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RESUMO

A Hidroxiapatita (HA) é um biomaterial biocompativel e bioestimulador que permite
a incorporacao de moléculas como o carbonato, aumentando sua solubilidade e potencial de
absorcdo de moléculas. As carateristicas fisico-quimicas da HA dependem fortemente da sua
temperatura de sintese. Neste contexto, sinteses em temperatura mais proxima da
temperatura corporal, sdo desejaveis para obter um material com estrutura mais parecida
com o sintetizado de forma autéloga. Embora a literatura mostre que a Hidroxiapatita é
internalizada pelas células, ainda nao esta esclarecido qual via endocitica esta nanoparticula
utiliza para ser internalizada. O objetivo deste estudo é, portanto, a avaliacdo da
internalizacdo de nanoparticulas de hidroxiapatita carbonatada (CarboHA) em células
murinas fOST e sua correlagdo com a temperatura de sintese. A CarboHA foi sintetizada por
precipitacdo por via Umida em trés diferentes temperaturas, a saber, 5°C, 37°C e 90°C, e sua
marcagdo fluorescente foi realizada por adsorcdo com Rodamina; seu tamanho foi
diretamente proporcional a temperatura de sintese. As nanoparticulas foram caracterizadas
por Difracdo de Raios X - DRX, Fourier Transformed Infrared — FTIR e Potencial Zeta,
antes e apds a exposicao ao meio de cultura, o que confirmou a natureza da nanoparticula,
bem como a n&o alteracdo desta apos a adsor¢do com Rodamina. Para verificacdo da via de
internalizagdo utilizada pelas nanoparticulas, as células foram expostas a reagentes que
inibem suas principais vias endociticas. Apds a inibicdo destas separadamente, concluimos
que a internalizacdo das CarboHAs tem relacdo direta com sua temperatura de sintese. A
CarboHA 5°C, de menor grdo primario, teve sua internalizacdo feita majoritariamente pelas
vias mediadas por Clatrina e Caveolina; ja a CarboHA 90°C, de maior grdo primario, teve

sua internalizacdo por Macropinocitose e Fagocitose.

PALAVRAS-CHAVE: Hidroxiapatita carbonatada, trafego intracelular, biomaterial, vias

endociticas
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ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA) is a biocompatible and biostimulatory biomaterial that allows the
incorporation of molecules such as carbonate, increasing their solubility and molecule
absorption potential. The physicochemical characteristics of HA strongly depend on its
synthesis temperature. In this context, syntheses at temperatures closer to the human
organism are desirable to obtain a material with a more similar structure to that synthesized
autologously. Although the literature shows that Hydroxyapatite is internalized by cells, it is
not yet clear which endocytic pathway this nanoparticle uses to be internalized. The goal of
this study is, therefore, the evaluation of the internalization of carbonated hydroxyapatite
nanoparticles (CarboHA) in murine fOST cells and their correlation with the synthesis
temperature. CarboHA was synthesized by wet precipitation at three different temperatures,
namely, 5°C, 37°C, and 90°C, and its fluorescent marking was carried out by adsorption
with Rhodamine; its size was directly proportional to the synthesis temperature. The
nanoparticle was characterized by X-ray Diffraction - XRD, Fourier Transformed Infrared -
FTIR and Zeta Potential, before and after exposure to the culture medium, which confirmed
the nature of the nanoparticle, as well as its non-change after adsorption with Rhodamine.
To verify the internalization pathway used by the nanoparticles, the cells were exposed to
reagents that inhibit their main endocytic pathways. After an isolated inhibition, we
concluded that the internalization of CarboHA is directly related to their synthesis
temperature. CarboHA 5°C, with the smallest primary grain, was mainly internalized via
pathways mediated by Clathrin and Caveolin; CarboHA 90°C, with the largest primary

grain, was internalized by Micropinocytosis and Phagocytosis.

KEYWORDS: Carbonated hydroxyapatite, intracellular trafficking, biomaterial, endocytic
pathways
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1. INTRODUCAO

1.1. Hidroxiapatita Carbonatada Nanoestruturada

A substituicdo 6ssea € um procedimento que tém gerado impacto crescente nos ultimos
anos por conta do envelhecimento populacional e do aumento da expectativa de vida (IBGE,
2020). Dentre os tecidos do organismo, o tecido 6sseo é um dos que mais sofre com o
envelhecimento. Isso acontece por mudancas na arquitetura do 0sso, mudangas no
metabolismo do organismo, e por deterioracbes fisioldgicas naturais (CUI et al, 2022;
PIGNOLO, 2023).

O tecido 6sseo é composto por aproximadamente 10% de agua, 40% de componentes
organicos, incluindo colageno do tipo | e 10% de proteinas ndo colagenas envolvidas na
mineralizacdo dssea, sendo seu maior componente a hidroxiapatita, que compde entre 50%
e 70% do osso (CIOSEK et al, 2021). Dentre os principais tipos celulares, podemos citar 0s
ostedcitos, células mais abundantes no 0sso, com papel importante na homeostase,
osteoclastos, responsaveis pela destruicdo do tecido 6sseo, e osteoblastos, que tém o papel
de formar novo 0sso (PENG et al, 2022). Este ultimo tipo celular tem um papel importante
na mineralizagio 6ssea (HASEGAWA et al, 2022). Os osteoblastos tém a fungéo de secretar
0S precursores minerais necessarios para a mineralizacdo da matriz extracelular, utilizando
para isso os lisossomos (IWAY AMA et al, 2019).

O material mais utilizado para realizar a substituicdo 0ssea € 0 enxerto 0sseo, cuja
primeira definicdo foi elaborada por Muschler e Lane, em 1992, caracterizando-0 como
qualquer material que sozinho ou combinado com outros, possui a capacidade de promover
a regeneracdo Ossea, além proporcionar propriedades osteoindutivas, osteogénicas e
osteocondutoras (BALDWIN etal, 2019; SCHMIDT, 2021). Esse tipo de tratamento, porém,
foi primeiramente visto no seculo XVII, em 1668, feito por Jacob van Meekeren, que relatou
ter tido sucesso ao fazer um xenoenxerto de uma calvaria de c&o no cranio de um soldado
(SCHMIDT, 2021).

Para os procedimentos de substituicdo Ossea, 0s enxertos podem ser obtidos por duas
vias: alogénica ou autéloga. A via alogénica é aquela na qual o material é obtido a partir de
terceiros; na via autéloga, o material é obtido a partir do proprio paciente. Esta Gltima via é
considerada o padrdo ouro da regeneragdo Ossea, uma vez que o material obtido é
histocompativel e ndo imunogénico para aquele paciente (HAUGEN et al, 2019), de modo
que os resultados de qualquer método alternativo sdo comparados aos resultados
demonstrados pela via autéloga (SCHMIDT, 2021). Existem, porém, diversas desvantagens
quanto ambos os processos, como a necessidade de procedimentos complementares para a

obtencdo do enxerto a partir do doador, possibilidade de infec¢Bes bacterianas e transmissao
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de doencas (MOUSSA et al, 2020), deformagdes, sangramentos, inflamacéo, dor crénica,
além de custar consideravelmente mais (HAUGEN et al, 2019). E, dependendo do local de
colheita do material, o paciente sofrerd muitas dores e grande morbidade (GHANAATI et
al, 2019). O tempo de recuperacdo para esse procedimento pode variar entre duas semanas
e trés meses, e 0 enxerto 0sseo em si precisa de no minimo trés meses para a cicatrizacéo,
periodo que pode se estender até dois anos, a depender do local e do tamanho do enxerto
(SANZ-SANCHEZ et al, 2022; BRINKER et al, 2020).

Como alternativa a tantas desvantagens e riscos, biomateriais sintéticos tém sido
amplamente utilizados (BUSH et al, 2022). A nanomedicina, campo de pesquisa que tem
crescido muito nos ultimos anos, é a ciéncia que estuda a prevencao e tratamento de doencas
e danos causados ao corpo humano através de ferramentas moleculares (LU et al, 2021). As
nanoparticulas, ja utilizadas em diversas areas da medicina, também estdo presentes em
campos como 0s enxertos nanoestruturados para regeneracao tecidual, além de servirem
como nanocarreadores, por conta da grande estabilidade e solubilidade que conferem a suas
cargas (MITCHELL et al, 2020), e terem papel no nanodiagnéstico (JOVCEVSKA et al,
2019).

Dentre as nanoparticulas mais utilizadas na medicina para processos de substituicdo
Ossea podemos destacar a Hidroxiapatita (HA). Este material € um dos principais
componentes da matriz 0ssea, sendo composta pelos mesmos ions que o principal
constituinte mineral do 0sso, e por isso, largamente utilizada em substituicdo aos enxertos
alogénicos ou aut6logos, uma vez que possuem propriedades biocompativeis (ANJOS et al,
2019).

A HA ¢é um composto de fosfato de calcio bioativo, bioabsorvivel e osteocondutivo
(ARCOS, 2020. Sua grande bioatividade e biocompatibilidade chamou a atencdo de
pesquisadores de diversas dreas da saude, o que fez com que o nimero de aplicacdes e
estudos relacionados a esta nanoparticula crescesse (GHIASI et al, 2020). Sua férmula
quimica é Cai1o(PO4)s(OH)2 e sua razdo Ca/P é de 1,67 (DINDA, et al, 2020). Sua estrutura
permite a incorporacao de diferentes moléculas e ions, que tém a capacidade de promover
propriedades adicionais (ARCOS, 2020), assim como alteracdes fisico-quimicas e
bioldgicas. Diversas incorporages ja sdo realizadas, como a do estroncio por exemplo, que
auxilia na melhora da sua capacidade angiogénica e de regeneracao 6ssea (RAN et al, 2023).
A incorporacdo de carbonato na HA é uma das mais realizadas na literatura, pois aumenta
sua solubilidade que por consequéncia facilita sua internalizacdo, além de permitir a
producdo de substitutos 6sseos com maior potencial de absor¢cdo de moléculas (ANJOS et
al, 2019).
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Para a producéo de HA sintética, dois diferentes processos sdo utilizados: a via seca e a
via Umida. A via seca, apesar de ter como vantagem a producdo de produtos altamente
cristalinos, tem como desvantagem a necessidade de temperaturas extremamente altas, de
900°C, o que gera uma grande dificuldade técnica (KIEN et al, 2018). J& a via Umida,
processo mais simples de ser realizado em ambiente laboratorial, pode ser realizado tanto
em agua quanto em solvente, tanto em temperatura ambiente quanto em temperaturas mais
elevadas, sob pressdo normal ou mais alta (KIEN et al, 2018). Além disso, essa metodologia
permite um controle melhor da estrutura, morfologia e cristalinidade da HA, e uma
reproducdo mais fiel dos tecidos biologicos, que sdo biossintetizados a 37°C.

Apesar desta nanoparticula ter crescido em importancia e ter ganhado mais espago nos
altimos anos, ainda existem poucos estudos na literatura sobre quais vias endociticas essa
nanoparticula utilizada para ser internalizada pelas células, e assim exercer suas fungdes

bioldgicas.
1.2. Trafego Intracelular

O trafego intracelular é o processo pelo qual as moléculas, ions e patégenos entram e
saem das células, e é de extrema importancia que tais processos sejam bem compreendidos.
Tal importancia existe pois é desta forma que as moléculas séo internalizadas, para nutrigdo
ou degradacdo celular, e que vesiculas sdo excretadas. Muitas das vezes, essas vesiculas tém
a funcdo de possibilitar a comunicacao das células com o meio extracelular, ajustando-se a
mudancas no ambiente, dispondo de um sistema especializado de membranas responsaveis
pela entrada e saida de particulas (KEIJE et al, 2021). Alem disso, € um processo que
influencia em como as células percebem e respondem aos sinais externos (HARRISON et
al, 2020).

1.2.1. Endocitose

Chama-se endocitose o processo pelo qual as células internalizam moléculas e
particulas, ora envolvendo-as em vesiculas que sdo formadas pelo invaginamentos da
membrana plasmatica, ora por extensGes da mesma (JU et al, 2020). Pequenas vesiculas
medindo entre 60 e 120 nm sdo formadas para o transporte de diferentes cargas para dentro
do citosol de células eucarioticas (KAKSONEN AND ROUX, 2018). Algumas moléculas
precisam ligar-se a receptores na membrana (HINZE, 2018), que iniciardo o processo de
internalizacdo, formando um dobramento na membrana, cujo tamanho e formato dependem
0 tipo de via de internalizacdo e da carga em si, que irdo envolver a carga a leva-la para
dentro da célula. Em seguida, as vesiculas se desprendem da membrana e seguem para seu

trafego intracelular.
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As vias endociticas podem ser diferenciadas através do seu formato, tamanho,
cinética dos produtos carreados e da carga a ser internalizada. Embora exista um vasto
conhecimento sobre as cargas absorvidas, os mecanismos especificos pelos quais essas
cargas sdo internalizadas sd&o menos esclarecidos ainda mais quando se trata de materiais
nanoparticulados, uma vez que diversas caracteristicas destes, como tamanho, formato,
elasticidade, e superficie, influenciam na sua internalizagdo (KEIJE et al, 2021). As
principais vias endociticas mais comumente conhecidas sdo: endocitose mediada por
clatrina, endocitose mediada por caveolina, endocitose independente de clatrina e caveolina,

macropinocitose e fagocitose (Figura 1).

Fagocitose Macropinocitose

: Endocitose  Endocitose Endocitose clatrino e
Particula clatrino- caveolato- caveolato-
A dependente  dependente independente
l Filamentos
de actina

| e , R
* O

Nao coberto
4) P

Endossomo inicial

Lisossomo

Figura 1: Representagdo esquemadtica de diferentes vias endociticas. Adaptado de Mayor & Pagano
(2007).

1.2.1.1. Endocitose Mediada por Clatrina

A endocitose mediada por Clatrina (EMC) é o processo endocitico mais bem
caracterizado na literatura (BASCHIERI et al, 2020). E o principal caminho endocitico para
a nutricdo celular, migracdo, neurotransmissao, sinalizagéo celular, adesdo e morfogénese
(KAKSONEN AND ROUX, 2018). Recebeu este nome devido a proteina Clatrina-1, seu
principal componente, porém sabemos que outras 50 proteinas também estdo envolvidas
neste processo (KAKSONEN AND ROUX, 2018). De acordo com Kaksonen And Roux,
2018, além da Clatrina, este revestimento ¢ formado por adaptinas, também chamadas
proteinas adaptadoras de Clatrina. Como esta ndo é capaz de unir-se com a membrana
vesicular, ela deve ser atraida pelas adaptinas. Outras proteinas, como a intersectina,
interagem com as proteinas adaptativas para juntar os componentes do revestimento
(KAKSONEN AND ROUX, 2018).
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Essas estruturas sdo comumente chamadas clathrin-coated pits, por conta do formato
dessas invaginagdes, compreendem ndo soO a proteina, mas também todos os reguladores e
adaptadores que juntos geram forca para formar a invaginacdo da membrana plasmatica
(BASCHIERI et al, 2020). Por esta via ocorre a internalizacdo de complexos de receptores
de membrana e de sinalizacao, ions, transportados e outros tipos de moléculas (KAKSONEN
AND ROUX, 2018).

1.2.1.2. Endocitose Mediada por Caveolina

As caveolinas sdo proteinas que se encontram na superficie de muitas células de
mamiferos, capazes de formar invaginagdes entre 50 e 100 nm (WANG et al, 2021; YANG
et al, 2020), sendo formados por dois tipos diferentes de proteinas, as cavinas e caveolinas
(PARTON et al, 2020), pois a caveolina-1 sozinha € capaz de gerar as Caveéolas.

De acordo com Ferreira et al, 2014, esta via € mais lenta se comparada com a
endocitose mediada por clatrina, mas tem sido altamente recomendada na area da
nanomedicina quando se deseja evitar a degradacéo lisossomal (SAMRAT et al, 2021).

De acordo com Parton et al, 2020, a Caveolina além de ser sensivel a estimulos
mecanicos, também é capaz de transmitir sinais mecanicos, agindo assim como
mecanossensores. Porém, as fungdes da Caveolina ndo se restringem a isso, pois outras rotas
de sinalizacdo tém sido relacionadas a Caveolina, na maioria das vezes associadas
diretamente a interacdo desta proteina de membrana com proteinas sinalizadoras especificas
(PARTON et al, 2020).

1.2.1.3. Endocitose Independente de Clatrina e Caveolina

A endocitose independente de clatrina foi observada tanto in vitro quanto in vivo, e suas
fungdes na internalizacdo compreendem a remogao de receptores presentes na membrana
plasmaética, a internalizagdo de proteinas, lipidios, além de controlar mecanismos como a
migracéo e polarizagédo celular (FERREIRA et al, 2018). Conforme publicado por Watanabe
et al, 2017, a endocitose independente de clatrina esta relacionada a certas funcdes
fisiologicas celulares, onde se faz necessario uma internalizacdo mais rapida, tal como
reacdes a hormonios do estresse ou um processo de endocitose que visa compensar certo
namero de exocitoses de vesiculas hormonais. Logo, quando comparada com a endocitose
mediada por clatrina, a endocitose independente desta se mostra mais rapida, além de
participar na internalizagdo de diversos virus e ter funcdo em doengas como aterosclerose e
alguns tipos de canceres (FERREIRA et al, 2018).

Embora trés diferentes tipos de endocitose independente de clatrina e caveolina tenham

sido identificados (VOCELLE et al, 2019), quando se trata da independéncia da caveolina,
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ainda se fazem necessarios estudos para distinguir melhor essas duas vias separadamente
(FERREIRA et al, 2018).

Um mecanismo de internalizacdo independente de Clatrina e Caveolina é o raft-lipidico,
nanodominios na membrana plasmatica ricos em esfingolipidios e colesterol papel na
organizacdo lateral da superficie celular, com um processo pelo qual ligantes e receptores
s&o internalizados por esses dominios (WEI et al, 2020; SAPON ela t, 2023).

1.2.1.4. Macropinocitose

A macropinocitose é a Unica via endocitica capaz de internalizar grandes quantidades de
fluidos extracelulares para que os nutrientes presentes nesse liquido sejam trazidos para
dentro das células, e diferentes de outras vias de internalizagdo, ndo precisa da adesdo de
moléculas nos receptores da superficie celular (LIN et al, 2020). Esse processo acontece pelo
movimento de pseudopodes que se estendem a partir da célula e dobram-se, formando os
chamados macropinossomos (STOW et al, 2020). Os mecanismos da macropinocitose ainda
sdo mal compreendidos apesar de sua grande importancia e, de acordo com Lin et al, 2020,
diferentemente da endocitose mediada por clatrina, a macropinocitose ndo possui estrutura
de revestimento e até 0 momento, nenhuma molécula exclusiva desta via foi identificada.

Embora seja um processo endocitico comumente observado em patdgenos de vida livre,
qualquer célula de mamifero pode realizar essa internalizacdo, sendo células do sistema
imune como células dendriticas e macréfagos as que mais comumente utilizam-se desta via
(KING et al, 2019).

Era originalmente chamada pinocitose, mas teve sua nomenclatura modificada para
macropinocitose para diferenciar este processo da internalizagdo de vesiculas endociticas
menores, tais como as revestidas por clatrina (YOSHIDA et at., 2017). Esta via é importante
para 0 sistema imune, pois tem parte na busca por antigenos, além da sinalizacdo por

receptores de antigenos, e na prépria internalizacdo de alguns patdgenos (STOW et al, 2020).

1.2.1.5. Fagocitose

A fagocitose é um processo pelo qual particulas grandes séo internalizadas, sendo estas
maiores que 0.5 pum e na grande maioria das vezes, sélidas, o que difere esta via da
macropinocitose (HALLET, 2020). Envolve a expressdo e reconhecimento de receptores
celulares e a formacgdo de um fagossomo (LASCASTER et al, 2018), e assim como a
macropinocitose, envolve a extensdo da membrana plasmatica para a capturar e englobar as
particulas a serem internalizadas (HALLET, 2020).

Apesar de ser uma via de internalizacdo utilizada por diversos tipos celulares, apenas

células fagociticas profissionais, os fagocitos, conseguem realizar essa internalizacdo com
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alta eficiéncia, conforme publicado por Rabinovish, 1995. Células do sistema imune, como
neutrofilos, macrofados, monocitos e células dendriticas estdo entre os fagdcitos
profissionais, que tém a funcdo de apresentar antigenos aos linfocitos e retirar
microrganismos circulantes (URIBE-QUEROL et al, 2020).

Outros tipos celulares como células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, apesar de serem
consideradas ceélulas ndo-fagociticas profissionais, também conseguem realizar a
internalizacdo de particulas por esta via (URIBE-QUEROL et al, 2020).

1.2.2. Vias de Internalizacdo de Materiais Nanoestruturados

Materiais nanoestruturados, devido ao seu tamanho, sdo capazes de interagir com as
células da mesma forma que outros materiais tamanho similar, tais como virus e proteinas,
sendo reconhecidos por receptores nas membranas e sendo internalizados através da
maquinaria endocitica das células (FRANCIA et al, 2020). Embora o tamanho das particulas
seja importante uma vez que quanto maiores estas forem, mais dificuldade as células terdo
para internaliza-las (WU et al, 2019), tanto o tamanho quanto a forma, a elasticidade e a
carga da superficie podem ser adaptadas dependendo da necessidade (SHI et al, 2017).

Em células de mamiferos células ndo fagociticas profissionais a via classica para a
internalizacdo de nanoparticulas é a endocitose mediada por clatrina (BASCHIERI et al,
2020; TARASENKO et al, 2021). Porém, ainda ndo existe um consenso na comunidade
cientifica sobre qual via especifica as células utilizam para internalizar os materiais
nanoparticulados (FRANCIA et al, 2020). Parametros como tamanho, carga da superficie,
forma e rigidez tém a capacidade de influenciar diretamente na forma como este
nanomaterial é internalizado pela célula.

Ainda hoje, diversos aspectos da internalizacdo e subsequente processamento de
materiais nanoestruturados permanecem obscuros, e por isso, uma compreensdo melhor
desses mecanismos tém grande potencial para ajudar no melhor desenvolvimento de
nanomateriais adaptados as necessidades dos campos nos quais eles serdo utilizados.
(FRANCIA et al, 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao envelhecimento populacional e ao aumento da expectativa de vida, a
substituicdo 6ssea é um dos procedimentos com impacto crescente nos Gltimos anos (IBGE,
2020). Enxertos 6sseos sdo o segundo tecido mais transplantado ao redor do mundo, sendo
0 mais transplantado no Brasil (HAUGEN et al, 2019). De acordo com Zhao et al, 2021, 2.2
milhdes de enxertos 6sseos eram realizados no mundo com um custo estimado de US$ 664
milhGes até 2021, nimero que atualmente chega aproximadamente aos 3 milhGes de
procedimentos musculoesqueléticos realizados anualmente apenas nos Estados Unidos, de
acordo com a American Academy of Orthopedic Surgeons, em 2020.

O desenvolvimento da nanotecnologia no século 21, gerou grande excitacdo e potencial
ao redor do mundo, e apesar dos desafios que esta tecnologia ainda propde, cientistas e
pesquisadores continuam seus esforcos para melhorar a compreensdo e manejo de
nanoprodutos relacionados a nanotecnologia (VERMA et al, 2019).

De acordo com as expectativas do mercado internacional e previsoes feitas até o ano de
2026, é esperado que 0s biomateriais sintéticos nanoestruturados demonstrem grande
crescimento lucrativo, devido a sua melhor biocompatibilidade, melhor aceitagdo pelos
pacientes e menores chances de transmissdo de doencas. Os materiais ceramicos, como a
hidroxiapatita carbonatada, tem dominado o mercado pois este material é facilmente
reabsorvido pelo corpo, possuindo menor risco de infecgdo. Além disso, sua popularidade
tem crescido gracas a curta duracdo da cirurgia, reducdo da dor, e controle da perda de
sangue, que geralmente esta envolvida nesses tipos de procedimento (GRAND VIEW
RESEARCH, 2020). Resultados obtidos por estudos feitos por Jardim et al, 2020 mostram
que compositos dentais contendo nanoparticulas de hidroxiapatita possuem a liberacdo de
nanoparticulas de célcio e fosfato, promovendo a osteointegracao.

Apesar dos beneficios supracitados do uso das nanoparticulas, ainda ndo existe junto a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) um consenso sobre a regulacdo acerca
da utilizacdo dos materiais nanoestruturados, que apresentam propriedades fisico-quimicas
diferentes da sua contraparte micro e macro estruturada. Portanto, se faz necessario a
realizacdo de mais estudos e pesquisas com a finalidade de melhor esclarecer este campo, de
forma que tais tratamentos possam ser devidamente regulamentados, possibilitando o
desenvolvimento e aplicacdo de medicamentos melhores que possam chegar a populacéo.

Dado sua grande importancia no mercado atual, é necessaria uma investigacdo dos
mecanismos de internalizacdo e do seu trafego intracelular da Hidroxiapatita carbonatada
sintetizada em temperaturas proxima daquela corporal, visando a otimizagao e propostas de

novas aplicacdes, além de uma melhor compreensao de suas limitaces (ROSSI et al. 2017).

19



Este estudo propde uma melhor compreensdo de tais processos e sua corrobora¢do com
as diversas carateristicas da hidroxiapatita, relacionadas as diferentes temperaturas de
sintese, visando encontrar novas formas de aprimorar a qualidade dos produtos baseados

neste material e gerar fundamentos para a regulamentacdo de nanoprodutos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € a avaliagdo da internalizacdo e trafego intracelular de

nanoparticulas de hidroxiapatita carbonatada em células murinas de cultura primaria fOST.
3.2. Objetivos Especificos

e Sintese da hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada por via Umida a 5°C, 37°C e
90°C.

e Caracterizacdo do biomaterial antes e depois da exposicdo ao Meio de Cultura.

e Marcacédo fluorescente por adsor¢do a Rodamina, para possibilitar a visualizagdo e
quantificacdo apds internalizacao.

e Caracterizacdo das vias endociticas para avaliacdo do processo de internalizacdo dos

biomateriais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese das Nanoparticulas de Hidroxiapatita

A hidroxiapatita carbonatada (CarboHA) foi sintetizada no Laboratoério de Biomateriais
do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) por precipitacdo por via Umida utilizando
solucgdes aquosas de Ca(NO3)2. 4 H20, 0,21 mol/L; (NH4)2HPO4, 0,09mol/L e (NH4).COs3,
0,033 mol/L. As condicBes de sintese foram rigorosamente controladas em pH 12 e em
temperaturas de 5°C, 37°C e 90°C. Depois da adic¢do, a suspensdo de CarboHA 37°C e 90°C
foi agitada por 2 horas enquanto a de 5°C por 3h, para entdo todas serem lavadas e filtradas
a vacuo. Em seguida, o biomaterial foi seco; a CarboHA 37°C e 90° foram secas em estufa
a 50°C por 12 horas, e a CarboHA 5° foi seca no liofilizador. Apos seco o material foi
peneirado em uma peneira de 75um.

Trés diferentes lotes foram sintetizados, visando garantir os resultados experimentais e

sua reprodutibilidade.

CarboHA 37°C e

Ca(NO;),4*H,0 0,21 mol/L 90° em estufa a

(NH,),HPO,, 0,09mol/L 50°C por 12 horas
(NH,),CO,, 0,033 mol/L

@ g § - Material peneirado
< /

4 U i I com peneira de 75 pm
I = £ 2

"

/ Temperatura
[ Controlada: '
»5°C

»37°C

(
Em " : A;} >90°C Wsanges
agitagao . Vacuo arbol seca no

liofilizador

DIGESTAO FILTRAGEM SECAGEM PENEIRAGAO

Figura 2: Representa¢cdo esquemdtica dos principais procedimentos para a sintese da CarboHA. Da
esquerda para a direita, o processo se inicia com a precipitacdo de nitrato de cdlcio, fosfato diaménico e
carbonato de aménio; em seguida a suspensdo é agitada e entdo lavada, para seguir para a secagem.

4.2. Marcacao Fluorescente das Nanoparticulas de Hidroxiapatita

Para marcacdo das NPs, foram utilizadas moléculas fluorescentes de Rodamina. Estas
moléculas foram incorporadas na superficie ou na estrutura do material nanoestruturado
objetivando a geracdo de uma CarboHA fluorescente que torne possivel a verificacdo da
quantificacdo da internalizacdo das mesmas pela célula a ser estudada.

Para a preparagdo de CarboHA florescente, uma solugdo concentrada 0,5 mg/ml foi
preparada diluindo 10 mg de Rodamina em 50ml de agua (estoque). Em seguida, 200 mg de
CarboHA 5°C, CarboHA 37°C e CarboHA 90°C foram diluidos separadamente em 1 ml do
estoque de Rodamina, vortexados e entdo agitados por duas horas em temperatura ambiente

para realizar a adsor¢cdo da Rodamina a hidroxiapatita. Em seguida, o material foi
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centrifugado por 10 minutos a 350 RCF, lavado com H,O até o sobrenadante ficar
transparente. As trés diferentes condicdes de sintese da hidroxiapatita pura e com Rodamina
adsorvida foram secas por 12 horas no secador. A adsorcdo da Rodamina fluorescente a
hidroxiapatita foi confirmada tanto por microscopia de fluorescéncia, adquirindo imagens
no filtro de emissdo de rodamina, 546 nm (microscopio AXIO plan Il, Zeiss Brasil) quanto

pelas técnicas de FTIR, e potencial zeta durante a caracterizacéo.

4.3. Exposicéo ao Meio de Cultivo

As Carbo-HA foram ressuspensas na concentracdo de 1 mg/ml em 14 ml de 4gua Miliq
ou meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de PS, respectivamente,
ambos condicionados em incubadora por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. As amostras
ressuspensas foram entdo deixadas em agitacdo por 24 horas. Em seguida, foram
centrifugadas a 300 RCF por 5 minutos e lavadas 3 vezes com agua Milig, sendo novamente
centrifugadas e ressuspendidas em agua apos cada lavagem. Por fim, foram secas por 12

horas.

4.4, Caracterizacdo Antes e Apds Exposicdo ao Meio de Cultivo

A gqualidade da sintese foi confirmada por difracdo de raio X (DRX). Para caracterizacao
do biomaterial foram utilizadas técnicas quimicas e fisicas como MET, FTIR, Potencial Zeta

e DLS antes e depois do contato com o meio bioldgico.

4.5. Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

Essa técnica foi utilizada para avaliar a morfologia, organizacdo estrutural, tamanho,
caracteristicas nanoestruturais do material que foi utilizado.

As grades de cobre 300 mesh para a visualizagdo das amostras foram obtidas
comercialmente, revestidas com Formvar, aplicando duas gotas sobre a grade para entao
deixa-las secar por 24 horas. Em seguida, 10 uL da amostra contendo CarboHA foram postas
sobre a grade, com uma pausa de em torno de 10 minutos para a decantagdo das particulas,
apos os quais o excesso de liquido é retirado. A amostra entdo foi visualizada no Microscopio
Eletrénico de Transmissdo (JEOL- JEM-1011) da plataforma multiusuéria de microscopia
eletronica da FIOCRUZ.

4.6. Difracéo de Raios X (DRX)

O DRX foi utilizado com uma medida de 26 de 10° a 50°, passo 0,02° com tempo de 5 s
no Difratbmetro de alta resolucédo (Zeiss HZGS) do CBPF (Centro Brasileiro de Pesquisas

Fisicas). Esta analise obtém a analise estrutural e microestrutural, identificando os diferentes
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materiais presentes na estrutura e para verificar o grau de cristalinidade do material
sintetizado que foi utilizado. Através da utilizagao da tecnica, foi possivel observar a difracéo
em cada amostra, tornando possivel determinar a cristalinidade do material e confirmara

qualidade da sintese obtida.

4.7. Fourier Transformed Infrared (FTIR — Espectrometria no Infravermelho com

Transformata de Fourier)

Esta técnica é utilizada para obter a caracterizacdo, identificacdo e/ou determinacéo de
caracteristicas estruturais (principalmente em grupos funcionais e de ligacGes presentes em
uma amostra). A andlise foi feita pesando 200 mg de KBr (brometo de potassio) e 5 mg de
CarboHA — uma quantidade arbitraria, suficiente apenas para modificar levemente cor da
pastilha — seguindo-se a maceragdo de ambos em um pildo até que sejam um po
extremamente fino. Em seguida, o material ¢ montado em uma prensa uniaxial, e pressionado
por cinco minutos para entdo ser retirado cuidadosamente da prensa, e ser levado até o
aparelho para sua leitura em um espectrometro da marca Shimadzu modelo IRPrestige-21,
no Laboratorio de Espectroscopia do CBPF.

O principio da espectroscopia no infravermelho se baseia nas frequéncias de vibragédo
especificas gracas as ligacdes quimicas entre as substancias. Estas vibragdes sdo
correspondentes aos niveis de energia da molécula (chamados niveis vibracionais). Ao
receber uma radiacdo eletromagnética que apresente a mesma energia de uma de vibracoes,
a molécula entdo absorvera a luz. A radiacdo do espectrofotbmetro é guiada pelo
interferébmetro, que atua medindo os angulos e distancias de ondas eletromagnéticas, em
seguida um grafico é gerado apresentando a poténcia da radiagdo em um instante através da
distancia (interferograma). Util para obtencdo de informacdes qualitativas e
semiquantitativas, de componentes de uma amostra ou de uma mistura, em qualquer estado
de apresentacdo, quer seja sélido, liquido, gasoso ou em solu¢do ndo-aquosa. Consiste em
um teste rapido (promovendo resultados em menos de 5 minutos), tornando possivel analisar

também, amostras em pequena quantidade ou tamanho.

4.8. Potencial Zeta

Para verificar a eventual adsorcdo de moléculas, principalmente proteinas, foi utilizada
a técnica do Potencial Zeta. A analise foi realizada em um Litesizer DLS 500 (Anton Paar
Brasil) antes e depois do contato das particulas com meio de cultivo, ap6s da preparacgao da
amostra descrita previamente. 1 mg de amostra foi ressuspendida em KCI 1 mM e foi
realizada a medida. Esta técnica mede a amplitude da repulsdo ou da atracdo das cargas entre

as particulas do material e 0 meio através da mobilidade eletroforética identificando a fun¢édo
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da carga superficial da particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e
da natureza e composic¢do do meio que a circunda. A medicéo é feita mediante dois eletrodos
que aplicam um potencial elétrico a uma cuba contendo a suspensdo do material
nanoestruturado. As particulas se movem na direcdo da carga oposta, e quanto mais rapida
for a velocidade da particula, maior é a carga elétrica. Qudo maior € a negatividade da medida
de potencial, mais atrativas as forcas tenderdo a ser, constituindo um provavel indicador de

adsorc¢do de proteinas.

4.9. Dinamic Light Scattering (DLS — Espalhamento Dinamico da Luz)

O DLS é uma técnica de caracterizacdo fisico-quimica que mede a distribuicdo do
tamanho de pequenas particulas e moléculas em solucdo liquida. Para avaliagdo das
dimensdes do nosso material em suspensdo 1 mg de amostra obtida antes e depois do contato
das particulas com meio de cultivo (ap6s da preparacdo da amostra descrita previamente) foi
ressuspendida em 1 ml de NaCl 1,2 g/ml e foi realizada a medida em um equipamento
Litesizer DLS 500 (Anton Paar Brasil).

Quando uma particula € iluminada por uma fonte de luz (como um laser), ocorre o
espalhamento da luz multidirecional. Essa técnica consiste em analisar as flutuacdes de
intensidade da luz espalhada em um determinado angulo e associar ao tamanho da particula

que gerou a deflexao.

4.10. Cultura Celular

As células primarias murinas fOST sdo osteoblastos isolados a partir do fémur de um
camundongo BALB/c adulto. A cultura foi realizada em meio de cultura DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) com alta concentracdo de glicose (4500 mg/L), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina (PS). Foi realizada primeiramente a
expansdo das células, periodo no qual foram tripsinizadas ao atingir a 80% de confluéncia.
Durante sua expansdo, era necessario no minimo de trés passagens para que as células

estivessem prontas para a realizacdo dos experimentos.

411. Dose de Inibidores

As células foram plaqueadas na concentragdo de 15.000 células/ cm? por 24h e
sucessivamente expostas a diferentes tipos e concentragdes de inibidores em meio de cultura
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) com 10% de SFB e 1% de PS, com objetivo
de obter a concentracédo de inibigdo capaz de inibir a via de internalizacdo desejada de forma

seletiva. As doses testadas foram baseadas naquelas encontradas nas publicacGes de L1 et al,
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2022, YADEGARI et al, 2021, QUEVEDO et al, 2021, LIANG et al, 2021, PEREIRA et al,
2020, TIAN et al, 2017, MORIMOTO et al 2016.

Dentre os inibidores que foram utilizados estdo a Clorpromazina, inibidora da via
endocitica mediada por Clatrina, cujas concentracGes testadas foram de 15 uM, 50 uM e
100uM; Ginesteina, responsavel pela inibicdo da via mediada por Caveolina, com as
concentracdes de 150 pM, 200 uM e 300 uM; MBCD (Methyl-b-cyclodextrin), inibidor do
raft lipidico, com as concentra¢des de 2nM, 5 nM e 10 mM. Sendo que a maioria dos testes
confirmou as doses ja presentes na literatura, foi optado para seguir com a concentracdo
indicada pela maioria dos artigos que usavam inibidores da Macropinocitose e Fagocitose,
Amilorida e Lovastatina respectivamente, correspondente a 100 pM.

O processo de internalizacdo foi verificado com moléculas tragadoras fluorescentes, cada
uma tendo como alvo um inibidor. As concentracdes foram retiradas dos estudos de
EVGENIYA et al, 2021, LIANG et al, 2021, NASAKO et al, 2020, BENCHIMOL, 2020,
TYRPAK et al, 2019, HOLOWNIA, 2019, PERISA et al 2016. A transferrina humana foi
usada para marcar a Clorpromazina, usada na concentracdo de 15 pug/mL; e Ginesteina, a

toxina da colera marcara o MBCD, na concentragéo de 5 pg/mL.

4.12. Exposicéo as Células

Os experimentos de internalizacdo apds inibicdo de vias especificas foram realizados em
triplicata, apds plaqueamento de 30.000 células por po¢o em uma placa de 24 pocos, sobre
laminulas de vidro. As células foram expostas a concentracdo dos inibidores escolhida,
sendo a concentragdo de 300 uM para Ginesteina e 10 mM para MBCD, 100 pM para 100
MM para a Clorpromazina, Amilorida e Lovastatina inibidores da Macropinocitose e
Fagocitose, respectivamente.

Em seguida, houve a expoxicdo as particulas de hidroxiapatita nanoestruturada em meio
de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) com 10% de SFB e 1% de PS e
monitoradas apds 20 minutos e 2 horas, segundo o protocolo de internalizacao descrito por
Rossi et al, 2017.

4.13. Marcacao das Células por Imunofluorescéncia

Para a visualizacgdo das células apds a exposicdo, foi feita a marcacdo por
imunofluorescéncia, utilizando Alexa Fluor Deep Red 647.

Para tal, as células foram fixadas apds a exposi¢ao usando paraformaldeido (PFA) a 4%,
por 7 minutos, e em seguida lavado com tampao fosfato-salino (PBS) 3 vezes. Em seguida
houve a preparacdo das células para a marcacdo com a exposicdo a 500 pl da solucdo

quencher NH4CI 20 mM por 20 minutos para reduzir o background e em seguida realizada
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a permeabilizacdo da membrana celular com 300 pl de TRITON X-100 0,1% por 30
minutos.

Para a marcacdo, 100 ul da solucdo de Alexa Fluor 647 diluida em BSA 1% + TRITON
X-100 0,1% na solucéo de trabalho 1:50 foram expostos as células por 1 hora, em camara
umida previamente preparada. As laminulas foram entdo lavadas 3 vezes novamente com
PBS para a exposicao ao DAPI (NucBlue™ Fixed Cell ReadyProbes™ Reagent) para

marcacao do nucleo celular.

4.14. Analise dos Resultados

Para a andlise da internalizacdo e das vias endociticas utilizadas pelas células, as imagens
obtidas a partir dos experimentos foram analisadas utilizando dois softwares: Leica LAS-X
e ImageJ.

Os experimentos foram realizados em triplicata, apos plaqueamento de 30.000 células
por poco, sobre laminulas de vidro. De cada poco, foram obtidas dez fotos de dez diferentes
campos, resultando num total de 30 trinta imagens por experimento para serem analisadas.

A primeira fase da analise foi realizada pelo software Leica LAS-X. Atraves desta
plataforma, utilizamos a funcdo de co-localizacdo, que nos permitiu contabilizar apenas a
CarboHA fluorescente que se encontrava presente dentro das células, co-localizadas com a
marcagdo com faloidina 647, que marca o citoesqueleto celular. Em seguida, o software
ImageJ foi utilizado para a normalizacdo dos resultados atraves do célculo da area ocupada
pelas células em cada campo, para que pudesse ser calculada a média da area ocupada das

particulas de Carbo-HA por nimero de célula.
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5. RESULTADOS
5.1. Sintese e Caracterizagcdo das Nanoparticulas de Hidroxiapatita

A sintese da hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada foi realizada pela via umida,
seguindo o protocolo descrito na literatura por Anjos et al, 2019, em trés diferentes
temperaturas, a saber, 5 °C, 37 °C e 90 °C.

Quando observada a olho nu, o pé resultante da sintese da CarboHA possui diferencas
entre as amostras, que se relacionam diretamente a sua temperatura de sintese. Em
temperaturas mais baixas, 0 pé resultante tem aparéncia de grumos bem pequenos, e a
medida que a temperatura aumenta, pode-se visualizar grumos maiores (figura 3). Neste
caso, podemos ver que a CarboHA sintetizada a 5°C aparenta ser um p6 bem mais fino do
que a CarboHA sintetizada a 37°, e a CarboHA sintetizada a 90°C, cujos grumos sao
consideravelmente maiores. 1sso se da por conta da tendéncia natural deste biomaterial de se

aglomerar.

Figura 3: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada sintetizada por via umida em diferentes
temperaturas, com aparéncia semelhante a de um po6 branco. (A) Sintetizada a 5°C. (B) Sintetizada a
37°C. (C) Sintetizada a 90°C.
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5.1.1. Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Os diferentes tamanhos dos grdos primarios dos cristais, que tém correlacdo direta
com a temperatura de sintese podem ser observados pela técnica de Microscopia Eletronica
de Transmissdo (MET), onde pode-se ver que, com o aumento da temperatura, também héa

um aumento na dimensao do grao primario dos cristais formados (Figura 4).

Figura 4: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada vista através da técnica de microscopia eletrénica
de transmissdo, onde é evidenciado a diferenca de tamanho dos cristais, variando por conta da
temperatura de sintese, sendo maiores conforme esta aumenta. (A) Hidroxiapatita carbonatada
sintetizada a 5°C; (B) Hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 37°C; (C) hidroxiapatita carbonatada
sintetizada a 90°C.

5.2. Produgéo da Hidroxiapatita Carbonatada Fluorescente

Para a producédo da nanoparticula de hidroxiapatita carbonatada fluorescente, optou-
se pela conjugacdo com a molécula de Rodamina. Este fluor6foro tem absorgdo em 555 nm
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e emissdo em 579 nm e 627 nm. A adsorcdo da hidroxiapatita carbonatada com Rodamina
resultou na mudanga da cor da hidroxiapatita, de branca para rosa, mantendo tanto as
similaridades quanto as diferencas visuais observadas a olho nu. Os materiais resultantes

dessa adsorcdo podem ser observados na figura 5.

Figura 5: Hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada adsorvida com Rodamina. (A) Sintetizada a 5°C; (B)
Sintetizada a 37°C; Sintetizada a 90°C.

Para confirmar que a Rodamina foi adsorvida com sucesso pela Hidroxiapatita, foi
realizada a medicdo da absorbancia do sobrenadante inicial e de suas trés lavagens por
Espectrofotdmetro. Os gréaficos gerados comprovam o sucesso da adsor¢do, uma vez que o
pico de absorbancia em 550 nm se torna mais achatado ao longo das lavagens, até ficar

praticamente plano, como pode ser observado na figura 6.
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Figura 6: Grdfico gerado apés medicagéio da absorbdncia das trés amostras de CarboHA. (A) Hidroxiapatita
sintetizada a 5°C; (B) Hidroxiapatita sintetizada a 37°; (C) Hidroxiapatita sintetizada a 90°C. Em todas as
amostras, pode-se observar um pico de absorbdncia em 550 nm no sobrenadante inicial, que vai
diminuindo ao longo das lavagens, até se tornar praticamente inexistente na ultima lavagem,
comprovando a adsor¢do da Rodamina.

Para confirmar que as nanoparticulas estavam fluorescentes ap6s a adsorcdo da
Rodamina, o material foi observado por Microscopia de Fluorescéncia. Todos 0s materiais
floresceram no comprimento de onda de 546 nm, como mostrado na imagem da

hidroxiapatita carbonatadas sintetizada 37 °C na figura 7.
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Figura 7: Hidroxiapatita carbonatada sob microscopia de fluorescéncia, confirmando a adsorg¢éo de
Rodamina e a sua emissd@o, no comprimento de onda da cor vermelha. (A) CarboHA sintetizada a 37°C. (B)
CarboHA sob aumento de 4 vezes. (C) CHA37 CarboHA sob aumento de 10 vezes. (D) CarboHA sob aumento
de 20 vezes.

5.3. Caracterizacdo da Hidroxiapatita Carbonatada Adsorvida com Rodamina

Antes e Apoés a Exposicdo ao Meio de Cultivo.

Para a caracterizacdo das nanoparticulas de hidroxiapatita carbonatada foram
realizadas analises de Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier
(Fourier Transformed Infrared — FTIR), Potencial Zeta, e Espalhamento Dinamico de Luz
(DLS).

5.3.1. Difragéo de raio X

Para conferir a qualidade da sintese e averiguar o grau de cristalinidade dos trés
materiais foi realizada a caracterizacdo do material puro, apos a sintese, pela técnica de
difracdo de raio-x — DRX (figura 8). Os principais picos identificados, a saber, (002), (112),
(210), (211), (112), (300), (310), (222) e (213), estdo em conformidade com aqueles
identificados em espectros publicados na literatura por LARA-OCHOA et al, 2021,
confirmando assim a qualidade da sintese da hidroxiapatita em todas as temperaturas. A
amostra sintetizada a 5°C mostrou um perfil com picos mais amplos e arredondados,
diferentes das amostras sintetizadas a 37°C e 90°C, que apresentam picos mais estreitos,

principalmente na sintese de temperatura mais alta.
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Figura 8: Grdfico de DRX gerados pela leitura da hidroxiapatita carbonatada, confirmando que o
biomaterial como uma HA. A similaridade entre as amostras pode ser observada. (A) Hidroxiapatita
sintetizada a 5°C; (B) Hidroxiapatita sintetizada a 37°; (C) Hidroxiapatita sintetizada a 90°C. As trés
amostras possuem cristalinidade semelhante.

5.3.2. Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

Essa técnica foi utilizada para identificacdo dos grupos funcionais dos biomateriais de
CarboHA sintetizados a 5°C, 37°C e 90°C. A andlise foi feita apos a adsor¢do a Rodamina,
para a comprovagdo da mesma, bem como afirmar que tal adsorcdo ndo alterou a natureza
da nanoparticula.

E possivel identificar os grupos funcionais hidroxila e fosfato, caracteristicos da
hidroxiapatita. As analises evidenciaram a presenca do grupo carbonato (CO32), através das
bandas de absorcdo situadas em 875 e 1400-1500 cm™. Também foi possivel verificar a
presenca de grupos substitucionais, como os grupos carbonato (CO3?’), nas bandas 1420 cm-
1 e 1450 cm™ relacionadas a substituicdo no sitio B, confirmando que os materiais s&o
hidroxiapatitas carbonatadas, e atestando que a natureza do biomaterial ndo mudou ap0s tal
carbonatacdo. Tais resultados foram comparados com caracteriza¢bes da CarboHA pura,
obtidas por LARA-OCHOA et al, 2021, confirmando assim o sucesso da carbonatacao do
biomaterial. A adsor¢cdo com a Rodamina gerou diversos picos, cuja maioria ficou
sobreposta aos picos gerados pela CarboHA. Dentre estes, podemos observar diversos picos

33




entre 1300-1500 cm* regido dos grupos carbonato, e picos entre 700-500 cm?, regido da
hidroxila, locais onde a Rodamina tem seus picos, conforme esclarecido dos estudos de QIN
etal, 2021 e ALI KHAN etal, 2020. Ambos os trabalhos também mostraram que a Rodamina
expressa um pico isolado em torno de 3000 cm, o que também foi observado nas nossas
amostras. Podemos entdo concluir que a adsorcdo foi concluida com sucesso, e comprovar
que tal adsorcdo ndo alterou a natureza na nossa nanoparticula. Os graficos resultantes
podem ser observados na figura 9.

100 - 1004

Transmitancia (a.u.)

95
W

90 M“

85

80

754

OH-

Rod OH-!
(oo I

PO4?

Transmitancia (a.u.)

95

90 4

85

80

754

il 1 — """ ‘
‘M‘L " Rod L s ]

)
Ty

OH-

‘» - '7
1l
|

OH-
co;2

PO,

70 4
704
65

|
65 PO,?

500 0

T T T T T T
4 1 1 T T T T T T T 1
000 (300 12000 ;2%00: 2000 0 000 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

1
Comprimento de Onda (cm™) Comprimento de Onda (cm™)

C
105 4
100 4
95 4 ‘l

% 4‘4"{‘)‘[ /" Rod co,?
85 o

80 OH-
75
70 4

Transmitancia (a.u.)

65 4
60
55 4

|
50 PO

45
4000

T T T T 1
2000 1500 1000 500 0

Comprimento de Onda (cm™)

T T T
3500 3000 2500

Figura 9: Grdficos resultantes da leitura de FTIR, onde a carbonatagdo e a ndo alterag¢do da natureza da
CarboHA pela Rodamina foram confirmadas. (A) CarboHA sintetizada a 5°C; (B) CarboHA sintetizada a
37°C; (C) CarboHA sintetizada a 90°C.

5.3.3. Potencial Zeta

O potencial zeta foi realizado para verificar a adsorcdo de moléculas, principalmente
proteinas, da hidroxiapatita carbonatada pura e adsorvida com Rodamina, antes e depois da
exposicdao ao meio de cultura DMEM com 10% de SFB (figura 10). Sabemos que a
quantidade de proteinas tende a ser maior nas amostras apds exposi¢cao ao meio, por conta
da adicao do soro fetal bovino (SFB) presente no meio de cultura.

A partir das andlises, uma tabela foi gerada onde podemos observar que a adsorcdo de

proteinas foi consideravelmente maior na presenca de SFB. Ambas as amostras sem adi¢édo
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de meio, tanto na auséncia quanto na presenca de Rodamina, demonstraram ter valores
parecidos, com um leve aumento nas amostras com Rodamina, pois esse material gera uma
nova superficie na qual as proteinas podem ser adsorvidas.

Nas amostras analisadas em agua, sem Rodamina, o potencial de adsorcao de proteinas
é-11,4 mVolts, -12,3 mVolts e -13,2 mVolts para CarboHA 5°C, CarboHA 37°C e CarboHA
90°C, respectivamente. Esses nimeros sofrem uma leve alteracdo quando comparados com
a analise das amostras com Rodamina, subindo o potencial para -19,5 mVolts, -19,9 mVolts
e -17,6 mVolts, o que se da por conta da presenca deste material na superficie da CarboHA.
Ja nas amostras analisadas na presenca de DMEM, houve grande adsor¢ao de proteinas,
conforme o esperado, também apresentando um aumento similar nas amostras adsorvidas
com Rodamina. Nas amostras sem Rodamina, o potencial foi de -28,1 mVolts, -29,7 mVolts
e -28,1 mVolts para CarboHA 5°C, CarboHA 37°C e CarboHA 90°C, respectivamente.
Semelhantemente ao que foi observado nas amostras sem DMEM, aqui também houve um
aumento de adsorgdo proteica nas amostras com Rodamina, cujos potenciais aumentaram
para -35,6 mVolts, -37,2 mVolts e -37,3 mVolts.

POTENCIAL ZETA (mV)

Amostras Agua DME':IB" 0%
CarboHA 5°C -114+18 -28,1+23
CarboHA 5°C +ROD -195+19 -356+28
CarboHA 37°C -123+1,2  -29,7+1,6
CarboHA 37°C +ROD -19,9+21 37,2122
CarboHA 90°C -13,2+1,3 -281+1,5
CarboHA 90°C +ROD -17,6+2,3 -37,3t2,1

Figura 10: Tabela resultantes da andlise de potencial zeta, onde hd comparag¢do entre as amostras
sintetizadas sob mesma temperatura quanto a adsorgdo de proteinas antes e depois de exposi¢do ao meio
de cultura com SFB, estamos as amostras puras e ja adsorvidas com Rodamina. Em todos os casos, houve
grande aumento de potencial nas amostras ao meio de cultura, e, em ambos os casos, a Rodamina causou
um leve aumento do potencial.

5.3.4. Espelhamento Dindmico da Luz - DLS

A hidroxiapatita carbonatada € um material tem grande tendéncia de aglomeragao (figura
11).
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Figura 11: Hidroxiapatita carbonatada em meio de cultura DMEM, nas diluigcées (da esquerda para a direita)
1:1000, 1:500 e 1:100, visualizada por microscopia confocal, onde sua aglomeragéo pode ser observada.

Por conta desta tendéncia de aglomeracdo do biomaterial, optamos por criar um
protocolo de disperséo por ultrasonicagdo para que os aglomerados sejam dispersos antes da
exposicdo as células. A sonicagdo foi de 15 minutos, com 99% da poténcia de 750W, com a
concentracdo da hidroxiapatita carbonatada a 1mg/ml. Para os tamanhos dos aglomerados
dos cristais de hidroxiapatita carbonatada foram, portanto, realizadas analises por DLS.

Os resultados mostraram grande diminui¢cdo de tamanho nos aglomerados, que

tiveram seu didmetro hidrodindmico médio que estd aproximadamente entre 2 e 3p (figura
12).
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Figura 12: Grdficos gerados pela leitura de DLS. (A) Hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 5°C com
preparagéo e diluicio em meio de cultura DMEM, com didmetro hidrodindmico médio de 2,5u (2.500nm);
(B) Hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 37°C com preparagéo e diluicio em meio de cultura DMEM,
com didmetro hidrodindmico médio de 2,5u (2.500nm); (C) Hidroxiapatita carbonatada sintetizada a 90°C
com preparacdo e diluicdo em meio de cultura DMEM, com didmetro hidrodindmico médio de 2u (2.000nm).
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5.4. Ensaio de internalizacdo e avaliacdo da citotoxicidade da hidroxiapatita

carbonatada nanoestruturada

Os inibidores testados foram a Clorpromazina e Ginesteina que inibem a internalizacdo
do tragador transferrina, internalizada pela endocitose mediada por clatrina e caveolina,
respectivamente, e Methyl-b-cyclodextrin, que inibe a internalizacdo do tracador toxina do
cOlera pela via do raft lipidico. Todos os estudos mostraram uma inibicdo dose-dependente
de cada via de internalizacéo, particularmente a Clorpromazina e Ginesteina mostraram uma
inibicdo ja eficiente na primeira concentracdo testada de 15 uM para Clorpromazina e 50
MM para Ginesteina, que realizou uma inibi¢éo de cerca de 50% do tragador utilizado. Nas
diluicBes sucessivas de Clorpromazina 50 uM e 200 pM para Ginesteina aumenta a
eficiéncia de inibicdo até mostrar apenas 25% da internalizacdo do tragador. Esta
internalizagdo diminui mais na concentragéo de inibidor de 100 uM para Clorpromazina e
300 uM para Ginesteina que zeram a internalizacao do tracador.

No caso do inibidor de raft lipidico, o0 Methyl-b-cyclodextrin a inibi¢do da internalizacédo
do tracador toxina do colera € ainda mais eficiente, pois ja na primeira concentracéo testada
de 2 mM, realizando uma inibicdo de 80% da internalizacdo do tracador. A segunda
concentracao, de 5 mM, reduziu ainda mais a internalizacdo, com 85% de inibi¢do. A Ultima
e mais alta concentracdo, de 10 mM zerou a internalizacdo do tragador.

Desta forma, foram identificadas as concentra¢des de inibicdo mais eficientes como 100
uM para Clorpromazina (endocitose por clatrina), 300 uM para Ginesteina (endocitose por

caveolina) e 10mM para Methyl-b-cyclodextrin (raft lipidico).
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Figura 13: Visuadlizagcdo das doses testadas para inibi¢do das vias endociticas e representagdo grdfica
quantitativa das vias endociticas. (A) Vias endociticas visualizadas sob microscopia confocal a laser, onde
podemos observar a agdo das diferentes concentragées de inibidores usados, com maior agdo de
bloqueio das vias conforme sua concentracdo aumenta. As inibicbes sdo, respectivamente, por
Clorpromazina, concentragées 15 uM, 50 uM e 100 uM. A primeira concertagdo reduziu a endocitose em
50%, a segunda em 75%, e a terceira teve inibicdo de cerca de 100%; Ginesteina, concentrag¢des 150 uM,
200 uM e 300 uM. A primeira concertagdo reduziu a endocitose em 50%, a segunda em 75%, e a terceira
teve inibicdo de cerca de 100%, e Methyl-b-cyclodextrin, concentragées 2 mM, 5 mM e 100 mM. A
primeira concertagdo reduziu drasticamente a endocitose, com apenas 20% da via ativa, a segunda dose
permitiu apenas 15% da via ativa, e a terceira dose inibiu completamente (B) Grdficos demonstrando de
maneira quantitativa as inibigoes resultantes das diferentes concentragdes utilizadas.
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5.5. ANALISE DA INTERNALIZACAO

A primeira via endocitica a ser analisada foi a endocitose mediada por Clatrina, cujos
resultados podem ser observados na figura 14. Na auséncia de inibidor, todas as carbo-
hidroxiapatitas foram internalizadas. Uma vez que a via € inibida, podemos observar que o
percentual de internalizacdo da CarboHA sintetizada a 5°C foi extremamente baixo,
correspondendo a apenas 16% da quantidade internalizada sem a presenca do inibidor. Ja a
CarboHA 37°C teve pouco mais da metade de sua internalizacdo inibida na presenca do
inibidor, chegando a 54% de internalizacdo. A CarboHA 90°C néo teve sua internalizacao
grandemente alterada pela presenca do inibidor, contando com pouco menos de 90% de

internalizacao.

Endocitose Mediada por Clatrina
12
* *
w 1
1 L d
§ 0,8
°
o
=06
L]
X
=3
£ 04
[}]
m
2o,2 -
) ]
[V
CarboH5 @CarboH5ini DCarboH37 ®CarboH37 ini DO CarboH90 @ CarboH90 ini
* P<0,005 vs CTR sem inibicdo

Figura 14: Grdfico demonstrando a porcentagem de internalizagdo da Hidroxiapatita carbonatada quando
a endocitose mediada por Clatrina é inibida. A CarboHA 5°C teve sua internalizagdo grandemente
bloqueada, com apenas 16% das nanoparticulas sendo internalizadas pelas células; a CarboHA 37°C teve
um percentual de 54% de internalizagdo; a CarboHA 90°C ndo sofreu grandes alteragées, com uma
internaliza¢do quase completa, contando com 83% de internalizagdo.
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DAPI + HIDROXIAPATITA DAPI + FALOIDINA MERGED
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CarboHa 90°C

Figura 15: Imagens representativas dos experimentos de inibi¢éo da via mediada por Clatrina. No primeiro
bloco de imagens apenas o ntcleo celular e a Rodamina, marcador da hidroxiapatita pode ser visto. Desta
forma, fica claro a diferenga de internalizagdo entre as diferentes temperaturas de sintese. Na CarboHA 5
ndo ha CarboHA, uma vez a via preferida por esta condigdo foi bloqueada, ao passo que na CarboHA 90,
podemos ver uma grande quantidade de Hidroxiapatita que foi internalizada pelas células.

Na endocitose mediada por Caveolina os resultados foram semelhantes aos apresentados
pela endocitose mediada por Clatrina, que podem ser vistos na figura 16. Sem a exposicao
ao inibidor, todas as carbo-hidroxiapatitas foram novamente internalizadas. Com a inibicéo
da via, a taxa de internalizacdo da CarboHA sintetizada a 5°C foi significativamente
reduzida, correspondendo apenas a 20% da quantidade internalizada na auséncia do inibidor.
Quanto a CarboHA a 37°C, mais da metade de sua internalizacéo foi inibida na presenca do
inibidor, resultando em uma taxa de internalizacdao de 40% em comparac¢do com a condi¢éo
sem inibicdo. Também, semelhantemente a endocitose mediada por Clatrina, a CarboHA a
90°C ndo apresentou uma alteracdo significativa em sua internalizacdo na presenga do

inibidor, mantendo-se com 88% de internalizacao.
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Figura 16: Grdfico demonstrando a porcentagem de internalizagdo da Hidroxiapatita carbonatada quando
a endocitose mediada por Caveolina é inibida. A CarboHA 5°C teve sua internalizacdo grandemente
bloqueada, com apenas 20% das nanoparticulas sendo internalizadas pelas células; a CarboHA 37°C teve
um percentual de 40% de internalizagéio; a CarboHA 90°C ndo sofreu grandes alteragées, com uma
internalizagdo quase completa, contando com pouco menos que 90% de internalizagéo.

DAPI + HIDROXIAPATITA DAPI + FALOIDINA MERGED

CarboHa 5°C 100 pum 100 um

CarboHa 37°C 100 um 100 pm 100 um

CarboHa 90°C 100 pm ; 100 um :
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Figura 17: Imagens representativas dos experimentos de inibicdo da via mediada por Caveolina. No
primeiro bloco de imagens apenas o ntcleo celular e a Rodamina, marcador da hidroxiapatita pode ser
visto. Desta forma, fica claro a diferenga de internalizagdo entre as diferentes temperaturas de sintese. Na
CarboHA 5 ndo ha CarboHA, uma vez a via preferida por esta condigdo foi bloqueada, ao passo que na
CarboHA 90, podemos ver uma grande quantidade de Hidroxiapatita que foi internalizada pelas células. Os
resultados sdo semelhantes aos da inibigdo da via mediado por Clatrina.

Prosseguimos entdo para a préxima via de internalizacao, o raft-lipidico cujos resultados
se encontram na figura 18. A internalizacdo da CarboHA néo teve grandes alteragdes quando
esta via foi inibida, independente das diferentes temperaturas de sintese. As trés amostras de

CarboHA ficaram com seu percentual de internalizacdo entre 90 e 100%.
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Figura 18: Grdfico demonstrando a porcentagem de internalizagdo da Hidroxiapatita carbonatada quando
a endocitose por raft-lipidico é inibida. Ndo houve alteragdo considerdvel quanto a internalizagéo de
nenhumas das trés temperaturas de sintese, com seu percentual de internalizagdo variando entre 90 e
100%.
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Figura 19: Imagens representativas dos experimentos de inibi¢éo da via por raft-lipidico. No primeiro bloco
de imagens apenas o nicleo celular e a Rodamina, marcador da hidroxiapatita pode ser visto. Esta via
mostrou-se ndo participante da internalizacéo da CarboHA, pois sua inibigdo ndo impediu a internalizagdo
de nenhuma das trés condigcoes de CarboHA.

A Macropinocitose foi analisada em seguida, e seus resultados estdo presentas na figura
20. Com a inibicdo desta via endocitica, a internalizacdo da CarboHA 5°C teve pouca
inibicdo, contando com 83% de internalizacdo. A CarboHA a 37°C teve metade de sua
internalizagdo bloqueada, resultando em pouco mais de 50% de internalizagdo quando
comparada a condi¢do com o inibidor. Por fim, a maior inibi¢&o se obteve na CarboHA 90°C,
cuja inibicao foi consideravelmente alterada, somando apenas 30% de internalizacdo quando

em presenca do inibidor.
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Figura 20: Grdfico demonstrando a porcentagem de internalizagdo da Hidroxiapatita carbonatada
quando a Macropinocitose é inibida. A CarboHA 5°C néo apresentou alteragdes considerdveis na sua
internalizagdo, sendo esta de cerca de 80%; a CarboHA 37°C teve um percentual de 54% de internalizagdo;
a CarboHA 90°C sofreu grandes alterag¢des na sua internalizagdo, tendo esta fortemente bloqueada e uma
taxa de apenas 30% de internalizagdo.
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Figura 21: Imagens representativas dos experimentos de inibigdo da via por Macropinocitose. No primeiro
bloco de imagens apenas o ntcleo celular e a Rodamina, marcador da hidroxiapatita pode ser visto. Desta
forma, fica claro a diferenga de internalizagdo entre as diferentes temperaturas de sintese. Na CarboHA 5
podemos ver uma grande quantidade de Hidroxiapatita que foi internalizada pelas células, ao passo que
na CarboHA 90, ndo ha CarboHA presente.

A Ultima via a ser analisada foi a Fagocitose, cujos resultados podem ser vistos na figura
22. Ao bloquear essa via endocitica, a internalizacdo da CarboHA a 5°C foi apenas
levemente inibida, com uma taxa de internalizagdo de 87. A internalizacdo da CarboHA a
37°C foi impedida em 50%, resultando em uma taxa de internalizagdo de 54% em
comparagéo com a condi¢do com o inibidor. Por fim, a CarboHA a 90°C apresentou a maior
inibicdo, com uma reducdo significativa, totalizando apenas 27% de internalizagdo na

presenca do inibidor.
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Figura 22: Grdfico demonstrando a porcentagem de internaliza¢do da Hidroxiapatita carbonatada quando
a Fagocitose é inibida. A CarboHA 5°C ndo apresentou alteragdes considerdveis na sua internalizagdo,
sendo esta de 87%; a CarboHA 37°C teve um percentual de 54% de internalizacdo; a CarboHA 90°C sofreu
grandes alteragbes na sua internalizagdo, tendo esta fortemente bloqueada e uma taxa de apenas 27% de
internalizagéio.

DAPI + HIDROXIAPATITA DAPI + FALOIDINA MERGED

CarboHa 5°C 100 um

CarboHa 37°C

CarboHa 90°C

Figura 23: Imagens representativas dos experimentos de inibigdo da via por Fagocitose. No primeiro bloco
de imagens apenas o nucleo celular e a Rodamina, marcador da hidroxiapatita pode ser visto. Desta forma,
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ficaclaro a diferenga de internalizagdo entre as diferentes temperaturas de sintese. Na CarboHA 5 podemos
ver uma grande quantidade de Hidroxiapatita que foi internalizada pelas células, ao passo que na CarboHA
90, ndo ha CarboHA presente. Os resultados séo semelhantes aos obtidos pela Macropinocitose.

Os resultados obtidos corroboram a existéncia de uma correlagdo direta entre a
temperatura de sintese, e provavelmente o tamanho dos cristais, e a via pela qual sdo

internalizados. Esta distin¢do torna-se e evidente ao ser observada no grafico da Figura 24.
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Figura 24: Grdficos comparativos das diferentes vias endociticas, onde fica claro que a temperatura de
sintese tem influéncia direta quanto a via endocitica pela qual esse serd internalizado. A CarboHA 5°C, de
tamanho menor, tem sua internalizacdo inibida quando as vias da Clatrina e Caveolina sdo fechadas; a
CarboHA 37°C apresenta apenas metade da sua internalizacdo afetada; a CarboHA 90°C teve sua taxa de
internalizag¢do diminuida nas vias por Macropinocitose e Fagocitose. Dentre as cinco vias, a tinica que néo
apresentou qualquer alteragdo foi a de raft-lipidico, indicando que estd ndo é usada para a internalizagéo
da CarboHA.
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6. DISCUSSAO

A sintese da hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada (CarboHA) foi realizada pela
via Umida, conforme o protocolo descrito na literatura por ANJOS et al, 2019, em trés
diferentes temperaturas, a saber, 5 °C, 37 °C e 90 °C. A escolha da incorporacao de carbonato
foi feita pois a presenca deste grupo aumenta a solubilidade da nanoparticula, estimulando a
osteointegracdo (ANJOS et al, 2019). A carbonatacdo da hidroxiapatita também se deu por
via imida. A sintese da hidroxiapatita nas diferentes temperaturas resultou em materiais com
aparéncia similar de p6 de cor branca com um espectro de DRX compativel com os da HA
encontrados na estudos publicados literatura (LARA-OCHOA et al, 2021), mas que,
dependendo da sua temperatura de sintese — 5 °C, 37 °C, 90 °C — apresenta tamanhos
granulométricos levemente diferentes visiveis a olho nu (figura 2) e tamanho de graos
primarios e cristalinidade diretamente proporcionais com a temperatura de sintese. A
adsorcdo com Rodamina modificou a cor do pd, que passou de branco para um tom de rosa,
porém ndo houve qualquer alteracdo da natureza da nanoparticula, como pode ser
comprovado na figura 8. E importante ressaltar que a Rodamina néo ¢ adsorvida a totalidade
da superficie das nanoparticulas, e sendo assim, sabemos que a células de fato tem seu
contato com a CarboHA, e sua internalizacdo ndo foi afetada pela Rodamina.

Os resultados obtidos no difratograma apresentam bandas largas e picos com pouca
definicdo, 0 que corrobora a natureza pouco cristalina e nanométrica da CarboHA, pois este
é o perfil caracteristico deste biomaterial quando sintetizado em baixas temperaturas
(GRIGORAVICIUTE-PURONIENE et al, 2019). E importante ressaltar também que o
aumento da cristalinidade diminui a solubilidade da CarboHA (GRIGORAVICIUTE-
PURONIENE et al, 2019), o que nos leva a supor que a CarboHA 5°C tem uma maior
solubilidade, o que pode ser correlacionado com os resultados da internalizagdo mostrados
a seguir.

Com o estudo conduzido por Matsumoto et al 2002, ja se buscava entender a solubilidade
da HA. Neste estudo, relacionou-se a cristalinidade e solubilidade da HA com a adsorcao
destas com diferentes grupos de aminoacidos. As conclusdes mostraram que tais adsor¢des
afetaram negativamente a cristalinidade, mas muitas aumentaram sua solubilidade. Esse
questionamento permanece, fato que também foi citado por estudos realizados por Makvandi
et al, 2021 e Liang et al, 2021. Porém, aqui também encontramos uma lacuna de
conhecimento acerca da HA sintetizada por via Umida a baixas temperaturas, uma vez que
este estudo produziu conclusdes sobre a nanoparticula sintetizada pela via seca, fato que se
repete em estudos mais recentes como os de Kumar et al, 2020 e Sa et al, 2017. Um estudo

conduzido por Sunarso et al, 2019 teve como uns dos objetivos comparar a solubilidade da
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sua HA, produzida sem sinterizacdo, com as HA comumente comercializadas que passam
por este processo. As HA foram sintetizadas nas temperaturas de 100°C, 140°C e 180°C —
ainda muito distantes das temperaturas de sinteses utilizadas neste projeto —, e conclui-se
que as amostras sintetizadas sem sinterizacdo demonstraram maior solubilidade.

A equacdo de Ostwald-Freundlich prediz que a solubilidade de uma nanoparticula é
baseada no seu tamanho, sendo inversamente proporcional a este, ou seja, quanto menor for
uma nanoparticula, mais soltvel ela sera (LILIAN et al, 2021). Conforme foi exposto Lilian
et al, 2021, nanoparticulas menores possuem mais atomos em seus cantos e bordas, o que
facilita que ions presentes na superficie sejam liberados e aglomerados quebrados,
aumentando o grau de solubilidade da nanoparticula. Embora este estudo aborde
nanoparticulas de prata, tal afirmacéo é pertinente em relacdo a CarboHA, uma vez que seus
aglomerados, que podem ter diferentes tamanhos — cuja aglomeracéo excessiva é quebrada
pela dispersdo —, possui grande nimero de bordas e cantos, que, contribuindo para a
liberacdo de ions, tornariam esta nanoparticula mais soltvel.

De acordo com Kumar et al, 2020 e Sa et al, 2017, foi esclarecido que HA com baixa
cristalinidade tem maior solubilidade, bem como maior capacidade de adsor¢éo de proteinas.
Contudo, nossas analises de potencial Z ndo mostram diferencas significativas entre as
cargas superficiais presentes apds o contato das trés CarboHA com o meio de cultivo. Isso
pode ser correlacionado com a sensibilidade da tecnica, e precisaria de analises mais
aprofundadas sobre corona proteica, como a verificacdo dos tipos de proteinas adsorvidas,
para maiores conclusoes, ja que o potencial Z apenas se refere a mudanca na carga superficial
e ndo a concentracdo de proteinas eventualmente absorvidas.

Os dados citados nos levam a supor que dentre as nossas amostras, a CarboHA
sintetizada a 5°C seria a amostra com maior solubilidade. Tal afirmacdo tem como base a
relacdo entre temperaturas mais baixas de sintese que resultam em materiais de menor
cristalinidade (SAKHNO et al, 2020, TRZASKOWSKA et al, 2023).

Uma vez que o biomaterial foi devidamente caracterizado como se tratando de uma HA,
seguiu-se a producdo da hidroxiapatita carbonatada fluorescente. Optou-se pela utilizacdo
da Rodamina, fluoroforo com absor¢do em 555nm e emissdo em 579nm e 627nm.

Para garantir que a presenca de Rodamina ndo afetasse as carateristicas da CarboHA
foram realizadas caracterizacdes da CarboHA, adsorvida com Rodamina antes e ap0s a
exposicdo ao meio de cultura. Para tal, utilizamos as técnicas de Espectrometria no
Infravermelho com Transformada de Fourier (Fourier Transformed Infrared — FTIR),
Potencial Zeta, e Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e todos os resultados se mostraram

comparaveis com os dados da CarboHA pura.
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Ao visualizarmos a hidroxiapatita por microscopia eletrénica, constatamos que esta,
gracas a sua tendéncia natural de se aglomerar, formava grumos de tamanho consideravel e
grande variacdo de tamanho. Uma vez o tamanho das moléculas tem relagdo direta com a
via endocitica utilizada pelas células para sua internalizacdo. A excessiva aglomeracdo das
nanoparticulas poderia apresentar uma variavel para avaliacdo da internalizagdo. Portanto,
optamos pela confeccdo de um protocolo de dispersdo pela técnica de ultrasonicacao,
seguida pela medicdo do diametro hidrodindmico por DLS, para avaliar a distribuicdo de
tamanho antes da exposicao as células.

Os resultados do DLS mostraram uma uniformidade de tamanho nos nanoaglomerados
das diferentes CarboHA, que tiveram seu diametro hidrodindmico médio entre
aproximadamente 2 um e 3 pum, apresentando um carater bimodal na maioria dos casos,
possuindo uma pequena parte de sua populacdo em escala nanométrica. Este tamanho foi
considerado aceitavel, uma vez que, por conta da sua grande reatividade e tendéncia em
aglomerar-se, esse biomaterial terd esse mesmo comportamento quando exposto a tecidos
vivos ou antes de ser internalizado pelas células.

Para 0 ensaio de internalizagdo, cujo objetivo é verificar por qual das cinco principais
vias endociticas a CarboHA utiliza para penetrar nas células, foi realizado primeiramente
um ensaio em células de linhagem de osteossarcoma SAOS2, usando com trés diferentes
concentracdes de inibidores, usando como base concentracdes ja utilizadas em estudos
descritos na literatura por LI et al, 2022, YADEGARI et al, 2021, QUEVEDO et al, 2021,
LIANG et al, 2021, PEREIRA et al, 2020, TIAN et al, 2017, MORIMOTO et al 2016, com
0 objetivo de encontrar a dose 6tima para inibicdo da via. Para cada inibidor, uma molécula
tracadora especifica foi utilizada, também em doses ja descritas previamente na literatura
por EVGENIYA et al, 2021, LIANG et al, 2021, NASAKO et al, 2020, BENCHIMOL,
2020, TYRPAK et al, 2019, HOLOWNIA, 2019, PERISA et al 2016. Estes ensaios
permitiram estabelecer a concentracdo ideal de trés dos cinco inibidores, que conseguiu
inibir significativamente a via endocitica sem produzir nenhuma alteracdo morfoldgica ou
morte celular nas células. As concentragdes testadas para as vias de clatrina, caveolina e raft
lipidico confirmaram os dados na literatura e dispensaram a testagem dos outros dois
inibidores (para via fagocitica e macropinocitose) cuja concentracdo foi baseada na
literatura.

Prosseguimos, portanto, com a analise individual das vias endociticas, com o propdésito
de compreender através de qual ou quais vias a CarboHA € internalizada.

Uma vez que ja foi provado em estudos publicados na literatura que esse biomaterial, na
sua forma carbonatada, é internalizado pelas células (FERNANDES et al, 2020; ANJOS et

al, 2019; ROSSI et al, 2017), para que possa ser aprimorada sua formulacéo e aplicacdes, se
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faz necessario entender melhor a via de internalizacéo utilizada pelas células para a entrada
desta nanoparticula, correlacionando os resultados com as suas carateristicas fisico-
quimicas.

Nossos resultados mostram que, em osteoblastos murinos, as vias predominantes para
CarboHA sintetizadas a temperaturas menores é a internalizagdo por meio de vesiculas de
clatrina ou caveolina, enquanto as CarboHA sintetizadas a temperaturas maiores Sao
prevalentemente internalizadas por macropinocitose e fagocitose. Ademais, este efeito é
diretamente proporcional com a temperatura de sintese e potencialmente correlacionado com
as diferencas de tamanho de grau primario e cristalinidade dependente da temperatura.

Os resultados deste estudo corroboram as conclusfes previamente validadas a respeito
da correlacdo entre as dimensBes das nanoparticulas e seu impacto na interagdo com as
células (HAN et al, 2023). Podemos fazer referéncia a pesquisa conduzida por YANG et al.,
2020, que investigou o transporte transmembranar de “nanogaiolas” de ouro. Este trabalho
concluiu que as “nanogaiolas” de tamanhos de cerca de 50 nm foram internalizados pelas
vias endociticas mediadas por Clatrina e Caveolina; enquanto as “nanogaiolas” de ouro de
tamanhos mais proximos de 100 nm e maiores, entraram nas células por Macropinocitose e
Fagocitose. Uma conclusdo semelhante foi obtida na pesquisa realizada por WU et al., 2019,
que examinou a internalizacdo de nanoparticulas de prata. Particulas com dimensdes
menores, entre 5 nm e 50 nm, foram internalizadas nas células por meio das vias mediadas
por Clatrina e Caveolina, enquanto particulas com tamanhos entre 50 nm e 100 nm utilizaram
a Macropinocitose.

Embora ja existam estudos sobre a internalizacdo da hidroxiapatita, a maioria se
concentra na nanoparticula produzida por via seca, que necessita de temperaturas de cerca
de 900°C. O estudo conduzido por HUANG et al, 2019, abordou a internalizacdo da HA
nanoestruturada — sendo esta produzida por via seca em altissimas temperaturas, e sem
carbonatagdo — concluindo que a internalizacdo da mesma por células de musculares lisas
adrticas A7R5, se da por macropinocitose, quando em formato de bastdo ou disco, e pela via
mediada por clatrina quando em formatos de agulha ou esfera. Apesar deste resultado
esclarecer as vias de internalizacdo desta nanoparticula, ndo podemos assumir que estes
resultados sdo reproduzidos na HA carbonatada nanoestruturada, objeto deste estudo e
produzida por via Umida em temperaturas mais baixas, a saber, 5°C, 37°C e 90°C, pois
sabemos que a cristalinidade, sendo diretamente relacionada com a solubilidade, pode
ocasionar uma diferenca de via de internalizacéo.

A maioria dos artigos que abordam a internalizacdo da CarboHA nanoestruturada
realizam seus experimentos e estudos com a CarboHA sintetizada por via seca, e a

temperatura mais baixa encontrada, que ainda é bem rara, é de 100°C. Ainda existe uma
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grande caréncia na literatura por dados que tratem e esclarecam como a internalizacdo desta
nanoparticula se da quando sua sintese é por via imida e sob temperaturas bem mais baixas,
e se estas sdo internalizadas através das mesmas vias utilizadas pela HA sintetizada a altas
temperaturas, ou se outras vias sdo ativadas. Ha de se ressaltar que a mineralizacdo déssea é
realizada por internalizacdo de fontes de fosfato e calcio pelos osteoblastos, que 0s
processam, possivelmente dentro de lisossomas, para que possa ocorrer 0 processo de
mineralizacdo (IWAYAMA et al, 2019). Portanto, a internalizacdo e processamento do
material pelo organismo, tanto do material que constitui o préprio 0sso, quanto do material
sintético usado como biomaterial acontece em ambiente Umido e a temperaturas mais baixas
de 100°C.

Ainda temos uma caréncia de analise de internalizacdo da CarboHA que se apresenta em
uma escala nanoestruturada, e a maior parte dos artigos trata desse assunto em revisoes que
ressaltam as dificuldades do estabelecimento de uma regra sobre a internalizagdo de
nanoparticulas, uma vez que tamanho, carga e forma podem afetar a via de internalizacéo,
bem como esta pode variar tambem de acordo com o tipo celular (FRANCIA et al, 2020).

Nosso estudo mostra que com a inibicdo das vias mediadas por Clatrina e Caveolina, se
observou uma inibicao significativa na internalizacdo da CarboHA 5°C, temperatura na qual
0s cristais sao 0s menores entre as condi¢Bes de sintese. Na primeira via endocitica citada,
invaginacOes da membrana sdo formadas e possuem um encobrimento composto por um
conjunto de proteinas citosdlica chamadas clatrinas, cujas invaginacGes formam vesiculas
com tamanhos entre 30 e 100 nm (ARPINO et al, 2022; AKAMATSU et al, 2020). A
endocitose mediada por Caveolina resulta na formacéo de invaginagdes conhecidas como
cavéolas, as quais apresentam dimensdes situadas na faixa de 50 a 60 nm (MAKVANDI et
al, 2021; RENNICK et al, 2020). A dimensdo das vesiculas formadas por estas vias
endociticas corroboram com a maior internalizacdo de CarboHA 5°C, que, nas micrografias
eletrdnicas apresenta um tamanho de grdo primario menor comparadas com as demais
CarboHA.

Na via da Macropinocitose o diametro das protusdes formadas pela membrana variam
de 200 nma 0,5 um (LI et al, 2020; YOSHIDA et al, 2018), e na Fagocitose, essas protusdes
tém a capacidade de internalizar particulas entre 250 nm, até¢ maiores de 5 um (TERTRAIS
et al, 2021), podendo chegar até 15 pm (LI et al, 2020; BARANOYV et al, 2021). Tais fatos
corroboram com os resultados que mostram as particulas sintetizadas 90°C, maiores e mais
cristalinas, utilizarem estas vias para serem internalizadas pelas células. E necessério
ressaltar que tais conclusdes tém como base publicacdes na literatura anteriormente
mencionadas que relacionam a temperatura com a cristalinidade e o tamanho das

nanoparticulas, sendo ambas diretamente proporcionais. Para que haja comprovacao,
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estudos complementares se fazem necessarios, para que possamos continuar a aprofundar os
conhecimentos acerca desta nanoparticula.

Outro estudo com CarboHA demonstra uma internalizacdo da hidroxiapatita carbonatada
utilizando as células MC3T3 (osteoblastos murinos), que os agregados de CarboHA
sintetizada a 90°C foram internalizados através de invaginacao com tamanhos entre 1 pm e
3 wm, compativeis com a internalizacao por fagocitose ou macropinocitose (ANJOS et al,
2019).

Quanto a CarboHA 37°C, sua entrada nas células foi bloqueada pela metade tanto na
endocitose mediada por clatrina (59%) e caveolina (40%) quanto na macropinocitose (54%)
e fagocitose (54%), provavelmente corroborado com o tamanho dos seus cristais e a sua
cristalinidade transita entre as carateristicas encontradas entre a menor e maior temperatura
de sintese. Estes resultados também poderiam explicar o melhor comportamento de
osteointegragdo mostrado por este material em alguns trabalhos in vivo (ALMEIRDA et al,
2023).

De acordo com os resultados obtidos, nenhuma das trés CarboHA apresentaram reducao
significativa na sua internalizacdo por raft-lipidico quando esta via foi inibida.

Estas conclusbes preenchem uma lacuna de conhecimento sobre a via endocitica pela
qual as nanoparticulas de hidroxiapatita sintetizadas em baixas temperaturas, sao
internalizadas pelas células.

Esse esclarecimento pode levar a formulagBes especificas visando controlar a
internalizacdo desta nanoparticula, o que auxiliaria numa melhor regeneracdo éssea, e no
carreamento de moléculas, no caso da utilizacdo como nanocarreadores, pois, devido a
natureza da CarboHA, e ao conhecer sua via de internalizacdo, esta poderia ser conjugada
ou adsorvida a materiais que seriam mais bem reconhecidos pela via endocitica e assim
facilitariam ainda mais sua internalizacdo. Além disso, a propria confec¢do da CarboHA
poderia ser modificada, com adi¢Oes de diferentes grupos ou a realizacdo de um material
core/shell com CarboHA sintetizadas em diversas temperaturas para que também sua
internalizacdo fosse realizada de forma mais eficiente.

E importante citar, porém, que tal conclusdo abre caminhos para novos estudos mais
aprofundados sobre esta nanoparticula e seus diferentes aspectos, principalmente sobre o
reprocessamento e o trafego celular por meio de lisossomas, recentemente corroborados com
a mineralizacdo dos osteoblastos (IWAY AMA e al, 2019) uma vez que sua utilizacdo tem

crescido pelas mais diversas areas da Biomedicina, Biotecnologia e Nanomedicina.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho foca na avaliacdo da internalizacéo e trafego intracelular de nanoparticulas

de hidroxiapatita carbonatada sintetizada a temperatura de 5°C, 37°C e 90°C,

respectivamente, por via Uumida em células murinas de cultura primaria fOST. Nossos

resultados mostraram que:

>
>

A hidroxiapatita carbonatada foi sintetizada com sucesso por via Umida.

Uma hidroxiapatita carbonatada com propriedades fluorescentes foi produzida
por adsor¢do com Rodamina.

A cristalinidade e tamanho do grdo primario dos biomateriais se mostraram
diretamente proporcionais a temperatura de sintese.

Foi demonstrada a presenca de proteina Corona adsorvida nos biomateriais
independentes da temperatura de sintese.

A internalizacdo da CarboHA 5°C é realizada preferencialmente por endocitose
mediada por Clatrina e Caveolina, enquanto a CarboHA 90°C utiliza
preferencialmente as vias de Macropinocitose e a Fagocitose, ao passo que a
CarboHA 37°C utiliza todas estas para sua entrada na célula.

O raft lipidico ndo € utilizado como via de internalizacdo por nenhum dos

biomateriais testados.
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