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RESUMO

Devido a limitada disponibilidade de osso autdgeno e dos riscos associados ao uso de 0Sso
aldgeno, novos materiais sintéticos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de substituir o
tecido 0sseo perdido em decorréncia de traumatismos ou processos patoldgicos. Os materiais
bioativos na forma de scaffolds sdo materiais sintéticos promissores para enxertia 0ssea.
Varios estudos sugerem que estes biomateriais sdo capazes de estimular a proliferacdo de
osteoblastos e a osteogénese no local da fratura. No entanto, a viabilizagdo destes biomateriais
a uma aplicacdo clinica requer o emprego de testes que avaliem a sua biocompatibilidade.
Dentro deste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade do
scaffold sintetizado a partir de uma vitroceramica bioativa totalmente cristalizada do sistema
quaternario P,0s-Na,0-Ca0-SiO, (Biosilicato®), por meio da anélise histopatolégica do
biomaterial implantado no tecido subcutaneo de ratos, e pelas analises de citotoxicidade e
genotoxicidade do biomaterial em cultura de células da linhagem OSTEO-1 e L929. A analise
histopatolégica do biomaterial foi realizada utilizando 65 ratos machos da linhagem Wistar
(210-260 g), distribuidos aleatoriamente em dois grupos, Controle (n = 3 animais por periodo)
e Biosilicato (n = 10 animais por periodo), avaliados em periodos distintos de 7, 15, 30, 45 e
60 dias. Os animais do grupo Biosilicato foram submetidos a uma cirurgia no tecido
subcutaneo e receberam um implante de scaffold de Biosilicato®. Os animais do grupo
Controle foram submetidos a mesma cirurgia, mas ndo receberam o implante do biomaterial.
A analise de citotoxicidade foi realizada para avaliar os efeitos dos produtos da lixiviacdo dos
scaffolds de Biosilicato® (extratos) na proliferacdo celular pelo ensaio MTT. Os extratos
foram avaliados em varias concentrac6es (100, 50, 25 e 12,5%) em periodos experimentais de
24, 72 e 120 horas, utilizando duas linhagens celulares (OSTEO-1 e L929). A andlise de
genotoxicidade (ensaio cometa) foi realizada para avaliar os danos no DNA de células
OSTEO-1 e L929 cultivadas em contato com scaffolds de Biosilicato® em periodos distintos
de 24, 72 e 96 horas. A analise estatistica dos dados paramétricos foi realizada pelo teste de
variancia (ANOVA), seguido do post-hoc de Tukey, e a analise dos dados ndo paramétricos
foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Ambos os testes estatisticos foram realizados com
nivel de significancia de 5%. Os resultados da analise histopatologica demonstraram que 0s
animais do grupo Controle ndo apresentaram processo inflamatorio, tecido necr6tico ou tecido
fibroso. J& os animais do grupo Biosilicato apresentaram um tecido de granulacdo apds 7 dias
de implantacdo e nos demais periodos (15, 30, 45 e 60 dias) apresentaram um processo
inflamatdrio cronico de corpo estranho, marcado pela presenca de tecido fibroso e células
gigantes multinucleadas. Em todos os animais avaliados ndo foi evidenciado foco de infecgdo
ou tecido necrotico. Na analise de citotoxicidade foi observado que os extratos dos scaffolds
de Biosilicato® ndo possuem efeito significativo na reducdo da proliferacio de células
OSTEO-1 e L929, e que as menores concentracdes dos extratos (12,5 e 25%) estimularam a
proliferacdo de ambas as células nos periodos de 72 e 120 horas. Na analise de
genotoxicidade foi evidenciado que os scaffolds de Biosilicato® ndo induzem danos do DNA
de células de ambas as linhagens testadas em todos os periodos experimentais. Os resultados
obtidos neste estudo demonstraram que os scaffolds de Biosilicato® apresentaram
biocompatibilidade em experimentos in vivo e in vitro.

Palavras-Chave: biocompatibilidade, reposta tecidual, material bioativo, scaffold,
biomaterial.



ABSTRACT

Due to limited availability of autogenous bone and of the risks associated with the use of bone
allografts, new synthetic materials have been developed in order to replace the bone tissue lost
due to trauma or pathological process. The bioactive materials in the form of scaffolds are
synthetic materials promising for bone grafting. Several studies suggest that these
biomaterials are able to stimulate the proliferation of osteoblasts and osteogenesis at the site
of fracture. However, the feasibility of these biomaterials to a clinical application requires the
investigation of their biocompatibility. In this context, this study aimed to evaluate the
biocompatibility of a scaffold synthesized from a fully crystallized glass-ceramic bioactive
quaternary system P,0s-Na,O-CaO-SiO, (Biosilicate®), through histopathological analysis of
the biomaterial implanted in the subcutaneous tissue of rats and the cytotoxicity and
genotoxicity analysis of the biomaterial in cell cultures (OSTEO-1 and L929 cells).
Histopathologic analysis of the biomaterial was performed using 65 Wistar rats male (210-
260 g), randomly divided into two groups, Control group (n = 3 animals per period) and
Biosilicate group (n = 10 animals per period), evaluated at 7, 15, 30, 45 and 60 days after
surgery. The animals of Biosilicate group underwent surgery and received a subcutaneous
implant of Biosilicate® scaffolds. The animals of Control group underwent surgery but did not
receive any biomaterial implant. The cytotoxicity analysis was performed to assess the effect
of products leaching from Biosilicate® scaffolds (extracts) on cellular proliferation (MTT).
The extracts were evaluated in various concentrations (100, 50, 25 and 12.5%) in
experimental periods of 24, 72 and 120 hours in two cell lines (OSTEO-1 and L929). The
genotoxicity analysis (comet assay) was performed to assess DNA damage in cells OSTEO-1
and L929 grown in contact with the Biosilicate® scaffolds in different periods of 24, 72 and 96
horas. The statistical analysis of parametrics data was performed by analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post-hoc and the analysis of nonparametrics data was
performed by Mann-Whitney test. Both statistical tests were performed with a significance
level of 5%. The results of histopathological analysis showed that the animals of the Control
group did not present inflammation process, necrotic tissue and fibrous tissue. The animals of
Biosilicato group showed a granulation tissue after 7 days of implantation. In the other
periods (15, 30, 45 and 60 days) a chronic inflammation process of foreign body, marked by
the presence of fibrous tissue and giant cells was observed. No infection or necrotic tissue was
observed in any animal. In the analysis of cytotoxicity, it was observed that extracts of
Biosilicato® scaffolds did not have any significant effect in reducing cell proliferation
OSTEO-1 and L929, and that lower concentrations of the extracts (12.5 and 25%) stimulated
the proliferation of both cells in periods of 72 and 120 hours. The analysis of genotoxicity
showed that the Biosilicate® scaffolds did not induce DNA damage in the cell lines tested in
all experimental periods. The results of this study showed that the Biosilicate® scaffolds
presented biocompatibility in vivo and in vitro.

Key words: biocompatibility, tissue response, bioactive material, scaffold, biomaterial.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacéo foi estruturada na forma de artigo, dividida em trés partes principais e
redigida de acordo com as normas metodologicas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT). A primeira parte € constituida de uma contextualizacdo, objetivo e
detalhamento da metodologia empregada. A segunda parte é composta de um artigo baseado
fundamentalmente nas colocacOes expostas na primeira parte. O artigo intitulado: “In vivo and
in vitro evaluation of a highly bioactive glass-ceramic (Biosilicate®) for bone repair”, foi
desenvolvido e estruturado de acordo com as normas de publicacdo da revista “Journal of
Biomedical Materials Research Part A”, na qual sera submetido. A terceira parte é composta

das consideracdes finais, referéncias bibliogréaficas e anexo.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A substituicdo de tecido 06sseo perdido em decorréncia de traumatismos ou processos
patoldgicos representa um importante desafio as clinicas médicas e odontologicas. Devido a
limitada disponibilidade de osso autégeno (do préprio individuo) e dos riscos de transmisséo
de doengas infecciosas ou rejeicdo, associados ao uso de 0sso aldégeno (de individuos da
mesma espécie), novos materiais sintéticos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
substituir o tecido 6sseo (PULEO et al., 1991). Esses materiais, denominados biomateriais,
possuem alguns beneficios como maior disponibilidade, facilidade de esterilizacdo, além de
proporcionar reduzida morbidade (MOORE et al., 2001).

Uma classe de biomateriais que vem se destacando entre os materiais 6sseo-substitutos
sintéticos sdo os materiais bioativos (XIN et al., 2010). Esses biomateriais além de possuirem
as vantagens dos materiais sintéticos, apresentam propriedades peculiares que 0s tornam
promissores para enxertia 6ssea. Os materiais bioativos em contato com o tecido vivo, na
presenca de fluidos corpdreos, desenvolvem uma camada de hidroxicarbonatoapatita na sua
superficie, promovendo uma ligacdo quimica extremamente forte entre o tecido e o implante,
que imita o tipo de interface que é formada pelos processos naturais de reconstru¢do dos
tecidos, além de ser quimica e estruturalmente equivalente a fase mineral do osso (HENCH;
POLACK, 2002; HENCH et al., 2000; XYNOS et al., 2001).

Os vidros bioativos sdo biomateriais que possuem o maior indice de bioatividade
(HENCH; WILSON, 1993). Pesquisas demonstram que o0s produtos idnicos desses
biomateriais sdo capazes de estimular a expressdo de genes relacionados aos processos de
diferenciacdo e proliferacdo de células da linhagem osteoblastica (HENCH et al., 2000;

XYNOS et al., 2001), podendo assim contribuir para a regeneracdo 0ssea. Devido a essas
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caracteristicas, os vidros bioativos sdo utilizados ha cerca de 30 anos na forma de implantes
em cirurgias cranio-maxilo-faciais e ortopedicas (HENCH; POLAK, 2002).

Apesar dos seus efeitos benéficos para a formacdo 0ssea, 0 uso dos vidros bioativos
tem sido limitado em algumas aplicacbes devido as suas baixas propriedades mecanicas.
Deste modo, algumas vitroceramicas, que sao materiais obtidos pela cristalizacdo controlada
de certos vidros, foram desenvolvidas para a obtencdo de propriedades mecanicas superiores
aos vidros bioativos. Porém, a introducdo de cristalinidade no material reduz drasticamente o
nivel de bioatividade (JAMES, 1995). Com isso, 0s pesquisadores Zanotto e Peitl, ambos do
Laboratorio de Materiais Vitreos (LaMaV) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
iniciaram investigacOes objetivando desenvolver uma vitroceramica que conservasse 0
elevado nivel de bioatividade apresentado pelos vidros bioativos e a0 mesmo tempo
apresentasse propriedades mecanicas superiores. Esses pesquisadores obtiveram na década de
90 uma vitroceramica altamente bioativa com elevadas propriedades mecéanicas, denominada
Biosilicato® (ZANOTTO et al., 2004).

Em estudo in vitro, Moura et al. (2007) demonstraram que o Biosilicato® possui um
potencial remineralizador e é capaz de estimular a diferenciacdo e proliferacdo de
osteoblastos, podendo com isso acelerar o processo de consolidacdo de fraturas. Estes autores
observaram que o Biosilicato® teve um efeito superior ao vidro bioativo Bioglass® 45S5 (que
atualmente é considerado o biomaterial com maior indice de bioatividade) na proliferacdo de
células osteoblasticas, bem como na sintese de proteinas ligadas a maturacdo celular e
deposicdo de matriz Ossea.

A partir dessas observacdes, surgiu a hiptese de que o Biosilicato® seria eficaz na
aceleracao do processo de consolidacédo de fraturas e poderia servir como um substituto para o
tecido Osseo. Com isso, em 2005, nosso grupo de pesquisa do Laboratério de

Eletrotermofototerapia do Departamento de Fisioterapia da UFSCar iniciou um estudo in vivo
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investigando os efeitos do Biosilicato® particulado utilizado em duas granulometrias (180-212
um e 300-355 um), na consolidacdo de defeitos 6sseos induzidos em tibias de ratos. Foi
observado que 15 dias apds a lesdo, os defeitos Osseos preenchidos com particulas de
Biosilicato® (180-212 pum de didmetro) apresentavam propriedades mecanicas similares a de
0ss0s néo fraturados. Quando comparados a defeitos preenchidos com particulas de Bioglass®
4555, as lesdes dsseas com Biosilicato® apresentaram melhor reorganizacdo tecidual, com
maior quantidade de tecido 6sseo e maior nimero de osteoblastos (GRANITO et al., 2009).
Bossini et al. (2011) associando o Biosilicato® particulado a uma terapia laser de baixa
intensidade, observaram um aumento na formacdo éssea, aumento da angiogénese e uma
maior deposicdo de colageno em defeitos 6sseos em tibias de ratas osteoporoticas apds um
periodo de 15 dias.

Visando o uso clinico do Biosilicato® para favorecimento da regeneracdo dssea,
especialmente em defeitos Osseos de grande extensdo, varias pesquisas envolvendo a
engenharia de tecidos tém preconizado o desenvolvimento e aplicagdo de implantes com
estruturas porosas tri-dimensionais, denominados scaffolds (LEACH et al., 2006).

Os scaffolds devem possuir propriedades mecanicas similares as do 0sso, degradarem
em uma taxa compativel com a velocidade de remodelamento 6sseo e também devem possuir
uma adequada arquitetura, para que possam servir como molde para a interacdo celular,
formacdo da matriz 6ssea extracelular e passagem de células e suprimento sanguineo; eventos
essenciais para a formacdo tecidual 6ssea (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005). Além
dessas caracteristicas, é de suma importancia que os scaffolds sejam biocompativeis.

A biocompatibilidade é a capacidade de um material em desempenhar uma resposta
apropriada em um hospedeiro por meio de uma aplicacdo especifica (WILLIAMS, 1987).
Dessa forma, o biomaterial ndo pode induzir nenhuma resposta indesejada dentro do

organismo apos a sua aplicacao.
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Considerando que os scaffolds de Biosilicato® permanecerdo em intimo contato com
os tecidos bioldgicos em uma possivel aplicacédo clinica, é de essencial importancia que esses
biomateriais apresentem biocompatibilidade, ndo produza resposta bioldgica adversa, ndo seja
toxico, carcinogénico ou mutagénico (ISO 10993-1).

Apesar das atuais pesquisas com o Biosilicato®, pouco se sabe sobre os possiveis
efeitos adversos que podem ser induzidos pelos scaffolds desse biomaterial. Por meio disso, e
visando o uso clinico do biomaterial, nota-se a necessidade de estudos que possam comprovar
a possivel viabilidade dos scaffolds de Biosilicato® através de testes de avaliacdo biolégica

que analisem a sua biocompatibilidade.
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade dos scaffolds de
Biosilicato®, por meio da anélise histopatolégica do biomaterial implantado no tecido
subcutaneo de ratos e pelas andlises de citotoxicidade e genotoxicidade do biomaterial em

cultura de células da linhagem OSTEO-1 e L929.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Sintese e caracterizagdo dos scaffolds de Biosilicato®

Os materiais utilizados nesse estudo foram produzidos e fornecidos pelo Laboratdrio
de Materiais Vitreos da UFSCar, em colaboracdo com os professores Dr. Edgar Dutra Zanotto
e Dr. Oscar Peitl Filho.

Foram utilizados scaffolds tri-dimensionais porosos com 8 mm de didmetro e 2 mm de
espessura, sintetizados a partir do Biosilicato® (Figura 1). O Biosilicato® é uma vitroceramica
do sistema P,0Os-Na,O-Ca0-SiO,, altamente bioativa e totalmente cristalina (ZANOTTO et
al., 2004).

Os scaffolds foram sintetizados a partir da fusdo dos componentes pesados e
homogeneizados em forno elétrico a 1450°C. Apds a homogeneizacdo do fundido, o vidro
resultante foi submetido a tratamentos térmicos até completa cristalizacdo do material. Em
seguida a amostra foi submetida a um processo de moagem, até a obtencdo de um p6 com
granulometria média de 1,3 pm.

Os scaffolds foram produzidos de acordo com o procedimento desenvolvido por
Crovace (2009), onde foi preparada uma barbotina em &lcool contendo o Biosilicato®,
aditivos e agentes porogénicos (negro de fumo). Apds secagem da barbotina, o pé obtido foi
inicialmente prensado a uma pressdo de 20 MPa até obtencédo de pastilhas. Posteriormente, as
pastilhas foram novamente prensadas isostaticamente a uma pressdo de 100 MPa. A queima
das pastilhas foi realizada em trés estagios: o primeiro para remocéo do ligante (2 horas em
forno a 375°C), o segundo para a remocao do agente porogénico (2 horas em forno a 610°C) e

o terceiro para a sinterizagdo dos scaffolds propriamente dita (5 horas em forno a 975°C).
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Todos os scaffolds de Biosilicato® foram devidamente esterilizados em forno a 130°C
durante 12 horas, antes da sua efetiva utilizacdo. Esses materiais foram utilizados nos estudos

de avaliacdo bioldgica in vivo e in vitro.

W

Figura 1. Scaffold de Biosilicato®

3.2. Avaliacao bioldgica: estudo in vivo

A avaliacdo bioldgica in vivo foi realizada por meio de analise histopatoldgica do
biomaterial implantado no tecido subcutaneo de ratos.

A parte experimental in vivo foi desenvolvida no Laboratério de
Eletrotermofototerapia do Departamento de Fisioterapia da UFSCar, Campus Sao Carlos e a
analise histopatoldgica foi realizada no Laboratério Multidisciplinar do Departamento de
Biociéncias da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Campus da Baixada Santista.
Este estudo foi conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFSCar

(Parecer 045/2009) (ANEXO).
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3.2.1. Animais de experimentacao

Neste trabalho foram utilizados 65 ratos machos albinos (Rattus norvegicus), da
linhagem Wistar, com aproximadamente dois meses de idade e massa corporal variando de
210 a 260 gramas, provenientes do biotério central da UFSCar. Os animais permaneceram no
biotério do Departamento de Fisioterapia, dentro de gaiolas de polipropileno padrdo (dois
animais por gaiola), mantidos em ambiente higienizado com iluminacéo em ciclo claro/escuro

de 12 horas, recebendo &gua e racdo balanceada a vontade.

3.2.2. Delineamento experimental

Os 65 animais utilizados neste estudo foram pesados e distribuidos aleatoriamente nos
seguintes grupos:

Grupo Controle: os ratos desse grupo foram submetidos a cirurgia, mas néo
receberam o implante de Biosilicato®.

Grupo Biosilicato: os ratos desse grupo foram submetidos a cirurgia e receberam
implante na forma de scaffolds de Biosilicato®.

O grupo Biosilicato foi dividido em cinco subgrupos, compostos por 10 animais cada,
para a realizacdo das analises em periodos experimentais distintos de 7, 15, 30, 45 e 60 dias.
O grupo Controle também foi dividido e analisado nos mesmos periodos experimentais, mas

com apenas 3 animais por periodo.



29

3.2.3. Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de Ketamina (80 mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg), injetada por via intraperitoneal, utilizando-se uma seringa de insulina.
Apds, na regido dorsal de cada animal, seguindo a linha sagital mediana a uma distancia de 8
cm do créanio, foi realizada a tricotomia digital e a assepsia do local com gaze embebida com
iodopovidona (Figura 2A). Neste local, foi realizada uma incisdo reta de 2 cm de
comprimento paralela a linha sagital mediana, expondo o tecido subcutaneo (Figura 2B). Foi
realizado o divulsionamento do tecido subcutaneo (Figura 2C) para obtencdo de um espaco
(Figura 2D). Nos animais do grupo Biosilicato, apds a confec¢do do espaco, foi introduzido
um scaffold de Biosilicato® a aproximadamente 1 cm de distancia da incisdo (Figura 2E).
Terminada esta etapa, as bordas da incisdo foram aproximadas e suturadas com fio de nylon
monofilamentar 4-0 (Shalon®) (Figura 2F). Nos animais do grupo Controle, logo apés a
obtenc¢éo do espaco no tecido subcutaneo (Figura 2D), as bordas da incisdo foram suturadas
com fio de nylon monofilamentar 4-0 (Shalon®) (Figura 2F). Ao término da sutura, foi

realizada a assepsia pos-operatoria com iodopovidona em todos 0s animais.
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Figura 2. Procedimento cirdrgico para a realizacdo da implantacdo dos scaffolds de
Biosilicato® no tecido subcutaneo de ratos: (A) local do procedimento cirtrgico; (B) incisdo e
exposicao do tecido subcuténeo; (C) divulsionamento do tecido subcutaneo; (D) confeccdo de

um espaco no tecido; (E) implantacdo do biomaterial; (F) sutura da regido operada.
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3.2.4. Eutanasia e coleta das amostras

Os animais de ambos os grupos foram eutanasiados com uma dose letal de anestésicos
(Ketamina/Xilazina) de acordo com cada periodo experimental. Imediatamente apds a
eutanasia, foi realizada a retirada cirdrgica do biomaterial juntamente com o tecido adjacente

para processamento das laminas utilizadas na analise histopatologica.

3.2.5. Analise histopatoldgica

Para a realizacdo da analise histopatologica os espécimes foram fixados em formalina
tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas e incluidos em blocos de
parafina. Na sequéncia, os blocos de parafina foram cortados transversalmente ao implante,
com espessura de 5 um e montados em laminas histolégicas.

A anélise qualitativa da regido da les&o foi realizada por meio de laminas coradas com
hematoxilina e eosina (HE, stain, Merck). Para tal, foi utilizado um microscépio de luz
(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram observadas as seguintes alteraces no local
da lesdo: processo inflamatorio, areas de fibrose, tecido de granulacdo, area de necrose e
presenca do biomaterial. Essa analise foi realizada sob a supervisao do Prof. Dr. Daniel Araki

Ribeiro do Departamento de Biociéncias da UNIFESP, Campus da Baixada Santista.

3.3. Avaliacgéo biologica: estudo in vitro

A avaliagdo biologica in vitro foi realizada por meio de analise de citotoxicidade e

genotoxicidade do biomaterial.
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A parte experimental e a analise de citotoxicidade foram realizadas no Laboratorio do
Departamento de Ciéncias da Reabilitacdo da Universidade Nove de Julho (UNINOVE),
Campus Vergueiros, Sdo Paulo, sob a supervisdo da Profa. Dra. Raquel Agnelli Mesquita
Ferrari e da Profa. Dra. Kristianne Porta Santos Fernandes e a analise de genotoxicidade foi
desenvolvida no Laboratorio Multidisciplinar do Departamento de Biociéncias da UNIFESP,

Campus da Baixada Santista, sob a orientacdo do Prof. Dr. Daniel Araki Ribeiro.

3.3.1. Cultura de células

Para a realizacdo das andlises in vitro foram utilizadas células da linhagem OSTEO-1
(osteoblastos de calvaria de ratos) gentilmente doadas pela Profa. Dra. Marcia Martins
Marques da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, e células da
linhagem L929 (fibroblastos murinos) adquiridas do laboratério Culticel, Instituto Adolpho
Lutz, Sdo Paulo. Estas linhagens foram escolhidas por permanecerem em intimo contato com
os scaffolds de Biosilicato® em uma possivel aplicacdo terapéutica destes biomateriais. Além
disso, as células L929 foram escolhidas por serem amplamente utilizadas em anélises de
biocompatibilidade in vitro (SERRANO et al., 2008; NATH et al., 2010; LIU; CHANG,
2011).

As células de ambas as linhagens foram cultivadas em garrafas de cultura utilizando
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM — Dulbecco Modified Eagle’s Medium)
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB,
Vitrocell) e 1% de solugéo antibidtica-antimicotica (Vitrocell) a 37°C em atmosfera umida de
5% de CO,. As células foram mantidas em densidades subconfluentes (quando ocupam 70%
do frasco de cultura), sendo subcultivadas a cada 2-3 dias até a sua utilizagdo. Ambas as

linhagens foram utilizadas nas analises de citotoxicidade e genotoxicidade do biomaterial.
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3.3.2. Analise de citotoxicidade (ensaio MTT)

A andlise de citotoxicidade foi realizada para avaliar os efeitos dos produtos da
lixiviacdo dos scaffolds de Biosilicato® na proliferacdo de células da linhagem OSTEO-1 e
L929.

A proliferacdo celular foi realizada pelo método de Mossmann (1983), onde, a
succinato desidrogenase, uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocéndrias de células
viaveis, é capaz de converter o sal de tetrazolium (dimetiltiazol difenil tetrazolium, ou MTT),
que é hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que sdo de cor escura. Esta
capacidade que somente as células vidveis possuem indica a atividade mitocondrial e a
quantidade relativa de células vivas.

Para realizacdo do ensaio MTT, cada linhagem celular foi dividida em dois grupos,
Controle e Biosilicato, analisados em periodos distintos de cultivo de 24, 72 e 120 horas. No
grupo Controle as células foram cultivadas apenas com o meio DMEM suplementado. No
grupo Biosilicato as células foram cultivadas com meio DMEM suplementado, contendo
produtos da lixiviacdo dos scaffolds de Biosilicato® (extratos). Para a obtencdo do meio com
0s extratos o biomaterial foi previamente condicionado em meio DMEM por 7 dias (1
scaffold/2 mL de meio DMEM). Ap6s o periodo de condicionamento, 0 meio DMEM foi
descartado e cada scaffold foi submerso em 2 mL de meio DMEM suplementado por 24 horas
em condicOes estaticas a 37°C em atmosfera Umida de 5% de CO,. O meio DMEM
suplementado que esteve em contato com o biomaterial por 24 horas foi considerado meio
concentrado 100%. Por meio deste, foram realizadas varias dilui¢des (50, 25 e 12,5%) para
avaliar a influéncia dessas diferentes concentracdes na proliferacdo celular das duas linhagens

testadas.
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Para a realizacdo da analise, as células das culturas subconfluentes foram contadas e
distribuidas em placas de cultura de 96 pogos. Foram adicionadas 1x10° células em 200 L de
meio DMEM suplementado em cada pogco da placa de cultura. Nos grupos Biosilicato
utilizou-se a mesma quantidade celular em 200 pL de meio DMEM suplementado, contendo
as respectivas concentracoes de extratos.

Ap0s cada periodo experimental, os pocos das placas de cultura foram lavados com
100 pL de Tampéo Salino Fosfato (PBS — Phosphate Buffer Saline) e receberam 50 pL de
solucdo com MTT (0,5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As placas foram
incubadas por aproximadamente 3 horas em estufa de cultura a 37°C em atmosfera imida de
5% de CO,, para que ocorresse a formacéo dos cristais de formazan. Decorrido o periodo de
incubacdo, as placas foram retiradas da estufa e os cristais formados foram dissolvidos com
100 pL de isopropanol. A absorbancia foi lida a 620 nm usando um leitor de microplacas
(Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria). Foram realizados trés

experimentos independentes sempre em quadruplicata.

3.3.3. Analise de genotoxicidade (ensaio cometa)

A andlise de genotoxicidade foi realizada para avaliar os danos no DNA de células
OSTEO-1 e L929 cultivadas com scaffolds de Biosilicato®, por meio de um ensaio de
eletroforese em células individualizadas em gel de agarose (ensaio cometa) (TICE et al.,
2000).

As células das culturas subconfluéntes foram contadas e distribuidas em placas de
cultura de 12 pocos. Foram utilizadas 2x10* células em 2 mL de meio DMEM suplementado
em cada pogco da placa de cultura. Cada linhagem celular foi dividida em dois grupos

(Controle e Biosilicato), avaliados em periodos distintos de 24, 72 e 96 horas. O grupo



35

Controle seguiu-se com o cultivo das células em meio DMEM suplementado. As células do
Grupo Biosilicato foram cultivadas com meio DMEM suplementado, contendo 1 scaffolds de
Biosilicato® por poco da placa de cultura, previamente condicionados por um periodo de 7
dias em meio DMEM suplementado (1 scaffold/2 mL de meio DMEM), durante todos os
periodos experimentais. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.

Ap0s cada periodo experimental, os pocos das placas de cultura foram lavados com
PBS, tripsinizados (adicionado solucdo de tripsina para desprender as células dos pocos de
cultura) e as células adicionadas em tubos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados a 1200
rpm por 5 minutos. O meio DMEM foi descartado e as células ressuspendidas com 1 mL de
um novo meio DMEM suplementado. Depois de realizada esta etapa, um volume de 100 pL
de meio DMEM com as respectivas células de cada grupo experimental foi adicionado a 120
UL de agarose de baixo ponto de fusdo a 37°C e depositado sobre laminas histolégicas
recobertas com agarose de ponto de fusdo normal a 0,5%. Apds, as laminas foram recobertas
com laminulas para a homogeneizacdo adequada do material e posteriormente colocadas em
solucéo de lise a 1% (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM tamp&o Tris-HCI, pH 10, 1%
sarcosinato de sodio com 1% Triton X-100 e 10% DMSO), por aproximadamente 1 hora.
Subsequentemente, as mesmas foram lavadas com PBS durante 5 minutos e colocadas em
uma cuba de eletroforese contendo solugdo tampaéo alcalina, pH>13 (1 mM EDTA e 300 mM
NaOH), até o liquido as cobrirem totalmente. Antes da eletroforese, as ldaminas permaneceram
por um periodo de descanso de 20 minutos, seguida por um periodo de eletroforese de 20
minutos a 25 V (0,86 V/cm) e 300 mA. Findada esta etapa, as laminas foram lavadas com
solugdo de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5), durante 5 minutos. Este procedimento foi
repetido 3 vezes. ApdOs a neutralizagdo, as laminas foram coradas com 100 puL brometo de

etidio (50 pg/mL).
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Um total de 50 cometas capturados aleatoriamente por tratamento/periodo
(HARTMANN et al., 2003) foram examinados cegamente por um especialista na ampliacdo
400X, utilizando um microscopio de fluorescéncia (Olympus, Orangeburg, USA) conectado
através de uma camera preto e branco a um sistema analisador de imagem (Comet Assay I,
Perceptive Instruments, Suffolk, Haverhill, Reino Unido). Este software foi previamente
calibrado de acordo com as instrugdes do fabricante. O sistema de analise de imagem
computadorizado adquire as imagens, calcula os perfis de intensidade integrada para cada
célula e avalia a gama de pardmetros derivados. Células ndo danificadas tém um ndcleo
intacto, sem uma cauda, e as células danificadas tém a aparéncia de um cometa (Figura 3).
Para gquantificar os danos no DNA, foi utilizado o momento da cauda. O momento da cauda
foi calculado como o produto do comprimento da cauda pela fracdo de DNA contida nesta
area. O momento da cauda do cometa € positivamente correlacionado com o nivel de quebras
no DNA em uma célula. O valor médio do momento da cauda em uma determinada amostra

foi adotado como o indice de danos no seu DNA.

Figura 3. Imagem representativa de um cometa demonstrando a cabega do cometa (CB)
formada pela concentracdo de DNA nuclear e a cauda do cometa (CD) gerada ap6s migragédo

dos fragmentos de DNA por eletroforese.
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3.4. Analise estatistica

Os dados foram expressos em média de valores e desvios padrao (DP) para cada grupo
de amostra. A normalidade da distribuicdo de todas as variaveis foi verificada usando o teste
de Shapiro-Wilk’s. Para amostras paramétricas foi utilizado o teste One-way ANOVA para
avaliar a variancia da comparacédo entre 0s grupos, e nos casos significantes, o teste de Tukey
foi utilizado para discriminar as diferencas. Para amostras ndo paramétricas foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. As analises foram realizadas no programa EXCEL (2007) e no
software STATISTICA (versdo 7.0). Para todos os testes foi utilizado o nivel de significancia

de 5% (p<0,05).
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Avaliacado in vivo e in vitro de uma vitroceramica altamente
bioativa para reparo 0sseo
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3Departamento de Ciéncias da Reabilitacdo, Universidade Nove de Julho (UNINOVE), S&o
Paulo, SP, Brasil

*Departamento de Biociéncias, Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), Santos, SP,
Brasil

4.1. Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade do scaffold sintetizado
a partir de uma vitroceramica bioativa (Biosilicato®), por meio da analise histopatolégica do
biomaterial implantado no tecido subcutaneo de ratos, e pelas analises de citotoxicidade e
genotoxicidade do biomaterial em cultura de células da linhagem OSTEO-1 e L929. Para a
andlise histopatol6gica foram utilizados 65 ratos machos da linhagem Wistar (210-260 g),
distribuidos aleatoriamente em dois grupos, Controle (n = 3 animais por periodo) e Biosilicato
(n = 10 animais por periodo), avaliados em periodos distintos de 7, 15, 30, 45 e 60 dias. Os
animais do grupo Biosilicato foram submetidos a uma cirurgia no tecido subcutaneo e
receberam um implante de scaffold de Biosilicato®. Os animais do grupo Controle foram
submetidos a mesma cirurgia, mas nao receberam o implante do biomaterial. A analise de
citotoxicidade foi realizada para avaliar os efeitos dos produtos da lixiviagdo dos scaffolds de
Biosilicato® (extratos) na proliferacéo celular pelo ensaio MTT. Os extratos foram avaliados
em vérias concentracdes (100, 50, 25 e 12,5%) em periodos experimentais de 24, 72 e 120
horas em duas linhagens celulares (OSTEO-1 e L929). A andlise de genotoxicidade (ensaio
cometa) foi realizada para avaliar os danos no DNA de células OSTEO-1 e L929 cultivadas
com scaffolds de Biosilicato® em periodos distintos de 24, 72 e 96 horas. Os resultados da
analise histopatolégica mostraram que os animais do grupo Controle ndo apresentacdo
processo inflamatorio, tecido necrotico e tecido fibroso. Ja os animais do grupo Biosilicato
apresentaram um tecido de granulacdo apds 7 dias de implantacdo, e nos demais periodos
experimentais (15, 30, 45 e 60 dias), apresentaram um processo inflamatério crénico de corpo
estranho, marcado pela presenca de tecido fibroso e células gigantes multinucleadas. Em
todos os animais avaliados ndo foi evidenciado foco de infeccdo ou tecido necrotico. Na
analise de citotoxicidade foi notado que os extratos de scaffolds de Biosilicato® ndo possuem
efeito significativo na reducdo da proliferacdo de células OSTEO-1 e L929, e que as menores
concentragcdes dos extratos (12,5 e 25%) estimularam a proliferacdo celular de ambas as
linhagens nos periodos de 72 e 120 horas. Na andlise de genotoxicidade foi evidenciado que
os scaffolds de Biosilicato® ndo induzem danos do DNA de células de ambas as linhagens
testadas em todos os periodos experimentais. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que os scaffolds de Biosilicato® apresentaram biocompatibilidade em
experimentos in vivo e in vitro.

Palavras chave: biocompatibilidade; resposta tecidual; material bioativo; scaffold,;
biomaterial
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4.2. INTRODUCAO

Milhdes de fraturas 6sseas ocorrem a cada ano em todo o mundo. Dentre elas, 10-30%
resultam em ndo-unido 6ssea,’ outras exibem atrasos na consolidacdo,” indicando que, em
alguns casos, ndo ocorrem a regeneracao do tecido pelo processo normal de reparacao 0ssea.

Neste contexto, hd uma grande necessidade de desenvolver tecnologias capazes de
minimizar o tempo de consolidacdo 6ssea e diminuir as possibilidades de desenvolvimento de
possiveis complicacdes resultantes do processo anormal de reparo 6sseo.> Um tratamento
promissor € o uso de vidros bioativos, devido a sua capacidade de ligacdo ao 0sso pela
formacdo de uma camada de apatita ativa ligada biologicamente na superficie do tecido.*
Devido a estas propriedades, muitos autores tém demonstrado que os vidros bioativos séo
capazes de induzir a osteogénese e estimular a consolidagdo da fratura.**

Apesar dos efeitos estimulatérios dos vidros bioativos no metabolismo 6sseo, 0 uso
desses biomateriais tem sido restringido devido as suas propriedades mecanicas.>® Neste
contexto, 0s pesquisadores Zanotto e Peitl, ambos do Laboratério de Materiais Vitreos
(LaMaV) da Universidade Federal de S&8o Carlos (UFSCar), desenvolveram uma
vitroceramica bioativa completamente cristalizada, do sistema quaternario P,0s-Na,O-CaO-
Si0O,, denominada Biosilicato®.” A cristalizacdo completa do material pode levar a melhores
propriedades mecanicas do material ou particulas menos acentuadas e abrasivas, quando o
material 6 moido a p6. Um estudo in vitro demonstrou que o Biosilicato® foi capaz de
aumentar a formagdo da matriz 6ssea em comparagdo ao Bioglass 45S5® em um sistema de
cultura de células osteogénicas extraida de calvéria de ratos.> Comparando o crescimento das
células osteogénicas em discos de Biosilicato® e Bioglass® 45S5 por um periodo de até 17
dias, constataram que, embora ndo foram detectadas diferencas significativas em termos de
contetido de proteina total e atividade da fosfatase alcalina nos dias 11 e 17, o Biosilicato®

induziu significativamente maiores areas de matriz calcificada em 17 dias. Além disso, em um
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trabalho experimental in vivo, Granito et al. (2011)® constataram que o Biosilicato® foi capaz
de aumentar as propriedades biomecanicas, a quantidade de tecido 6sseo e o numero de
osteoblastos no local do calo 6sseo de defeitos em tibias em ratos quando comparado com o
grupo tratado com Bioglass 45S5® (padrdo ouro). Esses achados corroboram com os
resultados de outros autores que também demonstraram os efeitos promissores do Biosilicato®
na consolidacéo 6ssea em ratos saudéaveis® e ratas com osteoporose. '

Apesar dos efeitos positivos do Biosilicato® no tecido 6sseo ter sido evidenciado em
estudos in vitro e in vivo, 0 mecanismo pelo qual essa terapia atua no tecido 6sseo nao é
totalmente compreendido. Antes deste biomaterial ser utilizado com confianca como uma
modalidade terapéutica, é necessario investigar as caracteristicas fisicas e quimicas, bem
como todas as respostas bioldgicas deste biomaterial para determinar sua seguranca e
eficacia.™* Neste contexto, e tendo em vista a aplicabilidade clinica desse novo biomaterial,

este estudo teve como objetivo avaliar a biocompatibilidade in vivo e in vitro do Biosilicato®.

4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Sintese e caracterizacdo dos scaffolds de Biosilicato®

Os materiais utilizados nesse estudo foram produzidos e fornecidos pelo Laboratorio
de Materiais Vitreos da UFSCar, em colaboracdo com os professores Dr. Edgar Dutra Zanotto
e Dr. Oscar Peitl Filho.

Foram utilizados scaffolds tri-dimensionais porosos com 8 mm de didametro e 2 mm de
espessura sintetizados a partir do Biosilicato®. O Biosilicato® é uma vitroceramica do sistema

P,0s-Na,0-Ca0-Si0,, altamente bioativa e totalmente cristalina.’



42

Os scaffolds foram sintetizados a partir da fusdo dos componentes pesados e
homogeneizados em forno elétrico a 1450°C. Apds a homogeneizagdo do fundido, o vidro
resultante foi submetido a tratamentos térmicos até completa cristalizacdo do material. Em
seguida a amostra foi submetida a um processo de moagem, até a obtencdo de um p6 com
granulometria média de 1,3 um.

Os scaffolds foram produzidos de acordo com o procedimento desenvolvido por
Crovace (2009),** onde foi preparada uma barbotina em &lcool contendo o Biosilicato®,
aditivos e agentes porogénicos (negro de fumo). Apds secagem da barbotina, o p6 obtido foi
inicialmente prensado a uma pressdo de 20 MPa até obtencdo de pastilhas. Posteriormente, as
pastilhas foram novamente prensadas isostaticamente a uma pressdo de 100 MPa. A queima
das pastilhas foi realizada em trés estagios: o primeiro para remocdo do ligante (2 horas em
forno a 375°C), o segundo para a remocao do agente porogénico (2 horas em forno a 610°C) e
o terceiro para a sinterizacdo dos scaffolds propriamente dita (5 horas em forno a 975°C).

Todos os scaffolds de Biosilicato® foram devidamente esterilizados em forno a 130°C
durante 12 horas, antes da sua efetiva utilizacdo. Esses materiais foram utilizados nos estudos

de avaliacdo bioldgica in vivo e in vitro.

4.3.2. Avaliagao bioldgica in vivo

4.3.2.1. Delineamento experimental e procedimento cirdrgico

O teste de implantacdo subcutanea foi utilizado para avaliar a biocompatibilidade do

biomaterial in vivo. Para isto, 65 ratos machos da linhagem Wistar (2 meses de idade com

massa corporal de 210-260 g) foram usados neste estudo. Estes animais foram mantidos em

condicgdes controladas de temperatura (24+2°C), em periodos de claro-escuro de 12 horas,
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com acesso livre a agua e racdo balanceada. Todos os procedimentos cirdrgicos e de manejo
dos animais foram realizados de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em experimentacdo Animal da
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, Brasil (Parecer 045/2009).

Todos os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em dois grupos, Controle
(n = 3 animais por periodo) e Biosilicato (n = 10 animais por periodo). Os animais de ambos
os grupos foram divididos em cinco subgrupos, para a realizacdo das analises em diferentes
periodos experimentais de 7, 15, 30, 45 e 60 dias.

Para a realizacdo do procedimento cirurgico os animais foram anestesiados com uma
associacdo de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). Apds, na regido dorsal de cada
animal, seguindo a linha sagital mediana a uma distancia de 8 cm do cranio, foi realizada a
tricotomia digital e a assepsia do local com gaze embebida com iodopovidona. Neste local, foi
realizada uma incisdo reta de 2 cm de comprimento paralela a linha sagital mediana, expondo
o0 tecido subcutaneo. Foi realizado o divulsionamento do tecido subcutéaneo para obtencéo de
um espaco. Nos animais do grupo Biosilicato, ap6s a confec¢cdo do espaco, foi introduzido um
scaffold de Biosilicato® a aproximadamente 1 cm de distancia da incisdo. Terminada esta
etapa, as bordas da incisdo foram aproximadas e suturadas com fio de nylon monofilamentar
4-0 (Shalon®). Nos animais do grupo Controle, logo ap6s a obtencdo do espaco no tecido
subcutaneo, as bordas da incisdo foram suturadas com fio de nylon monofilamentar 4-0
(Shalon®). Ao término da sutura, foi realizada a assepsia pds-operatéria com iodopovidona
em todos os animais.

Ap0s cada periodo experimental os animais do grupo Biosilicato e do grupo Controle
foram eutanasiados com uma dose letal de anestésico (Ketamina/Xilazina). Apds a eutanésia,
foi realizada a retirada cirdrgica do biomaterial juntamente com o tecido adjacente para

processamento das laminas utilizadas na analise histopatologica.
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4.3.2.2. Analise histopatoldgica

Para a realizacdo da analise histopatologica os espécimes foram fixados em formalina
tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas e incluidos em blocos de
parafina. Na sequéncia, os blocos de parafina foram cortados transversalmente ao implante,
com espessura de 5 um e montados em laminas histoldgicas.

A analise qualitativa da regido da lesdo foi realizada por meio de laminas coradas com
hematoxilina e eosina (HE, stain, Merck). Para tal, foi utilizado um microscopio de luz
(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram observadas as seguintes alteracdes no local
da lesdo: processo inflamatdrio, areas de fibrose, tecido de granulacdo, area de necrose e
presenca do biomaterial. Essa anélise foi realizada sob a supervisdo do Prof. Dr. Daniel Araki

Ribeiro do Departamento de Biociéncias da UNIFESP, Campus da Baixada Santista.

4.3.3. Avaliacao bioldgica in vitro

4.3.3.1. Cultura de células

Para a realizag8o das analises in vitro foram utilizadas células da linhagem OSTEO-1
(osteoblastos de calvaria de ratos) doadas pela Profa. Dra. Marcia Martins Marques da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, e células da linhagem
L929 (fibroblastos murinos) adquiridas do laboratério Culticel, Instituto Adolpho Lutz, S&o
Paulo. Estas linhagens foram escolhidas por ficarem em intimo contato com os scaffolds de

Biosilicato® em uma possivel aplicacéo terapéutica destes biomateriais. Além disso, as células
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L929 foram escolhidas por serem amplamente utilizadas em analises de biocompatibilidade in
vitro.13’14’15

As células de ambas as linhagens foram cultivadas em garrafas de cultura utilizando
meio de Eagle mofificado por Dulbecco (DMEM — Dulbecco Modified Eagle’s Medium)
(Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB,
Vitrocell) e 1% de solucéo antibidtica-antimicotica (Vitrocell) a 37°C em atmosfera imida de
5% de CO,. As células foram mantidas em densidades subconfluentes e passadas a cada 2-3

dias até a sua utilizacdo. Ambas as linhagens foram utilizadas para as andlises de

citotoxicidade e genotoxicidade do biomaterial.

4.3.3.2. Analise de citotoxicidade (ensaio MTT)

A anadlise de citotoxicidade foi realizada para avaliar os efeitos dos produtos da
lixiviacdo dos scaffolds de Biosilicato® na proliferacdo de células da linhagem OSTEO-1 e
L929.

A proliferacdo celular foi avaliada pelo ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5,-difenil-tetraz6lio),*® onde cada linhagem celular foi dividida em dois grupos,
Controle e Biosilicato, analisados em periodos distintos de cultivo de 24, 72 e 120 horas. No
grupo Controle as células foram cultivadas apenas com o meio DMEM suplementado. No
grupo Biosilicato as células foram cultivadas com meio DMEM suplementado, contendo
produtos da lixiviagdo dos scaffolds de Biosilicato® (extratos). Para a obten¢do do meio com
extratos, o biomaterial foi previamente condicionado em meio DMEM por 7 dias (1 scaffold/2
mL de meio DMEM). Apds o periodo de condicionamento, o0 meio DMEM foi descartado e
cada scaffold foi submerso em 2 mL de meio DMEM suplementado por 24 horas em

condicBes estaticas a 37°C. O meio DMEM que esteve em contato com o biomaterial por 24
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horas foi considerado meio concentrado 100%. Por meio desse, foram realizadas varias
diluicdes (50, 25 e 12,5%) para avaliar a influéncia dessas diferentes concentracdes na
proliferacdo celular das duas linhagens testadas.

Para a realizacdo da analise, as células das culturas subconfluentes foram contadas e
distribuidas em placas de cultura de 96 pogos. Foram adicionadas 1x10° células em 200 L de
meio DMEM a 10% de SFB em cada poco da placa de cultura. Nos grupos Biosilicato
utilizou-se a mesma quantidade celular em 200 pL de meio DMEM com as respectivas
concentragdes de extratos.

Apds cada periodo experimental, os pocos das placas de cultura foram lavados com
100 pL de Tampéo Salino Fosfato (PBS — Phosphate Buffer Saline) e receberam 50 pL de
solucdo com MTT (0,5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As placas foram
incubadas por aproximadamente 3 horas em estufa de cultura a 37°C, para que ocorresse a
formacdo dos cristais de formazan. Decorrido o periodo de incubacdo, as placas foram
retiradas da estufa e os cristais formados foram dissolvidos com 100 pL de isopropanol. A
absorbéancia foi lida a 620 nm usando um leitor de microplacas (Anthos 2020, Anthos Labtec
Instruments, Wals, Austria). Foram realizados trés experimentos independentes sempre em

quadruplicata.

4.3.3.3. Analise de genotoxicidade (ensaio cometa)

A anélise de genotoxicidade foi realizada para avaliar os danos no DNA de células
OSTEO-1 e L929 cultivadas com scaffolds de Biosilicato®, por meio de um ensaio de
eletroforese em células individualizadas em gel de agarose (ensaio cometa).’

Para isto, as células das culturas subconfluéntes foram contadas e distribuidas em

placas de cultura de 12 pocos. Foram utilizadas 2x10* células em 2 mL de meio DMEM a
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10% de SFB em cada poco da placa de cultura. Cada linhagem celular foi dividida em dois
grupos (Controle e Biosilicato), avaliados em periodos distintos de 24, 72 e 96 horas. O grupo
Controle seguiu-se com o cultivo das células em meio DMEM suplementado com SFB. O
Grupo Biosilicato foi cultivado em contato com scaffolds de Biosilicato® (1 scaffold por
poc¢o), previamente condicionados por um periodo de 7 dias em meio DMEM (1 scaffold/2
mL de meio DMEM), durante todos os periodos experimentais. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata.

Apds cada periodo experimental, os pocos das placas de cultura foram lavados com
PBS, tripsinizados e as células adicionadas em tubos de 50 mL. Os tubos foram centrifugados
a 1200 rpm por um periodo de 5 minutos. O meio DMEM foi descartado e as células
ressuspendidas com 1 mL de um novo meio DMEM. Depois de realizada esta etapa, um
volume de 100 puL de meio DMEM com as respectivas células de cada grupo experimental foi
adicionado a 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo a 37°C e depositado sobre laminas
histoldgicas recobertas com agarose de ponto de fusdo normal a 0,5%. Apds, as laminas foram
recobertas com laminulas para a homogeneizacdo adequada do material e posteriormente
colocadas em solucgéo de lise a 1% (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM tampao Tris-HCI,
pH 10, 1% sarcosinato de s6dio com 1% Triton X-100 e 10% DMSO), por aproximadamente
1 hora. Subsequentemente, as mesmas foram lavadas com PBS durante 5 minutos e colocadas
em uma cuba de eletroforese contendo solucdo tampéo alcalina, pH>13 (1 mM EDTA e 300
mM NaOH), até o liquido as cobrirem totalmente. Antes da eletroforese, as laminas
permaneceram por um periodo de descanso de 20 minutos, seguida por um periodo de
eletroforese de 20 minutos a 25 V (0,86 V/cm) e 300 mA. Findada esta etapa, as laminas
foram lavadas com solucdo de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5), durante 5 minutos. Este
procedimento foi repetido 3 vezes. Apos a neutralizacéo, as laminas foram coradas com 100

ML brometo de etidio (50 pg/mL).
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Um total de 50 cometas capturados aleatoriamente por tratamento/periodo® foram
examinados cegamente por um especialista na ampliacdo 400X, utilizando um microscépio de
fluorescéncia (Olympus, Orangeburg, USA) conectado através de uma camera preto e branco
a um sistema analisador de imagem (Comet Assay Il, Perceptive Instruments, Suffolk,
Haverhill, Reino Unido). Este software foi previamente calibrado de acordo com as instrugdes
do fabricante. O sistema de analise de imagem computadorizado adquire as imagens, calcula
os perfis de intensidade integrada para cada célula e avalia a gama de parametros derivados.
Células néo danificadas ttm um nucleo intacto, sem uma cauda, e as células danificadas tém a
aparéncia de um cometa. Para quantificar os danos no DNA, foi utilizado o momento da
cauda. O momento da cauda foi calculado como o produto do comprimento da cauda pela
fracdo de DNA contida nesta area. O momento da cauda do cometa é positivamente
correlacionado com o nivel de quebras no DNA em uma célula. O valor médio do momento

da cauda em uma determinada amostra foi adotado como o indice de danos no seu DNA.

4.3.4. Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média de valores e desvios padrdo (DP) para cada grupo
de amostra. A normalidade da distribuicdo de todas as varidveis foi verificada usando o teste
de Shapiro-Wilk’s. Para amostras paramétricas foi utilizado o teste One-way ANOVA para
avaliar a variancia da comparagéo entre 0s grupos, e nos casos significantes, o teste de Tukey
foi utilizado para discriminar as diferencas. Para amostras ndo paramétricas foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. As andlises foram realizadas no programa EXCEL (2007) e no
software STATISTICA (versdo 7.0). Para todos os testes foi utilizado o nivel de significancia

de 5% (p<0,05).
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4.4. RESULTADOS

4.4.1. Avaliacéo bioldgica in vivo

4.4.1.1. Analise histopatoldgica

Durante o periodo experimental, os animais ndo apresentaram complicacGes pos-
operatorias. Eles regressaram rapidamente a sua dieta normal e ndo demonstraram perda de
massa corpérea. Além disso, nenhum animal morreu durante o experimento e ndo foi
detectada a presenca de infeccdo na area da leséo.

Os grupos Controles ndo apresentaram diferencas morfologicas evidentes quando
comparados nos diferentes periodos experimentais. Em todas as amostras analisadas, ndo foi
observada a presenca de processo inflamatério, tecido necrotico ou tecido fibroso. Estes
grupos foram representados por uma fotomicrografia do grupo Controle 7 dias (Figura 4A).

Apbs 7 dias de implantacdo dos scaffolds de Biosilicato®, foi observada a presenca de
tecido de granulacdo vascularizado préximo ao biomaterial (Figura 4B). Em 15 dias de
implantacdo do biomaterial, foi evidenciado um processo inflamatério crénico de corpo
estranho, com a presenca de tecido fibroso circunjacente ao implante e células gigantes
multinucleadas isoladas ou proximas as particulas do biomaterial (Figura 4C). No periodo de
30 dias de implantacdo do biomaterial, foi observado o processo inflamatério de corpo
estranho, com tecido fibroso instalado em torno dos scaffolds e uma maior presenca de células
gigantes multinucleadas proximas as particulas de diferentes tamanhos do biomaterial (Figura
4D). ApoOs 45 dias de implantacdo do biomaterial, foi notado o processo inflamatorio de
corpo estranho com uma maior presenca de um tecido fibroso e células gigantes

multinucleadas em torno das particulas do biomaterial, em comparacdo ao grupo com
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implantacdo de 30 dias (Figura 4E). Em 60 dias de implantagdo do biomaterial, ainda foi
observado a presenca de processo inflamatorio crénico de corpo estranho, com camada de
tecido fibroso mais espessa e uma maior presenca de células gigantes multinucleadas em
torno das particulas do biomaterial, em comparacdo ao grupo de 45 dias de implantacéo.
Neste mesmo periodo, foi notada a presenca de particulas menores do biomaterial comparado
aos demais grupos experimentais (Figura 4F). Em todos os grupos analisados nao foi

evidenciada a presenca de tecido necrotico ou infiltrado de células inflamatorias (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografia do tecido subcutaneo de ratos, demonstrando a auséncia de
processo inflamatério no grupo Controle (A), presenca de tecido de granulagdo (TG)
vascularizado (V) ap6s 7 dias de implantacdo (B), processo inflamatorio crénico de corpo
estranho apos 15 (C), 30 (D), 45 (E) e 60 dias de implantac&o (F), caracterizado pela presenca
de tecido fibroso (V), células gigantes multinucleadas (setas) isoladas e préximas ao

biomaterial (*). Coloragdo H.E, ampliagcdo 100X.
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4.4.2. Avaliacao bioldgica in vitro

4.4.2.1. Analise de citotoxicidade (ensaio MTT)

A figura 5 demonstra os resultados obtidos na proliferacdo de células da linhagem
OSTEO-1, expostas a diferentes concentracdes de extrato dos scaffolds de Biosilicato® em
periodos distintos de cultivo.

Apbs 24 horas de cultivo celular, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa na proliferacdo celular do grupo Controle quando comparado aos demais grupos
experimentais. Além disso, 0s grupos experimentais também nédo apresentaram diferenca
significativa quando comparados entre si (Figura 5).

Em 72 horas de cultivo, o grupo Controle apresentou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado aos grupos com as menores concentracdes de extrato do
biomaterial (12,5% e 25%). No entanto, quando comparamos o grupo Controle com o grupo
com concentracdo de 50 e 100%, nenhuma diferenca estatistica foi observada. Ainda, 0s
grupos com concentracdo de 12,5%, 25% e 50% apresentaram valores estatisticamente
maiores quando comparados com 0 grupo com a maior concentracdo de extrato do biomaterial
(100%). Nenhuma diferenca estatistica foi observada quando realizada a comparacao entre 0s
grupos 12,5, 25% e 50% (Figura 5).

No periodo de 120 horas de cultivo, o grupo Controle apresentou valores médios
estatisticamente menores quando comparados com 0S grupos com concentragédo de 12,5, 25 e
50% de extrato do biomaterial. No entanto, quando comparados o grupo Controle com o
grupo com concentracdo de 100%, este apresentou valores estatisticamente maiores. Os

grupos com concentracdo de 12,5% e 25% apresentaram medias estatisticamente maiores
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quando comparados aos grupos com concentracdo de 50 e 100%. Ainda, houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos com concentracédo de 50 e 100% (Figura 5).
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Figura 5. Proliferacdo de células da linhagem OSTEO-1 (densidade Optica) cultivadas com
solucdes contendo diferentes concentraces de extrato dos scaffolds de Biosilicato® (12,5, 25,
50 e 100%) em periodos distintos de cultivo (24, 72 e 120 horas). *p< 0,05 vs Controle; Fp<

0,05 vs 100%; #p=< 0,05 vs 50%.

A figura 6 demonstra os resultados obtidos na proliferacdo de células da linhagem
L929, expostas a diferentes concentracbes de extrato dos scaffolds de Biosilicato® em

periodos distintos de cultivo.

Apo6s 24 horas de cultivo celular, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa na proliferacdo celular do grupo Controle, quando comparado aos demais grupos
experimentais. Além disso, 0s grupos experimentais também ndo apresentaram diferenca

significativa quando comparados entre si (Figura 6).
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Em 72 horas de cultivo, pode ser observado que o grupo Controle apresentou valores
médios estatisticamente menores quando comparados aos grupos 12,5, 25 e 50%. No entanto,
qguando comparado com o grupo 100%, nédo foi observada diferenca significativa. Ainda, de
acordo com a figura 6, pode ser observado que os grupos 12,5 e 25% apresentaram valores
estatisticamente maiores quando comparados aos grupos 50% e 100%, mas nao apresentaram
diferenca significativa quando comparados entre si. Além disso, o grupo 50% foi
significativamente maior quando comparado ao grupo 100% (Figura 6).

No periodo de 120 horas de cultivo, o grupo Controle apresentou valores médios
estatisticamente menores quando comparados com 0s grupos com concentracdo de 12,5, 25 e
50% de extrato do biomaterial. No entanto, quando comparados o grupo Controle com o
grupo com concentracdo de 100%, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa.
Os grupos com concentracdo de 12,5% e 25% apresentaram médias estatisticamente maiores
guando comparados aos grupos com concentracdo de 50 e 100%. Ainda, houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos com concentragéo de 50 e 100% (Figura 6).



55

# 4
0,3 W Controle T+
* *
0.25 | 12,50% I .
m25% *
0,2 - #oy
= 50% +
T
0,15 = 100% I ¥

0,1

0,05

Prolifera¢do celular {(densidade optica)

24 72 120

Tempo (horas)

Figura 6. Proliferacdo de células da linhagem L929 (densidade O6ptica) cultivadas com
solucdes contendo diferentes concentraces de extrato dos scaffolds de Biosilicato® (12,5, 25,
50 e 100%) em periodos distintos de cultivo (24, 72 e 120 horas). *p< 0,05 vs Controle; Tp<

0,05 vs 100%; #p< 0,05 vs 50%.

4.4.2.2. Andlise de genotoxicidade

De acordo com a tabela 1 referente aos danos no DNA de células da linhagem
OSTEO-1, ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa quando comparados 0s
valores médios do grupo Controle com os do grupo Biosilicato, em todos os periodos
analisados. O mesmo pode ser observado ao avaliar os danos no DNA de células da linhagem

929 em contato com scaffolds de Biosilicato® (Tabela 2).
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Tabela 1. Médias e desvios padrdo referente aos danos no DNA (momento da cauda) de

células da linhagem OSTEO-1 expostas aos scaffolds de Biosilicato®

Tempo (Horas) Grupos experimentais
Controle® Biosilicato
24 0,43+0,25 0,63+0,15
72 0,70+0,30 0,67+0,47
96 0,63+0,32 0,53+0,15
*DMEM

Tabela 2. Médias e desvios padréo referente aos danos no DNA (momento da cauda) de

células da linhagem L929 expostas aos scaffolds de Biosilicato®

Tempo (Horas) Grupos experimentais
Controle® Biosilicato
24 0,77+0,25 0,57+0,31
72 0,63+0,12 0,43+0,06
96 0,70+0,36 0,67+0,31
*DMEM

4.5. DISCUSSAO

Devido ao interesse em utilizar os scaffolds de Biosilicato® como implantes em
tratamentos clinicos para reparo 0sseo, esses devem ser avaliados quanto aos seus efeitos nos
sistemas biologicos para verificar a sua biocompatibilidade. Neste estudo foram realizados os
testes iniciais para verificar a biocompatibilidade dos scaffolds de Biosilicato®.

Os resultados referente a analise histopatoldgica demonstraram que em 7 dias de
implantacio dos scaffolds de Biosilicato® foi observada a presenca de tecido de granulagdo
seguida pela instalagdo de um processo inflamatorio crénico com a presenca de tecido fibroso

e células gigante multinucleadas (periodo de 15 dias). Segundo Anderson e Mcnally (2011),*°
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este padrdo morfoldgico apresentado apds a introducdo do biomaterial € denominado reacéo
de corpo estranho. Esta reacdo ocorre na tentativa de reparar o tecido lesado, e é considerada

uma reposta final do processo inflamatério para a cicatrizacio tecidual.?

A reacdo de corpo
estranho pode ser evidenciada com a utilizacdo de outros implantes ceramicos bioativos em
subcutaneo de ratos. Lima et al. (2010)? utilizando particulas de uma ceramica bioativa
(hidroxiapatita) enriquecida com atomos de zinco, observaram a presenca da reacao de corpo
estranho ap6s 7 dias de implantacio do biomaterial. Cruz et al. (2006)** também
evidenciaram a reacdo de corpo estranho ao utilizarem particulas de uma hidroxiapatita
sintética experimental em 15 dias de implantacdo, corroborando com os achados encontrados
no presente estudo no mesmo periodo experimental.

A reacdo de corpo estranho foi observada durante os demais periodos experimentais
(30, 45 e 60 dias), com uma maior presenca de tecido fibroso e células gigantes
multinucleadas no decorrer dos periodos. As caracteristicas dos biomateriais podem ditar a
intensidade da reacdo de corpo estranho. Biomateriais com maior area superficial, como por
exemplo os biomateriais em forma de particulas ou scaffolds, contribuem para um maior
recrutamento de macréfagos, células gigantes multinucleadas e desenvolvimento de tecido
fibroso em relagdo aos materiais com menor area.’® Vogel et al. (2004)* verificaram uma
maior concentracdo de células gigantes multinucleadas nos implantes com a composicdo
quimica do vidro bioativo Bioglass® 45S5 em relagdo aos implantes com as outras
composigdes de vidros testadas, mostrando que tal acontecimento se deve a maior taxa de
dissolucdo desses materiais. Misra et al. (2010)** observaram que a degradagdo de um
scaffold a base de polimero coberto com camada de vidro bioativo (Bioglass® 45S5), levaram

a formacéo de particulas menores do biomaterial, induzindo o desenvolvimento da reagéo de

corpo estranho. Por meio destes achados, sugerimos que a degradacdo dos scaffolds de
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Biosilicato® no decorrer dos periodos experimentais contribuiu para uma maior presenca de
células gigantes multinucleadas e tecido fibroso.

Em resumo, os resultados obtidos na analise histopatoldgica demonstraram que 0s
scaffolds de Biosilicato® ndo induziram necrose tecidual, n&o propiciaram o desenvolvimento
de foco infeccioso, mas promoveram uma reacdo de corpo estranho, que também pode ser
observada com a utilizacdo de outros materiais biocompativeis. Portanto, esses resultados
indicam que os scaffolds de Biosilicato® sdo materiais biocompativeis no cenario biolégico
avaliado.

Os resultados da analise de citotoxicidade mostraram que os extratos de Biosilicato®
ndo influenciaram na proliferacdo celular das duas linhagens testadas (OSTEO-1 e L929) em
24 horas de cultivo, demonstrando assim, ndo possuir potencial citotéxico neste periodo
experimental. Outros autores também evidenciaram gue compostos contendo particulas de
ceramicas bioativas ndo apresentaram potencial citotoxico no mesmo periodo. Ferraz et al.
(2000)® utilizando um compésito de liga de titanio revestido com camada de ceramica
bioativa (hidroxiapatita), observaram que esses materiais ndo apresentaram potencial
citotoxico quando cultivados com células da linhagem MG-63 (osteossarcoma humano).
Quan et al. (2008)% utilizando um compésito a base de zirconia/hidroxiapatita também
evidenciaram que estes materiais ndo possuem potencial citotéxico ap6s 24 horas de cultivo
com celulas da linhagem L929. Esses achados corroboram com os encontrados no presente
estudo.

Os resultados obtidos no periodo de 72 horas de cultivo demonstraram que 0s extratos
dos scaffolds de Biosilicato® ndo inibiram a proliferacdo celular de ambas as linhagens
testadas, evidenciando a citocompatibilidade do biomaterial, e que as concentracdes de 12,5 e
25% e as concentracdes de 12,5, 25 e 50% de extratos, estimularam a proliferagcdo das células

OSTEO-1 e L929, respectivamente. Xynos et al. (2000)?” ao utilizarem produtos da lixiviagdo
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do vidro bioativo Bioglass® 45S5, que possui uma composicdo quimica similar ao
Biosilicato®?® observaram que os produtos idnicos desse biomaterial foram capazes de
estimular a diferenciacéo e proliferacdo de osteoblastos humanos apds 96 horas de cultivo.

No presente estudo, este aumento na proliferacdo celular ndo foi observado no grupo
com a concentracdo de 100% de extratos nas duas linhagens celulares testadas (OSTEO-1 e
L929). Uma possivel explicacdo para esses achados seria que as amostras com 100% de
extrato podem ter oferecido um estimulo excessivo as células devido a maior concentracdo
dos produtos da lixiviacdo do biomaterial, ou mesmo, pelo elevado pH do meio que €
proporcionado pela maior concentracéo das particulas do Biosilicato®? Liu et al. (2009)%
observaram que o pH pode ser um fator determinante na proliferacdo celular. Estes
pesquisadores evidenciaram que a maior concentracdo de extratos (100%) de um scaffold de
borosilicato vitrio bioativo, apresentou um meio de cultura com elevado pH elevado, e isto,
induziu uma maior inibicdo na proliferacdo celular em comparagdo aos grupos com as
menores concentra¢fes que possuiam um menor pH.

Apobs 120 horas de cultivo com as células das duas linhagens avaliadas, foi observado
um comportamento similar na proliferacdo celular evidenciado no periodo de 72 horas de
cultivo. Os grupos com as menores concentracdes de extrato (12,5, 25, e 50%) estimularam a
proliferacdo celular em ambas as linhagens, sendo que as concentracdes de 12,5 e 25%
demonstraram uma maior proliferacdo celular. Esses grupos podem ter apresentado uma
maior na proliferacdo celular em ambas as linhagens, levando em consideracdo que as células
cultivadas com as menores concentragdes poderiam sofrer menos com a possivel atuacédo de
um efeito inibitorio atribuido ao excesso de estimulo ou pH elevado.

Ainda, no periodo de 120 horas de cultivo foi observado uma reducdo na proliferacdo
das células OSTEO-1 cultivadas com 100% de extrato. Esta inibicdo pode ter ocorrido pela

maior sensibilidade destas células a presenca da elevada concentracéo de extrato. A diferenca
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na resposta celular entre as linhagens celulares com relacdo ao efeito de um mesmo
biomaterial foi evidenciada por um estudo anterior.*® Zhang et al. (2009)*! evidenciaram esta
mesma reducdo na proliferacdo celular no periodo de 120 horas ao utilizarem scaffolds de
uma vitroceramica bioativa (A/W) em cultura de células tronco mesenquimais. Entretanto,
apos 168 horas de cultivo ndo foi notada a reducéo na proliferacao celular. Isto sugere que um
periodo mais extenso de cultivo das células OSTEO-1 com a concentracdo de 100% de
extrato de scaffolds de Biosilicato® pode conduzir a uma estabilidade nos niveis de
proliferacdo celular.

Os resultados obtidos na analise de genotoxicidade evidenciaram que 0 ensaio de
unica célula em gel (cometa), nas condi¢fes experimentais utilizadas, ndo detectou a presenca
de danos no DNA de células OSTEO-1 e L929, ap6s o cultivo com os scaffolds de
Biosilicato® em todos os periodos testados. Estes resultados demonstraram que o biomaterial
analisado ndo possui potencial genotdxico. O mesmo pode ser observado por outros autores
ao investigarem a genotoxicidade in vitro de diferentes compostos cerdamicos. Noushad et al.
(2009)* utilizando uma porcelana dental, observaram que estes materiais ndo possuem
potencial genotdxico quando cultivados com células L929, ap6s o periodo de 24 horas.
Ribeiro et al. (2005)* utilizando um agregado de triéxido mineral cultivados com células de
linfoma de ratos por um periodo de 3 horas, também observaram que estes materiais ndo
possuem potencial genotdxico, corroborando com o encontrado no presente estudo.

O emprego da implantagdo de biomateriais no subcutaneo de ratos foi escolhido pela
comprovacéo de sua eficiéncia demonstrada pela literatura através de varios estudos.?****> As
metodologias in vitro empregadas neste estudo sdo adequadas para avaliar a

citotoxicidade®®?%%

e genotoxicidade'’ dos biomateriais. Estas informacdes das anélises in
vitro, juntamente com as informacdes histopatoldgicas, sdo importantes para o entendimento

sobre o comportamento dos biomateriais nos sistemas biologicos. Embora a
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biocompatibilidade dos scaffolds de Biosilicato® pode ser evidenciada neste presente estudo,
outros trabalhos sdo necessarios para verificar o comportamento destes biomateriais, em
especial, estudos que se atenham a verificar este comportamento em periodos experimentais

mais prolongados, ou mesmo, em outros modelos experimentais.

4.6. CONCLUSAO

Em sintese, os resultados do presente estudo demonstraram que os scaffolds de
Biosilicato® apresentaram biocompatibilidade tanto in vivo quanto in vitro. Esses achados sdo
promissores porque contribuem com informacgdes importantes sobre o comportamento do
biomaterial em diferentes sistemas biologicos e evidenciam a possivel aplicacdo clinica dos

scaffolds de Biosilicato®.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo é possivel considerar que o scaffold de
Biosilicato® é um material biocompativel, por ndo apresentar uma resposta danosa em
implantacdo subcutanea em ratos e ndo possuir um potencial toéxico e genotdxico in vitro,

sendo assim, considerado um recurso promissor ao uso como implante 6sseo-substituto.
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