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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PDGEF: fator de crescimento derivado de plaqueta

GM CSF: fator estimulante de col6nia de granulécitos e macrofagos
°C: grau Celsius

Mm: micrémetro

g: gravidade
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RESUMO

As bioceramicas tém sido amplamente usadas na Odontologia para
preenchimentos de defeitos 6ésseos. Com o objetivo de avaliar a viabilidade
celular foi realizado um estudo in vitro onde foram utilizadas trés tipos de
bioceramicas. O efeito citotéxico dos materiais foi avaliado de duas formas
diferentes: células mononucleares do sangue periférico de adultos sadios
plaqueadas por 24 horas em contato direto com hidroxiapatita sintética (HA),
beta tricalcio fosfato sintético (BTCP) e uma associagdo de ambos os materiais
composta por 60% hidroxiapatita sintética e 40% beta tricalcio fosfato sintético
(HABTCP) e por diluicao seriada. Apos 24 horas, as placas passaram por teste
de viabilidade celular por MTT-Formazan, com leitura a 570 nm. Para analise
estatistica, foi aplicado teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis para analises
multiplas (a=0,05). Em 24 horas, ndo foram detectadas diferencgas significativas
nos niveis de absorbancia das células mononucleares cultivadas em contato
com os trés materiais em analise (p>0.05). Nos testes de diluigdo também néao
foram encontradas diferengas significativas quando os materiais foram
comparados uns com 0s outros ou mesmo entre si nas diferentes diluicoes.
Nenhum dos materiais mostrou-se significativamente diferente do controle
positivo. Conclui-se que os biomateriais avaliados nao interferiram na viabilidade
celular.

PALAVRAS-CHAVE: bioceramicas; células mononucleares; viabilidade celular.
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ABSTRACT
The bioceramics has been widely used in Dentistry for fillings of bone defects. With the
objective to evaluate the cell viability was performed an in vitro study where we used three
types of bioceramics. The cytotoxic effect of the materials was evaluated in two different
ways: peripheral blood mononuclear cells of healthy adults tagged for 24 hours in direct
contact with synthetic hydroxyapatite (HA), beta tricalcium phosphate synthetic (BTCP), an
association of both materials composed of 60% synthetic hydroxyapatite and 40% beta
tricalcium phosphate synthetic (HABTCP) and by serial dilution. After 24 hours, the plates
were test cell viability by MTT-Formazan Product, with reading at 570 nm. For statistical
analysis, non-parametric test was applied Kruskall-wallis Test for multiple analyzes
(a=0.05). In 24 hours, no significant differences were found in the levels of absorbance of
the mononuclear cells grown in contact with the three materials in analysis (p>0.05). In the
tests of dilution also no significant differences were found when the materials were
compared with each other or even among themselves in various dilutions. None of the
materials was significantly different from the positive control. It appears that the biomaterials
evaluated did not interfere with the cellular viability.

KEY WORDS: Bioceramics; mononuclear cells; cell viability.
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1. INTRODUGAO

Microscopicamente, o osso é um tipo de tecido conjuntivo altamente
especializado. E um tecido mineralizado, que é composto por uma matriz
organica reforgada por depodsitos de cristais de fosfato de calcio. A matriz
organica é composta por fibras de colageno tipo | (aproximadamente 95%), e de
proteoglicanos e numerosas proteinas néo colagenosas (5%). Esta matriz
organica, calcificada pelos minerais de fosfato de calcio, incorpora as células
0sseas, que participam na manutengao e organizagao do 0sso, nomeadamente
células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (Barrere F et
al., 2006).

Ao longo da vida ha uma remodelacéo fisioldgica e reposi¢cao éssea, que
ocorrem mais ou menos no mesmo local, sem afetar a forma ou a densidade do
0SSO, por meio de uma sequéncia de eventos que incluem ativacdo dos
osteoclastos, a reabsorcado do 0sso, a ativacdo de osteoblastos, e formacao de
novo 0sso no local da reabsor¢cado (Buckwalter et al., 1996). Devido a essas
propriedades remodelacdo, defeitos e fraturas sdo facilmente reparados até
tamanhos chamados de defeitos criticos, definido como defeitos de um tamanho
que nao cicatrizam durante a vida do animal (Schmitz e Hollinger, 1986). Para
defeitos maiores, intervengdes humanas sao necessarias a fim de ajudar ou
estimular a cura.

Um dos problemas que mais desafiam as areas médica e odontoldgica é
a pesquisa de material para substituicdo 6ssea, sendo utilizados diversos
materiais biologicos e sintéticos no tratamento de deformidades, em diferentes
tipos de defeitos 6sseos e em lesdes osteopaticas. O ideal € que o material
induza a osteogénese, seja biocompativel, atdéxico, ndo-carcinogénico, de facil
obtenc&o no mercado e de baixo custo (Eleftheriadis E et al., 2010).

Os enxertos Osseos se dividem em quatro categorias principais:
autégenos, homogenos (alégenos), xendgenos e aloplasticos (sintéticos), sendo
que o 0sso autégeno é considerado o “padrdo ouro” na regeneragao éssea,
devido ao seu potencial osteogénico, de osteoindugao e osteocondugao (Rajan
et al., 2006). No entanto, o procedimento de coleta requer um segundo sitio
cirargico, onde complicagdes sao relatadas e a quantidade de osso colhida é
limitada. Além disso, os enxertos de 0sso autdgeno sao altamente reabsorvidos

e frequentemente degradados antes do reparo 6sseo estar completo (Rajan et
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al.,2006; Zarate-Kalfopulos et al., 2006, Fellah et al., 2007). Uma importante
vantagem da utilizagdo do osso autdgeno é a auséncia de rejeicao pelo sistema
imunologico, o que poderia ocorrer com a utilizagado de aloenxertos. Com estes
ultimos, ha ainda o risco de transmissao de microorganismos (Mankin et al.,
2005). Os enxertos autégenos e os homogenos (obtidos de doadores da mesma
espécie do receptor) sdo os agentes osteoindutores mais usados na
Implantodontia e ortopedia (Baptista et al., 2003; Khan et al., 2005). Ja os
xenoenxertos, em especial 0 0sso bovino, também conhecido como osso mineral
natural, sdo amplamente utilizados, consistindo de um arcabougo 6sseo de
estrutura tridimensional semelhante a matriz 6ssea mineralizada (Schwarz et al.,
2007).

Na tentativa de se encontrar um substituto 6ésseo ideal, diversos materiais
aloplasticos tém sido pesquisados. Estes devem apresentar as seguintes
propriedades fisico-quimicas: biocompatibilidade, reabsorbilidade, degradacao
controlada e substituicdo simultdnea por novo osso formado, osteoconducgéao e
integridade mecéanica a fim de suportar a cicatrizagdo apds os procedimentos de
regeneragao 0ssea guiada (Schwarz et al., 2007).

Entre a geracao de biomateriais criados para regeneragao 0ssea, estao
as ceramicas de fosfato de calcio: hidroxiapatita (HA), tricalcio fosfato (BTCP) e
a mistura dessas duas fases chamada de calcio bifasico fosfato (HABTCP). As
ceramicas de fosfato de calcio sdo reconhecidamente biocompativeis e possuem
propriedades bioativas. Apresentam constituicdo quimica inorganica semelhante
a do osso natural, o que as torna substitutos ésseos promissores nos campos
ortopédico e maxilofacial (Fellah et al., 2007). Existem varias marcas comerciais
e as diferencas entre elas sdo devidas a algumas propriedades, tais como a
proporcao calcio/fosfato, cristalinidade, temperatura de sinterizagcdo e outras
caracteristicas fisicas. A hidroxiapatita (HA) [Ca1o(PO4)s(OH)2] e o beta-tricalcio
fosfato (BTCP) [Ca3(PO4);] sédo ceramicas fosfato de calcio largamente
utilizadas. Estes biomateriais sao atoxicos, apresentam O6tima atividade
osteocondutiva e ndo desencadeiam respostas imuno-inflamatorias prejudiciais.
Eles se diferem nao apenas na composi¢ao, mas também na taxa de degradacéao
(Manjubala et al., 2002; Daculsi et al., 2003). Os materiais a base de hidroxiapatita
porosa e nao porosa S40 pouco ou nao reabsorviveis, ao contrario do BTCP que

€ mais soluvel, sendo biodegradado ou bioreabsorvido mais prontamente,
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embora de maneira imprevisivel, podendo assim nao oferecer um arcabouco
adequado para o crescimento 6sseo (Wang et al., 2005). O conceito da BCP é
baseado no 6timo equilibrio entre a fase mais estavel (HA) e a mais soluvel
(BTCP). As ceramicas BCP sao gradualmente dissolvidas in vivo, contribuindo
para a nova formagao 6ssea, a medida que liberam ions célcio e fosfato no
microambiente (Legeros et al., 2003; Daculsi et al., 2003; Yuan et al., 2006).

Para entender o mecanismo de ligagcdo osso-biomaterial, os fenémenos
atdbmicos e moleculares que ocorrem na superficie do material e seus efeitos nas
vias de reacado das células e tecidos deve ser esclarecidos. Um progresso
consideravel foi feito na compreensao dos mecanismos basicos na ligacdo da
formacdo de osso / materiais bioativos e os efeitos desses materiais na
formagéo éssea. Estes avangos resultaram, a partir de duas abordagens: uma
focada em estudar a interface osso-biomaterial que foram desenvolvidas in vivo
e a outra abordagem utilizada in vitro com imersdes em fluidos fisiologicos
simulados. Essas analises revelaram que as reagdes ocorreram nas superficies
de implantes de material, tais como dissolugao, precipitacdo e troca ibnica de
compostos inorganicos constituintes, seguido normalmente por adsorgao e
incorporagdo de proteinas e moléculas bioldgicas. Isso foi relatado pela
presenca de biomaterial em contato com tecidos in vivo que poderia levar a
formacao de um tecido interfacial o qual contém macréfagos e células gigantes.
Nesses casos, os macrofagos foram mostrados para representar 60-80% da
populacao celular local. Além disso, macrofagos tem sido considerado como
uma das células-chave responsaveis por muitos dos eventos associados com
osteolise (Silva SN et al., 2003).

Entretanto, existem poucos estudos in vitro em relagado a adesao e
proliferagao celular e diferenciacdo osteogénica com as bioceramicas. A adesao
celular é necessaria para a proliferacao de osteoblastos e seus percursores,
experimentos in vitro para avaliar as bioceramicas devem ser feitos antes dos

estudos in vivo (Bernhardt A et al., 2011).
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2.1 Reparagao 6ssea

O o0sso é um tecido dindmico que muda ao longo da vida. Assim como
outros tecidos conjuntivos do corpo, 0 0sso € composto por células incorporadas
em uma abundante matriz extracelular. No entanto, diferentemente da maioria
dos outros tecidos conjuntivos a matriz extracelular € mineralizada para
conceder sua fungao fisioldgica. Como o principal elemento estrutural do
esqueleto 6sseo, fornece nédo s6 o apoio locomotor e protegao, mas também um
dindmico reservatério mineral e de proteina (Davies JE, 2007).

Remodelagdo ¢6ssea € alcangcada através da reabsorg¢ao
dos osteoclastos e da atividade de osteoblastos. O tecido 6sseo é capaz de
reparar fraturas ou defeitos locais por meio do processo de regeneragédo, com a
formagao de novo tecido com a mesma organizagao estrutural do tecido anterior,
sem a formacao de cicatriz, por meio de um controle enddcrino, o qual possui
um papel vital no equilibrio de calcio e fosfato nos fluidos corporais (Davies JE,
2007).

Apds uma lesdo 0ssea; seja por injuria, fratura ou procedimento cirurgico;
uma sequéncia de eventos dindmicos ocorre com o objetivo de restaurar a forma
e a funcédo do osso. Sendo um processo ativado pela liberagao de fatores de
crescimento e citocinas no local (Davies JE, 2003). Monécitos estao envolvidos
em todo o processo de regeneragao 0ssea. Eles podem permanecer no local da
lesdo por dias ou anos, constantemente secretando fatores de crescimento
necessarios para a regeneracao. A partir das primeiras horas apos a colocagao
do enxerto 6sseo, 0 ambiente hipdxico faz com que os mondcitos migrem para
o sitio como o objetivo de matar as bactérias, remover detritos, ativar o sistema
imunolégico para amplificar seus efeitos, secretar fatores de crescimento como
PDGF e GM-CSF para induzir a formagao de vasos sanglineos, e causar a
liberacdo de células-tronco da medula 6ssea que vém ao sitio para regenerar
0sso0. No 0sso, os mondcitos podem fundir-se para formar os osteoclastos que
reabsorvem detritos e remodelam o osso (Soltan M et al., 2012).

Os mondcitos circulantes ao entrarem no tecidos transformam-se em
macréfagos, os quais sao células que produzem uma miriade de moléculas entre
elas, citocinas e quimiocinas que podem atuar no recrutamento de células
osteoprogenitoras induzindo a neoformagao éssea, ou induzir a reabsorgéo

dssea e as citocinas produzidas pelos macrofagos podem ter efeitos sobre
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diferentes tipos celulares ou varios efeitos diferentes sobre 0 mesmo tipo celular,
podendo inclusive produzir efeitos antagdnicos simultaneamente (Yamada M et
al., 2000 e Davies JE, 2003).

2.2 Bioceramicas

Albee, em 1920, reportou o primeiro sucesso na aplicagao do fosfato de
calcio (descrito como fosfato de calcio triplo) para reparo de defeito 6sseo em
humano. Apds 50 anos, o uso clinico do “fosfato tricalcio” em defeitos
periodontais de animais foi citado por Nery et al. € 0 uso da hidroxiapatita (HA)
na raiz dental foi reportado Dennnissen. Ja no inicio da década de 80, a HA
sintética e o BTCP, tornaram-se comercialmente favoraveis como substitutos
osseos (Jarcho et al. 1981). O termo fosfato de calcio bifasico foi utilizado pela
primeira vez por Nery et al. em 1986 descrevendo ser uma mistura de HA com
BTCP.

O BCTP é um fosfato tricalcio puro na fase beta, obtido a partir da
manipulacdo do fosfato tricalcio em baixa temperatura, proporcionando maior
estabilidade quando presente em meio aquoso. Esse material possui as
propriedades de radiopacidade, osteocondugdo e absorgdo progressiva a
medida que o novo o0sso é formado (Horch HH et al., 2006).

A HA forma o componente principal do osso natural. A HA sintética pode
ser em forma de cerdmica ou ndo como composto em blocos ou granulos.
Ceramica refere-se ao fato de que os cristais de HA foram aquecidos entre 700
e 1300 °C para formar um grande estrutura cristalina (Moore et al., 2001).
Preparagdes de ceramica de HA sao resistentes a reabsorgao in vivo, que ocorre
em uma taxa de 1-2% por ano (Constantino PD et al., 1994).

O HABTCP em diferentes proporcées de HA e BTCP foi desenvolvido
para tentar controlar a reabsorsorgao do material e manter a propriedade de
osteocondugao (Manjubala et al., 2002).

Fosfato de tricalcio (TCP) é disponivel em forma de p6 ou blocos, com
resisténcia semelhante ao 0sso esponjoso. Tem diversas apresentagdes e suas
propriedades osteointegradoras estao diretamente relacionadas com o tamanho
e porosidade de suas particulas, bem como sua resisténcia mecanica. Existem

muitas variedades de composigcao do TCP, como seus formatos a e 3. Tem
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biocompatibilidade aceita e nenhum relatério de toxicidade (Eleftheriadis et al.,
2010).

Os materiais a base de hidroxiapatita porosa e ndo porosa s&o pouco ou
nao reabsorviveis, enquanto que a BTCP é mais soluvel, biodegradado ou
bioreabsorvido, podendo assim nao oferecer um arcabougo adequado para o
crescimento 6sseo. Com o intuito de se obter um melhor arcaboucgo para o ganho
de volume 6sseo e consequentemente, um melhor desempenho do que a HA e
o BTCP isolados, as ceramicas de fosfato de calcio bifasico (HABTCP), que
consistem de uma mistura de HA e BTCP foram desenvolvidas, que apresenta
uma fase mais estavel (HA) e mais soluvel (BTCP). As ceramicas BTCP séao
lentamente dissolvidas in vivo, contribuindo para uma nova formacao éssea,
enquanto liberam ions calcio e fosfato (Manjubala et al., 2002; Daculsi et al.,
2003; Yuan et al., 2006).

Os efeitos do preenchimento dos alvéolos dentais com BTCP contendo
granulos de 800 a 1200 pym, HA particulada e HA de microparticulas de 10 a 50
pMm, por um periodo de 1, 2, 3 e 6 semanas foram comparados por Rosa et al.,
em 1995. Os trés materiais retardaram o reparo alveolar, quando comparados
aos controles, uma vez que houve menor formagao dssea durante todos os
periodos analisados. BTCP e HA de microparticulas demonstraram maior
volume de osso neoformado do que a HA particulada na terceira e sexta
semanas.

Em um estudo realizado por Boeck et al.,, em 1999, foram sacrificados
aos 4, 7, 15, 24 e 60 dias apds a exodontia e preenchimento dos alvéolos com
HA. As analises histoldégicas mostraram que o atraso na cicatrizagdo ocorreu
qguando os alvéolos foram preenchidos com hidroxiapatita. O material se mostrou
compativel, foi parcialmente reabsorvido, embora aos 60 dias ainda houvesse
presenca de pequenas particulas de HA isoladas do tecido ésseo.

Um substituto 6sseo injetavel (IBS) de fosfato de calcio bifasico (60% de
HA e 40% de BTCP, com granulos de 80 a 200 um) foi desenvolvido por Daculsi
et al., em 1999, o qual implantaram em sitios 6dsseos e ndo 6sseos, por um
periodo de 1 a 78 semanas, em varias espécies animais (coelhos, ratos, porcos,
caes e ovelhas). Observaram que nos sitios ésseos, apos 1 e 20 semanas de
implantagdo, uma diminuigdo na area de superficie do biomaterial foi observada,

em conjunto com a organizagdo de uma matriz de osso imaturo ao redor das
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particulas maiores. Em coelhos, apos 12 semanas de implantacédo, a area de
superficie total ocupada por novo osso formado e pelos granulos de HABTCP
residuais foi de 79%. A mesma cinética de reabsor¢ao e formagao 6ssea foi
observada nos outros experimentos animais. Nos sitios de implantacdo nao
0sseos (subcutaneos e intramusculares), os resultados mostraram auséncia de
reacao de corpo estranho e de formagédo éssea ectopica. Concluiram que a
eficiéncia do HABTCP estaria relacionada a sua capacidade de dissolugéo
parcial, a longa estabilidade da HA e a bioatividade aumentada pelo BTCP, que
é soluvel.

O processo de regeneracao 6ssea em alvéolos dentais de caes Beagle,
onde foram usados dois materiais de enxerto: BTCP e uma combinagao do
mesmo com plasma rico em plaquetas (PRP) foi investigado por Suba et al.,em
2004. O periodo de observacao foi de 6, 12 e 24 semanas. Verificaram que os
resultados histomorfométricos mostraram regeneragao 6ssea mais intensa na
fase inicial de cicatrizagdo no grupo com aplicagao tépica de PRP, o qual ainda
apresentava alguma vantagem em termos de regeneragdo Ossea sobre o
controle, em 12 semanas. Apos 24 semanas, ndo houve diferengas significantes
entre os grupos.

O efeito de uma ceramica HABTCP sobre a resposta 6ssea, em defeitos
produzidos na calvaria de ratos, por periodos de trés e seis meses foi examinado
por Develioglu et al., em 2006. O material usado foi o Ceraform®, uma ceramica
composta por 65% de HA e 35% de TCP, cuja granulagao varia de 900 a 1200
Mm e o didmetro dos poros de 100 a 300 pm. A analise histolégica revelou
presenga de tecido conjuntivo fibroso e células gigantes semelhantes a
osteoclastos envolvendo as particulas do biomaterial. Em relagéo a regeneragao
0ssea, nao houve diferenca significativa entre defeitos preenchidos por coagulo
sanguineo e pelo biomaterial em nenhum periodo de observacdo. Apesar da
biocompatibilidade, os resultados ndao mostraram atividade osteocondutiva para

o material testado e a velocidade de reabsorg¢ao das particulas foi muito lenta.

Em uma outra investigacdo realizada por Jensen et al., em 2007, em
mandibulas de mini-porcos foi avaliado histolégica e histomorfometricamente,
num periodo de 2, 4, 8 e 24 semanas, os efeitos de uma ceramica HABTCP com
60% de HA e 40% de BTCP, comparando-a ao osso autégeno, a HA e ao BTCP
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puros. Os defeitos criados foram cobertos por membranas de politetrafluoretileno
expandido, ePTFE. Verificaram que todos os defeitos cicatrizaram com
quantidades iguais de osso lamelar, mas a taxa de formacédo Ossea foi
desacelerada nas fases iniciais da cicatrizagcdo nos defeitos enxertados com as
ceramicas de fosfato de calcio, quando comparados ao osso autdgeno. A taxa
de nova formacao 6ssea foi diretamente proporcional ao conteudo de TCP nos
trés materiais. Portanto, concluiram que HA e HA/BTCP mostraram padrdes de
reabsorgéo similares, enquanto o BTCP demonstrou degradagao e substituicdo
mais rapidas por osso neoformado.

Com o objetivo de avaliar o potencial osteocondutivo de alguns
biomateriais, Fariia et al., em 2008, implantaram duas ceramicas HABTCP, com
propor¢des de HA/BTCP variadas (HABTCP1: 85% HA e 15% BTCP e
HABTCP2: 15% HA e 85% BTCP), em leitos criados em mandibulas de caes
Beagle, 3 meses apds exodontia dos pré-molares. Os animais foram sacrificados
apos 4, 12 e 26 semanas e as analises histomorfométricas mostraram que mais
osso foi formado em um periodo menor no HABTCPZ2, sugerindo-se que este
material possuiu maior potencial osteocondutivo. Concluiram que a variagao dos
componentes da ceramica HABTCP pode melhorar o potencial osteocondutivo
do material.

Hiriota et al., em 2009, sugeriram que BTCP foi o melhor arcabouco para
regeneracado 6ssea e sua absorgdo precoce foi reduzida quando usado em
combinagdo com um material osteogénico.

Nos estudos de Blaguer et al., em 2010, foi demonstrado que o coagulo
associado com microparticulas de HABTCP seria um biomaterial moldavel e
osteoindutor que poderia ser utilizado para preenchimento de defeitos 6sseos na

cirurgia ortopédica e odontoldgica.
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PROPOSICAO

3. PROPOSICAO
O objetivo deste estudo foi analisar a viabilidade celular dos

mononucleares humanos em contato com as bioceramicas in vitro.
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MATERIAIS E METODOS

4. MATERIAIS E METODOS
Bioceramicas
Nesse estudo foram utilizadas trés tipos de bioceramicas com padrao

similar de granulacdo, 350-500 um, produzidas e comercializadas pela empresa
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IFGL Bio Ceramics LTD (Kolkata, India). Foram avaliadas hidroxiapatita sintética
- BioGraft® HA - (HA), beta tricalcio fosfato sintético - BioGraft® TCP - (BTCP)
,€ uma associa¢ao de ambos os materiais composta por 60% hidroxiapatita
sintética e 40% beta tricalcio fosfato sintético - BioGraft® HT - (HABTCP).

O efeito citotoxico dos materiais foi avaliado de duas formas diferentes:
contato direto entre células e o material, e por diluigdo seriada. Para analise por
diluicdo, pocgos de poliestireno com didametro de 12 mm, correspondente a placa
de 24 pocos, foram preenchidos com os trés biomateriais. Buscando padronizar
a quantidade depositada em cada pogo, o material foi previamente pesado, com
peso médio variando em fungao do tipo de material, 0.03123g de HA; 0.0371g
de BTCP e 0.06123g de HABTCP. Em seguida foi depositado 1 ml do meio a
10% - 10 ml de soro fetal bovino inativado (Gibco, Grand Island, NY, USA), 90m|
de Dubelcos Modificado (DMEM, 4500g glucose/l, sodium bicarbonate,
pyridoxine hydrochloride; Sigma, USA) e 1 ml de penicilina (10.000 pg/ml, Hy
Clone Laboratories, South Longan, Utah). As amostras foram transferidas para
incubadora de CO, humidificada e deixadas na estufa a 37°C por 24h. O
sobrenadante proveniente da incubacdo por 24 horas foi utilizados para
tratamento das células, sendo preconizadas diluicbes deste sobrenadante de 1
(100 ul de sobrenadante de 24h), 1:1(50 ul de sobrenadante e 50 ul meio), 1:5
(20 pl de sobrenadante e 80 pl meio ) e 1:10 (10 ul de sobrenadante e 90 ul
meio).

Para analise por contato, estabeleceu-se o peso médio de 0.00583g (HA);
0.005573¢g (BTCP); 0.0049g (HABTCP) como o necessario para recobrimento
do fundo do pogo em placa de 96 pocgos. O material foi depositado sob condigbes
estéreis, tampado e armazenado em luz ultravioleta até o plaqueamento celular.
Esta placa foi utilizada para colocar células mononucleares em contato direto
com as biceramicas. Aproveitando para fazer controle positivo (controle +),
colocando apenas o meio descrito acima; e o controle negativo (controle -),

utilizando-se fenol a 2%.

Cultura primaria de células mononucleares obtidas de sangue
periférico
Foram utilizadas células mononucleares obtidas a partir de sangue

periférico, de quatro mulheres adultas e saudaveis, mediante termo de
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consentimento previamente assinado e autorizagdo do comité de ética em
pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade Federal de Uberlandia
(protocolo- 124/11).

Foram colhidos 30ml de sangue periférico de cada individuo , em tubos
heparinizados (10 a 15 u/ml). Para obtengdo das células mononucleares o
sangue foi distribuido em tubos contendo Histopaque 1077 na densidade 1.0767
(Sigma Chemical Co, USA) e centrifugado a 200 g por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos a centrifugacao, a nuvem celular contendo os mononucleares foi
coletada e centrifugada a 1000g por 10 minutos a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi descartado, e o sedimento celular ressuspendido em 3 ml de
DMEM (Gibco-Life Technologies, Grandlsland, NY), e a viabilidade celular
determinada por contagem em camara hemocitométrica. A suspensao celular
foi distribuida sobre os materiais (teste de contato) ou diretamente nos pogos de
cultura (teste de diluigdo). Em cada pogo foi depositado 5x10° células/pogo, com
volume de 100 microlitros por pogo e incubadas em estufa umidificada a 37°C,
contendo ar a 5% de CO,, por 24 horas. Decorrido este periodo, os
sobrenadantes foram colhidos e armazenados a -70C°até utilizagdo. O meio foi
substituido e acrescido de MTT para realizagao dos ensaios de viabilidade.

Determinacgao da viabilidade celular

Depois de completado o periodo de 24h, foi realizado o ensaio de
viabilidade utilizando o método colorimétrico MTT Formazan (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma, USA). De
cada poco, foram removidos 100 ul de meio, adicionados 450 ul de meio novoe
50ul de substrato MTT na concentragédo de 5mg/ml. Em seguida as placas foram
transferidas para a estufa de CO, onde permaneceram incubadas a 37°C por 4
horas tomando-se o cuidado de protegé-las da luminosidade. Apés este periodo
foi feita a dissolugdo dos cristais utilizando 100 pl de SDS (Dimetil Sulféxido,
Labsynth produtos para laboratério Ltda, Diadema, SP). As placas foram lidas
em 570 nm (Asys UVM 340, Biochrom Ltd, Cambrige, UK).

Analise Estatistica

Para analise estatistica, foi aplicado teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis para analises multiplas (a = 0,05).
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RESULTADOS

5. RESULTADOS

A influéncia das bioceramicas na viabilidade celular foi avaliada usando
um ensaio colorimétrico baseado na atividade mitocondrial — MTT, e expressa
como niveis de absorbancia. Em 24 horas, ndo foram detectadas diferencas
significativas nos niveis de absorbancia das células mononucleares cultivadas
em contato com os trés materiais em analise (p>0,05 — Fig. 1). Nos testes de

diluicdo também n&o foram encontradas diferengas significativas quando os
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materiais foram comparados uns com os outros (Fig. 2) ou mesmo entre si nas
diferentes diluigdes (Tabela1). Nenhum dos materiais mostrou-se

significativamente diferente do controle positivo.

Tabela 1 - Resultado estatistico dos materiais e diferentes diluicbes

Biomateriais Valor de p
HA 0.7157
BTCP 0.4769
HABTCP 0.4720
Bioceramicas 0.5109
puras (1)
Diluigdes 1:1 0.8401
1:5 0.4044
1:10 0.9086

Fig. 1- Niveis de absorbancia das células mononucleares cultivadas nas

diferentes bioceramicas em 24 horas
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DISCUSSAO

6. DISCUSSAO
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Células mononucleares de sangue periférico humano s&o
imunocompetentes, ficam em estreito contato com o enxerto 6sseo in situ,
mediando reacdes imune local e sistémica. Sdo0 uma mistura de linfécitos Be T,
células natural killer e mondcitos. Muitas culturas de células que nao séo
expostas aos implantes 0sseos in situ ou ndo sao de origem humana sao
utilizadas para testar biomateriais como enxerto 6sseo (Johnson et al., 1983;
1985). Aléem do apoio ético, sistemas in vitro sdo sensiveis e capazes de
discriminar um material de outro em termos de seu potencial para causar danos
as células e as suas fungdes (Pizzoferrato et al., 1994).

Biocompatibilidade € o tema central para aplicagbes de biomateriais em
seres humanos. Este termo significa ndo somente auséncia de um efeito
citotéxico, mas também efeitos positivos no sentido de promoc¢ao da diversidade
biolégica ou biofuncionalidade (Kirkpatrick CJ et al.,1998), podendo
comprometer o resultado do procedimento cirurgico, o processo de cicatrizagao
e a incorporagao do o0sso substituindo o biomaterial.

No presente estudo in vitro, foi analisada a interacdo de células
mononucleares do sangue periférico humano, principalmente
mondcitos/macrofagos, com trés tipos de bioceramicas. Estudos relacionando
HA, BTCP e HABTCP com a viabilidade celular tém sido pouco explorado
justificando assim o atual estudo.

Foram desenvolvidos alguns trabalhos para analisar relagdo dos
macrofagos com as bioceramicas. Entre eles, foi mostrado que o HABTCP
quando em contato com macrofagos humanos in vitro, esses apresentam uma
maior concentracdo de calcio intracelular quando comparados com células que
ndo se ligaram ao biomaterial. As que se ligaram, liberam fosfato de célcio no
meio criando uma zona de transi¢cao que permite a adesao de mais macréfagos
(Silva et al., 2003).

Em um trabalho in vitro foi estudado a viabilidade e resposta proliferativa
de células mononucleares de doadores saudaveis na presenca de trés
biomateriais, sendo dois aloplasticos (derivados de hidroxiapatita e fosfato de
calcio) e um xendgeno (bovino) por meio de teste imunolégico. Mostrando que
ndo induzem a proliferacao de leucécitos humanos (Wanschitz et al., 2005).

Foi investigado os efeitos da HA e BTCP em células monucleares de

sangue periférico humano in vitro. A producéo de citocinas pré-inflamatdérias e
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citocinas ligados ao osteoclasto e a diferenciagdo celular dendritica foi
determinada por ELISA. Depois de 6 e 18 h de incubagdo HA e BTCP causou
uma indugao muito semelhante de citocinas pré-inflamatérias. Em forte contraste
com HA, BTCP causou menos indugdo de promover células dendriticas e da
osteoclastogénese, posteriormente menor indugéo de inflamagéo e reabsorgéo
o0ssea. Concluindo que a aplicagdo de ceramica como biomateriais pode ser
usada como substitutos ésseos, estando de acordo com os estudos de Lange
et al. (2009). O mesmo autor e colaboradoes, em 2011, verificou o potencial
efeito citotdxico de diferentes tamanhos de particulas de BTCP (1, 3,13, 32 e 40
MmM) em contato com células mononucleares humanas. Sugerindo que particulas
menores causaram menor efeito citotdxico.

Nosso estudo também esta de acordo com aqueles feito in vivo. O efeito
de uma ceramica BCP sobre a resposta Ossea, em defeitos produzidos na
calvaria de ratos, por periodos de trés e seis meses foi examinado por Develioglu
et al., em 2006. Mostrando ser um material biocompativel. Zerbo et al. (2001)
demonstraram que o uso de granulos de fosfato tricalcio permitiu a formacao de
novo tecido ésseo em defeitos alveolares. Sugerindo que o fosfato tricalcio tenha
tido agao osteoindutora, isto €, guiando células osteogénicas a partir do tecido
0sso pré existente.

De acordo com a neoformacdo Ossea, percebe-se que o BTCP é
reabsorvivel, mas sua reabsorgao é reduzida quando associado com material
osteogénico (Hirota et al., 2009). Os materiais a base de hidroxiapatita porosa e
Nao porosa Sao pouco ou nao reabsorviveis, ao contrario do BTCP que € mais
soluvel, sendo biodegradado ou bioreabsorvido mais prontamente, embora de
maneira imprevisivel, podendo assim n&o oferecer um arcabouco adequado para
o crescimento 6sseo (Wang et al., 2005). Nos estudos de Blaguer et al., em 2010,
foi demonstrado que o coagulo associado com microparticulas de HABTCP seria
um biomaterial moldavel e osteoindutor que poderia ser utilizado para

preenchimento de defeitos dsseos na cirurgia ortopédica e odontoldgica.
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CONCLUSAO

7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, péde-se concluir que:
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e Os biomateriais avaliados nao interferiram na viabilidade celular

em um periodo de 24h.
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