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Coelho F. Desenvolvimento, avaliacdo da toxicidade e do potencial reparador 6sseo de
materiais a base de fibroina ou celulose bacteriana associados a hidroxiapatita e
anticorpos anti-bmp-2. [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

A engenharia tecidual voltada ao tecido 6sseo tem como objetivo proporcionar
uma reparagao que apresente propriedades fisicas e bioldgicas similares ao 0sso natural
com restabelecimento adequado das suas fungdes. Neste contexto, materiais aloplasticos
baseados em biopolimeros como a fibroina da seda (FS) e celulose bacteriana (CB) tém
proporcionado a sintese de excelentes biomateriais para reparacdo Ossea. Esses
biopolimeros sdo biocompativeis, possuem caracteristicas mecanicas interessantes,
apresentam uma lenta taxa de degradacdo in vivo, além da capacidade de serem
modificados quimicamente. Para conferir a estes biopolimeros uma melhor bioatividade
com intuito de potencializar a eficacia local da reparacdo 6ssea, 0 objetivo do presente
estudo consistiu em sintetizar uma membrana a base de FS e outra & base de CB, sendo
cada uma associada a hidroxiapatita e anticorpo anti-proteina morfogenética 6ssea (anti-
BMP-2). Para tanto, estas membranas foram caracterizadas fisico-quimicamente e, para
analise do potencial destas membranas na reparacdo 0ssea, foram realizados ensaios in
vitro para investigacdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, além de
expressao génica desses materiais. As membranas a base de CB obtiveram resultados da
caracterizacdo fisico-quimicamente mais satisfatérios em relacdo a FS e os testes
seguintes foram realizados apenas com a membrana de CB. A membrana de CB
associada a hidroxiapatita ndo demonstrou citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade para as linhagens CHO-K1 e MC3T3-El. Estudos de cinética de
liberacdo de anticorpos in vitro foram realizados para confirmar a ligagdo de anti-BMP-
2 nas membranas e o perfil de liberagdo dos anticorpos quando associados a anticorpos
secundarios conjugados com FITC. Os resultados demonstraram niveis de anticorpos
detectados por até 14 dias e uma reducdo gradativa com o passar dos dias, reduzindo
aproximadamente 70% em 7 dias e 90% em 14 dias. Referente a analise de expressdo
génica dos 6 genes candidatos investigados, todos apresentaram aumento de expressdo
génica, sendo os genes ALPL, RUNX2 e TNFRS11B nos primeiros dias de contato com



a membrana e os genes SPP1, BGLAP e VEGF apds um periodo de contato maior
comparado ao grupo de interesse. Estudos de mineralizacdo Ossea e a atividade de
fosfatase alcalina demonstraram que 0s grupos que apresentavam a proteina BMP-2
obtiveram uma maior resposta quando comparada ao grupo controle. Em concluséo, a
membrana CB-HA-antiBMP-2 obteve resisténcia mecanica necessaria para agir como
material de preenchimento dsseo; é hidrofilica, permitindo a adesdo e proliferacdo
celular e ndo apresentou potencial toxico. A adsor¢do dos anticorpos nas membranas foi
confirmada; houve um aumento da expressdo dos genes envolvidos na reparagdo 0ssea
in vitro em células MC3T3-E1; houve aumento da formacao de ndédulos minerais e da
atividade de ALP.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Anticorpos monoclonais. Toxicidade. Expressao

génica.



Coelho F. Development, evaluation of toxicity and bone repair potential of materials
made of fibroin or bacterial cellulose associated with hydroxyapatite and anti-bmp-2
antibodies.[dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2018.

ABSTRACT

Tissue engineering related to the bone tissue aims to provide a repair that
presents similar physical and biological properties to the natural bone with adequate
restoration of its functions. In this context, alloplastic materials based on biopolymers
such as silk fibroin (SF) and bacterial cellulose (BC) have provided the synthesis of
excellent biomaterials for bone repair. These biopolymers are biocompatible, have
interesting mechanical characteristics, have a slow rate of degradation in vivo, and the
ability to be chemically modified. In order to give these biopolymers better bioactivity
to potentiate the local effectiveness for bone repair, the aim of the present study was to
synthesize a SF-based and BC-based membrane, each of them was associated with
hydroxyapatite and antibody anti-bone morphogenetic protein (anti-BMP-2). The
membranes with immobilized anti-BMP-2 are expected to be effective in capturing
endogenous BMP-2, conferring a different therapeutic approach and potential use for
bone tissue engineering. For this purpose, these membranes were physico-chemically
characterized and, in order to analyze the potential of these membranes in bone repair,
in vitro assays were performed to investigate cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity
and gene expression of these materials. The BC-based membranes obtained physically-
chemically characteristics more satisfactory than the SF, and the next tests were
performed only on the BC membrane. The BC membrane associated with
hydroxyapatite did not demonstrate cytotoxicity genotoxicity and mutagenicity for
CHO-K1 and MC3T3-EL. In vitro antibody Kinetics studies were performed to confirm
the binding of anti-BMP-2 to membranes and the antibody release profile when
associated with FITC-conjugated secondary antibodies. The results demonstrated
antibody levels detected for up to 14 days, and a gradual reduction over the course of
days, reducing approximately 70% at 7 days and 90% at 14 days. Regarding the gene

expression analysis of the 6 candidate genes investigated, all presented increased gene



expression, with the ALPL, RUNX2 and TNFRS11B genes in the first days of contact
with the membrane, and the SPP1, BGLAP and VEGF genes after a superior contact
period compared to the interest group. Studies of bone mineralization and alkaline
phosphatase activity demonstrated that the groups that presented the BMP-2 protein
obtained a greater response when compared to the control group. In conclusion, the BC-
HA-anti-BMP-2 membrane presented the necessary mechanical resistance to act as bone
filling materials; is hydrophilic, allowing adhesion and cell proliferation; and did not
present toxic potential. The adsorption of the antibodies on the membranes was
confirmed; there was an increase of the expression of genes involved in bone repair in
vitro in MC3T3-EL1 cells; there was increase of the mineral nodule formation and of the
ALP activity.

Key words: Bone regeneration. Monoclonal antibodies. Toxicity. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo que possui uma matriz
extracelular mineralizada com determinado grau de rigidez e elasticidade, conferindo ao
corpo a funcdo de suporte’. A producdo, manutencéo e reabsorcdo deste tecido resultam da
interacdo de trés tipos celulares: os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. A matriz dssea tem
dois componentes: uma parte mineral constituida por hidroxiapatita que contribui com 65-
70%, e uma parte organica, composta de glicoproteinas, proteoglicanos, sialoproteinas,
proteinas 6sseas, que compdem entre 25-30% da matriz total®.

A regeneracdo 0ssea é um processo altamente eficiente e fortemente regulado que envolve
todos os componentes do tecido 6sseo’. Esse processo envolve multiplos eventos que incluem
a reabsorc¢do do tecido 6sseo necrosado e do coagulo subsequente ao trauma. Concomitante a
esses eventos, hd o desenvolvimento de processo inflamatorio que propicia a liberagdo de
fatores de crescimento que auxiliam na diferenciacdo celular e, consequentemente, na
formacéo do tecido 6sseo®.

O processo de regeneracdo Ossea transcorre sem complicacGes na maioria dos casos (90 a
95%)°. No entanto, defeitos 6sseos prolongados apés trauma ou resseccdo de cancer ou
fraturas ndo unidas podem exigir tratamento mais sofisticado. Nestes casos, procedimentos de
enxerto 0sseo, transporte 6sseo, distracdo osteogénica ou biomateriais sdo aplicados para
reconstrucio dssea’.

O enxerto 6sseo € um procedimento cirdrgico comumente realizado para aumentar a
regeneracdo 6ssea em uma variedade de procedimentos ortopédicos e maxilofaciais®, sendo o

42168 1sso ocorre

0sso autdlogo considerado o material "padrdo-ouro™ de enxerto 0sseo
porque combina todas as propriedades necessarias para uma regeneracdo éssea eficiente em
um material: osteointegracdo (proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e outros fatores de
crescimento), osteogénese (células osteoprogenitoras) e osteocondugéoG. Contudo, o enxerto
autologo apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de remocéo do tecido 6sseo de
outra regido do paciente (sitio doador), o que demanda outra cirurgia, com suas respectivas
morbidade e possiveis complicacdes pds-operatorias (hemorragia, hematoma, infec¢éo e dor
crénica) que sdo comuns da remogéo do tecido 6sseo para enxerto®, as quais aumentam com a
quantidade de osso colhido®. O aloenxerto, 0sso retirado do corpo de outra pessoa, poderia ser
uma alternativa. No entanto, a taxa de incorporacdo do aloenxerto € menor do que com o

auto-enxerto, além de apresentar possibilidade de transmissdo de pat6genos®.
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Em certos contextos clinicos e indicacdes apropriadas, uma combinagdo de materiais
substitutos 0sseos (biomateriais) com células/tecidos vivos, ou uso desses biomateriais
sozinhos pode ser adequada®.

Sendo assim, um biomaterial ideal para reconstrucéo 0ssea deveria possuir as qualidades
de um osso autdgeno, sem as desvantagens decorrentes da obtencdo de tecido 6sseo de um
sitio doador. E necessario que permita uma boa adesdo celular a sua superficie, tenha uma
resisténcia mecanica suficiente para ser usado em locais onde ha incidéncia de carga, nao
tenha caracteristicas oncogénicas, seja hemostatico, esterilizavel, biocompativel,
biorreabsorvivel, osteocondutor, osteoindutor, estruturalmente semelhante ao osso, facil de
usar e econdmico®®.

O numero crescente de materiais para enxerto 0sseo com origens completamente
diferentes esta comercialmente disponivel para muitas aplicacdes no corpo humano. Sao
varidveis em sua composi¢cdo, seu mecanismo de acdo e, portanto, suas indicacdes.
Biomateriais sdo geralmente considerados como uma alternativa altamente relevante para
enxerto 6sseo em cirurgia dentaria, implantodontia e periodontia. Desta forma, uma grande

variedade de defeitos 6sseos pode ser reparada usando biomateriais®.

1.1 Biopolimeros Fibroina da Seda (FS) e Celulose Bacteriana (CB)

Entre os polimeros naturais, a celulose bacteriana (CB) e a fibroina da seda (FS)
oferecem inGmeras oportunidades para funcionalizacdo, processamento e integracdo
bioldgica®.

A seda é amplamente conhecida na indastria téxtil por seu brilho e propriedades
mecanicas. Sedas sdo proteinas fibrosas sintetizadas por células epiteliais de glandulas do
bicho-da-seda. As fibras de fibroina possuem aproximadamente 10-25 um e consistem em
duas cadeias proteicas: uma cadeia leve (26 kDa) e outra pesada (390 kDa), ligadas por uma
simples ligacdo dissulfeto’®. Essas cadeias sdo revestidas por uma proteina hidrofilica
chamada sericina que representa 25-30% do casulo total do bicho-da-seda'. A FS é
purificada pelo aquecimento dos casulos em uma solucdo alcalina. A cadeia priméria da
fibroina consiste praticamente em glicina (43%), alanina (30%) e serina (12%)"2. Esses
aminoacidos mediam interacbes importantes entre células de mamiferos e a matriz
extracelular, facilitando a adeséo e o crescimento celular®,

A FS possui varias propriedades desejaveis, incluindo a sua biocompatibilidade,
facilidade com que pode ser quimicamente modificada, lenta taxa de degradagéo in vivo e a
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sua capacidade de ser processada em mdaltiplos formatos a partir de qualquer solucdo aquosa
ou solvente organico™ e apresenta atividade antimicrobiana®.

Devido ao cultivo em grande escala de bichos-da-seda para a industria téxtil, existem
fontes de custo abundantes e razoaveis para este polimero natural. Contudo, para aplicacdes
médicas, é necessaria uma extracdo e preparacdo adequadas. A partir dos casulos crus, a
sericina deve ser removida das fibras de fibroina para assegurar a biocompatibilidade. A
sericina € um grupo de glicoproteinas soltveis que cobre a superficie da fibroina. Uma vez
que esta proteina adesiva é removida, as fibras de fibroina sdo dissolvidas numa solucéo
aquosa que pode ser posteriormente processada em diferentes materiais™.

A celulose é o biopolimero mais abundante na Terra e esta presente em uma ampla
variedade de espécies vivas, sendo obtidas principalmente de arvores e algoddo. Também
pode ser obtida a partir da bactéria Gluconacetobacter xylinus, a qual produz celulose
nanobacteriana isenta de lignina e hemicelulose em uma rede hierdrquica tridimensional
composta por feixes de microfibrilas muito mais finas de tamanho nanométrico de 3,0 a 3,5
umlo_

A celulose sintetizada pelas bactérias € microcristalina, apresenta capacidade de
absorcdo de &gua superior a celulose vegetal e apresenta maior resisténcia mecanica quando
hidratada'®. Ao contrério de outros tipos de membranas sintéticas, a membrana de celulose
bacteriana (CB) exibe uma alta resisténcia a corrosdo quimica, é biocompativel, porosa e
ainda possui boa resisténcia mecanica **. A CB pode ser produzida em quase qualquer forma
devido & sua elevada moldabilidade durante a formacao®. Propriedades Unicas que a fazem
ser um biopolimero com grande potencial a ser explorado pela biotecnologia, e outras areas da
ciéncia biomédica™.

Membranas de CB nédo foram citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas em células CHO-
K1, assim como membranas de FS ndo apresentaram citotoxicidade e proporcionaram o

crescimento de células fibroblasticas, bem como mantiveram as funcdes celulares®’.

1.2 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um sal de fosfato de céalcio hidroxilado com um elevado grau
de dureza, que constitui 0 componente principal de substancia inorganica dos 0ssos e dentes,
onde é parcialmente substituido por fluorapatita. E solivel somente em um ambiente
fortemente &cido. Os osteoblastos formam HA a partir de ions fosfato e célcio, incorporados
nos 0ss0s humanos, 0s quais sdo compostos por aproximadamente 70% de matrizes minerais.

A ceramica HA é quimicamente quase idéntica & HA natural®.
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A HA apresenta propriedades biolégicas como biocompatibilidade e osteocondugéo®. Devido
as suas caracteristicas de bioatividade e reabsor¢do, promove ligagdo direta com os tecidos
vivos e promove degradacdo lenta e gradual do material com a finalidade de substituicdo dos
tecidos em que sdo implantados™.

As bioceramicas a base de fosfato de célcio (hidroxiapatita sintética e fosfato
tricélcico) se assemelham aos componentes inorganicos do tecido 6sseo. Estas similaridades
as tornam propicias a adesdo celular e & neoformacdo do tecido 6sse0®®, o que as tornam
excelentes materiais para proporcionar uma melhor bioatividade aos materiais para
reparacdo/regeneracdo Ossea. Entretanto, as bioceramicas possuem baixa resisténcia mecéanica
quando comparado a materiais poliméricos e metalicos?!, exemplificado pela HA que tem boa
bioatividade e osteocondutividade, porém é muito fragil e apresenta baixa resisténcia a
tracdo?.

Apesar disto, a associacdo destas ceramicas com materiais polimeros tem se tornado
uma opcao atrativa para o desenvolvimento de compdsitos para reconstrucéo 0ssea, pois desta
forma, obtém-se materiais com resisténcia mecanica adequada e ainda com bioatividade
favorecida pela ceramica® .

Particulas de HA nanométricas estdo associadas a um nivel menor de citotoxicidade in
vitro com boas ligacdes celulares e crescimento de osteoblastos humanos®®.

Biomateriais estdo sendo desenvolvidos utilizando a FS como a parte organica de
compositos, com adi¢cdo de compostos inorganicos como a HA, a fim de melhorar as
propriedades dos materiais, tornando-os mais similares ao tecido 6sseo?®® mostrando
resultados promissores para a regeneragdo 6ssea’ % %,

Os compdsitos HA/BC apresentam aplicacGes potenciais na engenharia de tecidos
0sseos com caracteristicas marcantes como propriedades mecanicas elevadas, porosidade

suficiente, moldabilidade, excelente biocompatibilidade e boa capacidade de ligac&o 6ssea®’.

1.3 Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs)

Proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs do termo em inglés — bone morphogenetic
proteins) pertencem a familia TGF-p (transformation growth factor — ,3)3 identificadas como
o fator osteoindutivo mais relevante na matriz 0ssea desmineralizada. Embora exista uma
vasta gama de BMPs descritas na literatura, as BMPs 2, 4, 6 e 7 (também chamadas OP-1) séo
geralmente consideradas as mais osteoindutoras®.

O principal papel das BMPs € o recrutamento de células mesenquimais para o local de

cicatrizacdo e, em seguida, diferencid-las em linhagem osteogénica, resultando em nova
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formacao ssea >%. A BMP-2 desempenha um papel importante na expressdo de marcadores
osteogénicos como Fosfatase Alcalina, do inglés- alkaline phoasphatase (ALPL), a
osteocalcina e a proteina quinase Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK). Ao mesmo
tempo, provavelmente esta também envolvida na expressdo dos fatores de transcri¢cao nuclear
RUNX2. As BMPs ja foram utilizadas em estudos pre-clinicos e clinicos. Apesar de bons
resultados terem sido obtidos, houve um problema com relacdo a definicdo da dose
terapéutica, a qual variou bastante, dificultando a definicdo de uma concentracdo ideal para
aplicaces em humanos®.

BMPs desempenham um papel essencial na regulacdo da osteogénese, bem como na
remodelacdo dssea pela proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos. Tradicionalmente,
acredita-se que estes caminhos sejam ativados pela ligagdo de BMPs em um receptor ligante-
especifico de membrana, receptores BMP tipo 1 (BMPR1) e receptores BMP tipo 2
(BMPR?2). A ligacdo do receptor inicia a transducdo de sinal através da fosforilagdo de varias
proteinas SMAD e sua translocagdo nuclear. Os SMADs também funcionam como fatores de
transcricdo, controlando a expressdo de genes osteogénicos essenciais envolvidos na
proliferacdo de osteoblastos (Msx2), sintese da matriz (RUNX2, osteopontina-SPP1, fofatase
alcalina-ALPL) e inibicdo de diferenciagdo dos osteoclastos (TNFRSF11B-
osteoprotegerina)®°.

Além da sinalizacgdo BMP/SMAD, as cascatas MAPK representam uma via
alternativa, ndo-candnica para a transducdo de sinal de BMP-2. BMP-2 ativa as vias de
sinalizacdo p38, ERK1/2 e JNK1/2 para promover a expressao e ativacdo de um fator de
transcricdo especifico relacionado ao RUNX2. RUNX2 tem um papel essencial na
diferenciacdo osteoblastica de células-tronco e diretamente estimula a transcricdo de
importantes genes alvo a jusante, incluindo aqueles que codificam osteocalcina (BGLAP),
colageno tipo 1 (COL1A1) e osteopontina (SPP1)*. O mecanismo de acdo do BMP-2 na
expressao de marcadores osteogénicos pode ser verificada atraves da cascata de sinalizacdo na

Figura 1.
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Figura 1 -Cascata de sinalizacdo de BMP-2 na expresséo de marcadores osteogénicos.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Kneser et al.® foi provado que sistemas de liberagdo inteligente apresentam
importancia crucial para a formacao 6ssea confiavel e aplicacdo econémica de BMPs. Com a
auséncia dos sistemas de liberacdo controlada, os fatores de crescimento rapidamente se
difundem para longe dos dispositivos®.

A ossificacdo heterotopica, a cinética de liberacdo ndo ideal e, por Gltimo, mas ndo
menos importante, o preco elevado representam um desafio para aplicagdo mais ampla destas
substancias®.

Proteinas recombinantes produzidas a partir da clonagem de BMPs humanas (rhBMPs
- proteinas morfogenéticas recombinantes humanas) demonstraram capacidade para induzir a
formacdo 6ssea>’. Estas foram aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration),
resultando em uma rapida aceitacéo para reparacdo de fraturas 6sseas>.

BMP/INFUSE (rhBMP-2) (Medtronic, Memphis, TN e EUA) foi aprovado pela FDA
em 2002 como uma alternativa ao enxerto 6sseo autdgeno para fusdes de vértebras lombares.
Foi observado que efeitos adversos graves podem ocorrer ap6s o uso de rhBMP-2 nas
cirurgias de coluna vertebral. Complicages in vivo e in vitro em modelos animais atribuidas

as BMPs (BMP-2, BMP-7) datam de meados de 2000. Essas complicacgdes, particularmente
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devido ao uso de doses mais altas, incluem processos inflamatorios, vascularizagéo
aumentada, proliferacéo fibrobléstica e catabolismo®. De acordo com Epstien®®, a literatura
especializada recente reconhece que a utilizacdo de BMP/INFUSE para realizar fusbes
espinhais contribui para a maior morbidade perioperatoria e pds-operatéria. Além disso, a
producdo de rhBMPs tem alto custo para o uso clinico, o que gera preocupagdo em relacéo ao
custo-beneficio®. Uma parte do elevado custo de rhBMPs esté relacionada ao fato de doses
supra-fisioldgicas (1,5 mg/ml) das proteinas serem necessarias para se obter o resultado
esperado, além da incapacidade de manter a concentracdo do fator de crescimento por longos

periodos de tempo e a menor atividade biolégica de rhBMPs em relacio ao BMP endégeno®.

1.4 Antibody Mediated Osseous Regeneration (AMOR)

A maioria dos processos biolégicos é guiada por mediadores celulares especificos. A
administracdo de apenas um fator de crescimento exdgeno ndo apresentaria uma condicao
ideal para a cicatrizacéo de feridas®>. Como uma alternativa para a administracdo exdgena de
rhBMP-2, foi estudado o uso de anticorpos anti-BMP-2 imobilizados em scaffolds para a
captura de BMP-2 enddgena. O BMP-2 enddgeno capturado seria capaz de induzir a
diferenciacdo osteogénica de células-tronco osteoprogenitoras. Esta abordagem ficou
denominada como (Antibody Mediated Osseous Regeneration - AMOR)®. O esquema de
ligagdo dos anticorpos anti-BMP-2 em membranas para a captura de BMP-2 enddgeno pode

ser visualizado na Figura 2.

Figura 2 -Esquema de imobiliza¢do de anti- BMP-2 em membranas. Demonstra¢éo da
captura de BMP-2 enddgeno e de células células-tronco osteoprogenitoras. 1) O mAb anti-
BMP-2 ¢é imobilizado em uma membrana de CB. (2) O mAb captura BMP-2 enddgeno do
microambiente. (3) O BMP-2 capturado por mAb atrai e liga em seu receptor celular

especifico células osteoprogenitoras, promovendo sua diferenciacdo osteogénica.
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Freire et al.*®

investigaram o potencial regenerativo de BMP-2, visando a captura de
BMP-2 endogena com a utilizacdo de clones de anticorpos imobilizados em scaffolds de
esponja de colageno absorvivel em defeito de calvaria de ratos. Analises de micro-CTs
(microtomografias computadorizadas) demonstraram que logo apds duas semanas pos-
cirtrgicas ocorreu um preenchimento 0sseo estatisticamente significante com o tratamento
dos clones de anticorpos anti-BMP-2: 4B12 e 3G7. A presenca da molécula de anticorpo nos
estagios iniciais da cicatrizagdo alterou 0 comportamento celular pelo aumento da infiltracdo
celular, bem como, pela ativacdo da expressdo génica de BMP-2, BMP-4 e BMP-7. O
anticorpo monoclonal reagiu com BMP-2, BMP-4 e BMP-7 in vitro e in vivo, levando a
concentracOes significativamente maiores dessas moléculas no local durante a cicatrizagéo
precoce. A eficacia de anti-BMP-2 3G7 na regeneracdo de 0sso novo foi quantitativamente
comparavel ao de rhBMP-2 e qualitativamente equivalente ao 0sso enddgeno.

Ansari et al.*®

utilizando do conhecimento osteogénico in vivo da abordagem AMOR,
investigaram a acdo deste em diferentes matrizes: micro-esferas de titanio, hidrogel de
alginato e esponja de colageno absorvivel. Os estudos in vivo utilizaram a analise de micro-
CTs em defeitos em calvaria de ratos. Foi observada e quantificada a formacdo 6ssea nos 3
tipos de scaffolds ap6s 8 semanas de implantacdo, tendo sido diferente do controle negativo.
O scaffold de titanio apresentou maior formacgdo 6ssea devido as microesferas contribuirem
para um maior volume de material nas calvarias de ratos, possuirem radiopacidade e nédo
serem biodegradaveis.

Em ambos os estudos, a utilizacdo de anticorpos anti-BMP-2 foi capaz de capturar
multiplos mediadores osteogénicos devido ao alto grau de homologia entre o gene humano
BMP-2 em relacdo a outras espécies, incluindo chimpanzé (99,3%), vaca (94,3%),
camundongo (92,5%) e rato (92,2%). Esta pode ser a razéo que 0s anticorpos gerados contra o

antigeno humano BMP-2 possam mediar a regeneracdo 0ssea em calvaria de ratos.

1.5 Investigagéo de Citotoxicidade, Genotoxicidade e Mutagenicidade

Para um composto ser classificado como biomaterial este deve ser biocompativel e
quimicamente inerte ou estavel®’. Logo, a utilizacdo de um biomaterial compativel ndo deve
desenvolver reagOes toxicas, alérgicas ou carcinogénicas. No intuito de verificar se 0s
materiais propostos neste projeto apresentam essas propriedades, foram realizados ensaios in
vitro para investigacédo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Citotoxicidade é estabelecida como o potencial de um material em produzir efeitos

letais ou sub-letais®®. Um dos mais utilizados e eficientes métodos de avaliar a citotoxicidade
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é por meio do kit XTT, que quantifica a capacidade da enzima desidrogenase presente nas
mitocndrias viadveis de converter o sal tetrazolio hidrossolivel XTT (cor amarela) em
compostos de formazana por meio de espectrofotdmetro®®. O ensaio de Sobrevivéncia
Clonogénica é capaz de avaliar quantitativamente o efeito sub-letal da citotoxicidade. O
método consiste em avaliar se um determinado tratamento pode ou ndo prejudicar a
capacidade proliferativa das células; ou seja, se as células mantém sua capacidade de
formarem coldnias apos tratamento com determinada substancia®.

A genotoxicidade é definida como o potencial que uma substancia tem de reagir com o
DNA da célula. Esse contato pode resultar tanto em um efeito genotoxico, caso as enzimas
enddgenas de reparo do DNA possam reparar as quebras de fita simples e/ou dupla do DNA;
como em um efeito mutagénico, caso tais alteracdes no DNA de uma célula ndo sejam
passiveis de reparacdo, sendo transmitidas de modo estavel as células filhas no processo de
divisao celular®.

Descrito por Singh et al.** o Ensaio Cometa ou single cell gel assay é um excelente
método para investigar se um material pode apresentar atividade genotoxica em um tecido. Os
fragmentos decorrentes da quebra de fitas simples e duplas de DNA migram do ndcleo, de
acordo com o dano ocorrido na molécula®.

Segundo Darroudi e Natarajan®’, os danos causados a0 DNA e que podem ser
detectados por meio do ensaio Cometa, podem estar sujeitos aos processos de reparo celular.
Somente uma pequena parcela dos danos provocados no DNA é que serdo fixados gerando as
mutacdes, isso ocorre por causa da capacidade de reparo das células, devido ao estagio do
ciclo celular que a célula se encontra e ao tipo de agente mutagénico®.

De acordo com Poersch et al.**

0 estudo do dano genético ao nivel cromossémico é
essencial para a genética toxicoldgica, pois as mutagdes cromossdmicas sdo um importante
evento da carcinogénese. Entre os métodos mais utilizados para avaliar danos cromossdmicos,
destaca-se o teste do micronucleo, que € definido como uma pequena massa nuclear
delimitada por membrana e separada do ndcleo principal que se forma durante a tel6fase da
mitose ou meiose, quando o envoltorio nuclear é reconstituido ao redor dos cromossomos das
células filhas. Desse modo, sdo resultantes de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de
cromossomos inteiros que se perderam do ndcleo principal, representando perda de cromatina

em consequiéncia de dano cromossomico estrutural ou distdrbio no aparato mitotico®.
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1.6 Investigacdo da Expressdo Génica

Uma importante estratégia para verificar in vitro e/ou in vivo se um determinado
material ou substancia tem papel na modulacdo da expressao de genes e proteinas importantes
para reparacao/regeneracao 0ssea € por meio da investigacdo da expressao génica e protéica.
Foi verificada em uma linhagem mioblastica (C2C12) que a utilizacdo da abordagem AMOR
(utilizando anti-BMP-2) resultou em efetiva diferenciagdo Ossea, inclusive promoveu o
fechamento de um defeito 6sseo critico em calvéria de ratos*®. Geralmente, quando se deseja
investigar a expressdo de genes mediada pela presenca de substancias ou materiais, costuma-
se cultivar células de uma linhagem relacionadas ao tecido que estara em contato com o
material. No que se refere a reparacdo/regeneracdo 6ssea, costuma-se cultivar as células
MC3T3-E1 (pré-osteoblastos de calvaria de camundongo) sobre o material objeto de

investigacdo®’.

|.25 |.30

Como ja descrito por Huang et al.” e por Rath et al.”*, as proteinas BMPs possuem um
papel especial na via de expressdo de diversos genes osteogénicos envolvidos na proliferacéo
de osteoblastos, sintese da matriz, inibicdo de diferenciacdo dos osteoclastos e também na
transcricdo de importantes genes alvo a jusante. Podem ser destacados alguns genes
osteogénicos como 0s genes da osteopontina (SPP1), fosfatase alcalina (ALPL),
osteoprotegerina (TNFRS11B), RUNX2, osteocalcina (BGLAP) e do fator de crescimento
endotelial (VEGF).

O gene SPP1, localizado no cromossomo 5, € responsavel por codificar a proteina
envolvida na ligacdo de osteoclastos a matriz 6ssea mineralizada. A proteina codificada é
secretada e se liga a hidroxiapatita com alta afinidade. O receptor de vibronectina de
osteoclastos é encontrado na membrana celular e pode estar envolvido na ligacdo a esta
proteina “%. O produto do gene ALPL, localizado no cromossomo 4, é uma enzima glicosilada,
a qual pode desempenhar um papel na mineralizacdo 0ssea. As mutagdes neste gene tém sido
associadas a hipofosfatasia, uma desordem caracterizada por hipercalcemia e defeitos
esqueléticos™.

Também conhecido por OGP, o gene TNFRS11B esta localizado no cromossomo 8 e
codifica uma proteina a qual pertence a uma superfamilia do receptor de TNF. Esta proteina é
um receptor de osteoblastos que funciona como um regulador negativo da reabsorcdo 0ssea.
Esta proteina se liga especificamente ao seu ligante de osteoprotegerina, 0s quais s&o
reguladores extracelulares chave do desenvolvimento de osteoclastos®.

Membro da familia RUNX de fatores de transcricdo, o gene RUNX2 localiza-se no

cromossomo 17 e codifica uma proteina nuclear com um dominio Runt de ligacdo ao DNA.
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Esta proteina é essencial para a diferenciacdo osteoblastica e morfogénese esquelética e atua
como um arcaboucgo para &cidos nucleicos e fatores reguladores envolvidos na expressao do
genes importantes para o desenvolvimento 6sse0.

O gene BGLAP, localizado no cromossomo 3, codifica uma proteina 0ssea altamente
abundante segregada por osteoblastos que regula a remodelacdo Gssea e 0 metabolismo
energético. A proteina codificada contém um dominio Gla (carboxilglutamato gama), que
funciona na ligacdo ao calcio e & hidroxiapatita®®. Membro da familia de fatores de
crescimento de PDGF/VEGF, o gene VEGF estd localizado no cromossomo 17 e induz a
proliferacdo e migracdo de células endoteliais vasculares e é essencial tanto para angiogénese
fisioldgica quanto patolégica®.

Apesar do que ja se conhece de biomaterias para a promocdo do reparo 4sseo, 0
presente estudo revela uma estratégia para buscar atender as necessidades da inddstria quanto

a confecgdo de um biomaterial com uma formag&o dssea confiavel e aplicagdo econdmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste estudo foi sintetizar e caracterizar dois tipos de compdsitos
manufaturados como membranas: um a base de FS e outro a base de CB (membranas),
associados @ HA e anticorpos anti-BMP-2, além de avaliar sua toxicidade e eficicia na

modulacéo da expressao de genes importantes para reparagdo/regeneracao 0ssea.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Sintetizar dois tipos de compositos: um a base de FS e outro a base de CB
(membranas), associados a HA e anticorpos anti-BMP-2;

2.2.2. Caracterizar fisico-quimicamente 0s compoésitos por meio dos ensaios:
microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia por dispersdo de energia e raio X
(EDS), espectroscopia de infravermelho (Fourier-transform infrared spectroscopy - FTIR),
analise das propriedades mecanicas e andlise da hidrofilicidade pelo ensaio do angulo de
contato;

2.2.3. Avaliagdo da toxicidade in vitro nas linhagens CHO-Kle MC3T3-E1 pelos
ensaios de citotoxicidade (Ensaio do XTT e Sobrevivéncia Clonogénica), genotoxicidade
(Ensaio Cometa) e mutagenicidade (Teste do Microntcleo);

2.2.4. Estudos de cinética de adsorcdo de anticorpos in vitro detectados por anticorpos
secundarios anti-IgG conjugados com FITC por meio de microscopia de imunofluorescéncia;

2.2.5. Avaliacdo da expressdo de genes importantes para reparacdo Ossea através da
realizacdo de PCR em tempo real (RT-gPCR);

2.2.6. Avaliacdo da formacdo de nodulos minerais por vermelho de alizarina e da
atividade de ALP.

2.2.7. Quantificagdo da Producdo de IL-6 e TGF-B por Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA)
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram desenvolvidos dois tipos de compositos, um a base de FS e HA e outro a base de

CB e HA, ambos associados ao anticorpo anti-BMP-2 (Tabela 1).

Tabela 1 -Materiais desenvolvidos a base de FS ou CB, associados a HA e anticorpo anti-
BMP-2.

Materiais:

Celulose Bacteriana (CB)

Celulose Bacteriana+ anti-BMP-2 (CB- antiBMP-2)

Celulose Bacteriana + hidroxiapatita (CB-HA)

Celulose Bacteriana + hidroxiapatita + anti-BMP-2 (CB-HA-antiBMP-2)
Fibroina (FS)

Fibroina + anti-BMP-2 (FS-antiBMP-2)

Fibroina + hidroxiapatita (FS-HA-antiBMP-2)

Fibroina + hidroxiapatita + anti-BMP-2 (FS-HA-antiBMP-2)

Fonte: Elaborada pela autora

3.1 Preparacao e Caracterizacdo das Membranas de CB e de FS

Producdo da celulose bacteriana

A producédo de CB, sintetizada pela bactéria Acetobacter xylinum, ocorreu em meio de
cultura apresentando a seguinte composicdo basica: glicose 50 g/L (m/v), extrato de levedura
4 g/L, fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO,) 2 g¢/L, sulfato de magnésio
heptahidratado (MgS0O,.7H,0) 0,73 g/L e etanol 20 g/L a 30°C.

Preparo do meio: Foram pesados 4 g de extrato de levedura, 0,73 g de MgS0O,4.7H,0 e 2
g de KH,PO, em um erlenmeyer (1L) e adicionados 680 mL de &gua para que fossem
dissolvidos. Em outro erlenmeyer (500 mL) foi adicionado 50 g de glicose e 300 mL de agua
para que também fosse dissolvida. Os conteddos de ambos os erlenmeyers foram
autoclavados separadamente, pois a glicose € muito reativa e pode reagir com 0S outros
componentes.

Apbs ser autoclavado, o etanol foi adicionado ao meio em fluxo laminar. O meio
preparado foi entdo adicionado em erlenmeyer de 250 mL, respeitando a proporcéo de 5:1,
adicionado 45 mL de meio.

Pré-inoculo: 10% de Acetobacter xylinum e 90% do meio (5 mL de pré-inoculo e 45 mL

de meio) foram inoculados, sempre flambando os frascos e incubados a 30°C por 24 horas.
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Inoculagdo: O pré-indculo foi utilizado na inoculagdo dos meios (50 mL de in6culo e
450 mL de meio) e 100 mL foram adicionados em placas petri de 13 cm de didmetro e
incubados por 5 dias a 30°C para a producéo da celulose.

Apds esse periodo, as membranas de CB produzidas foram lavadas inicialmente com
agua corrente (3 dias), tratadas com 300 mL de NaOH 0,1 mol.L-1 a 80°C por 30 min. A
solugédo de NaOH foi trocada e deixada por mais 30 minutos. Na sequéncia, as membranas
foram lavadas com agua destilada por 3 dias até verificacdo de pH neutro, como pode ser

visualizada na Figura 3.

Figura 3 -Produgdo da membrana de celulose bacteriana. A- Inoculagéo do meio de cultura.
B- Manta de CB produzida.

Fonte: Elaborado pela autora

Producéo da fibroina

Extracdo da fibroina: A producdo da fibroina ocorre pela extracdo dos casulos de
Bombyx mori de acordo com o protocolo de Rockwood et al.**,

Em um recipiente, foi adicionado 4 L de 4gua deionizada para 5 g de casulos e 4,24 g de
carbonato de célcio, os quais foram mantidos em aquecimento por até 30 minutos apos a
fervura. Ocasionalmente, deve-se agitar com uma espatula para promover a boa dispersao de
fibroina.

A fibroina extraida foi removida com a ajuda de uma espatula e lavada em &gua ultra
pura. Em seguida, foi adicionado 2 L de 4gua deionizada e lavada em &gua durante 20 min
enquanto se agitava suavemente sobre uma placa de agitagdo. Esse procedimento foi repetido
por duas vezes, obtendo um total de trés lavagens.

Apos a terceira lavagem, a fibroina foi espalhada sobre um papel de aluminio e deixada

em estufa para secagem por 24 horas.
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Para a dissolucdo da fibroina, foram testadas as solugdes LiBr e CaCl, quanto a
viabilidade celular e pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Como ndo houve
diferenca entre elas, a dissolucédo da fibroina foi realizada em solucéo de CacCl..

Dissolucdo da fibroina em CaCl,: A cada 10 gramas de fibroina foram adicionados 100
mL da solucgdo de CaCl,. EtOH. H,0 (1:2:8 molar) e a suspensdo mantida em 85°C em banho
termostatizado até a dissolu¢do completa.

Dialise da fibroina: Didlise contra 1 L de agua ultrapura para 12 mL de solucdo de
fibroina em uma fita de dialise. Para assegurar a mistura, uma grande barra de agitacdo foi
usada e colocada uma barra magnética pata agitar a placa. A agua foi trocada ap6s 1h, 4h,
naquela noite, na manha seguinte e na noite seguinte, bem como na parte da manha do dia
seguinte (ou seja, seis trocas dentro de 48 h).

Foi realizada uma centrifugacao para remover impurezas a 20.000 rpm a 4°C durante 20
min e a centrifugacdo foi repetida por mais uma vez. O esquema de producdo pode ser
verificado na Figura 4.

Figura 4 -Producéo da FS de acordo com o protocolo de Rockwood et al. (2011)**

2) Fervura em agua 3)Agitacdo constante 4) Lavagem em agua ultra pura
deionizada com NaCO_ por 30 minutos apds corrente e em  seguida,

fervura lavagem com agitagdo com 2
(ngcge casulo/ 4,249 L de agua deionizada (2
aco,)

trocas)

F
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5) Secagem da fibroina
em estufa por 24 horas

7)Didlise da fibroina

6) Dissolucdo da fibroina em
LiBre em CaCI2

Fonte: Elaborado pela autora.
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Avaliacdo da toxicidade da fibroina: Ensaio de Citotoxicidade e Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia (CLAE) para confirmacdo da separacdo e eliminacdo da proteina

Serecina

As fibras de fibroina possuem aproximadamente 10-25 um e consistem em duas cadeias
proteicas: uma cadeia leve (26KDa) e a pesada (390 kDa) ligadas por uma simples ligagéo de
dissulfeto. As cadeias leve e pesada da fibroina sdo revestidas pela proteina sericina, a qual
apresenta uma relativa toxicidade para a fibroina, caso ndo seja removida por completo. Para
verificar a toxicidade da fibroina e a total remocéo da serecina, foram realizados os ensaios in

vitro de citotoxicidade (teste do XTT) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Eluato

A avaliacdo do material foi feita recolhendo substancias referentes a cada etapa do
processo de extracdo da fibroina (Tabela 2). As solucdes extraidas foram obtidas a partir do
preparo de eluato, confeccionado de acordo com a ISO 10993-12°*. O material foi imerso em
meio de cultura HAMF10: D-MEN (1:1) com auséncia de soro fetal bovino, a 37°C por 24
horas, sob agitacdo a 133 rpm em incubadora (New Brunswick Scientific — Excella E24

Incubator Shaker Series).

Tabela 2 -Materiais testados durante extracao da fibroina.

Materiais:

Casulo (A)

Algodéo obtido ap6s a extracdo da serecina com NaCOj3 (B)
Solucao restante da extracao do casulo com NaCO3 (C)
Solugdo viscosa final obtida a partir da solucéo de LiBr (D)
Solucéo viscosa final obtida a partir da solucéo de CacCl; (E)

Fonte: Elaborado pela autora

Cultura Celular e Tratamentos

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas celulas de ovario de hamster chinés
(CHO-K1), com ciclo de divisdo de aproximadamente 14 horas, crescidas em meio de cultura
HAM-F10:D-MEM (1:1), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e kanamicina
(1%) mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. As células foram cultivadas e

repicadas até atingirem a terceira passagem.
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Teste de Citotoxicidade — Viabilidade celular (XTT)

Foram semeadas 2x10* células em placas de 24 pocos num volume de 1 mL de meio
HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37°C em estufa com
5% de CO; por 24 horas. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos colocando-se
eluatos na concentracdo de 100% por 24 horas, além do controle negativo (CN = pocos
contendo apenas células com meio de cultura sem SFS e sem material). Para o CP, foi
utilizado cloridrato de doxorrubicina (3,0 pg/mL por 24 horas). Todos os tratamentos e 0s CN
e CP foram realizados em duplicata.

Apo6s o tempo de tratamento, os eluatos foram removidos de cada pogo, as culturas
foram lavadas com 250 pL de PBS 1x e receberam 1,0 mL de meio de cultura suplementado
com 10% de SFB. Apds 24 horas, as culturas foram lavadas com 250 pL. de PBS 1x e, com a
camara de fluxo com a luz apagada, foram inseridos em cada pogo 500 pL de meio
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) sem fenol vermelho, seguido da adi¢do de
60ul da solugdo XTT/eléctron (50:1) (Cell Proliferation Kit II — Roche Applied Science).
Ap6s 3 horas em estufa, 200 pL do meio de cada pogo foi transferido para placa de 96 pogos
para leitura colorimétrica em espectrofotémetro (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA) a 492 nm normalizada a 690 nm. A absorbéancia é considerada diretamente proporcional
ao numero de células metabolicamente ativas (células viaveis). Foram feitas trés repeticoes

independentes.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia foi realizada para verificacdo dos picos presentes na solucdo restante
da extracdo do casulo com NaCOs, ou seja, que deveria conter a proteina serecina e nas
solugdes viscosas finais obtidas a partir da solu¢do de LiBr e a partir da solugéo de CaCl,, as
quais deveriam conter apenas a proteina fibroina.

A analise foi realizada com a colaboracdo de pesquisadores do Instituto de Quimica de
Araraquara — UNESP e, assim, foi possivel verificar se a extracdo foi efetiva.

Preparacao da solucdo de hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi incorporada & CB e & FS segundo a metodologia de Hutchens> e
Saska®. As membranas de CB ou de fibroina foram imersas em solucéo de etanol 20%, a
temperatura ambiente (TA) por 24 h. Para precipitacdo da HA, cada uma das amostras
previamente desidratadas foram imersas primeiramente em 20 mL de solugdo de CaCl, 0,05
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mol.L™ por 24 h a temperatura ambiente e, posteriormente, cada amostra foi imersa em 20 mL
de solugéo de Na;HPO,4 0,1 mol.L™* por 24 ha TA.

Para obtencdo das membranas CB-HA ou FS-HA, as amostras foram secas em molde
prensado. Apos a secagem, as membranas foram acondicionadas em envelopes apropriados e

foram esterilizadas com radiagdo gama a 20 kGy.

Caracterizacdo das membranas

Os compositos CB-HA e FS-HA foram caracterizados para elucidar a sintese dos
respectivos compdsitos e a interacdo dos anticorpos aos materiais. Desta forma, foram

analisados:

3.1.1 Morfologia e estrutura dos compdsitos bem como a analise dos cristais de apatita
incorporados por microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia por
disperséo de energia e raio X (EDS)

As micrografias foram realizadas para verificar a estrutura fina da morfologia da
superficie das amostras e a microanalise semi-quantitativa por EDS para verificar a razdo
molar Ca/P dos compositos CB-HA, FS-HA. Cada amostra foi colocada em suporte de cobre
para a realizacdo das microanalises semi-quantitativas com tensdo de 5 Kv. Posteriormente, as
amostras foram recobertas com uma camada de carbono com espessura de 10 nm durante 80
segundos, tensdo de 3 Kv e corrente de 15 pA. As micrografias foram realizadas sob tensdo
de 10-25 Kv. As micrografias e o EDS foram obtidos em microscopio eletrénico modelo
FEG-MEV; JEOL modelo 7500F realizadas no Laboratério de Caracterizacdo (Instituto de
Quimica- Universidade Estadual Paulista — UNESP). O software ImageJ foi utilizado para
analisar o tamanho das fibras da membrana de CB e a calibragéo foi feita utilizando a escala

em barras da respectiva micrografia.

3.1.2 Analise dos grupos funcionais relacionados as fases de apatita nas membranas por
FTIR

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um espectrometro de absor¢éo na regido do
infravermelho medio com transformada de Fourier — (Vertex 70, Bruker). Os espectros foram
realizados sob as seguintes condicdes: porcentagem de absorbancia (%A) com acimulo de 32

varreduras, com uma resoluco de 4 cm ™, na faixa de absorcéo de 400-4000 cm™.
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3.1.3 Andlise das propriedades mecéanicas

A espessura das membranas foi determinada utilizando um micrémetro Digital MDC-
Lite (Mitutoyo®), sendo as medidas obtidas em 5 pontos aleatorios de cada filme (n =5). Os
parametros de resisténcia a perfuracdo (Rp), alongamento durante a perfuracdo (Ap) e energia
na perfuracdo por unidade de volume (Ep) foram determinadas em analisador universal de
textura TA-XT2 Texture Analyser (Stable Micro Systems) equipado com sonda em aco
inoxidavel com ponteira esférica (D = 2,5cm). SeccBes das membranas (n=8) foram fixadas
sobre um suporte metalico com um orificio circular (D = 5cm) a uma distancia de 25 mm da
sonda. A sonda metélica desceu perpendicularmente a superficie da membrana com
velocidade constante de 1mm s™, em direco ao centro do orificio circular, sendo que durante
a perfuragdo da membrana a velocidade foi de 0,20mm s™*. A forca de gatilho foi de 0,005 kg.
Curvas de forca versus deslocamento foram registradas até o momento da ruptura da
membrana e utilizadas para determinar suas propriedades mecéanicas, como resisténcia a
perfuracdo (Rp), alongamento durante a perfuragdo (Ap) e energia na perfuracdo por unidade
de volume (Ep), de acordo com as equacdes 1, 2 e 3, respectivamente® .Foram verificadas
essas propriedades em amostras secas e Umidas, as quais foram imersas em solucéo de fluido
corporal simulado (Simulated body fluid - SBF), pH 7,4, que possui concentracdo inica

semelhante ao do plasma sanguineo, preparado de acordo com Kokubo et al. *° por 24h.

Rp=F
A Equacéo 1
em que F é a forca requerida para a ruptura do membrana e A € a area da se¢do transversal da
membrana (A = 2rd, onde r € o raio do orificio e d a espessura da membrana).
Ap% = \r2+ d2 — r- 100%

r Equacéo 2
em que r é o raio da membrana exposto no orificio da placa e d o deslocamento do dispositivo
do ponto de contato até a ruptura da membrana.

Ep=AUC
%4 Equacdo 3
em que AUC ¢ a area sob a curva forca versus deslocamento e V o volume da membrana (V =

nr2h) localizado no orificio da placa.

3.1.4 Andlise de angulo de contato para determinar as propriedades hidrofilicas dos

compositos antes e apos a imobilizacédo dos anti-BMP-2
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O éangulo de contato foi medido pelo equipamento Dataphysics modelo OCA-15
equipado com uma camera CCD. O método utilizado para realizar as medidas foi o de
gotejamento utilizando agua deionizada (tensdo superficial: 72.30 mN/m); a gota foi
dispensada por uma seringa com uma agulha de 0,5 mm de didmetro, com um volume de 10
uL, numa velocidade de gotejamento de 1 uL.s™ sobre as superficies das membranas. As
imagens das gotas capturadas foram analisadas empregando o software SCA20. Desta forma,
0 angulo de contato formado pela gota na superficie da amostra foi mensurado. As medidas
para angulo de contato foram realizadas para todas as amostras em triplicata (n=3), a
temperatura ambiente. As medidas foram realizadas apds 10 s (T = 10s) e a média £ desvio
padrdo destes valores foram calculados. A medida do angulo de contato entre a gota a
superficie do material caracteriza a hidrofilicidade desta superficie conforme apresentado na
Tabela 3. Esta propriedade influencia diretamente na resposta bioldgica de um material
implantado podendo alterar adsorcdo de proteinas, coagulacdo sanguinea e, principalmente,
afetar a adeséo celular.

Tabela 3 -Angulos de contato e condicdes de hidrofilicidade.

=0 Hidrofilicidade
0<6< 90° Hidrofilicidade parcial
0 >90° Hidrofobicidade

Fonte: Elaborado pela autora

Os diferentes angulos de contatos formados no limite da interceptacdo do liquido com o
solido estdo apresentados na Figura 5. Quando ocorre o espalhamento da gota do liquido, a
forca de adesdo entre as moléculas das duas fases supera a forca de coesao; por outro lado,
quando a forcga de atracdo entre as moléculas é superior a forca de coesédo entre as fases, ndo

h& molhabilidade ou espalhamento da gota.



41

Figura 5 -Representacdo dos niveis de interacdo gota-superficie de acordo com o angulo de
contato.
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Fonte: Thomazini et al.”®. Figura adaptada.

3.2 Ensaios in Vitro para Investigacdo de Citotoxicidade, Genotoxicidade e
Mutagenicidade das Membranas

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas células de ovério de hamster chinés
(CHO-K1) e células de calvéria (pré-osteoblastos) de camundongos (MC3T3-EL1), crescidas
em meio de cultura DEMEM e a-MEM, respectivamente, suplementados com 10% de SFB e
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. As células foram cultivadas e
repicadas até atingirem a 3% passagem. Como referéncia, cada ensaio contou com duplicatas
de cada tratamento. Para cada ensaio foram feitas trés repetices independentes. Para esses
ensaios ndo foram utilizados os materiais contendo anticorpos, uma vez que é sabido da nao
toxicididade desses anticorpos, e devido ao alto custo desses componentes, sendo avaliados

somente nos ensaios em que demonstrariam seu potencial de atividade.

3.2.1 Ensaios de citotoxicidade
Ensaio XTT

Linhagem CHO-K1

Foram semeadas 2x10* células em placas de 24 pocos num volume de 1 mL de meio
HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB, e incubadas a 37°C em estufa com
5% de CO, por 24 horas. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos colocando-se as
membranas CB, CB+HA, FS, FS+HA por 24 horas, além do controle negativo (CN = pog¢os
contendo apenas células com meio de cultura sem SFB e sem material). Cada poco recebeu

posteriormente uma suplementagéo de 10% de SFB com excecdo do Controle Positivo (CP).
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Para o CP, foi utilizado cloridrato de doxorrubicina (3,0 pg/mL por 24 horas). Todos 0s
tratamentos e 0os CN e CP foram realizados em duplicata.

Ap0s o tempo de incubacdo, as membranas foram removidos de cada poco, as culturas
foram lavadas com 250 uL de PBS 1x e receberam 1,0 mL de meio de cultura suplementado
com 10% de SFB. Apoés 24 horas, as culturas foram lavadas com 250 pL. de PBS 1x e, com a
camara de fluxo com a luz apagada foi colocado em cada poco 500 uL de meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) sem fenol vermelho (Cultlab) com 60 pl da solugao (Cell
Proliferation Kit Il — Roche Applied Science). Apds 3 horas em estufa, 200 uL. do meio de
cada poco foi transferido para placa de 96 pocos para leitura colorimétrica em
espectrofotdmetro (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 492 nm normalizada a
690 nm. A absorbancia € considerada diretamente proporcional ao nimero de células

metabolicamente ativas (células viaveis).

Linhagem MC3T3-E1

Foram semeadas 5x10° células em placas de 48 po¢os num volume de 1 mL de meio a-
MEM (1:1) suplementado com 10% de SFS e incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,
por 24 horas. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos colocando-se as membranas
CB+HA por 7,14 e 21 dias, além do controle negativo (CN = pogos contendo apenas células
com meio de cultura sem SFB e sem material). Cada pogo recebeu posteriormente uma
suplementacdo de 10% de SFB com exce¢do do CP. Para o CP, foi utilizado cloridrato de
doxorrubicina (3,0 pg/mL por 24 horas). Todos os tratamentos e os CN e CP foram realizados
em duplicata. Ap6s o tempo de incubacdo, seguiu-se 0 mesmo protocolo da linhagem CHO-
K1.

Ensaio de Sobrevivéncia Clonogénica (ou Eficiéncia de Clonagem)

Linhagem CHO-K1

Para o ensaio de sobrevivéncia clonogénica, foram semeadas 4x10* células em 1 mL de
meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB, incubadas a 37°C em estufa
com 5% de CO, por 24 horas. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos colocando-se
as membranas CB, CB+HA, FS, FS+HA por 24 horas, além do controle negativo (CN =
pogos contendo apenas células com meio de cultura sem SFB e sem material). Cada pogo
recebeu posteriormente uma suplementacdo de 10% de SFB, com exce¢do do CP. O cloridrato

de doxorrubicina (0,3 pg/mL por 4 horas) foi utilizado como CP.
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Todos os tratamentos e os CN e CP foram realizados em duplicata. Ao final do
tratamento, as membranas e o0 meio de cultura foram removidos de cada pogo e foram lavados
com 250 pL de PBS 1x e receberam 1,0 mL de meio de cultura suplementado com 10% de
SFB. Apés 24 h, os pogos foram lavados com 250 pL de PBS 1x, as células foram
desprendidas por tripsinizacdo e transferidas para um microtubo, num volume de 1 mL de
meio de cultura para contagem em Camara de Neubauer. Assim, para 0 ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, 150 células foram semeadas em cada frasco de cultivo (25 cm?)
com 5 mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFS, em duplicada,
além dos CN e CP. Apds 7 dias de cultivo, as células foram lavadas com 5 mL de PBS 1x a
37°C. Foi descartado o PBS e as células foram fixadas com metanol:acido acético:agua
destilada (1:1:8) a 37°C, por 30 minutos. As col6nias foram coradas com 5 mL do corante
Giemsa diluido em tampéo fosfato a 37°C, na proporc¢do de 1:20, por 20 minutos. Depois de
coradas, as células foram lavadas com &gua destilada, para remover o excesso de corante.

O ndmero de colbnias contadas no CN foi considerado como 100%. A partir disso,
foram realizados os célculos das fracdes de sobrevivéncia (FS):

FS = n° de coldnias contadas em cada tratamento x 100

n° de colbnias observadas no CN

Linhagem MC3T3-E1

Foram semeadas 6x10* células em placas de 24 pogos num volume de 1 mL de meio a-
MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,
por 24 horas. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos colocando-se as membranas
CB+HA por 24 horas, além do controle negativo (CN = pocos contendo apenas celulas com
meio de cultura sem SFB e sem material). Cada pogo recebeu posteriormente uma
suplementacdo de 10% de SFB com exce¢do do CP. Para o CP, foi utilizado cloridrato de
doxorrubicina (0,3 pg/mL por 4 horas). Todos os tratamentos e 0s CN e CP foram realizados
em duplicata. Ap6s o tempo de incubacdo, seguiu-se 0 mesmo protocolo da linhagem CHO-
K1, alterando-se apenas a quantidade de células semeadas de 150 para 300 células em frasco

de cultivo (25 cm?) com 5 mL de meio meio a-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB.



44

3.2.2 Teste de genotoxicidade
Linhagem CHO-K1

Para o teste de genotoxicidade foi utilizada a metodologia descrita por Singh** para a
versdo alcalina do Ensaio Cometa.

Foram semeadas 40x10° células em 1mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1)
suplementado com 10% de SFB em placas de 24 pocos, que foram incubadas a 37°C em
estufa com 5% de CO,. No segundo dia, foram realizados os tratamentos colocando-se as
membranas CB, CB+HA, FS, FS+HA por 24 horas em cada pogo em duplicata, além do CN
(sem membrana). Para o Controle Positivo foi utilizada a solucdo de Peréxido de Hidrogénio
(80 uM por 5 minutos).

Ao final do tratamento, as membranas foram removidas com uma pinca. As células
foram lavadas com 250 uL de PBS 1x e receberam 1,0 mL de meio de cultura suplementado
com 10% de SFB. Ap6s 24 h, os pogos foram lavados com 250 uL. de PBS 1x, as células
foram desprendidas por tripsinizacdo e transferidas para microtubos, os quais foram
centrifugados por 3 minutos a 2000 rpm. O pellet de células foi homogeneizado com 0,5% de
agarose de baixo ponto de fusdo em volume suficiente para 200 pL. Esta solucdo de agarose
com as células foi igualmente dividida e aplicada em 2 laminas histoldgicas pré-gelificadas
com 1,5% de agarose com ponto de fusdo normal. Em seguida, foram cobertas com laminulas
e deixadas em geladeira por 10 minutos, quando apés cuidadosa retirada da laminula, as
laminas foram imersas em uma solucéo de lise (1% Triton X-100, 10% DMSO, 2,5 mmol.L-1
NaCl, 100 mmol.L-1 Na;EDTA, 100 mmol.L-1 Tris, pH 10) por 12 horas protegidas da luz
em geladeira. Posteriormente, as laminas ficaram imersas em tamp&o de eletroforese alcalino
(1 mmol.L-1 Na,EDTA, 300 mmol.L-1 NaOH, pH 13) por 20 min para desnaturacdo do
DNA. Em seguida, foi realizada corrida em eletroforese a 43 V e 308 mA por 25 min. Ao
final, as ldminas foram transferidas para um recipiente contendo tamp&o de neutralizagéo
(Tris-HCI, pH 7,5) por 15 min, protegidas da luz em geladeira. Apds secagem das laminas a
temperatura ambiente, as mesmas foram fixadas em etanol absoluto por 3 min. A anélise foi
feita em microscopio de fluorescéncia apds coloracdo da lamina com de 80 pL de solugdo de
brometo de etideo (0,2 M).

O dano ao DNA foi avaliado por um sistema de analise de imagem (TriTek
CometScore®1.5, 2006, Sumerduck, VA, EUA). A porcentagem de DNA na cauda e Tail
Moment foram obtidos para cada tratamento, sendo analisados 100 nucledides para cada
repeticdo. A andlise do Tail Moment permite relacionar a quantidade de DNA fragmentado

com a distancia que os fragmentos migraram durante a eletroforese®.
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Linhagem MC3T3-E1

Foram semeadas 50x10° células em 1mL de meio o-MEM (1:1) suplementado com 10%
de SFB em placas de 24 pogos, que foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO,. No
segundo dia, foram realizados os tratamentos colocando-se as membranas CB+HA em cada
pogo em duplicata por 24 horas, além do CN (sem membrana). Para o Controle Positivo foi
utilizada a solugdo de Perdxido de Hidrogénio (80 UM por 5 minutos). Ap6s o tratamento,
seguiu-se 0 mesmo protocolo da CHO-K1, alterando-se novamente apenas no periodo de
contato da solucéo de lise (1% Triton X-100, 10% DMSO, 2,5 mmol.L-1 NaCl, 100 mmol.L-
1 Na2EDTA, 100 mmol.L-1 Tris, pH 10) por apenas 2 horas protegidas da luz em geladeira.

3.2.3 Teste de mutagenicidade
Linhagem CHO-K1

O protocolo adotado para o teste de mutagenicidade foi o descrito por Fenech et al.*®
com algumas adaptagdes. Foram semeados 37x10” células em garrafas de 25 cm?, contendo 5
mL de meio HAM-F10:D-MEM (1:1) suplementado com 10% de SFB. No dia seguinte,
foram realizados os tratamentos por 24 horas, colocando-se as membranas CB, CB+HA, FS,
FS+HA em cada garrafa, além do controle negativo (CN = garrafas contendo apenas células
sem meio de cultura com SFB e sem material). Cada garrafa recebeu posteriormente uma
suplementacdo de 10% de SFB com exce¢do do CP. O CP constou de cloridrato de
doxorrubicina (0,15 pg/mL) por 4 horas. Todos os tratamentos e 0s CN e CP foram realizados
em duplicata. Foram adicionados 25ul de citocalasina B (Img/ml) em cada garrafa de 25 cm?
por 24 h para interromper a citocinese.

Apos o término dos tratamentos, as células foram lavadas, tripsinizadas, o contetdo das
garrafas foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL e centrifugados por 7 minutos a
1000 rpm. O pellet de células foi ressuspendido em solucéo hipoténica gelada (KCI 0,3%) por
5 min. Essa suspensdo celular foi centrifugada novamente e ressuspensa em 3 mL de fixador
metanol:acido acético (3:1) juntamente com quatro gotas de formol 1% e cuidadosamente
homogeneizado com pipeta Pasteur. Ap6s nova centrifugacdo, foi desprezado o sobrenadante
e a suspensdo gotejada em 2 laminas previamente limpas em metanol e mantidas em agua
destilada gelada.

As laminas foram coradas com solucdo de Giemsa 3% diluido em tampédo fosfato
(Na;HPQO, 0,06 M e KH,PO, 0,06 M — pH 6,8) por 7 minutos, lavadas com agua destilada e

seca a temperatura ambiente.
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Para a determinacdo do indice de Divisdo Nuclear (IDN), 500 células viaveis com
citoplasma bem preservado foram contadas por lamina codificada, usando um microscépio
Leica DM500 e anotando-se as células que contiverem de 1 a 4 nucleos. O IDN foi calculado
de acordo com Eastmond e Tucker® utilizando a férmula: IDN = [ M1 + 2(M2) + 3(M3) +
4(M4) 1/N, onde M1 a M4 ¢é o nimero de células com 1, 2, 3 e 4 nlcleos, respectivamente; e
N € o nimero total de células viaveis.

Além disso, pela contagem de 1000 células binucleadas, foram analisadas a frequéncia
de células binucleadas com microndcleos (FBMN) e a frequéncia total de micronucleos
(FMN). Os criterios utilizados para identificacdo de microntcleos foram baseados em Fenech
etal®.

Linhagem MC3T3-E1

Foram semeados 40x10* células em garrafas de 25 cm?, contendo 5 mL de meio a-MEM
(1:1) suplementado com 10% de SFB. No dia seguinte, foram realizados os tratamentos por
24 horas, colocando-se as membranas CB+HA em cada garrafa, além do controle negativo
(CN = garrafas contendo apenas células com meio de cultura sem SFB e sem eluato). Cada
garrafa recebeu posteriormente uma suplementacdo de 10% de SFS com exce¢do do CP. O
CP constou de cloridrato de doxorrubicina (0,15 pg/mL) por 4 horas. Todos os tratamentos e
0s CN e CP foram realizados em duplicata. Foram adicionados 25 ul de citocalasina B (1
mg/ml) em cada garrafa de 25 cm?2 por 48 h, para interromper a citocinese. Apds o tratamento,

seguiu-se 0 mesmo protocolo da CHO-K1.

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Programa GraphPad Prism 5.01 e todos 0s
testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia de 5%. Os dados variaram
entre paramétricos (apresentando aderéncia a curva normal) e ndo-paramétricos. Assim, para
os parametricos foram aplicadas a analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste
de Tukey. Também foi aplicado o teste de Dunnet, que compara 0s valores obtidos de cada
um dos tratamentos com o de uma referéncia (no caso, o Controle Negativo). Para dados néo-

paramétricos foi aplicado o teste de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn.



47

3.3 Imobilizagdo do Anticorpo Monoclonal Anti-BMP-2 nas Membranas de Celulose
Bacteriana e Verificagdo da Cinética de Adsor¢ao do Anticorpo inVitro

O anticorpo anti-BMP-2 foi comprado comercialmente e imobilizado nas membranas de
acordo com Freire et al.®.

O anticorpo foi diluido em solucdo salina (PBS) numa concentragdo de 25 pg/mL e
incorporado por adsor¢do nas membranas de 25 mm de didametro por 24 horas.

3.3.1 Estudos de adsorcéo e quantificacdo de anticorpos in vitro

Para avaliar a adsor¢do dos anticorpos anti-BMP-2 nas membranas, os materiais
contendo os anticorpos foram suspensos em 5 mL de PBS (pH = 7,4). Em varios periodos de
tempo (1, 3, 7 e 14 dias), a quantidade de anticorpo liberada foi detectada por anticorpos
secundarios anti-lgG de rato conjugados com FITC por meio de microscopia de
imunofluorescéncia®. A andlise de quantificacdo foi realizada por meio das fotografias
capturadas pelo microscopio de fluorescéncia dos respectivos periodos e pelo uso do

programa Image J.

3.4 Expressao Génica

Foram cultivadas 5x10° células de calvéria (pré-osteoblastos) de camundongos
(MC3T3-E1) sobre cada material objeto de investigacdo em placas de 48 pocos, além do
Controle Negativo (sem material) e Controle Positivo (200ng/ml proteina BMP-2). As células
foram cultivadas com 1 mL de meio osteogénico composto de: meio modificado de Dulbecco
(DMEM) contendo SFB a 10% , penicilina—streptomicina (PS) a 1%, B-glicerofosfato 2M e
acido ascérbico 50ug/ml durante 7, 14 e 21 dias de contato do material. O meio de cultura foi
mudado uma vez a cada trés dias®™.

Ap0s o tratamento, as células MC3T3-E1 foram submetidas a extracdo do RNA total
por meio de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante. A concentracdo do RNA extraido de cada amostra foi medida por densidade Optica
por meio do Nanodrop (ThermoScientific). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado por
transcricdo reversa utilizando o OligodT(20) com o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Invitrogen™) de acordo com as instrugdes do fabricante.

As reacOes de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram realizadas pelo sistema
TagMan (Applied Biosystems, Foster City), que é constituido por um par de primers e uma
sonda marcada com um fluoréforo. O gene para controle enddgeno da reacdo foi o
Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase (GAPDH, cat. n°® Mm99999915 g1), cujo nivel de
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expressao foi usado para normalizar a expressdo dos genes de interesse: SPP1 (Osteoponting;
cat. n°® MmO00436767_ml), ALPL (Fosfatase Alcalina; cat. n°® Mm00475834 ml),
TNFRSF11B (Osteoprotegerina; cat. n° Mm01205928 m), RUNX2 (RUNX; cat. n°
Mm00501584 m1), BGLAP (Osteocalcina; cat. n° Mm00649782 gH) e VEGF (Fator de
crescimento endotelial vascular; cat. n® Mm01281449 m1).

Foi realizada a validacdo do sistema gene de interesse/controle enddgeno, a fim de
verificar se as eficiéncias de amplificacdo de ambos os genes eram semelhantes e proximas a
100%. Para a quantificacdo relativa do gene selecionado, as reaces de PCR em tempo real
foram realizadas em duplicata a partir de: 6,25uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2x,
0,625 pL da solugdo de primers e sonda (ensaio TagMan), 1,625 uL de agua e 4,0 uL de
cDNA (50 ng), sendo que no controle negativo, foi adicionado 4,0 pL. de 4gua ao invés do
cDNA. As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos
e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Os valores da expressdo génica relativa dos genes de interesse foram analisados
utilizando o software Expression Suite (Applied Biosystems®). O software utiliza 0 método
comparativo Ct (ACt) para quantificar com precisdo a expressdo génica relativa dos genes
analisados. Apds normalizacdo pela expressdo do gene controle enddgeno, os valores de
expressdo para cada gene alvo foram obtidos, sendo apresentados em graficos os resultados
do fold change (2°*%).

A analise estatistica foi realizada utilizando o Programa GraphPad Prism 5.01 e todos
0s testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia de 5%. Foram aplicadas a

analise de variancia (ANOVA) two-way, seguido do teste de Bonferroni.

3.5 Deteccbes da Formacdo de Nodulos Minerais por Coloracdo com Vermelho de
Alizarina

Para a avaliagdo da formagdo de nddulos de mineralizacdo foram utilizadas 5x10°
células de calvaria (pré-osteoblastos) de camundongos (MC3T3-E1) crescidas em 1 ml de
meio osteogénico. As células foram semeadas em placas de petri de 90 mm x 15mm em
contato com a membrana CB-HA-anti-BMP-2 durante o periodo de 7, 10 e 14 dias. As células
MC3T3-E1 cultivadas sobre as placas de cultura celular foram lavadas com solugéo de PBS,
fixadas em formaldeido 4% por 30 min, e lavadas na sequéncia com PBS. Em seguida, foram
coradas com vermelho de Alizarina a 40 mM pH 4,2, a temperatura ambiente por 30 min.
Para a avaliagcdo quantitativa da formagdo de ndédulos minerais, o corante foi diluido com

solucdo de acido acético 10% e hidroxido de aménia 10%. Posteriormente, 150 pl desta
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solucgéo foram transferidos para uma placa de 96 pogos e a leitura da absorbancia das amostras
foi realizada por um espectrofotometro (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com

comprimento de onda de 405 nm .

3.6 Atividade da ALP

A atividade de ALP foi avaliada utilizando 5x10° células de calvaria (pré-osteoblastos)
de camundongos (MC3T3-E1) crescidas em placas de 48 pocos com 1 ml de meio
osteogénico em contato com a membrana CB-HA-anti-BMP-2 durante o periodo de 7, 10 e 14
dias de incubagdo, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrdlise do substrato de
timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as instrugdes do fabricante
(Labtest Diagnostica, Belo Horizonte, MG, Brasil). A absorbancia da reacdo foi avaliada em
espectrofotbmetro (VersaMax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA), utilizando comprimento
de onda de 590 nm e a atividade de fosfatase alcalina, medida a partir da curva padréo usando
a timolftaleina. Os dados foram normalizados pelo conteltdo de proteina total, que foi
determinado pelo método de Lowry. As proteinas foram extraidas inicialmente de cada poco
adicionando-se 1 mL/poco de lauril sulfato de sodio a 0,1% (Sigma®) por 40 min em
temperatura ambiente (TA). Uma quantidade de 100 pL da solugéo de Lowry (Sigma) foram
adicionados a 150 pL das amostras e incubadas por 20 min, em temperatura ambiente. Apés a
incubacéo, foram adicionados 50 pL da solucdo de Folin & Ciocalteu’s (Sigma) e incubadas
por 30 min em temperatura ambiente. A absorbancia foi avaliada a 595 nm utilizando
espectrofotobmetro (ELx 800, Bio-Tec). O conteldo de proteina total foi entdo calculado

através de curva padrdo determinada a partir de albumina bovina e expresso em pg.mL™,

3.7 Quantificacdo da Producéo de IL-6 e TGF- por Ensaio Imunoenzimético (ELISA)
A producdo de IL-6 e TGF-R foi quantificada nos sobrenadantes de culturas de células
de linhagem MC3T3-E1 crescidas em contato com a membrana CB-HA-anti-BMP-2 durante
0 periodo de 7, 14 e 21 dias, coletados durante o ensaio de expressao génica. Os limites de
deteccdo minimos foram 31,25 pg/mL para IL-6 e 15,625 pg/mL para TGF- (R&D System —
DuoSet ELISA). Os procedimentos foram realizados de acordo com as instru¢bes do

fabricante.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacbes da Toxicidade da Fibroina: Ensaio de Citotoxicidade e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para Confirmacdo da Separacdo e Eliminacdo da

Proteina Serecina
Considerando a viabilidade celular obtida no CN como valor referéncia, foi observada

diferenca significativa somente em relacdo a solucdo restante da extracdo do casulo com
NaCOj3 (solucdo C) (p<0,0001; Dunnett), pois continha serecina, demonstrando o potencial

citotdxico da mesma (Figura 6).

Figura 6 -Citotoxicidade (viabilidade celular) avaliada pelo método XTT.
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indica diferenca estatisticamente significante em relacdo a CN (p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

4.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Por meio do estudo do CLAE, foi possivel identificar dois picos na solucao restante da
extragdo do casulo com NaCOs (Figura 7). O primeiro pico aparente em torno de 0,04 volts
(eliminado em torno de 10 minutos de analise) é correspondente a proteina serecina, e 0
segundo pico menor em torno de 0,01 volts (eliminado em torno de 20 minutos de analise) é

correspondente a proteina fibroina.
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Figura 7 -CLAE da solucdo restante da extragéo do casulo com NaCOs.
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Fonte: Elaborado pela autora

A analise de CLAE realizada nas solugdes viscosas finais obtidas a partir das solucdes
de LiBr e de CaCl;, permite identificarmos a reducdo do primeiro pico de 0,04 para 0,01 volts
e 0 aumento significativo do segundo pico de 0,01 para 0,1 volts, ou seja, a proteina serecina é
praticamente eliminada da amostra e a proteina fibroina passa ser relativamente expressa,

como pode ser visto nas Figuras 8 e 9, pelas solucdes de LiBr e de CaCly,, respectivamente.

Figura 8 -CLAE da solucdo viscosa final obtida a partir da solucédo de LiBr.
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Figura 9 -CLAE solucdo viscosa final obtida a partir da solucéo de CaCl,.
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Fonte: Elaborado pela autora

Esses estudos preliminares demonstraram que a extracdo da serecina foi realizada de
forma efetiva, proporcionando a eficacia do processo de extracdo da proteina fibroina e o

carater ndo citotoxico da mesma pelo ensaio XTT.

4.2 Caracterizacao das Membranas
4.2.1 Analise dos grupos funcionais relacionados as fases de apatita precipitada nas
membranas por FTIR

A Figura 10 apresenta espectros de infravermelho para as amostras CB e CB-HA.
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Figura 10 -Espectro vibracional na regido do infravermelho obtido das amostras CB e CB-
HA.
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Fonte: Elaborado pela autora

As principais atribuicdes que caracterizam a celulose sdo: ~3450cm™ - estiramento OH;
~2900 cm™ - estiramento CH de alcanos e estiramento assimétrico CH,; 2700 cm™ -
estiramento simétrico CH,; 1645 cm™ - deformacdo OH; 1432 cm™ - deformacgéo CH,; ~1370
cm™ - deformacdo CHs; ~1332 cm™ - deformacdo OH e na regido de 1320 -1030 cm™
deformagdo CO™.

As membranas de CB-HA apresentaram um espectro com bandas de fosfato tipicas com
estrutura de apatita. Bandas intensas foram observadas em 1093, 1020, 962, 570-600 cm™
correspondentes ao estiramento dos fons (PO,>) ** %% As bandas com intensidade baixa
localizadas ao redor de 1428 e 838 cm™ correspondem ao estiramento de fons (CO3s*)>>

A banda de baixa intensidade em torno de 3500-3200 cm* (estiramento OH) observado
no espectro da CB sofreu um leve decréscimo na intensidade no espectro do compdsito CB-

HA, sugerindo possivel interacdo dos cristais de HA com os grupos hidroxilas da celulose.

A Figura 11 apresenta espectros de infravermelho para as amostras FS e FS-HA.
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Figura 11 -Espectro vibracional na regido do infravermelho obtido das amostras FS e FS-HA.
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Fonte: Elaborado pela autora

As principais atribui¢es que caracterizam a fibroina sdo: bandas de absorcao em: 1643,
1598, e 1243, sdo caracteristicos de bandas de amida I, amida I, amida Ill. A absor¢do das
bandas em 1634 e 650 cm™ é caracteristica das bandas de amida | e amida V. As bandas em
631 e 3470 cm™ pertencem & vibracdo da hidroxila. As bandas 1045 e 1091 cm™ sdo
caracteristicos das bandas de vibracdo de alongamento do fosfato, enquanto as bandas em 603
e 570 cm™ séo devido & vibracdo de flexdo de fosfato®®.

A intensidade de vibracdo em 1072 cm™ diminuiu devido ao aumento de HA e,
praticamente desapareceu devido & vibragdo do fosfato em 1045 cm™. No espectro de FS, a
absorcdo da carbonila da amida em 1634 cm™ foi atribuida & estrutura folha a-hélice,
enquanto no espectro de FS-HA essa banda diminuiu, o que sugere que a hidroxiapatita tenha
revestido o filme de fibroina, impedindo a detecgdo dessa proteina pelo FTIR.

4.2.2 Morfologia e estrutura dos respectivos compdsitos bem como a analise dos cristais
de apatita incorporado aos compadsitos por MEV/EDS

A micrografia das superficies das membranas CB-HA revelaram cristais de HA de
ordem nanométrica recobrindo as fibras da CB de forma homogénea e se observou também

poros distribuidos regularmente na superficie da membrana (Figura 12).
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Figura 12 -Micrografia de MEV das membranas de CB e CB-HA: A. Superficie da CB,
aumento 10x; B. Superficie da CB, aumento 50x; C. Superficie da CB-HA, aumento 10x; D,
superficie da CB-HA, aumento 50x.

A

Fonte: Elaborado pela autora

A micrografia das superficies das membranas FS-HA revelaram cristais de HA de
ordem nanométrica recobrindo a superficie da FS de forma homogénea e se observou também

que algumas regides ocorreram uma deposicao aumentada dos cristais (Figura 13).
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Figura 13 -Micrografia de MEV das membranas de FS e FS-HA. A. Superficie da FS,
aumento 10x; B. Superficie da FS, aumento 50x; C. Superficie da FS-HA, aumento 10x; D.

Superficie da FS-HA, aumento 50x.

Fonte: Elaborado pela autora

Os dados do EDS mostraram que as razdes molares Ca/P qualitativamente mensuradas
estdo de acordo com a morfologia dos cristais de HA observados para as amostras CB-HA.
De acordo com a Tabela 4, que mostra a ocorréncia dos fosfatos de calcio em sistemas
bioldgicos, podemos concluir que o composito CB-HA obteve uma razdo molar Ca/P entre
1,49-1,54 com uma média de 1,52, dados estes referentes a hidroxiapatita deficiente em calcio
(CDHA) (Figura 14A). Nos compdsitos FS-HA (Figura 14B) foi obtido uma razdo molar
Ca/P entre 1,28-1,32 com uma média de 1,30, podendo esta razdo molar Ca/P ser referente a
um fosfato octacalcio™.
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Tabela 4 -Fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos. Fase da apatita, formula quimica e razdo
molar Ca/P.

Fase da apatita Formula razdo molar Ca/P

fosfato dicalcio (monetita) - DCP CaHPO, 1,0
fosfato dicalcio dihidratado (brushita) - DCPD CaHPQ,4.2H,0 1,0
pirofosfato de célcio - CPP Ca,P,07 1,0
fosfato octacélcio - (OCP) CagH2(P0O4)6.5H,0 1,33

fosfato de célcio amorfo - (ACP)  —=—mmemmee- 1,40-1,50
a e B-fosfato tricélcio - (a ¢ B-TCP) (Ca)o(PO4)s 1,48
hidroxiapatita deficiente em célcio - (CDHA)  Cag(HPO4)(PO4)s(OH) 1,52
hidroxiapatita - (HA) Caz0(PO4)s(OH) 1,67

Fonte: Stephen et al.”.

Figura 14 -Espectro de EDS para as amostras CB-HA (A) e FS-HA (B).
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Fonte: Elaborado pela autora

4.2.3 Propriedades mecénicas dos compdsitos relacionadas a resisténcia a tracao,

alongamento e modulo de elasticidade.

4.2.3.1 Determinacao da espessura das membranas

A espessura é fator que influencia varias propriedades das membranas de revestimento.
McHugh et al.®” observaram que 0 aumento da espessura de membranas levou a maior
resisténcia a transferéncia de massa através delas e, consequentemente, o equilibrio parcial de
pressdo de dgua na superficie mais interna da membrana também aumentou.

Os valores de espessura média das membranas avaliadas estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 -Espessura das membranas (média + desvio padrao; n=5).

Membranas Espessura (mm) £ DP
CB seca 0,03228 + 0,017
CB+HA seca 0,0484 + 0,009
FS seca 0,0484 + 0,010

FS+HA seca 0,189 + 0,060

CB umida 0,0312 + 0,005
CB+HA Umida 0,0694 + 0,004
FS mida 0,0722 + 0,008
FS+HA Umida 0,09224 + 0,003

Fonte: Elaborado pela autora

Os resultados revelaram que a incorporacdo de HA nas membranas aumentou a
espessura somente da membrana FS seca em relagdo a FS+HA seca (p<0,0001; Teste de
Tukey). Além disso, das membranas que foram umedecidas na solucdo SBF, somente a
FS+HA Umida apresentou uma diferenca significativa na espessura em relacdo as respectivas

membranas secas (p<0,0001; Teste de Tukey).

4.2.3.2 Propriedades mecanicas dos membranas

Durante os testes de resisténcia mecanica, um suporte metélico se move em velocidade
constante em direcdo ao centro da membrana até que ocorra a ruptura. Inicialmente, ocorre
uma deformacdo elastica, na qual a tensdo é proporcional a deformacdo, seguida da
deformacéo pléstica e, apés um ponto de cedéncia, da-se a ruptura da membrana®

Os resultados do teste de resisténcia mecéanica das membranas estdo apresentados na
Tabela 6.
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Tabela 6 -Propriedades mecanicas das membranas.

Membranas (Rp) (MPa) (Ap) (%0) (Ep) (k I m°)
CB seca 16,075 £ 0,721 0,942 + 0,568 415,949 + 48,248

CB+HA seca 6,812 + 3,229 0,622 + 0,223 234,205 + 31,598
FS seca 2,388 + 0,261 0,086 + 0,088 22,755 *+ 8,265

FS+HA seca 2,078 + 0,768 0,086 + 0,008 23,522 + 9,898
CB umida 23,465 + 3,756 0,709 +0,111 670,067 + 18,113
CB+HA 0mida 7,888 = 0,396 0,529 + 0,200 148,875 + 4,934
FS Umida 2,016 +0,170 1,824 + 0,127 144,757 + 15,508

FS+HA umida  1,403+0,111 2,010 £ 0,035 70,731 + 5,788

Rp: resisténcia a perfuracdo; Ap: alongamento durante a perfuragéo; Ep: energia na perfuragéo por
unidade de volume.

Fonte: Elaborado pela autora

Para todas as amostras foi possivel verificar que a presenca da hidroxiapatita nas
membranas tanto avaliada seca como Umida mostraram-se menos resistentes mecanicamente
(menores valores de Rp) e diferentes significativamente em relacdo as membranas sem
hidroxiapatita (p<0,0001; Tukey).

Os resultados de Ep estdo de acordo com os de Rp para as membranas de celulose
bacteriana, uma vez que as membranas que exibiram maior gasto de energia na perfuracao
foram as mesmos que mostraram maior Rp, enquanto as membranas com menor Rp
apresentaram também os menores valores para Ep. No entanto, para as membranas de
fibroina, os resultados ndo mostram-se coerentes.

O alongamento durante a perfuracdo (Ap) mede a plasticidade das membranas, ou seja,
sua capacidade de extensdo antes da ruptura®. Os valores de Ap ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05; Tukey).

Baseados nestes resultados, conclui-se que os parametros utilizados (Rp, Ep e Ap) para
avaliar a propriedade mecénica das membranas de CB aumentaram quando as mesmas foram
umedecidas. Isso revela que as membranas tornaram-se menos frageis, possuindo um tempo

de permanéncia maior in vivo.
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4.2.4 Teste de angulo de contato para determinar as propriedades hidrofilicas dos
compositos antes e apds a imobilizacédo dos anticorpos anti-BMP-2 (AC).

Os valores para o angulo de contato para os materiais CB, CB+HA, FS, FS+HA,
CB+AC, CB+HA+AC, FS+AC, FS+HA+AC estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 -Valores mensurados para o angulo de contato para as amostras CB, CB+HA, FS,
FS+HA, CB+AC, CB+HA+AC, FS+AC, FS+HA+AC.

Membranas Angulo de Contato + DP
CB 15,26 +£ 0,45
CB+HA 2,1+0,36
FS 53,6 + 0,60
FS+HA 56,73+ 1,16
CB+AC 5,13+0,20
CB+HA+AC 0,58 +£0,51
FS+AC 32,19+0,34
FS+HA+AC 35,59 +0,71

Fonte: Elaborado pela autora

As medidas de angulo de contato para as amostras CB, CB+HA, FS, FS+HA,
CB+AC, CB+HA+AC, FS+AC, FS+HA+AC revelaram que todas as superficies destas
amostras apresentaram-se hidrofilicas por possuirem um éangulo de contato 6< 90°. No
entanto, é possivel observar que a presenca dos AC nas amostras CB+AC, CB+HA+AC,
FS+AC, FS+HA+AC diminui ainda mais este angulo, o que deixou as amostras levemente

mais hidrofilicas.

4.3 Ensaios in Vitro para Investigacdo de Citotoxicidade, Genotoxicidade e
Mutagenicidade

4.3.1 Ensaio in vitro para a linhagem de células CHO-K1
4.3.1.1 Testes de citotoxicidade
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Ensaio XTT

Apo6s 24 horas de contato dos materiais com células CHO-K1, a viabilidade celular foi
acessada pelo Kit XTT, considerando o controle negativo como valor referéncia, e
demonstrou que a maioria dos materiais testados apresentou alta viabilidade celular (minimo
de 100%), tendo sido maiores ou semelhantes ao controle negativo, exceto para o FS.
Considerando o teste de Dunnett, o qual toma como referéncia o CN, foi observada diferenca
significativa para CP e FS (p<0,001) (Figura 15).

Figura 15 -Citotoxicidade (viabilidade celular) avaliada pelo método XTT.
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Colunas indicam o valor médio da viabilidade celular. Barras indicam o erro padrdo. O simbolo ***
indica diferenca estatisticamente significante em relagdo a CN (p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

Sobrevivéncia Clonogénica

Considerando os resultados da Fracdo de Sobrevivéncia, o material FS apresentou
fracdo de sobrevivéncia significativamente diferente do CN (Figura 16), o que indica um
comprometimento na capacidade proliferativa das celulas. J& os materiais CB, CB-HA, FS-
HA ndo mostraram fracdo de sobrevivéncia estatisticamente diferente do CN (p>0,05;
Dunnett).
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Figura 16 -Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica.
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Colunas indicam o valor médio da Fracdo de Sobrevivéncia (%). CN representa 100% de fragdo de
sobrevivéncia. Barras indicam o erro padrdo. O simbolo *** indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo a CN (p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

Analisando conjuntamente os dois testes realizados para investigar a citotoxicidade
(XTT e Sobrevivéncia Clonogénica), pode-se observar concordancia em ambos em relacéo
aos materiais CB, CB-HA, FS-HA, além de ndo serem citotoxicos, apresentaram maior
viabilidade celular no teste XTT e ndo prejudicaram a capacidade proliferativa das células
observada pelo teste de Sobrevivéncia Clonogénica. Porém, o contrario foi observado para o
material FS, que além de possuir uma citotoxicidade significativa (XTT), demonstrou também
comprometer significativamente a capacidade proliferativa das células (Sobrevivéncia

Clonogénica).

4.3.1.2 Teste de genotoxicidade

Ensaio Cometa
Analisando a porcentagem de DNA na cauda (Figura 17), pode ser observado que o
material FS foi genotoxico. Ja os demais materiais ndo apresentaram genotoxicidade, pois ndo

mostraram diferenca estatisticamente significante em relacéo ao CN.
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Figura 17 -Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa.

40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 ~

% %k %k
10
. ]
o | N N
CN CP CB CB-HA FS FS-HA

%k %k

% DNA na cauda

Colunas indicam o valor médio da porcentagem de DNA encontrado na cauda dos nucledides. Barras
indicam o erro padrdo. O simbolo *** indica diferenca estatisticamente significante em relagcdo a CN
(p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a andlise de genotoxicidade pelo Tail Moment (Figura 18), pode ser

observado que nenhum material foi genotoxico.

Figura 18 -Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa.
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Colunas indicam o valor médio de Tail Moment. Barras indicam o erro padrdo. *** indica diferenga
estatisticamente significante em relacdo a CN (p<0,001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3.1.3 Teste de mutagenicidade

Teste de Micronucleo

Complementando a andlise de genotoxicidade, foi realizado teste de mutagenicidade
por meio do ensaio do Micronucleo, de modo que os resultados podem ser visualizados na
Tabela 8.

Tabela 8 - indice de Divisdo Nuclear (IDN), Frequéncia de Células Binucleadas com
Micronucleo (FBMN), Frequéncia de Microndcleos (FMN), Pontes Nucleoplasmaticas (PN) e

Brotos obtidos de cada tratamento com 0s materiais e controles.

Grupo IDN FBMN FMN PN Brotos
MédiatEP MédiatEP MédiatEP MédiatEP MédiatEP
CN 1,88 = 0,004 13,00 + 0,730 15,00 + 0,966 3,00 + 0,361 4,33+ 0,760

CP 1,80+ 0,005 107,00 +£1,673*** 161,3+2,789*** 34,67 +0,918*** 25,67 + 1,874***

CB 1,88 + 0,024 20,00 £ 0,730 23,67 £ 0,210 6,33 + 0,557 5,66 + 0,557
CB-HA 1,84 +0,009 15,00 £ 0,730 15,67 + 0,557 5,33 +1,054 4,66 + 0,210
FS 1,85 + 0,006 25,33 £2,011** 28,00 + 1,317** 4,00 + 0,365 5,33+ 0,760
FS-HA 1,80+0,012 12,33+ 0,210 13,33+ 0,210 3,33+ 0,557 3,33+£0,210

Valores apresentados da média e erro padrdo (EP). ** = p<0,001, *** = p< 0,0001, em relacdo a CN.
Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

Pelo teste ANOVA, ndo houve diferenca estatisticamente significante para o indice de
Divisdo Nuclear (IDN) entre os materiais testados, mostrando que o processo de divisdo
celular foi uniforme para todos os tratamentos.

Na avaliagdo de células binucleadas com microndcleos (FBMN), somente o material FS
e o CP demonstraram diferenca significante em relagdo ao CN (p<0,001; p<0,0001; Dunnett).

Um numero elevado de micronucleos (FMN) foi observado no material FS, que foi
estatisticamente diferente do CN (p<0,001; Dunnett). Ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os outros materiais avaliados em relagdo ao CN.

Em relagdo & PN e Brotos, apenas o CP foi estatisticamente diferente do CN (p<0,0001;
Dunnett).
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4.3.2 Ensaio in vitro para a linhagem de células MC3T3-E1
4.3.2.1 Testes de citotoxicidade

Ensaio XTT

A andlise de citotoxicidade pelo método XTT, o qual avalia a viabilidade celular, foi
realizada por 7, 14 e 21 dias de contato do material CB-HA com as células MC3T3-E1. As
membranas de FS-HA deixaram de ser estudada devido a toxicidade apresentada na linhagem
CHO-K1 e devido a razdo molar de Ca/P nos cristais de apatita ter sido muito inferior em
comparacédo a razdo molar encontrada na hidroxipatita.

Considerando a viabilidade celular obtida do Controle Negativo como valor referéncia,
pode-se observar que o material CB-HA mostrou com alta viabilidade celular para os trés
periodos avaliados, tendo sido semelhante ao CN. Considerando o teste de Dunnett, o qual
toma como referéncia o CN, foi observada somente diferenca significativa em relacdo ao CP
(p<0,001) (Figura 19).

Figura 19 -Citotoxicidade (viabilidade celular) avaliada pelo método XTT.
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Colunas indicam o valor médio da viabilidade celular. Barras indicam o erro padrdo. O simbolo ***
indica diferenca estatisticamente significante em relagdo a CN (p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

Sobrevivéncia Clonogénica
Considerando os resultados da Fracdo de Sobrevivéncia, 0 material CB-HA apresentou

fracdo de sobrevivéncia significativamente diferente do CN (Figura 20), no entanto, essa
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diferenga foi decorrente de uma melhora na capacidade proliferativa das células (p<0,001;

Dunnett.).

Figura 20 -Citotoxicidade avaliada pela Sobrevivéncia Clonogénica.
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Colunas indicam o valor médio da Fracdo de Sobrevivéncia (%). CN representa 100% de fragdo de

sobrevivéncia. Barras indicam o erro padrdo. O simbolo *** indica diferenca estatisticamente
significante em relagdo a CN (*** = p<0,0001) (** = p< 0,001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

Analisando conjuntamente os dois testes realizados para investigar a citotoxicidade

(XTT e Sobrevivéncia Clonogénica), pode-se observar concordancia em ambos em relagéo ao

material CB-HA que além de ndo ser citotoxico, demonstrou melhorar a capacidade

proliferativa das células observado pelo teste de Sobrevivéncia Clonogénica.

4.3.2.2 Teste de genotoxicidade

Ensaio Cometa

Analisando a porcentagem de DNA na cauda (Figura 21), pode ser observado que o

material CB-HA né&o foi genotoxico em relacdo ao CN (p>0,05; Dunnett).
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Figura 21 -Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa.
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Colunas indicam o valor médio da porcentagem de DNA encontrado na cauda dos nucledides. Barras
indicam o erro padrdo. O simbolo *** indica diferenca estatisticamente significante em relagdo & CN
(p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com a analise de genotoxicidade pelo Tail Moment (Figura 22), pode ser

observado que o material CB-HA nao foi genotdxico (p>0,05; Dunnett).

Figura 22 -Genotoxicidade avaliada pelo Ensaio Cometa.
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Colunas indicam o valor médio de Tail Moment. Barras indicam o erro padrdo. O simbolo *** indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo a CN (p<0,0001). Teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.3.2.3 Teste de mutagenicidade

Teste de Micronucleo

Complementando a andlise de genotoxicidade, foi realizado teste de mutagenicidade por
meio do ensaio do Microntcleo, de modo que os resultados podem ser visualizados na Tabela
9.

Tabela 9 -indice de Divisdo Nuclear (IDN), Frequéncia de Células Binucleadas com
Micronucleo (FBMN), Frequéncia de Microndcleos (FMN), Pontes Nucleoplasmaticas (PN) e
Brotos obtidos de cada tratamento com os materiais e controles.

Grupo IDN FBMN FMN Ponte Brotos MédiatEP
MédiatEP MédiatEP MédiatEP MédiatEP
CN 1,68 £ 0,005 9,330,919 11,00 + 0,632 3,00 £ 0,365 4,33 £ 0,760

CP 1,57 £0,005***° 56,00 + 1,317**** 953+ 2,565**** 19,33+ 0,918**** 13,67 + 0,431***?

CB-HA 1,66 + 0,008 15,33 + 0,55 17,00 + 0,365 5,33 + 0,557 3,66 + 0,210

a

Valores apresentados da média e erro padrdo (EP). A letra ° indica diferenca estatisticamente

significante em relagdo ao CN (p<0,0001), Dunnett. °® = p<0,0001, Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora

Pelo teste ANOVA, o processo de divisdo celular, verificado pelo Indice de Divis&o
Nuclear (IDN) ndo foi uniforme apenas para o CP em relacdo ao CN, sendo observado o
efeito citostatico do cloridrato de doxorrubicina (p< 0,0001; Tukey)

O IDN é um marcador de proliferacdo celular em culturas e pode ser considerado uma
medida de citotoxicidade geral. Considera-se a hipdtese de que as células sob o efeito de
agentes mutagénicos sofrem danos no DNA, ndo podem sobreviver ao ciclo de diviséo celular
e entram em um processo de necrose ou apoptose antes do término da primeira divis&o.
Também pode haver uma indugdo de atraso mitdtico que, por ndo permitir a reparacdo de
lesbes genotdxicas, ira modificar o namero de células entrando em mitose, modificando a
proporcdo de células mono, bi, tri e tetranucleadas. Assim, hd um IDN menor devido ao
menor numero de células se dividindo. Ainda, ha a hipotese de um efeito clastogénico de
agentes mutagénicos com agdo aneugénica, induzindo algum grau de bloqueio do ciclo
celular. Portanto, mais células ndo irdo se dividir e o IDN continuara sendo baixo".

Apesar do IDN ter sido relativamente menor no CP para a linhagem MC3T3-E1, esse

fator ndo impediu a continuidade da avaliacdo dos resultados, pois de acordo com Fenech®,
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para a andlise de micronucleos, as culturas devem apresentar um percentual de células
binucleadas acima de 35%. Neste experimento, o material testado, assim como os controles,
possuiram um percentual de células binucleadas acima de 55%, permitindo a leitura dos
outros parametros.

Na avaliacdo de células binucleadas com micronucleos (FBMN), frequéncia de
micronlcleos (FMN), PN e Brotos, apenas o CP foi estatisticamente diferente do Controle
Negativo (p<0,0001; Dunnett).

Logo, pode-se concluir que o material CB-HA ndo demonstrou potencial mutagénico

em nenhum dos parametros avaliados para a linhagem de MC3T3-E1.

4.4 Estudos de Adsorc¢do de Anticorpos in Vitro

Um estudo de adsorcdo in vitro foi realizado para examinar possiveis diferencas na
ligacdo dos anticorpos monoclonais (mAb) anti-BMP-2 nas membranas de CB (Figura 23).
Os resultados demonstraram visualmente que imediatamente apds a imobilizacdo de mAb
anti-BMP-2, os niveis do anticorpo detectados estavam elevados. Apds 2 semanas de
incubacdo, 0 mAb anti-BMP-2 foi observado até 14 dias. A retencdo e liberacdo de mAb
provavelmente sera diferente in vivo, no entanto, esse estudo permitiu confirmar a adsor¢édo

dos anticorpos monoclonais anti-BMP-2 nas membranas.
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Figura 23 -Caracterizacao do perfil de adsorcéo in vitro de anticorpos monoclonais anti-BMP-
2 nas membranas de CB.

1d 3d 7d 14d Controle
A- - - -
E;- - - - -

(A) Andlise microscopica de fluorescéncia demonstrando na primeira linha a ligacdo do anticorpo

priméario anti-BMP-2 na membrana CB-HA detectado por anticorpo secundario anti-humano de
camundongo conjugado com FITC em diferentes intervalos de tempo (1, 3, 7 e 14 dias). A segunda
linha mostra as membranas CB-HA apenas com anticorpos secundarios. A Gltima coluna mostra o
Controle (CB-HA) sem nenhum tipo de anticorpo ligado. (B) Analise microscopica de fluorescéncia
na membrana CB-HA inoculadas apenas por anticorpo secundario anti-humano de camundongo
conjugado com FITC em diferentes intervalos de tempo (1, 3, 7 e 14 dias). O dia 1 representa a
deteccdo de ligacdo de anti-BMP-2mAb imediatamente apds a imobilizacdo do mAb na membrana
CB-HA, confirmando que o0 mAb de camundongo é mantido em todos por até duas semanas in vitro.

Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 24 representa a analise quantitativa de imunofluorescéncia de membranas com
mADb anti-BMP-2 imobilizado nas membranas de CB-HA. As membranas foram fotografadas
apos o contato do anti-BMP-2 primario por 1,3 7 e 14 dias e ap6s detectado por anticorpo

secundario anti-humano de camundongo conjugado com FITC.
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Figura 24 -Caracterizacao do perfil de adsorcéo in vitro de anticorpos monoclonais anti-BMP-
2 nas membranas de CB-HA.

Intensity Quantification FITC
&

Anadlise quantitativa de imunofluorescéncia de membranas com mAb anti-BMP-2 imobilizado do dia

1° ao dia 14° ap6s a adsorcao.
Fonte: Elaborado pela autora

Por meio das imagens capturadas pelo microscopio de fluorescéncia no periodo
analisado e pela quantificacdo da intensidade realizada pelo software ImageJ, foi possivel
confirmar a ligacdo dos anticorpos primarios anti-BMP-2 nas membranas de CB-HA. Além
disso, foi possivel verificar que a presenca deles diminui gradativamente com o passar dos

dias, reduzindo aproximadamente de 70% em 7 dias e de 90% em 14 dias.

4.5 Expressao Génica

A anélise de expressdo génica foi realizada em cada material objeto de investigacéo,
apos o cultivo celular das células MC3T3-E1 em meio osteogénico pelo periodo de 7, 14 e 21
dias. Na Tabela 10 estéo apresentados os materiais testados.

Os grupos: G2, G4 e G5 tiveram a troca da proteina BMP-2 (200 ng/ml) duas vezes por
semana, juntamente com o meio de cultura a-MEM % A eficiéncia de amplificagéo de todos
0s genes foram semelhantes e proximos a 100%.

Foi verificado o nivel de expressdo dos genes SPP1, ALPL, TNFRSF11B, RUNX2,
BGLAP e VEGF, os quais foram normalizados pelo gene selecionado como controle

enddgeno GAPDH, utilizando o software Expression Suite (Applied Biosystems®).
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Tabela 10 -Materiais avaliados no Ensaio de Expresséo Génica

Células MC3T3-E1 (G1) - CN

Células MC3T3-E1 + 200ng/ml proteina BMP-2 (G2)- CP

Células MC3T3-E1 + CB-HA-antiBMP-2 (G3)

Células MC3T3-E1 + CB-HA-antiBMP-2 + 200ng/ml de proteina BMP-2 (G4)
Células MC3T3-E1 + CB-HA + 200ng/ml de proteina BMP-2 (G5)

Fonte: Elaborado pela autora

O grupo G1 demonstra 0 quanto expressa constitutivamente cada gene em meio
osteogénico. O grupo G2 representa o CP por conter o estimulo da proteina BMP-2 sobre as
células em meio osteogénico. O grupo G3 representa a influencia, somente da membrana,
sobre as células. O grupo G4 representa a estratégia AMOR nas membranas confeccionadas
sobre as células. E o grupo G5 demonstra se a auséncia da imobilizacdo dos anticorpos reflete

na expressao dos genes avaliados sobre as células.

A Figura 25 apresenta a analise quantitativa de RT-qPCR dos grupos G1, G2, G3, G4
e G5 nos periodos de 7, 14 e 21 apos cultivo celular em MC3T3-E1 para cada um dos genes
SPP1, ALPL, TNFRSF11B, RUNX2, BGLAP e VEGF.
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Figura 25 -Andlise quantitativa de RT-gPCR dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos periodos
de 7, 14 e 21 apos cultivo celular dos genes SPP1 (A), ALPL (B), TNFRSF11B (C), RUNX2
(D), BGLAP (E), e VEGF (F). (Continua)
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Figura 25 -Andlise quantitativa de RT-gPCR dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos periodos
de 7, 14 e 21 apos cultivo celular dos genes SPP1 (A), ALPL (B), TNFRSF11B (C), RUNX2
(D), BGLAP (E), e VEGF (F). (Continuacéo)
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Figura 25 -Andlise quantitativa de RT-gPCR dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos periodos
de 7, 14 e 21 apos cultivo celular dos genes SPP1 (A), ALPL (B), TNFRSF11B (C), RUNX2
(D), BGLAP (E), e VEGF (F). (Concluséo)

E
BGLAP
0.0020-
- B Gl
Q
c; 0.0015- ——
g 0.0010- |
S ' CJ G5
)
S 0.00054
Ll
0.0000-
F
VEGF
0.15-
Bl Gl
N (.10 >+ @l G3
80 & G4
s \ 0 G5
O 0.05- *
o
(@]
[
0.00-
2 2 S
N N N
A > >

Barras indicam o nivel médio de expressdo génica (2“") +/- erro padrdo. ANOVA two-way seguido
do Teste de Bonferroni. *** = p <0,001; ** = p<0,1, * = p<0,05, quando comparado ao grupo controle

de cada periodo.

Fonte: Elaborado pela autora
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Em termos gerais, houve uma tendéncia significativa do aumento da expresséo de genes
candidatos durante os periodos analisados in vitro tratados com o grupo de interesse G4
(Células MC3T3-E1 + CB-HA-antiBMP-2 + 200 ng/ml de proteina), o que pode sugerir

aceleracdo da diferenciagdo/atividade dos osteoblastos com o uso desse biomaterial.

Os genes SPP1, BGLAP e VEGF apresentaram aumento da expressao génica
proporcional ao periodo de contato do G4 com as células, sendo mais evidente e significativa
a expressao no periodo de 21 dias comparado aos outros grupos (Figura 25: B, C, D)

Os genes ALPL, RUNX2 e TNFRSF11B demonstraram aumento da expressdo génica
para 0 grupo 4 no periodo de 7 dias, sendo esta diferenca ndo sustentada nos préximos
periodos (Figura 25: A, E, F)

Considerando o grupo de interesse (G4), o qual simularia uma situacdo do contato de
CB-HA-antiBMP-2 num ambiente in vivo com a presenca de BMP-2 enddgena num processo
de reparacdo éssea, 0s genes ALPL, RUNX2 e TNFRSF11B apresentariam aumento da
expressao génica logo nos primeiros dias, enquanto os genes SPP1, BGLAP e VEGF teriam

aumento da expressdo com o passar do tempo de contato do biomaterial.

4.6 Deteccdo da Formacdo de NoOdulos Minerais por Coloracdo com Vermelho de
Alizarina

A andlise dos nddulos minerais foi realizada sobre cada material objeto de investigacao,
apos o cultivo celular das células MC3T3-E1 pelo periodo de 7, 10 e 14 dias. Na Tabela 10
estdo apresentados 0s grupos testados.

Os grupos: G2, G4 e G5 tiveram a troca da proteina BMP-2 (200 ng/ml) duas vezes por
semana, juntamente com o meio de cultura osteogénico.

Os materiais controles (G1 e G2) e o material de interesse (G4) foram avaliados
macroscopicamente e microscopicamente (Figura 26), além de ser realizada a andlise

quantitativa da mineralizagdo em todos os grupos (Figura 27).



77

Figura 26 -Andlise macroscopica e microscopica dos nodulos minerais por Vermelho de
Alizarina dos grupos G1, G2 e G4 nos periodos de 7, 10 e 14 dias ap6s cultivo celular.

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 27 -Andlise quantitativa dos n6dulos minerais por Vermelho de Alizarina dos grupos
G1, G2, G3, G4 e G5 nos periodos de 7, 10 e 14 dias, por leitura de absorbancia a 405 nm.

0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -
03 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

* %k *x

O7 dias
M@ 10 dias

Absorbéncia (405nm)

M 14 dias

G1 G2 G3 G4

Barras indicam o maior potencial osteogénico de culturas de acordo com o material investigado +/-
erro padrdo. ANOVA one-way seguido do Teste de Tukey. *** = p <0,001 quando comparado ao

grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com o resultado acima, é possivel concluir que houve uma tendéncia
significativa do aumento da formacéo de nddulos minerais em todos os grupos em relacdo ao
G1, isso indica que a presenca por si sO de algum fator externo como CB-HA, a proteina
BMP-2 e o anticorpo anti-BMP-2 isolados ou combinados sdo capazes de acentuar o potencial

osteogénico.

Os grupos tratados com a proteina BMP-2 (G2, G4 e G5), ao final de 14 dias, foram os
que demonstraram um indice maior de formacgéo dos nodulos. Sabendo que o G2 representa o
controle positivo, o grupos G4 (Células MC3T3-E1 + CB-HA-antiBMP-2 + 200 ng/ml de
proteina), que é o grupo de interesse e um tratamento alternativo para a condi¢do de G2,
obteve um resultado satisfatorio demonstrando apresentar um potencial promissor para ser

utilizado como biomaterial para reparacdo 6ssea.
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4.7 Atividade da Proteina Fosfatase Alcalina (ALP)

A atividade da proteina ALP foi verificada novamente sobre cada material objeto de
investigacdo representado na Tabela 10, ap6s o cultivo celular das células MC3T3-E1 pelo
periodo de 7, 10 e 14 dias.

Os grupos: G2, G4 e G5 tiveram a troca da proteina BMP-2 (200 ng/ml) duas vezes por
semana, juntamente com o meio de cultura osteogénico.

Para se obter o resultado da atividade de ALP (Figura 28), ¢ realizado a razdo entre a

concentracdo de ALP sobre a quantidade de proteinas totais.

Figura 28 -Analise quantitativa da atividade de ALP dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 nos

periodos de 7, 10 e 14 dias ap0s cultivo celular em 595 nm.
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Barras indicam a atividade de ALP de acordo com o material investigado +/- erro padrdo. ANOVA
one-way seguido do Teste de Tukey. *** = p<0,001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora

O resultado acima demonstra que em relacdo aos periodos de 7 e 10 dias houve uma
diferenca significativa de todos os grupos em relacdo ao grupo controle G1. Novamente,
pode-se concluir que a atividade de ALP também pode ser influenciada por um fator externo.

Todos os grupos tiveram um aumento da atividade de ALP em até 10 dias, o que indica

que a atividade dessa proteina ocorre entre 8-12 dias, sofrendo em seguida um declinio.
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Esse dados concordam com o resultado apresentado na expressdo génica de ALP,
indicando o aumento da expressdo do gene préximo ao periodo de 7 dias e ap6s observado
seu declinio. E possivel confirmar também pelo ensaio de expressdo génica que os grupos G2,
G4 e G5 apresentaram relativamente um aumento da expressdo do gene ALP em torno de 10

dias, o que pode ser justificado pela utilizacdo da proteina BMP-2 nesses grupos.

4.8 Quantificacdo da Producao de IL-6 e TGF-R3 por Ensaio Imunoenzimético (ELISA)
A producéo de IL-6 e TGF-R foram quantificadas através dos sobrenadantes dos grupos
G1, G2 e G4 da Tabela 10, ap6s o cultivo celular das células MC3T3-E1 durante o periodo de
7,14 e 21 dias.
Os grupos G2 e G4 tiveram a troca da proteina BMP-2 (200 ng/ml) duas vezes por
semana, juntamente com o meio de cultura osteogénico. O ensaio ELISA foi realizado para

quantificar a producdo de IL-6 (Figura 29) e TGF-B (Figura 30).

Figura 29 -Andlise quantitativa da producéao de IL-6 dos grupos G1, G2 e G4 nos periodos de
7, 14 e 21 dias.
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Barras indicam a quantidade detectada de IL-6 de acordo com o material investigado +/- erro padréo.
ANOVA one-way seguido do Teste de Tukey. *** = p<0,001 quando comparado ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora
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Os niveis expressos de IL-6 ndo foram identificados em G1 e G2. De acordo com o
resultado acima, é possivel verificar uma tendéncia significativa do aumento da expresséo de
IL-6 pela presenca de G4 nas células osteoblasticas com 14 dias, com diminuicdo da

expressao aos 21 dias.

Figura 30 -Anélise quantitativa da producdo de TGF-i dos grupos G1, G2 e G4 nos periodos
de 7, 14 e 21 dias.
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Barras indicam a quantidade detectada de TGF-R de acordo com o material investigado +/- erro
padrdo. ANOVA one-way seguido do Teste de Tukey. *** = p<0,001 quando comparado ao grupo
controle.

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com o resultado acima, pode-se observar uma tendéncia significativa do
aumento da expressdo de TGF-B com o passar do tempo para todos os grupos, estando

diminuida somente para 0 G4 com 21 dias.
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5 DISCUSSAO

As caracteristicas fisico-quimicas das membranas desenvolvidas a base de CB-HA e
FS-HA foram averiguadas. A analise por FTIR dos grupos funcionais relacionados as fases de
apatita precipitada nas membranas revelou que a hidroxiapatita foi incorporada de maneira
eficiente & membrana de CB-HA. As principais atribui¢des que caracterizam a celulose se
mantiveram e foi sugerido uma possivel interacdo dos cristais de HA com 0s grupos
hidroxilas da celulose pelo decréscimo na intensidade da banda 3500-3200 cm™. No espectro
CB-HA, pode-se observar que a diminuicdo da intensidade desta banda pode estar diretamente
relacionada as ligacfes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas e as fases de apatita. A
ligacdo quimica entre HA e a CB estabilizou o compdsito, podendo manter uma integridade
mecanica necesséria para substituicio 6ssea>>°.

A andlise de FTIR para as membranas de FS-HA revelou que as bandas caracteristicas
da fibroina entre 1700-1000 cm™ n&o estavam presentes como observadas no espectro da FS.
O recobrimento da membrana pela hidroxiapatita pode ser a causa pelo qual o aparelho FTIR
ndo tenha conseguido detectar a proteina fibroina.

A morfologia e a estrutura dos respectivos compositos, bem como a andlise dos cristais
de apatita incorporados aos mesmos foram avaliados por MEV/EDS. A micrografia para a
membrana de CB-HA revelou a presenca de cristais de HA de ordem nanométrica recobrindo
as fibras de CB. Apesar da CB apresentar poros relativamente pequenos de ordem
nanométrica, eles permitem que os ions entrem livremente dentro da matriz, favorecendo a

1°°. A estrutura

formacdo de cristais de HA no interior de sua estrutura tridimensiona
molecular da celulose bacteriana pode ter contribuido para a deposicdo homogénea dos
cristais de apatita, uma vez que estudos prévios tém constatado que grupos funcionais, tais
como hidroxilas, fosfatos e carboxilicos propiciam a nucleacdo de fases de apatitas®®"®"*. Os
grupos hidroxilas da celulose tém dipolo negativo forte, os quais promovem a ligacdo dos
cétions Ca?* livres da solucéo de CaCl, e formam ligacdes coordenadas e, assim, 0s fons PO,>
ligam-se ao célcio associado a CB formando o nucleo inicial para formar as fases precursoras
de apatita® ™",

A membrana de FS-HA revelou a presenca de cristais HA de ordem nanométrica
recobrindo a superficie da FS de forma homogénea e de algumas regides com deposicao
aumentada dos cristais.

Chunling et al.”

investigaram a estrutura e propriedades de filmes de FS associada a
hidroxiapatita e analisaram por MEV filmes que possuiam diferentes proporcGes de

hidroxiapatita. Foi verificado que os filmes que possuiam maior quantidade de hidroxiapatita
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apresentaram um granulado protuberante de componentes inorganicos. Os resultados
sugeriram que a adicio excessiva de Ca’* e PO,> impediram a distribuicdo uniforme da fase
inorganica e o teor tedrico de HA (porcentagem em peso) em 21% era presumivelmente o
ponto critico para fabricar os filmes homogéneos. Logo, pode-se inferir, baseando-se no

trabalho de Chunling et al.”®

, que as regides do presente estudo que apresentaram cristais
exuberantes de HA podem ter ocorrido pela adicio excessiva de Ca’* e PO, e pela
distribuicdo uniforme da fase inorganica.

A anélise de EDS revelou que as razdes molares Ca/P foram mensuradas e para as
membranas CB-HA foi obtida uma média de razdo molar Ca/P de 1,52 referente a
hidroxiapatita deficiente em célcio (CDHA) e, para a membrana FS-HA, foi obtida uma
média de razio molar Ca/P de 1,30 referente a um fosfato-octacalcio (OCP)™. Esta
diminuic&o na razdo molar Ca/P pode ser devido ao inicio da dissolugdo dos fons Ca*" e PO,*
, & substituicdo dos fons Ca?* por Na* ou ainda & substituicdo de fons PO,* por COs* *°.

As propriedades mecénicas das membranas foram avaliadas quanto a resisténcia a
tracdo, alongamento e mddulo de elasticidade. Todas as amostras que continham
hidroxiapatita demonstraram ser menos resistentes mecanicamente (menores valores de Rp) e
diferentes significativamente em relagdo as membranas sem hidroxiapatita. A presenca de
hidroxiapatita deve ser responsavel pela formacdo de uma estrutura altamente compactada,
com pequenos espacos intermoleculares que ndo permitiram um suficiente rearranjo estrutural
traduzido pela deformacdo plastica, atingindo mais rapidamente o ponto de cedéncia e
caracterizando uma estrutura mais fragil®.

As membranas obtidas sem a incorporacdo da hidroxiapatita ao contrario, apresentaram-
se mais resistentes mecanicamente, provavelmente devido a formacao de uma estrutura menos
compactada, com amplos espacos intermoleculares que devem permitir um extenso rearranjo
estrutural em razdo da aplicagdo de uma tensdo antes que o ponto de cedéncia seja atingido®.
Os resultados de Ep estdo de acordo com os de Rp para as membranas de celulose bacteriana,
uma vez que as membranas que exibiram maior gasto de energia na perfuracdo foram as
mesmas que mostraram maior Rp. Os pardmetros avaliados aumentaram nas amostras
umedecidas, revelando que as membranas tornaram-se menos frageis. Esses resultados podem
ser interessantes, pois podem conferir uma maior resisténcia das membranas utilizadas in
Vivo.

Contudo, as bioceramicas apresentam uma limitagdo em aplicacdo clinica, devido a
baixa resisténcia mecanica quando comparado a outros biomateriais metalicos e poliméricos,

ndo permitindo que sejam usadas como forma de ancoragem para implantes, mas sim para o
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recobrimento em materiais de alta resisténcia mecanica®, ou como materiais de
preenchimento 6sseo.

Sepulveda et al.”

mostraram que o cimento de hidroxiapatita facilita o contorno ésseo
além de ser clinicamente usado como uma biocerdmica reparadora de 0sso pela sua
similaridade com a composi¢do do osso mineral e pela capacidade de sua osteocondugéo,
sendo um importante biomaterial para a substituicdo Ossea em ortopedia, cirurgia
reconstrutiva cranio-facial, implante dentoalveolar e cirurgias orais®.

As propriedades hidrofilicas dos compdsitos foram avaliadas antes e apds a
imobilizagdo dos anticorpos anti-BMP-2 nas membranas pelo teste do angulo de contato.
Todos os materiais demonstraram ser hidrofilicos por possuirem angulo de contato 6<90°,
porém a presenca dos anticorpos nas amostras foi capaz de reduzir ainda mais este angulo e
deixar as membranas mais hidrofilicas, o que é benéfica para a adesdo e proliferacdo celular.
Esses resultados podem ocorrer porque 0s grupos polares dos anticorpos proporcionam uma
maior energia superficial, diminuindo assim o angulo de contato da agua da superficie’.

Em concordancia com nossos resultados, Vellayappan et al.”

realizou a caracterizacao
do polimero uretano poliéster de silsesquioxano/poli (carbonato-ureia) impregnado com
nanosilver (POSS-PCU-NS) com anticorpos anti-CD34 unidos covalentemente para melhorar
a captura de células progenitoras endoteliais (EPC) circulante com finalidade
antitrombogénica foi realizada e verificada o angulo de contato. O polimero POSS-PCU
exibiu certo grau de hidrofobicidade devido a um maior angulo de contato verificado. Os
resultados do angulo de contato da agua mostraram que a superficie do POSS-PCU tornou-se
mais hidrofilico apds a associacao do anticorpo na superficie da amostra.

Chong et al.”’

investigaram a captura de células progenitoras endoteliais por anticorpos
(CD34) conjugados na superficie de filmes de policaprolactona (PCL) para aplica¢fes de
implantes cardiovasculares a fim de promover a endotelizacdo. Medidas de &ngulo de contato
demonstram que a superficie do filme de PCL é altamente hidrofobica (73,5°t 3,7°) e a
conjuncdo subsequente de anticorpos CD34 reduziu estatisticamente significante a
hidrofobicidade (65,2° £ 2,7), concordando novamente com os resultados do presente estudo.
A utilizagdo de polimeros naturais para a confec¢do de biomateriais tem avancado nos
ultimos anos devido as caracteristicas fisico-quimicas benéficas que eles oferecem.
Entretanto, de acordo com Singh et al.* danos indiretos a0 DNA como a promogdo de
estresse oxidativo e a resposta inflamatdria também podem ocorrer devido a possibilidade de

interacdo de particulas livres no citoplasma com o DNA durante o processo de divisao celular,
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sendo necesséria a realizacdo de testes para garantir o potencial ndo toxico e o uso seguro de
biomateriais.

As membranas de CB, CB-HA, FS e FS-HA foram avaliadas in vitro para assegurar o
potencial ndo toxico. Para a linhagem CHO-K1, uma linhagem recomendada pela OECD
(Organization for Economic Cooperation and Development) para estudos de citotoxicidade e
genotoxicidade de drogas e materiais, foi verificada que apenas a membrana FS demonstrou
ser citotdxica, genotoxica e mutagénica.

1.8 desenvolveram um scaffold tubular biomimético a base de FS associado a

Wang et a
polietilenoglicol com finalidade de regeneracdo vascular. A citotoxicidade foi avaliada por
meio do teste de MTT em células L929 (células endotelias de veias umbilical humana) por 1,
3, 5 e 7 dias. Os resultados demonstraram que a replicacdo celular, a morfologia, viabilidade e
proliferacdo celular foram satisfatérios. Em nossos estudos, a membrana de FS associada com
a hidroxiapatita (FS-HA) também apresentou resultados satisfatorios em relacdo a ndo ser
citotoxico, logo surgiu-nos a hipdtese que quando ha materiais associados a FS, esse polimero
perde o seu potencial toxico.

Barud et al.®° desenvolveram scaffold esponjoso & base de CB-FS para a engenharia
tecidual e area biomédica. A citotoxicidade foi avaliada por meio dos testes de XTT e MTT e
a mutagenicidade por meio do teste do micronucleo. Para os testes de citotoxicidade, a
linhagem L929 foi utilizada e, para o teste de mutagenicidade, foi utilizada a linhagem V79.
Para todos os testes os resultados foram promissores, ndo demonstrando nenhum potencial
toxico em relacdo a citotoxicidade e mutagenicidade. Portanto, tais resultados parecem
reforcar a hipotese que quando a FS apresenta-se associada a outro polimero, esta torna-se
promissora para a engenharia tecidual e como um biomaterial.

Entretanto, Moraes et al.”® investigaram o potencial toxico de membranas de FS apds
diferentes métodos de esterilizag&o e verificaram o carater ndo citotdxico pelo ensaio de MTS.
Dessa forma, supde-se que a citotoxicidade de membranas de FS podem estar relacionadas a
estrutura terciaria da proteina fibroina, uma vez que a solugédo de FS, investigada nos estudos
preliminares do presente estudo também ndo foi citotoxica.

Rajkhowa et al.2° evidenciaram que os cristais de seda sdo formados pelo empilhamento
de folhas B, que por sua vez sdo formados por segmentos hidrofobicos de cadeias pesadas de
FS. As ligagdes de hidrogénio sdo responsaveis pelas for¢as intermoleculares nas folhas 3. As
fracas interagOes de Van der Waals proporcionam as forgas intermoleculares de empilhamento
entre as folhas B. A energia mecanica ¢ capaz de romper as forcas de Van der Walls,

perturbando a ordem de empilhamento regular das folhas . A mudanca na estrutura da
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proteina fibroina é refletida na posicéo e intensidade do pico analisado por FTIR. Os autores
afirmam também que, de acordo com alguns estudos preliminares, materiais de FS contendo
folhas  ndo mostraram citotoxicidade.

Numata et al.** estudando os mecanismos de degradacéo enzimética de cristais de folha
B, evidenciaram que a degradagdo natural de cristais de FS em amostras em que a proteina
encontra-se em folhas B ndo demonstraram citotoxicidade em célula de feocromocitoma de
ratos (PC12) pelo ensaio de MTS. Por outro lado, a degradagdo em estruturas a-hélice ocorreu
mais lentamente e 0s produtos de degradacdo ndo natural da protease XIV mostraram maior
citotoxicidade devido a geracao mais rapida de fragmentos com maior peso molecular.

De acordo com o estudo de Numata et al.** e Rajkhowa et al.¥®°, supde-se que a solugéo
de FS, a qual nédo foi feita analise por FTIR, apresente a proteina fibroina na estrutura terciaria
em folhas , uma vez que a mesma nao foi citotoxica. J4 a membrana de FS, pode ter sofrido
a acao de alguma energia mecanica durante 0 seu processamento, a qual provocou uma
mudanca na estrutura da proteina, confirmado pela analise do FTIR, que evidenciou a
conformacdo da estrutura em a-hélice.

Levando em consideracéo a citotoxicidade das membranas de FS, 0s proximos ensaios
poderiam ser realizados apenas com as membranas FS-HA, entretanto, a caracterizacao fisico-
quimica das mesmas nao foram satisfatorias. Pela analise de FTIR, foi possivel verificar que
houve uma modificacdo no espectro da proteina fibroina. No espectro de FS, a absor¢do do
amido carbonilo em 1634cm™ foi atribuida & estrutura a-hélice, enquanto no espectro de FS-
HA essa banda diminuiu, sugerindo que a proteina fibroina foi recoberta intensamente pelo
cristais de HA que o aparelno FTIR ndo foi capaz de identificar os grupos funcionais
presentes. Outro fator observado foi no espectro de EDS, em que os compdsitos FS-HA
(Figura 14 B) obtiveram uma razdo molar Ca/P entre 1,28-1,32 com uma média de 1,30,
referindo-se a uma razdo molar Ca/P de carbonato-apatita™® e ndo de CDHA, cuja razdo molar
Ca/P é de 1,50, como obtido para as membranas de CB-HA.

Por esses motivos, preferiu-se dar continuidade aos testes apenas com as membranas a
base de CB, realizando os ensaios nas membranas CB-HA, uma vez que 0 objetivo do
trabalho foi a incorporagdo da hidroxiapatita e essa, apesar de estar na fase de apatita
deficiente em calcio, foi a que mais se aproximou da hidroxiapatita, cuja razdo molar Ca/P ¢
de 1,67.

Os mesmo testes foram repetidos na linhagem celular MC3T3-E1, uma linhagem pré-
osteobléastica, apenas com as membranas CB-HA. A citotoxicidade, avaliada pelo ensaio
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XTT, foi avaliada por 7, 14 e 21 dias. Todos os dias avaliados demonstraram viabilidade
celular acima de 80%, indicando o carater ndo citotoxico das membranas.

O resultado referente ao 7° dia demonstra um leve decréscimo da viabilidade celular se
comparado aos outros dias (14 e 21 dias) e também se comparado ao resultado do ensaio XTT
realizado com as células CHO-K1, que estiverem em contato com a membrana CB-HA
apenas por um dia. Kim et al.?* associaram esse fato as proteinas extracelulares de adesdo,
responsaveis em aderir as células no biomaterial e permitir sua proliferacdo. Supde-se que as
células CHO-K1, que estiverem em contato por apenas um dia com a membrana, nao tiveram
tempo o suficiente em se aderir a membrana, porém, € possivel verificar que 0 mesmo néo foi
citotoxico para aquelas ja aderidas na placa. Em relagdo ao ensaio nas células MC3T3-E1, a
principio, pode ter ocorrido uma perturbacdo no sistema durante a fase de adesao das células a
membrana, mas que a mesma foi solucionada, como pode ser visto nos proximos 14° e 21°
dias. Dessa forma, foi constatado e confirmado o carater ndo citotoxico da CB-HA e também
0 genotdxico e mutagénico da membrana pelos outros testes.

1.8% e Tazi et al.®

He et a constataram o carater ndo tdxico e a biocompatibilidade da CB
associada a hidroxiapatita em um filme organico-inorganico em células 293T; e em scaffolds
em linhagens osteoblasticas Saos-2, respectivamente, por meio do ensaio MTT. De acordo
com esses resultados e os do presente estudo, é possivel concluir que a materiais a base de CB
associada a HA independentes do formato e da linhagem avaliada ndo foram citotoxicos e
demonstraram caracterizar-se como uma excelente matriz para a incorporacdo dos anticorpos
anti-BMP-2.

Massari et al.?> estudaram a resposta tecidual in vivo ap6s a implantagdo subcutanea de
membranas de CB e hidroxiapatita (Hap) em ratos machos. Foi avaliada a quantidade de
células mononucleares e polimorfonucleares, bem como a presenca de capsula fibrosa. Nao
houve diferenca quanto ao padréo inflamatério de materiais CB e CB-Hap quando comparado
ao padréo de politetrafluoroetileno, estando de acordo com os resultados in vitro do presente
estudo.

.86 desenvolveram membranas de CB funcionalizadas com HA ou

Scarel-Caminaga et a
coldgeno com adicdo ou ndo de peptideos de crescimento osteogénico (OGP) como
biomaterial promissor para reparagdo 0ssea. A toxicidade dos materiais foi avaliada atraves
dos mesmos testes e linhagem que o presente estudo (CHO-K1). Os materiais CB e CB-HA
ndo apresentaram diferenca estatistica para os ensaios de XTT e SC comparados ao controle
negativo. A genotoxicidade e mutagenicidade também n&o foram evidenciadas em relagdo aos

parametros de indice de danos no DNA (ensaio cometa) e a frequéncia de micronucleos (teste
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do micronucleo), respectivamente. Esses resultados vém de encontro aos demonstrados no
presente estudo, o qual demonstrou auséncia de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade das membranas de CB-HA.

Freire et al.

, para determinarem a concentracao de saturacdo de anticorpos anti-BMP-
2 em um scaffold de coldgeno absorvivel (ACS), quantificaram a ligacdo de anticorpos in
vitro, ligados com anticorpos secundarios associados a fluoréforos e analisados por
microscopia confocal de varredura a laser por 7 dias. A concentracdo de (25 pg/ml) foi
estabelecida como a concentracdo de saturacdo, sendo este o protocolo utilizado no presente
estudo.

A adsorcdo dos anticorpos nas membranas foi confirmada pelo estudo in vitro com a
utilizacdo de um anticorpo secundario anti-humano de camundongo conjugado com FITC.
Houve uma reducdo da adsorcdo dos anticorpos em aproximadamente 70% em 7 dias e de
90% em 14 dias. Ansari et al.?? verificaram a ligacdo e a cinética de liberagdo de anticorpos
monoclonais anti-BMP-2 associado a um complexo com a proteina G em ACS por até 14
dias. Os resultados obtidos através de anticorpos secundarios associados com FITC
confirmaram a ligacdo dos anticorpos nos ACS e que a presenca da proteina G utilizada para
aumentar a fixagcdo de anticorpos monoclonais anti-BMP-2 nos scaffolds ndo inibiu a
liberagdo dos anticorpos. Além disso, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de anticorpos detectados no scaffold de ACS + proteina G e apenas
nos scaffolds de ACS durante o periodo avaliado (1,7 e 14 dias).

Moshaverinia et al.®’

estudaram a ligacdo e a liberacdo in vitro de anticorpos
monoclonais anti-BMP-2 (25 pg/ml) em microesferas de alginato. Da mesma formal que o
presente estudo, o perfil de liberacdo dos anticorpos das microesferas de alginato foi avaliado
utilizando microscopia de fluorescéncia com anticorpo secundario associado ao fluoréforo
(FITC) e também mostrou sustentacdo de anticorpos por até 14 dias.

A analise de expressao génica revelou um aumento da expressao dos genes candidatos
SPP1, BGLAP, VEGF, ALPL, RUNX2 e TNFRSF11B no grupo de interesse G4 (células
MC3T3-E1 + CB-HA-antiBMP-2 + 200 ng/ml de proteina), sendo alguns mais precocemente
e outros mais tardiamente em relacdo ao periodo analisado. Na figura 20B, o nivel de
expressao do G2 foi maior que o G4, demonstrando que a proteina BMP-2 por si S0 é capaz
de promover a expressao de genes no processo de reparo, o que de fato é correto. O principal
papel das BMPs é o recrutamento de células mesenquimais para o local de cicatriza¢do e, em
seguida, diferencia-las em linhagem osteogénica, resultando em nova formagdo 0ssea, além

de que a BMP-2 desempenha um papel importante na expressdo de marcadores osteogénicos
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como a fosfatase alcalina (ALP)? . No entanto, é sabido que para o resultado esperado, é
necessario doses supra-fisioldgicas, o que acarreta em um alto custo, além da incapacidade de
manter a concentracdo do fator de crescimento por longos periodos de tempo e a menor
atividade biolégica de rhBMPs em relacdo ao BMP endégeno®.

Pigossi et al.? investigaram o potencial de reparacéo dssea de um compoésito de CB-HA
associado ou ndo ao peptideo osteogene growth peptide (OGP) em camundongo, através da
expressao dos genes ALPL, RUNX2, TNFRSF11B, SPP1, BGLAP e VEGF. Da mesma
maneira que os resultados do presente estudo, os genes RUNX2 e TNFRSF11B apresentaram
aumentos significativos em periodos iniciais da regeneracdo dssea na presenca de CB-HA-
OGP. Os demais genes foram expressos nos periodos mais tardios da regeneragdo 6ssea, com
diferencas estatisticas em comparacao ao grupo controle.

He et al.®® desenvolveram um scaffold & base de quitosana, alginato e hidroxiapatita
(QAH) como um transportador de BMP-2 e avaliariam a expressdo génica in vitro em células
mesenquimais. Os genes ostepontina e osteocalcina foram avaliados em relacdo ao scaffold
QAH com BMP-2 e QAH sem BMP-2, e os resultados demonstram que a presenca da
proteina BMP-2 aumentou significativamente a expressdo dos genes avaliados, da mesma
maneira que os resultados do presente estudo. Os autores concluiram, juntamente com outros
ensaios in vitro e in vivo, que a combinacdo de QAH/BMP-2 melhora a formacdo dssea e
promove um reparo quase completo em defeitos de calvaria de camundongos.

Guex et al.®

investigaram a expressdo génica dos genes ALPL, RUNX2 e colageno em
um scaffold a base de poli (3,4-etilenodioxtiofeno) poliestireno sulfonato (PEDOT:PSS) por
28 dias em células MC3T3-E1. Semelhante aos resultados do presente estudo, demonstraram
que todos os genes tiveram um aumento da expressdo quando comparado a quantidade
expressa no primeiro dia, revelando a importancia dos mesmos no processo de reparo 0Sseo,
através da diferenciacdo de células precursoras osteogénicas (MC3T3-E1) e pelo depdsito de
mineralizacéo.

Calasans-Maia et al.™ estudaram microesferas de hidroxiapatita carbonatada
nanoestruturada/alginato de calcio (HCA) usadas para reparo 0sseo alveolar. Os autores
investigaram os niveis de RANK/OPG uma vez que € descrito como um mediador dominante
de osteoclastogénese, e verificaram que houve aumento da reabsorcdo éssea e uma liberagédo
inicial de moléculas envolvidas na ativacdo do 0sso. O presente estudo também demonstrou
um aumento de OPG nos periodos iniciais, indicando acdo promissora do biomaterial para

reparo 0sseo.
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Zaborowska et al.*> demonstraram, através de testes semelhantes ao presente estudo,
utilizando o ensaio de formag&o de nddulos minerais com vermelho de alizarina, que scaffolds
de celulose bacteriana nanoporosa (CB-n) facilitam o crescimento de osteoblastos e a
formacéo de um tecido mineralizado apds 7 e 14 dias em células MC3T3-E1. Esses resultados
estdo de acordo com o presente estudo, onde apenas a presenca da membrana de CB-HA foi
capaz de induzir a formacdo de nddulos minerais se comparada ao grupo controle (G1).

Luppen et al.”

estudaram o papel de BMP-2 (10 e 100 ng/ml) na restauracdo da
mineralizacéo 0ssea, apos o tratamento com glicocorticoides (GC), os quais inibem a acao dos
osteoblastos e induzem a osteoporose. Ensaios de fosfatase alcalina (ALP) e vermelho de
alizarina foram realizados em células MC3T3-E1. Semelhante ao presente estudo, a atividade
de ALP foi detectada atingindo um nivel maximo em 10 dias, demonstrando o papel dessa
proteina, nas duas concentracGes, na restauracdo ¢ssea. A formacdo de nddulos de
mineralizacdo impedida pelo GC, também foi restaurada quando tratado com BMP-2 nas duas
concentragoes.

E possivel identificar que a presenca da proteina BMP-2 no presente estudo induziu
uma formacdo maior de nédulos minerais em G2 e G4 e aumentou a atividade de ALP nos
grupos G2, G4 e G5, demonstrando mais uma vez o papel essencial da proteina no
recrutamento de células mesenquimais para o local de cicatrizacao e, posterior diferenciacéo
em linhagem osteogénica, resultando em nova formagao 6ssea.

Os estudos de Zimmermann et al.*

também estdo de acordo com este presente estudo,
uma vez que demonstraram que a presenca de nanocompdsitos de CB e HA aumentaram
significativamente a atividade de ALP, ap6s 12 dias em células MC3T3-E1, tornando-se um
excelente material para reparacéo 0ssea.

A presenca de IL-6 é capaz de estimular a reabsorcdo 6ssea e induzir a formagéao
osteoclastos®™. Além disso, é reconhecido que IL-6 influencia a formag&o 6ssea como fator
osteotrépico sob a condicdo de aumentar o turnover 6sseo®®. A expressdo de IL-6 promove a
angiogénese, a producdo de fatores de crescimento como VEGF e a diferenciacdo de
osteoblastos e osteoclastos, o que é fundamental para a regeneracdo 6ssea normal. Além
disso, a auséncia de IL-6 atrasa a mineralizacdo e remodelacdo do calo da fratura, sendo
essencial para o0s estagios iniciais da cicatrizagdo de fraturas”’. No presente estudo, é possivel
verificar que houve um aumento da expressédo de IL-6 no grupo de interesse (G4), indicando
que o material proposto é capaz de induzir fatores relacionados ao processo de reparacao

0ssea.
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A expressdo de TNF promove osteoclastogenése direta e indireta através da estimulagao
de expressdo de RANKL e de uma diminuicdo de osteoprotegerina em osteoblastos e
fibroblastos®”. TGF-B é expresso em niveis elevados em osteoblastos maduros nas superficies
Osseas durante o desenvolvimento e crescimento 0sseo e também na cicatrizacdo de fraturas
6sseas™. Essa informacao esta de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, uma
vez que é possivel identificar um aumento gradativo entre 7, 14 e 21 dias da expressdo de
TGF-R para os grupos G1 e G2, exceto para 0 G4, que houve um declinio com 21 dias. No

entanto, isso demonstra a presenca de osteoblastos em processo de crescimento dsseo.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, de acordo com os resultados obtidos:
-Os materiais foram sintetizados conforme a metodologia proposta;
-Devido aos resultados obtidos na membrana FS-HA, em rela¢do a toxicidade e ao ensaio
EDS referente a razdo molar Ca/P, deu-se continuidade aos testes somente com a membrana
de CB-HA-antiBMP-2;
-A membrana CB-HA-antiBMP-2 apresentou caracteristicas fisico-quimicas esperadas. Foi
confirmada pelos ensaios de MEV-EDS e FTIR a presenca dos componentes de CB e HA nas
membranas, obteve resisténcia mecénica necessaria para agir como materiais de
preenchimento dsseo e é classificado como hidrofilico o que permite a adesdo e proliferacéo
celular.
-Né&o apresentou potencial toxico na avaliacdo da toxicidade in vitro nas linhagens CHO-K1e
MC3T3-E1 pelos ensaios de citotoxicidade (Ensaio do XTT e Sobrevivéncia Clonogénica),
genotoxicidade (Ensaio Cometa) e mutagenicidade (Teste do Microndcleo);
-Obteve satisfatdria adsorcdo de anticorpos, o que foi visualizado e comprovado através do
conjugado de anticorpos com FITC por meio de microscopia de imunofluorescéncia,
-O biomaterial foi capaz de aumentar a expressao dos genes SPP1, BGLAP e VEGF, ALPL,
RUNX2 e TNFRSF11B, os quais estdo envolvidos na reparacdo 6ssea através da realizacéo de
PCR em tempo real (RT-gPCR) em células MC3T3-E1,;
-Os estudos de mineralizacdo dssea e a atividade da fosfatase alcalina demonstraram que o
material proposto e analisado sob as condi¢Ges que mimetizavam um ambiente in vivo obteve
resultados satisfatorios, uma vez que aumentou os nédulos de mineralizacdo e os niveis de
atividade da ALP, quando comparado ao grupo controle, podendo ser uma opgdo ao
tratamento utilizado atualmente, que é a aplicacéo da proteina BMP-2.

Portanto, o processo de reparacdo 0ssea mediada por anticorpos monoclonais é uma
alternativa que deve ser avaliada mais precisamente, realizando estudos in vivo, e tornando-se

futuramente uma alternativa mais econémica se comparada a atual.
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