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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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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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