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Efeito do tratamento de superficie de materiais bioativos na
citotoxicidade in vitro visando aplicacdo em Biofabricagéo
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito acondicionado de superficie de vidros bioativos e
uma vitroceramica altamente bioativa e de seus produtos de dissolu¢cdo em meio de cultivo
DMEM. Previamente ao plaqueamento de células fibroblastos de camundongo, os pds de
Biosilicato, F18 e 45S5 foram condicionados por 10 dias em meio de cultura ndo suplementado.
Apos 10 dias foram observados pH, preparados os extratos e observado a viabilidade celular.
Testes complementares para observar o efeito sobre a superficie dos biomateriais como FTIR,
MEV e ICP
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1. Introducéo

Os scaffolds cerdmicos tem sido estudado para regeneragdo do tecido 6sseo, principalmente por
serem biocompativeis e, dificilmente, evocarem uma resposta inflamatdria, como a ocorréncia
de tecidos fibrosos ao redor do implante(HENCH; WILSON, 1984). O desenvolvimento de
biomateriais compativeis para aplicacdo em tecido 6sseo ganhou forga com o surgimento do
Bioglass 45S5, material desenvolvido pelo Prof. Hench, que se constitui como um dos materiais
mais estudados para regeneracao do tecido désseo e dentario (CROVACE et al., 2016). Neste
contexto, faz-se necessario avaliar cada vez mais a relacdo desses biomateriais e seu potencial
aplicacdo para Biofabricacdo (BAJAJ et al., 2014).

A Biofabricagdo pode ser entendida como o desenvolvimento automatizado de produtos a
partir da deposi¢édo controlada de células, biomateriais e biomoléculas para formagéo de tecidos
ou 6rgdos. Uma das abordagens da Biofabricacdo é a construgdo de scaffolds, que sdo estruturas
que funcionam como suporte tridimensional, que servem como guia na formagdo de novos
tecidos (ABBASI et al., 2020). Assim, para obtencao de novos tecidos, faz-se necessario buscar
novos materiais que obtenham propriedades adequadas para técnicas de manufatura aditiva.

A partir do 45S5 iniciam-se diversos estudos buscando compreender a importancia de vidros
bioativos para regeneracdo 6ssea. CROVACE et al., 2016). Sabe-se que esses materiais
apresentam boa biocompatibilidade, capacidade de formar ligacbes quimicas entre o tecido
mineral e o biomaterial, além de provocar diferenciacdo celular em ambiente fisioldgico,
secretando proteinas constituintes da matriz 6ssea. Entretanto, questdes relacionadas ao
mecanismo de interacdo celular ainda precisam ser melhor exploradas.

Com o intuito de explorar novos biomateriais bioativos, que apresentem propriedades
melhoradas, ndo s em questdo de bioatividade, mas também em propriedades mecanicas,
pesquisadores de senvolveram o Biosilicato® e o F18 . O Biosilicato® pode ser designado
como uma vitroceramica com elevado indice de bioatividade, considerado um dos maiores
quando comparado com vitroceramicas comerciais. Um exemplo disso é que, quando em um
teste de bioatividade in vitro, esse material possui a capacidade em formar em sua superficie
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uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) em periodo menor do que de 24h, enquanto
que outros materiais comerciais podem levar até 15 dias (DESIMONE et al., 2013; PINTO et
al., 2018. Por sua vez, o F18 ¢ um novo vidro bioativo, totalmente amorfo, com bioatividade
ainda mais elevada, apresentando a formacgédo de HCA em 8-12 horas, quando exposto ao fluido
corporeo simulado (2015). Além do mais, apresenta propriedade antibacteriana (SOUZA,
2015).

A escolha do método adequado de analise da biocompatibilidade tem sido um grande ponto de
discussao, sendo fundamental para a obtencao de resultados confidveis. Além disso, o preparo
das amostras para esses ensaios reflete na qualidade dos resultados obtidos. Sendo assim, como
0s biomateriais cerdmicos com elevada bioatividade, quando em meios salinos, podem
propiciar uma alta dissolugdo de compostos ibnicos nesses meios, refletindo na sua viabilidade
celular, por exemplo, como nos testes de citotoxicidade in vitro, é de suma importancia
compreender as alteracbes na superficie desses materiais. Portanto, este estudo propde
desenvolver protocolo de tratamento superficial dos biomateriais bioativos 45S5, Biosilicato
(BioS) e F18 para melhoria da biocompatibilidade, com avaliacdo por meio de ensaio de
citotoxicidade, afim de serem utilizados no desenvolvimento de novos materiais para
Biofabricacéo.

2. Metodologia

Os materiais bioativos foram concedidos pelo do grupo de pesquisa de Laboratério de Materiais
Vitreos da Universidade Federal de Sao Carlos (LaMaV — DEMa/ UFSCar) em conjunto com
a Startup Vetra Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Cerdmicos de Alta Tecnologia,
localizada em S&o Carlos/ SP, sob a colaboragdo com a pesquisadora Dra. Marina Trevelin
Souza. Esses materiais tem como composi¢cdo base SiO2-Na;O- -Ca0O-P20s, O vidro F18 é
coberto pela patente BR10 INPI 20130209619, e tem adicdo de KO e MgO em sua
composicdo. A Tabela 1 mostra a composi¢do dos materiais utilizados neste trabalho.

Tabela 1- Composicao quimica dos materiais utilizados neste estudo.

Composigdo das amostras em mol (%)
Materiais SiO2 Na2O CaO P.0s KO MgO

BioS 485 23,75 23,75 4 - -
4555 45 24,4 24,4 6 - -
F18 * * * * * *

* composicdo coberta pela patente

2.1 Acondicionamento das amostras

Com intuito de observar o efeito do tratamento de superficie de materiais bioativos na
viabilidade celular, pelo acondicionamento desses em meio de cultivo DMEM, as amostras
foram submetidas a lixiviagGes diarias com DMEM néo suplementado pelo periodo 10 dias.
Nesta etapa, utilizou-se a relacdo de 0,2 g de material para cada 4 ml.

Basicamente, os materiais foram submetidos a agitacdo em incubadora do tipo shaker (Excella
E24, New Brunswick) por 80 rpm a temperatura de 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi
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recolhido e teve seu pH medido para observar alcalinidade do meio. Ap6s o condicionamento,
as amostras foram enxaguadas com 10 ml de PBS para retirada de qualquer resquicio do meio
de cultivo anterior, e os pds foram destinados ao preparo dos extratos. A Figura 1 ilustra o
processo de acondicionamento, antes da submissdo dos pos ao ensaio de citotoxicidade.

Figura 1 - Processo de acondicionamento dos biomateriais.

2.2.  Caracterizagdo quimica por espectroscopia (FTIR-ATR)

Com intuito de investigar as modificacfes quimicas oriundas do processo de acondicionamento
dos materiais em meio de cultivo DMEM, os materiais foram analisados por espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier. As leituras das amostras foram realizadas antes e
a apos processo de acondicionamento de 10 dias. O equipamento utilizado € o
espectrofotdbmetro com modo reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), da marca (PerkinElmer,
Espectrum 100). As leituras ocorreram na faixa de intervalo de 4000 - 500 cm™, resolucéo de 4
cm, com 32 varreduras.

2.3.Caracterizacdo por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram dispersadas em isoprapanol e adicionada sobre a fita condutora de carbono.
A caracterizagdo foi realizada com o equipamento MIRA XMU da marca Tescan.

2.4.Analise do meio acondicionante por Espectroscopia de Emissdo Atémica por Plasma
Acoplado (ICP)

Para observar a resposta da exposicdo dos materiais bioativos ao meio de DMEM, foram
preparados extratos com acondicionamento no periodo de 48h para determinar a quantidade de
sais presentes em solucgao.

2.5.Ensaio de Citotoxicidade

2.5.1 Preparacéao dos extratos

A analise de citotoxicidade in vitro dos pos dos materiais bioativos foram realizadas de acordo
com a norma (ISO) 10993-5 e a preparagdo das amostras ocorreu de acordo com a norma ISO
10993-12. Para preparacdo dos extratos para 0 ensaio de citotoxicidade utilizou-se a
concentracdo de 0,2g/ml. As amostras foram condicionadas por um periodo de 24h em meio de
cultivo DMEM suplementado, na temperatura de 37 °C sob agitacdo na incubadora tipo shaker.
Apos este periodo, as amostras foram filtradas com ajuda de um filtro estéril do tipo membrana
PES de 22 um, afim de separar as particulas e também garantir a esterilidade do material.
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Com intuito de observar o efeito da concentracdo do material, foi realizado um segundo teste
de citotoxicidade. Neste caso, a relacdo da quantidade de material por volume de solugéo foi
adaptada de acordo com o trabalho de Oliveira et al. (2022). Os extratos foram preparados com
o0 acondicionamento prévio de 3 e 7 dias e 0s extratos com 24h e a concentracao final utilizada
no teste foi de 1mg/ml de material (OLIVEIRA et al., 2022. O preparo e as caracterizaces
seguiram os protocolos descritos nas se¢des 2.1 a 2.4.

2.5.2 Células utilizadas

Neste estudo foram utilizados fibroblastos de camundongo (NIH -3T3), obtidos pela doagéo
do Instituto de Pesquisa Energética Nuclear (IPEN). As células foram mantidas em cultura
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, com 1% de penicilina e estreptomicina,
e com atmosfera de 5% de CO; e 95% de umidade.

As células NIH-3T3 foram semeadas na concentragéo 2,0 x 10° células/pogo em microplacas
de 96 pocos. Apds o tempo de 24h, 0 meio de cada poco foi trocado pelo extrato das amostras,
sendo deixado por mais 24 h na incubadora. Ap6s o0 segundo tempo de incubacdo, os extratos
foram substituidos por novo meio de cultura com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina). As placas foram incubadas novamente por mais 2h, com posterior
retirada do MTT e lavagem com PBS, para adi¢cdo de 100 uL de DMSO, para dissolucdo dos
cristais de formazan formados no interior das celulas viaveis. As medidas foram obtidas com
ajuda do espectrofotdometro tipo ELISA (Variscan Lux, Thermo Scientific) ajustado no
comprimento de onda 570 nm. A viabilidade celular foi calculada pela seguinte Equacéo (1):

VC (%) = 7= x100% (1)

Onde: VC — viabilidade celular; (ODs) densidade optica dos extratos; (ODc) densidade Optica
dos extratos do controle

3. Resultados

Para compreender o efeito das espécies presentes em solucdo durante o periodo de
acondicionamento do material, 0 meio DMEM teve o valor do pH avaliado, como mostra a
Figura 2, pois ambientes muito alcalinos ou mesmo acidos propiciam um ambiente indspito
para as células (CERRUTI; GREENSPAN; POWERS, 2005).

Vale destacar que para este estudo, as amostras utilizadas apresentaram tamanho de particula
emtorno de 5 um. Pela Figura 2 observa-se que 0 meio em contato com as amostras apresentou
teor alcalino, em torno de 10. Inicialmente, 0 meio de cultura DMEM possui pH de 7,8. Com
intuito de manter o pH proximo ao fisiologico (7,2 - 7,4), foram realizadas trocas do meio de
cultivo por 10 dias. Conforme as trocas de meio eram realizadas, houve a redugédo de pH,
ficando mais evidente ap6s o setimo dia de acondicionamento, com pH cerca de 7,5. Mesmo
com as sucessivas lixiviacdes que o material sofreu ao longo desse periodo é necessario
investigar outros tratamentos intermediarios para reduzir a sua reatividade.
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Figura 2- pH dos extratos com 10 dias de acondicionamento

Além do deslocamento das espécies idnicas entre 0 material e 0 meio, a alta solubilidade de
fons como o sddio e o célcio presentes na composi¢cdo desses materiais bioativos contribuem
para 0 aumento da alcalinidade do ambiente (CERRUTI; GREENSPAN; POWERS, 2005).
Outro fator possivel esta relacionado com a area superficial dessas particulas, ja que particulas
muito pequenas apresentam maior area superficial, e isso eleva a maior reatividade, quando
comparado a particulas com tamanho micrométrico (RISMANCHIAN et al., 2013)

A Figura 3 mostra os espectros de FTIR antes e depois do acondicionamento do material em
meio de cultura, como um tratamento de superficie para melhoria da biocompatibilidade.
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3- FTIR dos biomateriais bioativos (a) amostras ndo condicionadas em meio de cultivo, (b) amostras
condicionadas em meio de cultivo ndo suplementado

A Figura 3(a) exibe os espectros de FTIR dos materiais antes do acondicionamento, onde o
BioS exibe bandas de absor¢do caracteristicas em 624, 1010, 1425 cm™essas bandas
correspondem ao modo de vibracgdo P-O, pertinentes ao grupo fosfato, enquanto o pico 910 cm’
! esta associado a0 modo de vibragéo das ligagdes Si-O (DAGUANO et al., 2022; RENNO et
al., 2013) . O espectro do F18 apresenta uma sobreposicdo na regido 955 cm™, referente ao
estiramento assimétrico do grupo fosfato P-O com grupo Si-O (SOUZA, 2015). O espectro do
45S5 exibe picos caracteristicos em 872 cm corresponde ao estiramento assimétrico do grupo
Si-O. Na regifo 1150 cm™ associa-se a0 modo de vibragéo do grupo fosfato P-O (ARAUJO,
2019).
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Na Figura 3(b) observa-se que em todas as amostras ocorreram deslocamento de suas bandas
de absorcdo. Nota-se o0 surgimento de um pico em torno de 867-878 cm™ que é atribuido ao
grupo fosfato e na regido de 1400-1580 cm™ ao grupo carbonato, esses picos merecem atencao,
pois geralmente esta associado a formacdo de hidroxiapatita (CERRUTI; GREENSPAN;
POWERS, 2005; PRASAD et al., 2016) . Assim, sugere-se que o acondicionamento foi efetivo
no sentido de promover grupos de interesse na superficie do material.

Na micrografia da Figura 4 sdo mostradas as imagens de todas as amostras antes e apos
condicionamento

Sem acondicionamento

Acondicionamento por
10 dias

Figura 4- Micrografias do antes e apos do condicionamento das amostras em meio de cultivo DMEM.

A amostra de BioS néo se observa aparentemente mudancas em sua superficie. Diferentemente
das amostras de 45S5 nota-se surgimento de uma textura mais irregular apds o
condicionamento, e para F18 € visivel a formagéo de fissuras que se assemelha a trincas no
material. Souza (2015), obteve resultados semelhantes em suas fibras de vidro F18 (SOUZA,
2015). Para todos o0s casos, isso se deve possivelmente a reagfes quimicas na superficie do
material devido a troca ibnica com o meio de cultivo.

A literatura mostra que, conforme o material € exposto a meio aquoso, ocorre a troca entre 0s
fons de Na* e Ca?* presente na superficie do material(LOPEZ-CUEVAS; LOPEZ-BADILLO;
MENDEZ-NONELL, 2021). Como consequéncia, ocorre aumento do grupo silanol que resulta
na formacdo de uma camada de silica porosa, que possuem a capacidade de absorver ions da
solucdo, tais como de célcio e fésforo. Como consequéncia, levando a formacao de apatita sobre
a superficie do material (RENNO et al., 2013), (LOPEZ-CUEVAS; LOPEZ-BADILLO;
MENDEZ-NONELL, 2021).

Na Tabela 2 é possivel observar a quantidade de ions presentes no meio ap6s acondicionamento
de cada material.
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Tabela 2- Caracterizacdo quimica por ICP extratos acondicionados.

Amostras Si Ca Na P
(mg. LY (mg. LY (mg. LY (mg. LY
BioS <LD 34,51 4,160 14,10
F18 <LD 51,52 3.759 16,62
4555 <LQ <LQ 4.357 8,481
Meio DMEM 6,03 73,3 2.725 45,3
LD 0,01 0,01 0,01 0,0001
LQ 0,50 0,50 0,50 0,005

* Limite de detecgdo e quantificagdo dos métodos de andlise utilizados expressdo mg. L

Como apresentado na Tabela 2, a analise de ICP foi realizada na solucdo DMEM ap6s a imersao
dos materiais bioativos por 48h. Em todas as amostras rapara-se que houve grande liberacédo
dos ions de Na* e posteriormente Ca?*. Isso é esperado, uma vez que esse tipo de biomaterial
guando em meio salino ocorre a dissolucdo do material devido as trocas catidnicas com a
solucdo(OUDADESSE et al., 2011; RENNO et al., 2013) . Para o caso do sédio, possivelmente
ocorre maior dissolucdo devido a sua maior propor¢cdo nas composices de todas amostras
quando comparado aos demais componentes.

Além disso, deve ser considerado que no meio de cultura existe hd presenca de elementos
essenciais para manutencao celular, dessa forma elevando o indice de sédio no sistema. No
trabalho de Lopes e colaboradores (2011), eles observaram também maior aumento dos ions de
calcio e fosfato em periodo de 6 dias, na propor¢do de 200 e 40 mg. L™ respectivamente
(LOPEZ-CUEVAS; LOPEZ-BADILLO; MENDEZ-NONELL, 2021). O aumento de espécie
ibnicas em solucéo é esperada para materiais bioativosNeste estudo, a biocompatibilidade foi
investigada pelo ensaio in vitro de citotoxicidade por MTT. A Figura 5 mostra o ensaio de
citotoxicidade in vitro sem e com acondicionamento de sua superficie. Observa-se que 0
controle (meio com células) refletem a qualidade do teste, uma vez que os valores de viabilidade
entre os materiais bioativos podem ser comparados com valores obtidos no experimento.
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Figura 5 — Ensaio de citotoxicidade dos materiais bioativos sem acondicionamento

De acordo com a norma 10993-5 os resultados obtidos mostraram-se citotoxico, com
viabilidade celular em torno de 10% para todas as amostras sem acondicionamento. Assim, com
objetivo de identificar um protocolo que propicie 0 uso desses materiais, tal como aplica¢des
de tratamento intermediarios de lixiviages, os pds foram submetidos & sucessivos enxagues
com meio de cultivo ndo suplementado por um periodo de 10 dias. Ainda na Figura 2 é possivel
observar que 0s pds bioativos mesmo depois do condicionamento de 10 dias houve um aumento
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de da viabilidade celular proximo de 30% provavelmente isso se deve devido menor
concentracdo de espécies reativas no sistema. No entanto, os resultados do experimento indicam
mesmo com tratamento a viabilidade celular encontra-se abaixo do recomendado acerca de
70%.

Ainda na busca por um protocolo que permita obter um protocolo para os vidros bioativos.
Nesta parte da investigacdo, utilizamos a concentragdo do 0,1mg/ ml de material para
preparacdo dos extratos do BioS, F18 e 45S5 (OLIVEIRA et al., 2022). Como controle,
utilizamos materiais referéncias como latex, alumina para observar o efeito dos extratos obtidos
apos o condicionamento por 3 e 7 dias.
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Figura 6- Ensaio de citotoxicidade metodologia adaptada, utilizando concentracdo de 0,1mg/ml.

Nota-se na Figura 6 que devido a menor concentracdo do material houve um aumento da
viabilidade celular de todos os vidros bioativos acima de 70% de viabilidade. Possivelmente
devido a baixa concentracdo de ions disponiveis ndo houve deslocamento de equilibrio, dessa
forma as células conseguiram se adaptar mais facilmente ja que o meio fisioldgico € torno de
7,4 (RISMANCHIAN et al., 2013). Embora este estudo esta processo de finalizacdo, percebe-
se que as concentracOes utilizadas estdo diferentes do que indicada pela Norma 1SO 10993-12.

4. Concluséo

Neste trabalho foi possivel observar que o tratamento superficial com acondicionamento de 10
dias permitiu a melhora da viabilidade celular, que passou de 10% para as amostras sem
tratamento para aproximadamente 30% ap0s condicionamento em todos 0s casos. Bons
resultados de viabilidade celular estdo acima de 70%, indicando a necessidade de melhoria no
tratamento de superficie das amostras analisadas. Sendo assim, como perspectivas futuras a
otimizacdo de protocolo
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