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RESUMO

“Influéncia dos “whiskers” de Wollastonita em Cimento de Fosfato de
Cdlcio no comportamento de células osteobldsticas”

Cimentos de fosfato de cdlcio (CFC) a base de a-TCP, que originam como processo
final de cura uma hidroxiapatita deficiente em cdlcio (CDHA) sdo muito utilizados como
biomateriais para osso, por possuirem similaridade estrutural e quimica a por¢@o inorganica
do tecido 6sseo. Porém o uso dos CFC se restringe a pequenos defeitos bucomaxilofaciais e
recobrimento de préteses metdlicas, em funcio do déficit considerdvel de suas propriedades
mecanicas. Visando melhorar as propriedades mecanicas dos CFCs estudos tém sido
direcionados a aplicacdo de fibras de varios materiais, como as fibras de carbono, as fibras
de vidro, as de carboneto, entre outras. No entanto, muitas dessas fibras introduzidas se
mostraram téxicas as células, impedindo sua aplicacdo clinica. Recentemente, os
“whiskers” (fibras curtas de monocristal) de bioceramicas vém sendo estudados como outro
tipo de reforco, cujos resultados tém se mostrado promissores por melhorarem as
propriedades mecanicas e bioldgicas dos materiais. Nesse trabalho, a resposta bioldgica das
CDHA pura e contendo 5 e 10% de “whiskers” de wollastonita, foram estudadas através de
um sistema de cultivo celular com células osteoblasticas, o qual tem sido muito utilizado
para elucidar a resposta celular em biomateriais. Porém cultivar células em CDHAs ndo é
uma tarefa ficil, pois o processo de hidrélise sofrido por esses materiais promove a
liberacdo de fons para o meio de cultura, o que acarreta na mudanca de pH e concentragao
idnica do meio. Essas mudangas promoveram a morte das células apés 48h de cultivo. Foi
possivel manter as células vidveis ao longo do tempo realizando a lavagem dos discos de
CDHA com DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) antes da semeadura e também
com a troca didria do meio de cultura. Nossos resultados demonstraram que as CDHA
contendo “whiskers” foram capazes de estimular a proliferacdo celular quando comparadas
com a placa de poliestireno e a CDHA pura. No ensaio de MEV foi possivel observar uma
densa camada celular na superficie da CDHA contendo 10% de “whiskers”. A atividade da
fosfatase alcalina (FAC) foi significativamente maior nas CDHAs contendo “whiskers”,

sendo proporcional a concentracdo de “whiskers” wollastonita nas amostras, o ensaio de
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mineralizacdo corroborou com o ensaio de FAC, no qual a CDHA contendo 10% de
“whiskers” apresentou maior producdo de matriz mineralizada. Tendo-se em vista os
presentes resultados pode-se dizer que as CDHA contendo “whiskers” de wollastonita sdo
biomateriais promissores para engenharia tecidual dssea, pois foram capazes de estimular a
proliferacdo e diferenciacdo celular, além da resisténcia mecanica melhorada pela adicio

dos “whiskers”.

Palavras-chave - o- TCP, cimentos de fosfato de cdlcio, proliferacdo celular,

wollastonita.
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ABSTRACT

“Influence of ''whiskers' of wollastonite in Calcium Phosphate

Cement behavior of osteoblastic cells”

Calcium phosphate cements (CFCs) are widely used as biomaterials for bone
because they have chemical and structural similarity to the inorganic portion of bone tissue.
But the use of CFCs is restricted to maxillofacial small defects and coating metallic
prostheses, due to the considerable deficit of its mechanical properties. In order to improve
the mechanical properties of CFCs studies have focused on the application of fibers of
many materials such as carbon fibers, glass fibers, carbide fibers among others. However,
many of these fibers are shown toxic to the cells, preventing their clinical application.
Recently, the "whiskers" (short crystal fibers) of bioceramics have been studied as another
type of reinforcement and the results have shown promise for improving the mechanical
and biological properties of materials. In this work the biological response of
hydroxyapatites deficient in calcium (CDHA) pure and containing 5 and 10% “whiskers” of
wollastonite, were studied using a cell culture system with osteoblastic cells, which has
long been used to elucidate the cell behavior in biomaterials. However cultivating cells in
CDHAs is not an easy task because the hydrolysis process undergone by such materials
promotes the release of ions to the culture medium, which results in the change of pH and
ionic concentration of the medium. These changes promoted cell death after 48 h of
cultivation. Cell viability was maintained for 14 days by a simple washing of CDHA discs
with DMEM before cell culture and also with daily changes of culture medium. Our results
demonstrate that CDHA containing “whiskers” were able to stimulate cell proliferation
when compared to the polystyrene plate and CDHA pure. In the assay by SEM was
possible to see a dense cell layer on the surface of the CDHA containing 10% "whisker."
The alkaline phosphatase activity (ALP) was significantly higher in CDHAs containing
“whiskers” being proportional to the concentration of “whiskers” wollastonite samples. The
mineralization assay corroborated with ALP assay in which the CDHA containing 10% "

whisker "showed higher production of mineralized matrix. In summary the CDHAs
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containing “whiskers” of wollastonite are excellent biomaterials for bone tissue
engineering, because they were able to stimulate cell proliferation and differentiation, as

well as mechanical strength improved by the addition of "whiskers".

Key-Words — a- TCP, calcium phosphate cements, cell proliferation, wollastonite.
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1. ASPECTOS GERAIS
O osso possui uma alta capacidade regenerativa, principalmente em pessoas jovens,
0 que permite bom reparo na maioria das fraturas (Boyle et al., 2003). Porém, em grandes
defeitos dsseos causados por infec¢des, resseccdo de tumores e traumas graves, o tecido
0sseo ndo se regenera espontaneamente sendo necessdria intervengdo cirdrgica para

introducao de um suporte que favorega a regeneracao (Bauer et al., 2000).

As terapias mais utilizadas para o tratamento de falhas dsseas incluem autoenxertos
e aloenxertos (Burg, et al., 2000; Bauer et al., 2000). Os autoenxertos sao os ideais porque
diminuem os riscos de transmissdo de doengas e rejeicdo tecidual, contudo, a area doadora
¢ limitada e a retirada do tecido 6sseo do proprio paciente pode causar complicagdes como
infeccOes, dores cronicas e hematomas (Silber et al., 2003; Tiedeman et al., 1995). Ja o uso
de aloenxertos pode causar rejeicdo imunoldgica, além de possuir maior potencial de

transmissdo de doencas (VanderVord et al., 2005; Mankin et al., 2005).

Procurando solucionar tais problemas, varios materiais sintéticos tém sido
desenvolvidos como ceramicas, ligas metdlicas, polimeros e compdsitos para aplicacdo

como biomateriais que possam substituir os enxertos 6sseos (Liu & Czernuszka, 2007).

Dentre as cerimicas, o o-TCP, um fosfato tricdlcico (Ca3(PO4),= TCP), tem
recebido grande atengdo atualmente como matéria-prima para vdrios cimentos OSseos
injetdveis e compdsitos para tecido dsseo, por ser mais biorreabsorvivel que os outros
materiais utilizados comercialmente como a hidroxiapatita e o B-TCP, sendo dessa forma
capaz de ser substituido mais rapidamente por osso neoformado (Carrodeguas & De Aza,

2011).

Contudo, cimentos a base de a-TCP apresentam um déficit considerdavel quanto as
suas propriedades mecanicas, impossibilitando sua utilizacdo como implantes em regides
que demandam maior for¢a mecanica, restringindo assim, seu uso a pequenos defeitos
bucomaxilofaciais e recobrimento de préteses metdlicas (Yamamoto et al., 1996). Assim,
diversas formulagdes tém sido pesquisados a fim de melhorar as propriedades mecanicas

desses cimentos, sem modificar sua biocompatibilidade e bioatividade.



Um tipo de refor¢co ao cimento de fosfato de célcio (CFC) que, recentemente vém
sendo estudado sdo os “whiskers” formados por pequenos monocristais alongados com alta
resisténcia mecanica. Nos trabalhos nos quais € estudada a adicao de “whiskers” obteve-se
éxito com o material resultante, aumentando sua tenacidade a fratura em até 57%
relacionada diretamente a quantidade de “whiskers” adicionado e a morfologia destes
(Muller et al., 2007). Os whiskers podem ser obtidos a partir de varios materiais, como 0s
compostos por fosfatos (whiskers de hidroxiapatita), carbonatos (whiskers de aragonita), e

silicatos de célcio (whiskers de wollastonita) (Kriiger & Groll, 2012).

O silicio tem recebido grande atencdo como um elemento a ser adicionado em
compostos de fosfato de calcio, gerando materiais com desempenho biolégico superior,
pois mostra um papel essencial nos eventos metabdlicos que induzem a neoformacio dssea
(Carlisle, 1980). Estudos demonstram que a wollastonita (Cas[Si3O9]), possui excelente
bioatividade in vitro, e a taxa de formacdo de apatita em sua superficie € mais rdpida que
em outras ceramicas biocompativeis (ceramicas capazes de formar em superficie uma
camada de apatita semelhante a bioldgica) quando em fluido biolégico simulado (solucdo
com concentragdes i0nicas € pH semelhantes ao do plasma humano) (Cortés et al., 2004).
Além disso, solugdes com altas concentragdes de silicio (Si) promoveram a expressdao de
genes relacionados com a atividade dssea, estimulando a proliferacio em osteoblastos e

promovendo neoformacgdo dssea (Xynos et al., 2000).

Para ser utilizado como um implante, o material sintético precisa possuir
propriedades mecénicas adequadas a sua aplicagdo, ser biocompativel e bioativo. Para ser
considerado bioativo € necessdrio que o material promova a adesdo, crescimento celular e
estimulagcdo da expressdo de genes necessdrios para o processo de mineralizacdo (Xiang et

al.,2011).

Nos estudos realizados por Chou et al. (1995), demonstrou-se que as caracteristicas
quimica e fisicas da superficie dos materiais influenciam o comportamento celular.
Atualmente é esperado dos biomateriais, que esses, além de permitirem a adesdo e
crescimento celular, também possibilitem ou estimulem a manutencido do fendtipo celular
alvo. Portanto, a avaliacdo da citocompatibilidade contribui muito para compreensdo da

resposta celular frente ao biomaterial, propiciando a melhora no desenvolvimento dos
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biomateriais bioativos do qual se espera estimular interacdes celulares especificas (Hench
& Polak, 2002). As técnicas utilizadas para analisar a citocompatibilidade entre as células e
o material foram revisadas por Hunt et al. (1995) e incluem ELISA, hibridizacdo in situ,

Northen blotting, Western blotting e RT-PCR.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da adi¢do de
reforcos de “whiskers” de wollastonita em cimentos a base de a- fosfato tricalcico sobre a
morfologia, proliferacdo, sintese de proteinas indicativas de diferenciacdo e mineralizacio

de células osteoblasticas em cultura celular.



2. LITERATURA

2.1 Tecido osseo

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado, altamente
vascularizado, sendo continuamente remodelado durante toda vida do individuo. E o
principal constituinte do esqueleto, desempenhando papel importante na locomocgao,
suporte para tecidos moles, protecdo de 6rgdos vitais como os contidos na caixa craniana e
tordcica e no canal medular. Além dessas func¢des estruturais, o osso funciona como um
depésito de cdlcio e fésforo mantendo a homeostase desses ions no sangue através da

liberagdo ou armazenamento na matriz dssea (Stevens, 2008).

O tecido 6sseo pode se apresentar na forma compacta ou esponjosa. O 0sso
compacto, ndo apresenta espacos medulares, existindo nesse além dos canaliculos, um
conjunto de canais que sdo percorridos por nervos e vasos sanguineos: canais de Volkmann
e canais de Havers. O osso esponjoso mostra trabéculas e espiculas dsseas ramificadas,
nesse ndo hd canais de Harvers, mas existem arranjos irregulares em lamelas. As lamelas
possuem lacunas que abrigam ostedcitos que sdo nutridos por difusdo a partir da cavidade

medular (Gartner & Hiatt, 1997).

Exceto nas superficies das articulagdes sinoviais, o 0sso estd envolto pelo peridsteo,
formado por uma camada externa de tecido conjuntivo denso e uma interna que contem
células osteoprogenitoras. O enddsteo, um tecido conjuntivo delgado, reveste as cavidades
do osso esponjoso, os canais medulares, os canais de Havers e de Volkamann, esse tecido €
constituido de uma tnica camada de células osteoprogenitoras e de osteoblastos (Gartner &

Hiatt, 1997).

Esse tecido é formado por células e material extracelular calcificado, a matriz dssea.
Entre os componentes celulares estdo os ostedcitos, os quais se situam em cavidades ou
lacunas no interior da matriz; os osteoblastos, que sintetizam a parte organica da matriz e
dirigem sua mineralizacdo, estando localizados na periferia da matriz extracelular, e os
osteoclastos, células gigantes que reabsorvem o tecido 6sseo, participando do processo de

remodelagdo (Junqueira & Carneiro, 2008).



Os osteoblastos sdo essenciais para o desenvolvimento, crescimento, fung¢do, reparo
e manutencdo do o0sso, por serem responsdveis pela formacdo organica da matriz
extracelular, através da sintese e secre¢do de coldgeno tipo I, fatores de crescimento e

glicoproteinas (Jayakumar & Di Silvio, 2010).

Apbs o estabelecimento de uma matriz extracelular pelos osteoblastos composta
predominantemente por coldgeno tipo I, ocorre o processo de mineralizacdo através da
deposicdo de minerais de hidroxiapatita, um fosfato de célcio, entre as fibras de coldgeno,

como mostrado na Fig. 1 (Rho, et al., 1998).
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Figura 1. Esquema ilustrando a montagem das fibrilas e fibras de coldgeno associadas aos
cristais de hidroxiapatita. O padrdo de espacamento de 67 nm resulta na presenca de
lacunas adjacentes (40 nm) e regides de sobreposi¢cdo (27 nm) na montagem das moléculas
(Rho, et al., 1998).

O processo de mineralizagdo tem inicio com a formacdo de vesiculas por
brotamento da superficie da membrana dos osteoblastos (Anderson, 1995). Essas vesiculas
sdo ricas em fosfatase alcalina (FAC), que hidroliza substratos fosfato para liberar fosfato
inorgénico, o qual se liga ao calcio formando a hidroxiapatita, a parte mineral do osso

(Orimo & Shimada, 2008). O pico da atividade da FAC geralmente coincide com o inicio
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do processo de mineraliza¢do (Lian & Stein, 1995), sendo muito utilizada como marcador
de diferenciacdo inicial dos osteoblastos em estudos de engenharia tecidual 6ssea (Yang, et

al., 2012; Mestres, et al., 2012; Martinez, et al., 2012).

Dentre as proteinas ndo-colagénicas da matriz extracelular secretada pelos
osteoblastos estd a osteolcacina, a qual se liga fortemente a cristais de hidroxiapatita do
0sso e regula o tamanho e orientacdo desses. O complexo formado entre a osteocalcina e
hidroxiapatita se liga as fibras de coldgeno por meio da osteopontina como mostrado na
Fig. 2. A osteocalcina € sintetizada por osteoblastos maduros, sendo utilizada como
marcador tardio. Essa proteina é uma das proteinas nido-colagenosas mais abundantes da
matriz §ssea. Sua secrecdo tem inicio com o processo de mineralizacdo e o aumento na sua
sintese ocorre com a deposicdo de hidroxiapatita durante o desenvolvimento esquelético

(Hauschka & Reid, 1978; Jayakumar & Di Silvio, 2010).

Figura 2. Esquema ilustrando a disposi¢do das glicoproteinas osteoclacina e osteopontina
na matriz extracelular 6sseo. A osteocalcina interage diretamente com o mineral, e se liga a
osteopontina, que medeia a ligacdo do complexo osteocalcina-hidrixiapatia as fibras de
colageno (adapatado de Poudarik, et al., 2012).



2.2 Biomateriais para 0sso

Em grandes defeitos dsseos causados por resseccdo de tumores, ou traumas, nao
ocorre a regeneracdo espontanea desses acarretando geralmente em uma incapacidade
funcional grave. Varias abordagens terapéuticas t€m sido investigadas para esse fim, como
por exemplo, implantes autégenos (Finkemeier, 2002), implante de diferentes biomateriais

(Wiltfang et al., 2002), entre outras.

Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicacdes clinicas de
1982, entende-se por biomaterial (Williams, 1987): “Toda substincia (com excecdo de
drogas) ou combinagcdo de substincias, de origem sintética ou natural, que durante um
periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou parte integrante de um
sistema para tratamento, ampliacdo ou substituicao de quaisquer tecidos, 6rgaos ou fungdes

corporais”'.

O biomaterial ideal para engenharia tecidual 6ssea deve respeitar alguns requisitos
como ser biorreabsorvivel (o material é degradado ou solubilizado em fluidos tissulares,
desaparecendo do sitio de implantacdo) e biocompativel (ndo causar reagdes adversas,
téxicas ou carcinogénicas ao paciente). Entretanto, com a evolu¢cdo dos biomateriais, estes
conceitos de biocompatibilidade e biodegradabilidade fazem parte de uma segunda geragdo
de biomateriais. Na primeira geracao, foram desenvolvidos os materiais entdo considerados
bioinertes, cujo foco para seu desenvolvimento era o de ndo provocar reacdo de corpo
estranho no organismo. Ja a terceira geracdo, inclui os materiais capazes de estimular

respostas celulares especificas a nivel molecular (Hench & Polak, 2002).

No caso do tecido dsseo para ser considerado um material ideal esse necessita ser
osteoindutor (capaz de promover a diferenciacdo de células progenitoras em linhagens
osteoblasticas); osteocondutor (apoiar e incentivar o crescimento Osseo a partir do tecido
O0sseo periférico) e ser capaz de osteointegracdo (integrar-se com o tecido Gsseo

circundante) (Stevens, 2008).



2.3 Cimento de Fosfatos de Cadlcio

O tecido 6sseo € um material compdsito natural feito a partir da combinacdo de
componentes o0rganicos com componentes inorganicos junto com proteinas nao-
colagenosas. A por¢do inorginica do osso € formada por hidroxiapatita carbonatada com a
férmula quimica Ca;o(PO4)s(OH), e razdo de Ca:P de 1,67 que € um fosfato de célcio
cristalino, o qual proporciona rigidez e alta resisténcia a compressao ao osso (Vallet-Regi &

Gonza’lez-Calbet, 2004).

Devido a similaridade estrutural e quimica a porc¢do inorganica do 0sso, Vvdrios
materiais ceramicos a base de fosfato de célcio, sdo utilizados clinicamente para reparo e

reconstrucdo esquelética (Manzonoa & Vallet-Regi, 2012).

Os fosfatos de calcio sao classificados de acordo com a razdo molar de Ca/P, como

mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo de alguns fosfatos de célcio (Hench, 1999).

Fosfato de calcio Sigla | Formula quimica | Razdo
Ca/P
Metafosfato de CPM Ca(PO:) 0.5
Calcio
Pirofosfato de CPP Ca: P20 1
Calcio
Fosfato de Cilcio Anidro DCP CaHPO, 1
(monetita) |
Hidrogenofosfato de Calelo DCPD CaHPO,.2H,0O i
Diidratado (Brushita)
Fosfato OCP | CagH.(POy):. 5H,O 1.33
Ovctacalcico
Fosfato tricaleico (o,p) TCP | Cas(POy)s 1.5
Hidroxiapatita HA HA Cayl PO)(OH). 1.67
Fosfato TICP Cay(PO4)0 2
Tetracalcico

Os produtos de degradacdo dos fosfatos de cdlcio induzem a neoformacio Ossea,
estando fortemente ligado a bioatividade, o processo de dissolucdo € seguido pela
reprecipitacdo de uma hidroxiapatita carbonatada, a qual possui composi¢do e estrutura

quimica muito semelhante a fase mineral do osso (Tay et al.; 1999).



Dentre os fosfatos de célcio, encontra-se o cimento de fosfato de célcio, que foi
inicialmente desenvolvido por Brown e Chow em 1986. Esses materiais sdo constituidos
por um o componente s6lido que formard uma pasta moldavel quando misturado com dgua
ou uma solu¢cdo aquosa, sendo que sua resisténcia mecanica aumenta progressivamente,
alcancando seu valor médximo apds um periodo de tempo que pode ser de horas a dias. Ja o
termo “cimento de fosfato de cdlcio” foi introduzido por Gruninger e colaboradores
(Driessens et al., 1993). Segundo eles, um cimento desse tipo pode ser preparado
misturando-se um sal de fosfato de cédlcio com 4gua ou com uma solu¢gdo aquosa para que
se forme uma pasta que reagird a temperatura ambiente ou corporal a fim de dar lugar a um
precipitado que contenha um ou mais fosfatos de cdlcio e endureca por meio do

intercruzamento dos cristais deste precipitado (Yuan, et al., 2000).

As principais vantagens dos cimentos de fosfato de célcio sdo:

e sdo moldaveis, o que garante 6timo contato na superficie osso/implante
mesmo em defeitos com geometria complexa;

e habilidade de curar espontaneamente in vivo,

e preparacdo durante o ato cirirgico;

e biocompatibilidade, bioatividade, biorreabsorbilidade.

Os fosfatos de cdlcio mais utilizados clinicamente sdo a hidroxiapatita e fosfato
tricalcico, que podem ser a ou 3, dependendo da temperatura de calcinacdo (Manzonoa &

Vallet-Regi, 2012).

Embora todos os componentes nos grupos dos fosfatos de célcio tenham
constituicdo quimica similar, seus perfis cristalogrificos diferem o que resulta em
diferentes padrdes de solubilidade. O a-fosfato tricdlcico (0-Caz(POs),, o-TCP) € mais
solivel que o B-fosfato tricdlcico que s@o mais soliveis que a hidroxiapatita (Bohner,
2000). Isso faz do a-TCP um material ideal para implante, pois € capaz de ser substituido
por osso neoformado mais rapidamente que outros materiais a base de fosfato de célcio

utilizados clinicamente (Carrodeguas & De Aza, 2011).



Estudos mostraram que apés um periodo de 12 meses o B-TCP foi totalmente
absorvido (Hench & Wilson, 1993). Enquanto que um implante dsseo constituido de HA
permanecerd mesmo depois de 3 ou 4 anos de implantacdo (Bens-Nissan & Pezzoti, 2007).
Yamada et al. (2006) realizaram um estudo in vivo em coelhos comparando o processo de
degradacdo do B e a-TCP os quais foram implantados na calvdria desses animais. Os
animais foram sacrificados apds 2, 4 e 8 semanas. Nenhuma diferenga foi observada apos 2
semanas, mas apds 4 e 8 semanas diferencas significativas foram observadas entre os
materiais. O bloco de a-TCP iniciou o processo de degradacido apds 4 semanas, enquanto

que no bloco de B-TCP o processo de degradagdo teve inicio apds 8 semanas.

Os fosfatos de célcio o e B-fosfato tricdlcico s@o obtidos por reacdo no estado sélido
de uma mistura 1:2 (molar) de CaCOj (carbonato de calcio) e CaHPO, (monetita). O
cimento € obtido através de uma pasta na qual se mistura um pé (fosfatos de célcio) a
uma solucdo aquosa contendo 2,5% em massa de Na,HPO, (fosfato de sédio bibdsico

anidro) (Motisuke, 2010).

O o-TCP ¢ obtido apds tratamento térmico do B-TCP, onde se aquece este até
1250°C, por 15 horas, seguido de choque térmico (Santos, 2002). Esse cimento produz
como resultado da reacdo de cura uma fase de hidroxiapatita deficiente em cdlcio
(Cag(HPO4)(PO4)s(OH), CDHA), muito similar a apatita bioldégica. A formagdo dessa
camada de apatita é essencial para permitir que os materiais artificiais implantados

integrem-se ao osso adjacente (Hench, 1991).

2.4 Reforco com “whiskers” de Wollastonita

O cimento de fosfato de cdlcio apresenta um déficit considerdvel quanto as suas
propriedades mecanicas, que inviabiliza sua utilizacdo como implantes em regides que

demandam maior esfor¢co mecanico (Yamamoto et al., 1996).

Assim, diversos dispositivos tém sido pesquisados a fim de melhorar as
propriedades mecénicas desses cimentos, sem modificar sua biocompatibilidade e

bioatividade. Além disso, nenhum procedimento com o intuito de tornar o CFC mais
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resistente mecanicamente deve modificar suas propriedades de manejo € nem aumentar seu
custo de producdo em larga escala (Dagang et al, 2007). Uma das abordagens mais bem
sucedidas para melhorar a propriedade mecéanica dos CFCs € o refor¢co com fibras (Callister
& Rethwisch, 2009). Diante disso os “whiskers” que possuem formato naturalmente
acicular formado por pequenos monocristais alongados com alta resisténcia mecanica

competem com outros materiais fibrosos como reforco dos CFCs.

Esses refor¢os podem ser obtidos a partir de varios materiais, como 0S compostos
por fosfatos (whiskers de hidroxiapatita), carbonatos (whiskers de aragonita), polimeros
biodegraddveis (chitosana, poly(lactide-co-glycolide), poly( 3-caprolactone)) e silicatos de
célcio (whiskers de wollastonita ) (Kriiger & Groll, 2012). Contudo, alguns desses reforcos
se mostraram citotoxicos em estudos in vitro e outros ndo contribuiram significativamente

para um aumento da resisténcia mecdnica e nem a tenacidade a fratura (Hockin et. al,

2001; Motisuke, 2010).

Recentemente bioceramicas a base de silicato de célcio tém sido estudadas como um
substituto potencial para o tecido 6sseo, pois demonstram bioatividade superior a outros

materiais bioativos (Ni, et al., 2006). Essa bioatividade € atribuida a presencga de silicio.

Além disso, estudos tem sugerido que a adi¢do de silicio em biomateriais como
hidroxiapatita e biovidros influenciam o metabolismo de células osteobléticas envolvido no
processo de mineralizagdo (Bosetti, 2005; Porter, 2006). Também, solu¢des com alta
concentragdo de silicio promovem a expressdao de genes relacionados com a atividade
Ossea, estimula a proliferacdo de células osteobldsticas e promove a neoformacido dssea

(Gupta et al., 2007).

A wollastonita (CaSiO3;, CS), uma das formas de cerdmicas a base de silicato de
célcio, tem sido utilizada como reforco de alguns materiais como hidroxiapatita
(Padmanabhan et al., 2012) e poli(e-caprolactona) (Wei et al., 2009). Estudos demonstram
que a wollastonita, possui excelente bioatividade in vitro, e a taxa de formacdo de apatita
em sua superficie € mais rdpida que em outras ceramicas biocompativeis quando em fluido
biolégico simulado (solu¢cdo com concentragdes iOnicas semelhantes ao do plasma humano)
(Cortés et al., 2004; Siriphannon, 2000), em meio de cultura celular ( Sarmento, et al.,

2004) e ap6s implante in vivo (Xu, et al., 2008). A formacdo de uma camada de
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hidroxiapatita semelhante a do osso € importante para que o material possa ligar-se ao

tecido dsseo vivo (Kim er al., 1995).

Em um estudo realizado por Motisuke (dados ndo publicados), a adi¢do de
“whiskers” de wollastonita em CFC a base de o-TCP elevou a resisténcia mecanica a
compressao axial em 248% para as amostras contendo 5% em massa de “whiskers” e 123%
para as amostras contendo 10% de “whiskers” em relagdo ao CFC puro, indicando que

adi¢do de 5% apresentou resultados superiores quanto a resisténcia.

2.5 Interacao das células com os biomateriais

Quando um biomaterial é colocado em meio de cultura ou mesmo implantado in
vivo, ocorre inicialmente a adsorcdo de proteinas do plasma sanguineo ou soro fetal bovino
contido no meio de cultura na superficie desse material, esse processo ird permitir e facilitar
a adesdo celular (Ratner, et al., 2013; Boyan et al., 1996 ). Essas proteinas irdo modular a
resposta das células frente ao biomaterial, promovendo a expressdo de diferentes integrinas
pelas células. A adesdo celular requer, uma estreita interacao entre o substrato, a célula e o
seu citoesqueleto ocupando as integrinas um papel pivdO na mediacdo deste sistema de

coordenacdo e integracdo (Siebers, et al., 2005) (Fig. 3).

As integrinas sdo moléculas de adesdo localizadas na membrana celular, necessérias
para interacdo das células com a matriz ou substrato, exercendo um papel essencial no
controle dos processos de adesdao, migracdo, diferenciacdo e até apoptose das células. Apos
sua interacdo com o substrato ou matriz, atuam como transdutores de sinais, ocasionado
frequentemente na mudanca da expressdo génica condicionado o destino e comportamento

celular (Balasundaram et al., 2006)

As integrinas ligam-se de forma especifica a determinadas proteinas da matriz
extracelular. Essas proteinas contém geralmente uma sequéncia de aminoacidos conhecidas
como RGD (arginina-lisina-dcido aspartico). A sequéncia RGD estd presente em muitas

proteinas da matriz extracelular como fibronectina e vitronectina (Siebers, et al., 2005).
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Célula —

} Membrana celular

Figura 3. Esquema do papel das integrinas mediando as interacdes entre a matriz
extracelular e o citoesqueleto. Esquema de Balasundaram et al., 2006, adaptado por
Martins, 2009.
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A adsorcdo de proteinas em cimentos de fosfato de célcio, segundo Bertazzo, et al.,
(2010), ocorre apdés um processo de dissolucdo e reprecipitagdo do cimento quando imersao
em fluido corpdéreo ou soro, levando a formacdo de uma camada de apatita em sua
superficie. A adesdo celular sé ird ocorrer apds a adsorcdo de proteinas na superficie desses

materiais (Fig. 4).

Ca,«(P().),()IIl,’ Cav.(P().);l.' CaHPO; ... HA surface

@"@”@@C;)A@@ @

Figura 4. Representacdo esquemdtica do fendmeno que ocorre na superficie da
Hidroxiapatita apds implante. (1) Inicio do processo de dissolu¢do apds o implante. (2)
Continuagdo do processo de dissolucdo. (3) Equilibrio entre a solugdo fisioldgica e a
superficie da hidroxiapatita. (4) Adsorcdo de proteinas. (5 e 6) Adesdo celular e
proliferagdo. (7) Inicio da produgdo de osso novo. (8) Novo osso neoformado e
metabolismo dsseo natural (Bertazzo, et al., 2010).

2.6 Modelos in vitro para teste dos Fosfatos de Cdlcio

O desenvolvimento de testes in vitro baseados em cultura celular é um desafio
importante do século XXI, pois esses ensaios permitem a redu¢do no nimero de animais
utilizados na avaliacdo da biocompatibilidade de um biomaterial e sdo mais facilmente

controlados.

Segundo Hench et al. (2010) alguns fatores devem ser abordados nos ensaios in
vitro a fim de assegurar sua aplicacdo in vivo. Dentre esses fatores estaria o uso de células
de linhagens oriundas de cultivo primdrio com fen6tipo maturo, para que se possa analisar a
manutencdo desse fendtipo, ja& que alguns materiais podem causar a desdiferenciagdo

celular. Atualmente, tem sido muito utilizado o uso de linhagens celulares imortais, porém
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0 uso desse tipo celular ndo seria interessante ji que essas ndo sdo capazes de expressar

todas as proteinas caracteristicas do fendtipo celular maturo.

Uma das formas de estudar o comportamento celular in vitro em fosfato tricdlcico é
através do uso desses materiais em forma de extratos, o denominado cultivo indireto (Ehara
et al., 2003; Santos et al.; 2002; Rossa et al., 2005), devido ao efeito citotéxico causado por

esses materiais nas condi¢gdes estagnadas da cultura celular.

Utilizando o método de cultivo celular direto Tamai, et al. (2006), concluiram que o
a-TCP € mais citotéxico que a hidroxiapatita e que o B-TCP. Os autores atribuiram essa
toxicidade ao fato do a-TCP ser mais solivel e hidrolisar mais rapidamente em uma
hidroxiapatita deficiente em cdlcio comparado aos outros cimentos a base fosfatos de
célcio, a hidrélise desse material liberaria, entdo, 4dcido fosférico para o meio de cultura

causando a acidificacdo do mesmo o que teria promovido a morte das células.

Além da queda do pH, as concentragdes de cdlcio e fosforo no meio de cultura
também foram responsdveis por promover estresse aos osteoblastos, limitando muito o
crescimento e diferenciacdo dessas células (Hempel er al., 2004). Outros autores,
entretanto, sugerem que o cdlcio e fosforo liberados para o meio de cultura sdo responsaveis
por induzirem a bioatividade aos biomateriais a base de fosfato de cdlcio (Zapanta, 2002;

Boynde et. al., 1999).

Quando implantado, o a-TCP demonstra excelente biocompatibilidade com o 0sso,
que se caracteriza pela rdapida deposicdo de osso neoformado na superficie do cimento,
provando que o cimento é osteocondutor e apropriado para uso clinico. A razdo para a
excelente biocompatibilidade in vivo, pode ser a vascularizacdo, que fornece um fluxo
continuo em torno do implante inserido que pode eluir a toxicidade do cimento (Ooms et

al., 2002).

Outra forma de estudar a influéncia das modificacdes i0nicas provocadas por
cimentos a base de a-TCP no meio de cultura sobre a resposta de células osteobldsticas, de

forma a evitar a influéncia da superficie dessas amostras sobre as células, foi sugerida por
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Gustavsson, J et al. (2012), que utilizaram um sistema de membrana permedvel a proteinas
e fons, capaz de separar fisicamente as células dos cimentos, mas compartilhando o mesmo
ambiente aquoso. Esses autores observaram absor¢do de cdlcio e fésforo pelo cimento, o
que teria reduzido significativamente a capacidade das células osteobldsticas em depositar

calcio na matriz extracelular.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIOS GERAIS

Analisar a influéncia da adicao de “whiskers” de Wollastonita no Cimento a base de
a- Fosfato Tricdlcico sobre o metabolismo das células osteobldsticas, por meio da
morfologia, proliferacdo e produgdo de proteinas especificas desse tipo celular indicativo de

diferenciagdo, e mineralizacao.

3.10BJETIVOS ESPECIFICOS
1- Estabelecer procedimentos de preparo das amostras de CDHAs para permitir

que essas sejam adequadas para o cultivo celular;

2- Analisar a influéncia da adi¢do de “whiskers” de Wollastonita nas CDHA

sobre as células osteoblasticas por meio da:
e morfologia;
e viabilidade celular;

e sintese de proteinas indicativas de diferenciacio como a fosfatase

alcalina e osteocalcina;

e producdo de matriz mineralizada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacdo dos Cimentos de Fosfato de Cdlcio para Cultura Celular

O material utilizado nesse estudo consiste em um CFC a base de o-TCP refor¢ado
com “whiskers” de Wolastonita, desenvolvido pelo Instituto de Quimica da UNICAMP sob
a supervisdao do Prof. Dr Celso Aparecido Bertran. Resumidamente, o [alfa]-fosfato
tricdlcico foi obtido pela reagdo no estado sélido de carbonato de cédlcio (CaCO3, CC-RC,
Synth) e monetita (CaHPO4, M-RC, Synth) a 1300°C durante 6 horas. Os “whiskers” de
wollastonita foram sintetizados pelo método de fusdo de sais (Motisuke, 2012). Os pds de
a-TCP e “whiskers” de wollastonita foram entio, misturados nas proporc¢des de 5 e 10% em
massa de “whiskers”. Para obten¢do dos cimentos os pds foram adicionados a uma solugao
aquosa contendo 2,5% em massa de Na,HPO, (fosfato de sédio bibasico anidro) (Motisuke,
2010). Os materiais testados em cultura de células foram discos com 8 mm de didmetro.
Como controle foram utilizadas placas de poliestireno. Para que se pudesse atribuir os
resultados obtidos ao reforco de “whiskers” de Wolastonita, foram testados a-TCP sem
whiskers” de Wolastonita e com 5% e 10% de whiskers” de Wolastonita. Antes do cultivo
celular os cimentos permaneceram por uma semana em solu¢do de Ringer para terminar o
processo de cura resultando em uma CDHA, sendo posteriormente lavados por 24 hs em
agua milli-Q, secos em estufa e esterilizados em autoclave a 121°C por 30 min, apds os
cimentos foram lavados por trés dias com trocas didrias de DMEM (Dulbecco's Modified

Eagle Medium) puro.

4.2 Isolamento das células osteobldsticas

As células osteoblasticas foram obtidas da calvaria de ratos Lewis com
aproximadamente 20 dias de idade pelo método de explante. Para isso, os animais foram
sacrificados e a calota craniana retirada, sendo posteriormente imersas em DMEM
contendo 150 pg/mL de gentamicina e 15 pg/mL de anfotericina B. Em seguida, o tecido
mole foi eliminado com um bisturi. A calota craniana foi fragmentada e imersa em frasco
contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
antibidtico. Os frascos foram mantidos em estufa a 37°C a uma atmosfera de 5% de CO,. O

meio de cultura foi trocado parcialmente na propor¢cdo 50/50, a fim de manter o meio
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condicionado, a cada trés dias. As células foram utilizadas até a quarta passagem. O
protocolo utilizado foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais — CEUA —

Unicamp (n°2606-01).

4.3 Viabilidade celular

O estudo piloto da viabilidade celular foi realizado apés 1 e 4 dias. A técnica
empregada nesse ensaio, foi desenvolvida por Mosmann (1983), utiliza o reagente MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo), que € clivado somente por células
vivas e metabolicamente ativas, formando o precipitado azul denominado formazan,

detectédvel espectrofotometricamente.

As amostras do cimento com 6 mm de didametro foram imersas em placa de cultura
de poliestireno de 96 pocos contendo DMEM puro e mantidas a 37°C por 1 dia antes da
semeadura. Em seguida, as células foram semeadas a uma concentracdo de 5 X 10°
cél/poco em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino. Sendo entdo incubadas a 37°C,
com trocas de meio a cada dois dias. Passado os tempos de cultivo os pocos foram lavados

trés vezes com DMEM.

Ap6s a lavagem, foi adicionado a cada poco, 200 uL de meio DMEM contendo 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5 difenil brometo de tetrazélio MTT (Smg/mL), seguindo-se um
periodo de incubacdo de 4 horas a 37 °C no escuro. A solucdo contendo MTT foi
substituida por uma solu¢do de 200 uL de dimetil sulf6xido (DMSO) no caso das células
cultivadas na placa de poliestireno, enquanto que as amostras de a TCP, por possuirem
didmetro menor que o pogo e procurando evitar a contabilizagdo das células aderidas a
placa de poliestireno, essas amostras foram retiradas de seus respectivos pogos e imersas
em novos pocos contendo DMSO. Em seguida, 100 uL das solugdes contidas nos pogos
foram transferidas para uma nova coluna da placa (controle e amostra), e a absorbancia do
MTT lida em leitor de microplacas Elx-800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA), com
emprego de filtro com comprimento de onda de 570 nm. A quantidade de formazan
produzida € diretamente proporcional a atividade metabdlica e ao nimero de células vivas.

A absorbancia foi obtida por drea.
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Procurando-se evitar a morte das células cultivadas nas CDHA as amostras do
cimento dessa vez com 8 mm de didmetro foram imersas em placa de cultura de
poliestireno de 24 pocos contendo DMEM puro e mantidas a 37°C por 3 dias com trocas
didrias antes da semeadura. Em seguida, as células foram semeadas a uma concentracdo de
3 X 10* cél/poco em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino, sendo entdo incubadas a
37°C, com trocas didrias de meio. Passado os tempos de cultivo procedeu-se o ensaio de
MTT semelhante ao ensaio piloto. Porém por se tratar de uma amostra maior que a testada
no ensaio piloto utilizou-se um volume maior de meio DMEM contendo 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil brometo de tetrazélio MTT (S5mg/mL) correspondente a 1mL,
e também 1 mL de dimetil sulf6xido (DMSO). As amostras também foram retiradas de seus
respectivos pocos € imersas em novos po¢os contendo DMSO. Em seguida, 0,5 mL das
solugdes contidas nos pogos foram transferidas para uma nova coluna da placa (controle e
amostra), e a absorbancia do MTT lida em leitor de microplacas Elx-800-UV (Bio-Tek
Instruments, EUA), com emprego de filtro com comprimento de onda de 570 nm. A

absorbancia foi obtida por érea.

4.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das células nos cimentos foi observada através da microscopia
eletronica de varredura, apos 1, 7 e 14 dias de cultura. As amostras foram fixadas em 4% de
paraformoldeido, 2,5% de glutaraldeido, 0,03% de acido picrico e 1% de 4cido tanico em
DMEM por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas duas vezes
com PBS, pos-fixadas com 1% de tetroxido de 6smio por 15 minutos e desidratadas em
série crescente de etanol (50, 60, 70, 80, 90 e 100%) por 15 minutos cada. As amostras
foram secas em Ponto Critico (Balzers CTD 030), recobertas por ouro (Balzers SCD 050) e

observadas e um microscopio eletronico de varredura (JEOL JXA-840A).

4.5 Atividade da fosfatase alcalina (FAC)

A enzima fosfatase alcalina (FAC) é conhecida como um marcador inicial da
diferenciacdo osteobldstica (Orimo H, 2010; Sila-Asna, et al., 2007). Sendo expressa apds o
periodo de proliferagdo celular (Barrere, 2004). Estudos sugerem que a FAC hidrolisa

substratos fosfato liberando fosfato inorganico envolvido na iniciacdo da mineralizacdo da
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matriz extracelular (Balcerzak ef al., 2003). Portanto, para verificar a reten¢do do fenétipo
osteoblastico das células cultivadas nas CDHAs foi mensurada a atividade da FAC. O
método colorimétrico utilizado baseia-se na conversdao do p-nitrofenil fosfato em p-
nitorfenol na presenca de fosfatase alcalina. Para realizacdo desse ensaio as células foram
semeadas no arcabouco a uma concentragdo de 3X10* cel/pogo, em meio DMEM acrescido
de 3 mM de B-glicerolfosfato, 0,ImM de &4cido ascérbico e 10°M de dexametasona, a
atividade da fosfatase alcalina foi mensurada ap6s 7, 10 e 14 dias. Para isso, os arcaboucos
foram lavados duas vezes com PBS e as células lisadas com Triton X-100, conforme
instrucdes do protocolo (Anaspec, SensoLyte® pNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit). A
producdo de p-nitrofenol foi determinada pelo mensuramento da absorbancia em leitor de
microplacas Elx-800-UV (Bio-Tek Instruments, EUA), com filtro no comprimento de onda

de 405 nm.

4.6 Quantificacao de cdlcio

O Alizarin red cora depdsitos de cdlcio intracelular e cdlcio ligado a proteinas e
proteoglicanos, (Mathews, et al., 2011), esse corante € util para analisar a deposi¢do de

matriz mineralizada pelos osteoblastos.

Esse ensaio foi realizado apds 14 dias de cultivo celular, tempo necessdrio para
observar mineralizacdo da matriz. Para isso, os cimentos foram fixados com 70% de etanol
por 1 hora a 4°C e corados com 10% de Vermelho de Alizarina (Sigma) por 10 minutos.
ApO6s este periodo, procederam-se cinco lavagens com dgua destilada e o precipitado
vermelho da matriz foi solubilizado com 10% cloreto de cetilpiridinio (Sgma). A densidade

Optica da solugdo foi determinada espectrofotmétricamente a 562 nm.

4.7 Expressdo de Osteocalcina

A fase final da diferenciacdo osteobldstica é a mineralizacdo, onde a matriz
extracelular contém principalmente fosfato de calcio na forma de hidroxiapatita, que é
secretada e depositada por osteoblastos maduros (Clarke, 2008). Osteocalcina € um
marcador de estdgios tardios dos osteoblastos, indicando sua maturacdo. A osteocalcina é
exclusivamente secretada por osteoblastos madurados no final do processo de
mineralizacdo (Kim, 1993).
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Para verificar a maturagdao das células osteoblésticas foi analisada a expressdo de
osteocalcina, para isso o sobrenadante da cultura das células cultivadas nos cimentos foram
coletados apds 7, 10 e 14 dias de cultura. O sobrenadante foi centrifugado por 20 min a
1000 xg e estocado em aliquotas a -20° até sua utilizacdo, conforme instru¢des do kit de
ELISA utilizado (Life Science Inc., Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit,
Osteocalcin), o kit consiste em um ensaio imunoenzimético do tipo sanduiche para detec¢do

quantitativa da osteocalcina no sobrenadante celular.

Anadlise Estatistica

Para realizacdo dos testes quantitativos foi comparado os tratamentos através de
variancia de um critério (ANOVA). Havendo diferenca estatistica (p<0,05), o teste de

Tukey foi utilizado para comparar cada par dos tratamentos.
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5. RESULTADOS
As células osteoblasticas utilizadas foram obtidas pelo método de explante da calota
craniana de ratos Lewis com aproximadamente 20 dias. Na figura 5 € possivel observar as

células osteoblasticas migrando a partir de um fragmento dsseo.

Figura 5. Explante das células osteobldsticas, apds trés dias de cultura, observadas por
microscopia de luz, aumento de 200X.
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5.1 Viabilidade celular

O estudo piloto da viabilidade celular mostra morte celular apds 4 dias de cultivo
em todas as amostras de CDHA (Fig. 6). Na Fig. 7 é possivel notar as células mortas na
interface entre a amostra de CDHA pura e a placa. Devido a esse resultado procedeu-se a
lavagem das CDHA com DMEM puro por 3 dias com troca didria de meio antes do cultivo
celular, durante as lavagens as CDHAs foram mantidas em estufa de cultura celular
contendo 5% de CO, a 37°C. Esse procedimento foi realizado para evitar o stress as células
provavelmente causado pela mudancga de pH, o qual é mais acetuado na CDHA pura (Fig.
8), na terceira lavagem nao observa-se mais mudancga de pH do meio de cultura. Com isso e
com a troca didria do meio de cultura apds cultivo celular foi possivel manter as células
vivas e em crescimento ao longo do tempo em todas as CDHA testadas.Dessa forma, os
ensaios, entdo, foram realizados apds 1, 7 e 14 dias de cultivo. O crescimento celular na
CDHA com 5% de “whiskers” de Wollastonita foi significativamente maior (p <0,01)

quando comparado com a placa de poliestireno e o cimento puro (Fig. 9).

Viabilidade celular
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Figura 6. Representacdo grafica dos ensaios de MTT, apds 1 e 4dias de cultivo celular.
Resultados expressos em média com desvio padrdo. *p<0,01; **p<0,05.
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Figura 7. Células osteoblasticas cultivadas: na placa de poliestireno (a); CDHA pura apds
24 horas de cultivo (b) e (¢) CDHA pura apds quatro dias de cultivo, visualizadas através de
um microscopio de luz invertido, aumento de 20X.

[ i fr' i
Figura 8. Mudanca de pH provocada pelas CDHAs quando em contato com o0 DMEM puro
apos 24 horas de incubagio em estufa contendo 5% de CO; a 37°C. Po¢o 1: DMEM puro
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sem amostra, po¢o 2: CDHA pura imersa em DMEM puro, poco 3: CDHA contendo 5% de
“whiskers” de wollastonita em DMEM puro e poco 4: CDHA contendo 10% de “whiskers”
de wollastonita em DMEM puro.
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igura 9. Representacao grafica dos ensaios de MTT, apos 1, 7 e 14 dias de cultivo celular.
Resultados expressos em média com desvio padrdo. *p<0,01.
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5.2 Morfologia celular

As micrografias eletronicas mostram a morfologia das células osteobldsticas
cultivadas nas amostras de cimentos apos 1, 7 e 14 dias (Fig. 10). As células foram capazes
de aderir e espraiar em todas as amostras testadas. No cimento contendo 10% de “whiskers”
de wollastonita apés 14 dias de cultivo celular, é possivel notar que as células encontram-se

mais espraiadas formando uma camada celular confluente.

CDHA pura CDHA 5% CDHA 10%
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com celia-09%- 144 Mag= 500X Wo= 85 mm

Figura 10. Micrografia eletronica de varredura das amostras de CDHA, sem “whiskers” de
wollastonita (A, D e G), com 5% de “whiskers” de wollastonita (B, E ¢ H) e com 10%
“whiskers” de wollastonita (C, F e I), ap6s 1, 7 e 14 dias de cultivo celular.
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5.3 Atividade da fosfatase alcalina

O ensaio da atividade da fosfatase alcalina foi realizado apds 7, 10 e 14 dias de
cultivo celular nos discos de CDHA pura e contendo 5 e 10% de “whiskers” de
Wollastonita, a placa de poliestireno foi usada como controle. A atividade da fosfatase
alcalina aumentou ao longo tempo em todos os tratamentos, sendo significativamente maior
nas CDHAs contendo 5% (p<0,05) e 10% de “whiskers” de Wollastonita (p<0,01) apds 14

dias de cultivo celular quando comparado a CDHA pura como mostra a fig. 11.

Fosfatase Alcalina
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Figura 11. Representacdo grafica da concentracdo de fosfatase alcalina ativa, apds 7, 10 e
14 dias de cultivo celular. Resultados expressos em média com desvio padrdao. ** p<0,05 e
*

p<0,01.
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5.4 Producao de matriz mineralizada

A quantificacdo de calcio foi realizada através do ensaio de Alizarin red S. Como
nio se pode descontar o Ca** presente no cimento a placa de poliestireno ndo foi utilizada
como controle. E possivel notar na Fig. 12 que ap6s 14 dias de cultura a CDHA com 10%
de “whiskers” de wollastonita estimulou o processo de mineralizagdo quando comparadas

com 0s outros cimentos.
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Fig. 12. Quantificacdo de célcio através do ensaio de Alizarin Red S ap6s 14 dias de cultivo
celular nos cimentos. Resultados expressos em média com desvio padrio. ** p<0,05 e
*

p<0,01.
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5.5 Expressdo de osteocalcina

A quantificacdo da expressdo de osteocalcina, foi realizada utilizando o
sobrenadante da cultura celular apds 7, 10 e 14 dias de cultivo nos discos de oo TCP puro e
contendo 5 e 10% de “whiskers” de Wollastonita, a placa de poliestireno foi usada como
controle. Nao foi observado diferenca na expressdo das proteinas entre os diferentes

materiais nem ao longo do tempo. Fig. 13.
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Figura 13. Representacdo grifica da concentracio de osteocalcina, apds 7, 10 e 14 dias de
cultivo celular. Resultados expressos em média com desvio padrao.
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DISCUSSAO

Os cimentos de fosfato de célcio sdo muito utilizados no reparo de tecidos dsseos,
apresentando excelente bioatividade e biocompatibilidade. Porém, sdo materiais frageis e
com baixa resisténcia a tensao e flexdo. Isso restringe sua utilizacdo apenas em regides que
ndo demandam carga. O refor¢o dos cimentos de fosfato de célcio (CFCs) com fibras t€m
sido uma importante estratégia para melhorar suas propriedades mecanicas (Kruger &
Groll, 2012). Portanto, nesse trabalho foi utilizado um CFC refor¢cado com “whiskers” de
Wollastonita, o qual devido seu formato acicular natural compete com outros materiais

fibrosos como refor¢o aos CFCs.

A andlise dos biomateriais através do cultivo de células é uma valiosa ferramenta
para se conhecer os mecanismos pelos quais esses materiais podem produzir reagdes
adversas em nivel celular (Boyan et al., 2003). Em comparacdo com os ensaios in vivo, 0s
estudos in vitro sdo mais facilmente controlados e apresentam melhor reprodutibilidade,
além de permitir a redugdo no numero de animais utilizados na avaliagdo da

biocompatibilidade de um biomaterial.

A principal fungdo dos testes in vitro de novos biomateriais € a determinacio de sua
citotoxicidade, porém atualmente é esperado dos materiais que além de permitirem a
adesdo, espraiamento e crescimento celular, também mantenham o fenétipo diferenciado e
estimulem a diferenciacio celular, pois o biomaterial pode ndo ser toxico suficiente para
matar as células, mas pode induzir a desdiferenciacdo e alterar a resposta de cura dos

tecidos (Hench & Thompson, 2010).

O cultivo de células em cimentos de fosfato de calcio € dificultado pela
transformacdo quimica sofrida por eles quando imersos em meio de cultura ou fluido
corpéreo simulado. Os cimentos passam por um processo de dissolucdo e reprecipitacdo

i0nica para formagdo de uma camada de apatita em sua superficie (Bertazzo et al., 2010).

Durante esse processo de dissolugdo-reprecipitacdo ocorre a liberacao de fosforo e

.. - 2 . . ~ , .
utilizacdo de Ca”" do meio de cultura, porém a concentracdo desses fons no meio de cultura
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varia entre os diferentes fosfatos de cdlcio, devido a solubilidade dos mesmos, a qual se
encontra na seguinte ordem: o-TCP > B-TCP >> HAp (Ducheyne et al., 1993). Portanto,
dos trés fosfatos de célcio representados é esperado que o a-TCP, seja o mais instdvel

quando em solucdo aquosa e libere maior quantidade de fons.

A solubilidade do a-TCP € importante, pois esse material quando implantado pode
ser substituido por osso neoformado mais rapidamente que os outros fosfatos de cdlcio,
porém a liberacdo i0nica € mais intensa que a dos outros cimentos, o que dificulta o cultivo
celular, pois o fosforo liberado do cimento forma 4cido e promove a queda do pH do meio
de cultura, causando uma diminui¢do na adsorcdo de proteinas e consequentemente na

adesdo e proliferacdo celular (Sharpe, et al., 1997; Chai et al.; 2006).

Link, et al. (2006) ao realizar um estudo da citocompatibilidade do cimento de
fosfato de cdlcio a base de a-TCP, concluiram que o cimento nio era apropriado como
scaffold para células nas estratégias de engenharia tecidual, pois esse material mostrou-se
citotoxico nos ensaios in vitro. Os autores atribufram essa citotoxicidade a liberagdo i0nica

causada pelo cimento resultando na queda do pH.

Em outro trabalho comparando a reatividade da superficie dos fosfatos de célcio HA
e B-TCP realizado por John et al., (2003), os autores observaram morte celular em torno do
B-TCP, a qual acreditam ter sido causada pelo processo de dissolucdo e recristalizagdo de
apatita em sua superficie, que teria alterado a concentragdo idnica do meio promovendo
altos niveis de fosforo e baixos niveis de cdlcio. Ja as células em torno da HA encontraram-
se vidveis e confluentes, ndo sendo observadas mudancgas na superficie desse material nos

tempos inicias de cultura.

Além da alteracdo no pH causadas pelo CFC, as baixas concentragdo de cdlcio e alta
concentragdo de fdésforo também foram encontradas por resultar em necrose dos
osteoblastos (Hempel et al., 2004). E aceito que elevados niveis de calcio favorece a
diferenciacdo dos osteoblastos (Moeno et al.; 2005), enquanto que altas concentragdes de

fosforo resultam na morte dos osteoblastos (Meleti er al.; 2000).
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No presente estudo, foram utilizadas amostras de cimentos apds a cura dos mesmos,
que consiste na conversdo total de o-TCP em hidroxiapatita deficiente em célcio
(Ca9(HPO4)(PO4)5(0OH), CDHA), para isso o cimento foi imerso por uma semana em
solu¢do de Ringer, pois a formacdo dessa CDHA ocorre quando o a-TCP esta imerso em
solucdo com pH e temperatura proximos do fisioldgico (Cicek et al., 2011). Quando os
discos de CDHA foram imersos em meio de cultura apds aproximadamente 2 horas,
observou-se mudanga de cor do meio, sendo mais acentuada para a CDHA pura, na qual a
coloragdo do meio passou de vermelho (devido ao indicador fenol red) para amarelo,
indicando que o meio ficou acido. O meio de cultura contendo a CDHA com 5% de
“whiskers” de wollastonita e CDHA com 10% de “whiskers” de wollastonita apresentam
uma ligeira mudanca na cor do meio, sendo mais acentuada para a CDHA com 5% de
“whiskers” de wollastonita. Acreditamos que esse fenOmeno possa ser explicado pelo fato
da formacdo da camada de apatita na wollastonita envolver a elevacdo do pH que pode
chegar a 10,5 quando em contato com solucdo fisioldgica em um pH igual a 7,25 (de Aza et

al. 1996) o que poderia ter neutralizado a acidez provocada pelo TCP.

Gustavsson et al., (2011) mostraram que a CDHA quando imersa em meio de
cultura estd sujeita a um processo de equilibrio i0nico através da liberacdo e absorciao de
ions formando uma superficie de apatita carbonatada na CDHA, nesse estudo os autores
compararam o comportamento da CDHA em dois tipos de meio de cultura com
composi¢cdes quimicas diferentes, 0 DMEM e MacCoy. Eles encontraram diferencas na
reatividade idnica da CDHA quando imersas nesses meio de cultura e acidificacdo de
ambos meios apds 48 h, os autores concluiram que a reatividade idnica da CDHA em
solu¢do aquosa estd relacionada com a composi¢do quimica dessa solu¢do e com o tempo

de exposic¢ao.

Partindo do pressuposto levantado por Gustavsson et al., (2011), e de nossas
constatagdes com relagdo a mudanca de pH do meio de cultura, acreditamos também que
quando o cimento € imerso em solugdes i0nicas, ele tende a entrar em equilibrio i6nico com
essa solucdo. Dessa forma, o equilibrio foi atingido apds trés dias de imersdo com troca
didria do DMEM, quando ndo se observa mais a mudanca de cor do meio de cultura.

Inicialmente em nosso estudo piloto observamos morte das células nos cimentos apds 48h,
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mesmo com a ambientacdo do material por 24 h em DMEM puro. Porém, somente apds a
ambientacdo das amostras de CFCs em DMEM puro com as referidas trocas didrias por trés
dias do meio antes do cultivo celular, foi possivel, entdo, manter as células vivas por mais
de 48h. Knabe et al. (1997), relataram que a citotoxicidade causada pelos CFCs poderia ser
evitada com a troca didria do meio de cultura, em vez de cada dois ou trés dias como
geralmente ocorre. Dessa forma poderia ser mantida a proliferacio e diferenciacdo celular.
Portanto, optamos pela troca didria do meio de cultura. Essas informacdes sao importantes,
pois a viabilidade celular pode ser mantida ao longo do tempo, se esses cuidados no

processo de lavagem forem seguidos.

E provivel que a CDHA continue a absorver Ca®* do meio de cultura e libere
fésforo ao longo do tempo, acarretando na mudanca do pH, porém € esperado que esse
processo seja menos intenso apés o terceiro dia de lavagem, com menor absor¢io de Ca®*
e menor liberacdao de fosforo. Sendo essas condigdes propicias ao crescimento celular.
Essas informacdes permitem o estudo do comportamento celular frente as CDHAs por mais
de 24h in vitro. Assim, ¢é possivel estudar a proliferacio, morfologia e expressdo de
proteinas envolvidas no processo de diferenciacdo celular e mineralizacio ao longo do
tempo, o que € importante, pois a expressdao € o aumento na expressdo de determinadas
proteinas e o processo de mineralizacdo ocorrem geralmente apds 12 dias de cultivo celular

(Webster, 2007).

Para os ensaios de MEV e viabilidade celular ndo se utilizou meio osteogénico, pois
esse meio ao induzir a diferenciacio celular promove a morte de muitas células e mudanca
no fenétipo celular. No entanto, para os ensaios de FAC, osteocalcina e mineralizacdo, o
meio osteogénico foi utilizado, ja que se esperava quantificar a producdo de proteinas que

indicam a diferenciagdo celular.

Através do ensaio de viabilidade celular apds a estabilizacdo da CDHA com as
lavagens com DMEM, foi possivel notar crescimento celular ao longo do tempo em todas
as amostras. Esses resultados contradizem o encontrado por outros pesquisadores, que
observaram atraso na proliferacdo de c€lulas cultivadas direta ou indiretamente na CDHA

quando comparados com a placa de poliestireno (Mestres, et al., 2012; Engel, et al., 2008;
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Knabe, et al., 2000). Além disso, na CDHA com 5% de “whiskers” de wollastonita houve
aumento significativo (p<0,01) no nimero de células quando comparada com a placa de
poliestireno e com a CDHA pura, sugerindo que essa amostra foi capaz de estimular a
proliferagcdo celular. A capacidade de estimular o crescimento celular € atribuida ao silicio
existente na amostra, embora ainda ndo se conheca o mecanismo de acdo (Ni, et al.; 2007).
Segundo Shiea, et al.; (2011) uma apropriada concentracao de silicio, tal como 4 mM,
promove a proliferacdo de osteoblastos pois estimula a entrada dessa células na fase S e G2

do ciclo celular e ndo induz a célula a morte.

A ades@o da célula na superficie do biomaterial € a primeira fase de interacao entre a
célula e o biomaterial a qual influéncia a capacidade da célula em proliferar e diferenciar
quando em contato com o implante (Khadra, et al., 2005). Além da composicao quimica do
material, a sua superficie também influéncia na proliferacdo celular. Como demonstrado
pelo MEV as células foram capazes de aderir, espraiar e proliferar nas CDHAs,
demonstrando um fendtipo osteobldstico normal, isso pode estar associado com as
caracteristicas desses materiais que apresentam uma apatita semelhante a biolégica. Essa
camada de apatita € uma caracteristica comum dos materiais bioativos que 0s tornam
capazes de se ligar ao tecido dsseo, promovendo um papel essencial na formacao,
crescimento € manutencdo da interface tecido-biomaterial, além de ser apropriada para
proliferacdo e funcdo das células osteobldsticas (Chou, et al.; 2005). Na CDHA contendo
10% de “whiskers” de wollastonita apds 14 dias de cultura as células foram capazes de
formar uma densa camada celular, cobrindo toda superficie da ceramica. Esse ensaio
corrobora com o MTT, no qual a amostra contendo silicio apresentou maior proliferacdo

celular.

Christodoulou, et al. (2005) mostrou em seu trabalho que solugdes contendo silicio
além de estimular a proliferacdo celular também foram capazes de modular a expressdao
génica de células osteobldsticas, induzindo a diferencia¢do dessas células. Em nosso estudo
as CDHAs contendo silicato de calcio também exibiram efeitos positivos no metabolismo
das células osteobldsticas. Diferengas estatisticas significativas foram encontradas nos
ensaios da fosfatase alcalina, no qual as CDHAs contendo “whiskers” de wollastonita

foram capazes de estimular a producdo dessa enzima, sendo esse aumento proporcional a
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concentracdo de “whiskers”. Essa constatacdo € importante, pois a diferenciacdao
osteogénica de células osteobldsticas ¢ um dos passos fundamentais para determinar o
sucesso dos biomateriais na engenharia tecidual Ossea, além de permitir inferir que os

“whiskers” de wollastonita influenciaram positivamente nessa resposta celular.

O ensaio de mineralizagdo corrobora com o ensaio de fosfatase alcalina, indicando
aumento na produgdo de matriz mineralizada para as CDHAs contendo “whiskers” de
wollastonita. Com relacio ao ensaio de osteocalcina ndo se observou aumento ao longo do
tempo investigado nem diferenca estatistica entre as amostras testadas, isso pode ser devido
ao fato da concentracdo dessa proteina aumentar apenas apds a deposicdo de cristais de
hidréxiapatita, ndo sendo possivel, portanto, observar aumento na producdo dessa proteina

nos tempos de cultura testado.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram a capacidade das CDHAs
contendo “whiskers” de wollastonita em estimular a proliferacdo, diferenciacio e
mineralizacdo de células osteoblasticas, sendo considerado um biomaterial adequado para

aplicagdo no campo da engenharia tecidual dssea.
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CONCLUSAO

Acredita-se que as CDHAs tendem a entrar em equilibrio i6nico com a solug¢do a
qual estdo imersas. Apenas apds atingido esse equilibrio, constatado quando ndo se verifica
mais mudanca de pH do meio de cultura , € que se consegue cultivar e manter as células

vivas, fato que permite o estudo desses materiais em sistemas in vitro por mais de 48 hs.

Todas as CDHAs testadas ndo se apresentaram citotoxicas, pois as células foram
capazes de aderir, espraiar e proliferar ao longo do tempo. Sugerindo, portanto, que todas
possuem potencial para serem utilizadas como scaffold para células em estratégias de

engenharia tecidual dssea.

Os materiais reforcados com  “whiskers” de wallostonita melhoram
significativamente a proliferacdo celular e expressdo de proteinas envolvidas no processo
de mineralizagdo, estimulando esse processo, demonstrando a bioatividade desses

materiais, € portanto o grande potencial de serem utilizados na engenharia tecidual dssea.
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