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Souto JCRA. Influéncia da funcionalizagdo do biovidro, preparado pela
rotasonoquimica, com o farmaco teriparatida 10% na resposta celular in vitro e in
vivo [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O objetivo neste estudo foi avaliar a influéncia do biovidro 45S5 funcionalizado
com teriparatida 10% na diferenciacéo e atividade de células mesenquimais, e no
reparo 0sseo em defeitos criticos realizados em ratas ovariectomizadas.
Primeiramente, o biomaterial foi produzido e caracterizado antes e apds a
funcionalizagdo. Para o estudo in vitro, foram diferenciados osteoblastos obtidos a
partir de células mesenquimais, isoladas de fémures de ratas ovariectomizadas.
Apos diferenciacédo, as células foram submetidas ao MEV, MTT, conteudo de
proteina total, atividade de fosfatase alcalina (ALP), formacdo de nodulos de
mineralizacdo. No estudo in vivo, foram utilizadas 40 ratas Wistar, as quais foram
inicialmente divididas em dois grupos (n=20), grupo submetido a ovariectomia
bilateral (OVX) e grupo submetido a cirurgia simulada de ovariectomia (Sham).
Apods 60 dias destes procedimentos, independente do grupo, todas as ratas foram
submetidas a confeccédo de defeitos 6sseos criticos de 5,0 mm, na calvaria. No
lado direito foram preenchidos com coagulo (controle), enquanto que do lado
esquerdo metade dos animais receberam preenchimento no defeito 6sseo de
biovidro (BG) e a outra metade recebeu como material de preenchimento o
biovidro funcionalizado com teriparatida 10% (BGT). Apdés 2 e 6 semanas, 0S
animais foram eutanasiados (n=10). A caracteriza¢ao por MEV, espectroscopia de
energia dispersiva (EDS), espectroscopia de infravermelho por transformacao de
Fourier (FTIR) e o potencial Zeta demonstraram que as amostras apdés a
funcionalizacdo apresentaram caracteristicas morfolégicas topogréaficas e
quimicas modificadas, indicativas de que a superficie foi quimicamente alterada
pelo processo de funcionalizacdo. Na analise in vitro, observou que 0S grupos
experimentais ndo foram citotdxicos, propiciaram um ambiente adequado a
atividade e diferenciacdo celular, e ainda permitiram o espraiamento celular sobre
as amostras. Na andlise histolégica descritiva 0s grupos experimentais,
demonstraram neoformacdo O6ssea na regido do defeito em ambos grupos e
periodos. Na analise histomorfométrica, somente o grupo biovidro funcionalizado
com o farmaco no grupo OVX no periodo de 6 semanas diferiu estatisticamente
dos demais grupos (p<0,05) no periodo de 2 semanas. Conclui-se que estudos de
longo prazo devem ser realizados para fornecer informacdes adicionais sobre o
desempenho biolégico da acdo sinérgica entre os biovidros e a liberacdo do
farmaco teriparatida.

Palavras-chave: Diferenciacdo celular. Materiais biocompativeis. Regeneracao
Ossea. Osteoporose. Teriparatida.



Souto JCRA. Influence of bioglass functionalization, prepared by the
sonochemistry route, with the 10% therapeutic drug in the cell response in vitro
and in vivo [dissertation]. S&o José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the influence of the 45S5 bioglass
functionalized with 10% teriparatide on the differentiation and activity of
mesenchymal cells, and on bone repair in critical defects performed in
ovariectomized rats. First, the biomaterial was produced and characterized before
and after functionalization. For the in vitro study, osteoblasts obtained from
mesenchymal cells, isolated from femurs of ovariectomized rats, were
differentiated. After differentiation, the cells were submitted to SEM, MTT, total
protein content, alkaline phosphatase activity (ALP), formation of mineralization
nodules. In the in vivo study, 40 Wistar rats were used, which were initially divided
into two groups (n = 20), a group undergoing bilateral ovariectomy (OVX) and a
group undergoing simulated ovariectomy surgery (Sham). After 60 days of these
procedures, regardless of the group, all rats were subjected to the making of 5.0
mm critical bone defects at calvaria, which were filled on the right side with a clot
(control) and on the left side half of the animals received filling in the bone defect
of bioglass (BG) and the other half received as functional filler the bioglass
functionalized with 10% teriparatide (BGT). After 2 and 6 weeks, the animals were
euthanized. SEM characterization, dispersive energy spectroscopy (EDS), Fourier
transformation infrared spectroscopy (FTIR) and analysis of the Zeta potential
demonstrated that the samples after functionalization showed modified
topographic and chemical morphological characteristics, indicating that the surface
was chemically altered by the functionalization process. The experimental groups
were not cytotoxic and provided an adequate environment for cell adhesion and
differentiation. Additionally, the analysis performed by SEM showed that all
samples allowed cell spreading. In the descriptive histological analysis, the
experimental groups demonstrated characteristics of bone neoformation with the
presence of bone tissue in both periods. In the histomorphometric analysis, only
the bioglass group functionalized with the drug in the OVX group differed
statistically from the other groups (p <0.05) in both periods. It is concluded that
long-term studies must be carried out to provide additional information on the
biological performance of the synergistic action between bio-glasses and the
release of the drug teriparatide.Concluded that long-term studies should be carried
out to provide additional information on the mechanisms necessary to evaluate the
biological performance of the synergistic action between bioglasses and the
release of the drug teriparatide.

Keywords: Biocompatible materials. Bone regeneration. Cell differentiation.
Osteoporosis. Teriparatide.



1 INTRODUCAO

Com os grandes avancos tecnoldgicos na area da saude, o mundo enfrenta
uma mudanca populacional demografica, cuja expectativa de vida das populacdes,
principalmente em paises desenvolvidos, tende a aumentar. Nesse cenario, estima-
se uma elevacgao na incidéncia de doencas relacionadas ao aumento da longevidade
dos individuos (Sozen et al., 2016), entre elas as doengas 6sseo-metabdlicas.

A osteoporose € definida como uma doenca sistémica esquelética
caracterizada pela diminuicdo da massa 6ssea e deterioracdo da microarquitetura
desse tecido com consequente aumento na fragilidade do osso e suscetibilidade as
fraturas (Consensus, 1993; Lerner, 2006; Lirani-Galvao, Lazaretti-Castro, 2010;
McNamara, 2010). Segundo a Fundacéo Internacional de Osteoporose, esta doenca
€ muito comum em idosos, sendo que uma em cada trés mulheres acima de 50 anos
experimentara uma fratura decorrente de fragilidade 6ssea durante sua vida
(Foundation 10, 2018). Isso ocorre porque a producdo estrogénica é atenuada apdés
o periodo menopausico (Li, Wang, 2018) e essa deficiéncia inibe, principalmente, em
fases tardias a diferenciagdo e maturacdo de osteoblastos, exercendo um efeito
direto nessas células (Kubota et al., 2018a). Em 1940, o endocrinologista Fuller
Albright sugeriu que a deficiéncia de estrégeno pds-menopausa promovia a
diminuicdo na formacao do tecido 6sseo (Albright et al., 1940). Manolagas (2000) em
revisdo, corroborou que a diminuicio de hormdnios esteroides sexuais,
principalmente o estrogeno, promove aumento na vida Gtil de osteoclastos, devido a
diminuicdo no processo de apoptose dessas células e influéncia no tempo de vida
util de osteoblastos e ostedcitos, ocasionando um desequilibrio entre a reabsorgéo e
a formacéo do tecido 6sseo, sendo o primeiro mais prevalente.

Cabe ressaltar que apesar da deficiéncia de esteroides sexuais agirem
demasiadamente em 0sso esponjoso, no qual as trabéculas 6sseas se tornam mais
separadas e desconectadas, a perda simultanea de 0sso cortical acontece devido a
coalescéncia dos espacos subendocorticais, por causa da penetracdo mais profunda
dos osteoclastos endocorticais (Manolagas, 2000). Anatomicamente, na osteoporose
observa-se diminui¢cdo na espessura do osso cortical, redu¢cdo no nimero e tamanho

das trabéculas do o0sso esponjoso, resultando em alargamento dos espacgos
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medulares (Brasileiro Filho, 2000). Nesse contexto, em pacientes que sofrem de
osteoporose, a cicatrizacdo 0ssea € um processo afetado negativamente (Russow et
al., 2018), tornando desafiador o tratamento de defeitos ésseos ou fraturas nos
0SS0S nestes organismos comprometidos (Van Houdt et al., 2018). Portanto, devido
a modificacdo no processo normal de remodelacdo 6ssea, por vezes € necessaria a
implantacdo de biomateriais que possam auxiliar no tratamento cirargico de
pacientes que apresentam fraturas osteoporoéticas. Nestes casos, deve-se
considerar ndo apenas as propriedades do biomaterial, como também as
caracteristicas e capacidade regenerativa do osso hospedeiro (Mori et al., 1997).

Atualmente, o 0sso autdgeno é considerado o padrdo ouro na substituicao
de defeitos 6sseos (Yang LS et al., 2018), porém as desvantagens associadas ao
0SS0 autdgeno, como a necessidade de mais de um sitio cirdrgico, disponibilidade
limitada e possibilidade de complicacbes no pds-operatorio (Banwart et al., 1995;
Mazzoneto et al., 2012; laquinta et al., 2019) motivaram o desenvolvimento de novos
biomateriais utilizados no reparo 6sseo (Vasconcellos et al., 2021; dos Santos Silva
et al., 2019), entre eles destacam-se 0s biovidros, que apresentam excelentes
propriedades fisico-quimicas e uma longa histéria de aplicagbes como
preenchedores biomédicos, 0 que estimulou diversos pesquisadores a testarem o
uso desses materiais em engenharia de tecidos e estratégias de regeneracao
(Duracan et al., 2001; Fernandes et al., 2018; Johari et al., 2016; Khoshakhlagh et
al., 2017; Lee et al., 2019; Pazarceviren et al., 2019; Rizwan et al., 2017; Zhang et
al., 2017). Além disso, a descoberta dos biovidros como 0s primeiros materiais
artificiais com evidente capacidade de formar uma ligacdo integrada com 0s 0SS0S
estimulou o interesse de cientistas e clinicos desde longa data (Hench, Paschall,
1973).

Estudos prévios comprovaram que a formacdo de uma camada superficial
de hidroxicarbonato de apatita (HCA) apds trocas idnicas entre o vidro e o fluido
corporal é responsavel pelo mecanismo de ligagcdo 0ssea desses materiais (Cerruti
et al., 2005; Slosarcczyk et al., 2005), isso torna também o papel da superficie dos
biovidros importante nos estudos de bioatividade (Anderson et al., 2004). O biovidro
€ um material biocompativel, bioativo,que induz a vascularizacdo e a liberagdo de
cristais de hidroxiapatita (Rodrigues et al.,, 2019). A capacidade de estimular o

crescimento e diferenciacdo celular osteogénica torna a aplicacdo desses
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biomateriais interessante na formacdo de tecido 6sseo (Rahaman et al., 2001;
Rizwan et al., 2017; Tsigkou et al., 2009; Westhauser et al., 2019; Xynos et al.,
2000).

Para comprovar a acdo positiva do biovidro em meio celular, Detsch et al.
(2015) avaliaram a influéncia de scaffolds porosos de 45S5 Bioglass® em duas
diferentes linhagens celulares, investigando a adeséo, crescimento e diferenciacao
de células mesenquimais indiferenciadas em osteogénicas. Com o0s testes
propostos, constataram que os poros do material foram preenchidos por células, as
quais apresentaram diferenciacdo, viabilidade, proliferacdo e aderéncia ao
biomaterial indepentende do tipo celular analisado. Em estratégias de regeneracao
tecidual outros materiais tais como metais, bioceramicas e polimeros biodegradaveis
podem ser associados ao 45S5 Bioglass® com 0 objetivo de aumentar o potencial
de aplicacdo em engenharia de tecidos (Rizwan et al., 2017). Além disso, o
PerioGlas®, que é o 45S5 Bioglass® particulado comercial demonstrou influéncia
benéfica no processo osteogénico de cicatrizacdo 6ssea alveolar em ratas com
osteoporose (Tedfilo et al., 2004). Outros trabalhos abordaram a utilizacdo do
biovidro em animais osteopénicos (Li Y et al., 2013; Mosbahi et al., 2019), tornando
este material atraente para ser avaliado como um substituto 6sseo em situacdes
adversas.

O 45S5 Bioglass® apresenta grande versatilidade nos campos da
biomedicina, ortopedia e até mesmo odontologia, sendo utilizados para reparacdes
O0sseas nos campos da periodontia (Zamet et al., 1997), da cirurgia maxilo-facial
(Tadjoedin et al., 2002) e até mesmo para reparacao de tecidos moles (Baino et al.,
2016). Além disso, a capacidade dos biovidros incorporarem grupos hidrofilicos e
hidrofébicos em suas estruturas resultaram no desenvolvimento destes em
associacdo com agentes terapéuticos (Domingues et al., 2004, Lisboa-Filho et al.,
2018; Mosqueira et al., 2020; Rivadeneira et al., 2016).

Uma das novas perspectivas no campo de pesquisa da engenharia tecidual
€ a utilizacdo de biomateriais associados a farmacos que promovam uma acao
conjunta para atuarem no reparo 6sseo (Lisboa-Filho et al., 2018; Ning et al., 2019;
Wang CW et al., 2020). Tella e Gallagher (2014) realizaram um levantamento sobre
os tipos de tratamentos referentes a osteoporose e sugeriram que a terapia

farmacoldgica pode ser classificada devido a presenca de agentes anti-reabsortivos
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e/ou anabdlicos, sendo que os bisfosfonatos, os moduladores seletivos de
receptores de estrégeno (SERMS) e denosumabe constituem o grupo de anti-
reabsortivos. J& o paratorménio (PTH) e o ranelato de estréncio pertencem ao grupo
de agentes anabdlicos, ou seja, que favorecem a neoformacdo Ossea. Os
bisfosfonatos sdo os medicamentos mais utilizados para o tratamento da
osteoporose (Black, Rosen, 2016), embora seu uso a longo prazo apresente como
desvantagem a possibilidade de induzirem a osteonecrose no poés-operatério de
cirurgias envolvendo ossos mandibulares, como implantes e extracdes dentérias
(Bliuc et al., 2019). Em contrapartida, a teriparatida, (PTH 1-34), um farmaco
analogo ao paratorménio (PTH 1-84), ao ser administrada sistemicamente
demonstrou ser eficaz na diminuicdo da area osseonecrética em mandibulas de
animais que receberem doses de &cido zoledrénico, um farmaco do grupo dos
bisfosfonatos, e foram submetidos a extracdo dentaria em comparacéo ao grupo que
nao foi tratado com teriparatida (Ersan et al., 2014). Além disso, a teriparatida
estimula a formacdo 6ssea cortical e trabecular, bem como eleva a forga e volume
0sseo (Mazziotti et al., 2012), isso se deve ao fato de que esse medicamento
apresenta um mecanismo de acao diferente das medicacfes atualmente disponiveis
para o tratamento da osteoporose, apresentando melhora na quantidade e qualidade
do osso em animais osteopénicos (Kubota et al., 2018b; de Oliveira et al., 2018;
Putinni et al., 2019). Nao existe apenas um mecanismo que expligue como o
tratamento com teriparatida intermitente aumenta a massa 0ssea e a formacao do
tecido (Wein, Kronenberg, 2017). Contudo, sabe-se que o paratorménio (PTH 1-84)
apresenta um papel paradoxal na modulacdo da remodelacdo déssea, pois pode
apresentar efeitos anabdlicos ou catabdlicos, sendo que eles ocorrem
concomitantemente (Goltzman, 2018). As células de linhagem osteoblastica, como
ostedcitos, células de revestimento do tecido 6sseo e osteoblastos apresentam
receptor para o paratorménio em sua superficie (Yang D et al., 2007) e quando ha
ligacdo entre o hormdnio e o0 seu receptor nas superficies pode ocorrer a formacao
0ssea, que também esta relacionada com o aumento no niumero de osteoblastos por
meio da diminuicdo da apoptose, proliferacdo de precursores osteoblasticos,
deposicdo da matriz mineralizada, e ativagdo das células de revestimento (Jilka,
2007).
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Estudos recentes corroboram que o farmaco teriparatida utilizado localmente
intensifica o processo de formacéo 0ssea, devido ao aumento do volume do 0sso,
maior renovacao tecidual e elevacédo da forca 0ssea na regido cirargica em relacédo
ao grupo que nao foi tratado com o farmaco (Gomes-Ferreira et al., 2020; Tao et al.,
2019). Devido a isso, apesar da literatura ndo apresentar muitos relatos da
associacao entre particulas de biovidro com medicamentos locais para osteoporose
na resposta in vivo, a escolha deste farmaco deu-se em fungdo de seus efeitos
favoraveis quanto ao metabolismo do tecido 6sseo (de Oliveira et al., 2018; Ozer et
al., 2019; Puttini et al., 2019; Tao et al., 2019) e evidéncias na literatura sobre o seu
efeito em culturas de células (Bakker et al., 2012; Wang J et al., 2017).

O processo de incorporacado do farmaco na superficie dos biomateriais pode
ocorrer de diferentes maneiras, dentre eles se destaca 0 processamento
sonoquimico (Lisboa-Filho et al., 2018), pois nessa técnica o equipamento de
ultrassom gera a formacao de cavitacbes bolhosas por meio de contato da radiacédo
com o material (Bang, Kenneth, 2010), promovendo alteracfes nas caracteristicas
fisicas e estruturais do biomaterial, como reducéo, homogeneizacao das particulas e
ocasionalmente a formacdo de uma camada amorfa superficial (Arruda et al., 2013)
gue é necessaria para a incorporacdo do medicamento. Em um recente trabalho de
Gonzalo-Juan et al. (2020) os autores utilizaram a técnica de sonoquimica para
produzir nanoparticulas de prata e incorpora-las na superficie do biovidro e
comprovaram que essa técnica ndo interfere nos mecanismos de bioatividade do
vidro, pois nado altera sigficativamente a estrutura de rede do vidro, considerando
essa rota facil e rapida.

A partir desse contexto, as investigacdes de novos biomateriais que possam
acelerar ou promover a regeneracdo 0ssea em pacientes que apresentem
osteoporose e necessitem de procedimentos cirdrgicos é de suma importancia e tem
sido abordada em estudos atuais (Fernandes et al., 2018; Johari et al., 2016;
Khoshakhlagh et al., 2017; Lee et al., 2019; Pazarceviren et al., 2019; Rizwan et al.,
2017; Zhang et al.,, 2017). Portanto, o desenvolvimento de um biomaterial que
favoreca o processo de regeneracdo 0ssea e possa contribuir positivamente para o
campo da bioengenharia tecidual, promovendo uma combinagédo das vantagens da

medicacdo teriparatida, que demonstra ser um farmaco inovador e anabolizante
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0sseo, com 0 biovidro que apresenta propriedades positivas em relacdo ao reparo

O0sseo torna-se de extrema necessidade.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos e dentro das condi¢cdes experimentais desta
pesquisa pbde-se concluir que biovidros funcionalizados com o farmaco teriparatida
10% exercem influéncia positiva sobre o comportamento celular in vitro e
neoformagdo Ossea in vivo. Adicionalmente, este estudo contribuiu para o
conhecimento das interacbes de osteoblastos com as superficies dos biovidros
funcionalizados contribuindo assim para maior seguranca na utilizacdo dos biovidros
associados a farmacos na area da saude.

Embora esses resultados iniciais sejam promissores, mais estudos sao
necessarios para avaliar a eficacia da teriparatida associado a esses biomateriais
em novas estratégias de regeneracdo, com o intuito de fornecer informacdes
adicionais sobre os mecanismos necessarios para avaliar o desempenho bioldgico
de acao sinérgica entre os biovidros e liberacdo do farmaco teriparatida.
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