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RESUMO 

A osteogênese desempenha um papel crucial na restauração do tecido ósseo, e 

biomateriais são frequentemente empregados para facilitar essa reparação. A interação 

inicial entre células endoteliais e biomateriais é essencial para a formação de tecido 

angiogênico, nutrição adequada e restauração tecidual. No entanto, nosso entendimento 

dessa interação ainda é limitado. Este estudo visa avaliar os efeitos do meio de cultura 

enriquecido com zircônia (Zr) no metabolismo das células endoteliais HUVEC, 

investigando múltiplas vias moleculares. A zircônia foi condicionada em meio de cultura 

por 24 horas, suplementada com soro fetal bovino, e posteriormente utilizada no 

tratamento das células endoteliais. O estudo foi realizado sob duas condições distintas: 

aplicando estresse de cisalhamento e em estado estático. Após 72 horas, amostras foram 

coletadas para análises estatísticas, Western Blotting, Zimografia e RT-qPCR. A 

interação célula-biomaterial demonstrou redução na expressão do gene Src e aumento na 

expressão de genes relacionados à transição de fases do ciclo celular e regulação da 

proliferação, como o gene p15, nas células tratadas com ZrO2, independentemente da 

presença de estresse de cisalhamento. Houve também aumento nas concentrações de 

CDK2 e CDK4 nos grupos expostos ao ZrO2. Observou-se possível reorganização do 

citoesqueleto, indicada pela regulação positiva da Cofilina em ambos os grupos, embora 

sua concentração proteica tenha diminuído sob estresse de cisalhamento. A via do TGF-

β, que regula a expressão de MAP-quinases e AKT, apresentou aumento no TGF-β nos 

grupos tratados com zircônia, sob ambas as condições. Proteínas ERK e JNK foram 

superexpressas apenas no grupo sob estresse de cisalhamento, enquanto AKT, crucial na 

regulação da proliferação celular, teve sua expressão aumentada sob condições de 

ZrO2/Shear-Stress, com redução nos níveis proteicos nos grupos tratados apenas com 

meio condicionado. Esses resultados destacam respostas adaptativas nas vias de adesão 

celular, proliferação, sobrevivência, ciclo celular e remodelação da matriz extracelular, 

contribuindo para a reorganização da matriz óssea através da atividade das matriz 

metaloproteinases e seus inibidores. 

 

 

 

Palavras-chave: Osteogênese; Biomateriais; Células endoteliais; Zircônia; Interação 

célula-biomaterial. 

 



ABSTRACT 

Osteogenesis plays a crucial role in bone tissue restoration, and biomaterials are often 

employed to facilitate this repair. The initial interaction between endothelial cells and 

biomaterials is essential for angiogenic tissue formation, proper nutrition, and tissue 

restoration. However, our understanding of this interaction is still limited. This study aims 

to evaluate the effects of zirconia (Zr)-enriched culture medium on the metabolism of 

HUVEC endothelial cells, investigating multiple molecular pathways. Zirconia was 

conditioned in culture medium for 24 hours, supplemented with fetal bovine serum, and 

subsequently used to treat endothelial cells. The study was conducted under two distinct 

conditions: applying shear stress and in a static state. After 72 hours, samples were 

collected for statistical analyses, Western Blotting, Zymography, and RT-qPCR. The cell-

biomaterial interaction showed reduced expression of the Src gene and increased 

expression of genes related to cell cycle phase transition and proliferation, such as the 

p15 gene, in cells treated with ZrO2, regardless of the presence of shear stress. There was 

also an increase in the concentrations of CDK2 and CDK4 in groups exposed to ZrO2. 

Possible cytoskeletal reorganization was indicated by positive regulation of Cofilin in 

both groups, although its protein concentration decreased under shear stress. The TGF-β 

pathway, which regulates the expression of MAP-kinases and AKT, showed an increase 

in TGF-β in groups treated with zirconia under both conditions. ERK and JNK proteins 

were overexpressed only in the group under shear stress, while AKT, crucial in regulating 

cell proliferation, had increased expression under ZrO2/Shear-Stress conditions, with 

reduced protein levels in groups treated only with conditioned medium. These results 

highlight adaptive responses in cell adhesion, proliferation, survival, cell cycle, and 

extracellular matrix remodeling pathways, contributing to bone matrix reorganization 

through the activity of metalloproteinases and their inhibitors. 

 

 

 

Keywords: Osteogenesis; Biomaterials; Endothelial cells; Zirconia; Cell-biomaterial 

interaction. 
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Capítulo I 

 

INTRODUÇÃO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

A osteogênese, processo fundamental na formação do tecido ósseo, envolve o 

desenvolvimento de uma matriz orgânica e sua mineralização, conferindo resistência ao 

tecido e auxiliando na recuperação de fraturas por meio de processos regenerativos. Este 

processo, que renova o osso a cada dez anos, está intrinsecamente ligado à angiogênese, 

definida como o crescimento de novos vasos sanguíneos a partir da ativação de células 

endoteliais (DIOMEDE et al., 2020; GROSSO et al., 2017; ZIMTA et al., 2019). No 

contexto angiogênico, inicialmente, células endoteliais são ativadas por estímulos pró-

angiogênicos, secretando metaloproteinases que degradam a membrana basal e 

promovem a fenestração, levando à dilatação dos poros da membrana. Esse processo é 

seguido pela migração e proliferação dessas células, resultando na formação de brotos 

capilares sob a influência de diversos fatores de crescimento. A etapa final envolve a 

maturação das células endoteliais e a atuação de outros sinais biológicos essenciais para 

a estruturação e formação do novo vaso sanguíneo, conforme ilustrado na Figura 1. Estes 

novos vasos sanguíneos melhoram a irrigação do tecido, facilitando o transporte de 

nutrientes, citocinas, fatores de crescimento e outros componentes vitais para a 

manutenção da homeostase do microambiente celular (CASTRO, 2012; DIOMEDE et 

al., 2020; GROSSO et al., 2017; ZIMTA et al., 2019). 
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Figura 1: Esquema das etapas do processo angiogênico e a importância das células 

endoteliais. Adaptado a partir de (ARAUJO; BARBOSA, 2017; ZIMTA et al., 2019) 

 

 

Assim, para que haja a renovação óssea, é essencial a integração entre o tecido 

ósseo e o tecido endotelial; no entanto, à medida que a idade aumenta, esse acoplamento 

angio-osteogênico acaba diminuindo. Com o processo de envelhecimento, observamos 

um aumento significativo na ocorrência de defeitos ósseos, que podem manifestar-se de 

diversas maneiras, incluindo doenças ósseas agravadas pela idade, degeneração natural e 

traumas. Isso é especialmente relevante considerando que os idosos são mais suscetíveis 

a esses eventos, embora não se possa descartar a possibilidade de pessoas mais jovens 

também enfrentarem esses problemas. Diante desse cenário, tornou-se imperativo realizar 

estudos para identificar os materiais mais adequados para cada contexto, levando em 

consideração a melhor compatibilidade, processo de regeneração mais eficaz junto ao 

tecido, aspectos estéticos, tecnologia avançada e segurança para os pacientes. Essas 

considerações são cruciais, uma vez que os biomateriais, ao entrar em contato com 

diversos ambientes celulares, liberam partículas que influenciam nas diferentes etapas 

dos processos de osteointegração e regeneração. Isso é evidenciado, por exemplo, no 

processo de angio-osteogênese, no qual a interação entre as células e o biomaterial 

desempenha um papel decisivo, conforme ilustrado na Figura 2. Dessa forma, a 

regeneração de tecidos lesionados emerge como um dos desafios mais significativos a 
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serem abordados pela medicina e pela comunidade de pesquisa (DEMIRKIRAN, 2012; 

DIOMEDE et al., 2020; GROSSO et al., 2017; SANTOS; REIS, 2010; SINHORETI; 

VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013). 

 

Figura 2: Principais fases biológicas do microambiente celular dentário com o 

biomaterial. 

 

 

A história da evolução dos biomateriais remonta a períodos anteriores à Idade 

Média, quando metais como ferro e ouro foram desenvolvidos para serem aplicados em 

fraturas e atrofias. Outros tipos de "materiais" eram utilizados com boas intenções, 

embora houvesse pouco conhecimento sobre suas propriedades benéficas ao corpo 

humano, e ainda menos compreensão da importância da biocompatibilidade, que, em 

anos subsequentes, se tornaria um critério fundamental na seleção de biomateriais de alta 

qualidade para enxertos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). Na prática odontológica 

contemporânea, reconhece-se a necessidade de os biomateriais oferecerem 

biocompatibilidade, buscando um equilíbrio ao entrar em contato com o corpo do 

paciente. Portanto, a odontologia busca em materiais sintéticos características como 

melhor aplicabilidades, respostas biológicas positivas e propriedades mecânicas 

vantajosas, além de minimizar processos inflamatórios para impactar de forma favorável 

nos tecidos bucais, buscando uma semelhança com a estrutura dentária (RATNER, 1996; 

SINHORETI; VITTI; CORRER-SOBRINHO, 2013) 

Conforme as características descritas, os materiais sintéticos do grupo das 

cerâmicas: titânio, zircônia e alumina, seriam os mais indicados para obter bons 

resultados biológicos. Além disso, são compostos inorgânicos, que têm resistência à 
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constrição, degradação e a ambientes ácidos, provendo também uma baixa condutividade 

elétrica e térmica. Podem ser divididos em mais classes, conforme a sua interação com 

os tecidos ao serem implantados, como: Bioativas, Bioabsorvíveis e Bioinertes (PIRES; 

BIERHALZ; MORAES, 2015; ZANELATO; GUIMARÃES, 2016). 

A alumina (Al2O3) é um material que pode apresentar estrutura em formato de 

pó, no entanto, conforme suas características físico-químicas e variando seu grau de 

pureza e método de processamento, sua estrutura pode se modificar. Na odontologia, 

desde o seu desenvolvimento em 1965, a alumina vem desempenhando um papel 

significativo, especialmente em aplicações que demandam elevada resistência térmica e 

à corrosão, resistência mecânica, principalmente a grande resistência a fratura e estética. 

A segurança da alumina para uso em aplicações médicas e odontológicas é evidenciada 

pela sua biocompatibilidade e caráter não tóxico (MARTINS et al., 2010). Este composto 

é encontrado na proporção de 20% nos discos de óxidos, como é o caso dos utilizados 

neste trabalho. 

Visando a aplicação desses materiais cerâmicos, e a melhorar compreensão 

desses biocerâmicos e sua implantação, estudos realizados, como o de (ZANELATO; 

GUIMARÃES, 2016), mostram que a zircônia (ZrO2) – com 76% de composição nos 

discos desse trabalho, por ser bioinerte em relação ao meio e pelas suas propriedades 

como alta resistência a fratura e tração (mecânica); resistente a choques térmicos e baixa 

condutividade elétrica (física), além de ser radiopaca; apresenta resistência a produtos 

químicos (química). Ela é um material que sucede de um silicato de zircônia, ou seja, 

necessita ser processado para se obter o dióxido de zircônia, não sendo assim, encontrada 

pura no meio ambiente. 

A Zr apresenta várias estruturas diferentes, podendo ser monoclínica, tetragonal 

e cúbica, e essas ‘fases’ estruturais mudam conforme as variações de temperatura, ou seja, 

se o material estiver em uma temperatura ambiente ele assume uma estrutura 

Monoclínica, se essa for aumentada acima de 1170ºC, ela pode virar a fase Tetragonal, e 

o mesmo ocorre com a fase Cúbica se aumentarmos a temperatura para 2370ºC (PIRES; 

BIERHALZ; MORAES, 2015). Caso essas fases sofram uma mudança abrupta 

ocasionando a instabilidade do biomaterial, podem ser utilizados aditivos, como os 

diferentes óxidos: o óxido de cálcio e o óxido de magnésio e o óxido de ítrio (Y2O3) – 

4% da composição dos discos utilizados neste trabalho – a fim de estabilizar o biomaterial 

(ABREU et al., 2021; BHERING, 2020; DA COSTA FERNANDES et al., 2018; 
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PARMIGIANI-IZQUIERDO et al., 2017; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; 

WANG et al., 2016). 

Além das particularidades mencionadas, a zircônia se destaca na área 

odontológica devido não apenas às suas excelentes características estéticas, apresentando 

tonalidades como bege, branco ou até cinza claro que se assemelham aos dentes, mas 

também por possuir atributos benéficos para pacientes. Especialmente para aqueles que 

podem desenvolver doenças peri-implantares, alergias cutâneas ou doenças autoimunes 

durante o tratamento, condições que podem ser agravadas pelo uso de outros materiais, 

como o titânio, por exemplo (BHERING, 2020; ZANELATO; GUIMARÃES, 2016) . 

É conhecido que os tecidos periimplantares são aqueles que circundam ou 

envolvem o implante. No entanto, a peri-implantite pode ocorrer durante o processo de 

implantação devido à presença de menor quantidade de fibroblastos, vascularização 

reduzida e menor taxa de renovação óssea nesses tecidos, além de torná-los mais 

susceptíveis a inflamações, formação de placas bacterianas, desenvolvimento de 

biofilmes, além de causar destruição óssea e biotribocorrosão. Assim, as particularidades 

dessa condição desempenham um papel crucial quando relacionadas à osseointegração 

(BHERING, 2020; GAPSKI; MARTINEZ, 2017) 

Estudos relacionados ao acúmulo de biofilmes foram realizados por vários 

cientistas, e um deles (SCARANO et al., 2003), relatou que na comparação entre a 

zircônia e o titânio, os discos de Zr testados in vivo, tiveram um acúmulo de bactérias e 

formação de placas menor em relação ao segundo, assim (BHERING, 2020) confirma 

com ensaios microbiológicos, que a zircônia tem uma menor afinidade com esses 

biofilmes, então favorecendo a saúde de tecidos periimplantares. Já outro estudo in vitro, 

(DA COSTA FERNANDES et al., 2021) revelou que esse material demonstra baixa 

toxicidade celular e ainda fazem interações osteoblásticas. Com isso, temos respostas 

celulares em torno do biomaterial implantado, que também estão relacionadas com a 

osteointegração, gerando uma interação célula/implante, e com isso um processo 

angiogênico, e se o tecido está respondendo de forma regenerativa, conclui-se que há a 

entrega de nutriente, hormônios e fatores de crescimento (BHERING, 2020b; DA 

COSTA FERNANDES et al., 2021; GAPSKI; MARTINEZ, 2017; PARMIGIANI-

IZQUIERDO et al., 2017; WANG et al., 2016; ZHAO et al., 2021). 

Apesar das diversas qualidades destacadas da zircônia, atualmente, há ainda a 

necessidade de maior desenvolvimento para torná-la mais acessível à população. A 

aplicação dessa biocerâmica é mais dispendiosa em comparação ao titânio. Assim, apesar 



6 
 

do titânio não proporcionar algumas respostas ideais em certos aspectos, como 

mencionado anteriormente, ainda persiste como uma escolha muito utilizada devido ao 

seu custo atrativo (JOÃO et al., 2012). 

Dentre todas essas reações discutidas, inflamatória, regeneração, coagulação, 

apoptose, doenças e infecções microbianas, as células endoteliais, são as mais utilizadas 

para que estudos como esses sejam realizados, já que esses tipos celulares possuem a 

habilidade de fazer transportes de macro e pequenas moléculas, hormônios, regulação da 

homeostasia primária, migração de células inflamatórias, além disso elas atuam no 

processo de angiogênese, participando de vários procedimentos já citados, como 

formação de novos vasos, enviando/liberando fatores que ajudam na maturação desses 

vasos, síntese de proteínas e vários outros, mostrados na Figura 3 (BORGES, JULIANA, 

2011 ; CHEUNG, 2007; CROOK, 2020; MEDINA-LEYTE et al., 2020; PINTO et al., 

2019). 

 

 

Figura 3: Propriedades das células endoteliais. Adaptado: (ARAUJO; BARBOSA, 2017) 

 

As células endoteliais e as células osteogênicas desempenham papéis cruciais na 

resposta a biomateriais osseointegrados, atuando na interface crítica entre o material 

implantado e o tecido hospedeiro. Elas são essenciais para a formação de novos vasos 

sanguíneos e para a regeneração óssea, respectivamente, influenciando diretamente o 

sucesso da osseointegração e da funcionalidade do implante.  

As células endoteliais são células que revestem a superfície interna de vasos 

sanguíneos e linfáticos, formando uma barreira entre o sangue circulante e o tecido do 
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corpo. Elas são fundamentais para a regulação da passagem de substâncias e células do 

sangue para os tecidos, além de desempenharem papéis cruciais em processos como a 

angiogênese (formação de novos vasos sanguíneos), a homeostase vascular (manutenção 

do equilíbrio interno dos vasos sanguíneos), a coagulação sanguínea, e a resposta 

inflamatória. As células endoteliais são, portanto, essenciais para a saúde vascular e 

desempenham um papel importante na resposta do corpo a doenças e a biomateriais 

implantados. Especificamente, as HUVEC revestem intrinsecamente os vasos sanguíneos 

e advêm de células cultivadas diretamente de tecido humano a partir do cordão umbilical 

(Figura 4), por isso o nome células endotelial de veia umbilical humana, para daí sim 

depois de todo esse procedimento elas serem estudadas in vitro (ARAUJO; BARBOSA, 

2017; CROOK, 2020; JAFFE et al., 1973). 

 

 

Figura 4: Representação de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), e 

dos vasos sanguíneos com as células endoteliais revestindo-os. Adaptado: (BORGES, 

JULIANA, 2011) 

 

Outra célula muito utilizada para estudos com materiais cerâmicos, e que podem 

ter uma boa resposta referente a regeneração óssea são os osteoblastos, eles desempenham 

um papel crucial no processo de formação e remodelação óssea ao longo da vida. Estas 

células são responsáveis pela síntese e armazenamento de novo tecido ósseo, bem como 

pela regulação dos osteoclastos. Além de contribuírem para a produção de colágeno, 

proteoglicanos e glicoproteínas, componentes essenciais da parte orgânica da matriz 

óssea, os osteoblastos também desempenham um papel significativo na mineralização 

dessa matriz. A mineralização envolve a deposição de cálcio na matriz extracelular, 

conferindo resistência e rigidez ao tecido ósseo (ŠROMOVÁ; SOBOLA; KASPAR, 

2023). Os osteoblastos secretam uma substância orgânica não mineralizada chamada 
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osteóide, composta principalmente por colágeno e outras proteínas. Conforme os 

osteoblastos continuam suas atividades, a área de formação óssea se afasta, e o osteóide 

passa por mineralização, depositando cristais de hidroxiapatita para tornar-se uma matriz 

óssea rígida. Após a formação óssea, os osteoblas65.tos têm três destinos: alguns tornam-

se osteócitos incorporados na matriz, outros transformam-se em células de revestimento 

ósseo e um subgrupo sofre apoptose (ŠROMOVÁ; SOBOLA; KASPAR, 2023). 

A avaliação da biologia da interação entre células ósseas e endoteliais em 

resposta a biomateriais, como a zircônia, é de suma importância devido ao papel crucial 

dessas interações na osseointegração e na viabilidade de implantes biomédicos. A 

osseointegração refere-se à integração direta do material implantado com o osso 

circundante, proporcionando estabilidade e longevidade ao implante. As células ósseas, 

como os osteoblastos, desempenham um papel fundamental na formação e remodelação 

do tecido ósseo, enquanto as células endoteliais, como as HUVEC, estão envolvidas na 

angiogênese e na regulação da resposta inflamatória. A compreensão das interações entre 

essas células e biomateriais, como a zircônia, pode fornecer insights valiosos sobre a 

biocompatibilidade, resposta imunológica e capacidade de regeneração tecidual desses 

materiais. Além disso, uma melhor compreensão dessas interações pode orientar o 

desenvolvimento de biomateriais mais eficazes e seguros para uso em aplicações médicas 

e odontológicas, contribuindo assim para o avanço da medicina regenerativa e da 

tecnologia de implantes. 
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CONCLUSÃO 

Este estudo destaca a capacidade da zircônia (Zr) em não apenas promover um 

ambiente favorável para células endoteliais HUVEC, mas também em estimular 

respostas positivas em osteoblastos. Esses resultados sublinham o potencial dual 

do Zr em aplicações de regeneração óssea, facilitando tanto a angiogênese quanto a 

osteogênese, muito provavelmente favorecendo ações de acoplamento. A interação 

sinérgica entre osteoblastos e células endoteliais na presença de Zr indica uma via 

promissora para a criação de scaffolds bioativos que suportam a regeneração tecidual 

óssea e vascular. Este trabalho fornece constatações valiosas para o desenvolvimento 

de novas estratégias em engenharia de tecidos e biomateriais, sugerindo que a zircônia 

pode ser um componente chave em futuras terapias regenerativas. 
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