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RESUMO

O enxerto Gsseo é considerado como um arcabouco temporério para a regeneracao tecidual
importante para o tratamento de defeitos 0sseos. Sabe-se que endotoxinas bacterianas estdo
relacionadas ao desenvolvimento de reabsorcdo Ossea inflamatoria. Nesse sentido, o objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial osteogénico e imunomodulatoério dos produtos de dissolugado
ibnica de substitutos 0sseos xendgenos em pré-osteoblastos e macréfagos expostos a
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Para isso, 0 meio de cultura foi condicionado com Bio-
Oss® (Geistlich, Suica), BoneFill® (Bionnovation, Brasil) ou GenOx Inorg® (Baumer, Brasil)
por 24 h (0,1 g/mL), filtrado e utilizado nas concentracdes de 100, 50 e 25% para avaliacdo
inicial de citotoxicidade (método da resazurina) em pré-osteoblastos da linhagem MC3T3-El e
macréfagos RAW 264.7. Culturas ndo expostas serviram como Controle. Parte dos grupos foi
cultivada adicionalmente com LPS a 1 pg/mL (LPS+). A partir dos resultados de viabilidade,
em culturas de osteoblastos, a concentracdo de 100% foi utilizada para avaliar os efeitos dos
biomateriais sobre os niveis de RNAm para importantes marcadores da diferenciacao
osteoblastica (RUNX2, ALP, BSP e OPG) por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(PCR) apds 7 dias. Nas culturas de macrdfagos, a concentracao de 50% foi utilizada para analise
de marcadores inflamatorios (IL-1B, IL-6, IL-23, iINOS e TNF-a) apds 24 horas por PCR. Os
dados quantitativos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade de
variancias. Foi aplicado o teste ANOVA para dados normais, enquanto dados ndo normais
foram analisados pelo teste Kruskal Wallis, ambos seguido de pés teste, quando apropriado (a
= 5%). Em osteoblastos, os extratos dos biomateriais promoveram discreta reducdo da
viabilidade celular em todas as concentragbes. Ainda, houve reducdo na expressdo dos
marcadores de diferenciacdo osteoblastica em culturas expostas ao LPS, independente do grupo
experimental. Na auséncia de LPS (LPS-), de modo geral, os grupos de biomateriais exibiram
os maiores valores de RUNX2 e BSP em relacdo ao Controle (p<0,05), e valores similares a ele
para ALP (p>0,05). Para LPS+, os biomateriais promoveram niveis superiores de ALP, BSP e
OPG, e inferiores de RUNX2 em rela¢do ao Controle (p<0,05). Em macréfagos, os biomateriais
reduziram significativamente a viabilidade quando na mais alta concentragdo (100%). Para
LPS-, houve aumento de TNF-a em BioOss, de IL-6 em Bonefill e de TNF-a, iNOS e IL-1P
em GenOx, e redugdo de TNF-a e iNOS em Bonefill comparativamente ao controle (p<0,05).
Para LPS+, houve aumento de IL-1 em BioOss e Bonefill e de TNF-a, IL-1B e IL-23 em
GenOx, e reducdo de iINOS em BioOss e de IL-6, TNF-a, iNOS e IL-23 em Bonefill (p<0,05)
em relacdo ao Controle (p<0,05). Com base nos resultados, conclui-se que os ions liberados
pelos biomateriais favoreceram a expressao de marcadores osteoblasticos e que, na presenca do
LPS, a exposi¢do aos biomateriais preservou a expressao do fenotipo osteogénico. Além disso,
0s materiais exibiram efeito modulador sobre a inflamagéo, sendo que Bonefill e Bio-Oss
modularam negativamente a expressao de genes pro-inflamatorios, enquanto que o GenOx
modulou positivamente a expressao desses genes em macréfagos, na presenca ou nao de LPS.
Estes achados sugerem que a selecdo do material pode ser determinante para o processo de
regeneracgdo tecidual de sitios 6sseos na presenca de contaminagdo bacteriana.

Palavras chave: Osso xenogeno. Osteoblasto. Macréfagos. Lipopolissacarideo. Inflamacdo.
Expressédo génica. Cultura de células.



SUMMARY

Bone graft is considered as a temporary framework for tissue regeneration important for the
treatment of bone defects. It is known that bacterial endotoxins are related to the development
of inflammatory bone resorption. This study aimed at evaluating the osteogenic and
immunomodulatory potential of ionic dissolution products of xenogenous bone substitutes in
pre-osteoblasts and macrophages exposed to bacterial lipopolysaccharide (LPS). For this, the
culture medium was conditioned with Bio-Oss® (Geistlich, Switzerland), BoneFill®
(Bionnovation, Brazil) or GenOx Inorg® (Baumer, Brazil) for 24 h (0.1 g/mL), filtered and
used in concentrations of 100, 50 and 25% for initial evaluation of cytotoxicity (resazurin
method) in pre-osteoblasts of the MC3T3-E1 lineage and RAW 264.7 macrophages. Unexposed
cultures served as Control. Part of the groups were further cultured with LPS at 1 pg/mL
(LPS+). From the viability results, in osteoblast cultures, the concentration of 100% was used
to evaluate the effects of biomaterials on mRNA levels for important markers of osteoblastic
differentiation (RUNX2, ALP, BSP and OPG) by chain reaction of real-time polymerase (PCR)
after 7 days. In macrophage cultures, a concentration of 50% was used to analyze inflammatory
markers (IL-1p, IL-6, IL-23, iNOS and TNF-a) after 24 hours by PCR. Quantitative data were
subjected to tests of normality and homogeneity of variances. The ANOVA test was applied
for normal data, while non-normal data were analyzed by the Kruskal Wallis test, both followed
by post-test, when appropriate (o = 5%). In osteoblasts, the extracts of biomaterials promoted
a slight reduction in cell viability at all concentrations. Furthermore, there was a reduction in
the expression of osteoblastic differentiation markers in cultures exposed to LPS, regardless of
the experimental group. In the absence of LPS (LPS-), in general, the groups of biomaterials
exhibited the highest values of RUNX2 and BSP in relation to the Control (p<0.05), and values
similar to it for ALP (p>0.05). For LPS+, the biomaterials promoted higher levels of ALP, BSP
and OPG, and lower levels of RUNX2 in relation to the Control (p<0.05). In macrophages,
biomaterials significantly reduced viability at the highest concentration (100%). For LPS-, there
was an increase in TNF-a in BioOss, IL-6 in Bonefill and TNF-a, iNOS and IL-1B in GenOx,
and a reduction in TNF-a and iNOS in Bonefill compared to the control (p<0 .05). For LPS+,
there was an increase in IL-1p in BioOss and Bonefill and in TNF-a, IL-1f and IL-23 in GenOx,
and a reduction in iNOS in BioOss and in IL-6, TNF-a, iNOS and IL-23 in Bonefill (p<0.05)
in relation to the Control (p<0.05). Based on the results, it is concluded that the ions released
by the biomaterials favored the expression of osteoblastic markers and that, in the presence of
LPS, exposure to the biomaterials partially rescued the expression of the osteogenic phenotype.
In addition, the materials exhibited a modulatory effect on inflammation, with Bonefill and Bio-
Oss negatively modulating the expression of pro-inflammatory genes, while GenOx positively
modulated the expression of these genes in macrophages, in the presence or absence of LPS.
These findings suggest that material selection may be decisive for the tissue regeneration
process of bone sites in the presence of bacterial contamination.

Keywords: Xenogenous bone. Osteoblast. Macrophages. Lipopolysaccharide. Inflammation.
Gene expression. Cell culture.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo mineralizado ativo e dindmico, devido sua
constante capacidade de ser remodelado, a partir de processos de formagdo e reabsorcdo
(FLORENCIO-SILVA et al., 2015). Diferentes células sdo responsaveis pela manutencdo
desses processos, entre elas osteoblastos, osteodcitos (células formadoras do tecido 6sseo) e
osteoclastos (células responsaveis por seu processo de reabsorgao). A homeostase do tecido
6sseo é mantida pela dinamica balanceada entre a atividade dos osteoblastos e dos osteoclastos.
Esses processos sdo regulados por fatores sistémicos, como os horménios, mas também por
fatores locais, como os fatores de crescimento e citocinas, que sdo capazes de modular a
resposta celular (KATCHBURIAN; ARANA, 2004). Dessa forma, o processo de remodelacéo
0ssea também é modulado pelo sistema imune. Desequilibrios nesses processos podem levar a
reabsorcdes patoldgicas, nas quais citocinas e mediadores locais podem induzir a um aumento
da reabsor¢do Ossea, elevando a atividade osteoclastica ou a inibi¢ao da formacgéo de matriz
Ossea, reduzindo a atividade dos osteoblastos (TAKAYANAGI, 2005; ANDIA; CERRI;

SPOLIDORIO, 2006).

Considerando os tecidos 6sseos da maxila e mandibula, existem evidéncias para
relacionar as bactérias e seus subprodutos como o principal fator etioldgico de diversas
patologias que promovem a reabsorcdo Ossea inflamatdria, como € o caso da periodontite,
lesdes periapicais de origem endodontica e da periimplantite (GOKHALE et al., 2010). A
periimplantite € uma doenca de origem multifatorial associada a presenca de bactérias
patogénicas gram-negativas e anaerdbias, tais como Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia (MORMANN et al., 2008). Esses microrganismos liberam endotoxinas que se
aderem fortemente aos tecidos e intensificam os efeitos deletérios apds a colonizacdo da
superficie de titanio (ABU-AMER et al., 1997; MORMANN et al., 2008; GOKHALE et al.,

2010).
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A endotoxina bacteriana ou também conhecida como LPS, componente da membrana
externa de todas as bactérias gram-negativas, foi identificado como um importante fator
patogénico em doencas com perda 6ssea (KIRKWOOD et al., 2007; YOGESHA et al., 2009).
O LPS atua como forte estimulador da imunidade inata, e uma das muitas funcdes conhecidas
é induzir a reabsorcdo dssea in vivo e in vitro (ITOH et al., 2003; ISLAM et al., 2007;
MORMANN et al., 2008; ZHOU et al., 2013). O LPS possui uma estrutura anfifilica composta,
por lipideo A hidrofébico e uma longa cadeia polissacaridica conhecida como antigeno O

(ERRIDGE et al., 2002).

Uma vez nos tecidos, o LPS causa doencas inflamatdrias e danos teciduais induzindo
uma variedade de mediadores inflamatérios: citocinas (por exemplo, fator de necrose tumoral
[TNF] -a, interleucina [IL] -1 e IL-6), quimiocinas (por exemplo, 1L-8), espécies reativas de
oxigénio (por exemplo, oxido nitrico e superdxido) e metabdlitos lipidicos (por exemplo,
prostaglandinas, leucotrienos e fator de ativacdo plaquetéria) (FUJIHARA et al., 2003). O LPS
ativa predominantemente macrofagos, a via de sinalizagdo Toll-like receptor 4 (TLR4)/NF-«xB
e induz a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-6, IL-1B, proteina
quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1) (CUI et al., 2014; GALARRAGA-VINUEZA et al.,
2019). Estas células participam ativamente do processo inflamatorio, e podem ser classificadas
em dois fendtipos principais: os macrofagos que apresentam fendtipo M1, associados a secrecao
de citocinas, possuem mecanismos que podem governar a homeostase e a progressao das
doencas nos tecidos inflamados, s3o como “a ponte entre a resolucao da inflamacao e o reparo
tecidual” (GARLET; GIANNOBILE, 2018; GALARRAGA-VINUEZA et al., 2019); e os
macrofagos ativados por vias alternativas apresentam fenotipo M2, ligados a “inflamagédo
construtiva” envolvendo a secre¢do de citocinas anti-inflamatorias e fatores de crescimento que

potencializam o reparo tecidual (HAYES et al., 1996; STOGER et al., 2012; YU et al., 2016).
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Mesmo apds a morte bacteriana, o LPS contribui para a manutencdo do processo
inflamatdrio, que leva a destruicédo de tecidos moles e duros, através da ativacao de macréfagos,
do estimulo a formacdo de osteoclastos e do impedimento para a atividade e diferenciacdo dos
osteoblastos, ndo tendo o equilibrio entre a absorcéo e a reconstrucdo do 0sso alveolar (ABU-
AMER Y et al., 1997; TAKEUCHI et al., 1999; MORMANN M et al., 2008; INSUA et al.,
2017; ZHOU et al., 2021). Sabe-se que a osteoclastogénese, a partir da fusdo de mondcitos, e a
osteogénese, a partir de células-tronco mesenquimais, sd0 processos importantes para a
regeneracdo 0ssea alveolar (CHEN et al., 2013; CHEN et al., 2016; INSUA et al., 2017). Ainda,
ao estimular osteoblastos a produzir ou secretar IL-1, IL-6, prostagrandina (PG) E2 e a proteina
ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa p (RANKL) (ISHIMI etal., 1990; KEETING
etal., 1991), o LPS promove a sobrevivéncia de pré-osteoclastos e induz a sua fusdo para formar
osteoclastos multinucleados ativos, induzindo sua maturacdo e/ou sua ativacdo (SUDA et al.,
2002). Além de favorecer a osteoclastogénese e a reabsor¢do 0ssea, estudos demonstraram que
a diferenciacdo osteogénica de precursores de osteoblastos pode ser inibida pelo LPS, o que
pode ser considerado como outro mecanismo de perda 6ssea (KADONO et al., 1999; LAM et

al., 2000; INADA et al., 2006; ROGERS et al., 2007; TOMOMATSU et al., 2009).

Considerando-se o tratamento de defeitos 0sseos, infeccionados ou ndo, biomateriais
tém sido empregados para restabelecer o tecido perdido e permitir a instalacdo adequada de
implantes osseointegraveis, como também, manter as dimensdes da crista alveolar pos-extragéo
e levantamento de seio maxilar JUODZBALYS; WANG, 2007, MARDAS et al., 2010). O
enxerto 6sseo consiste na utilizagdo de materiais de origem natural ou sintética, implantado no
sitio do defeito, para que sirva como arcabouco temporario para facilitar a regeneragao tecidual,
no qual este material deva ser degradado gradualmente durante o processo de remodelacao do
defeito e este ser substituido por osso neoformado. Estes podem ser classificados como

autogenos ou heterogenos (KLIFTO et al., 2018).
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O enxerto 6sseo autdégeno é considerado o padrdo ouro, por possuir osteocondugao,
como todo substituto 6sseo, e apresentar capacidade osteoindutora (MIRON et al., 2011).
Entretanto, exibe limitacbes como: morbidade na area doadora do enxerto, disponibilidade
limitada, aumento de tempo cirurgico, além de potenciais complicagdes associadas ao sitio
doador (KLIFTO et al., 2018). Assim, enxertos xendgenos (de origem bovina, equina ou
porcina) e sintéticos ou aloplasticos (a base de fosfato de calcio, sulfato de calcio, carbonato de
calcio, vidros bioativos hidroxiapatita sintética, polimeros, etc.) sdo considerados vantajosos
por apresentar bom custo-beneficio e facilidade na aquisicdo (ARTZI et al., 2001,
CARMAGNOLA et al., 2008; TITSINIDES et al., 2019). No entanto, dependendo da sua
composicao, processo de fabricacdo e caracteristicas fisico-quimicas, diferencas significativas
em sua biodegradabilidade, bioatividade e osteocondutividade sdo observadas e que podem

influenciar em sua resposta biolédgica (KIM et al., 2010; TITSINIDES et al., 2019).

Entre os biomateriais xendgenos origem bovina, o BioOss é considerado como padrao
ouro e consiste em uma matriz 6ssea mineral organizada semelhante as fibras de colagenos,
nanoporos na superficie, tamanho de cristalito HA de 15nm, livres de residuos organicos, maior
area superficial (86m?/g), baixa cristalinidade e alto teor de carbonato, que podem facilitar uma
maior taxa de liberacéo de célcio no teste de dissolugdo em ambientes acidos (LUNDGREN et
al., 1996; MCALLISTER et al., 1999; SCHLEGEL et al., 2003; SLOTT et al., 2003; ARAUJO
et al., 2008; TRAINI et al., 2008; JENSEN et al., 2012; DO DESTERRO et al., 2014). Seu
procedimento de purificacdo consiste em um banho inicial para remocao de gordura e residuos
organicos brutos, seguido de aquecimento até 300°C antes de um banho de solucdo altamente
alcalina (pH > 13) (THALLER et al., 1994; WENZ et al., 2001; BARBECK et al., 2014;
GHANAATI et al., 2014). Ja& o Bonefill é submetido a uma sequéncia de banhos que
solubilizam as estruturas organicas, como células remanescentes da matriz organica, fibras e

proteinas, deixando apenas a por¢do mineral, e é processado em baixa temperatura
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(BIONNOVATION; BIOMATERIALS, 2013; DO DESTERRO et al., 2014; REINO et al.,
2021). Ainda, apresenta uma estrutura fibrosa, alguns microporos em sua superficie externa,
com particulas de HA formando um dnico corpo, dificultando a visualizacdo de particulas
individuais. Em estudos anteriores, foram observados nanoporos semelhantes ao Bio-Oss, sem
estrutura organizada. E considerado um material altamente amorfo e com baixa cristalinidade
e, devido a isso, sugere uma avaliacdo para presenca de material organico residual. Por sua vez,
0 Gen-Ox é obtido por desproteinizacdo em altas temperaturas (entre 950 e 1.000°C). Sem
estrutura organizada, por ser sinterizado em alta temperatura exibi maiores tamanhos de
particulas de HA. Um biomaterial com alto grau de cristalinidade (maior que Bio-Oss e
Bonefill) e menor taxa de liberacéo de célcio no ensaio de dissolugdo. Com textura de superficie
lisa, apresenta microporos, sem visualizacdo de nanoporos. Apresenta maior tamanho de

cristalito de 39 nm e menor area superficial em relacdo ao Bio-Oss e BoneFill.

Desterro et al. (2014), comparando propriedades fisico-quimicas desses trés
biomateriais (BioOss, GenOx inorganico e Bonefill), mostrou diferencas significantes nas taxas
de dissolucdo e liberacdo de ions célcio e fosfato. Sabe-se que a degradacdo de biomateriais
acarreta na liberacao de produtos ou particulas quimicas que alteram a funcdo dos macroéfagos,
podendo ativar ou suprimir sua fungdo (NAIR et al., 1990). Estudos anteriores in vitro
demonstram maior diferenciagdo em osteoblastos cultivados na presenca de concentragéo
adicional de Ca liberado por hidroxiapatita no meio de cultura de células (MA et al., 2005).
Além disso, evidéncias de estudos sugerem que os fons OH" e Ca?" dissociados a partir do
Ca(OH)2 podem inativar o LPS (SAFAVI et al., 1993), além de inibir a liberagdo de TNF-a dos
macrofagos expostos ao LPS (BARTHEL et al., 1997) e a estimulacdo de formacdo de
osteoclastos (JIANG et al., 2003). Estudos in vitro mostraram que os fons OH" e Ca?* quebram
as ligacOes éster na porgdo lipidica do LPS (SAFAVI et al., 1993) e altera as propriedades

bioldgicas das endotoxinas (SAFAVI et al., 1994; BARTHEL et al.,1997), reduzindo os efeitos
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deletérios provocados pelo contato da endotoxina com os tecidos (KODUKULA et al., 1988;
SIQUEIRA et al., 1999; ESTRELA, 2004; FARHAD & MOHAMMADI, 2005; LOPES;

SIQUEIRA JUNIOR, 2010).

Portanto, considerando que biomateriais para enxerto 0sseo exibem liberacéo
diferencial de ions célcio e hidroxila, conhecer o efeito dos produtos da dissolucdo i6nica de
substitutos 6sseos na funcédo destas células € uma consideracdo relevante para a previsibilidade
do prognéstico cirargico. Devido a escassez de trabalhos que explorem o potencial modulatério
desses materiais em condi¢des inflamatorias, € importante o desenvolvimento de estudos que
avaliem os efeitos dos produtos de dissolucdo liberados de enxertos xendgenos em células do

tecido Gsseo expostas ao LPS.
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2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo foi avaliar o potencial osteogénico e imunomodulatério dos produtos de
dissolucdo idnica de substitutos 6sseos xendgenos em pré-osteoblastos e macrofagos expostos

ao LPS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos dos produtos de dissolucdo de o0sso bovino desproteinizado (Bio-0Oss,

BoneFill, e GenOx Inorg) sobre:
- A viabilidade celular de pré-osteoblastos e macro6fagos expostos ou ndo ao LPS.

- A expressdo génica de marcadores da diferenciacdo osteoblastica em cultura de células pre-

osteoblasticas expostas ou ndo ao LPS.

- A expressao génica de marcadores da inflamagdo em macréfagos expostos ou ndo ao LPS.

A hipotese nula testada refere-se a inexisténcia de diferencas nas respostas osteoblastica
e de macrdfagos expostos ao LPS para diferentes extratos de substitutos dsseos utilizados no

presente estudo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os fatores em estudo foram os substitutos 6sseos em quatro niveis (Controle; BioOss;
BoneFill; GenOx Inorg) e o LPS em dois niveis (presenca ou auséncia). As variaveis de resposta
quantitativas foram: viabilidade celular, e expressdo génica de marcadores osteoblasticos e de
macrofagos.

O calculo amostral evidenciou que, para as analises de atividade mitocondrial, poderiam
ser utilizadas 4 amostras por grupo para obter 0,92 de poder do teste, considerando 5% de erro
tipo a (Software G*power, ERDFELDER; FAUL; BUCHNER, 1996). J& para as analises de
expressao génica, poderiam ser utilizadas 3 amostras por grupo para obter 0,83 de poder do

teste, considerando 5% de erro tipo a.

Figura 1. Delineamento experimental

OSTEOBLASTOS MACROFAGOS
(MC3T3-El) (RAW 264.7)
o | |
| | | |
CONTROLE BIO-0SS BONEFILL GEN-OX

LPS - LPS +

VIABILIDADE EXPRESSAO
CELULAR GENICA
N=4 N=

Fonte: autor
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3.2 PRERARACAO DOS EXTRATOS DOS BIOMATERIAIS

Para este estudo, foram utilizados os seguintes biomateriais: Bio-Oss (Geistlich, Suica),
BoneFill (Bionnovation, Brasil) ou GenOx Inorg (Baumer, Brasil) (tabelal). Para a obtencéo
dos extratos, todos os biomateriais foram pesados e acondicionados em garrafas de cultura
esterilizada em capela de fluxo laminar. Para a obtencéo dos extratos, meio a-MEM (Invitrogen,
Grand Island, NY, EUA) suplementado com 100 UIl/mL-100 pg/mL de penicilina-
estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi adicionado na proporcdo de 1 mL
para cada 100 miligramas de biomaterial (0,1g/mL) e mantido na temperatura de 37 °C, em
atmosfera umida contendo 5% de CO e 95% de ar atmosférico por periodos de 24 horas. Apos
este periodo, o meio de cultura utilizado para o condicionamento foi coletado, filtrado e
armazenado a -20°C até a sua utilizacdo nos experimentos. Para a exposi¢do das culturas
celulares, o extrato de cada um dos biomateriais foi descongelado a temperatura ambiente e
utilizado nas concentracdes baseadas em estudo piloto de 100; 50 e 25%, sendo adicionado soro
fetal bovino (Invitrogen) em concentracdo final de 10%. Culturas expostas apenas ao meio

osteogénico serviram como Controle.

Tabela 1. Substitutos 6sseos utilizados na pesquisa

BIOMATERIAL GRANULOMETRIA LOTE

Geistlich Bio-Oss 0,25mm-1mm 30643.3
Bonefill Porous 0,60 — 1,50mm 16892

GenOx Inorg 0,5 - 1,0mm 4360079
Esponjoso

Fonte: autor



Figura 2. Preparacdo do eluente dos biomateriais.

BoneFill GenOx
Inorg
= r

A

Biomateriais pesados (0,1g/MI) Garrafas de 75 cm? contendo meio (1 mL)

37 °C, 5% de CO,, 95% de ar atmosférico por 24 horas

Fonte: Autor

3.3 OBTENCAO DAS CULTURAS CELULARES

22

Células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1 (American Type Culture

Collection - ATCC, EUA) foram descongeladas e cultivadas em garrafas de 75 cm? (Corning

Inc) com de meio de expansdo, composto por a-MEM (Invitrogen), 10% de soro fetal bovino

(Invitrogen) e 100 UI/mL-100 pg/mL de penicilina-estreptomicina (Sigma). Apos a
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subconfluéncia, as células foram contadas e plaqueadas na densidade de 10.000 células/cm?
diretamente nos pocos de placas de poliestireno e cultivadas em meio osteogénico (composto
pelo meio de expansdo acrescido de 7 mM de B-glicerofosfato e 50 pg/mL de &cido ascorbico)
e deixadas aderir por 24 horas previamente a exposi¢do ao extrato dos cimentos avaliados.
Durante todo o periodo de cultivo, as células foram mantidas na temperatura de 37 °C, em
atmosfera imida contendo 5% de CO> e 95% de ar atmosférico; os meios de cultura foram
trocados a cada 3 dias.

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 (ATCC, EUA) foram crescidos em garrafas de
cultura de 75 cm? (Corning) com meio de cultura DMEM (Invitrogen), 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen), 100 UI/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen) até a
subconfluéncia. As células foram removidas dos frascos de cultura por uso de “cell scraper”,
contadas e plaqueadas a 10.000 células/cm?, deixadas aderir por 24 horas e expostas aos extratos
dos cimentos na presenca ou ndo do LPS por 24h. Durante todo o periodo de cultivo, as células
foram mantidas na temperatura de 37 °C, em atmosfera imida contendo 5% de CO2 e 95% de

ar atmosférico.

Figura 3. Representacdo esquematica da obtengdo das culturas celulares

o 5 ow =

B v

Descongelamento das linhagens Expansdo em garrafas de 75 cm? Plaqueamento em placas de
96 pocos a 10.000 células/cm?

Fonte: Autor
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3.4 VIABILIDADE CELULAR

Para esse ensaio, foi utilizada apenas extratos dos biomateriais na concentracéo de 25,
50 e 100%. A viabilidade celular foi avaliada apds 24 (macrofagos) ou 72 horas (osteoblastos)
por meio do kit comercial CellTiter-Blue® (Promega), que estima a viabilidade celular com
base na capacidade das células vivas em converter um corante redox (resazurina) em um
produto final fluorescente/colorido (resorufina). Para isso, foram adicionados 20 pL do reagente
CellTiter-Blue® para cada 100 pL de meio de cultura e as culturas celulares foram mantidas
por 3 horas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico.
Apds esse periodo, aliquotas de 100 pL foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de
96 pocos para medida colorimétrica em espectrofotometro (570 nm; pQuanti, BioTek

Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA).

3.5 EXPRESSAO GENICA

Apbs 24 horas (macrofagos) ou 7 dias (osteoblastos) foram avaliados os niveis de
RNAm para importantes marcadores do processo inflamatorio e da diferenciagdo osteoblastica,
respectivamente (Tabela 2). Para isso, o0 meio de cultura foi removido dos pocos e foi
adicionado o reagente Trizol LS (Invitrogen) a temperatura ambiente, por 5 min, sob agitagéo
por pipetagem. A extracdo do RNA total foi realizada através do kit SV Total RNA Isolation
System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com especificagdes do fabricante. Em
seguida, o0 RNA total foi quantificado em diferentes comprimentos de onda (260, 280, 230 e
320 nm) em espectrofotébmetro (GE Healthcare, Milwaukee, W1, EUA). A fita de cDNA foi
confeccionada a partir de 1 pug de RNA total. Este procedimento foi feito no termociclador

Mastercycle Gradient (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) por meio de reagdo com a enzima
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transcriptase reversa, utilizando-se o kit GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para a reacdo de Real-time PCR, foram utilizados o
reagente SYBR™ Green PCR Master Mix (ThermoFisher) e o aparelho StepOne Plus
(ThermoFisher). As reacGes foram realizadas em triplicata com volume final de 10 uL,
contendo 12,5 ng de cDNA. As reacBes de amplificacdo consistiram em 2 min a 95°C e quarenta
ciclos de 15 s a95°C e 1 min a 60 °C. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct
(cicle threshold, ou ciclo limiar), sendo este o ponto correspondente ao nimero de ciclos em
que a amplificacdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de fluorescéncia
dos controles negativos e a fase de amplificacdo exponencial das amostras), que permite a
analise quantitativa da expressdo do fator avaliado. Como controle endogeno, foi avaliada a
expressdo do gene constitutivo B-actina. Uma amostra negativa (dgua) foi submetida a reacao
com cada par de primers avaliados. O método comparativo de 299t (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001) foi utilizado para comparar a expressao génica das culturas dos diferentes grupos
experimentais. As sequéncias dos primers selecionados para este estudo estdo dispostos na

Tabela 3.
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Tabela 2. Marcadores osteoblasticos e inflamatdrios avaliados e fungBes conhecidas, de acordo com a literatura

GENE

SIGLA

FUNCAO

REFERENCIAS

Fator  de  transcricdo
relacionado ao runt tipo 2

Fosfatase alcaina

Sialoprotéina 6ssea

Osteoprotegerina

Interleucina-1 beta

Interleucina 6

Interleucina 23

Fator de necrose tumoral
alfa

Sintase de o6xido nitrico
induzivel

RUNX2

ALP

BSP

OPG

IL-1B

IL-6

IL-23

TNF-a

INOS

Utilizado como marcador inicial
do processo de diferenciacdo
osteoblastica.

Marcador da diferenciacdo
osteoblastica, enzima que atua
na quebra de moléculas que
contém fosfato para torna-lo
disponivel para o processo de
mineraliza¢do da matriz.

Proteina ndo-coladgena da matriz
que participa da nucleacdo dos
primeiros cristais de apatita

Proteina expressa osteoblastos
que desempenha um papel
importante  no  metabolismo
0sse0 inibindo a
osteoclastogénese e reabsorgdo
0ssea.

Amplificador de rea¢Bes imunes,
potente citocina pré-inflamatéria
que é fundamental para as
respostas de defesa do
hospedeiro a infecco e lesdo
agudas.

Citocina pro-inflamatdria
importante para a proliferacéo e
atividade de osteoclastos e a
maturagdo dos  osteoblastos,
manutenc¢do da homeostase.

Intimamente relacionada com
papel importante na regulacéo da
inflamagéo tecidual.

Citocina inflamatéria produzida
por macréfagos/mondcitos
durante a inflamacdo aguda
sendo responsavel pela
sinalizacdo dentro das células,
levando a necrose ou apoptose.

Enzima chave na resposta
inflamatoria de macrofagos

KOMORI, 2009.

WANG et al, 2010;
SHARMA et al., 2014.

HUNTER; GOLDBERG,
1993.

SIMONET et al., 1997.

DINARELLO, 1996;
DINARELLO, 2014;
GARLANDA et al., 2013.

TANAKA et al., 2018; DE
AZAMBUKA et al., 2002;
AXMANN et al., 2009.

MOSCHEN et al., 2019.

IDRISS; NAISMITH,
2000; TANI-ISHII et al.,
1999; AZUMA et al., 2000;
MACHTEI et al., 2006;
KONTTINEN et al., 2006.

MCNEILL et al., 2015.
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Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados para as reacdes de PCR em tempo real

GENE SEQUENCIA
IL-1B foward AAA GCC TCG TGC TGT CGG
IL-1B reverse GTG GGT GTGCCG TCT TTCA
IL-6 foward AAC GAT GAT GCACTT GCAGA
IL-6 reverse GAG CAT TGG AAATTG GGG TA
IL-23 foward TCCTTGCTT GGC AGT ATC CA
IL-23 reverse TGC TCA ATG TGT CAA CAG ACG
TNF-a foward TGT GCT CAG AGC TTT CAA CAA
TNF-a reverse CTT GAT GGT GGT GCA TGA GA
iNOS foward AAG CCCCGC TACTACTCCAT
iNOS reverse GCT GGA AGCCACTGACACTT
HO1 foward CCC AAAACT GGCCTG TAA AA
HO1 reverse CGT GGT CAG TCAACATGG AT
NFR2 foward TCA CAC GAG ATG AGC TTA GGG CAA
NFR2 reverse TAC AGT TCT GGG CGG CGA CTT TAT
RUNX2  foward CTT CAC AAATCCTCCCCAAGTG
RUNX2  reverse GGA ATG CGC CCT AAATCACTG
ALP foward GGG GTACAAGGC TAG ATG GC
ALP reverse CGG GCT CAA AGA GAC CTA AGA
BSP foward AGC ATGCCTACTTTT ATCCTCCT
BSP reverse TTCGTTTGAAGT CTCCTCTTCCT
OPG foward GAA TGC CGA GAG AGT GTA GAG AGG
OPG reverse CACGCT GCTTTC ACAGAG GT
ACT forward CCC TGA ACC CTAAGG CCAAC

ACT

reverse

TGT GGT ACG ACC AGA GGC AT
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos aos testes de aderéncia a curva normal
e homogeneidade de variancias. Constatada a normalidade da distribuicdo amostral, foi aplicada
a analise de variancia (ANOVA), enquanto que dados ndo normais foram analisados pelo teste
Kruskal-Wallis, ambos seguidos de pds-teste, quando apropriado. O nivel de significancia foi
de 5%. A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software SigmaStat 3.5 (Systat

Software; San Jose, California, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 CELULAS OSTEOBLASTICAS (MC3T3-E1)

4.1.1 EFEITOS DOS PRODUTOS DE DISSOLUCAO DOS SUBSTITUTOS OSSEOS

SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

Para a concentracdo de 25%, foi observado que a presenca dos biomateriais reduziu a
viabilidade celular em relacdo ao Controle, tanto na presenca quanto na auséncia do LPS
(ANOVA, p<0,05). Para 50%, embora tenha ocorrido tendéncia a menores valores de
viabilidade para os biomateriais em relacdo ao Controle, foi observada diferenca
estatisticamente significante apenas para a comparacao entre BioOss e Controle em culturas
crescidas na auséncia de LPS (p<0,05), ndo havendo diferencas significantes para as demais
comparagdes (p>0,05). Em 100%, para LPS-, observaram-se valores inferiores de viabilidade
para os biomateriais em relacdo ao Controle (p<0,05); entre os biomateriais, Bonefill® exibiu
0s maiores valores de viabilidade nessa condigdo. Para LPS+, apenas BioOss® exibiu valores
de viabilidade inferiores aos do Controle (p<0,05). De modo geral, verificou-se, para essa
linhagem, que o aumento da concentragcdo do extrato ndo reduziu de forma significativa a

viabilidade das culturas (Figura 4).
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Figura 4. Viabilidade celular em culturas de pré-osteoblastos expostos ou ndo (Controle) aos produtos de
dissolucdo i6nica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx Inorg, nas concentracfes de 25, 50 e 100% por 3 dias, na
presenca (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-).
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Tabela 4. Valores de média (xdesvio padrao) da viabilidade celular em culturas de pré-osteoblastos expostos ou
ndo (Controle) aos produtos de dissolucdo idnica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx Inorg, nas concentrac@es de
25, 50 e 100% por 3 dias, na presenga (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-)

_ GRUPO
[l CONDICAO =L
estatistico
Controle BioOss BoneFill GenOx
- LPS-  10058(x1,15)a 90,82(x182)b 9L61(x23L)b  94,78(x0.68)c  ANOVA
(0]
two wal
LPS+  9951(+1,28)a 96,14(+1,62)b* 97,30(x1,33)b*  9518(+0,89)b way
o LPS-  10058(x1,15)a 9653(x119)b 99,03(+1,26)ab 99,81(x2,29)ab  ANOVA
° LPS+  0051(x1,28)a 9647(x295)a 98.82(x112)a  97,42(:x2,89)a  twoway
000t LPS-  10058(x1,15)a 9055(x198)b  9512(x2,02)c  92,02(:296)b  ANOVA
(0]

LPS+ 99,51(¢1,28)a  92,37(¢¥1,90)b  100,61(+1,99)a* 97,60(x2,42)a*  two way
Letras maiUsculas distintas indicam diferenga estatistica entre valores de uma mesma linha (p<0,05). Asterisco
indica diferencas significantes na viabilidade celular entre as condi¢cbes LPS- e LPS+ no mesmo grupo e
concentragdo (p<0,05).

4.1.2 EFEITOS DOS PRODUTOS DE DISSOLUCAO DOS SUBSTITUTOS OSSEOS

SOBRE A EXPRESSAO GENICA

A exposicdo ao LPS reduziu significativamente a expressédo de todos os marcadores
avaliados em culturas de pré-osteoblastos, independentemente do grupo experimental (p<0,05,
Figura 5, Tabela 5). Para LPS-, a expressdo de RUNX-2 foi superior para GenOx (p<0,05),
seguido por BoneFill e BioOss, com niveis semelhantes entre si (p>0,05), e pelo Controle, com
0s menores valores (p<0,05). Para LPS+, ndo foram observadas diferencas significantes para
0s niveis de RUNX-2 (p>0,05). Para LPS-, ndo foram observadas diferencas significantes para
0s niveis de ALP entre os grupos (p>0,05). Para LPS+, observou-se que o0s biomateriais
promoveram niveis superiores de ALP (p>0,05), ndo sendo observada expressdo de ALP no
Controle nessa condicdo experimental. Em ambas as condi¢fes experimentais (LPS- e LPS+),
aexpressao de OPG foi superior para GenOx (p<0,05), seguido por BoneFill e BioOss (p<0,05).
Para LPS-, a expressdo de BSP foi superior para GenOx e Bonefill em relacdo ao Controle

(p<0,05). Para LPS+, a presenca dos produtos de dissolucdo dos biomateriais aumentou a
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expressao de BSP em relacdo ao Controle, sendo os maiores valores observados para GenOx e

BoneFill (p<0,05;).
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Figura 5. Expressdo génica do fator de transcri¢ao relacionado ao runt tipo 2 (RUNX-2), fosfatase alcalina
(ALP), sialoproteina 6ssea (BSP) e osteoprotegerina (OPG) em culturas de células pré-osteoblasticas expostos
ou nao (Controle) aos produtos de dissolucdo i6nica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx Inorg, na concentragéo
de 100% por 3 dias, na presenca (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-).
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Tabela 5. Valores de média (+desvio padrédo) da expressao génica do fator de transcricdo relacionado ao runt tipo
2 (RUNX-2), fosfatase alcalina (ALP), sialoproteina 6ssea (BSP) e osteoprotegerina (OPG) em culturas de células
pré-osteoblasticas expostos ou ndo (Controle) aos produtos de dissolucao iénica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx
Inorg, na concentracdo de 100% por 3 dias, na presenca (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-)

GENE CONDICAO GRUPO Teste estatistico
Controle BioOss BoneFill GenOx
asp LPS- 104 (:032)a*  131(x0.05)ab*  141(0,10)b*  2,43(+0.10)c*  Kruskal Wallis /
LPS+ 005(x0,00)a  0,15(001)b  020(0,00)c  0,24(x0,00)c Mann Whitney
LPS- 1,00 (:0,09)a*  1,11(x008)a*  1,36(x0,18)b*  2,61(+0,09)c*
P ANOVA t
OPG LPS+ 022(x001)a  051(x0,03)b  046(x002)b  0,69(+0,04)c WO wey
LPS- 1,01 (x021)a*  1,60(x0,16)b*  1,50(0,05)b*  2,37(+0,08)c*
RUNX2 ANOVA t
v LPS+ 0,77(x0,04)a  0,66(x0,06)a  0,62(x002)a  0,62(0,04)a Woway
ALp LPS- 1,00 (:0,06)a*  0,99(+007)a*  132(x0,02)a*  1,06(0,18)a*  Kruskal Wallis /
LPS+ 0,00(0,00)a  031(x0000b  032(x002)b  0,35(0,02)b Mann Whitney

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica entre valores de uma mesma linha (p<0,05). Asterisco
indica diferencas significantes na expressdo do gene no mesmo grupo entre as condigdes LPS- e LPS+ (p<0,05).

4.2 MACROFAGOS (RAW 264.7)

4.2.1 EFEITOS DOS PRODUTOS DE DISSOLUCAO DOS SUBSTITUTOS OSSEOS
SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

A presenca do LPS reduziu de forma significante a viabilidade celular das culturas. Para
a concentracdo 25%, foi observado que a presenca dos biomateriais ndo interferiu de forma
relevante na viabilidade celular em relacdo ao Controle, tanto na presenga quanto na auséncia
do LPS (ANOVA, p>0,05). Para 50%, embora em LPS- os valores de viabilidade tenham sido
semelhantes entre os grupos experimentais em relacdo ao Controle (p>0,05), em LPS+, GenOx
exibiu os maiores valores, e Bonefil, 0s menores em comparacéo a BioOss e Controle (p<0,05).
Em 100%, para LPS-, observaram-se valores inferiores de viabilidade para os biomateriais em
relacdo ao Controle (p<0,05); particularmente para Bonefill. Para LPS+, apenas Bonefill exibiu
valores de viabilidade inferiores aos do Controle (p<0,05). De modo geral, verificou-se, para
essa linhagem, que o aumento da concentragdo do extrato reduziu de forma significativa a

viabilidade das culturas, particularmente a 100% (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidade celular em culturas de macrofagos expostos ou ndo (Controle) aos produtos de dissolugao
ibnica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx Inorg, nas concentracdes de 25, 50 e 100% por 3 dias, na presenga
(LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-). Letras maitsculas distintas indicam diferenca estatistica entre valores de uma
mesma linha (ANOVA two way, p<0,05). Asterisco indica diferencas significantes na expressdo do gene no
mesmo grupo entre as condi¢des LPS- e LPS+ (ANOVA two way, p<0,05).
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Tabela 6. Valores de média (xdesvio padrdo) da viabilidade celular em culturas de macréfagos expostos ou nao
(Controle) aos produtos de dissolucdo i6nica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill, GeOx Inorg, nas concentracfes de 25,
50 e 100% por 3 dias, na presenca (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-)

[1] ~ GRUPO Teste
CoNblieAe estatistico
Controle BioOss BoneFill GenOx
2504 LPS- 99,82(+6,82)a* 108,53(+5,76)a* 105,41(+4,40)a* 100,67(+6,76)a*  ANOVA
(0]
1

LPS+ 82,22(+1,70)a  88,12(+4,00)a  80,22(+3,84)a  85,71(+5,27)a woweay

E0% LPS- 99,82(+6,82)a* 100,94(+2,88)a* 100,54(+2,15)a* 100,06(+4,17)a* ANOVA
° LPS+ 77,44(+6,96)a  76,51(£3,30)a  68,29(%5,30)b  87,26(+2,69)c two way
100% LPS- 99,82(+6,82)a* 80,26(x7,65)b  64,70(x6,80)c  81,38(+8,59)b ANOVA

LPS+ 74,44(+256)a  76,37(+6,35)a  66,46(+x1,84)a  88,36(+3,02)b  twoway
Letras maiUsculas distintas indicam diferenca estatistica entre valores de uma mesma linha (p<0,05). Asterisco
indica diferencas significantes na viabilidade celular entre as condi¢cbes LPS- e LPS+ no mesmo grupo e
concentragdo (p<0,05).

4.2.2 EFEITOS DOS PRODUTOS DE DISSOLUCAO DOS SUBSTITUTOS OSSEOS
SOBRE A EXPRESSAO GENICA

Para avaliar os efeitos dos biomateriais sobre a inflamacdo foram avaliadas as
expressdes dos genes: IL-1p, IL-6, IL-23, INOS-2 e TNF-a na presenga (LPS+) ou auséncia do
LPS (LPS-). De modo geral, a exposicdo dos macrofagos ao LPS promoveu aumento
significativo da expressdo génica de todos os marcadores inflamatdrios avaliados (Figuras 7 e
8; Tabela 7). A expresséo de IL-1B foi semelhante entre os grupos para LPS- (p=0,05). Para
LPS +, todos os grupos de biomateriais promoveram valores de expressdo de IL-1B superiores
ao Controle, com destaque para Bonefill (p<0,05). Em ambas as condic¢des, foram observados
valores de expressao de IL-6 semelhantes entre os grupos (p=0,05), apesar das diferencas
numéricas observadas. A expressao de IL-23 semelhante entre os grupos para LPS- (p=0,05).
Em LPS+, GenOx exibiu valores de expressdo de IL-23 superiores ao Controle, enguanto
Bonefill e BioOss exibiram valores inferiores aos do Controle (p<0,05). Para LPS-, os maiores
niveis de expressdo de TNF-o foram observados para GenOx e BioOss (p<0,05). Em ambas as
condicGes, BoneFill sustentou 0os menores niveis de expressao de TNF- a (p<0,05). Para LPS-,

0s maiores niveis de expressdo de iINOS-2 foram observadso em GenOx, enquanto que Bonefill
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exibiu os menores valores (p<0,05). J& em LPS+, BoneFill e BioOss exibiam os menores

valores para este parametro (p<0,05).
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Figura 7. Expressao génica das interleucinas 1 beta (IL-1B), 6 (IL-6) e 23 (IL-23) em culturas de macrofagos
expostos ou ndo (Controle) aos produtos de dissolugdo ibnica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill e GeOx Inorg na
concentragdo de 50% por 48 horas, na presenga (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-).
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Figura 8. Expresséo génica do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da enzima sintase de 6xido nitrico induzivel
(iNOS) em culturas de macrofagos expostos ou ndo (Controle) aos produtos de dissolucdo iénica (0,1g/mL)
BioOss, Bonefill e GeOx Inorg na concentracdo de 50% por 48 horas, na presenca (LPS+) ou auséncia de LPS
(LPS-).

Tabela 7. Valores de média (+desvio padrédo) de expressdo génica das interleucinas 1 beta (IL-1B), 6 (IL-6) e 23
(IL-23), do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) e da enzima sintase de dxido nitrico induzivel (iNOS) em
culturas de macréfagos expostos ou ndo (Controle) aos produtos de dissolucéo idnica (0,1g/mL) BioOss, Bonefill
e GeOx Inorg na concentracdo de 50% por 48 horas, na presenga (LPS+) ou auséncia de LPS (LPS-)

~ GRUPO .
GENE CONDICAO = : Teste estatistico
Controle BioOss BoneFill GenOx
- 1,00(£0,07)a*  0,97(x0,08)a*  1,13(x0,14)a*  1,65(+0,06)a*
IL-1PB LPS 00(0,07)a ,97(20,08)a 13(20,14)a /65(£0,06)a ANOVA two way
LPS+ 1627,9(+41,1)a  1998,6(+x35,3)b  2728,5(x29,9)c  2088,4(+27,6)d
e LPS- 1,04(+0,35)a*  0,78(x0,01)a*  2,68(+1,12)a*  0,77(+0,25)a* Kruskal Wallis /
LPS+ 3746,0(+263,9)a  3627,8(+8,0)a  3126,9(+243,5)a 3965,5(x750,3)a Mann Whitney
LPS- 1,01(+0,15)a*  0,88(+0,10)a* 0,84(+0,01)a  1,12(0,18)a*
- ANOVA t
IL-23 LPS+ 273(+026)a  221(x039b  057(x010)c  446(+0,29)d Wo way
e LPS- 1,00 (+0,04)a 1,14(0,02)b 0,71(+0,02)c 1,31(x0,02)d Kruskal Wallis /
¢ LPS+ 0,99(+0,01)a 1,04(+0,01)a 0,78(+0,01)b 1,03(+0,02)a Mann Whitney
i LPS- 1,01(x0,15)a*  0,89(+0,04)a*  0,70(x0,08)b*  1,47(+0,12)c*
INOS ( ) ( ) ( ) ( ) ANOVA two way

LPS+ 1550,9(+51,9)a  1111,1(+48,6)b  879,2(+46,7)c  1382,4(+34,8)a

Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatistica entre valores de uma mesma linha (p<0,05). Asterisco
indica diferencas significantes na expressdo do gene no mesmo grupo entre as condi¢des LPS- e LPS+ (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a biocompatibilidade, potencial osteogénico e a
modulacéo inflamatoria, in vitro, de materiais utilizados como substitutos 6sseos sobre culturas
de osteoblastos e macrofagos expostos ou ndo ao LPS. Tanto em osteoblastos quanto em
macrofagos, a hipotese nula foi rejeitada, ja que os produtos de dissolucdo iénica dos substitutos
0sseos interferiram tanto na viabilidade celular quanto na expressdo génica dos marcadores,

tanto na presenga quanto na auséncia do LPS.

O processo de remodelacdo 6ssea e de incorporacdo do enxerto envolve varias células e
moléculas, que devem servir como suporte para a migracao celular de osteoblastos, osteoclastos
e vasos endoteliais, a fim de promover e regular suas atividades. (STANLEY et al., 2006;
ROLVIEN et al., 2018; PONZETTI et al., 2019). Ainda, o processo inflamatério ao enxerto é
uma preocupacdo atual em relagdo ao uso de biomateriais para aumento ésseo, sendo que a
reacdo de macrofagos € um marcador importante para prever se um biomaterial tera
biocompatibilidade no osso hospedeiro e permitird a neoformacdo 6ssea, ou, se pode sofrer
encapsulamento completo (ANDERSON et al., 2008; BARBECK et al., 2016; ROLVIEN et
al., 2018; BARBECK et al., 2019). Neste sentido, e considerando que o enxerto muitas vezes é
realizado em areas de contaminacdo bacteriana por microrganismos Gram negativos, este
trabalho visou verificar a resposta de osteoblastos e macrofagos a diferentes xenoenxertos, na

presenca de LPS bacteriano.

Para a avaliar os efeitos dos produtos de dissolucdo i6nica dos biomateriais na resposta
osteoblastica ao LPS, optou-se por utilizar células MC3T3-E1, que sdo de uma linhagem clonal
murina de osteoblastos imaturos derivados de camundongos, apresenta resultados previsiveis e
excelente reprodutibilidade (SUDO et al., 1983; GIBON et al., 2012, QUARLES et al., 1992).

Ja o potencial imunomudulatorio dos xenoenxertos foi avaliado utilizando-se da linhagem
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celular RAW 264.7, descritas como um modelo de macrofagos, (TACIAK et al., 2018,

FUENTES et al., 2014).

Os materiais analisados foram escolhidos baseados nas suas composic¢des, ou seja, nos
distintos efeitos que estes podem provocar na biocompatibilidade e na modulagéo inflamatoria,
na presenca ou na auséncia de LPS. Dentre os materiais disponiveis para enxerto 6sseo, 0 0SS0
bovino xendgeno inorganico apresenta evidéncias para utilizagdo na reconstrugdo 0ssea em
reabilitacbes com implantes osseointegraveis, sendo observado resultados similares ao 0sso
autégeno, seja utilizado de forma isolada ou associado ao préprio 0sso autdgeno
(FUGAZZOTTO; VLASSIS, 1998; MCALLISTER et al.,, 1999; AL RUHAIMI, 2001,
SCHLEGEL et al., 2003; SLOTT et al., 2003; ZAMBUZZ]| et al., 2009; URBAN et al., 2011,
AGHAZADEH et al., 2012; JENSEN et al., 2012; JENSEN et al., 2014). Portanto, no presente
estudo, avaliou-se os efeitos dos produtos de dissolucdo de trés substitutos 6sseos xendgenos:

Bio-Oss, BoneFill, e GenOx Inorganico.

Para a verificacdo inicial da biocompatibilidade in vitro, optou-se pela avaliacdo da
viabilidade celular pelo método da resazurina, um indicador de coloracdo roxa, que se torna
rosa quando reduzido a resorufina por oxidorredutases celulares, classicamente utilizado para
andlises de viabilidade/proliferacdo (VEGA-AVILA; PUGSLEY, 2011, BIGALKE, 1984,
DRUMMOND; WAIGH, 2000; MCNICHOLL etal., 2006; SARKER et al., 2007). Em culturas
osteoblésticas, embora ndo tenham sido observadas diferencas importantes para os valores de
viabilidade entre os grupos de biomateriais, verificou-se que todos eles reduziram este
pardmetro em relacdo ao Controle, independentemente da concentracdo avaliada
(particularmente para LPS-), embora tenham sustentado valores acima de 80%. Esses efeitos
poderiam ser relacionados, pelo menos em parte, aos ions calcio liberados por estes
biomateriais, que quando em altas concentragdes pode exibir efeito citotoxico (DVORAK;

RICCARDI, 2004; NARITA et al., 2010). Por outro lado, em macrofagos, os valores de
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viabilidades se mantiveram semelhantes aos do controle quanto os extratos foram utilizados nas
menores concentracBes, porém, a exposicdo a maior concentracdo resultou em queda
significativa da viabilidade celular. Ainda, apenas nessa linhagem verificou-se reducdo da
viabilidade celular em funcdo da exposicdo ao LPS. De fato, a literatura mostra que linhagens

distintas podem exibir diferencas de sensibilidade a um mesmo estimulo (Schwartz et al., 2000).

Além disso, avaliou-se, por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, os efeitos
dos substitutos 0Osseos na expressdao do fendtipo osteoblastico, na presenca do LPS.
Corroborando dados prévios, foi observado no presente estudo, que a presenca de LPS suprime
a diferenciagédo celular de osteoblastos. De fato, outros trabalhos mostraram que 0 processo
inflamatorio induzido pelo LPS inibe a diferenciacdo de osteoblastos por aumentar os niveis de
proteinas de fosforilacdo responsaveis pela regulacdo do processo de apoptose celular (GUO,
et al., 2014). Além disso, o LPS induz a producdo de citocinas pré-inflamat6rias como TNF-a
e pode comprometer a atividade mitocondrial, limitando as fung6es celulares (ABU-AMER Y

etal., 1997; FUJIHARA et al., 2003; MORMANN M et al., 2008).

Por outro lado, o contato com os extratos dos biomateriais estimulou a diferenciacéo
osteoblastica em relacdo ao controle em ambas as condicdes, inclusive, atenuando os efeitos
negativos do LPS sobre a diferenciacdo osteoblastica, ja que foi observada expressdo de ALP
em todos os grupos de biomateriais, e ndo no controle. Estes resultados podem estar
relacionados aos efeitos positivos promovidos por produtos de dissolugdo desses biomateriais,
como o Ca?*, que aumenta a producéo de fosfatase alcalina e a expressdo de osteocalcina e
sialoproteina Ossea (SONG, et al., 2021), além do potencial efeito na inativacdo do LPS

(SAFAVI etal., 1993; SAFAVI et al., 1994; BARTHEL et al.,1997).

Na comparacdo entre os grupos, verificou-se maiores niveis de marcadores de

diferenciacéo osteoblastica em GenOx em relacdo aos demais biomateriais. Esse resultado foi
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diferente do esperado para esses biomateriais. Sabe-se que as altas temperaturas usadas para
remover o contetdo organico do 0sso resultam no crescimento de cristalito de HA, o que se
nota em estudos sobre o GenOx, um biomaterial altamente cristalino com baixa taxa de
dissolucdo, comparado ao Bio-Oss e Bonefill (LEGEROS, 2002; DOROZHKIN, 2010; DO
DESTERRO et al., 2014). Accorsi-Mendonca et al. (2008) mostraram em seus estudos que
existe porosidade semelhantes entre os materiais, porém com 0 aumento da temperatura o efeito
de sinterizacdo sobre a coalescéncia de cristais de apatita é claro para o0 GenOx. Isso faz com
gue o material exiba menor area superficial e maior tamanho de particulas, diferenciando o
GenOx dos demais biomateriais. Essas diferencas afetam diretamente a area de superficie
disponivel para reagir com células e fluidos bioldgicos (osteogénese e regeneracdo 0ssea)
(ROSENGREN et al., 2003; DO DESTERRO et al., 2014). Ainda, a distribuicdo do tamanho
das particulas também interfere em sua cinética de reabsor¢éo: se for grande como no GenOX,
as particulas menores tendem a obstruir os espagos entre as particulas maiores, reduzindo a
vascularizagdo (DUCHEYNE; QUIU et al., 1999; LEGERQS, 2002), e se a distribuigdo for
pequena, a reabsor¢do da HA aumentara com particulas pequenas (WHEELER et al., 1998;
DUCHEYNE et al., 1999; CONZ et al., 2005). Granulos maiores sao reabsorvidos lentamente.
Nos procedimentos de regeneracdo Ossea guiada € importante que o biomaterial seja
reabsorvido simultaneamente com a formagéo 0ssea e, o biomaterial GenOx por apresentar-se
altamente cristalino tende a ter um comportamento estatico sem remodelacéao, atuando de modo

negativo como suporte para a osteogénese (CONZ et al., 2011).

O papel de células imunes em torno dos biomateriais tém recebido destaque nas ultimas
décadas, tanto em estudos in vitro quanto in vivo. Sabe-se que células da linhagem monocitica
sdo as primeiras a entrar contato com varios biomateriais, incluindo implantes metalicos e
enxertos 6sseos (CHEHROUDI et al., 2010; PAJARINEN et al., 2013), e que a inflamagéo

crénica em torno dos biomateriais se desenvolve como estimulos inflamatdrios persistentes na
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interface do material com macrofagos, representando uma forga motriz da resposta imune
(HAMILTON, 2003; DAVIES et al., 2013). Os mondcitos que chegam ao local de implantacéo
sofrem uma mudanca fenotipica, diferenciando-se para os macrofagos, onde desempenham um
papel critico na geragdo microambiente pré-inflamatorio ou um pro-cicatrizacdo de feridas
(BROUGHTON et al., 2006; JENSEN et al., 2014), mediado pela apresentacéo de antigenos
aos linfocitos T, fagocitando corpos estranhos e liberando citocinas pro-inflamatorias e anti-
inflamatdrias ao cessar do estimulo citotoxico (SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).
Nesse sentido, esse estudo avaliou a expressdo de marcadores inflamatdrios e da diferenciacéo
celular para identificar a capacidade de reparo tecidual e a resolucdo do processo inflamatoério

em condicdo normal (LPS-) e patoldgica (LPS+).

A partir dos dados de expressdo génica, foi observado que os substitutos 6sseos
promoveram varia¢@es importantes na expressao dos marcadores inflamatérios, em ambas as
condigdes experimentais avaliadas. Enquanto BoneFill modulou negativamente a expresséo de
TNF-a e INOS, GenOx aumentou significativamente a expressdo desses marcadores. Além
disso, apenas Bonefill e BioOss exibiram potencial em reduzir a expressdo de marcadores
inflamatorios em relacdo ao Controle, com destaque para Bonefill (TNF-o, INOS, IL-23) em

culturas expostas ao LPS.

As citocinas pro-inflamatérias sdo pequenas proteinas que medeiam células de
diferentes origens, de inflamacéo, proliferacdo e reacfes imunoldgicas em varios ambientes
bioldgicos. Eles também medeiam a inflamacg&o na lesdo dssea ap6s um procedimento cirurgico,
como aumento do seio ou destruicdo do tecido periodontal (GRAVES, 2008). A interleucina-
1B (IL-1PB) ¢ uma potente citocina pro-inflamatdria que e crucial para as respostas de defesa do
hospedeiro a infeccBes e lesdes (DINARELLO et al., 1996). A IL-23 é um membro da familia
IL-12 de citocinas com propriedades pro-inflamatérias que, quando expressas por macréfagos

inflamatorios potencializam o processo inflamatorio, estimulando a producédo de IL-1, TNF-a
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e da propria IL-23 (DUVALLET et al., 2011). A sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) é
uma enzima chave na resposta inflamatdria de macrofagos, que € a fonte de 6xido nitrico (NO)
que é induzida de forma potente em resposta a estimulos pro-inflamatérios (MCNEILL et al.,
2015). O TNF-0 é uma proteina pro-inflamatoria envolvida em muitos mecanismos
patoldgicos, como um potente estimulador da reabsorcdo 0ssea, funciona como um regulador
negativo do osso neoformado e esta correlacionado in vivo com perda dssea alveolar apos
implante, por danos de inflamacéo na peri-implantite (TANI-ISHII et al., 1999; AZUMA et al.,
2000; MACHTEI et al., 2006; KONTTINEN et al., 2006). Assim como o0 TNF-a, a IL-6
também é uma citocina pro-inflamatéria capaz de estimular a proliferacdo e atividade de
osteoclastos e a maturacdo dos osteoblastos (DE AZAMBUJA et al., 2002; AXMANN et al.,
2009). Nesse sentido, a regulacéo positiva desses genes por GenOx, em ambas as condi¢cdes
experimentais, sugere um potencial pré-inflamatorio desse biomaterial, em contraste com o
comportamento dos demais substitutos dsseos, particularmente o Bonefill. Os resultados de
expressao génica desse estudo corroboram em parte aqueles de estudos anteriores, que
mostraram-uma regulagdo negativa da expressao de TNF-a e IL-6 nos osteoblastos cultivados

em Bio-Oss (AMERIO et al., 2010).

Cada tipo de biomaterial exige um método de processamento especifico. Para
xenoenxertos, o banho em solucdo alcalina, a temperatura de processamento, o tamanho da
granulacdo, sdo essenciais para permitir a formacdo de um novo 0sso e para remover 0s restos
organicos do doador (patogenos, proteinas ou material genético) (KIM et al., 2013;
FRETWURST et al., 2014; GHANAATI et al., 2014; KA"CAREVI'C et al., 2018). Esses restos
organicos, podem levar a transmissdo da doenca, exacerbar uma reacao inflamatoria e induzir
uma reacdo imunolégica adversa (WENZ et al., 2001; GHANAATI et al., 2014; GHANAATI
et al., 2018; KA"CAREVI'C et al., 2018; BARBECK et al., 2019). De fato, o processo de

purificacdo dos xenoenxertos representam um fator decisivo em seu desempenho biolégico.



44

Varios métodos tém sido descritos na literatura, mas sabe-se que o aguecimento acima de
1000°C é a forma mais eficaz de desnaturacédo de proteinas (WENZ et al., 2001; GHANAATI
et al., 2018). Entretanto, 0 aquecimento a alta temperatura reduz a porosidade e derrete a
estrutura lamelar do biomaterial, prejudicando a molhabilidade e a fixacdo de células
osteogénicas, modificando as propriedades mecanicas e osteocondutoras dos materiais
(KA"CAREVI'C et al.,, 2018), sendo, portanto, necessario avaliar o comportamento de

diferentes materiais disponiveis comercialmente.

Além disso, a composicdo e aumento da temperatura de sinterizagdo poderiam ser
fatores a serem considerados, pois 0 GenOx é um biomaterial com alto grau de cristalinidade
e, devido a isso, apresenta menor taxa de liberacdo de calcio no ensaio de dissolucéo,
comparativamente ao BioOss e Boneffil (LANDI, 2000; ACCORSI-MENDONCA et al., 2008;
DO DESTERRO et al., 2014), o que poderia reduzir seus efeitos sobre o LPS. Dados sobre a
cristalinidade dos biomaterias sé@o de extrema relevancia, pois a taxa de reabsorcdo deve ser
compativel com a taxa de reparo 6sseo do tecido receptor. A solubilidade dos fosfatos de célcio
depende da relacdo Ca/P e, para a mesma composicao, depende do grau de cristalinidade; entdo

materiais menos cristalinos sdo mais soluveis (LEGEROS, 1991).

Portanto, avaliando-se o conjunto de achados nesse estudo, pode-se sugerir que Bonefill
e BioOss exibem potencial osteogénico, uma vez que promovem a expressao de importantes
marcadores da diferenciacdo osteoblastica, e também potencial imunomodulatério, reduzindo
a expressao de genes pro-inflamatdrios, representando alternativas particularmente relevantes
em sitios 0sseos com contaminacdo bacteriana. Por outro lado, embora o GenOx tenha
promovido a expressao de marcadores osteoblasticos, aumentou também a expressao de genes
pré inflamatdrios, fator que poderia justificar em parte seu desempenho clinico em comparagéo
aos demais biomateriais. Sabe-se que a avaliagdo dos materiais odontoldgicos através da cultura

celular in vitro apresenta algumas limitagdes como a auséncia da interacdo entre celulas, ndo
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reproduzindo a complexidade do ambiente in vivo. Nesse sentido, os achados do presente

estudo, deveréo ser confirmados por estudos in vivo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que os ions liberados pelos biomateriais, apesar de
reduzirem a viabilidade celular em ambas as linhagens, favoreceram a expresséo de marcadores
osteoblasticos e atenuam os efeitos negativos do LPS sobre a expressédo do fendtipo osteogénico

em culturas de pré-osteoblastos.

Além disso, os materiais exibiram efeito modulador sobre a inflamacao, sendo que
Bonefill e Bio-Oss regulam negativamente a expressdo de genes pro-inflamatérios, enquanto
gue 0 GenOx promoveu a expressdo desses genes em macrofagos, na presenca ou nao de LPS.
Estes achados sugerem que a selecdo do material pode ser determinante para o processo de
regeneracdo tecidual de sitios 6sseos com contaminacdo bacteriana. Ainda, embora 0s
resultados encorajadores, estes deverdo ser confirmados por estudos in vivo, utilizando
estratégias de avaliacdo destas preparacdes em diferentes aplicacfes para o reparo tecidual em

defeitos 6sseos infeccionados ou nao.
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