CLAUDIA REGINA APPIO DUARTE

AVALIANCAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DE
COMPOSICOES DE FOSFATO DE CALCIO PARA USO EM
REPARACAO OSSEA

Dissertacdo apresentada ao Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de
Santa Catarina, como requisito parcial para
obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Orientador: Prof. Dr. Ubirajara Maciel da Costa

LAGES
2015



Duarte, Claudia Regina Appio
Avaliacéo da citotoxicidade in vitro de
composicgcbes de fosfato de cadlcio para uso em
reparacdo Ossea / Claudia Regina Appio Duarte -
Lages, 2015.
68 p.: il.; 21 cm

Orientador: Ubirajara Maciel da Costa

Inclui bibliografia.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade do Estado
de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2015.

1. Biomaterial. 2. Cerémicas de fosfato de
cdlcio. 3. Fibroblastos. 4. Biocompatibilidade. 5.
Cultivo Celular. I. Duarte, Claudia Regina Appio.
II. Costa, Ubirajara Maciel da. III. Universidade
do Estado de Santa Catarina. Programa de Pbs-
Graduacdo em Ciéncia Animal. IV. Titulo

Ficha catalogréafica elaborada pelo aluno.




CLAUDIA REGINA APPIO DUARTE

AVALIAS;AO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO DE
COMPOSICOES DE FOSFATO DE CALCIO PARA USO EM
REPARACAO OSSEA

Dissertacdo aprovada como requisito parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia
Animal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do
Estado de Santa Catarina.

Banca Examinadora:

Orientador:
Prof. Dr. Ubirajara Maciel da Costa
Universidade do Estado de Santa Catarina - CAV- UDESC
Membro:
Prof. "B+ son Heriberto Almet argo
Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC
B, |
J/\‘/‘/ K’Q/I/b -
Membro: ’

Prof. Dra. Sénia de Avila Botton
Universidade Federal de Santa Maria - UFSM

Lages, 20/07/2015.






“O comeco de todas as ciéncias €
0 espanto de as coisas serem 0
que sao”.

Aristoteles






AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pela vida abengoada e
oportunidades que me deu. Agradecer também meus amados
pais, Margarida Appio Duarte e Rui Céndido Duarte, meu
irmdo Rui Paulo Appio Duarte, pelo apoio incondicional e
amor infinito. Ao meu amado namorado Fabio Cervo
Garagorry que sempre esteve ao meu lado, me incentivando a
buscar melhores caminhos.

Ao meu orientador Dr. Ubirajara Maciel da Costa, ou
melhor, Bira, por sua amizade e ajuda em todas as horas, pelos
conhecimentos repassados, pela paciéncia, pelas brincadeiras.
As professoras do Centro de Diagndstico Microbiol6gico
Animal (CEDIMA), Sandra Maria Ferraz e Eliana Knackfuss
Vaz, que sempre estavam dispostas a ajudar quando solicitadas.
Enfim, agradeco a todos os bolsistas e estagiarios da virologia
do CEDIMA, em especial Raquel Silva Alves, Fernanda Boldo
e lgor Augusto Coelho.

As minhas amigas e colegas de mestrado/doutorado
Flavia Harumi Scheffer Yamakawa, Caroline Martini, Paula
Wildemann, Fernanda Daniele Melo, Monica Urio, Leise
Herrmann Parizotto, Claudia Pies Biffi, Camila Lenoch, pelas
risadas, estudos e amizade de vocés. Ao amigo Elvis Ticiani
pelo apoio estatistico e pela sua prontiddo em ajudar.

Ao professor Dr. Nelson Heriberto Almeida Camargo
por todo o apoio fornecido neste periodo, auxiliando muito no
entendimento desta nova e interessante area dos biomateriais.
A doutoranda Daiara Floriano da Silva, que prontamente me
auxiliou quando necessario. Espero que possamos continuar
nesta parceria.






RESUMO

DUARTE, Claudia Regina Appio. Avaliacdo da
citotoxicidade in vitro de composi¢des de fosfato de célcio
para uso em reparacdo Ossea. 2015. 69f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal — Area: Salde Animal) —
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

As biocerdmicas nanoestruturadas de fosfato de calcio tem se
destacado na area de biomateriais de reconstituicdo 6ssea pela
sua semelhanca quimica e cristalografica com a apatita 6ssea
do esqueleto humano, reforcando sua importancia na ortopedia,
odontologia, fixacdo de implantes e reparagdo do tecido 6sseo.
Estes biomateriais apresentam micro e nanoestruturas
microporosas interconectadas, formada por finos grdos e
microporos, caracteristicas estas que favorecem seu uso como
matriz sintética na recuperacdo de tecido dsseo lesado. O
cultivo de células in vitro é uma valiosa ferramenta para se
estudar os mecanismos pelos quais os biomateriais podem
produzir reacdes adversas em nivel celular, indicando seu
potencial para uso na pratica medica. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a biocompatibilidade das ceramicas porosas de
fosfato de calcio em condicdes diferenciadas de morfologia de
grdos e de microporos por meio do teste de citotoxicidade
MTT, anélise da curva de crescimento celular e estudo da
interacdo célula-material por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). A anélise da interacdo célula-material por
MEV mostrou a adesdo e proliferacdo dos fibroblastos na
superficie das diferentes bioceramicas de fosfato de calcio
testadas. Nos resultados obtidos por meio do ensaio
colorimétrico MTT e curva de crescimento constatou-se que 0s
biomateriais testados se mostraram biocompativeis, possuindo



grande potencial como substitutos 0sseos. O biomaterial
composto por 80% TCP-p/20% HA (1,67M/1100 °C/2h)
apresentou viabilidade celular abaixo de 70% e curva de
crescimento  descendente, demonstrando  grau de
citotoxicidade.

Palavras-chave: Biomaterial. Ceramicas de fosfato de calcio.
Fibroblastos. Biocompatibilidade. Cultivo Celular.



ABSTRACT

DUARTE, Claudia Regina Appio. In vitro evaluation of
cytotoxicity of calcium phosphate ceramics for bone repair.
2015. 54f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal — Area:
ide Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Lages, 2015.

The nanostructured calcium phosphate bioceramics have
shown importance in bone repair biomaterials for its chemical
and crystallographic similarity with bone tissue crystalline
structure, increasing their relevance in orthopedics, dentistry
and bone healing. These biomaterials have interconnected
microporous nanostructure, made of thin grains and
micropores, which favor their use as synthetic matrix in
recuperation of injure bone. In vitro cell culture is a value tool
for studying the mechanisms whereby biomaterials can cause
adverse reactions in cell level, indicating their potential use at
medical practice. The aim of this study was to evaluate the
biocompatibility of porous calcium phosphate bioceramics with
different morphology of grains and microporous by MTT
assay, cell growth curve and cell-material interaction study by
scanning electron microscope (SEM). The cell-material
interaction study by SEM showed fibroblasts adhesion and
proliferation in the biomaterials surface. In the results of MTT
assay and cell growth curve it was found that the tested
biomaterials were biocompatible, making them suitable
candidates as bone substitutes. The biomaterial composed by
80% TCP-p/20% HA (1,67M/1100 °C/2h) showed cell
viability less than 70% and descendant growth curve,
indicating certain level of cytotoxicity.



Key-words: Biomaterial. Calcium phosphate ceramics.
Fibroblasts. Biocompatibility. Cell Culture.



Figura 1
Figura 2

Figura 3
Figura 4

Gréfico 1

Gréfico 2

Gréfico 3

Gréfico 4

Figura 5

LISTA DE ILUSTRACOES

Biomaterial no formato de bloco cilindrico...
Placa de 24 pocos com cilindros de
biomaterial e DMEM..........cccocviiiiiiiiinnnns
Leitor de ELISA Biotek® ELX808...............
Tapete celular de fibroblastos utilizados no
trabalho com 100 % de confluéncia...............
Curva de crescimento celular dos
fibroblastos apds contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 1 em
diferentes tempos.........ccccoevveveiiieieece e,
Curva de crescimento celular dos
fibroblastos apds contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 2 em
diferentes tempos.........ccccoevveveiieiiece e,
Viabilidade celular (%) medida pelo teste
MTT ap6s contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 1 em 24,

Viabilidade celular (%) medida pelo teste
MTT ap6s contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 2 em 24,
A8 € T2 Nuevoee e
Microscopia Eletronica de Varredura do
biomaterial 5 (1,7M/1200 °C; TCP-B/TCP-
o/HA). A) Micrografia mostrando a
superficie de fratura do biomaterial. B)
Fibroblasto aderido ao biomaterial 5 em
contato por 24h........cccevveiiieiii e

37

39
43

44

45

47

48

50






Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

LISTA DE TABELAS

Grupo 1 de biomateriais utilizados no
experimento de acordo com a razdo Ca/P,
composicao e temperatura de
SINtErIZACAD. . .cvveveeeeeeeee e
Grupo 2 de biomateriais utilizados no
experimento de acordo com a razdo Ca/P,
composicao e temperatura de
SINtErIZACAD. .. ..veeveceeceee e
Quantidade de células ap6s contato com o

extrato dos diferentes biomateriais do Grupo
1 em diferentes teMpPOS........ccccevervreninennnns
Quantidade de células ap6s contato com o

extrato dos diferentes biomateriais do Grupo
2 em diferentes tempos.........cccceveveieevieennenn,
Viabilidade celular (%) medida pelo teste
MTT ap6s contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 1 em 24,

Viabilidade celular (%) medida pelo teste
MTT ap6s contato com o extrato dos
diferentes biomateriais do Grupo 2 em 24,
A8 € T2 N

36

37

45

46

48






LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

CAV
Ca*
CCT
CEDIMA
CO,
DMEM
DMSO
EDTA

g

h

HA
NaHC03
M

mM

Centro de Ciéncias Agroveterinarias
fon célcio

Centro de Ciéncias Tecnologicas
Centro de Diagnostico Microbioldgico Animal
Dioxido de Carbono

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimetilsulféxido

Acido etilenodiaminotetracético
Gramas

Horas

Hidroxiapatita

Bicarbonato de sodio

Molar

Milimolar

Milimetros

Nan6metros

Miligramas

Mililitros
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio)
Densidade Optica

Oxigénio

Potencial hidrogenidnico

fon fosfato

Statistical Analysis System

Soro fetal bovino

Universidade do Estado de Santa Catarina
Trifosfato de calcio alfa

Trifosfato de célcio beta

Microlitro

Graus Celsius

Porcentagem






2.1
2.1.1
2.2
2.3
23.1

2.4
2.5

3.2

3.3
3.4

3.5
3.6

3.7
3.8
3.9

3.10

SUMARIO

INTRODUGAO.......c.oieiieiieeeeeeeseeee e 21
REVISAO DE LITERATURA. ....cooeeeeeeeann. 24
CULTURA DE CELULAS. ......oooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 24
FIbroblastos. ..o 26
TECIDO OSSEO......c.oieeieeeeeeeeeeeeeeee e, 26
BIOMATERIAIS ..o 27
Bioceramicas de fosfato de calcio de origem
NATUTAL. ... 28
ENSAIO IN VITRO: CITOTOXICIDADE............... 33
MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)......cooviiiieeiseeeeeerseeessnen, 35
MATERIAL E METODOS.......coieeeeeeeeeeeeeeeeeen, 36
OBTENCAO DAS BIOCERAMICAS DE

FOSFATO DE CALCIO.....ooeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 36
PREPARO DE MEIOS PARA CULTIVO

CELULAR . ..o, 37
OBTENGAO DAS CELULAS.........cooeieeerereens 38
DESCONGELAMENTO E MANUTENGCAO DAS
CELULAS. ..ottt 38

PREPARO DO EXTRATO DOS BIOMATERIAIS 39
EMPLACAMENTO DAS CELULAS COM 0OS

CILINDROS DE BIOMATERIAL........ccccccvvevrernnen. 40
DETERMINACAO DA INTERACAO CELULA-
MATERIAL POR MEV........cocooiirrernrsreerenrenienenen. 40
DETERMINACAO DA CURVA DE

CRESCIMENTO CELULAR........cccoeurvvrireierererans 40
DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE DOS 41
BIOMATERIAIS PELO TESTE MTT....c.ccooevrneee.
ANALISE ESTATISTICA. ..o 43



RESULTADOS.........cciiii 44

CULTIVO CELULAR. ...ttt 44
CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR............... 44
VIABILIDADE CELULAR.......ccooovteeeeeeeeeeeeeeereeeeens 47
INTERACAO CELULA-MATERIAL........c.cceo...... 50
DISCUSSAO. ...ttt 52
CONCLUSAO E PERSPECTIVAS.......coooveienenn. 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS................... 59



21

1 INTRODUCAO

A procura por uma melhor qualidade de vida da
populagéo, juntamente com 0 aumento da expectativa de vida,
provocaram significativos avancos nas pesquisas e producédo de
biomateriais de substituicdo e restauracdo de tecido ésseo. Pois
com o envelhecimento do organismo ocorre a diminui¢do da
resisténcia dos 0ssos e 0 aumento da probabilidade de fratura e
perda 6ssea (DOROZHKIN, 2007).

O tecido 6sseo apresenta grande poder de regeneracao,
mas em situacGes em que a lesdo possui grande extensdo, a
resposta do organismo € insuficiente para uma reparacao
completa do tecido, sendo necessario o uso métodos e materiais
alternativos na tentativa de estimular a osteogénese. Um dos
métodos biolégicos mais utilizados é o autoenxerto, que é
obtido de outro local saudavel no mesmo individuo. J& os
aloenxertos sdo retirados de um individuo diferente, porém, da
mesma espécie que o receptor (KAMITAKAHARA, et al.,
2008).

Porém, a aplicacdo destes enxertos é limitada ao estado
do paciente e a localizacdo e tamanho do defeito 6sseo. A
utilizacdo desse tipo de implante apresenta numerosas
desvantagens, como complica¢Bes pos-operatorias, aumento do
tempo de operagéo e, em alguns casos, a indisponibilidade da
guantidade de 0sso necessaria para restaurar o defeito 0sseo
(CONSTANTINO et al., 1991). Uma alternativa ao uso destes
enxertos € o uso de biomateriais, que tem sido um importante
foco de pesquisas nas areas biomeédicas e de engenharia.

As biocerdmicas nanoestruturadas de fosfato de célcio
tem se destacado na area de biomateriais de reconstituicdo
Ossea pela sua semelhanga quimica e cristalogréfica com a
apatita 6ssea do esqueleto humano, reforcando sua importancia
na ortopedia, odontologia, fixacdo de implantes e reparacdo do
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tecido Osseo (CAMARGO, 2007). Além de apresentarem
excelente biocompatibilidade, ndo provocam toxicidade local
ou sistémica, integram-se com o tecido 6sseo sem formacéo de
capsula fibrosa e ndo afetam o processo normal de
mineralizacéo.

Para serem utilizados na pratica médica, os biomateriais
precisam atender alguns requisitos  basicos como:
biocompatibilidade, biofuncionalidade e capacidade de induzir
a formacdo de um novo tecido no individuo (GINEBRA et al.,
1996). O primeiro nivel de teste, dentro da avaliacdo de
biocompatibilidade de um biomaterial é a determinacdo da
citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5, 1992). Em comparagéo
com as investigacdes in vivo, 0s estudos in vitro sdo mais
facilmente controlados e apresentam melhor reprodutibilidade,
além de diminuir o uso de animais em testes (FRESHNEY,
2000). O cultivo de celulas in vitro é uma valiosa técnica para
se estudar os mecanismos pelos quais biomateriais podem ou
ndo produzir reacOes adversas em nivel celular (WENNBERG
etal., 1979).

Um dos testes mais utilizados para avaliagdo da
citotoxicidade in vitro é o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio), que avalia a atividade mitocondrial, onde
somente células viaveis conseguem converter o sal amarelo
MTT em cristais de formazan, de cor pdrpura. Essa produgéo
de formazan é entdo quantificada através da leitura da
densidade oOptica das amostras.

Segundo Fricain et al. (2002) a proliferagdo celular
obtida pela contagem do ndmero de células e curva de
crescimento também pode ser utilizada como parametro para
avaliagéo de citotoxicidade.

Os estudos da interagdo célula-material sdo também de
grande importancia para avaliar adesdo e proliferacdo das
células sobre o material, 0 que esta diretamente relacionado
com a citocompatibilidade do mesmo.
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Com interesse de dispor de substitutos 6sseos com
melhor seguranga para testes in vivo e posterior aplicagdo em
humanos, este trabalho teve como objetivo avaliar a
citotoxicidade in vitro dos biomateriais de fosfato de calcio em
condicdes diferenciadas de morfologia de grdos e de
microporos sobre cultura de fibroblastos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CULTURA DE CELULAS

A cultura de tecidos in vitro teve seus primeiros
experimentos realizados ha cerca de 100 anos por Harrison e
Carrel com o estudo do comportamento de células animais sem
as interferéncias sistémicas. Harrison, em 1907, mostrou que
fibras nervosas podem ser mantidas vivas em uma solugédo
salina, fora do organismo do animal (NICHOLAS, 1961).
Carrel, em 1912, demonstrou que as células de embribes de
galinha podem crescer por longos periodos em cultura, desde
gue sejam alimentadas regularmente, sob condi¢Ges assépticas
(WITKOWSKY, 1980).

Em 1952 Gey e colegas estabeleceram uma linhagem
continua de células derivadas de carcinoma cervical humano,
largamente utilizada em pesquisas médicas, que ficou
conhecida como ceélulas HeLa (SNYDER, 2005). O meio
utilizado era extremamente complexo e pouco definido: plasma
de galinha, extrato de embrido de bovino e soro de cordao
umbilical humano. O primeiro meio de cultura definido para
células animais foi descrito por Harry Eagle, em 1955, e
continha 27 componentes (13 aminoacidos, 7 vitaminas,
glicose e 6 sais). Neste meio era adicionado soro humano ou
bovino, que servem como fonte de fatores de crescimento,
necessarios para estimular a diviséo celular (LYNCH, 2008).

A cultura de células refere-se a células isoladas do
tecido original ou de linhagem celular, obtidas por
desagregacdo enzimatica, mecénica ou quimica (SLOCUM,
1981). Uma grande variedade de células animais pode ser
cultivada e manipulada in vitro. Os fibroblastos s&o um dos
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tipos celulares animais mais utilizados devido a facilidade de
isolamento e cultivo (RAAB et al., 2014).

A maioria dos cultivos celulares necessita de
suplementacdo de soro em seu meio de cultura, sendo que o
mais utilizado é o soro fetal bovino (SFB). Ele fornece varias
macromoléculas, proteinas carreadoras, fatores de adesdo e
proliferacdo celular, aminoacidos, vitaminas, &cidos graxos,
hormonios e fatores de crescimento. Devido as preocupacdes
cientificas e éticas, estudos vem buscando substituir o SFB por
outros suplementos ou pelo uso de componentes quimicos
definidos adicionados em meios de cultivo celular livres de
soro (GSTRAUNTHALER, 2003).

O ciclo de crescimento de células em cultura é dividido
em trés fases: (a) Fase Lag, nesta fase ocorre pequeno aumento
no numero de células. E uma fase de adaptacdo na qual as
células repdem elementos de superficie e da matriz
extracelular. Também ocorre producdo de DNA polimerase,
seguido de sintese de DNA e proteinas estruturais. (b) Fase
Log, esta fase € o periodo de crescimento exponencial do
namero de células, formando camadas celulares confluentes.
(c) Fase Plateau, nesta fase toda a superficie de crescimento da
placa esta ocupada e todas as células estdo em contato com as
células ao redor. A cultura entra em fase estaciondria com
diminuicdo da atividade mitotica. Esta reducdo da
multiplicacdo celular se da pelo contato célula-célula, falta de
nutrientes e fatores de crescimento e reduzida capacidade de
dispersdo celular (FRESHNEY, 2000; HAYFLICK &
MOORHEAD, 1961).

Células diploides (2n) normais apresentam um potencial
limitado de divisdes em cultura, um evento chamado de
senescéncia celular (HAYFLICK & MOORHEAD, 1961). Em
células somaticas humanas sabe-se que o0 comprimento ou
integridade dos teldmeros refletem a capacidade mitética in
vitro. Os teldbmeros previnem a degradacdo e a fusdo dos
cromossomos. Ocorre um encurtamento de cinquenta a
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duzentos pares de bases no DNA telomérico a cada ciclo de
replicacdo do DNA. Quando o DNA do teldomero atinge um
comprimento médio de quatro a sete mil pares de bases, a
divisdo celular é suspensa irreversivelmente em ceélulas
somaticas humanas normais (HARLEY et al, 1990). Em
células tumorais o comprimento do telémero é mantido pela
telomerase, que é capaz de replicar sequéncias terminais dos
telomeros (KIM et al., 1994).

O aprimoramento do cultivo celular ocorreu devido a
dois fatores principais: a produgdo de vacinas antivirais e 0
estudo de neoplasias. Outro grande estimulador do avanco nas
pesquisas relacionadas a cultura celular foi a preocupagéo em
substituir ao maximo o uso de animais em experimentos pelos
testes in vitro (FRESHNEY, 2000).

2.1.1 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo células do tecido conjuntivo e
originam-se a partir de uma célula mesenquimal indiferenciada,
estdo embebidos em uma matriz extracelular secretada por eles.
Estas células sdo fundamentais para a deposicdo, remodelacéo
e organizacdo da matriz extracelular, especialmente durante o
processo de cicatrizacdo de feridas (HINZ et al., 2007). Dentre
0s componentes da matriz secretados pelos fibroblastos estéo o
colageno, glicosaminoglicanos e fibronectina (BAXTER,
2002).

Em cultura, as células fibroblasticas apresentam-se
alongadas e com longos prolongamentos. Estas células séo
obtidas a partir de tecido conjuntivo, cartilagens, revestimentos
de vasos sanguineos, musculos e estromas de varios 0rgaos.

2.2 TECIDO OSSEO

O tecido 06sseo é o componente principal do esqueleto,
serve de suporte para os tecidos moles e protege 6rgdos vitais.
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Aloja e protege a medula 6ssea, formadora das células do
sangue e proporciona apoio aos musculos esqueléticos. Além
dessas funcbes, os ossos funcionam como depdsito de célcio,
fosfato e outros ions, armazenando-os ou liberando-os de
maneira controlada, para manter constante a concentra¢do
desses importantes ions nos liquidos corporais (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 2013).

O tecido 6sseo apresenta grande poder de regeneracao,
mas em situacdes em que se tem lesdes de grande extensdo,
decorrentes principalmente de acidentes, infec¢Oes, tumores e
defeitos congénitos, a resposta do organismo € insuficiente
para uma reparacao completa do tecido, sendo necessario o uso
de enxertos. Autoenxertos séo obtidos de outro local saudavel
no mesmo individuo. Os aloenxertos sdo retirados de um
individuo diferente, porém, da mesma espécie que o receptor.
Ja no xenoenxerto o tecido a ser implantado é retirado de um
individuo diferente e de espécie diferente que o receptor
(KAMITAKAHARA et al., 2008).

O sucesso destes enxertos € limitado por problemas
relacionados a disponibilidade do enxerto, morbidade,
imunogenicidade e integridade biomecanica. Diante destas
limitagdes, o desenvolvimento e o uso de materiais substitutos
0sseos € uma alternativa importante aos enxertos 0sseos.
(KOLK, 2012).

2.3 BIOMATERIAIS

O inicio da utilizagdo de biomateriais ocorreu ha dois
mil anos pelos romanos, chineses e astecas, que usavam 0 ouro
como um implante dentario primitivo. O periodo da segunda
guerra mundial foi determinante para o desenvolvimento dos
biomateriais, devido a necessidade de tratar as sequelas fisicas
decorrentes de acidentes e desastres (RATNER et al., 1996).

Para Yuan et al. (2006) um dos principais objetivos da
ciéncia dos biomateriais € desenvolver materiais que tenham a
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capacidade de reparar, aumentar ou substituir tecidos ou 6rgaos
quando necessario. Os biomateriais disponiveis no mercado
estdo continuamente sendo estudados e otimizados no que diz
respeito as suas propriedades quimicas, mecénicas e de
arquitetura, buscando mimetizar as caracteristicas 0sseas do
esqueleto.

Entende-se por biomaterial, toda substancia ou
combinacédo de substancias, de origem natural ou sintética, que
ndo sejam drogas ou farmacos, e que podem ser usadas durante
qualquer periodo de tempo, podendo aumentar ou substituir
quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcdes do corpo de modo a
melhorar a qualidade de vida do individuo (WILLIAMS,
1987).

Com o surgimento da nanotecnologia os biomateriais
evoluiram de forma a alcancar a menor unidade atdmica. O
principio basico da nanotecnologia € a construcdo de estruturas
e novos materiais a partir dos atomos. Um nandmetro (nm)
equivale a um bilionésimo de metro, enquanto que um
micrémetro (um) é definido como um milionésimo de metro
(SILVA, etal., 2012).

Para serem utilizados na pratica médica, os biomateriais
precisam atender alguns requisitos  basicos como:
biocompatibilidade, biofuncionalidade, pH préximo ao neutro,
auséncia de efeitos exotérmicos, auséncia de toxicidade,
propriedades mecénicas adequadas poOs-implantacdo e
capacidade de induzir a formacédo de novo tecido (GINEBRA
et al., 1996). Biocompatibilidade se refere a habilidade do
biomaterial em desempenhar sua funcdo na terapia médica,
sem provocar efeitos locais ou teciduais indesejaveis no
individuo, mas gerando a resposta celular ou tecidual mais
apropriada para a situacdo (WILLIAMS, 2008).

2.3.1 BIOCERAMICAS DE FOSFATO DE CALCIO DE
ORIGEM NATURAL
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Durante as ultimas décadas, houve avangos no
desenvolvimento de materiais biomédicos, incluindo materiais
ceramicos para reparo e reconstrucdo do esqueleto. Os
materiais desta classe de implantes médicos sdo chamados de
bioceramicas e sua aplicacdo na medicina tem se expandido
juntamente com o aumento do numero de publicacBes e
patentes e a realizacdo de conferéncias relacionadas ao tema
(DOROZHKIN, 2010). O grande numero de acidentes de
transito com lesbes graves, além do aumento na expectativa de
vida e responsabilidade social em oferecer uma melhor
qualidade de vida foram fatores cruciais para este avango nas
pesquisas (DOROZHKIN, 2007).

As  bioceramicas sd0  materiais  inorganicos
classificados de acordo com as fases presentes em suas
composicdes: (a) monoliticos, formados por uma Unica
composi¢do quimica; (b) compdsitos que sdo constituidos por
dois ou mais constituintes quimicos distintos dentro de uma
matriz ceramica (BELLINI, 2007).

As biocerdmicas de fosfatos de calcio se destacam
como biomateriais de aplicacdo clinica devido a sua excelente
biocompatibilidade e ndo toxicidade de seus componentes
quimicos, além de apresentar capacidade de osteoconducdo e
osteoinducdo em algumas espécies animais, que ja foi aceita e
confirmada por varios pesquisadores (KUMTA, 2005; WANG
et al, 2014; YUAN et al, 2006). 1) Osteoinducdo é a
propriedade de formacdo de novo o0sso pelas celulas
osteoprogenitoras do leito receptor sob a influéncia de um
agente indutor do material implantado. 2) Osteoconducdo € a
propriedade de formag&o de novo tecido 6sseo por proliferacao
e migracdo de células Osseas do leito receptor através da
superficie do material implantado, que serve como arcabougo
(GAO et al.,, 2006). Segundo LeGeros et al. (2008) as
propriedades osteoindutivas de um material s&o normalmente
demonstradas pela formagdo dssea pds-implante em locais do
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organismo que ndo possuem tecido 0sseo (exemplo: tecido
subcuténeo ou muscular).

Essa classe de biomateriais destaca-se também pela sua
semelhanca quimica e cristalografica com a apatita 6ssea do
esqueleto humano, reforcando sua importancia na ortopedia,
odontologia, fixacdo de implantes e reparacdo do tecido ¢sseo
(CAMARGO, 2014; YUASA, 2004).

As biocerdmicas de fosfato de célcio produzidas a partir
de matérias primas naturais se classificam principalmente nas
composicdes hidroxiapatita e trifosfato de calcio. O fosfato
tricalcico apresenta trés polimorfos conhecidos: TCP-f, TCP-a
e TCP- o’ (ELLIOT, 1994). O B-TCP é a fase estavel a
temperatura ambiente e pode ser transformada em TCP-a a
1125 °C. Ambos sdo utilizados em diversas aplicaces clinicas,
sendo que a fase beta é usada na composicdo de varias
ceramicas monofésicas ou bifasicas e compdsitos comerciais,
enquanto que a fase alfa é o principal constituinte do
componente sélido dos cimentos hidraulicos 0sseos.
(DOROZHKIN, 2010).

Dentre as matérias primas naturais utilizadas para
elaboracdo destas composicdes se encontra 0 0sso0 bovino
liofilizado, corais, algas, conchas calcéarias. Uma desvantagem
do o0sso bovino é o fato de ser um material xendgeno (origem
de outro individuo e de espécie diferente) que pode
desencadear reacBes imunologicas e inflamatérias no
hospedeiro (ALMEIDA, 2010; SIQUEIRA, 2009).

Pesquisas sdo realizadas de modo a buscar fontes
alternativas no desenvolvimento de biomateriais para uso em
reparacdo 0ssea. Destaca-se a utilizacdo de matérias primas de
origem calcaria como 0s corais marinhos, conchas calcarias
fossilizadas, ouri¢os do mar, cascas de ostras, cascas de ovos e
0ssos corticais bovinos. (MENDES et al.,2006; SILVA, 2015;
TANUR, 2010).

De acordo com Demers et al. (2001) os primeiros
estudos com o0 uso de corais como substitutos 6sseos foram
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realizados na década de 70 quando pesquisadores comecaram a
desenvolver biomateriais porosos. Nos Estados Unidos
pesquisadores realizaram testes in vitro, utilizando biomateriais
obtidos de corais marinhos, na forma de particulado, para
aplicacdes no reparo de defeitos e reconstituicdo do tecido
6sseo. O citoesqueleto destes animais é formado por carbonato
de calcio e mostrou-se biocompativel, osteocondutivo e
biodegradavel quando implantado (DEMERS et al., 2001).

Biocimentos nanoestruturados formados por fosfato de
calcio podem ser utilizados em cirurgias maxilo-faciais,
fixacdo de implantes, reconstrucdo de tecido 0@sseo e
eliminacdo de defeitos Osseos. Estes materiais apresentam
grande superficie de area, favorecendo a dissolucdo da
cerdmica e precipitacdo da apatita bioldgica, adsorcdo de
proteinas e fatores de crescimento, assim como a adesdo e
colonizacdo pelas células osteoprogenitoras (CAMARGO,
2007; FELLAH et al., 2008). Quando aplicados
biologicamente, apresentam rapida biodegradacéo,
biorreabsorcdo 0ssea, iniciando a formacdo de novo tecido
6sseo em aproximadamente 30 a 60 minutos apds o contato
com o fluido corpéreo (WANG, 2001).

Varios estudos na area de biomateriais tem se voltado a
obtencdo de biomateriais nanoestruturados, principalmente os
trabalhos relacionados a sintese de pds bioceramicos
nanoestruturados de fosfato de célcio e hidroxiapatita, devido a
estas  bioceramicas apresentarem  comportamento  de
biodegradacdo favorecendo a formacéo do tecido 6sseo (DOS
SANTOS, 2009).

As bioceramicas microporosas se destacam por
apresentarem uma arquitetura e constituicdo mineralogica
semelhante a da estrutura 6ssea (DOS SANTOS, 2009). Este
material microporoso apresenta como vantagem ser inerte,
além de possuir estabilidade mecénica na interface,
desenvolvida quando o o0sso cresce dentro dos poros da
ceramica. Quando os poros do biomaterial excedem 100um, o
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tecido 0sseo se prolifera dentro dos canais interconectados dos
poros, mantendo sua vascularidade e viabilidade. O
comportamento mecéanico dos fosfatos de céalcio influencia
fortemente sua aplicagdo em implantes. A tensdo de
compressdo e resisténcia a fadiga dos biomateriais
microporosos dependem do volume total de poros do
biomaterial (HENCH, 1991).

A importancia da microestrutura e do volume de poros
fosfatos de célcio tem sido reportada em diversas pesquisas,
onde afirmam que controlando as microestruturas das
ceramicas de fosfatos de célcio, pode-se desenvolver
substitutos 6sseos com propriedades osteoindutivas intrinsecas.
Esta microporosidade das ceramicas de fosfato de calcio
permite a adesdo das células relacionadas ao reparo 0sseo,
afetando sua atividade e subsequente substituicdo Ossea.
(KAMITAKAHARA et al., 2008).

Fellah et al. (2008) afirma que cerdamicas porosas
osteocondutivas compostas de hidroxiapatita e trifosfato de
calcio-p (TCP- B), sem adicdo de nenhum fator de crescimento
ou células, podem ser utilizados para tratar grandes defeitos
0sseos com uma eficiéncia comparavel aos enxertos 6sseos
autologos, o que confirma seu grande potencial clinico.

Durante muitos anos a hidroxiapatita foi a ceramica de
fosfato de célcio mais utilizada para reposicao de tecido dsseo,
devido as suas similaridades quimicas com o0s componentes
inorganicos do esqueleto humano (BEST et al., 2008). Porém,
a hidroxiapatita apresenta uma taxa de solubilidade menor que
a do TCP-p. Esta taxa esta relacionada com a absor¢do que o
biomaterial sofrera quando este estiver em contato com 0s
fluidos  corpdreos, influenciando na  osteoinducéo,
osteointegracdo e na reparagdo da estrutura éssea (DI SILVIO,
2009). Por outro lado, o TCP-B apresenta rapida liberacdo de
fons Ca?* e PO, quando exposto aos fluidos fisioldgicos,
sendo considerado bioativo. Estudos mostram que com a
mistura apropriada das duas fases pode-se obter melhores
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resultados (SANCHEZ-SALCEDO et al., 2009). Bioceramicas
bifasicas compostas de hidroxiapatita e TCP-f tém sido
desenvolvidas, e observa-se que apresentam absorcdo mais
rdpida em relacdo aos fosfatos de célcio puros, devido ao
aumento da sua solubilidade (DACULSI, 1998).

2.4 ENSAIO IN VITRO: CITOTOXICIDADE

Avaliacgdes bioldgicas de materiais para uso médico sdo
realizadas de modo a determinar a toxicidade resultante do
contato dos componentes do material com o organismo. Os
materiais testados ndo podem produzir efeitos adversos locais
ou sistémicos, ser carcinogénico, ou produzir efeitos no
desenvolvimento. Quando se escolhe um teste para avaliagcdo
bioldgica deve-se levar em consideracdo as caracteristicas
quimicas do material a ser testado, assim como a frequéncia e
exposi¢do no organismo receptor. Um dos principais testes de
biocompatibilidade de biomateriais é a determinagdo da
citotoxicidade in vitro (ISO 10993-5, 1992).

Em comparagdo com testes in vivo, os estudos in vitro
sdo mais facilmente controlados, financeiramente acessiveis e
apresentam melhor reprodutibilidade. A realizacdo de ensaios
in vitro ainda permite reducdo no nimero de animais utilizados
na avaliagdio da biocompatibilidade de um material
(FRESHNEY, 2005).

O cultivo de células € uma ferramenta valiosa para se
conhecer 0s mecanismos pelos quais biomateriais podem
produzir reacdes adversas em nivel celular. Assim, lise celular,
mudangas no crescimento e na permeabilidade da membrana
celular podem ser verificadas in vitro, revelando efeitos
citotoxicos ocasionados pelos materiais testados (LYGRE et
al., 1995). Testes in vitro também fornecem informacoes
valiosas a respeito da morfologia, proliferacdo e adesao celular,
comportamento das células simulando o microambiente celular
e molecular da reparagdo, quando se faz o uso de biomateriais.
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Vale ressaltar que a experimentacdo in vitro ndo substitui o
subsequente estudo in vivo. Ambos s8o necessarios para um
adequado esquema de testes de potenciais biomateriais
(KIRKPATRICK, 1990).

Avalia-se normalmente a citotoxicidade basal, ou seja,
aquela que inibe as estruturas e fungfes comuns a todas as
células do organismo, tais como a membrana celular,
mitocondria, ribossomos, cromossomos e  lisoSsomos.
Alteracdes nas funcGes basais geralmente afetam as
especificas. Os tempos de exposi¢do celular aos materiais
testados podem ser de curta duracdo (periodos de até 4 horas)
ou de longa duracédo (periodos de 24 horas ou mais) (BARILE,
1994).

A avaliagdo de citotoxicidade pode ser feita através de
testes qualitativos, onde se avalia a morfologia das células; ou
quantitativos, que se caracterizam pela quantificacdo do
namero de células e atividade celular apés a exposicdo ao
agente testado (1ISO 10993-5, 1992).

Segundo a ISO 10993-5 (1992) trés diferentes métodos
de cultura podem ser feitos para avaliar a citotoxicidade de um
biomaterial: contato direto, no qual o material fica em contato
direto com as células; contato indireto, no qual o material fica
sobre camada de agar que esta sobre as células e 0s possiveis
produtos toxicos podem se difundir no agar; e teste por
extracdo, que utiliza um solvente (meio de cultura) em contato
com o material por um determinado periodo de tempo,
liberando produtos de sua decomposicdo no meio, para
posterior contato com as células e assim avaliar sua toxicidade.

Tim Mosmann (1983) desenvolveu um teste
colorimétrico quantitativo de avaliacdo da viabilidade celular
chamado MTT, sendo um dos principais testes de
citotoxicidade utilizados atualmente em pesquisas. Esse teste se
baseia no uso do sal brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) para avaliar a atividade de uma enzima
mitocondrial, a succinato desidrogenase. A redugéo do MTT,
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de cor amarelada, a um produto insolivel de cor purpura,
decorrente da formagéo de cristais de formazan ocorre apenas
em células viaveis (mitocondrias ativas), refletindo o estado
funcional da cadeia respiratéria celular. A quantidade de
cristais de formazan formados e consequente intensidade da
coloracgdo purpura séo diretamente proporcionais ao numero de
células viaveis presentes. A densidade dptica (OD) resultante
do teste MTT € determinada em espectrofotdmetro
(MOSMANN, 1983).

25 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV)

A avaliacdo da adesdo e proliferagdo celular sobre o
material também é de grande importancia para verificar a
biocompatibilidade. Ela pode ser feita através da Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), permitindo observar a
interacdo das células com o material avaliado (MARQUES, et
al., 2002).

O MEV é um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observacdo e analise de caracteristicas
microestruturais de objetos solidos. A principal razdo de sua
utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida quando as
amostras sdo observadas. O MEV apresenta as imagens da
amostra de maneira tridimensional devido a grande
profundidade de campo, fornecendo informacbes sobre a
morfologia de amostras sélidas, tornando-se um importante
complemento as informacdes obtidas com a microscopia éptica
(DEDAVID et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS BIOCERAMICAS DE FOSFATO DE
CALCIO

Os biomateriais utilizados no presente trabalho foram
fornecidos pelo Grupo de Pesquisa em Biomateriais da
UDESC/CTT - Joinville. Os biomateriais foram divididos em
dois grupos conforme sua temperatura de sinterizacdo: grupo 1
(1-5), correspondente aos materiais sinterizados a 1200 °C
(Tabela 1); e grupo 2 (6-10), materiais sinterizados a 1100 °C
(Tabela 2). A obtencdo de p6s de fosfato de célcio se deu pelo
método de sintese via imida, a partir do precursor carbonato de
calcio (CaCOs), proveniente de conchas calcarias fossilizadas e
acido fosforico.

Tabela 1 - Grupo 1: biomateriais utilizados no experimento de
acordo com a razdo Ca/P, composicdo e temperatura de
sinterizacao.

Biomaterial Descri¢ao Composicgéo

1 1,4M TCP-B
1200 °C/2h

2 1,5M TCP-B
1200 °C/2h

3 1,6M TCP-B
1200 °C/2h

4 1,67M 80% TCP-B e TCP-a./
1200 °C/2h 20% HA

5 1,7M 70% TCP-B eTCP-a /
1200 °C/2h 30% HA

Legenda: TCP-pB- trifosfato de célcio beta; TCP-o- trifosfato de célcio alfa;
HA- hidroxiapatita.
Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT.
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Tabela 2 - Grupo 2 de biomateriais utilizados no experimento
de acordo com a razdo Ca/P, composicdo e temperatura de
sinterizacao.

Biomaterial Descri¢ao Composicgéo

6 1,4M TCP-B
1100 °C/2h

7 1,5M TCP-B
1100°C/2h

8 1,6M TCP-B
1100 °C/2h

9 1,67M 80% TCP-p /20% HA
1100 °C/2h

10 1,7M 70% TCP-B / 30% HA
1100 °C/2h

Legenda: TCP-B- trifosfato de célcio beta; TCP-a- trifosfato de célcio alfa;
HA- hidroxiapatita
Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT.

Os biomateriais se apresentavam sob a forma de blocos
cilindricos microporosos de 5mm x1,2mm (Figura 1).

Figura 1 - Biomaterial no formato de bloco cilindrico

)

5mm

Fonte: DUARTE, 2015.

3.2 PREPARO DE MEIOS PARA CULTIVO CELULAR

O meio utilizado para o cultivo e manipulagdo das
células foi o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
High glucose D1152 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
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EUA), contendo 25 mM de HEPES e 4,5 g/L de glicose,
adicionado de 26 mM de NaHCOg3, 0,2 mM de piruvato de
sodio, 65 mg/L de penicilina sodica (Sigma-Aldrich Co.), 50
mg/L de sulfato de estreptomicina (Sigma-Aldrich Co.), e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Nutricell®, Campinas, SP). Para a indivualizagdo das células
foi usada solucgéo isoténica de 0,05% de Tripsina 1:250 (BD
Difco®, 215240, Franga) contendo 0,6 mM de EDTA.

Os meios e solucBes utilizados no experimento foram
preparados com agua ultrapura tipo | (Direct-Q, Milli-Q). Apds
seu preparo, os meios eram filtrados utilizando-se um filtro
descartavel com membrana de 0,22 micrémetros e
armazenados a 4 °C ou -20 °C até o momento de sua utilizaco.

3.3 OBTENCAO DAS CELULAS

Para este experimento foram utilizadas linhagens
celulares finitas de fibroblastos do banco de células do Centro
de Diagnostico Microbiolégico Animal (CEDIMA) do CAV-
UDESC. Essas células foram obtidas através de explante ap6s
biopsia auricular de uma fémea bovina da raca Flamenga, e
criopreservadas com 10% de DMSO em criotubos em
nitrogénio liquido a -196 °C (URIO, 2012).

3.4 DESCONGELAMENTO E MANUTENCAO DAS
CELULAS

Os criotubos contendo as células congeladas foram
retirados do botijdo de nitrogénio liquido e colocados em
banho-maria a 37 °C por aproximadamente 1 minuto. Em
seguida, o conteudo do criotubo foi transferido para um tubo de
fundo cénico com capacidade de 15 mL, o qual continha 2 mL
de DMEM + 10% de SFB a 37 °C. O tubo foi centrifugado a
526 g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet
de células foi ressuspenso em 1 mL de DMEM + 10% de SFB
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para a contagem celular pelo método de exclusdo de células
mortas por coloracdo com azul de Tripan a 0,4% (FRESHNEY,
2000).

Apbs a contagem e deposicdo de 5x10° células por placa de
cultivo de 60 mm, as células eram cultivadas em DMEM
acrescido de 10% de SFB, e mantidas na incubadora a 37 °C
com 5% de CO, em ar e atmosfera com umidade saturada, até
atingirem a confluéncia méxima de 90%. Para 0s experimentos
de viabilidade e proliferacdo celular, eram tripsinizadas e
transferidas para placas de 24 pogos.

3.5 PREPARO DO EXTRATO DOS BIOMATERIAIS

Para obtencdo do extrato dos biomateriais foram
utilizadas placas de 24 pocos, com 1,9 cm? cada poco (TPP,
Trasadingen, Suica), onde se depositou 1 cilindro de
biomaterial por poco, totalizando 9 cilindros de cada
biomaterial (Figura 2). Foi adicionado 1,5 mL de meio de
cultivo DMEM sem SFB por cima do biomaterial e colocado
na incubadora a 37 °C por 4 dias. Apos, foi retirado 1,5 mL do
meio que ficou em contato com o biomaterial, formando o
extrato de biomaterial, e armazenado em microtubos de 1,5 mL
na geladeira a 4 °C até a sua utilizacdo nos testes MTT e curva
de crescimento.

Figura 2 - Placa de 24 pogos com cilindros de biomaterial e
DMEM.

Fonte: DUARTE, 2015.
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36 EMPLACAMENTO DAS CELULAS COM OS
CILINDROS DE BIOMATERIAL

ApoGs a retirada do extrato de biomaterial de todos os
pocos, foi depositado por cima de cada cilindro, 1 mL de
DMEM + 10% de SFB e adicionado 10.000 células por poco.
As celulas juntamente com o cilindro de biomaterial ficaram
em cultivo, nas condicdes ja descritas, por 24, 48 e 72 horas.
Nos intervalos determinados o meio de cultivo era descartado,
e o tapete celular desidratado completamente em incubadora a
37 °C. Posteriormente a desidratacdo das células nas placas,
estas foram encaminhadas ao Grupo de Pesquisas em
Biomateriais da UDESC/CCT para analise microestrutural no
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV).

3.7 DETERMINACAO DA INTERACAO CELULA-
MATERIAL POR MEV

O estudo da caracterizacdo  morfolégica e
microestrutural dos fibroblastos com os cilindros de
biomaterial foram realizados pelo Grupo de Pesquisa em
Biomateriais da UDESC/CCT - Joinville, através da técnica de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) com o
equipamento marca ZEISS modelo DSM 940A, por meio do
método com elétrons secundarios (SE), com distancia de
trabalho de 10mm e tensdo de aceleracdo dos elétrons entre 15
kV.

3.8 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO
CELULAR

A curva de crescimento celular tem como objetivo
avaliar a proliferacdo das células em determinado periodo de
tempo. Para obtengdo da curva as células foram depositadas na
densidade de 1x10* células por poco em placas de 24 pogos,
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com 1,9 cm? cada poco (TPP, Trasadingen, Suica). Os extratos
dos 10 biomateriais foram testados em triplicata, assim como o
grupo controle. Logo ap6s a deposicdo das celulas foi
acrescentado 1 mL do extrato de biomaterial acrescido de 10%
de SFB, e no grupo controle foi utilizado 1 mL do meio
DMEM + 10% de SFB. As leituras foram realizadas em
triplicada, as 24 h, 48 h e 72 h pés-cultivo.

Para a realizagdo da leitura retirou-se o extrato do
biomaterial ou meio de cultivo dos pogos e as células foram
individualizadas com a adicdo de 500 pL de tripsina a 0,05%.
Para a inativacdo da tripsina foi acrescentado 1 mL de meio
DMEM + 10% de SFB e este volume transferido para um
microtubo de 1,5 mL e centrifugado por 5 min a 419 g. Em
seguida da centrifugacdo e formacdo do pellet de células, o
sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 pL de meio de
cultivo com 10% de SFB para ressuspensdo das células. As
células foram homogeneizadas e feita a determinacdo da
concentracdo celular pelo método de azul de Tripan a 0,4%,
sendo as leituras realizadas na cAmara de Neubauer.

3.9 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE DOS
BIOMATERIAIS PELO TESTE MTT

Este ensaio é utilizado para estimar a citotoxicidade
através da avaliagdo da atividade mitocondrial, onde somente
células viaveis conseguem converter o sal amarelo MTT em
cristais de formazan, de cor purpura.

Para a realizagdo deste teste foram utilizadas placas de
96 pogos de fundo chato (TPP, Trasadingen, Suiga), onde
foram depositadas 1x10* células por poco. Cada poco continha
100 pL do extrato de biomaterial acrescido de 10% de SFB, e o
grupo controle foi cultivado com 100 uL do meio DMEM +
10% de SFB. Também foi incluido um controle branco
contendo apenas 100 uL de DMEM sem SFB.
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O teste MTT foi realizado nos intervalos de 24, 48 e 72
horas apds o plaqueamento, e foi utilizada uma placa para cada
periodo de teste. Primeiramente foi retirado o meio de cultivo
do grupo controle e o extrato do biomaterial dos demais pogos,
sendo substituidos por 100 pL de meio DMEM fresco,
adicionados de 10 pL da solugdo 12mM de MTT e incubados a
37 °C por 4 horas. Apos, foi removido 85 pL do volume de
cada poco e adicionado 50 pL de DMSO (Dimethyl
sulphoxide, Himedia, India) por poco, e incubados a 37 °C por
10 minutos. Homogeneizou-se cada poco e a placa foi colocada
no agitador de placas por 5 minutos para a solubilizacdo dos
cristais de formazan. A leitura da absorbancia das amostras foi
feita utilizando um leitor de ELISA Biotek® ELX808 (Figura
3), com comprimento de onda de 490nm. Todos os testes foram
realizados em triplicata e a viabilidade celular relativa foi
obtida através da equacdo abaixo:

% Viabilidade celular relativa: (DO, — DOp)/(DO¢, — DOp) X
100

Sendo DO, densidade Optica da producdo de formazan da
amostra; DOy: densidade Optica do branco (DMEM sem
células); DOgp: densidade oOptica do controle positivo (células
cultivadas com DMEM + 10% SFB).



43

Figura 3 - Leitor de ELISA Biotek® ELX808.

Fonte: DUARTE, 2015.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo pacote estatistico
SAS (SAS Institute, 2009), por meio do procedimento GLM,
adotando-se um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS
4.1 CULTIVO CELULAR
O cultivo celular de fibroblastos (Figura 4) mostrou-se
viavel e com bom aspecto de crescimento apds ser

descongelado. As células foram mantidas em cultivo, nédo
ultrapassando-se 90% de confluéncia até sua utilizag&o.

Figura 4 - Tapete celular de fibroblastos utilizados no trabalho
com 100 % de confluéncia (aumento de 200X).

Fonte: DUARTE, 2015.

4.2 CURVA DE CRESCIMENTO CELULAR

Quando avaliada a proliferacdo celular ap6s contato
com o grupo 1 de biomateriais, sinterizados a 1200 °C,
observou-se que ndo houve diferenga significativa entre 0s
tratamentos e entre os tratamentos e as células controle no
periodo de 24 h. Contudo, na avaliacdo em 48 h, o biomaterial
4 apresentou resultado significativamente melhor que o
biomaterial 2 e também houve diferenca significativa quando
comparado ao controle, apresentando uma maior contagem
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celular. No ultimo periodo de avaliacdo, 72 h, os biomateriais 1
3 e 5 foram superiores aos demais tratamentos e né&o
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao controle. Os
biomateriais 2 e 4 foram inferiores significativamente se
comparados com o controle (Tabela 3 e Gréafico 1).

Tabela 3 — Quantidade de células apds contato com o extrato
dos diferentes biomateriais do Grupo 1 em diferentes tempos.
Tratamentos Quantidade de Células por Poco
Oh 24 h 48 h 72 h
Controle 10.000°  7.333®  17.000° 50.333%°
Biomaterial 1  10.000°  7666°  20.833°  41.166"
Biomaterial 2 10.000*  6.166% 15.666°  32.500°
Biomaterial 3  10.000*  7.000*  18.166®  63.000
Biomaterial 4 10.000°  4.833% 24.500°  32.000°
Biomaterial 5 10.000°  6.166°  21.666” 50.166%
Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p <
0,05). Fonte: DUARTE, 2015.

Gréfico 1 - Curva de crescimento celular dos fibroblastos apds
contato com o extrato dos diferentes biomateriais do Grupo 1
em diferentes tempos.
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aé 10.000 e = Biomaterial 4
3 0 ' ' T 1 Biomaterial 5
z oh 24h 48h 72h

Periodo de Cultivo

Fonte: DUARTE, 2015.
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Na avaliacdo de 24 h da proliferacdo celular do grupo 2,
sinterizados a 1100 °C, ndo houve diferenca significativa entre
0s tratamentos, porém ocorreu diferenga entre os tratamentos e
o controle, sendo que este Uultimo apresentou melhor
proliferacdo celular. Em 48h, o biomaterial 8 teve resultado
semelhante ao controle e foi superior aos demais tratamentos.
Na avaliacdo de 72 h apenas o biomaterial 6 ndo apresentou
diferenga significativa em relagdo ao controle. Os demais
tratamentos foram inferiores ao controle, destacando o
biomaterial 9 que apresentou curva descendente de proliferacdo
celular (Tabela 4 e Grafico 2).

Tabela 4 — Quantidade de células apds contato com o extrato
dos diferentes biomateriais do Grupo 2 em diferentes tempos.

Tratamentos Quantidade de Células por Poco

0h 24 h 48 h 72h

Controle 10.000° 9.750*  25.000°  55.250°
Biomaterial 6 10.000°  6.583°  17.916" 52.833?
Biomaterial 7 10.000*  5.250° 10.583°  19.750°
Biomaterial 8  10.000°  6.666°  21.333®  41.083"
Biomaterial 9  10.000*°  6.416° 9.000° 8.916"
Biomaterial 10  10.000*  5.083" 16.250°  20.750°

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenga significativa (p <
0,05). Fonte: DUARTE, 2015.
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Gréafico 2- Curva de crescimento celular dos fibroblastos apos
contato com o extrato dos diferentes biomateriais do Grupo 2
em diferentes tempos.
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Fonte: DUARTE, 2015.

4.3 VIABILIDADE CELULAR

Os cultivos de fibroblastos foram submetidos ao
tratamento com os extratos dos diferentes biomateriais, durante
24, 48 e 72h para determinacdo da funcdo mitocondrial pela
reducdo do MTT. A coloracdo purpura do meio, em razdo dos
cristais de formazan solubilizados, foi observada em diferentes
intensidades em todas as amostras testadas, com excecdo do
controle branco, que continha apenas DMEM.

No grupo 1 no periodo de 24 h apenas as células
tratadas com o extrato do biomaterial 3 apresentaram redugéo
estatisticamente significante em sua fungdo mitocondrial
qguando comparadas com o controle, porém foram semelhante
ao 1 e 2. Em 48 h os biomateriais 2 e 3 apresentaram resultados
com diferenca significativa em relacdo ao controle, mas foram
semelhantes ao biomaterial 1, e 0 3 também n&o diferiu do 4. J&
no ultimo periodo avaliado, 72 h, os biomateriais 1, 4 e 5 ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante quando
comparadas com o controle. O resultado do biomaterial 3 foi
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semelhante ao 4, e o 2 diferiu dos demais (Tabela 5 e Grafico

3).

Tabela 5 - Viabilidade celular (%) medida pelo teste MTT apos
contato com o extrato dos diferentes biomateriais do Grupo 1

em 24,48e72h.

Tratamentos Viabilidade Celular (%0)
24 h 48 h 72 h
Controle 99,9° 100,1° 99,97
Biomaterial 1 ~ 87,5% 85,9% 102,9°
Biomaterial 2 86,9%° 75,6° 75,3¢
Biomaterial 3~ 73,1° 80,9"° 78,2%
Biomaterial 4 912 90,6%° 90,1
Biomaterial 5 92? 95,8° 94,9%

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa

(p < 0,05). Fonte: DUARTE, 2015.

Gréafico 3 - Viabilidade celular (%) medida pelo teste MTT
apos contato com o extrato dos diferentes biomateriais do

Grupo lem 24,48 ¢e 72 h.
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Fonte: DUARTE, 2015.
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Na avaliacdo dos biomateriais do grupo 2 no periodo de
24 h as células tratadas com o extrato dos biomateriais 7, 8 e 9
apresentaram reducdo estatisticamente significante em sua
funcdo mitocondrial quando comparadas com o controle,
porém os tratamentos 7 e 8 foram semelhantes ao 6 e 10. O
tratamento 9 apenas nédo diferiu do 7 e 8. Em 48 h apenas o
resultado do biomaterial 9 diferiu do controle, e ele também
diferiu estatisticamente dos demais. No ultimo periodo
avaliado, 72 h, os biomateriais 6, 7 e 8 ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante quando comparadas com
o controle. O biomaterial 10 se assemelhou ao 6, 7 e 8. E, por
altimo, o biomaterial 9 diferiu estatisticamente dos demais
tratamentos (Tabela 6 e Gréfico 4).

Tabela 6 - Viabilidade celular (%) medida pelo teste MTT apds
contato com o extrato dos diferentes biomateriais do Grupo 2
em24,48e 72 h.

Tratamentos Viabilidade Celular (%)
24 h 48 h 72 h
Controle 99,9% 100,1° 99,9°
Biomaterial 6 97,2%° 86,5 952

Biomaterial 7 81,3 85,7° 97,3%®
Biomaterial 8 82,5 102,3? 98,5%
Biomaterial 9  79,4° 62,7 54,9°
Biomaterial 10  82*° 85,4° 78,4°

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
(p < 0,05). Fonte: DUARTE, 2015.
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Gréfico 4 - Viabilidade celular (%) medida pelo teste MTT
apo6s contato com o extrato dos diferentes biomateriais do
Grupo 2em 24,48 e 72 h.
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Fonte: DUARTE, 2015.

4.4 INTERACAO CELULA-MATERIAL

Através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)
observou-se a adesdo e proliferacdo dos fibroblastos sobre os
biomateriais de fosfato de célcio testados (Figura 5). Projecdes
do tipo filopodios foram observadas, demonstrando a
biocompatibilidade dos biomateriais.
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Figura 5 — Microscopia Eletronica de Varredura do biomaterial
5 (1,7M/1200 °C; TCP-B/TCP-a/HA). A) Micrografia
mostrando a superficie de fratura do biomaterial (Aumento
5000X). B) Fibroblasto aderido ao biomaterial 5 em contato
por 24 h (Aumento 1000X). Observar projecdes caracteristicas
de forte adesdo. Setas — filopodios.

UDESC S X5000 WDS5.7mm

Fonte: Grupo de Pesquisa em Biomateriais UDESC/CCT.
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5 DISCUSSAO

Devido ao aumento da expectativa de vida da
populacéo, busca por melhor qualidade de vida e altas taxas de
acidentes com lesdes dsseas graves, cresce a necessidade de se
descobrir novos materiais e aprimorar 0s materiais substitutos
0sseos existentes. Normalmente sdo utilizados enxertos como
maneira de solucionar problemas 6sseos, mas esse método
apresenta muitas limitac6es, sendo o uso de biomateriais uma
boa alternativa.

Neste trabalho foram testadas quanto a sua
citotoxicidade, bioceramicas de fosfato de calcio compostas de
trifosfato de célcio-p isolado ¢ a composigdo bifasica de
trifosfato de calcio-p com hidroxiapatita, provenientes de
conchas calcarias fossilizadas, com diferentes razdes de Ca/P e
temperaturas de sinterizagdo.

Os biomateriais testados no experimento se destacam
como materiais substitutos 0sseos por apresentarem micro e
nanoestruturas microporosas interconectadas, com tamanho de
graos inferiores a lum e porosidade aberta superior a 44%.
Segundo Camargo et al. (2014) estas condicdes sdo favoraveis
para uso destes biomateriais como matriz sintética na
recuperacdo de tecido 6sseo lesado. Estas condicdes estruturais
estdo de acordo com as caracteristicas ideais de biomateriais
anteriormente descritos por outros autores (LEGEROS et al.
2008; SILVA, 2012).

O primeiro nivel de teste, dentro da avaliagdo de
biocompatibilidade de um biomaterial é a determinacdo da
citotoxicidade in vitro. Este teste & indicado como etapa
anterior aos testes em animais e humanos (ISO 10993-5, 1992).
Materiais solidos sdo normalmente testados através de contato
indireto de seus extratos com as células (Leyhausen et al.,
1999). Optou-se, neste trabalho, por utilizar-se o extrato das
bioceramicas de fosfato de calcio, por se tratarem de materiais
solidos com formato cilindrico, permitindo avaliar se residuos
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toxicos permaneceram no material apds sua producdo.
Escolheu-se 0 meio de cultura DMEM como veiculo de
extracéo.

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro nem sempre
representa o comportamento real do material quando
implantado, esta avaliacdo pode fornecer resultados rapidos a
respeito das interacbes do material em ambientes bioldgicos
(ALONSO, 2011).

No ensaio de reducdo do MTT no grupo 1 verificou-se
que alguns Dbiomateriais provocaram uma reducdo
estatisticamente significante na funcdo mitocondrial celular em
relacdo ao controle, porém, as células se mantiveram com
viabilidade celular acima de 70% em todos os periodos
avaliados, confirmando sua biocompatibilidade conforme
classificacdo da 1SO 10993-5 (1992). Todavia, na avaliacdo do
grupo 2 alguns biomateriais também apresentaram diferenca
significante em relacdo ao controle, mas, com excecdo do
biomaterial 9, mantiveram a viabilidade celular acima de 70%
em todos os periodos avaliados, ndo provocando efeitos toxicos
nas células.

As células tratadas com o extrato do biomaterial 9 (80%
TCP-p/20% HA, 1,67M/1100 °C) apresentaram reducdo
estatisticamente significante em sua funcdo mitocondrial
qguando comparadas com o controle em todos os periodos
avaliados, apresentando viabilidade celular abaixo de 70% a
partir da avaliacdo de 48 h, sendo este biomaterial considerado
citotoxico, conforme classificagdo da ISSO 10993-5 (1992).

Alonso (2011) cita que a maioria dos métodos de
precipitacdo utilizados na sintese de fosfatos de calcio sdo
pouco reprodutiveis, podendo surgir problemas devido a falta
de controle sobre fatores que agem na precipitagcdo, como pH,
temperatura, relacdo Ca/P dos reagentes, 0 que pode ocasionar
produtos com diferentes propriedades que contribuem aos
diferentes comportamentos in vivo ou in vitro.
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No trabalho de Alonso (2011) o a-TCP provocou uma
leve resposta citotoxica apos 48h no teste MTT com células
mononucleares de sangue periférico, entretanto esse aumento
n&o foi significativo. Segundo o autor, esse aumento pode ser
explicado por: (a) variagcdes quimicas dos materiais durante o
ensaio que acarretam mudangas no pH do meio de cultura,
resultando em mais danos celulares; (b) um incremento na
liberagdo de alguns componentes do material, tornando este
mais citotoxico ao longo do tempo.

Assim com neste trabalho, vérios autores relatam a
biocompatibilidade das ceramicas de fosfato de célcio. Zhao et
al. (2015) testaram a viabilidade celular em células-tronco
mesenguimais em contato com biomateriais de fosfato de
calcio com cobertura de queratina, e ndo observou efeitos
citotoxicos pelo teste MTT. Chen et al. (2014) avaliaram a
citotoxicidade de trés tipos de fosfatos de calcio, o TCP-f
isolado, o bifasico (HA/ TCP-B) e hidroxiapatita isolada. Néo
houve diferenca significativa dos tratamentos em relacdo ao
controle no teste MTT, comprovando a biocompatibilidade do
material, assim como observado no nosso experimento.

Resultados semelhantes também foram verificados no
trabalho de Alcaide et al. (2008), testando uma composicao de
27%HA/73%pB-TCP/agarose em fibroblastos e osteoblastos e
concluiu que este biomaterial é biocompativel, com potencial
no uso de reparacdo Ossea. Tamai et al. (2006) estudaram a
citotoxicidade de varias ceramicas de fosfato de calcio e
observaram que a hidroxiapatita, o trifosfato de célcio-p e o
tetracalcio fosfato ndo foram citotoxicos, por outro lado, a
fluorapatita e o trifosfato de calcio-a apresentaram alta
citotoxicidade aos fibroblastos. Eles justificaram os resultados
negativos devido a liberacdo de ions fluorina no meio pela
fluorapatita, e pelo decréscimo de pH ocasionado pela
liberacdo de acido fosforico produzido pela hidrolise do
trifosfato de calcio-a.
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Montazerolghaem et al. (2015) testou cimentos de
fosfato de célcio com monetita em osteoclastos e, ndo houve
alteracdo na viabilidade celular, ocorrendo a reabsorcdo do
biomaterial pelas células. Zhang et al. (2015) demonstrou a
citocompatibilidade de compdsitos de fosfato de calcio com
sinvastatina em contato com células-tronco de coelhos. Neste
caso, a sinvastatina topica agiu como agente osteogénico.
Bioceramicas bifésicas porosas de TCP-B/HA produzidas via
reacdo de estado solido em diversas temperaturas foram
testadas no ensaio MTT em macrofagos de ratos e néo
demonstraram citotoxicidade (WEBLER et al., 2014).

Estudos in vivo com materiais bifasicos de fosfato de
calcio (BCP) semelhantes aos testados em nosso trabalho
foram previamente realizados. Em um deles, Daculsi et al.
(1998) analisaram a composicdo bifasica de trifosfato de
calcio-p (TCP-B) com hidroxiapatita (HA) com diferentes
proporcdes de massa de TCP-B/HA em defeitos dsseos de caes.
Observaram que a reabsorc¢do e bioatividade (liberacdo de ions
de interesse bioldgico) das ceramicas bifasicas podem ser
controladas pela variacdo da propor¢cdo TCP-B/HA, onde
guanto maior a propor¢do, maior a reabsorcdo quando
implantado. As trés composicbes de TCP-B/HA testadas
apresentaram a mesma evolucdo e adaptacdo no tecido
implantado.

Kim et al. (2014) analisaram BCP preparadas pelo
método de réplica da esponja polimérica e concluiram que o
material testado por MTT em osteoblastos ndo provocou
efeitos toxicos. Também implantaram o material em calvaria
de ratos e, ap6s 8 semanas constataram a regeneracdo 6ssea na
regido. Regalin (2014) implantou hidroxiapatita isolada,
tricalcio fosfato-p isolado e a associagdo HA/TCP-B (60/40)
em defeitos 0sseos produzidos em tibias de ovinos e observou
boa capacidade de reparacdo d6ssea em todos os biomateriais
testados, sugerindo seu uso como substitutos 0sseos.
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Na avaliacdo da curva de crescimento do grupo 1,
observou-se no ultimo periodo de avaliagdo, 72h, que todos 0s
biomateriais ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle, demonstrando que as varia¢Ges observadas
em 24 e 48h, ndo inviabilizaram o crescimento celular. Na
curva de crescimento do grupo 2, na avaliagdo de 72h, apenas o
biomaterial 6 ndo apresentou diferenca significativa em relacao
ao controle. Os demais tratamentos foram inferiores ao
controle, porém mantiveram a curva de crescimento crescente.
Ao contrario do biomaterial 9 que apresentou curva
descendente  de  proliferacdo  celular, inviabilizando
progressivamente a multiplicacdo das células, assim como ja
destacado no teste MTT, onde este material provocou
citotoxicidade.

Fricain et al. (2002) também utilizaram a taxa de
proliferagdo celular (curva de crescimento) como um dos
parametros para avaliacdo de citotoxicidade de biomateriais
produzidos a partir do exoesqueleto de corais. Observaram uma
menor proliferacdo das células em contato com o biomaterial
se comparado com o controle, porém classificaram como um
efeito citotoxico moderado e atestaram a biocompatibilidade do
material.

A avaliacdo da biocompatibilidade em experimentos in
vitro com culturas de células pode ainda ser determinada
através de microscopia eletronica de varredura, analisando-se a
adesdo, bem como a proliferacdo celular sobre o material
estudado (ANSELME, 2000). Vaérios trabalhos avaliaram a
biocompatibilidade in vitro de biomateriais, atraves de ensaios
de citotoxicidade em consonancia com a microscopia
eletronica de varredura (ALCAIDE et al., 2008; ALONSO,
2011; CHEN, 2014; CORREA, et al., 2014; DOS SANTOS et
al., 2002; MONTAZEROLGHAEM et al., 2015; SIQUEIRA,
et al., 2015; TAKAMORI, 2004; ZHANG et al., 2015). Neste
trabalho foi realizada a avaliacdo da interacdo célula-material
através de MEV e observou-se que houve adesdo e proliferagdo
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dos fibroblastos sobre os biomateriais testados. Também
constatou-se a formacao de prolongamentos finos e longos nos
fibroblastos, os filopddios, demonstrando a compatibilidade
das células com o biomaterial. Estas observagdes concordam
com os resultados obtidos no teste de citotoxicidade, com
excecdo do biomaterial 9, que mostrou-se tdxico aos
fibroblastos no teste MTT.

Takamori (2004) destaca que efeitos citotdxicos
observados in vitro ndo significam, necessariamente,
toxicidade in vivo. No sistema in vitro, as celulas estéo
expostas diretamente ao material ou seus produtos e 0 meio nao
se renova por cerca de 2 a 3 dias, concentrando possiveis
componentes tdxicos. No organismo vivo, a homeostase
proporcionada pelos fluidos pode agir protegendo 0 organismo,
removendo as toxinas do local de implantacdo, se o fator em
questdo for soluvel.

Deve-se levar em consideracdo que apenas oS
resultados obtidos nos testes de citotoxicidade n&o sdo o0s
unicos parametros para se avaliar a biocompatibilidade de um
biomaterial. E necessario testar simultaneamente outros
aspectos do comportamento e funcdo celular que evidenciam a
resposta das células perante a presenca de biomateriais e
combinar os resultados obtidos nos diferentes tipos de ensaio.
Desta forma, com a interpretacdo integrada dos testes in vitro
pode-se ter uma ideia do comportamento in vivo de um novo
biomaterial (GOMES et al., 2001).

Estudos in vitro e in vivo com células-tronco em contato
com os biomateriais testados deveriam ser realizados, para
otimizar a terapia de substituicdo 0ssea.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo sugerem que o contato de
fibroblastos com os diferentes extratos de biomateriais
ceramicos de fosfato de calcio influencia na proliferacdo destas
céelulas, porém mantendo sua viabilidade. Apenas o biomaterial
9 (80% TCP-B/20% HA, 1,67M/1100 °C/2h) provocou uma
curva de crescimento celular descendente e citotoxicidade.Os
demais biomateriais se mostraram biocompativeis nas
condicdes avaliadas.

O cultivo de fibroblastos com os cilindros dos
biomateriais proporcionou a adesdo e a proliferagdo celular,
verificada através da MEV, sugerindo o seu potencial como
biomaterial.

Estudos in vivo devem ser realizados com esses
materiais para verificar seu comportamento dentro do
organismo Vivo.
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