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RESUMO

O tecido 6sseo ¢ constituido por trés principais tipos celulares denominados
osteoclastos, ostedcitos e osteoblastos. Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela
formagdo da matriz extracelular 6ssea que ¢ constituida em maior parte por colageno do tipo I
e cristais de hidroxiapatita, os quais conferem propriedade piezoelétrica ao tecido Osseo,
sendo tal propriedade compreendida como a capacidade de gerar potenciais elétricos em
resposta a deformagdo mecanica. Varias lesdes do tecido Osseo exigem a utilizagdo de
estratégias terapéuticas de reparo como a implantacdo de materiais que mimetizem a
composi¢ao e piezoeletricidade 6ssea. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi produzir e
avaliar o potencial osteoindutor do biogel de coldgeno com nanoparticulas de titanato de
bario. Para isso, realizou-se a extracdo de coldgeno de tendao bovino e colageno da cauda de
rato. Os diferentes tipos de colageno foram utilizados para producdo dos scaffolds em
associacao com as nanoparticulas de titanato de bario piezoelétricas. Foi identificado que as
nanoparticulas ndo apresentam citotoxicidade para osteoblastos de ratos e que sua associagao
ao colageno gera scaffolds citocompativeis. Além disso, os scaffolds de colageno de rato
associados as nanoparticulas promoveram maturacao osteoblastica identificada por meio da
maior atividade da enzima fosfatase alcalina e do aumento significativo na expressao de genes
relacionados & maturagdo osteoblastica apos 14 dias, como Bglap e Collal. Além disso,
observou-se que o reparo 6sseo em ratos foi favorecido no grupo que recebeu o tratamento
com colageno associado as nanoparticulas. Portanto, conclui-se que o biogel de colageno com
nanoparticulas de titanato de bario ¢ um material biocompativel e osteoindutor com potencial

para promover reparo do tecido 0sseo.

Palavras-chave: osteoblastos; tecido 0sseo; colageno; titanato de bario; piezoeletricidade.



ABSTRACT

Bone tissue consists of three main cell tipes called osteoclasts, osteocytes and
osteoblasts. Osteoblasts are the cells responsible for the formation of the extracellular bone
matrix that is mainly caused by type I and hydroxyapatite that give piezoelectric property to
bone tissue, being this property understood as a capacity to generate electrical potentials in
reponse to mechanical deformations. Several lesions in bone tissue require the use of
therapeutic repair strategies, such as the implantation of materials that mimic the bone
composition and piezoeletricity. Therefore, the objective of the work was to produced and
evaluate the osteoinductive potential of collagen with barium titanate nanoparticles. For this,
collagen extraction of bovine tendon and rat tail was performed. The different types of
collagen were used to produce scaffolds in association with piezoelectric barium titanate
nanoparticles. It was identified that the nanoparticles do not present cytotoxicity to rat
osteoblasts and their association with collagen generates cytocompatible scaffolds. In
addition, the rat colllagen scaffolds associated with the nanoparticles promote osteoblastic
maturation identified by the increased activity of the enzyme alkaline phosphatase and by the
increased expression of genes related to osteoblastic maturation in 14 days, such as Bglap and
Collal. In addition, the bone repair in rats was favored in the group that received treatment
with collagen associated with nanoparticles. Therefore, collagen biogel with barium titanate
nanoparticles is a biocompatible and osteoinductive material with the potential to bone tissue

repair.

Keywords: osteoblasts; bone tissue; collagen; barium titanate; piezoelectricity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos ocorreu um notavel desenvolvimento na 4rea de biomateriais para
aplicacdo em reparo tecidual. Grande parte desses biomateriais visa a criacdo de um
microambiente tridimensional que permita a migragdo, proliferacao e diferenciacao de células
relacionadas ao processo de reparo. As lesdes no tecido 6sseo sao grandes alvos para
utilizagdo de biomateriais tendo em vista que, apesar da capacidade de autorreparacdo desse
tecido, na presenca de comorbidades ou em lesdes extensas observa-se atraso ou ineficacia no

processo de reparo (1).

Com a finalidade de favorecer esse processo, biomateriais como o coldgeno sao
frequentemente utilizados na producgdo de scaffolds para aplicacdo em tecido 6sseo, tendo em
vista sua abundancia esse tipo de tecido. Além disso, a associacdo de colageno com materiais
em escala nanométrica pode conferir ao scaffold caracteristicas quimicas, estruturais e fisicas

semelhantes as encontradas naturalmente nos 0ssos (2).

Tendo em vista tais caracteristicas fisicas, aten¢do tem sido dada para o
desenvolvimento de biomateriais que além do aspecto estrutural e quimico, também
mimetizem o ambiente Osseo eletricamente ativo. Essa abordagem ¢ investigada visando a
capacidade dos potenciais elétricos, presentes naturalmente nos tecidos bioldgicos, em gerar

manuten¢do da atividade celular (3, 4).

Além disso, biomateriais para reparo 6sseo devem ser citocompativeis, apresentando
capacidades de osteoindugdo e osteoconduc¢do, as quais permitem a adesdo e maturacao das
células Osseas ao responderem aos estimulos provenientes do biomaterial (5, 6). Sendo assim,
acredita-se que a associacdo de coldgeno com nanoparticulas eletricamente ativas possa gerar
um scaffold com potencial de induzir a diferenciagcdo e/ou maturacao das c€lulas responsaveis

pela formagdo dssea, bem como a indugdo do processo de reparo dsseo in vivo.
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1.1 Tecido osseo

Os o0ssos compdem o sistema esquelético e sdo responsaveis por sustentar o peso
corporal, proteger 6rgdos internos, permitir a locomog¢ao e absor¢do de impactos, armazenar
grande parte dos ions minerais, abrigar a medula dssea para a produgao de células sanguineas

e produzir moléculas com agdo endocrina (7, 8).

O tecido 6sseo ¢ constituido por trés principais tipos celulares, nomeados osteoclastos,
osteoblastos e ostedcitos(7). Os osteoclastos sao células grandes multinucleadas provenientes
da fusdo de células da linhagem de monocitos/macrofagos e atuam no processo de
modelamento e remodelamento 6sseo por meio da degradagdo da matriz extracelular (9)
enquanto os osteoblastos derivam de células de origem mesenquimal sendo responsaveis pela

sintese de Matriz Extracelular (MEC) (10).

Os osteoblastos maduros s3o células que apresentam morfologia cuboidal com
citoplasma muito basoéfilo, nicleo volumoso, complexo de golgi e reticulo endoplasmatico
bem desenvolvidos além de abundante conteido de mitocondrias, o que caracteriza sua

grande atividade de sintese de MEC o6ssea (11, 12).

A MEC do tecido ésseo € constituida por contetido inorganico em sua maior parte
formado por fons fosfato (P;) e céalcio (Ca*") na forma de cristais de hidroxiapatita (HA), e
também por contedo organico, composto por diversas proteinas dais quais 90%
compreendem moléculas de coldgeno do tipo I. O coldgeno ¢ um importante marcador da
atividade de sintese dos osteoblastos bem como do processo de maturagdo dessas células (13)
além de ser o constituinte da MEC responsdvel por conferir ao tecido certo grau de
elasticidade (14). As glicoproteinas osteopontina, osteonectina e osteocalcina, também sdo
produzidas por osteoblastos para formar a MEC, porém em propor¢des reduzidas em relagdo
ao colageno (15). Proteoglicanos e glicosaminoglicanos como sulfato de condroitina e
hialuronana também compdem a MEC e associam-se com o colageno e as demais
glicoproteinas servindo de arcabouco para deposi¢do do contetido inorganico do tecido (16,

17).

Apos sintetizarem a MEC uma parte dos osteoblastos sofre apoptose e outra
transforma-se em células achatadas localizadas sobre a superficie 6ssea onde sdo chamadas de
células de revestimento 6sseo (bone line cells) (18).No entanto grande parte dos osteoblastos

fica aprisionada no interior da matriz organica produzida por eles mesmos e diferenciam-se
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em osteocitos, quando entdo sofrem alteragdes morfofuncionais como diminui¢do do volume
celular e a projecdo de varios processos citoplasmaticos que através de gap junctions,
formadas principalmente por conexina 43, mantém uma rica rede de comunicagdo com outros
osteocitos, denominada rede osteocitica (12). Os ostedcitos apresentam importante fungdo na
homeostase 0ssea tendo em vista a sua capacidade de detectar estimulos fisicos como campos
elétricos e forgas mecanicas para transforma-los em uma resposta bioquimica por meio da
ativacdo de diferentes receptores e vias de sinalizacao celular que resultam na coordenagao do

remodelamento dsseo por osteoblastos e osteoclastos (19).
1.2 Organizacio do tecido 6sseo

Tendo em vista a deposi¢ao de MEC e sua mineralizagao, o tecido 6sseo ¢ classificado
em compacto/cortical ou trabecular/esponjoso de acordo com sua organizagdo. O 0sso
compacto ¢ tipicamente mais rigido sendo encontrado prioritariamente nas didfises de ossos
longos e na parte externa da maioria dos ossos como forma de revestimento e protecdo para o
tecido Osseo trabecular. O osso compacto representa cerca de 80% do esqueleto, enquanto o
0ss0 esponjoso representa os 20% restantes, no entanto devido sua porosidade o o0sso

trabecular possui maior area de superficie (20).

O o0sso compacto caracteriza-se por sua organizagdo distinta em sistemas de havers
nos quais se identificam canais para a passagem de vasos sanguineos e linfaticos assim como
de pequenas fibras nervosas. Tais canais sdo circundados pelo tecido conjuntivo da MEC
mineralizada de forma concéntrica, formando estruturas conhecidas como lamelas anelares
onde encontram-se os ostedcitos. O conjunto de lamelas anelares e do canal que elas

circundam forma uma unidade 6ssea denominada 6steon (21). Figura 1.
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Figura 1. Organizacao do tecido dsseo. Modificado de LOPES et a/, 2018 (21).
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No interior dos ossos longos e nas regides entre as trabéculas do tecido Osseo
esponjoso encontra-se a medula 6ssea, um tecido conjuntivo que abriga células tronco

hematopoiéticas e células tronco mesenquimais (22-24).

As células tronco sdao definidas como células capazes de se autorrenovarem
permanecendo em um estado indiferenciado ¢ quando devidamente estimuladas originarem
diferentes linhagens celulares(25-27). As células tronco mesenquimais dao origem as células
osteoprogenitoras (28) as quais sdo principalmente encontradas no tecido conjuntivo que
reveste 0s 0ssos, denominado periosteo, assim como na medula dssea (29). Tais células sao
responsaveis pela geracdo de osteoblastos nao somente durante o desenvolvimento como
também nas situagcdes de reparo (29), sendo pertencentes a linhagem osteoblastica que
compreende células osteoprogenitoras, pré-osteoblastos, osteoblastos maduros, bone line cells

e ostedcitos (11). Figura 2.
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Figura 2. Imagem ilustrativa da origem da linhagem osteoblastica no nicho 0sseo.

Modificado de LONG, 2012 (11).
1.3 Osteogénese

A formacdo o6ssea ocorre por meio de dois processos denominados de ossificacdo
intramembranosa e ossificacdo endocondral. A ossificagdo endocondral ocorre durante o
desenvolvimento dos esqueletos apendicular e axial (30, 31). Nesse tipo de ossificacdo as
células tronco mesenquimais provenientes de diferentes locais no embrido migram para as
areas de desenvolvimento 6sseo onde sofrem condensacdo de grande densidade celular.
Dentro de tais condensagdes, tem-se a formacdo de tecido cartilaginoso a partir da
diferenciagdo das células mesenquimais em células tipicas de cartilagem, denominadas

condrocitos (32).
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Os condrocitos do molde cartilaginoso tornam-se células hipertroficas ndo
proliferativas que sofrem apoptose enquanto o tecido em que se encontram ¢ invadido por
células endoteliais, osteoprogenitoras e osteoclastos provenientes do pericondrio, a camada de
tecido conjuntivo que reveste o molde cartilaginoso (31). Os osteoclastos, que nesse contexto
também sdo chamados de condroclastos, reabsorvem o molde cartilaginoso enquanto as
células osteoprogenitoras diferenciam-se em osteoblastos maduros que iniciam a sintese de
MEC o6ssea (33). Tém sido apontado que a geragao de osteoblastos também ocorre por meio
de transdiferenciagdao de condrocitos do molde cartilaginoso favorecendo a formagao do pool

de células osseas (34, 35).

A formacao 6ssea também ocorre nos locais de condensagdo mesenquimal por meio da
diferenciagdo direta das células tronco mesenquimais em osteoblastos, que ddo inicio ao
processo de ossificagdo denominado intramembranoso.Nesse processo nao ha formagao de
molde cartilaginoso prévio e seu desenvolvimento ocorre em partes da clavicula e em regides

do neuro- e viscerocranio (32, 36).
1.4 Diferenciacio osteogénica

Todos os processos de diferenciagdo de células dsseas envolvem alteracdes em
diferentes vias de sinalizagdo com consequente aumento ou diminui¢do da atividade de
fatores de transcrigdo como SOX9 (Sex determining region Y — box 9), que possui maior

atividade transcricional em células osteoprogenitoras (11).

Um fator de transcrigdo extremamente importante para geragao de células
comprometidas com a linhagem osteoblastica € a proteina Runx2 (Runt-related transcription
factor 2). A ativagdo deste fator de transcricdo promove a sintese de diferentes moléculas,
como colageno, osteocalcina e conexina 43, importantes para o desenvolvimento,
diferenciagdo e homeostase Ossea (20). Diferentes vias de sinalizagdo, como das proteinas
Notch, BMP(Bone Morphogenic Protein), Wnt e hedgehog influenciam a producdo e
atividade de Runx2 assim como de outros fatores transcricionais como OSX (osterix),
normalmente mais expresso nas células que se encontram em estagio avancado no processo

de diferenciacao osteogénica (11). Figura 3.
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Figura 3. Figura ilustrativa dos principais fatores de transcricio envolvidos com a

diferenciacio osteoblastica. Modificado de LONG, 2012 (11).

Durante a diferenciagdo osteogénica, as proteinas Wnts atuam canonicamente por
meio da ligagdo com receptores Frizzled e seus co-receptores LRPs (LDL receptor-related
proteins) que sdo fosforilados por CKla (casein kinase) e por GSK3p, recrutando proteinas
Dishevelled (Dvl) ma membrana celular. Isto gera estabilizagdo e acimulo B-catenina no
citoplasma, evitando sua degradacdo nos proteossomos. Em seguida a B-catenina transloca
para o nucleo formando um complexo com TCF (T-cell factor) e LEF (lymphoid enhancer
factor) para induzir expressdo génica (37). Proteinas Wntl, 3, 3a e 8 ja mostraram ser
importantes reguladores do comprometimento com a linhagem osteoblastica atuando por via
canoOnica através de B-catenina, embora Wnt 4, 5 e 11 também se relacionem com o processo
de diferenciagdo osteogénica por via ndo candnica (independente de P-catenina) através de

sinalizagdo de calcio (38, 39).

A via de sinalizacdo Hedgehog também exerce importante papel na osteogénese
especialmente no processo de ossificagdo endocondral. Por meio dos receptores Patched
homologue 1 (PATCH1) os ligantes Hedgehog ativam a proteina SMO inibindo sua atividade
repressora, o que regula fatores de transcricio da familia GLI. A auséncia de ligantes
hedgehog gera inibi¢do exercida pela proteina GLI3, enquanto a presenga deles permite a

ativagdo de GLI2, a qual atua induzindo a osteogénese (40).

A osteogénese também sofre regulacdo por meio da fosforilacio exercida pelas
proteinas p38MAPK(Mitogen Activated Protein Kinase) e ERK (Extracellular signal-
regulated Kinases) evolvidas com as vias de sinalizagdo de BMPs assim como de TGF-
(transforming growth factor-f) que ¢ conhecido por gerar quimiotaxia e induzir a

diferenciagdo inicial de células osteoprogenitoras (41).
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As proteinas TGF-f atuam sobre receptores tetraméricos que geram a transducdo de
sinal por meio da fosforilagdo de proteinas Smads2 e 3 que ao formarem um complexo com
smad4 migram para o nucleo e recrutam cofatores transcricionais como p300 e CREB-binding
protein (CBP). De forma semelhante, as proteinas BMP atuam gerando a ativagao de Smads
1, 5 e 8 que ao complexarem com Smad 4 também migram para o nucleo para induzir a
transcri¢do de genes envolvidos com a osteogénese, como Runx2 (41, 42). Ambos os tipos de
ligantes, BMPs e TGF-B, também atuam por meio de via independente de Smads que esta
envolvida com a ativacao de proteinas quinases p38 e ERK 1/2 cuja atividade também induz a

expressao de genes do programa osteogénico (41, 43).

Contrapondo a indugdo osteogénica exercida pelas diferentes vias, a sinalizacdo
NOTCH atua inibindo a atividade transcricional de Runx2 em células comprometidas com a
linhagem osteoblastica, o que gera aumento no numero de osteoblastos imaturos. Tal
caracteristica se da devido o potencial de Runx2 em induzir a maturagao de osteoblastos ao
promover a saida do ciclo celular e suprimir a continuidade da proliferagao(44). Assim,
diferentes vias de sinalizagdo atuam promovendo a diferenciagdo osteogénica ¢ maturacao de
osteoblastos por meio de uma complexa regulagao da expressdo e atividade transcricional de

Runx2.

Pesquisas in vitro que visam estudar o processo de diferenciagdo osteogénica utilizam
diferentes fatores para promover o comprometimento e a maturagdo celular. Dentre os
comumente utilizados, encontram-se o acido ascorbico, o B-glicerofosfato e a dexametasona
(45-47). A dexametasona ¢ um glicocorticoide que na diferenciacdo de osteoblastos ja
mostrou atuar por meio da via de sinalizagdo de Wnt/B-catenina ao promover o transporte de
B-catenina para o nucleo e induzir a expressao de Runx2 (48). No entanto, o potencial
osteoindutor da dexametasona ¢ variavel quanto a concentracao utilizada. Em baixas doses a
dexametasona tem potencial para induzir diferenciacdo osteogénica de células tronco,
enquanto que em maior concentragdo gera inibicdo da diferenciacdo e da formacdo de
osteoblastos maduros (49). De semelhante modo a dexametasona exerce efeito negativo nos
ossos de pacientes tratados cronicamente, levando ao quadro de osteoporose induzida por
glicocorticoide. Assim, para induzir osteogénese em niveis de glicocorticoides proximos ao
fisiologico, tém-se proposto a concentragdo de 10nM para diferenciacdo e maturagio in vitro

de células de linhagem osteobléstica (50).
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Durante o processo de maturacdo de osteoblastos hd uma importante produgdo de
MEC. O acido ascorbico exerce sua funcdo neste contexto como cofator enzimatico no
processo de sintese de coldgeno. Na auséncia de acido ascorbico, as cadeias na molécula de
colageno ndo se estruturam corretamente afetando a organizacao e qualidade da MEC o6ssea
(51-53). Tendo em vista que osteoblastos sdo responsaveis pela sintese de colageno tipo I no
tecido 0sseo, € que este compreende a maior por¢do organica do tecido, o acido ascorbico tem
sido utilizado para favorecer o processo de formagdo Ossea em estudos de diferenciacao

osteogénica in vitro (54, 55), sendo a concentracao indicada 50ug/ml (56).

De semelhante modo, para a formagdo de MEC 6ssea, a molécula de B-glicerofosfato
vem sendo empregada com a finalidade de fornecer substrato para geragao de ions fosfato. A
concentragdo de 2mM tem sido proposta para favorecer o processo de mineralizagdo mediado
por osteoblastos.Essas células produzem grande quantidade de fosfatase alcalina (ALP) que
ao agir em seus substratos como adenosina trifosfato (ATP), B-glicerofosfato e pirofosfato
(PPi) geram ions Pi que associados a ions Ca®" formam as estruturas cristalinas de HA que se
depositam na matriz organica colagenosa (56). Além disso, ¢ conhecida a importancia de ions
Pi como parte de vias de sinalizacdo de proteinas quinases como ERK, induzindo a expressao

de genes que codificam as proteinas osteopontina e BMP2 (57, 58).
1.5 Lesao 6ssea e processo de reparo

As fraturas estdo entre as lesdes mais frequentes no sistema musculoesquelético, e
embora o tecido Osseo apresente capacidade regenerativa, o reparo de lesdes Osseas depende
de condicdes bioldgicas e mecanicas adequadas (59) sendo influenciado pela presenca de
comorbidades como diabetes (60) e doengas reumaticas (61), presenca de infeccdo (62),
severidade do trauma ao tecido Osseo e tecidos moles adjacentes, bem como das técnicas

utilizadas para a fixagdo, tipo de material utilizado e realinhamento dos fragmentos Osseos

(59).

O processo de reparo Osseo apresenta ativagdo de fatores e mecanismos de sinaliza¢ao
que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario como as diversas vias reguladas por
proteinas BMP (63, 64), Wnt (65), TGF-B, hedgehog, fator de crescimento fibroblastico 2
(FGF2), paratormdnio (PTH) e proteina relacionada ao PTH (66).

Apos a lesdo, o rompimento de vasos sanguineos do proprio osso e dos tecidos moles

ao redor geram extravasamento de plasma que associado ao recrutamento de leucdcitos por
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meio dos sinais provenientes da lesdo tecidual causam o inicio da fase inflamatdria na qual
identifica-se aumento do volume tecidual com a presenca de hematoma e estado hipdxico
(67). A fase inflamatoria, cujo pico em ratos ocorre por volta de 7 dias apos injaria (59),
continua com o recrutamento de neutréfilos (68), seguido de macréfagos e posteriormente por

linfécitos (69).

Em seguida, inicia-se o processo de reparo no qual novos vasos sanguineos sio
formados por células endoteliais permitindo o aumento nos niveis de oxigénio na regido do
hematoma (70). Nessa regido ocorre o recrutamento de células progenitoras para originar
condrécitos que passam a compor um calo de tecido cartilaginoso que ¢ caracterizado por
apresentar pouca rigidez. Os condrécitos no calo progridem para o estado hipertréfico a
medida que a MEC torna-se mineralizada e de forma semelhante ao que ocorre no
desenvolvimento embriondrio os condrocitos hipertroficos sofrem apoptose e o tecido
cartilaginoso gradativamente ¢ reabsorvido por osteoclastos e substituido por tecido 6sseo
constituindo o chamado calo duro. Na fase seguinte o tecido do calo sofre continuo
remodelamento em um processo mediado por osteoclastos reabsorvendo e osteoblastos
formando tecido, sendo que o remodelamento interno do calo permite o espago medular ser

retomado ¢ o tecido medular hematopoiético ser restabelecido (71, 72).
1.6 Estratégias terapéuticas de reparo 6sseo

Em condi¢des patoldgicas como osteoporose e necrose isquémica a capacidade
fisiologica do tecido em gerar reparo 0sseo esta prejudicada (73, 74). Tais condigdes exigem
abordagens que favorecam o processo de remodelamento e reparo de modo otimizado.
Estratégias como o uso de FGF (75), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (76),
fatores morfogénicos como proteinas BMP (77) e terapia com PTH (78) ja tem sido relatadas
(79). No entanto, apesar das diferentes abordagens e dos recentes avangos, a utilizacdo de
autoenxertos ¢ atualmente o padrdo ouro nos procedimentos de tentativa de reparo 0sseo
apresentando baixo risco de infec¢do, embora esteja envolvido com o desenvolvimento de
morbidades associadas devido a submissdao do paciente a outra lesdo para obtengdo do enxerto

(80).

Assim, para auxiliar o processo de reparo substitutos 6sseos tém sido desenvolvidos
(81). Entre eles encontram-se os materiais metalicos, amplamente utilizados para fixacdo e

substituicdo de segmentos 6sseos (82) e aqueles utilizados para produgdo de scaffolds como
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as ceramicas (83) e os biomateriais produzidos por meio da engenharia de tecidos (84) que

tem por finalidade desenvolver substitutos funcionais para danos teciduais (85).

Uma variedade de materiais tem sido estudada para o tratamento de lesdes em
diferentes oOrgdos e tecidos como coracdo, (86) musculo esquelético (87), tendao (88),

meniscos (89), ossos (90) e cartilagem articular (91).

Como caracteristicas ideais, tem-se proposto que os scaffolds devem apresentar a
capacidade de preencher o espaco onde serd introduzido, fixar-se permitindo a integracdo com
os tecidos ao redor e ser biocompativel ndo induzindo imunogenicidade e inflamag¢do. Além
disso, os scaffolds devem mimetizar o tecido bioldgico possuindo propriedades biomecanicas
semelhantes as dele, permitindo a adesdo e migracdo celular assim como o fluxo de
nutrientes, além de serem biodegradaveis levando a sua substituicdo pelo tecido do

hospedeiro, reestabelecendo a fungdo tecidual (92).

A biocompatibilidade e biodegradabilidade dos scaffolds sdo importantes fatores para
a eficacia de sua utilizag¢do. O uso de materiais com baixa biocompatibilidade pode gerar uma
reposta imune exacerbada que afetara o processo de reparo. De forma semelhante ao processo
fisiologico, na presenga de materiais implantados os neutrofilos sdo recrutados para iniciar
atividade fagocitica, libera¢ao de espécies reativas de oxigénio ¢ degradagdo do material por
meio de proteases. Tal atividade gera o recrutamento de mondcitos e macrofagos cujo
fen6tipo M1 pro-inflamatdério estd presente nos estdgios iniciais da resposta fisiologica.
Durante a progressdao da resposta inflamatoria, a imunomodulacdo por meio das moléculas
TGF - B, prostaglandina E2, interleucina (IL)-10, IL-4 e IL-13 leva os macrofagos a
apresentarem o fenotipo M2 podendo atuar promovendo reparo do tecido e imunomodulagao
(93). Macrofagos em fendtipo M2 geram o recrutamento de fibroblastos, produgdo de MEC e
formacao de vasos sanguineos promovidos pela liberagdo de FGF, fator de crescimento do

endotélio vascular (VEGF), PDGF e TGF-f (93).

A auséncia de biocompatibilidade dos materiais implantados e a incapacidade dos
macrofagos exercerem fagocitose, tendo em vista as diferentes composicdes e tamanhos,
prejudica a formacdo de MEC e gera a liberacdo de fatores pro-fibrdticos gerando a

encapsulacdo do material que pode levar a perda de sua funcionalidade (93).

Sendo assim, o scaffold ideal para o reparo do tecido 6sseo deve ser biocompativel,

osteocondutor e osteoindutor. A osteocondutividade ¢ compreendida como a capacidade das
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células Osseas sofrerem adesdo e proliferagdo no scaffold enquanto a osteoindugdo esta
relacionada ao potencial do material em questdo gerar a diferenciagdo de células precursoras
da linhagem osteoblastica ou a manutencao de células em estdgio mais avancado no fendtipo
osteogénico (92). Varios materiais tem sido estudados para utilizagdo de forma isolada ou em
associagdo com enxertos para reparo Osseo, COmMoO 0s materiais ceramicos compostos por
fosfatop - tricalcico e a HA(94-96) sendo que ambos t€m sido empregados para produgdo de

scaffolds na forma de biogéis (97, 98).

Os biogéis sdo grandes candidatos para aplicagdo em regeneracdo tecidual por
apresentarem as caracteristicas favordveis de um scaffold para formacdo de uma estrutura
tridimensional que mimetiza o tecido bioldégico e que permite a adesdo, proliferacdo e
migracdo das células de forma mais fidedigna ao que ocorre in vivo (99), além de
apresentarem a possibilidade de serem injetaveis, sendo esse um processo menos invasivo
(100). Varios materiais tem sido utilizados para produgdo de biogéis que estimulem a

osteogénese, como quitosana (101),alginato (102) e colageno (103). Figura 4.

Figura 4. Imagem ilustrativa de um scaffold de colageno. A) Scaffold macroscopicamente,

B) microscopia eletronica de varredura do scaffold. Modificado de CHAN et al, 2016 (104).
1.7 Colageno e processo de mineralizacio

Os scaffolds de colageno ja mostraram favorecer significante efeito no processo de
reparo oOsseo (105), apresentando biocompatibilidade, biodegradabilidade e excelente
propriedade mecanica especialmente quando associados com outros materiais como a HA

(106).
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De forma geral a estrutura das moléculas de colageno ¢ constituida por trés peptideos
de cadeias alfa (o) que formam homotrimeros ou heterotrimeros. Ja foram identificadas mais
de 40 tipos de cadeias oo em humanos que dao origem aos 28 tipos de proteinas coldgenas ja

descritas (107, 108).

A principal caracteristica estrutural das moléculas de coldgeno compreende a tripla
hélice formada pelos tripeptideos nos quais se identifica uma sequéncia de aminoacidos Gly —
X — Y que se repete em uma ou mais regides da molécula (109). Ao serem sintetizados no
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) os aminoacidos prolina da posi¢do X na sequéncia
Gly-X-Y sao hidroxilados por prolil-hidroxilases enquanto as lisinas da posi¢dao Y sdo
hidroxiladas por lisil hidroxilases. Os residuos de lisina também sofrem glicosilagdo por meio
da acdo das enzimas pro-colageno galactosiltransferase 1 e glicosiltransferase 1(110). Em
seguida os pro-peptideos associam-se para formagdo de pro-coldgeno com a estruturacdo da
tripla hélice sendo iniciada pelos extremos pro-peptideos COOH- quando proteinas dissulfeto
isomerases auxiliam a formac¢ao de bandas dissulfeto intermoleculares e intramoleculares

(111, 112).

As moléculas de pro-colageno formadas no RER sdo direcionadas para o complexo de
golgi onde sofrem empacotamento em vesiculas para serem transportadas ao meio
extracelular. Apesar de inicialmente acreditar-se que o processamento seguinte acontecia
apenas na MEC, tém-se mostrado que tal processamento pode ser iniciado no caminho entre o

complexo de golgi e proje¢des da membrana plasmatica denominadas fibripositors (113).

O processamento do pro-coldgeno no meio extracelular ou nas projecdes da membrana
se da por meio de clivagem dos extremos pro-peptideos COOH- e NH2- através da agdo de
metaloproteinases com motivo trombospondina (ADAMTS) (114) e BMPI1(115). O pro-
colageno clivado origina as moléculas de colageno que se associam formando microfibrilas
em um padrdo de periodicidade que confere a caracteristica estriada da molécula. Em seguida
as microfibrilas agrupam-se para estruturagdao de fibrilas que posteriormente associam-se

formando densas fibras de colageno (111). Figura 5.
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Figura 5. Imagem ilustrativa da estruturacio das fibras de colageno. Modificado de

MOUW et al, 2014 (111).

No entanto, nem todas as moléculas de coldgeno organizam-se para a formacdo de
fibras, sendo apenas os tipos I, II, III, V, XI, XXIV, XXVII envolvidos com a formagao
fibrilar. Dentre esses, o colageno tipo I,que ¢ formado por duas cadeias do tipo al e uma
cadeia do tipo a2, representa um grande volume proteico da composic¢ao dos tecidos corporais

como pele, tendoes e ossos (111, 116).

Nos ossos o0s espacos interfibrilares do coldgeno, assim como aqueles existentes entre
as extremidades COOH- e NH2- das triplas hélices sdo comumente reconhecidos como locais
onde se depositam cristais minerais. Tais cristais sdo constituidos por ions Ca*" e P; que se
organizam formando a estrutura cristalina da HA. No entanto, o mecanismo exato pelo qual
ocorre a mineralizagcdo Ossea ainda ndo ¢ completamente conhecido. Tem-se proposto que as
cadeias laterais de aminoacidos na estrutura da molécula de coldgeno possam influenciar esse
processo assim como as caracteristicas nanométricas dos espacos existentes no interior das
fibras, os quais impedem a deposi¢do proteica, mas favorecem a deposicao dos minerais (117,

118).

Além da estrutura das fibras de colageno e da disponibilidade de Ca®" e P; sabe-se que
o processo de mineralizacdo dssea ¢ favorecido por osteoblastos por meio da produgdo da
enzima ALP que age sobre substratos como o PP; , a partir do qual libera-se P; para

mineralizagdo. Além disso, um modelo baseado na teoria da vesicula extracelular explica que
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tais vesiculas liberadas por osteoblastos e condrocitos contém enzimas que atuam sobre
fosfolipidios da membrana vesicular gerando fosfocolina que ao ser clivada pela enzima
libera fons Pj, os quais favorecem a precipitacdo de Ca’" e consequente formagdo dos cristais
de HA (117) (Figura 6). Esses cristais além de conferirem rigidez e dureza aos 0ssos,
juntamente com o coldgeno proporcionam ao tecido a propriedade piezoelétrica (119),
definida como a capacidade de transformar energia mecanica em potenciais elétricos (120),

sendo que tal propriedade exerce importante influéncia na atividade das células 6sseas (121).

Figura 6. Imagem ilustrativa da mineralizacio por meio de vesiculas de matriz.

Modificado de MURSHED, 2018 (117).
1.8 Nanoparticulas de titanato de bario

A inducdo da atividade celular para a formagdo dssea tem sido realizada por meio da
associacdo de colageno com nanomateriais (122), os quais podem ser naturais ou sintéticos
apresentando uma de suas dimensdes com didmetro normalmente menor do que 100nm (123).
Vérios nanomateriais tem sido utilizados na engenharia de tecidos para produgao de scaffolds
com a finalidade de favorecer a entrega de drogas (124) e genes (125) e responder a
estimulos fisicos como variacdo de temperatura (126) e campos magnéticos (127), assim

como a exposi¢ao a tensdes mecanicas (128) que podem gerar resposta piezoelétrica (129).

Nanomateriais piezoelétricos, como o titanato de bario (BaTiO3), apresentam o potencial
de mimetizar o microambiente 0sseo eletricamente ativo e promover maior atividade celular

(130).
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O BaTiOs ¢ um material ceramico (131) cuja maior parte das aplicagdes encontra-se nos
campos de eletro-optica (132), eletromecanica (133), transdutores (134), e capacitores (135).
A propriedade ferroelétrica do BaTiOs;, compreendida como a existéncia de polarizagao
espontanea mesmo na auséncia de campos elétricos externos, foi descoberta em 1945 por Wul

e Goldman sendo o BaTiO3; um dos materiais ferroelétricos mais estudados (136, 137)

O BaTiOs; ¢ formado por atomos de titanio, bario e oxigénio que se organizam para
formar quatro fases cristalinas que variam de acordo com as condi¢des de
temperatura.Quando em temperaturas acima de 120°C o BaTiO; apresenta-se em fase ctbica
com estrutura cristalina chamada perovskita. Nessa configuracdo os atomos de bario
encontram-se nos vértices do cubo abrigando atomos de oxigénio que formam uma estrutura

octaédrica na qual um unico atomo de titanio ¢ identificado em seu interior (138). Figura 7.
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Figura 7. Imagem ilustrativa da fase cristalina cubica simétrica. Modificado de JIAG et

al. 2018 (138).

Essa estrutura cubica possui seus centros de cations e anions altamente simétricos o
que resulta na auséncia de polarizagdo, sendo esta uma configuragdo em que nao se identifica
propriedades piezoelétricas. Quando em temperaturas abaixo de 120°C e acima de 5°C o
centro de cation desvia-se em direcdo a uma das faces do cubo resultando em uma estrutura
tetraédrica ndo simétrica com polarizacdo espontdnea na qual se encontra a caracteristica
piezoelétrica do material. Propriedades ferroelétricas também podem ser identificadas na
estrutura ortorrombica, quando o material ¢ resfriado para temperaturas entre 5°C e -90°C ,
nas quais ocorre uma distor¢do em dire¢ao diagonal ao longo das faces. Abaixo de -90°C tal
distor¢do ocorre em direcdo diagonal em relacdo ao corpo do cubo caracterizando a estrutura

romboédrica, cuja assimetria também gera caracteristicas ferroelétricas (138). Figura 8.
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Tetraédrica Ortorrdmbica Romboédrica

Figura 8. Imagem ilustrativa das fases cristalinas assimétricas de titanato de bario.

Modificado de JIAG ef al. 2018 (138).

As nanoparticulas de BaTiO; (NPTB) apresentam boa biocompatibilidade in vitro
(139) e ja demonstraram promover melhora da osteogénese quando presente no meio de
cultura em estudos com células tronco mesenquimais, o que foi identificado pela maior
deposicao de HA (140). Scaffolds com NPTB tem sido produzidos em associagdo com outros
materiais como as bioceramicas akermanite (141) e HA com o objetivo de favorecer a

diferenciagao e atividade celular (142).

Tendo em vista que tecidos bioldgicos apresentam campos elétricos, materiais como as
NPTB tem potencial para promover a formacdo de um microambiente eletricamente ativo que

pode favorecer a formacao tecidual (143).

Considerando que diversas alteracdes Osseas como, por exemplo, a osteoporose € a
osteonecrose da cabeca do fémur, caracterizam-se pela dificuldade de formacao,
remodelamento e reparo 0sseo, ndo existindo até o momento cura para estas afecgdes do
sistema esquelético e que o uso de scaffolds na forma de biogel tem potencial para promover
reparo 6sseo de modo menos invasivo ao organismo, visto que o mesmo apresenta potencial
para aplicacdo via injecdao local, o presente projeto de mestrado visou estudar o potencial
osteogénico do hidrogel de coldgeno com NPTB como scaffold e analisar o efeito desse na
maturacgdo osteobléstica e reparo dsseo com a finalidade de promover recurso para favorecer o

tratamento de lesOes osseas de dificil cicatrizagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir scaffold osteoindutor a base de coldgeno e nanoparticulas de titanato de bario e

avaliar seu potencial osteoindutor.

2.3 Objetivos especificos

e Caracterizar as propriedades fisicas, quimicas e morfologicas das NPTB, bem como
dos scaffolds de colageno isolados e em associagdo com as NPTB.

e Analisar o efeito do colageno xenogénico e alogénico na citocompatibilidade com
osteoblastos de rato.

e Avaliar a osteocompatibilidade dos scaffolds a base de colageno e NPTB em cultura
primaria de osteoblastos de rato.

e Avaliar a maturagdo de osteoblastos primarios frente ao biogel de coldgeno associado
a NPTB.

e Analisar o potencial do biogel de colageno com NPTB no reparo de lesdo Ossea em

modelo de osteotomia de tibia in vivo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cuidados éticos

Foram utilizados ratos Wistar machos com 12 semanas de vida. Os animais foram
obtidos do Centro de Bioterismo do Campus Dom Bosco da Universidade Federal de Sao
Jodo Del Rei (UFSJ) e permaneceram no Biotério de Animais Experimentais com ragao
padrio para ratos e dgua ad libitum, de acordo com as recomendacdes do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da instituicdo. O projeto com a metodologia utilizada nesse trabalho

foi aprovado pelo CEUA com niimero de protocolo 009/2018 (Anexo).
3.2 Nanoparticulas de Titanato de bario (NPTB)

As NPTB (lote MKBF7837V, <100nm em fase cristalina cubica, Sigma
Aldrich® USA) foram gentilmente cedidas pela professora colaboradora Michele Munk da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Para as andlises fisicas as NPTB foram
dispersas em agua ultrapura na concentracao final de 0,1% (p/v) e em seguida colocadas em
banho ultrassonico por 5 min. Para os ensaios bioldgicos foi utilizada a concentragdo estoque
de 1% (p/v) das NPTB sendo dispersas em meio de cultura DMEM (Gibco®,USA) seguida de
ultrassonicagdo por Smin. A partir da solugdo estoque concentrado realizou-se dilui¢cdes para
as diferentes andlises. O preparo das NPTB foi realizado preferencialmente nos dias da

utiliza¢do, sendo mantidas em temperatura ambiente.
3.2.1 Microscopia de forca atomica

Para realiza¢do de analises topograficas, as amostras de NPTB foram estudadas por
meio de microscopia de forga atdmica (AFM). As nanoparticulas dispersas em agua ultrapura
foram depositadas em substratos de mica clivada (1,0 x 1,0 cm) devidamente higienizados.
Em seguida, as amostras foram secas com gas inerte (N»).

As medidas foram realizadas utilizando um microscopio de for¢a atomica Park XE7
(Park Systems,USA) sob umidade e temperatura ambiente, no modo contato intermitente(CI),
com uma sonda de silicio com frequéncia natural de oscilagio ®,=320KHz e constante

elastica k=40 N/m.O software XEI foi utilizado para processamento e analises das imagens.
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3.2.2 Microscopia eletronica de varredura e EDS

A analise morfologica das NPTB foi realizada através de microscopia eletronica de
varredura. Para tal andlise nanoparticulas dispersas em agua ultrapura foram depositadas
sobre um sfub com a superficie revestida por uma folha de silicio. Apds secagem da agua em
temperatura ambiente a amostra foi analisada no microscopio FEG- quanta 200 FEI (FEI
company,USA) do centro de microscopia da UFMG. No mesmo equipamento obteve-se a
analise de espectrometria de energia dispersiva (EDS) apara identificagdo qualitativa de

elementos quimicos presentes na amostra.
3.2.3 Espectroscopia Raman

A caracterizagdo da composi¢do das NPTB e colageno também foram realizadas por
meio de espectroscopia Raman. Para isso, 1ml de cada tipo de colageno na concentragdo de

2mg/ml foram liofilizados e em seguida analisados.

Espectros Raman foram obtidos usando um FT-Raman Espectrdmetro RFS / 100
(Bruker,USA) usando uma excitagdo Nd: YAG laser com A = 1064 nm. Os espectros foram
registrados no intervalo espectral de 3500 a 50 cm-' em uma resolugdo espectral de 4 cm-'.
As andlises otimizadas foram obtidas com uma poténcia laser de 100mW e 512 acumulagoes.
Os espectros Raman foram obtidos em triplicata para avaliar a intensidade e posi¢do das

bandas observadas com o programa Originpro8.
3.2.4 Espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial Zeta

O estudo do didmetro das NPTBs também foi realizado por meio de analises de
espalhamento dindmico de luz (DLS), assim como a determinag¢do do potencial Zeta que
foram determinados em meio de cultura DMEM (pH 7,4). As anélises foram realizadas por
meio da técnica de microeletroforese Doppler a laser com o Zetasizer Nano ZN (
MalvernInstrumentsLtd, Malvern, Reino Unido). Os resultados obtidos foram analisados por

meio do programa Zetasizer software.
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3.2.5 Microscopia de For¢a Elétrica

Para caracterizar as nanoparticulas do ponto de vista das propriedades elétricas
utilizou-se o sistema de medida de Microscopia de Forga Elétrica (EFM — Electric Force
Microscopy). Tal medida consistiu na utilizacdo de uma sonda e uma alavanca condutoras
além de um substrato condutor de 6xido de silicio sobre o qual a amostra foi depositada.
Realizou-se a varredura da amostra no modo contato intermitente para geragdo de uma
imagem de AFM e em seguida uma diferenca de potencial foi aplicada sobre a amostra. A
varredura foi entdo repetida medindo-se a interacao elétrica entre a ponta da sonda e a amostra
a partir de variagdes da frequéncia de oscilagdo da sonda. Para tais analises utilizou-se o
Nanoscope A% (Bruker Instruments, USA), Sonda NSC35/ AlBs
da Micromaschfrequencia=148KHzModo: EFM.

3.3 Colageno

O desenvolvimento dos biogéis foi realizado utilizando-se colageno de rato e colageno
bovino a fim de estudar o efeito do coldgeno alogénico e xenogénico e da sua associagdo com

NPTB em sua biocompatibilidade em cultura priméaria de osteoblastos de rato.
3.3.1 Extracao de colageno bovino

Para obtencdo de colageno bovino uma amostra de tenddo obtida em matadouro local
na cidade de Sdo Jodo Del Rei foi cortada em pequenos pedagos e tratada com acetona para
remog¢dao de material gorduroso. Posteriormente, 5 g de amostra foram lavados com agua
destilada e colocados em solu¢do de NaCl 10% (m/V) durante 24h e mantidos a temperatura
de 4°C. Apos esse periodo, o material foi novamente lavado com agua destilada e colocado
em solucao de tampao citrato 0,02mol/L pH 4,3 durante 48h em temperatura ambiente, para o
intumescimento do tecido. O tecido intumescido foi homogeneizado em 500 mL de uma
solugio de 4cido acético 0,5 mol.L-1, na presenga de pepsina (Sigma Aldrich®,USA) na
propor¢ao de 1:50 (m:m) em relagdo a massa inicial do material. O gel formado foi mantido
por 24h a 4°C. Apos esse periodo, a proteina foi precipitada por salting out adicionando ao
gel 5% de NaCl (m/V). O colageno precipitado foi dialisado durante 72h contra agua
destilada (144). Figura 9.
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Figura 9. Extracio de colageno bovino. As imagens mostram as etapas de: A) pesagem do

tendao bovino, B) fragmentacdo e C) didlise por salting out. Imagens de arquivo proprio.
3.3.2 Extraciao de colageno de rato

Para extrag¢do do coladgeno de rato, utilizou-se 12-20 caudas de ratos Wistar saudaveis
que foram cortados em suas bases e lavados com detergente e dgua destilada corrente. Em
seguida o material foi colocado em recipiente com alcool 70% a 4°C pelo periodo de 24h.
Para obtengdo do tecido tendineo rico em colageno do tipo I o recipiente foi levado para
dentro do fluxo laminar onde realizou-se tor¢ao das vértebras das caudas. Com auxilio de uma
pinca dentada a extremidade de tecido conjuntivo exposto foi puxada e torcida para retirada
das fibras de colageno que foram cortadas e colocadas em um recipiente estéril contendo
acido acético 1% em agua. O mesmo procedimento foi repetido ao longo de toda extensdo da
cauda e as fibras obtidas foram mantidas em é4cido acético pelo periodo de 24-96h.Apos esse
periodo, a solucdo de colageno foi ultracentrifugada a 30.000g por 2h e o sobrenadante foi

entdo coletado e armazenado em geladeira a 4°C (145).
3.3.3 Concentracio do colageno

Para determinar a concentragdo das solugdes de coldgeno obtidas, realizou-se a
pesagem de um microtubo vazio e novo. Em seguida foi adicionado 1ml da solugdo de
colageno dentro do microtubo que foi entdo congelado a -80°C e em seguida liofilizado.
Realizou-se novamente a pesagem e a diferenca nos valores entre a ultima e a primeira

pesagem representou a concentragdo da solugao em mg/ml.
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3.3.4 Analise do colageno por eletroforese

A fim de avaliar as semelhangas na composicdo das solu¢des de colageno de rato e
colageno bovino, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida seguida pela coloragao
com a prata. Para tal experimento, preparou-se gel de separacdo de poliacrilamida em

gradiente de concentracdo de 10-15%. Sobre esse foi depositado o gel de concentracdo (5%)
onde 5l de amostra de cada tipo de coldgeno a 2mg/ml acrescidos de 5[ de tampdo de

amostra foram depositados nas canaletas. O padrdo de peso molecular Page Ruler™broad
range unstained protein ladder (Thermo Fisher scientific®, USA) foi utilizado para

identificacdo do peso molecular das bandas. Figura 10.

Figura 10. Eletroforese em gel de poliacrilamida. Gel de gradiente 10-15% (imagem de

arquivo proprio).
3.4 Osteoblastos

Tendo em vista a finalidade dos biogéis para aplicagdo em reparo 6sseo, optou-se pela
obtencdo de cultura primaria de osteoblastos para realizagdo de experimentos biologicos in
vitro. Tais experimentos tiveram por objetivo avaliar a biocompatibilidade das nanoparticulas,

bem como dos scaffolds a base de colageno.
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3.4.1 Isolamento de osteoblastos

Para o isolamento de osteoblastos primarios foram utilizados para cada extragdo cerca
de 10 a 12 animais provenientes do biotério do departamento de fisiologia da UFMG. Os ratos
neonatos Wistar de até 5 dias de vida foram usados para coleta do osso da calvaria como
previamente descrito na literatura (56). Apds eutanasia com dose letal de Ketamina e Xilasina
conforme metodologia aprovada pela CEUA sob protocolo n® 009/2018 (anexo), foi realizada
limpeza dos animais com iodopovidona ap6s o qual eles foram levados para a cabine de fluxo
laminar para decaptacdo. Foi realizado um escalpo do espécime com um corte partindo da
rima ocular até o ouvido e unindo-se na parte frontal apds o qual o retalho foi deslizado
posteriormente expondo a calvaria. Em seguida destacou-se a parte 6ssea com tesoura nas
regides das suturas mediana e parieto-occipitais. As amostras de calvarias foram recolhidas
em tubo Falcon estéril contendo PBS (Gibco®,USA), 1% de solugdo de penicilina e
estreptomicina (Gibco®,USA) e 0,05% de fungizone (Sigma Aldrich®,USA). Em seguida os
fragmentos 0sseos foram colocados em placa de petri para melhor fragmentagdo a fim de
aumentar a area de contato dos mesmos ¢ favorecer a digestdo enzimatica e extragao celular.

Figura 11.

Figura 11. Obtencao de calvaria de ratos Wistar neonatos. A) imagem da calvaria exposta,

B) limpeza e fragmentacao das calvarias em solu¢do tampao. (Imagens de arquivo proprio).

Posteriormente os fragmentos foram sujeitos a um banho de tripsina na concentragao
Ix por 10 minutos seguido de quatro banhos sequenciais em colagenase 0,02% (Sigma

Aldrich®,USA) em PBS mantidos em temperatura de 37°C, ( sendo que os sobrenadantes do
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banho de tripsina e do primeiro banho de colagenase sdo descartados por conterem alta
concentragdo de fibroblastos). Apods cada banho de colagenase o sobrenadante foi
centrifugado a 1400rpm por 5Smin e o pellet ressuspendido em meio de cultura DMEM
suplementado (10% de soro fetal bovino, 1% de solugcdo de penicilina e estreptomicina,
0,05% de fungizone) sendo as células transferidas para garrafas de cultura T25. Para os

ensaios foram utilizadas células até a 5% passagem.Figura 12.

Fragmentacdo Tratamento enzimatico Ressuspender em Transferir para
e centrifugacio meio de cultura

placa de cultura

Figura 12. Modelo esquematico do processo de extracio de osteoblastos. Esquema
ilustrativo das etapas para obten¢ao de cultura primaria de osteoblastos a partir de calvarias de
ratos Wistar neonatos. Os procedimentos sao realizados dentro do fluxo laminar em condigdes

estéreis.
3.4.2 Maturacao Osteoblastica

Para avaliar a capacidade de producao de matriz 6ssea mineralizada pelos osteoblastos
extraidos, realizou-se experimento de maturacdo osteoblastica pelo periodo de 14 dias.
Utilizou-se dois grupos experimentais, no primeiro as células foram cultivadas em condig¢des
comuns (DMEM suplementado) € no segundo foram cultivadas em meio de cultura
osteogénico composto por DMEM suplementado, acrescido de: 50pug/mL de 4cido ascorbico
(Sigma Aldrich® USA), 2mM de p-glicerofosfato (Sigma Aldrich®,USA) e 10nM de
dexametasona (Sigma Aldrich® USA), como previamente descrito na literatura (56). Em

ambos os grupos o meio de cultura foi renovado a cada 2 a 3 dias.

O processo de maturacdo foi analisado pela produg¢do de colageno, atividade da
enzima fosfatase alcalina e formagdo de nodulos de mineralizacdo apds 14 dias de cultivo.
Para tais experimentos foram plaqueadas 1 x 10* células em placas de 24 pocos que foram

mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO,. Apos 1 dia do plaqueamento foi realizada
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substitui¢do do meio de cultura normal para o meio de cultura osteogénico no grupo de

inducdo osteogénica.
3.4.3 Avaliacao da formacao de ndodulos de mineralizagio

Para avaliar a formagdo dos nddulos de mineralizagdo apos 14 dias de cultivo, as
células foram lavadas com PBS e em seguida fixadas com PFA (paraformaldeido) 4% (Sigma
Aldrich® USA) gelado por 1h. Em seguida o fixador foi removido e as células foram

novamente lavadas com PBS seguido por 2 lavagens com agua destilada estéril e coradas por
30min com 500UL da Solugdo de Alizarin Red S. (Sigma Aldrich®,USA). O excesso de

corante foi retirado por lavagens sucessivas e a coloracdo dos depositos de calcio foi
registrada por meio de microscopia optica em aumento de 4x. Imagens dos pogos contendo as

laminas coradas também foram capturadas por meio de fotografia digital. (146)
3.4.4 Avaliacao da atividade de fosfatase alcalina.

A enzima ALP catalisa a hidrdlise de ésteres de fosfato dentro de um ambiente
alcalino, tendo por resultado a formac¢ao de um radical organico e fosfato inorganico. A ALP
¢ uma enzima chave no processo de mineralizagdo dssea e em osteoblastos maduros ela ¢é
produzida intensamente. A andlise da atividade de ALP consistiu da exposi¢cdo dos
osteoblastos aos substratos NBT-BCIP (Nitro Blue Tetrazolium Chloride / bromo-4-chloro-3-

indolyl-phosphate, 4-toluidine salt) apds 14 dias de cultivo. Para tal, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas 2 vezes com PBS.Em seguida adicionou-se 200U da

solucdo de NBT-BCIP (Invitrogen®,USA) ap6s o qual as células foram incubadas pelo
periodo de 2h. Ao término desse periodo observou-se a formagdo de areas azul-plrpura nas
células como resultado da acdo da enzima ALP sobre o substrato adicionado. Imagens da
marcacao foram capturadas por meio de fotografias digitais e por microscopia Optica em

aumento de 4x.

Apo6s captura das imagens adicionou-se 200LL de sodio dodecil sulfato (SDS) -10%

HCI para solubilizar os cristais formados e realizar a quantificagdo espectrofotométrica em

leitor de placa Varioskan Flash (Thermofisher scientific®,USA). A placa foi mantida em
incubadora overnight a 37°C e 5%CO,, Em seguida 100l de cada poco foram transferidos

para placa de 96 pocos para leitura por absorbancia em comprimento de onda de 595nm (147,

148).
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3.4.5 Quantificacio de colageno produzido por osteoblastos

A producgdo de colageno foi avaliada por meio da coloragdo com Sirius red 0,1%
(Sigma Aldrich® USA) em écido picrico 1,3% (149). Para tal as células foram lavadas com
PBS e fixadas com PFA 4% gelado por 1h ao término de 14 dias experimentais. Em seguida o

fixador foi removido e as células foram novamente lavadas com PBS. O tampao foi removido
e 300U do corante Sirius Red foi adicionado aos pogos. Apds 1h de coloragdo, o corante foi

removido e os pocos foram lavados com dgua acidificada (0,5% HCI). Fotografia digital e
imagens de microscopia Optica em aumento de 4X foram capturas para analise da formagao

de colageno.

Também foi realizada a quantificacdo de coldgeno soluvel utilizando-se o kit Sircol™
Soluble Collagen Assay (Biocolor®, Reino Unido). Foram aliquotados 25ul do meio de
cultura de cada pogo para microtubos aos quais foram acrescentados 250ul de DyeReagent.
Os microtubos foram mantidos em agitagdo por 30min e em seguida foram centrifugados a
12000rpm durante 10min em temperatura de 25 °C. Apos centrifugacdo os sobrenadantes
foram descartados e aos pellets acrescentou-se 300l da solugdo de Acid Salt Wash gelado. Os
microtubos foram novamente centrifugados com os mesmos parametros € os sobrenadantes
descartados. Em seguida foram adicionados 125ul de A/kaliReagent e os microtubos foram
agitados para homogeneizagdo do pellet com o sobrenadante. Posteriormente 100ul de cada
amostra foram transferidos para placa de 96 pocos para leitura espectrofotométrica por

absorbancia em 555 nm no leitor de placas varioskan Flash.

3.4.6 Expressio génica

Para a andlise da expressdo de genes envolvidos com o processo de maturacao
osteobléstica, 2x10° células foram plaqueadas em placas de 6 pogos nas quais as células

foram cultivadas em condi¢des osteogénica e ndo osteogénica durante o periodo de 14 dias.
3.4.6.1 Extraciao de RNA total

O RNA total das células nos dias 3, 7 ¢ 14 foi extraido utilizando o método de
homogeneizagio com TRIzol (Life Technologies”, USA) na propor¢io de 1 mL de TRIzol
por amostra. Apos extragdo, o RNA foi dissolvido em 4gua livre de RNAse, sendo a

concentracdo ¢ a pureza determinada pela absorbancia a 260 nm (A260) e pela razdo das
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absorbancias A 260/A 280, respectivamente. A integridade do RNA foi avaliada em gel de

agarose 1%. O RNA foi aliquotado e estocado a - 80 °C, até seu uso.
3.4.6.2 Transcricao reversa e PCR em tempo real

A andlise da expressao do RNAm foi feita a partir da amplificagdo de uma regiao
especifica dos genes. Para isso, 0 DNA complementar (DNAc) foi obtido através da reacao de
transcricdo reversa, utilizando-se o First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermofisher
scientific®,USA) , de acordo com as especifica¢es do fabricante. Para evitar a possibilidade
de contaminagdo das amostras por DNA genomico, todas foram previamente tratadas com

DNAse.

Apbés a obtencdo do DNAc, oligonucleotideos (primers) que se localizam em
diferentes éxons dos genes de interesse foram utilizados para a analise da expressdo génica na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Para o controle da reacdo, foram
utilizados também oligonucleotideos especificos para o gene Gapdh. O sistema TagMan de
PCR em tempo real foi utilizado para a quantificagdo da expressdo génica. As reagdes foram
conduzidas com os seguintes genes: Runx2, Collal, Bglap (osteocalcina), Bmp2, Alpl e

Gapdh, cujas sequéncias dos primers utilizados estdo descritas na tabelal.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers usadas para analise de expressao génica por qRT-

PCR.

Gene Foward Reverse
Collal 5’-GTCCGAGGTCCTAATGGAGATGC-3’ 5’-GGTCCAGGGAATCCGATGT-3’
Runx2 5’- CCACAGAGCTATTAAAGTGACAGTG 3’ 5’-AACAAACTAGGTTTAGAGTCATCAAGC-3’
Bglap 5’-CTTGGTGCACACCTAGCAGA-3’ 5’-ACCTTATTGCCCTCCTGCTT-3’
Gapdh 5’-TGATTCTACCCACGGCAAGTT-3’ 5’-TGATGGGTTTCCCATTGATGA-3’
Alpl 5’-GCACAACATCAAGGACATCG-3’ 5’-TCAGTTCTGTTCTTGGGGTACAT-3’

Bmp2 5’-GACATCCACTCCACAAACGAGA-3’ 5’-GTCATTCCACCCCACATCACT-3’
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Os primers utilizados foram desenhados para as regides codificantes dos genes utilizando os
programas Primer-BLAST e oligoanalizer, considerando 60°C como temperatura de
anelamento e a especificidade para o gene com as menores probabilidades de formacao de

homodimeros e heterodimeros (150, 151).
3.5 Citotoxicidade das nanoparticulas

Para avaliar a biocompatibilidade das nanoparticulas e definir a concentragao de uso

para a producdo dos scaffols, foram plaqueadas 1x10* células por poco em placa de 96 pogos
utilizando 100pl de meio de cultura DMEM suplementado em cada pogo. Apos 24 h do

plaqueamento o meio de cultura foi substituido e as células foram expostas as seguintes
concentragdes de NPTB: Ipg/ml, 10pug/ml, 50pg/ml, 100pug/ml, 250pg/ml, 500pg/ml,
750ug/ml, 1000pg/ml, 1250pug//ml, 1500ug/ml. Apds 72h de incubagdo com as NPTB o meio

de cultura foi substituido por 1001l de DMEM suplementado acrescido de 10ul de
AlamarBlue™ CellViabilityReagent (Invitrogen®, USA).

Em seguida as células foram incubadas pelo periodo de 3,5 hs ao abrigo de luz a 37°C
e 5% de CO; . Ao término desse periodo 100Ul do sobrenadante de cada pogo foi transferido

para placa de leitura, a qual foi analisada espectrofotometricamente em absorbancia de 570nm
(e em 600nm como valor de referéncia para normalizacdo). Os valores obtidos foram

expressos como % de redu¢do do Alamar Blue (152).

3.6 Preparo dos scaffolds de colageno

Para produgdo de 1ml de biogel de colageno, foram utilizados 690l de solugdo
estoque de colageno a 2,9 mg/ml, acrescido de 100l de NaOH 3M, e 210pl de meio de
cultura DMEM sendo a concentracao final do colageno nessa solugdo de 2mg/ml (153, 154).
Ap6s homogeneizagao, 300LLl da solugdo do biogel foram depositados por pogo em placa de
24 pogos e incubados a 37°c € 5% de CO,. Apos 24h do plaqueamento 3001 de DMEM foi

adicionado sobre os scaffolds para manter a hidratacao.

Procedimento semelhante foi utilizado para producao dos grupos de scaffolds com
NPTB. Nesses grupos foram adicionados 100ul de meio de cultura contendo NPTB cuja

concentragdo final para 1ml de biogel fosse a determinada pelo teste de viabilidade do item
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3.5. Tal volume foi empregado em substituicio de 100pl de DMEM puro utilizados nos
scaffolds sem NPTB.

3.7 Analise dos scaffods por MEV

Para realizar analises da superficie dos scaffolds por meio de MEV procedeu-se com a
fixacdo desses com 0,5% de glutaraldeido (Sigma Aldrich®,USA) em PFA 4% preparado em
PBS pH7,4. As amostras ficaram imersas nesta solu¢do por 15min a 4°C. Em seguida, as
amostras foram lavadas 1X com PBS pH7,4 e mantidas nesse mesmo tampao a 4°c até o
preparo subsequente. As demais etapas do preparo foram realizadas por técnicos do centro de
microscopia da UFMG. Tais etapas compreendem a fixacdo secundéria com tetroxido de
6smio (OsO4) (Sigma Aldrich®,USA), desidratacio, secagem em ponto critico de CO,,
montagem em stub metalizagdo com camada de 3nm de particulas de ouro. Em seguida
procedeu-se com a captura das imagens no microscopio eletronico de varredura FEG- quanta

200 FEI do mesmo centro de microscopia.
3.8 Biocompatibilidade dos scaffolds

Para avaliar a biocompatibilidade dos scaffolds realizou-se teste de viabilidade celular
com Alamar Blue, associado a marcagio com LIVE/DEAD™ viability/cytotoxicity Kit for
mammalian cells (Thermofisher scientific®,USA) e analises de morfologia celular por meio

de MEV.
3.8.1 Viabilidade celular com Alamar Blue.

Para avaliar a viabilidade celular frente aos diferentes scaffolds, 1x10* células foram
plaqueadas em triplicatas utilizando 100[Ll de meio de cultura DMEM suplementado por poco
para cada um dos grupos. O experimento foi executado em placas de 96 pogos preparadas
com 50U de biogel por pogo. Apds o periodo de 72h o meio de cultura foi substituido por
100pul de DMEM suplementado acrescido de 10l do reagente Alamar Blue. Os demais

passos foram executados como descrito no item 3.5.
3.8.2 Viabilidade celular com LIFE/DEAD

A viabilidade celular sobre os scaffolds também foi analisada por meio da marcagao

com LIFE/ DEAD. Para isso,1x10" células foram plaqueadas sobre 20 de biogel e apos 72h
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tratadas com 30LL de solugdo contendo 4UM de homodimero-1 de etidio (EthD-1) para

marcagdo vermelha de células invidveis e 2lUM de calceina para marcacdo verde de células

vidveis. Apos 10-15min as c€lulas foram analisadas e as imagens capturadas em microscopio

de fluorescéncia invertido (155, 156).

3.8.3 Morfologia celular por MEV

Para realizagdo da MEV, 300l de cada biogel foram depositados em placa de 24

pocos nas quaisIx10* células foram plaqueadas. Pés 72h de cultivos o meio de cultura foi
removido e as células aderidas aos scaffolds foram fixadas e preparadas conforme o protocolo

descrito no item 3.7.
3.9 Maturacio osteoblastica nos scaffolds

Para estudar a maturagdo celular nos scaffolds, optou-se por escolher o grupo cujo tipo
de coladgeno apresentou tendéncia a uma maior viabilidade celular. Assim realizou-se analises
da atividade de fosfatase alcalina apo6s 14 dias de cultivo e do perfil de expressdo génica em 7

e 14 dias.
3.9.1 Fosfatase alcalina

Para avaliacio da atividade de ALP foram plaqueadas 5x10°células em placas de 96
pogos preparadas com os distintos biogéis e utilizando-se DMEM suplementado sendo que

esse foi substituido a cada 2 a 3 dias. Ao término de 14 dias de cultivo o meio de cultura foi
removido, as células foram lavadas duas vezes com PBS e entdo incubadas com 100l da

solucao de NBT-BCIP por 2h a 37°C e 5% de CO,. Ao término desse periodo a solugdo foi
substituida por PBS e em seguida realizou-se captura de imagem com a lupa Nikon

SMZ745T(Nikon®, Japao).

Apo6s captura das imagens as células foram incubadas com 100l de SDS 10% HCI

overnight. Posteriormente os 100LL foram transferidos para placa de leitura para analise

espectrofotométrica em comprimento de onda de 595nm.
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3.9.2 Expressao génica.

Para analisar o perfil de expressdo génica, triplicatas de Iml de biogel foram
depositadas em placas de 6 pogos nas quais plaqueou-se 1x10° células por pogo utilizando-se

2ml de DMEM suplementado por pogo.

Apobs 7 e 14 dias de cultivo as células foram removidas dos pogos utilizando-se uma
solugdo contendo 0,25% de Tripsina (Gibco®,USA) e 0,1% de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (Sigma Aldrich®,USA) por 20 a 37°C, seguido de centrifugacio a 500g por
Smin. As demais etapas do processo, que compreendem a extragdo de RNA, conversdao em

DNAc e RT qPCR seguiram os mesmos parametros descritos no item 3.4.6.
3.10 Experimentacio in vivo

Com a finalidade de estudar o potencial do biogel de coldgeno de rato com NPTB em
promover reparo tecidual, utilizou-se 48 ratos wistar machos de 12 semanas de idade. Os
animais foram distribuidos em 3 grupos: controle, colageno e colageno + NPTB. Cada grupo
foi composto por 16 animais, sendo metade para analises em 7 dias e a outra metade para 14

dias.

O reparo tecidual 6sseo foi estudado utilizando-se modelo de osteotomia de tibia. Para
tal, 0,15ml de xilasina + 0,3ml de quetamina foram administrados intraperitonealmente. Apos
sedagdo os animais foram submetidos ao procedimento de tricotomia na regido anteromedial

da tibia direita.

Os animais foram entdo pesados e em seguida tiveram a pele higienizada com
iodopovidona. Uma incisdo na regido anteromedial da tibia foi realizada seguida do
afastamento da pele e tecido muscular (Figura 13). Em seguida procedeu-se com o
procedimento de osteotomia que consistiu na utilizagdo de uma broca trefina de 0,22mm
posicionada na regido anteromedial do terco superior da tibia, tomando-se como referéncia a
tuberosidade da tibia. Durante o procedimento a regido foi hidratada com soro fisioldgico para

evitar aquecimento.
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Figura 13.Preparo para osteotomia. Em A) anestesia intraperitoneal, B) incisura ¢ C)

afastamento da pele e tecido muscular. Imagens de arquivo proprio.

Os animais dos grupos coldgeno e colageno + NPTB receberam 40}l do biogel que foi

previamente preparado na forma de gotas de coldgeno. As gotas foram colocadas em
superficie plastica estéril e mantidas em temperatura ambiente dentro do fluxo laminar por 30-
40 minutos enquanto o preparo dos animais era realizado. Uma gota de coladgeno foi entdo
introduzida dentro da area da lesdo de cada animal com o auxilio de uma agulha. O grupo
controle nao recebeu nenhum tratamento com biogel, tendo sido apenas hidratado com soro
fisiologico. Os animais foram em seguida suturados e tratados com antibidtico enxofloxacina
20mg/ml. As mamadeiras de 4gua também foram preparadas com antibidtico na concentracdo
final de 0,Img/ml durante 3 dias apds lesdo. Uma gota de dipirona mono-hidratada 23,8mg
foi administrada em cada animal apds a cirurgia e durante 3 dias a cada 24 h apds o
procedimento cirargico. Todos os procedimentos foram realizados com auxilio de um médico

veterinario experiente. Figura 14.
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Figura 14. Etapas da experimentacio in vivo. Em A) fragmento 6sseo de 2mm removido
da tibia com broca trefina, B) Biogel de coldgeno sobre superficie plastica e C) Procedimento

de sutura na area da incisdo. Imagens de arquivo proprio.

Ap6s 7 e 14 dias do procedimento de osteotomia, os animais foram eutanasiados
utilizando-se isoflurano. Os ossos foram entdo coletados, lavados em soro fisioldgico e em
seguida fixados com formol 10% por 24h. As amostras foram em seguida descalcificadas

durante 40 dias utilizando EDTA 10%. Apds descalcificacdo as amostras foram incluidas em
blocos de parafina e cortadas em micrétomo em espessura de 0,5[tm. Em seguida realizou-se

a coloragdo com hematoxilina e eosina para captura de imagem em microscopio Optico e

posterior analise do reparo das lesdes.
3.11 Analise estatistica

Os dados dos ensaios biologicos foram expressos como média £+ EPM de n
experimentos. As diferencgas entre os grupos nos experimentos foram analisadas por teste #-
student e analise de variancia (ANOVA), seguido por teste de Bonferroni. O valor de P < 0,05

foi considerado significante.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracterizacio das Nanoparticulas de Titanato de Bario

As NPTB foram analisadas topograficamente por meio de AFM. Apds terem sido
depositadas sobre uma superficie de mica, a varredura permitiu identificar estruturas com
diferentes perfis topograficos como mostrado na figura 15. A e C, sendo o menor deles
medindo aproximadamente 58nm de altura (Figura. 15. B). As demais estruturas analisadas

apresentaram valores variados de 138nm e 100nm. Figura 15.

A) B) _NP1eNP2=138 nme 100 nm

Figura 15. Analise topografica das Nanoparticulas de Titanato de Bario por AFM.A)
Imagem de AFM da deposicdo de Nanoparticulas de Titanato de Bario(NPTB), sendo
realizado medida das nanoparticulas (NP) em NP1, NP2 e NP3 B) Graficos demonstrando
medidas das NP1, NP2 e NP3 C) Imagem tridimensional da regido em analise.
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No entanto, as estruturas que apresentam maiores valores de didmetro podem
corresponder a aglomerados de nanoparticulas, enquanto as menores estruturas compreendem
as nanoparticulas isoladas. Para confirmar se houve aglomeragao e o tamanho das NPTB

isoladas realizou-se MEV das amostras.

Observou-se por MEV a presenca de aglomerados de nanoparticulas (Figura. 16. A),
assim como nanoparticulas isoladas que possuem cerca de 60nm de diametro, apresentando
morfologia esférica com tendéncia & um aspecto ctubico (Figura. 16. B). Tais resultados
demonstram semelhancga as analises realizadas por AFM, além de confirmarem a presenca de

aglomerados de NPTB.

10/8/2019  HFW  HV  Mag WD 500.0nm - | 10/8/2019 HFW = HV Mag WD 100.0nm
2:47:34 PM1.97 upm 15.0 kV60000x 10.1 mm Centro de Microscopia UFMG 2:45:15 PM0.30 pm 15.0 kv 400000x 10.1 mm Centro de Microscopia UFMG

Figura 16. Analise topografica das Nanoparticulas de Titanato de Bario porMEV.
Observa-se em A) aglomerados de nanoparticulas e em B) um aglomerado de nanoparticulas e
uma nanoparticula isolada.

Apés captura das imagens realizou-se a identificagdo qualitativa dos elementos
quimicos presentes na amostra por meio de EDS. Identificou-se a presenca de bario, oxigénio
e titanio, como esperado para as nanoparticulas em questdo. No entanto, os elementos
carbono,sédio e silicio também foram identificados, sendo que a presenga do silicio esta

relacionada com o substrato em que as nanoparticulas foram depositadas. Figura 17.
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Figura 17. Grafico representando analise qualitativa da composi¢do quimica das NPTB

por EDS.

Para verificar a dispersao em solu¢ao das NPTB, estas foram analisadas por meio de
DLS ap6s serem dispersas em meio de cultura DMEM sem suplementacdo utilizado no
cultivo celular dos osteoblastos. As NPTB apresentaram diametro hidrodindmico médio de
287,3nm, sugerindo a formacao de agregados de nanoparticulas, corroborando comas analises

de AFM e MEV, para as quais foi obtido potencial Zeta com valor médio de -11,17mv.

Figura 18.
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Figura 18. Grafico representativo da distribuicdo de tamanho obtida por analise DLS.
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Além da carga de superficie, buscou-se identificar propriedades elétricas das NPTB
por meio da andlise do perfil condutor utilizando EFM (Figura 19). A partir de tal andlise
observou-se que as nanoparticulas de 60nm de altura (Figura 19A) apresentam um baixo
perfil condutor, o qual pode ser identificado na imagem de EFM nas areas mais claras
localizadas na superficie das NPTB em relacdo as areas mais escuras do substrato onde as
NPTB foram depositadas (Figura 19 B). Tal comportamento esta de acordo com o perfil
esperado para as NPTB tendo em vista que a baixa condutividade ¢ uma caracteristica tipica

de materiais piezoelétricos.
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Figural9. Analise topografica e perfil condutor das Nanoparticulas de Titanato de Bario
porAFM e EFM de uma nanoparticula. Observa-se em A) imagem de AFM de uma NPTB,
em B) andlise por EFM da mesma nanoparticula, C ) representacdo grafica da medida da
nanoparticula analisada e em D) imagem tridimensional de A e C.

Considerando que a piezoeletricidade das NPTB ¢ dependente da organizagdo dos seus
atomos em uma estrutura cristalina tetraédrica, realizou-se a caracterizagdo de tal estrutura por
meio de espectroscopia Raman. O espectro Raman obtido permitiu a identificagdo de picos
nas regides de 715cm™,502cm™,307cm™ e 184cm”os quais foram atribuidos & modos
vibracionais caracteristicos da fase tetraédrica. Além dos picos citados, também identificou-se

. i~ -1 . . . . ~ . ,
um pico na regido de 79cm™, o qual foi relacionado as vibragdes provenientes dos dtomos de
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bario. Sendo assim, as amostras de NPTB apresentam composi¢do e caracteristica estrutural

tipica de NPTB piezoelétricas. Figura 20.
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Figura 20. Espectro Raman das NPTB. Faixa espectral entre 0 a 3500 cm.

4.2 Estudo in vitro

Os osteoblastos extraidos a partir das calvarias por meio da metodologia descrita no
item 3.4.1apresentaram capacidade de adesdo a superficie plastica das garrafas de cultura
onde pode-se identificar células com prolongamentos e morfologia variando entre o aspecto

fusiforme e estrelado como observa-se na figura 21.

Figura 21. Imagem de osteoblastos isolados da calvaria de ratos Wistar neonatos
cultivados em meio de cultura DMEM suplementado. Aumento de 20x em microscopio
optico digital invertido EVOS.
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4.2.1 Caracterizacio da Cultura primaria de osteoblastos

Em seguida, para avaliar a extra¢do celular realizou-se ensaio de capacidade de
mineralizagdo, producdo e atividade de ALP e colageno. A fim de analisar a capacidade dos
osteoblastos extraidos em atuar na produgio de MEC mineralizada, 1x10%células foram
cultivados em condigdes osteogénicas € ndo osteogénicas. Ao término do 14° dia de cultivo
observou-se que os pogos onde as células foram cultivadas na presenca de fatores
osteogénicos apresentaram maior marcacao pelo corante Alizarin Red, representando uma
maior formacdo de nddulos de mineralizagdo (Figura 22).Tais resultados demonstram que as
células extraidas apresentam capacidade de mineralizagao caracterizando-as como células do

nicho 6sseo, sendo 0s osteoblastos.

Aumentode 4x

Controle Osteogénico

Figura 22. Imagem representativa de coloraciio por Alizarin Red para identificacio de
mineralizacido apo6s 14 dias de cultivo. A imagem da esquerda representa células cultivadas
em meio controle ndo osteogénico ¢ nas imagens da direita as células foram cultivadas em
meio com fatores osteogénicos. As imagens inferiores representam os pogos de cultura apos
coloracdo. Imagens superiores foram retiradas em aumento de 4x em microscopio Optico
invertido.

Para avaliar a atividade de ALP produzida pelas células, as mesmas foram expostas
aos substratos NBT-BCIP sobre os quais a acdo da enzima gera marcacdo azul-plrpura tipica
da reacdo. No grupo osteogénico observou-se maior marcagdo em comparacdo ao grupo
controle (Figura. 23A), o que foi confirmado por andlise quantitativa realizada por meio da

solubilizacdo da marcagdo seguida por leitura espectrofotométrica (Figura. 23B).
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Figura 23. Atividade enzimatica de fosfatase alcalina em osteoblastos apds 14 dias de
cultivo. A)A imagem da esquerda representa cé¢lulas cultivadas em meio controle nao
osteogénico e nas imagens da direita as células foram cultivadas em meio com fatores
osteogénicos. As imagens inferiores representam os pocos de cultura apds a¢do enzimadtica de
fosfatase alcalina (ALP). Imagens superiores foram retiradas em aumento de 4x em
microscopio  optico invertido.B)  Grafico representativo da andlise quantitativa
espectrofotométrica em absorbancia de 595nm da atividade enzimatica de ALP. Observa-se
aumento significativo na presenca de meio osteogénico.Os valores estdo representados pela
média = SEM de trés experimentos independentes (p< 0,05)

Tendo em vista que os osteoblastos sdo responsaveis pela producdo de grande
quantidade de colageno para formacao da MEC dssea, realizou-se andlise da produgdo de
colageno por meio da coloracdo com Sirius Red. Tal coloragdo permitiu observar que ao
término de 14 dias de cultivo ndo houve grande diferenca entre os grupos osteogénico e
controle. A quantificagdo de colageno soluvel proveniente de amostras do meio de cultura
onde as células foram cultivadas permitiu identificar que nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos estudados, indicando que as células extraidas apresentam a

capacidade de produzir MEC colagenosa mesmo na auséncia de fatores de maturagdo. Figura
24,
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Figura 23. Andlise da producio de colageno apés 14 dias de cultivo. A) Coloragdo com
Sirius Red para identificacdo de colageno.A imagem da esquerda representa células cultivadas
em meio controle ndo osteogénico ¢ nas imagens da direita as células foram cultivadas em
meio com fatores osteogénicos. As imagens inferiores representam os pogos de cultura apos
coloracdo por Sirius Red. Imagens superiores foram retiradas em aumento de 4x em
microscopio  optico invertido.B) Grafico representativo da andlise quantitativa
espectrofotométrica em absorbancia de 555nm da produgdo de coldgeno pelas células. Os
valores estdo representados pela média + SEM de trés experimentos independentes (p< 0,05).

4.2.2 Expressao génica

Tendo em vista que a inducdo osteogénica gera a regulagdo da expressao de genes
relacionados a maturacdo de osteoblastos, realizou-se analises do perfil de expressdo génica
que permitiram identificar maiores niveis de expressao para Bmp2, Runx2, Alpl e Bglap no
grupo de inducao osteogénica apos 3 dias de cultivo em relagdo ao grupo controle do mesmo
dia. De forma semelhante, em 7 dias maior expressdao de Collal e Bglap foi observada para o
grupo osteogénico. No entanto, ao término de 14 dias, menores niveis para todos os genes
foram observados no grupo osteogénico em comparacao ao controle, cuja expressao de Runx2

foi acentuada. Figura 25.



57

101
Row Z-Score

N —

Bmp2

Runx2

Alp

Bglp

Colla

© © 5 s} 5

CT14

Figura 25. Heatmap de genes relacionados a maturacdo osteoblastica. As colunas
representam grupos estudados em diferentes momentos (3,7 e 14 dias), sendo CT grupo
controle e O grupo osteogénico. Tons de verde indicam genes subexpressos e tons de
vermelho indicam genes superexpressos.

A andlise estatistica desses dados permitiu a identificagdo de significancia estatistica
para a expressdo de Collal em 7 dias, e para Bglap em 3 e 7 dias ao comparar o grupo
osteogénico com o controle. Embora tal significancia ndo tenha ocorrido em relagdo aos
demais genes, observa-se um perfil de maturagcdo osteobléstica no grupo tratado com fatores

osteogénicos. Figura 26.
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Figura 26. Representacio grafica da analise estatistica do perfil de expressido de genes
relacionados a maturacio osteoblastica em 3,7 e 14 dias.CT= grupo controle e O = grupo
osteogénico. Analise realizada com one-way ANOVA comparando-se os pares de coluna de
cada dia. Significancia estatistica para valores de p<0,05.
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4.3 Citocompatibilidade das nanoparticulas.

Para avaliar a citocompatibilidade das nanoparticulas e determinar a concentracdo a
ser utilizada na producdao dos scaffolds, os osteoblastos foram expostos a diferentes

concentracdes de NPTB e a viabilidade celular foi avaliada apos 72h.

Observou-se que embora tenha pequenas variagdes entre os grupos, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre eles e nenhum padrdo linear de queda ou
aumento da viabilidade proporcional ao aumento da concentragdo foi observado (Figura 27).
Assim, a concentragdo de 1000pg/ml foi selecionada para produgdo dos scaffolds tendo em

vista que o uso desta concentracao ja foi descrita na literatura (157).

Viabilidade
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500 pg/mi
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Figura 27. Representacio grafica da viabilidade celular frente as diferentes
concentracdes de NPTB. Os valores estdo representados pela média + SEM de trés
experimentos independentes (p < 0,05), realizada com one-way ANOVA.

4.4 Caracterizacao dos biogéis de Colageno
4.4.1 Eletroforese

A partir da determinacdo da concentragdo de uso das NPTB, realizou-se a extragdo de
colageno de cauda de ratos e colageno de tendao bovino para a produgdo dos biogéis. As
solucdes de ambos os tipos de coldgeno foram analisadas quanto a semelhanca de suas
composi¢des por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida seguido pela coloragdo com a

prata.
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Por meio dessa analise pode-se verificar que padrdoes de bandas semelhantes existem
entre as amostras analisadas e que ambas apresentaram bandas caracteristicas de colageno
para cadeias o, B ¢ y.No entanto, como esperado, foram identificadas diferencas entre os
padroes de bandas das amostras.Maior marcacao para bandas proximas de 250KDa,entre
70KDa e 50 KDa e em 20KDafoi observada para a amostra de colageno de rato em
comparagdo ao colageno bovino.Por outro lado, o coldgeno bovino apresentou uma banda

maior proxima de 150KDa. Figura 28.

Tais observagdes permitem inferir que embora as amostras apresentem semelhangas e
que tenham sido obtidas de tecidos conjuntivos semelhantes e ricos em coldgeno, a
intensidade das bandas indica que a concentragdo dos constituintes das amostras parece

diferir.

Padrao

Figura 28. Imagem representativa de eletroforese em gel de poliacrilamida com
gradiente de 10-15%.0bserva-se padrao de bandas al, a2, B e y semelhante entre as espécies
de colageno bovino e de rato, embora com intensidades variando entre as amostras.
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4.4.2 Espectroscopia Raman do colageno

Com o objetivo de melhor caracterizar a semelhanga na composi¢do das amostras de
colageno, as mesmas foram liofilizadas e analisadas por espectroscopia Raman. Os espectros
Raman obtidos permitiram visualizar que as amostras de colageno de rato e coldgeno bovino
apresentam assinaturas espectrais de colageno idénticas em: 3268cm™ (N-H), 1670cm™ (C=C ¢
C=0), 1449cm™ (CH, ¢ CH3), 1253cm(CN e N-H) e 405cm ™ (vibragdes da estrutura em tripla
hélice). Os demais picos apresentaram grande proximidade para as regides ao redor de
3000cm™ (CH, e CH3) e 900cm™ (C-C).Tais resultados estdo de acordo com os dados obtidos
por eletroforese (Figura 27) indicando que as amostras analisadas apresentam notavel

semelhanca em suas composigoes. Figura 29.
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Figura 29. Espectroscopia Raman das amostras de colageno bovino e de rato. Observa-se
em A) Semelhanca do espectro de ambos os tipos de colageno. B) Picos Raman do coldgeno
bovino e C) Picos Raman do coldgeno de rato. Os graficos mostram picos ocorrendo na faixa
espectral de 0 a 3500cm™.
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4.4.3 Caracterizacio topografica dos scaffolds de colageno por MEV

Ambos os tipos de colageno foram utilizados para produgdo dos scaffolds. Assim
foram preparados scaffolds de colageno de rato, coldgeno de rato + NPTB, colageno bovino e
colageno bovino + NPTB. Todos eles foram avaliados quanto suas caracteristicas de

superficie por meio de MEV. Figura 30.

kV 1500x 9

HV Det Mag HFW WD ———————
25.0 kV ETD 1500x 90.13 pm 10.2 mm Centro de Microscopia UFMG

Figura 30. MEYV dos diferentes scaffolds. A) Colageno de rato, B) Colageno de rato + NPTB, C)
Colageno bovino e D) Colageno bovino + NPTB. Imagens capturadas em magnitude de 10.000x.

Observa-se que na superficie dos scaffolds as fibras colagenas apresentam-se de forma
aleatéria formando uma trama que parece ndo ser influenciada pela adicdo das
nanoparticulas.No entanto, no grupo colageno de boi (Figura 29 C e D) observou-se dreas em
que as fibras se encontravam orientadas em paralelo formando uma trama mais densamente

agrupada.
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4.5 Citocompatibilidade dos scaffolds

A fim de avaliar a citocompatibilidade dos scaffolds produzidos a partir de colageno
bovino e colageno de rato, bem como de suas associagdes com as NPTB, realizou-se o ensaio
de viabilidade celular com os osteoblastos primarios de ratos neonatos, a partir do qual
observou-se semelhanca na viabilidade entre os grupos, nao tendo sido identificada diferenca
estatisticamente significativa entre eles, demonstrando que independente da origem do
coladgeno os scaffolds produzidos apresentam citocompatibilidade na auséncia e presenca das

NPTB. Figura 31.
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Figura 31. Representacido grafica da viabilidade celular frente aos diferentes
scaffolds.Os valores estdo representados pela média £ SEM de trés experimentos
independentes (p < 0,05), realizada com one-way ANOVA.

Para confirmar a viabilidade celular também realizou-se andlises por meio de
microscopia de fluorescéncia utilizando-se marcador LIFE/DEAD. Tal andlise permitiu a
visualiza¢ao de células viaveis na cor verde como resultado da metabolizagdao da calceina e
em vermelho as células ndo viaveis devido a marcagdo nuclear com EthD-1. Assim,
observou-se que todos os grupos em estudo apresentaram notavel marcacdo em verde em
comparagdo com a vermelha, demonstrando a presenca de células vidveis cultivadas nos

diferentes scaffolds a base de coldgeno como observa-se na Figura 32.
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Figura 32. Microscopia de fluorescéncia para analise da viabilidade Celular por meio de
LIFE/DEAD. C¢lulas viaveis marcadas em verde com calceina e as nao viaveis marcadas
em vermelho com homodimero-1 de etidio (EthD-1). Aumento de 10x.

Tendo em vista que a morfologia celular ¢ uma caracteristica importante indicando se
o material apresenta boa capacidade de bioadesdo e assim osteointegracao, realizou-se MEV
para analisar a morfologia celular sobre a superficie dos diferentes scaffolds. E possivel
observar na Figura 33 que os osteoblastos apresentaram aspecto alongado com tendéncia a
morfologia estrelada e com muitos prolongamentos, apresentando diferentes pontos de

fixacdo na matriz nos quatro tipos de scaffolds produzidos.
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HV Det Mag HFW WD —50.0um-
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Figura 33. Microscopia eletronica de varredura dos osteoblastos sobre os diferentes
scaffolds. A) Colageno de rato, B) Colageno de rato + NPTB, C) Colageno bovino e D)
Colageno bovino + NPTB. As setas azuis indicam exemplos de prolongamentos celulares
para adesdo na superficie dos scaffolds. Imagens capturadas em magnitude de 1500x.

4.6 Maturacao osteoblastica nos scaffolds — Osteoinducio

Tendo em vista a semelhanga da citocompatibilidade entre os diferentes scaffolds, nos
experimentos de osteoinducdo foram utilizados apenas os scaffolds produzidos a base de
coladgeno de rato. Sendo assim, realizou-se o ensaio da atividade de ALP por exposicao das
células aos substratos NBT-BCIP apés 14 dias de cultivo. Como observado na figura 34, a
atividade da enzima foi nitidamente favorecida nas células cultivadas sobre os biogéis em
comparac¢do as cé¢lulas do grupo controle cultivadas sobre a superficie plastica da placa de
cultura. No entanto, embora ambos os scaffolds tenham sido favordveis ao processo de
maturacao, ao realizar a solubilizacdo e a leitura espectrofotométrica obteve-se resultado
estatisticamente significativo para a atividade de ALP no grupo cujas células foram cultivadas
sobre os scaffolds de colageno com NPTB em compara¢do ao grupo controle, demonstrando

importante perfil osteoindutor deste biogel. Figura 34.
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Figura 34. Atividade de fosfatase alcalina. A) A imagem da esquerda em aumento de 1X
representam os pogos de cultura com osteoblastos cultivados sobre scaffold de Colageno de
rato associado & NPTB, sobre scaffold de colageno de rato puro e sobre a superficie da placa
de cultura sem scaffold (controle) apds acdo enzimadtica de fosfatase alcalina (ALP). Imagens
da direita foram retiradas em aumento de 5x. B) Gréafico representativo da andlise quantitativa
espectrofotométrica em absorbancia de 595nm da atividade enzimatica de ALP apds 14 dias
de cultivo. Os valores estdo representados pela média + SEM de trés experimentos
independentes (p< 0,05), realizada com one-way ANOVA.

Em seguida, para analisara expressao de genes relacionados ao processo de maturacao
dos osteoblastos cultivados sobre os scaffolds, avaliou-se o nivel de transcricdo génica por
meio de qRT —PCR. Tal analise permitiu identificar uma baixa expressao de todos os genes
em 7 e 14 dias de cultivo no grupo controle, cujas células foram cultivadas na superficie
pléstica das placas de cultura. No entanto, quando os osteoblastos foram cultivados sobre os
scaffolds de coldgeno e coldgeno com NPTB maior expressdo génica foi observada

principalmente em 14 dias. Figura 35.
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Figura 35. Heatmap de genes relacionados a maturacio osteoblastica nos scaffolds. As
colunas representam grupos estudados em diferentes momentos (7 e 14 dias), sendo CT =
grupo controle, R = coldgeno de rato, RNP = colageno de rato + NPTB. Tons de verde
indicam genes subexpressos e tons de vermelho indicam genes superexpressos.

Para o grupo colageno identificou-se maior expressao de Bmp2, Bglap e Runx2 no dia
7 em relagdo aos demais grupos no mesmo periodo. Essa expressdo foi estatisticamente
significativa para o gene Bglap, que codifica a osteocalcina, podendo indicar inicio da
maturagdo nesse grupo ja em 7 dias de cultivo, tendo em vista que a osteocalcina ¢ um

marcador de maturagdo osteobléstica. Figura 36.

Para o grupo coldgeno com NPTB, observou-se baixos niveis de expressdo de todos os
genes em 7 dias, embora a expressdo de Alpl nesse grupo tenha sido mais proxima a do grupo

colageno.
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Figura 36. Analise estatistica do perfil de expressdo génica em 7 dias. CT = grupo
controle, R = coldgeno de rato, RNP = colageno de rato + NPTB.Andlise estatistica realizada
com two-way ANOVA com significincia estatistica para valore de p<0,05.

No entanto, apds 14 dias de cultivo maior expressdo de varios genes foi observada
para o grupo coldgeno com NPTB. O gene Collal apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos grupos controle e coldgeno. O mesmo foi observado para Bglap

embora esse tenha apresentado niveis muito mais elevados em relagdo ao Collal.

O gene Alpl foi mais expresso tanto no grupo colageno quanto no coldgeno com
NPTB, em niveis semelhantes entre eles. Para ambos os grupos identificou-se diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao controle.

Maior expressdo de Runx2 foi identificada para os grupos em que as células foram
cultivadas sobre os scaffolds, tendo ocorrido maior expressao no grupo colageno com NPTB,

embora essa diferenca ndo tenha sido significativa.

Diferencas estatisticamente significativas também nao foram observadas para os perfis
de expressdo de Bmp2 em 14 dias de cultivo, embora maior expressdo tenha ocorrido em
ambos os grupos de scaffolds quando comparados ao controle, tendo tal expressdo sido em

niveis semelhantes entre eles. Figura 37.
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Figura 37. Analise estatistica do perfil de expressao génica em 14 dias. CT = grupo
controle, R = colageno de rato, RNP = colageno de rato + NPTB. Analise estatistica realizada
com two-way ANOVA com significancia estatistica para valores de p<0,05.

Assim, tendo em vista o favoravel perfil de expressdo de genes envolvidos com a
maturagdo de osteoblastos ao término de 14 dias de experimentacao, entende-se que o biogel
de coldgeno com NPTB possui potencial osteoindutor, mesmo na auséncia de fatores de

maturagao no meio de cultura.

4.7 Reparo 0sseo — Aplicagio in vivo

Tendo em vista o potencial osteoindutor dos scaffolds, realizou-se também estudo in
vivo para identificar a capacidade do material em promover reparo osseo. Para tal, utilizou-se
um modelo de osteotomia de tibia em ratos Wistar no qual a area da lesdo foi tratada com
scaffold de colageno de rato ou colageno de rato com NPTB, sendo que o grupo controle nao

recebeu tratamento. Figura 38.
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Figura 38. Analise macroscopica da area da lesdo odssea apos 14 dias.Imagens
representativas do A) grupo controle (sem adi¢do de material), B) grupo coldgeno (adi¢do de
scaffold de colageno de rato) e em C) grupo coldgeno com NPTB(adi¢do de scaffold de
coladgeno de rato associado a NPTB).

Apo6s 14 dias da lesdo observou-se uma regido maior da medula ocupada por
trabéculas 6sseas neoformadas no grupo controle quando comparado aos demais grupos,
sendo que no grupo contendo NPTB a presenca de trabéculas na regido medular foi muito
inferior. Também foi identificado osso neoformado na regido cortical da lesdo no grupo
coladgeno e principalmente no grupo colageno com NPTB, sendo que no grupo controle niao
observou-se neoformacdo cortical na area da lesdo indicando reparo tecidual retardado em

relacdo aos grupos tratados com os scaffolds. Figura 39.
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Figura 39. Analise histolégica da area da lesdo apés 14 dias. Em A) grupo controle, B)
grupo coldgeno, C) grupo colageno + NPTB. Coloracdo Hematoxilina e Eosina, aumento de
4X, escala da barra de 100 pm. Linha representando area da lesdo.Em D) representagao
gréafica da area de invasdo trabecular na regido medular. Andlise estatistica realizada com two-
way ANOVA com significancia estatistica para valore de p<0,05.

Tendo em vista a neoformagdo de osso cortical na area da lesdo e a menor area de
invasdo trabecular nos grupos tratados com os scaffolds, conclui-se que o reparo 6sseo foi
favorecido por meio do tratamento com os biogéis a base de colageno, especialmente quando

esses foram associados as NPTB.
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5 DISCUSSAO

O BaTiO; tem despertado interesse na area biomédica devido sua propriedade
piezoelétrica e excelente biocompatibilidade (158). Os estudos de tal propriedade assim como
de aspectos morfologicos das NPTB tem sido descritos em diversos trabalhos que mostram
uma variedade muito grande de caracteristicas como tamanho (159) (160) (161) e forma,
tendo como exemplo as NPTB cubicas, esféricas e em bastdo (138). O tamanho de uma
nanoparticula apresenta importante influéncia do ponto de vista biolodgico tendo em vista sua

possibilidade de ser endocitada, de sofrer biodistribui¢ado e eliminagao do organismo (162).

Tendo em vista a importancia que o tamanho das NPTB apresenta nas respostas
bioldgicas, 0 mesmo também apresenta grande relagdo com suas propriedades piezoelétricas.
Em um estudo com BaTiO; variando de 290nm até 8,61 um, identificou-se que maior efeito
piezoelétrico ocorre para particulas com diametro proximo de 1um (161). No que diz respeito
a nanoparticulas ferroelétricas com didmetro abaixo de 100nm, existe uma relacdo direta entre
presenca de propriedade piezoelétrica e tamanho, sendo assim quanto menor a nanoparticula

menor a capacidade piezoelétrica do material (163).

As NPTB do presente estudo apresentaram didmetro aproximado de 60nm que foi
identificado por meio de andlises de AFM e MEV. A morfologia observada nas imagens de
MEV foi de nanoparticulas esféricas com tendéncia ao aspecto cubico. A fim de caracterizar
as propriedades elétricas de tais nanoparticulas, elas foram inicialmente estudadas quanto a
carga de superficie quando dispersas em meio de cultura, a partir do qual identificou-se
potencial Zeta negativo de -11,17mV. A carga na superficie de nanoparticulas apresenta
importante influéncia no que diz respeito a viabilidade celular ja tendo sido relatada maior
viabilidade quando as nanoparticulas sdo carregadas positivamente em relagdo as neutras e as

negativamente carregadas (164).

No entanto, tratando-se de materiais ceramicos tém-se observado uma favoravel
relagdo entre polarizacdo negativa e células de tecido d6sseo. Um estudo revelou que
osteoblastos cultivados sobre filmes de HA polarizada negativamente apresentaram maior
proliferagdo apos 42h de cultivo quando comparado ao grupo com HA positivamente
polarizada (165). E sabido que a polarizagio do BaTiO; é dependente de sua estrutura
cristalina em fase tetragonal (166), sendo que sua caracterizagdo tem sido realizada por meio
de técnicas como espectroscopia por infravermelho, difracdo de raios-X (167) e a

espectroscopia Raman (168). Sabe-se que picos Raman localizados nas regides ao redor de



73

307 cm™ e 715 em™ correspondem 4 estrutura tetraédrica das NPTB, embora picos proximos
de 175, 520 cm™ e 265 cm™ também tenham sido associados a fase cristalina assimétrica
(169). No presente estudo obteve-se picos Raman para NPTB em 307 cm™ e 715 cm’,
caracterizando o material como em fase tetragonal caracteristica de ser piezoelétrico. Um pico
Raman em 79 cm™ também foi observado no presente trabalho, tal achado foi descrito por um
trabalho prévio o qual descreveu que a presenca de picos proximos a regiio de 70cm’™
relacionam-se a vibragdes decorrentes dos atomos de bario nas NPTB, enquanto que as
vibragdes dos atomos de titdnio e oxigénio sdo identificadas por meio dos mesmos picos

referentes as regides que caracterizam a fase tetragonal (169).

A identificag¢do de elementos quimicos na amostra de NPTB também foi realizada por
EDS. Tal analise revelou a presenca de bario, titdnio, oxigé€nio, carbono, sddio e silicio. Uhl et
al. 2020 descreveram a presenca de um pico referente ao sodio em amostras de NPTB
analisadas por meio de EDS, sendo esse achado relacionado a presenga de residuos
provenientes das etapas de sintese das nanoparticulas. Precursores como carbonato de bario e
titanato de sodio sdo frequentemente utilizados para a sintese do titanato de bario, podendo os
elementos quimicos destes serem identificados no produto final da sintese, o que poderia

explicar a presenca de carbono e sddio nas amostras no presente trabalho (158).

Considerando que as NPTB em estudo apresentaram composi¢do quimica e
estruturagdo cristalina tipica de NPTB piezoelétricas, realizou-se analises do perfil condutor
das nanoparticulas por meio de EFM para caracterizagdo de propriedades elétricas. Tendo em
vista que a matriz O0ssea apresenta naturalmente propriedade piezoelétrica importante na
ativagdo celular, as andlises realizadas no presente trabalho permitiram a identificagdo de
perfil pouco condutor em NPTB, sendo esse um achado que condiz com relatos da literatura,
os quais descrevem os materiais piezoelétricos como sendo de baixa condutividade. Tal
caracteristica foi observada por Parizi et al. 2014 que por meio de EFM analisou um filme de
NPTB cubicas com 15nm de didmetro e identificou que as mesmas apresentam alta
resisténcia a condugao elétrica. De modo semelhante Nuraje ef al. 2006 investigou a presenca
de ferroeletricidade em NPTB de 12nm de didmetro por meio de EFM observando a presenca
de contraste entre as NPTB mais claras e o substrato condutor escuro nas imagens obtidas.
Tais relatos corroboram os achados do presente estudo que caracterizam as NPTB como
material piezoelétrico de baixa condutividade. As caracteristica elétricas das NPTB vem
sendo exploradas em aplicagdes bioldgicas no contexto de reparo 0sseo e regeneracdo. Uma

investigacdo sobre o efeito de revestimentos BaTiO; para implantes na diferenciagao
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osteogénica de células Saos-2, célula derivada de osteossarcoma humano, identificou que
maior crescimento celular e diferenciagdo osteogénica ocorreram na presenca de
revestimentos com propriedade ferroelétrica, o que foi identificado por meio de maior
marcacao de ALP e osteocalcina, sendo que além disso a presenca do BaTiO3 ndo interferiu
na viabilidade celular (170). Sabe-se que a viabilidade celular ¢ uma importante condi¢ao para
a aplicagdo bioldgica de nanomateriais e tem sido demonstrado que variadas concentragdes de
NPTB nao apresentam influéncia significativa sobre a viabilidade celular (157). Os resultados
observados no presente trabalho corroboram com a literatura, no qual concentragdes
crescentes de NPTB entre 1ug/ml a 1500pg/ml foram testadas em cultura primaria de
osteoblastos de rato. Os resultados mostraram ainda que ndo houve relagdo linear entre
aumento da concentracdo ¢ alteragdes na viabilidade celular, indicando boa
citocompatibilidade das NPTB com células especificas do tecido dsseo. Tendo em vista tal
citocompatibilidade acreditou-se que a associagdo de NPTB com colageno, proteina
encontrada naturalmente nos 0ssos, seria capaz de promover a formagao de um scaffold com

propriedades de osteoindugao.

O colageno ¢ o principal componente organico do tecido 6sseo e um dos biomateriais
amplamente estudados para aplicagdo em engenharia de tecidos. A caracterizacdo de
biomateriais 4 base de coldgeno busca identificar sua composi¢cdo quimica, estrutura
molecular e organizagdo (171). Ja foi descrito que amostras de coldgeno tipo I analisadas por
meio de eletroforese devem apresentar um padrao de bandas no qual seja possivel identificar
cadeias ol em bandas de 135KDa e cadeias a2 em 100KDa (172). No presente estudo
observou-se que a amostra de colageno bovino possui maior intensidade para a regido de
cadeias al em relacdo ao coldgeno de rato. No entanto, ambas as amostras apresentaram
padrdo similar para regido de cadeias a2, que foram menos intensas em relagdo as bandas de
cadeia al. Tal achado esta de acordo com dados prévios da literatura que relatam um perfil de
intensidade descrito como 2:1 tendo em vista a maior proporc¢ao de cadeias al em relagdo as
cadeias a2 na constituicdo da molécula de coldgeno tipo I (173). Para as amostras obtidas
também observou-se a presenca de marcagdo para bandas caracteristicas de cadeias B e .
Tais cadeias sdo respectivamente dimeros e trimeros de cadeias o compreendidos como
componentes de alto peso molecular que sdo identificados em bandas nas regides de 245KDa
para cadeias B e logo acima disso para cadeias y (172). Foi observado que uma banda
levemente mais intensa acima de 250KDa ocorreu para o colageno de rato, a qual pode ser

proveniente do método de obtencdo do colageno. As amostras obtidas a partir das caldas de
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ratos ndo foram tratadas enzimaticamente como as amostras de colageno bovino. Tal
diferenga poderia justificar o padrao levemente mais intenso para a regido de maior peso
molecular no coldgeno de rato tendo em vista que em trabalhos prévios, a utilizagdo de

proteinases gerou a diminuic¢ao na intensidade das bandas nesta regido (173, 174).

Bandas abaixo de 100KDa também ocorreram para ambas as amostras. A identificacao
de bandas de menor peso molecular pode estar relacionada a presenca de fragmentos gerados
durante o processo de extragdo por método enzimatico (174). Tendo em vista que as amostras
de colageno de rato ndo foram tratadas enzimaticamente e que as bandas abaixo de 100KDa
foram presentes nos dois tipos de coldgeno, a presenga de tais bandas em ambas as amostras
poderia ser proveniente de moléculas ndo coldgenas presentes nos tecidos tendineos utilizados

para extragdo, como observado por Aro et al. 2014 (175).

Outra forma proposta para caracterizar a semelhanga na composi¢ao de amostras de
colageno compreende a espectroscopia Raman. Tal técnica é apontada como sensivel para a
identificacdo de componentes moleculares da matriz extracelular (176). Albro et al. 2018
utilizou a espectroscopia Raman para investigar as caracteristicas de tecido cartilaginoso e de
scaffolds desenvolvidos com a finalidade de aplicacdo em reparo de cartilagem,identificando
que os achados obtidos dentro do espectro de 800-1800cm™ para as assinaturas referentes a
glicosaminoglicanos, dgua e colageno apresentaram forte conformidade com dados obtidos de
analises bioquimicas (177). O espectro Raman de amostras de coldgeno normalmente
apresenta um pico de grande intensidade préximo de 3000cm™ que estd relacionado a
presenga de grupos CH2 e CH3 de cadeias laterais de aminoacidos. Proximo dessa regido ¢
comum a identificagdo de uma banda entre 3100-3600cm™ com intensidade inferior e que
estd relacionada a um background do conteudo de 4gua na amostra (178). Tal banda ndo foi
visivel no grupo colageno de boi e apresentou uma baixa intensidade no coldgeno de rato no
presente trabalho. Esses achados condizem com a condicdo das amostras tendo em vista que
ambas foram previamente liofilizadas. No entanto, relatos de bandas nesta regido também ja

foram relacionados as vibragdes provenientes de ligacdes N-H de amidas em proteinas (179).

Conforme a literatura, bandas de amida em amostras de colageno analisas por
espectroscopia Raman representam a formagao de ligagdes peptidicas entre grupos N-H de
aminoacidos glicina e C=0O de prolinas indicando a estruturagdo em tripla hélice das cadeias
peptidicas (179). Apesar da relagdo com amidas na regido entre 3100-3600cm ™, as assinaturas

para amida I sdo normalmente identificadas na regido entre 1650 ¢ 1680cm™ (C=0 e C=C),
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sendo as de amida III relatadas para as regides entre 1230 e 1280cm™ (C-N e N-H) (176, 178).
Ambas as amostras analisadas no presente estudo apresentam picos localizados dentro das
referidas faixas espectrais demonstrando a presenga de organizacao estrutural subfibrilar em
tripla hélice. Entre as regides referentes as amidas, observou-se um pico em 1449 cm™ para
ambas as amostras. Tal pico ja foi descrito como sendo proveniente de grupos CH2 e CH3 de

proteinas (180).

Assinaturas para Glicosaminoglicanos (S=0) e lipideos (C-C) podem ser identificadas
nas regides de 1068 ¢ 1080cm™ respectivamente em proximidade com um local onde também
identifica-se assinaturas referentes ao colageno e que sdo provenientes do conteido de
prolina, hidroxiprolina, assim como de ohélices na amostra (176). Tais assinaturas,
encontradas na faixa entre 820 ¢ 939cm™, apresentaram pequena variagio no valor de picos
entre o colageno bovino e o coldgeno de rato embora ambos encontrem-se dentro da faixa
espectral referida e apresentando semelhanga com o padrao de picos Raman identificados em
outros estudos (181). A semelhanca entre amostras de coladgenos tipo I bovino e de rato foi
investigada por meio de espectroscopia Raman por um grupo que identificou que ambas as
amostras apresentam muita semelhanga do ponto de vista da assinatura dos picos e de suas
intensidades, sendo as pequenas diferengas atribuidas a aspectos conformacionais na amostra.
A literatura também aponta que os picos em 1670cm™, 1250cm™ e 940cm™ caracterizam a

disposicao aleatoria das fibras estudadas (182).

Tais descrigdes sao semelhantes ao encontrado no presente estudo, no entanto
observou-se que para as amostras de coldgeno bovino uma notdvel maior intensidade foi
obtida em toda faixa espectral onde encontra-se a assinatura do coldgeno (700-1800cm
1)( 179). Esta descrito na literatura que fatores como concentragdo dos constituintes da MEC,
assim como a disposi¢do das fibras interferem nas intensidades dos picos (177, 179). Tendo
em vista que as amostras de colageno bovino analisadas por meio de MEV apresentaram uma
trama em cujas fibras estavam dispostas em paralelo e mais densamente agrupadas, acredita-
se que tal organizagdo tenha influenciado a intensidade das assinaturas espectrais embora
ambas as amostras apresentem picos que apontam para uma composicdo molecular

semelhante.

Moléculas de colageno utilizadas para producdo de scaffolds ja mostraram ser
biocompativeis, permitindo a adesdo e proliferacao celular (183). Além disso, scaffolds de

coldgeno em associacdo com outros materiais como o fosfato tricélcico sdo capazes de induzir
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maior mineralizagdo, atividade de ALP e produ¢do de osteopontina quando tais scaffolds sdo
cultivados com pré-osteoblastos MC3T3-E1 (184). Ao investigar o potencial osteogénico de
scaffolds de colageno com HA Calabrese et al. 2016 mostraram que a diferenciacao
osteogénica de células tronco ocorreu mesmo na auséncia dos fatores quimicos de
diferenciagdo no meio de cultura (185). Esses relatos demonstram o potencial do coldgeno
em favorecer a diferenciagdo osteogé€nica e maturagdo osteobldstica quando em associagdo
com materiais cuja composicao e/ou propriedades fisicas sdo semelhantes as do tecido
0sseo.Embora o colageno ja tenha sido amplamente utilizado na producao de diversos
compositos, sua associagdo com BaTiOs; tem sido pouco estudada. Zanfir et al. 2016
investigaram a utilizacdo de coldgeno com HA e coldgeno com HA acrescido de NPTB para
producdo de scaffolds com potencial osteoindutor, os quais foram testados in vitro com
células tronco humanas obtidas de fluido amniotico. Em tal trabalho os autores observaram
que as células apresentaram capacidade de adesdo e distribuicdo uniforme sobre ambos os
tipos de scaffods. No entanto, apds uma semana de cultivo, as andlises de expressdo génica
revelaram que maior expressdo dos genes para BMP1, osteopontina, coldgeno e ALP foi
identificada para o grupo contendo NPTB em rela¢do ao grupo formado apenas por coldgeno
e HA, tendo os resultados favoraveis sido atribuidos as propriedades ferroelétricas das NPTB

(186).

Apesar do curto periodo experimental de 7 dias realizado por Zanfir et al. 2016
resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho no qual identificou-se que apos 14
dias de cultivo ambos os scaffolds induziram niveis semelhantes de expressdo génica para
ALP, os quais foram significativamente maiores em relagdo ao controle, no entanto a presenca
de NPTB nos scaffolds promoveu maior expressao dos genes Collal e Bglap em relagdo aos
grupos colageno e controle. Como previamente descrito na literatura, o colageno produzido
pelas células oOsseas durante a diferenciagdo e maturacdo osteobldstica atua como um
marcador inicial de tal processo, seguido por ALP como marcador intermediario e
osteocalcina como marcador tardio (170). Tal descricdo permite concluir que no presente
estudo ao término de 14 dias, maior maturacdo ocorreu para o grupo contendo as NPTB,

embora o grupo colageno tenha gerado expressao significativa de Collal e Bglap em 7 dias.

A influéncia da MEC na regulacdo da expressao de genes relacionados a osteogénese
se da por meio da intera¢do de integrinas alf31 da membrana celular com o colageno, o que
gera ativacao da via de MAPK levando a fosforilacao e regulacao da atividade transcricional

de Runx2 (187). Tendo em vista que genes como Collal e Bglap sdao regulados por Runx2
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(24), tal descri¢ao poderia justificar a observac¢ao de que o colageno na auséncia de NPTB foi
capaz de induzir uma maior expressdo desses genes em 7 dias de cultivo, embora tais niveis

tenham sido inferiores aos do grupo com NPTB em 14 dias.

Uma vez que a morfologia celular ¢ uma caracteristica importante de ser avaliada na
viabilidade e diferenciagdo celular, observou-se no presente estudo que os osteoblastos
apresentaram-se aderidos a superficie dos diferentes scaffolds com formacgdo de inumeros
prolongamentos, os quais conferiram a eles o aspecto alongado semelhante a fibroblastos,
embora uma tendéncia a morfologia estrelada também tenha sido observada, como
identificado no trabalho de Gutie rrez-Prieto et al. 2019 que estudou osteoblastos humanos
cultivados sobre scaffolds de colageno bovino (188). Uma morfologia muito semelhante foi
relatada para osteoblastos MC3T3-E1 cultivados sobre scaffolds produzidos com colageno
originado de pele de bezerro e incorporados com apatita CO;3, sobre os quais observou-se que
as cé¢lulas foram habeis em produzir novas fibras de coldgeno e migrar para o interior dos

scaffolds apos 10 dias de cultivo (189).

Apesar dos estudos in vitro gerarem informagdes importantes a cerca da citotoxicidade
e comportamento celular, trabalhos in vivo se fazem fundamentais na abordagem sistémica
dos efeitos de novas terapias. Nao ha muitos estudos que tenham investigado a aplicagdo de
scaffolds com NPTB em modelos de reparo 6sseo. Uma investigacdo sobre o uso de MEC
Ossea descelularizada e coberta com NPTB para implantacdo em lesdo dssea de 8mm em
mandibulas de coelhos mostrou induzir maior formagdo 6ssea apos 4 e 12 semanas quando
comparado ao grupo controle além de maior angiogénese e produgdo de osteocalcina no

tecido.

A osteocalcina ¢ uma glicoproteina ndo coldgena sendo a mais abundante do tecido
0sseo, que além de servir como marcador de maturacdo osteobldstica atua gerando sinalizagdo
para reabsorcao e formacao Ossea, exercendo importante fungdo no processo de mineralizacao
tendo em vista sua afinidade por ions calcio (190, 191). A importincia dessa glicoproteina foi
demonstrada em um estudo realizado por Carvalho et al, no qual células tronco da medula
Ossea foram cultivadas sobre scaffolds de colageno tipo I associados com osteocalcina e/ou
osteopontina. Os scaffolds produzidos por eles foram biocompativeis e osteoindutores, além
de apresentarem o potencial de promover angiogénese. No mesmo trabalho foi investigada a
utilizagdo dos scaffolds em um modelo de lesdo em ossos longos de coelhos, para os quais

observou-se ap6s 6 semanas a formacdo de novo tecido na area da lesdo,na qual também



79

foram identificados osteoblastos ¢ auséncia de sinais de inflamagdo, infeccdo e reagdo de
corpo estranho (192). Semelhantemente aos relatos na literatura, os scaffolds a base de
colageno desenvolvidos no presente estudo apresentaram potencial de induzir maior formagao
e reparo 6Osseo, especialmente na presenga de NPTB, tendo sido evidenciado pela maior
formagao de osso cortical e remodelamento do espaco medular No entanto, apesar de terem
sido identificados como biocompativeis e terem apresentado favoravel osteoinducdo, tendo
em vista a maior atividade de ALP e expressio de marcadores de maturacdo como
osteocalcina e colageno, mais estudos devem ser realizados investigando a
biocompatibilidade com células humanas, potencial angiogénico, biodistribui¢do, respostas
sistémicas as nanoparticulas e suas associagdes com coldgeno de diferentes espécies animais,
assim como estudos avangados da microestrutura e qualidade dssea gerada durante o processo

de reparo in vivo.

Sendo assim, o presente trabalho demonstra que os scaffolds a base de colageno
associados com as NPTB piezoelétricas sao biocompativeis, osteoindutores e apresentam
potencial para aplicacdes terapéuticas tendo em vista a capacidade de favorecerem o processo

de reparo 6sseo.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas neste trabalho sao:

e As NPTB estudadas possuem as caracteristicas quimicas, fisicas e morfoldgicas
tipicas de NPTB piezoelétricas além de ndo apresentarem citotoxicidade para
osteoblastos de rato.

e As amostras de colageno bovino e de rato obtidas sdo muito semelhantes e formam um
scaffold citocompativel na auséncia e presenca de NPTB.

e A maturagdo osteoblastica ¢ favorecida ao cultivar as células sobre os scaffolds de
coladgeno de rato com as NPTB sendo tal maturagdo evidenciada pela maior atividade
de ALP e significativa expressdo de genes relacionados a maturacdo osteoblastica,
como Collal, Bglap e Alpl.

e  Os scaffolds de colageno com NPTB sdo capazes de favorecer maior reparo 6sseo em

modelo de osteotomia de tibia em ratos.
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7 PERSPECTIVAS

e Concluir analises histologicas da area da lesdo 6ssea de 7 e 14 dias apos tratamento
com os scaffolds.

e Avaliar a angiogénese na area da lesdo 6ssea tratada com os scaffolds.

e Estudar a biodistribuicao in vivo das NPTB em o6rgaos de clearance (bago, figado e
rins).

e Realizar estudos de propriedades mecanicas dos ossos tratados com os scaffolds.

e Realizar estudos da qualidade e microestrutura ossea.

e [Estudar in vitro a osteoindugdo com células tronco humanas cultivadas nos scaffolds.
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9 ANEXO

Comissao de Etica no Uso de Animais da UFS) - CEUA/UFS)

CERTIFICADO

Certificamsnos que o  projeto  intitulado  “Desenvolvimento
biotecnolégico de scaffolds de baixo custo para reparo dsseo”,
protocolo n? 009/2018 sob a responsabilidade de Erika Lorena
Fonseca Costa de Alvarenga que envolve a produgdo, manutengao
efou utilizacdo de animais pertencentes ac file Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Sao
Jodo del-Rei, em reunido de 17/08/18.

Finalidade { ) Ensino { x ) Pesguisa Cientifica
Vigéncia do Inicio: 17/08/18 Término: 01/06/23
Projeto

Especie/Linhagem |180 Rato heterogénico - Ratfus norvegicus
fraca albinus e 360 neonatos oriundos do descarte
realizado pelo NUCAL.

N2 de animais 540

Peso / Idade 350-500 gramas / 12 semannas ; 10-20g/3-5
dias

Sexo 180 Machos adultos; 180 machos neonatos; 180
femeas neonatos.

Origem Biotério Central da UF5)

Campus Tancredo Newves - CTAN

S3do Jodo del Rei - MG

Prof.2 Liliam Midori Ide
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA-UFS)

92



