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Resumo: A hidroxiapatita (HA) é uma bioceramica
biocompativel, bioindutora e bioativa, constituida por
fosfato de calcio, que possui a seguinte formula
molecular: Caio(PO4)s(OH)2. A composicao quimica da
hidroxiapatita sintética é semelhante a da fase mineral do
tecido 6sseo. Em virtude de suas caracteristicas, ela é
conhecida por ser um excelente biomaterial, com
aplicagBes relevantes na engenharia tecidual 0ssea,
especialmente no reparo de tecidos ésseos lesionados por
patologias ou acidentes. A titania (TiO2), por sua vez, é
uma bioceramica bioinerte, com um grande potencial de
estudo na area de engenharia tecidual, sendo utilizada na
fabricacdo de compositos envolvendo esses dois
materiais. O presente estudo visa analisar, inicialmente,
0 potencial bioldgico e terapéutico da hidroxiapatita (HA)
e do composito hidroxiapatita/titania (HA/TiO2), através
de ensaios padronizados de citotoxicidade indireta, de
forma a investigar a interacdo inicial deste biomaterial
com células Vero, contribuindo desta forma para o
desenvolvimento do campo da medicina regenerativa.
Palavras-chave: Biomateriais, Citotoxicidade,
Hidroxiapatita, Titania.

Abstract: Hydroxyapatite (HA) is a biocompatible,
bioinductive and bioactive bioceramic, constituted by
calcium phosphate, which has the following molecular
formula: Caio(POa4)s(OH).. The chemical composition of
synthetic hydroxyapatite is similar to the mineral phase
of bone tissue. Due to its characteristics, it is known as
an excellent biomaterial, with relevant applications in
the bone tissue engineering, especially in the repair of
bone tissues injured by diseases or accidents. The titania
(TiOy), in turn, is a bioinert bioceramic, with great
potential in the field of tissue engineering, being used in
the fabrication of composites involving these two
materials. The present study aims to examine, initially,
the biological and therapeutic potential of
hydroxyapatite (HA) and the composite
hydroxyapatite/titania (HA/TiO,), from the use of
standardized assays of indirect cytotoxicity, in order to
investigate the initial interaction of this biomaterial with
Vero cells, contributing to the development of the field of
regenerative medicine.

Keywords: Biomaterials, Cytotoxicity, Hydroxyapatite,
Titania.
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Introducéo

As bioceramicas de fosfato de calcio, pertencentes a
classe de biomateriais cerdmicos, tém sido bastante
utilizadas no reparo do tecido 6sseo humano. A
hidroxiapatita, uma das principais representantes dessas
bioceramicas, tem sido comercializada e caracterizada
por diversos estudos cientificos, sendo indicada como um
material de grande potencial em aplica¢des biomédicas
[1].

A titania é uma bioceramica bioinerte, sendo aplicada
na inddstria de tintas como pigmento, além de ser
utilizada em protetores solares, produtos alimentares,
fotocatalise, indUstrias eletroeletrbnicas, dentre outras.
Embora esse material apresente grande quantidade de
aplicacGes, ainda é pouco explorado na area de
engenharia tecidual, podendo apresentar grande
relevancia nesse campo [2].

Para que esses potenciais sejam determinados, é
fundamental que esses biomateriais sejam avaliados
quanto a sua biocompatibilidade, através de ensaios
padronizados de citotoxicidade, de forma que suas
propriedades terapéuticas e bioldgicas possam ser
analisadas, permitindo que sejam aplicados na area de
medicina regenerativa [3].

Nesse contexto, biomateriais nanoestruturados e,
mais precisamente, biocerdmicas nanoestruturadas, tais
como a hidroxiapatita, tém sido pesquisados e
desenvolvidos com a finalidade de se obter propriedades
relevantes, principalmente estruturais e de superficie, que
possam proporcionar a melhor resposta possivel entre
estes biomateriais € os sistemas bioldgicos com os quais
irdo interagir, aumentando a resposta bioldgica e
consequentemente, a eficiéncia do processo de
recuperacdo, quando comparados com 0s biomateriais
convencionais [4], [5].

O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial
terapéutico da HA e do compésito HA/TIOz, e seu
potencial na regeneracdo tecidual, por meio da interagdo
destes com células em sistemas in vitro.

Materiais e métodos

Obtencdo dos biomateriais - Foram utilizados os
seguintes materiais: a) Hidroxiapatita comercial VETEC.
b) Para a sintese do TiO,, foram utilizados como
reagentes o tetracloreto de titanio (TiCls 1V) (MERCK),
a D-glicose anidra (CsH1206) (Synth), e o alcool etilico
absoluto (CH;CH,OH) (Synth). O p6 formado foi
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calcinado a 500°C com taxa de aquecimento de ~ 8°C por
minuto (FA-1V, EDG).

Para a formacdo das pastilhas, as amostras foram
compactadas utilizando prensa (modelo 30t, SCHULZ) e
a carga utilizada foi de 1 tonelada. O molde utilizado foi
cilindrico. Foram feitas pastilhas de HA e de HA com 50%
em massa de TiO, (HA/TiOz). As amostras sofreram
tratamento térmico de 1000°C por 2 horas.

Para a identificacdo das fases cristalinas, foi utilizado
0 DRX (DMAX 2200, Rigaku Co).

Para a caracterizacdo das nanoparticulas, foi utilizado
0 microscopio eletrbnico de varredura (MEV) (JSM-
6330F, JEOL).

Para os ensaios de cultura celular, as pastilhas de HA
e (HA/TiO,) foram esterilizadas em autoclave.

Cultura celular - Foram cultivadas células Vero,
uma linhagem de células obtidas de rim de macaco verde
africano  (Cercopithecus  aethiops) = comumente
empregadas na avaliacdo de biomateriais. As células
foram mantidas em meio de cultura HAMF10, com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e 100 pg/ml de
penicilina/estreptomicina. O pH do meio de cultura foi
mantido entre 7,2 e 7,4. As culturas celulares foram
incubadas a 37°C, com 5% de CO,. Foram realizadas
trocas de meio de cultura a cada trés dias, e a
subconfluéncia e a morfologia das células foram
verificadas com o auxilio de microscopia de fase ao
microscopio invertido. As culturas foram mantidas por
15 dias. A dispersdo da monocamada celular foi efetuada
com a associacdo de tripsina 0,25%, produzindo a
suspensdo celular a ser utilizada nas etapas posteriores
(3], [6].

Ensaio de citotoxicidade indireta - Foi obtido o
meio de eluicdo com a incubacdo das amostras
esterilizadas HA e HA/TIO; [7] em 4 ml de meio de
cultura HAMF10, com 10% de soro fetal bovino (SFB) e
100 pg/ml de penicilina/estreptomicina, durante 24 horas.
Foi inoculada suspensdo celular, com concentracdo de
10° células/ml, em placas de cultura de 24 pocos (TPP).
As culturas celulares foram incubadas por 48h, a 37°C em
uma atmosfera a 5% de CO,, até atingir a condicdo de
subconfluéncia, aproximadamente 80% da monocamada.

A partir da subconfluéncia, o meio de cultura foi
descartado e substituido pelo meio de eluigdo. As culturas
foram mantidas por 24 horas nestas condicOes
experimentais. Como controle negativo, ndo citotdxico,
utilizou-se a propria placa de cultura e meio de cultura
padrdo (citado anteriormente), e como controle positivo,
citotoxico, foi utilizada uma solucdo de 0,25% de fenol
3], [6].

Anélise da morfologia celular - As placas de cultura
de 24 pocos foram observadas no microscopio invertido
(Axiovert Al, Zeiss). O software utilizado para a
visualizagdo e obtencdo das imagens foi o AxisVision.

Analise quantitativa de viabilidade celular - Para a
avaliacdo deste parametro, foi utilizado o teste do MTT
(brometo de 3 - [4,5 - dimetil — tiazol — 2 - il] - 2,5 -
difeniltetrazélio) (Sigma — Aldrich) [8]. Para o teste
foram preparadas solucdes de elui¢do das amostras HA e
HA/TiO,. As amostras foram incubadas em 4 ml de meio
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de cultura Ham F-10, com 10% de soro fetal bovino e 100
pg/ml de penicilina/estreptomicina, durante 24 hs.

As células Vero foram inoculadas em placas de
cultura de poliestireno de 96 pocos (TPP) a uma
densidade de 10* células/ml.

Apbs 24 hs, o meio de cultura foi removido e
substituido pelo meio de eluigdo. Como controle negativo,
ndo citotoxico, foi utilizada apenas a placa de cultura e o
meio de cultura conforme descrito. Como controle
positivo, citotoxico, foi utilizada novamente solucdo de
fenol 0,25 %. As células foram incubadas por 24 hs nas
condicBes experimentais. Os ensaios foram realizados
em triplicata.

Apobs 24 hs, o meio de eluicdo foi removido e os
pocgos foram lavados duas vezes com 100 pl de PBS
estéril a temperatura de 37 °C. Em seguida, foram
adicionados a todos 0s pogos 10 ul da solugdo de MTT 5
mg/ml + 90 pl PBS estéril. A placa foi incubada em estufa
de CO; pelo periodo de 4 horas. Apés este periodo, a
solucdo de MTT foi retirada da placa e foi adicionado a
todos os pocos 50 pl de DMSO (Dimetilsulfoxido)
(Synth).

A leitura da placa foi realizada em Leitor de Elisa
(SpectraMax M5) a 570 nm. Para obtencéo da viabilidade
celular, foi calculada a média de absorbéncia de todos os
testes. O valor obtido para o controle negativo foi
considerado como 100 % de células viaveis.

Resultados
A Figura 1 mostra os picos principais da difracdo de

raios X da hidroxiapatita (A) e da titania (B) utilizadas na
fabricacéo das pastilhas.
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Figura 1: DRX. (A) Hidroxiapatita; (B) Titania.
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A Figura 1A compara 0s picos principais obtidos pela
difracdo de raios X com o padrdo da hidroxiapatita
presente na biblioteca JCPDS 09-0432 e a Figura 1B
compara o padrdo JCPDS 04-0477 com o0s picos obtidos
pela titdnia com fase cristalina anatase calcinada a 500°C.
Desta forma podemos comprovar que estamos

trabalhando com as bioceramicas hidroxiapatita e titania.
Na Figura 2 podemos visualizar as nanoparticulas de
HA (A), e as nanoparticulas de TiO- (B).

100nm 100nm
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Figura 2: Microscopia Eletrbnica de Varredura. (A)
Hidroxiapatita; (B) Titania.

As amostras cilindricas de HA (A) e HA/TIO; (B)
obtidas e utilizadas para o ensaio de citotoxicidade
indireta podem ser visualizadas na Figura 3.

Figura 3: Amostras com aumento de 15x. (A)
Hidroxiapatita; (B) Titania.

Na Figura 4, podem-se visualizar as imagens obtidas
durante a analise morfoldgica do ensaio de citotoxicidade
indireta, para os grupos de controle positivo (A) e
negativo (B) e para as amostras de HA (C) e HA/TiO; (D).
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C

Figura 4: Anélise morfoldgica das células Vero. (A)
Controle positivo; (B) Controle negativo; (C) HA; (D)
HA/ TiO,,
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O padréo de crescimento das células Vero nos ensaios
de citotoxicidade se assemelha ao padrdo de crescimento
das células no controle negativo para citotoxicidade, sem
a presenca de alteragBes morfologicas evidentes,
indicativas de degeneracdo celular, ou debris celulares
abundantes.

Na Tabela 1 pode-se visualizar os valores médios de
absorbancia e desvio padréo obtidos durante o ensaio de
MTT, para a andlise de viabilidade celular.

Tabela 1: Absorbancia média e desvio padrdo obtidos dos
grupos experimentais no ensaio de viabilidade celular.

Grupos Abs média Desvi~o

570 nm Padréo
Controle positivo 0,222 +0,063
Controle negativo 0,527 +0,041
HA 0,527 40,059
HA/TIO; 0,507 10,055

A Figura 5 mostra o grafico com os valores de
viabilidade celular obtidos para as células Vero utilizadas.
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Figura 5: Viabilidade celular de fibroblastos \ero através
do ensaio de MTT. CPT: Controle Positivo de Toxicidade.
CNT: Controle Negativo de Toxicidade.

Discussao

A anélise morfolégica ndo indicou alteracbes
significativas na morfologia das células Vero quando
cultivadas na presenca do meio de eluicdo das amostras
de HA, em comparacdo com o controle negativo,
indicando que as amostras ndo apresentaram efeitos
citotdxicos sobre os tipos celulares. As monocamadas
celulares observadas apresentaram um alto nivel de
homogeneidade, indicando que as células se
encontravam aderidas ao substrato. No controle positivo,
por outro lado, percebeu-se elevada presenca de células
ndo aderidas ao substrato, além de grande quantidade de
corpos possivelmente apoptéticos ou restos (debris)
celulares, indicando efeitos citotoxicos severos.

Os valores médios de absorbancia demonstraram uma
reducdo significativa na densidade de células viaveis, de
aproximadamente 42%, apenas no controle positivo, em
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relagdo ao controle negativo, o que era esperado. Por
outro lado, as amostras de HA e HA/TiO,, quando em
contato com os tipos celulares, a partir do meio de eluicéo,
ndo apresentaram toxicidade na andlise da viabilidade
celular, no ensaio de MTT (Figura 2), em relacdo ao

controle negativo, apresentando valores de 100% e 96,14%

de viabilidade, respectivamente.

Os dados obtidos demonstraram que os biomateriais
analisados durante esse estudo ndo apresentaram efeitos
citotdxicos sobre as células Vero utilizadas, uma vez que
a analise morfoldgica ndo indicou alteracGes
significativas das células e a viabilidade obtida a partir
dos ensaios quantitativos apresentaram valores maiores
que 85%, indicando que esses biomateriais podem
apresentar uma boa biocompatibilidade. Entretanto, cabe
ressaltar que os ensaios de citotoxicidade séo utilizados
€Omo ensaios iniciais para a determinacéo do potencial
terapéutico de biomateriais, levando a necessidade de que
outros ensaios padronizados sejam efetuados com a
finalidade de se determinar os efeitos terapéuticos desses
biomateriais.

Concluséao

As pastilhas HA/TIO, apresentaram resultados
satisfatérios em comparacao com as pastilhas HA a partir
dos ensaios qualitativos e quantitativos propostos nesse
estudo, evidenciando o seu possivel potencial terapéutico
e biologico, o qual podera ser utilizado para o
desenvolvimento da medicina regenerativa.
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