseos. Os mesmos sao considerados bioativos, pois
se ligam ao osso e melhoram a formacao do tecido 6sseo. A propriedade de
bioatividade tem sido atribuida a semelhanca entre a composicéo e estrutura da
superficie dos materiais bioativos e a fase mineral do osso. A desvantagem no
uso de vidros bioativos é que a proximidade com o0 0sso hospedeiro é necessaria
para alcancar a osteoconducdo. Muitas vezes mesmo quando essa
caracteristica é alcancada, o crescimento de 0sso novo € estritamente limitado,
porque alguns desses materiais ndo possuem natureza osteoindutora. O 0sso
tem uma vasta capacidade de regeneragcdo a partir de células com

caracteristicas de células-tronco.

A estrutura fisica dos biomateriais € um fator de extrema importancia que
determina as respostas celulares. As diferencas nas caracteristicas
apresentadas pelos biomateriais podem influenciar significativamente na
morfologia, adeséo, proliferacéo e diferenciacdo celular. No presente estudo, o
aspecto microscopico das bioceramicas, avaliado por microscopia de campo
claro, ndo apresentou alteracdes visiveis durante 7 dias de contato com o meio
de cultura. Ap6s 14 dias, as particulas deixaram de apresentar aspecto
pontiagudo, tendendo a apresentar cantos arredondados. A estrutura fisica dos
biovidros € um fator que pode afetar sua taxa de dissolucéo, o que influencia na
cinética das reacbes e consequentemente na modulacdo da atividade
osteoindutora. Por meio da microscopia 6ptica (MO) € possivel avaliar o tamanho
de particulas grandes (por exemplo, as encontradas nesse trabalho que
possuem cerca de 500 pm), embora muitos autores utilizem microscopia

eletronica de varredura (MEV). A partir dos resultados obtidos com MO podemos
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mensurar resultados estruturais das particulas, que como citado, pode ser um
fator que influencia na taxa de dissolucéo do biomaterial. A taxa de dissolucéo
gera alteracdes no comportamento de viabilidade, diferenciagdo e adesao
celular. Um exemplo séo as estruturas porosas que facilitam a migracdo e o
crescimento celular. Essas estruturas auxiliam no transporte de nutrientes e
metabodlitos, estimulando a integracédo 6ssea (ROSETI et al, 2017; NIKOLOVA e
CHAVALLI, 2019).

A influéncia do tamanho das particulas de biovidros sao relatados na
literatura (DOS SANTOS ALMEIDA et al., 2014; XU et al., 2020; JUHL IV,
LATIFI e DONAHUE, 2021). A variagdo no tamanho dos granulos dos
biovidros é um fator que pode gerar uma extrapolacdo na resposta
inflamatéria. A variacdo pode nédo ser tdo benéfica devido a distribuicdo dos
granulos menores de biovidro ocupando espacos entre as maiores. Essa
distribuicdo de particulas pode reduzir o potencial regenerativo e o intersticio
devido a obstrucdo dos espacos que sdo hecessarios para a migracao celular
(SCHEPERS et al., 1993). J& Wheeler e colaboradores (1998) afirmam que
biomateriais com grande variacdo na distribuicdo do tamanho das particulas, de
90 a 710 microns de diametro, formam uma area de superficie maior em
relacdo a biomateriais com variacdo pequena, o que disponibiliza maior o
namero de sitios de adesdo para osteoblastos e favorece a regeneracéo

Ossea.

Dallabrida e colaboradores (2018) observaram, através de MEV, a integracao
dos biomateriais de fosfato de calcio e bifasicos de HAp/beta fosfato tricalcico
(B-TCP) em osso neoformado, demostrando que as taxas de dissolugao do
biomaterial auxiliaram na osteointegracdo. Todos os biomateriais utilizados
apresentaram uma morfologia de granulos entre 200 e 500 ym, caracteristica
promissora quanto a adesao e proliferacéo celular na superficie de graos e de

MICroporos.

A dissolucéo ibnica é o processo de separacgdo de ions e ocorre quando um
composto é dissolvido. Nesse processo de reatividade de um material bioativo,

como é o caso do Biosilicato®, F18 e 45S5, essa separacdo dos compostos
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ibnicos no meio de cultura pode elevar a conducéao elétrica e gerar alteracao de
pH. Essas variacdes afetam a atividade celular, podendo ser responsaveis por
um controle genético, o que influencia na osteoinducdo desses materiais.
Embora exista o relato de variacdo do pH devido ao contato com ceramicas
(LEE, 2017), neste trabalho ndo foram detectadas alteracdes significativas com
excecdo do Biosilicato® no periodo de 24 h em contato com o meio de cultivo
celular. A hip6tese para a auséncia de variagdo pode ser devido ao valor do pH
para a cultura de células ser ajustado para 7,4 e 0os meios de cultivo utilizados
para a manutencao das células serem tamponados com bicarbonato de sodio e
HEPES (4-(2-hidroxietil) — acido 1-piperazinaetanossulfénico). Esses reagentes
mantém o pH do meio de cultura estavel na incubadora nas condi¢Bes de cultivo
utilizadas (5% CO2 e 37 °C) (HODNE et al., 2012). A manutengao dos valores de
pH pode ser sustentada pelo fato de que no meio de cultura testado ndo havia
atividade celular. Sendo assim, ndo ocorreram processos metabdlicos capazes
de alterar significativamente o pH dos meios, como por exemplo ions (Ca?* e K*)
e outros metabolitos (CONNETT, 1989; ERECINSKA, DEAS e SILVER, 1995;
WU e DAVIS, 1981). Bushinsky (1996) e Silver e colaboradores (2001) salientam
a importancia da alcalinizacéo (pH 7,6) do meio para o estimulo de deposicéo de

HAp e colageno para a diferenciagdo osteogénica.

Apbs o periodo de 24 h de contato entre o meio de cultivo e o Biosilicato®, foi
observada a alcalinizacdo do meio, estatisticamente significativa em relacao ao
meio de cultura base. A alcalinizacdo causada por esse biomaterial também foi
relatada em sua patente (ZANOTTO et al., 2006). A liberacdo de ions sodio e
célcio em solucédo gera aumento na pressao osmotica e pH devido ao processo
de lixiviacdo que esses materiais sofrem quando em contato com meio aquoso.
Esse processo conta com cinco estagios que ocorrem quando estdo em contato
com fluidos corporais, como é o caso do SFB utilizado para suplementacao do
meio de cultura. Inicialmente ocorre a lixiviagcdo dos cations Na* e substituicdo
deles na estrutura do vidro por cations H* ou H3O* (estagio 1). O processo de
lixiviagdo gera um aumento no pH causando a lise de Si-O-Si e o silicio é liberado
na solucdo como Si(OH)4 (estagio II). Se o pH local for inferior a 9,5, o
Si(OH)4 condensa e a silica (SiO2) repolimeriza na superficie do vidro, formando

uma camada de silica-gel (estagio Ill). No estagio IV, os ions célcio e fésforo se
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difundem do vidro através da camada de silica-gel (que permite que as trocas
ibnicas entre os vidros e a solugcao continue ocorrendo). A silica-gel adicionada
aos ions célcio e aos fosfatos presentes forma na superficie do vidro uma
camada de fosfato de célcio amorfo. A Ultima etapa ira ocorrer apds o aumento
da espessura das camadas amorfas de silica-gel e fosfato. Essa camada ira
incorporar os ions hidroxila, carbonato ou fluoreto, dando inicio a cristalizacao

em apatita.

Os testes in vitro de viabilidade celular realizados neste estudo foram de
extrema importancia, para avaliar se os biomateriais eram capazes de manter as
células viaveis, quando com elas cultivadas. No estudo de Silver e colaboradores
em 2001, o Bioglass® 45S5 ndo induziu a diminuicdo na viabilidade de
osteoblastos. Para realizacdo desses experimentos, o Bioglass® 45S5 foi
embebido por até 72 h em meio de cultura antes do uso. As particulas de vidro
bioativo foram aplicadas como suspensdes em meio de cultura nos pocos. O
objetivo foi produzir uma cobertura semi-confluente de biovidro que foi
correspondente a 2,38 mg/cm? e as células foram incubadas por mais 2-6 dias).
Os resultados de Silver e colaboradores ficaram em desacordo com o presente
estudo, visto que o Bioglass® 45S5 diminuiu a viabilidade das células, apés 2
dias de cultivo, nas concentracfes mais elevadas (0,5 e 1 mg/mL) do biovidro. A
divergéncia dos resultados do estudo de Silver e colaboradores e o0 presente
estudo, pode ser explicada pelas diferentes condicdes metodoldgicas utilizadas,

como por exemplo, a concentracéo de biomaterial e o tipo celular estudado.

Heidari e colaboradores 2018 trabalharam com adic&o de titAnio em amostras
de 45S5 a fim de avaliar a citotoxicidade do biomaterial em uma relagdo de 0,01
g/mL (vitroceramica/SBF). Os resultados das células testadas quando cultivadas
com o Bioglass® 45S5 com adicéo de titanio indicaram que a citotoxicidade foi
reduzida. Esses resultados foram especialmente mais evidentes nas células
tratadas com 100% e 50% de amostras diluidas por 1 e 7 dias. Segundo os
autores, a principal razdo para a maior viabilidade celular € o pH mais baixo do
meio de cultura celular. Essa diminui¢do de pH foi relacionada com a diminui¢cao

na liberacdo de ions de silicio e sodio.
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A viabilidade das células submetidas a diferenciacdo osteogénica e tratadas
com 0,25 mg/mL de 45S5 também foi reduzida apdés 2 dias de cultivo em
comparacao com as ceélulas cultivadas em meio de diferenciacdo osteogénico, e
a viabilidade celular apos 7 dias foi semelhante entre todos os grupos. A hipotese
para viabilidade diminuida das células cultivadas com biovidro 45S5 e com meio
de diferenciacéo celular pode se relacionar com a adaptacéo das células ao meio

com os mediadores osteogénicos para o processo de diferenciagao celular.

O F18 e o Biosilicato® sdo materiais osteoindutores. Portanto, é esperado que
0s mesmos estimulem a diferenciacdo celular devido a liberacdo de ions que,
guando absorvidos pelas células Osseas, ativam genes relacionados ao
processo de proliferacdo celular (FERRAZ, 2016; FERRAZ et al., 2017,
MARQUES et al.,, 2020; BIGHETTI-TREVISAN et al., 2022.). O 45S5 possui
propriedades que estdo associadas a formacdo de grupos fosfato de calcio na
superficie do material, aos quais estdo associadas a propriedade osteoindutora
do biovidro (THOMAS, PULEO e AL-SABBAGH, 2005; SILVA, 2011; HENCH e
JONES, 2015). Os biomateriais Biosilicato® e F18 apresentaram caracteristicas
osteoindutoras mantendo o teor de FAL em 7 dias semelhante ao grupo controle
de diferenciacdo e maior que o grupo controle em meio de expansao de CT. As
células tratadas com 45S5 apresentaram maior quantidade de FAL que o
controle de diferenciacdo. No presente estudo, a HAp manteve niveis de FAL
similares ao grupo néo diferenciado. A HAp, por mais que possua excelente
propriedade osteocondutora, ndo apresenta caracteristicas osteoindutoras
(CARLO et al., 2007; SOUZA et al., 2016; SZCZES, HOLYSZ, CHIBOWSKI,
2017). Segundo os resultados obtidos nesse trabalho, a HAp foi incapaz de
estimular a diferenciagéo de células-tronco mesenquimais osteoprogenitoras em

osteoblastos, mesmo quando em meio com propriedades osteoindutoras.

De modo geral, os achados no presente trabalho condizem com a bibliografia
disponivel em relacéo ao uso dos biomateriais testados referente a eficiéncia dos

mesmos para a utilizacdo na area de medicina regenerativa.

Este trabalho foi de suma importancia, jA& que resultou em novos
entendimentos sobre a acdo desses biomateriais e possibilitam a criagdo de

novas tecnologias para area meédica. Os biomateriais estudados sao
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promissores para estudos futuros no campo da engenharia de tecidos e medicina

regenerativa.
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6. Conclusao

Os biomateriais Biosilicato®, F18, 45S5 e HAp n&o apresentaram
caracteristicas citotoxicas. Nenhuma concentracdo analisada diminuiu a
viabilidade celular em mais de 30%, conforme preconiza a norma ISO 10993-5.
Os biomateriais apresentaram boa biocompatibilidade com as células. Somente
0 biovidro 45S5, comercialmente utilizado, diminuiu a viabilidade celular nos
experimentos realizados. Os biomateriais, exceto HAp que manteve resultados
de diferenciagdo osteogénicas similares ao controle n&o diferenciado,
apresentaram bons resultados de osteoinducdo, em meio de cultura

osteogeénico.
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7. Perspectivas
Para a obtencdo de dados mais robustos referentes a interagdo entre
células e esses biomateriais, as perspectivas envolvem realizar outros testes
como microscopia eletrénica de Varredura (MEV) para avaliar a superficie dos
materiais e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) para determinagao semi-quantitativa dos componentes das bioceramicas

em contato com as células.

Em estudos futuros, esses resultados poderdo servir como ponto de
partida no que se refere a engenharia tecidual éssea utilizando biomateriais para
a construcdo de scaffolds, servindo como suporte para avaliacbes mais

aprofundadas no tema. Nesse contexto, as perspectivas futuras incluem:

e Testar diferentes protocolos de descelularizacéo de figados de ratos;

e Utilizar as matrizes descelularizadas para a producdo de biomateriais
para serem utilizados na bioimpressora e eletrofiacao;

e Associar estruturas de policaprolactona obtidas a partir das matrizes
descelularizadas aos scaffolds obtidos por impressdao 3D e a redes
nanoestruturadas produzidas a partir de electrospinning para conferir
estrutura mecéanica mais rigida, similar ao tecido 6sseo;

e Combinar aos biomateriais as estruturas acima citadas (biotintas,
eletrofiados, impresso 3D e biovidros) com hidrogéis de alginato e
colageno, bem como a vidros bioativos capazes de incrementar a
viabilidade de células-tronco e para mimetizar a porcdo inorganica da
matriz extracelular 6ssea nativa;

e Testar in vitro os scaffolds produzidos a partir da associacdo dos
biomateriais com células-tronco mesenquimais e células-tronco
diferenciadas;

e Analisar o potencial de regeneragéo osteogénica dos scaffolds produzidos

a partir de testes em modelos murinos.
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