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A necessidade de inovacbes na area de regeneracdo Ossea cresce
continuamente devido ao aumento da expectativa de vida, com consequente aumento
da taxa de doencas cronicas. Neste contexto, a implantacdo de substitutos 6sseos
como as bioceramicas de fosfato de célcio, vem avangando a cada dia. Os objetivos
deste trabalho foram: avaliar o comportamento in vitro de células osteoprogenitoras
STRO+1A cultivadas sobre as pastilhas de fosfato tricalcico (B-TCP) com e sem
magneésio (B-TCMP; Mg/Ca = 0,15) em meio estatico e dindmico (vazdo 0,3mL/min),
assim como a resposta de macréfagos humanos ap6s o contato com o extrato dos
granulos dos materiais (1S010993-12: 2007). O B-TCMP e B-TCP foram obtidos
através da sinterizacdo de uma apatita calcio-deficiente parcialmente substituida por
magnésio, e do TCP comercial (Merck), respectivamente. Os difratogramas e 0s
espectros de infravermelho confirmaram a presenca do 3-TCP ou B-TCMP como Unica
fase. A espectrometria de plasma indicou razdo Mg/Ca de 0,14. Células STRO+1A
foram inoculadas (5x10° células/amostra) e cultivadas em 37°C/5% CO, por até 21
dias, onde avaliou-se a proliferacdo e diferenciacdo celular. Nao foi observada
diferenca na densidade celular entre as amostras apos 21 dias de cultura, tanto sob
condicdo estatica quanto dinamica, porém, parece que o ambiente dinamico acelerou
a diferenciacdo osteoblastica. O B-TCMP, de modo geral, ndo modificou a resposta de
macroéfagos ativados (perfil de citocinas), ou nao, por lipopolissacarideo bacteriano,
cultivados por até 72 horas com o extrato dos biomateriais, quando comparado ao [3-
TCP. A partir dos resultados obtidos, ambos os materiais parecem ser promissores

para terapia de perdas 0sseas.
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Research on bone tissue regeneration is constantly expanding due to the
improvement of life expectancy with a consequent increase in the rate of chronic
diseases. The aim of this work was to evaluate the in vitro behavior of STRO+1A
osteoprogenitor cells cultured onto dense tablets of tricalcium phosphate doped (j3-
TCMP, Mg/Ca = 0.15) or not (B-TCP) with magnesium under static and dynamic (flow
rate of 0.3 mL/min), as well as the response of human macrophages after contact with
the granules extracts of the materials (1ISO10993-12: 2007). The B-TCMP and B-TCP
tablets were obtained by sintering a calcium-deficient apatite doped with magnesium
and commercial TCP (Merck), respectively. The diffractograms and infrared spectra
confirmed the presence of B-TCP and B-TCMP with a Mg/Ca ratio of 0.14 (plasma
spectrometry). A cell density of 5x10° was inoculated onto the tablets and then
STRO+1A were cultured at 37°C/5% CO, for up to 21 days, in which the proliferation
and differentiation rate were assessed. There was no difference in cell density between
the materials after 21 days of culture, neither under static nor dynamic conditions;
however, it seems that the dynamic environment accelerated osteoblast differentiation.
In a general way, B-TCMP did not change the response of macrophages (cytokine
profile), activated or not, by bacterial lipopolysaccharide, cultured for up to 72 hours
with the extracts of biomaterials, when compared to 3-TCP. Based on these results,

both materials appear to be adequate for bone loss therapy.
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En raison de 'augmentation de I'espérance de vie, le hombre de personnes
agées et par conséquent le taux de maladies chroniques augmente de plus en plus
nécessitant le développement de nouveaux biomatériaux permettant la réparation
osseuse. Le but de cette étude était d'évaluer le comportement in vitro de cellules
ostéoprogénitrices STRO+1A cultivées sur des pastilles de phosphate tricalcique
dopées (B-TCMP, Mg/Ca = 0,15) ou non (B-TCP) avec du magnésium dans un
environnement statique et dynamique (débit de 0,3 mL/min), ainsi que la réponse de
macrophages humains aprés contact avec des extraits des matériaux (ISO10993-12:
2007). Les pastilles de B-TCMP et B-TCP ont été obtenues par frittage respectivement
d’une apatite calcium déficiente en calcium dopée au magnésium et de TCP (Merck).
Les diffractogrammes et les spectres infrarouge ont confirmé la production de B-TCP et
de B-TCMP, ratio Mg/Ca = 0,14 (spectrométrie par émission plasma). Des cellules
osteoprogénitrices STRO+1A ont été cultivées sur des pastilles pendant 21 jours et
leur comportement de prolifération et de différenciation cellulaire ont été vérifiés.
Aucune différence entre les deux pastilles n'a été observée concernant le nombre de
cellules aprés 21 jours de culture, ni sous condition statique ni dynamique. Cependant,
il semble que l'environnement dynamique accélére la différenciation ostéoblastique.
D'une facon générale, le B-TCMP n'a pas modifié la réponse des macrophages (le
profil des cytokines) activés ou non par du lipopolysaccharide bactérien, cultivés
pendant 72 heures avec des extraits de biomatériaux, par rapport au 3-TCP. D’aprés
ces résultats, les deux biomatériaux semblent étre prometteurs pour le traitement des

pertes osseuses.
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CHAPITRE | (a)

INTRODUCTION

Les biocéramiques phosphocalciques (biomatériaux synthétiques) sont de plus
en plus utilisées pour remplacer les os: leur composition qui ressemble a la partie
minérale de l'os permet le développement d’un nouveau tissu osseux. Les plus
utilisées sont I'nydroxyapatite (HA) et le phosphate tricalcique- (B-TCP). Bien que I'HA
soit biocompatible, elle est trés peu résorbable, ne permettant pas un remplacement

efficace par de I'os néoformé (BARRERE, VAN BLITTERSWIJK e DE GROOT, 2006).

La bioingénierie tissulaire est un domaine interdisciplinaire qui étudie la
combinaison de cellules, de substances biochimiques et de matériaux afin d'améliorer,
de restaurer ou de maintenir l'intégrité des tissus et des organes. En ce qui concerne
les propriétés chimiques des biocéramiques, des modifications dans la structure
peuvent étre obtenues par de nouvelles synthéses de phosphates de calcium dopés
avec différents ions (DOROZHKIN, 2007). Le magnésium (Mg) est un cation qui
suscite un intérét particulier car sa déficience dans l'organisme affecte toutes les
étapes du métabolisme osseux (LANDI, LOGROSCINO, et al.,, 2008). Pour cette

raison, du B-TCP dopé avec du magnésium a été étudié en tant que greffe osseuse.

L'un des mécanismes responsables de la bioactivité des biocéramiques
consiste en la dissolution des ions calcium et phosphate, contribuant ainsi a
'accumulation de ces ions entre I'os et I'implant, qui favorise ensuite une apposition
osseuse plus rapide sur la surface de l'implant. Le fait que la substitution partielle du
calcium par le magnésium dans la structure du TCP augmente significativement le taux

de dissolution est un facteur majeur pour comprendre son mécanisme d'action, ainsi



que l'évaluation de I'effet de I'ion magnésium sur le métabolisme des cellules osseuses

(GUTH, CAMPION, et al., 2011).

Au niveau cellulaire, I'équilibre entre la formation et la résorption osseuse
implique la régulation coordonnée et linteraction de deux types de cellules, les
ostéoblastes qui forment los et les ostéoclastes qui résorbent I'os
(THIRUNAVUKKARASU, HALLADAY, et al., 2000). Dans ce contexte, des recherches
récentes montrent que les bioréacteurs (culture cellulaire en régime dynamique) sont
essentiels dans le domaine de la bioingénierie, non seulement car ils offrent un
environnement in vitro plus proche des conditions du vivant, avec un flux constant de
milieu de culture, mais surtout car ils permettent des études systématiques de la
réponse cellulaire a différents signaux mécaniques et biochimiques (CHEN e HU,

2006).

L'implantation du biomatériau dans l'organisme provoque un traumatisme
tissulaire et ensuite une inflammation, liée a la réaction de cicatrisation. De
nombreuses cytokines, cruciales pour l'intégration osseuse du matériau, coordonnent
la réaction de l'organisme (KIRKPATRICK, KRUMP-KONVALINKOVA, et al., 2002). La
résolution de la réponse inflammatoire et la progression de la cicatrisation coincident
avec la différenciation des monocytes en macrophages adhérents sur le biomatériau,
qui peuvent ensuite fusionner et former des cellules géantes. C’est pour ces raisons
que les cytokines responsables du recrutement et de I'activité des macrophages et des
cellules géantes adhérentes aux biomatériaux sont largement étudiés actuellement

(BRODBECK, NAKAYAMA, et al., 2002).

Cette thése propose [I'évaluation du comportement in vitro de cellules
ostéoprogénitrices cultivées dans un environnement statique et dynamique sur des
pastilles de B-TCP dopées ou non avec du Mg (B-TCMP ; raison Mg/Ca = 0,15). De
plus, une étude biomimétique a été réalisée afin de comprendre la cinétique de

dissolution des biocéramiques quand elles sont immergées dans le milieu de culture



cellulaire. L'interaction de ces biomatériaux avec des macrophages humains in vitro a
aussi été analysée, par la détection et la quantification des cytokines qui interviennent
dans l'inflammation. L'influence topographique a été exclue car la rugosité superficielle
déterminée grace a la microscopie a force atomique n’est pas différente entre les
pastilles, permettant d'évaluer seulement l'influence chimique sur les réponses

biologiques.



CAPITULO |

INTRODUCAO

A implantacéo de substitutos 6sseos como as bioceramicas de fosfato de calcio
vem aumentando progressivamente em subsitituicdo aos auto ou aloenxertos. Estas
apresentam varias vantagens: previnem tempos cirurgicos adicionais, visto que s&o
sintéticas (auto-enxertos necessitam de dois tempos cirdrgicos — um para sua retirada
e outro para implantacdo de enxerto) e transferéncia de doencas e reacles
imunolégicas, jA que ndo sao provenientes de outras pessoas (LEGEROS, 2002).
Bioceramicas de fosfato de calcio possuem uma caracteristica impar em sua utilizacdo
como substitutos Osseos quando comparadas com outros biomateriais: sua
composi¢cdo semelhante a parte mineral do osso (hidroxiapatita) promove um
arcabouco adequado para o processo de formacdo éssea. As mais utilizadas sédo a
hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcico na fase beta (B-TCP). Apesar de ser altamente
biocompativel a HA é pouco reabsorvivel, ndo permitindo uma substituicdo efetiva por
tecido 6sseo neoformado. A grande vantagem do B-TCP é ser mais soluvel que a HA,
sendo mais rapidamente reabsorvido no organismo (BARRERE, VAN BLITTERSWIJK
e DE GROOT, 2006). Um dos principais objetivos na area de bioengenharia é a
sintese de um material que seja reabsorvido na medida em que o novo tecido é

formado.

A bioengenharia € uma érea interdisciplinar que estuda a combinacdo de
células, materiais e substancias bioquimicas em varias formas para melhorar,
restaurar ou manter a integridade de tecidos e até mesmo 6Orgdos. No caso de
enxertos 0sseos, 0 objetivo principal é desenvolver arcaboucos sintéticos porosos
constituidos basicamente de ceramicas de fosfatos de calcio. Por isto, atualmente, as
pesquisas estao direcionadas para diferentes modificacdes nos fosfatos de célcio. Em
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relacdo as suas propriedades quimicas, as modificacdes incluem novas sinteses de
fosfatos de calcio substituidos parcialmente por vérios ions (DOROZHKIN, 2007). O
magnésio € um cation que desperta especial interesse, pois sua deficiéncia afeta
todas as etapas do metabolismo ésseo (LANDI, LOGROSCINO, et al., 2008). Por

conseguinte, o B-TCP, e mesmo outros fosfatos, biovidros, ligas metalicas, contendo

magnésio vem sendo estudado como substituto dsseo.

Tem sido proposto que um dos mecanismos subjacentes responsaveis pela
bioatividade de ceramicas envolve a dissolucdo dos fosfatos de célcio, onde a
dissolucdo leva a aumentos na concentragdo destes ions entre 0 0Sso existente e 0
enxerto implantado, favorecendo uma aposi¢cdo 0ssea mais rapida na superficie do
enxerto. A verificagdo de que se a substituicdo de magnésio no TCP aumenta
significativamente a taxa de dissolucdo é um fator importante para entender seu
mecanismo de acdo, em conjunto com a avaliagdo do efeito do ion magnésio sobre o

metabolismo das células 6sseas (GUTH, CAMPION, et al., 2011).

O crescimento, desenvolvimento e manutengéo do tecido 6sseo em mamiferos
€ um processo altamente regulado. O nivel de massa 6ssea é dependente do
equilibrio entre formacéo e reabsorcdo 6ssea. No nivel celular, este equilibrio envolve
a regulacdo coordenada e a interacdo de dois tipos celulares em especial:
osteoblastos, que formam 0sso, e osteoclastos, que reabsorvem o0 0sso. Osteoblastos
controlam as atividades de reabsorcdo Ossea dos osteoclastos e estdo também
diretamente envolvidos na diferenciacdo de osteoclastos. (THIRUNAVUKKARASU,

HALLADAY, et al., 2000).

Neste contexto, pesquisas recentes mostram que bioreatores (cultura de
células em meio dindmico) s@o essenciais na area da bioengenharia, porque fornecem
um ambiente in vitro mais proximo as condic¢des in vivo, com fluxo constante de meio

de cultura, controle da temperatura e pH. Além disso, permitem a realizacdo de



estudos sistematicos da resposta celular a varios sinais mecanicos e bioquimicos

(CHEN e HU, 2006).

A implantacdo de um biomaterial envolve trauma tecidual, que induz uma
resposta inflamatodria conjugada a reacdo de reparo tecidual, composta de varias
etapas: angiogénese, ativacdo de fibroblastos e remodelacdo da matriz. InUmeras
citocinas inflamatdrias estdo envolvidas nesta rea¢do do organismo, que S&o cruciais
para a biointegracdo do material com o0 o0sso (KIRKPATRICK, KRUMP-
KONVALINKOVA, et al., 2002). A resolucdo da resposta inflamatéria e a progressao
da cicatrizacao da ferida coincidem com a diferenciacdo de mondcitos em macroéfagos,
que podem se fundir e formar células gigantes de corpo estranho. As células gigantes
sdo responsaveis por danos e degradacao prematura do implante através de sua
capacidade fagocitica e secrecdo de enzimas. Portanto, as citocinas envolvidas na
modulacéo da presenca e atividade de macrofagos e células gigantes aderentes ao
biomaterial e sua resposta como um todo a superficie do material estdo sendo

amplamente pesquisadas (BRODBECK, NAKAYAMA, et al., 2002).

O presente trabalho tem como objetivo a avaliacéo in vitro do comportamento
de células osteoprogenitoras sob condi¢gbes estatica e dindmica em pastilhas de -
TCP e B-TCP parcialmente substituido por Mg (razdo Mg/Ca = 0,15). Um estudo
biomimético foi realizado visando compreender a cinética de dissolugcédo das ceramicas
quando imersas em meio de cultura celular. A interacdo destes materiais com
macréfagos humanos in vitro também foi analisada, através da deteccdo e
guantificacdo de citocinas mediadoras do processo inflamatério. A influéncia
topogréfica foi descartada através da determinacdo da rugosidade superficial das
pastilhas por microscopia de forca atdmica, logo foi possivel avaliar apenas a

influéncia quimica nas respostas bioldgicas.
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En raison de l'amélioration de la qualité de vie et de l'augmentation de
I'espérance de vie, le nombre de personnes agées et par conséquent le taux de
maladies chroniques augmente de plus en plus. Désormais, la recherche dans le
domaine de la régénération osseuse augmente aussi continuellement pour satisfaire
les besoins de la chirurgie ostéoarticulaire et maxillofaciale (HABIBOVIC e DE

GROOT, 2007).

Le phosphate tricalcique (TCP) a été largement étudié comme greffe osseuse,
car il est plus soluble que I'hydroxyapatite (HA), permettant un remplacement
progressif du biomatériau par I'os néoformé (BARRERE, VAN BLITTERSWIJK e DE
GROOT, 2006; DOROZHKIN, 2007). Parmi les substituants cationiques du TCP, le
magnésium (Mg) possede des caractéristiques intéressantes, car il est le quatrieme
cation en termes d’abondance dans le corps et le second dans le milieu intracellulaire.
Par ailleurs, environ 50-60% du magnésium se trouvent dans les os, et la carence en
magnésium dans l'alimentation a déja été considérée comme un facteur de risque pour
l'ostéoporose. De plus, le magnésium joue un réle important dans l'activité des cellules
osseuses (BIGI, COJAZZI, et al., 1997; WOLF e CITTADINI, 2003; RUDE e GRUBER,

2004; LANDI, LOGROSCINO, et al., 2008).

En effet, 'échange ionique, c’est a dire, la dissolution des ions calcium et
phosphate est également responsable de la bioactivité de phosphates de calcium,
puisque l'augmentation du niveau de ces ions dans I'espace os-greffe peut favoriser
I'apposition osseuse par les ostéoblastes qui utilisent ces ions pour fabriquer le tissu

osseux (GUTH, CAMPION, et al., 2011).



L’association des biomatériaux a des cellules souches mésenchymateuses de
la moelle osseuse (par exemple les cellules STRO+1A) contribue au développement
d’'innovations en bioingénierie osseuse, grace a leur capacité de se différencier en de
nombreuses cellules spécialisées, comme des ostéoblastes (OYAJOBI, LOMRI, et al.,
1999; AHDJOUDJ, LASMOLES, et al., 2001). D’autre part, le développement de
bioréacteurs a perfusion, qui permettent la circulation en continu du milieu de culture,
apparait désormais indispensable a la culture des cellules sur les biomatériaux
supports pour la fabrication de substituts osseux cellularisés. De plus, la contrainte de
cisaillement induite par la dynamique des fluides (ex. milieu de culture cellulaire) dans
les bioréacteurs joue aussi un réle trés important dans la stimulation cellulaire par
I'activation de signaux mécanotransducteurs dans les ostéoblastes (PLUNKETT e

O'BRIEN, 2011).

D’autre part, linteraction entre les cellules immunitaires et la surface d'un
matériau, appelée réaction a corps étranger, ou la cellule la plus importante est le
macrophage, détermine ou au moins influence fortement le succés ou I'échec d’'un
matériau implanté. Considérant que I'expression des cytokines par des macrophages
est plus élevée lorsque la biocompatibilité des biomatériaux est réduite, les études des
cytokines produites en présence des biomatériaux deviennent de plus en plus

nécessaires (HUMMEL, CZERLINSKI, et al., 1994).

Il apparait donc essentiel d’élaborer de nouveaux matériaux possédant des
capacités de reconstruction du tissu osseux. D’aprés les informations déja
mentionnées, I'étude du comportement des cellules ostéoprogénitrices ainsi que des
macrophages humains sur des pastilles de phosphate tricalcique dopées ou non avec

du magnésium est donc pertinente dans le domaine de la bioingénierie.



CAPITULO Il

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 — BIOCERAMICAS DE FOSFATO DE CALCIO

A necessidade de inovacbes na area de regeneracdo Ossea cresce
continuamente devido a melhoria na qualidade de vida com aumento da expectativa
de vida. Uma das consequéncias desse fenbmeno é o aumento de lesbes e doencas
0sseas em pessoas mais idosas, que apresentam uma capacidade de regeneragdo
Ossea diminuida. Defeitos em tecidos orais e cranio-faciais, resultantes de trauma,
tumores ou infec¢des sédo um desafio clinico e sua restauracdo depende de esforgos
conjuntos da ciéncia e bioengenharia (HABIBOVIC e DE GROOT, 2007; DOROZHKIN,

2010).

O o0sso € um 0Orgdo importante que apresenta como func¢des a sustentacdo do
corpo, protecdo de 6rgaos internos e também atua como local de armazenamento e
fonte de ions, principalmente célcio e fosfato. A capacidade de regeneracgéo do tecido
0sseo humano perdido ou danificado é limitada. Quando a perda 6ssea € muito
extensa, um enxerto torna-se necessario. Auto-enxertos sado substitutos 06sseos
obtidos de local diferente da area da lesdo, mas do mesmo individuo, aumentando a
morbidade e com grande possibilidade de mais de um tempo cirdrgico. Aloenxertos
sao substitutos 6sseos obtidos de outro individuo da mesma espécie, com importantes
guestdes referentes a infec¢bes devido a contaminacdes do enxerto com virus e/ou
bactérias e imunogenicidade. Neste contexto, um especial destaque tem-se atribuido
aos biomateriais sintéticos para a reconstrucdo de tecidos 06sseos danificados,

apresentando reduzida contaminacdo patogénica e quantidade disponivel ilimitada



(DEN BOER, WIPPERMANN, et al, 2003; KAMINTAKAHARA, OHTSUKI e

MIYAZAKI, 2008).

O tecido 6sseo é altamente mineralizado, composto por uma matriz organica
reforcada por depdsitos de cristais de fosfatos de célcio, ou seja, um compdsito
natural. Seus principais constituintes séo: minerais de fosfatos de calcio, como
hidroxiapatita (50-60%), coldgeno (30-40%) e &agua (até 10%). A matriz organica
calcificada envolve as células 6sseas que participam do metabolismo ésseo, como as
células osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (BARRERE, VAN

BLITTERSWIJK e DE GROOT, 2006; DOROZHKIN, 2007).

Baseando-se nas caracteristicas e composi¢cdo do tecido 0sseo, varios
biomateriais sdo continuamente desenvolvidos para sua utilizagdo no processo de
regeneracdo 0Ossea. Biomateriais sdo materiais sintéticos ou naturais utilizados na
substituicdo de partes do organismo ou para funcionamento em contato direto com
tecido vivo. As ceramicas de fosfato de célcio sdo amplamente utilizadas como
substitutos 6sseos em virtude de sua similaridade com a fase mineral do 0sso e por
serem bioativas (se ligando quimicamente ao 0sso). As bioceramicas mais utilizadas
sdo a hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcico (TCP) (VALLET-REGI e GONZALEZ-
CALBET, 2004; KAMINTAKAHARA, OHTSUKI e MIYAZAKI, 2008; DOROZHKIN,

2010).

De modo geral, um biomaterial para enxerto 6sseo deve apresentar uma
taxa de biodegradacdo comparavel a taxa de formacao de tecido 6sseo, ou seja, entre
alguns meses e cerca de 2 anos. A HA exibe solubilidade e cinética de reabsorgcéo
mais lentas quando comparada ao TCP: enquanto a HA permanece em defeitos
0sseos muitos anos apés o implante, o TCP é reabsorvido em cerca de 6 meses a 1
ano, tempo dependente de varios fatores como razdo Ca/P, grau de cristalinidade, etc

(BARRERE, VAN BLITTERSWIJK e DE GROOQOT, 2006; DOROZHKIN, 2007).
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A hidroxiapatita, Caio(PO,)s(OH),, € o fosfato de célcio mais estavel sob
temperatura normal. As apatitas bioldgicas possuem varias substituicdes em sua rede
cristalina, que alteram sua estrutura e geralmente apresentam efeitos criticos nas
propriedades minerais, como solubilidade, dureza, deformacao, estabilidade térmica
entre outros. Dentre os ions substituintes relatados na literatura estdo: F, ClI, Na*, K7,
Fe*?, Zn*?, Sr*?, Mg*?, CO3;2. Por apresentar uma estrutura cristalina, dependendo do
ion substituinte, existem limites quanto a quantidade que determinado ion pode ser
incorporado (WOPENKA e PASTERIS, 2005; DOROZHKIN, 2007; SHADANBAZ e

DIAS, 2012).

O fosfato tricalcico [Cas(POy),] tem sido amplamente estudado por apresentar
uma solubilidade maior que a da HA, possibilitando uma substituicdo gradativa do
biomaterial por tecido 6sseo neoformado. O fosfato tricalcico ndo pode ser obtido por
precipitacdo em meio aquoso, mas sim por calcinagdo de apatitas calcio deficiente,
apresentando duas fases distintas: o-TCP e B-TCP. A fase alfa é obtida apos
tratamento térmico acima de 1125°C e a fase beta acima de 800°C. Apesar de suas
composi¢des quimicas similares, seus perfis cristalograficos diferentes resultam em
padrdes de reabsorcado distintos: B-TCP € menos soluvel em 4gua que o-TCP. Além
disso, a fase beta é estavel a temperatura ambiente. A alta reatividade e,
consequentemente, a alta taxa de dissolucdo do a-TCP in vitro e in vivo limitam sua
aplicagdo no campo biomédico. Por outro lado, a menor taxa de dissolugéo do B-TCP,
juntamente com sua estabilidade quimica e resisténcia mecénica adequadas preenche
0s requisitos dos materiais reabsorviveis de substituicdo 6ssea. O B-TCP puro ndo
ocorre em calcificacdes bioldgicas, somente sua forma parcialmente substituida por
magnésio (Mg) chamada de B-TCMP, de formula quimica (Ca,MQ);(PO,),, €
encontrada em tartaro dentario, calculo renal e salivar, caries dentarias (BARRERE,
VAN BLITTERSWIJK e DE GROOT, 2006; KAMINTAKAHARA, OHTSUKI e

MIYAZAKI, 2008; DOROZHKIN, 2010).

11



Kondo e colaboradores (2005) examinaram cortes histolégicos de coéndilos
femorais de ratos implantados com B-TCP. Observou-se neoformagédo 6ssea apos 7
dias, com substituicdo da regido do implante por medula éssea decorridos 28 dias.
Células multinucleadas que aderiram ao -TCP em todas as fases assemelhavam-se a
osteoclastos que continuamente reabsorviam o biomaterial (KONDO, OGOSE, et al.,
2005). Em conjunto com os resultados de outro estudo in vivo descrito por Shiratori e
colaboradores (2005), conclui-se que B-TCP é um material osteocondutor visto que
tanto a reabsor¢cdo do material quanto a formacdo Ossea foram iniciadas em fase

precoce apos a implantagcdo (SHIRATORI, MATSUZAKA, et al., 2005).

Dentre os substituintes catiénicos dos fosfatos de célcio, o0 magnésio merece
destaque especial, por ser um dos mais importantes ions bivalentes associados ao
tecido biolégico. Magnésio é o quarto cation mais abundante no corpo e o segundo
mais prevalente no meio intracelular. Em termos fisiolégicos, é essencial em muitas
reacbes enzimaticas. Aproximadamente 50-60% do magnésio localiza-se nos 0ssos,
incorporado nos cristais de HA e a deficiéncia de magnésio na dieta ja foi implicada
como fator de risco para osteoporose. Quanto as substituices catidnicas na apatita, o
ion magnésio € o mais abundante, com aproximadamente 6% mol na cartilagem e
tecido 6sseo durante a fase inicial da osteogénese, com tendéncia de redug&o no 0sso
maduro. Além disso, o magnésio tem um papel importante na atividade das células
6sseas. E mitogénico para osteoblastos e sua deplecéo causa inibicdo do crescimento
celular in vitro devido a resultante reducéo na sintese de DNA, RNA e proteinas (BIGI,
COJAZZI, et al., 1997; WOLF e CITTADINI, 2003; RUDE e GRUBER, 2004; LANDI,

LOGROSCINO, et al., 2008).

Biomateriais contendo magnésio ja foram sintetizados, dentre eles HA e B-TCP
substituidas parcialmente por magnésio. Landi e colaboradores (2008) sintetizaram
uma série de pos de HA contendo 5-10% Mg, em seguida produziram granulos de HA-

Mg 5,7% e implantaram em defeitos no osso femoral de coelhos: a osteocondutividade
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(capacidade de suportar o desenvolvimento 6sseo) e a reabsor¢cdo do material foi
maior quando comparado ao resultado obtido com HA comercial. Klammert e
colaboradores (2010) cultivaram células MC3T3-E1 em contato com scaffolds de TCP
de formula Mg, sCag 75(PO,4), durante 21 dias. Verificou-se um aumento consideravel
na proliferacdo celular e expressao de fosfatase alcalina, sugerindo um futuro
promissor na sua utilizacdo como substituto ésseo (KLAMMERT, REUTHER, et al.,
2010). Zhao e colaboradores (2011) compararam o efeito do recobrimento de titanio
por HA e HA parcialmente substituida por Mg [Mg/(Mg + Ca) = 10 % mol] na inducéo
da osteogénese in vitro e osseointegracédo in vivo. Células MC3T3-E1 cultivadas sobre
o titanio revestido por Mg-HA promoveram diferenciagdo osteogénica in vitro e podem
melhorar a osseointegracdo do implante durante as fases iniciais de cicatrizagdo
0ssea quando comparado com o revestimento de HA pura (ZHAO, JIANG, et al.,

2011).

Sader e colaboradores (2009) cultivaram osteoblastos humanos (SaOs2) sob
pastilhas sinterizadas de B-TCMP (relagdo Mg/Ca = 0,2 mol) e de B-TCP (MERCK) por
4 horas, 24 horas e 7 dias. Verificou-se uma maior proliferacdo de osteoblastos no f3-
TCMP quando comparado ao B-TCP. Estes dados preliminares demonstraram que f3-
TCMP promove adesdo e proliferagdo de osteoblastos humanos. Ainda, a
incorporacdo de magnésio em apatitas calcio deficientes seguida de sinterizacdo a
1000°C parece ser uma rota eficaz de obtencdo de pastilhas densas com estrutura
cristalina do B-TCP, apresentando potencial aplicacdo em regeneracdo Ossea.
(SADER, LEGEROS e SOARES, 2009). Contudo, parte do magnésio poderia estar
adsorvida a superficie do material, ja que o0 méaximo de substituicdo de célcio (Ca) por

Mg na estrutura do B-TCP é de 0,15 mol (ARAUJO, SADER, et al., 2009).

Além da frequente utilizagdo como substituto ésseo, recentemente, tem-se
estudado nanoparticulas de fosfato de célcio para transferéncia de DNA ao invés de

vetores virais, devido a sua biocompatibilidade, condensacéo de DNA e capacidade de
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transferéncia de genes. Nesta area, nanoparticulas de fosfato de calcio parcialmente
substituidas por Mg foram sintetizadas e caracterizadas fisico-quimicamente. Concluiu-
se que a presenca de ions de Mg reduzem o tamanho da paticula e a cristalinidade
das amostras; aumentam a carga positiva da superficie assim como a fragdo de B-TCP
na fracdo de fases do fosfato de calcio. Essas propriedades conferem um aumento da
capacidade de condensacdo de DNA, area superficial especifica e velocidade de
dissolucdo das amostras, tornado-as assim adequadas para utilizacdo como particulas

de transferéncia de genes (HANIFI, FATHI e VARSHOSAZ, 2010).

1.2 — DISSOLUGAO IONICA DE FOSFATOS DE CALCIO

Um dos mecanismos responsaveis pela bioatividade de fosfatos de célcio
envolve a saida de ions célcio e fosfato da rede cristalina, com o consequente
aumento da concentracdo de célcio e fosfato nos espacgos entre 0 0sso existente e o
enxerto implantado, o que pode favorecer uma aposicdo 6ssea mais rapida na
superficie do enxerto. Assim sendo, considera-se que biomateriais sintéticos que
aceleram o processo de dissolugcdo poderiam potencialmente promover a formacao
mais rapida de uma camada de apatita e acelerar o processo cicatricial na regido do

implante (GUTH, CAMPION, et al., 2011).

De fato, a reabsorc¢éo in vivo de materiais baseados no 3-TCP é controlada por
dois fatores: sua proépria dissolu¢do no meio e a mediada por células (LI, ITO, et al.,
2009). Fatores que afetam a solubilidade dos fosfatos de calcio incluem o método de
sintese, a cristalinidade, a densidade e o grau de substituicbes iGnicas na rede

cristalina da apatita (FULMER, ISON, et al., 2002).

No trabalho realizado por Li e colaboradores (2009), p6s de B-TCMP (0, 2,3,
4,9, 7,3 e 10,1% de Mg) foram imersos em solucdo tampédo 0,08 mol/L de &cido

acético/acetato de sédio com pH 5,5 a 25°C por até 27 meses. Observou-se que a
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reducdo da solubilidade do material pode ser atribuida a maior estabilidade estrutural
com o aumento da incorporacdo de ions magnésio. Isto porque a estrutura do 3-TCP
pode acomodar ions com raio ibnico na faixa de 0,06 a 0,08 nm (o raio idnico do Mg é
0,072 nm). O grau de dissolugdo dos materiais € um fator importante, pois esta
diretamente relacionada a quantidade de ions disponiveis no meio para a
neoformacao 6ssea (LI, ITO, et al., 2009). No entanto, também foi reportado que Mg
poderia diminuir a cristalinidade e assim aumentar a solubilidade de fosfatos quando
substituindo parcialmente o Ca na rede cristalina (MARCHI, DANTAS, et al., 2007; JIA,

ZHOU, et al., 2010).

Solugbes simuladoras do fluido corporal (SBF) e tampédo Tris-HCl s&o
frequentemente utilizados como meio de imersdo para avaliar o0 comportamento in vitro
de dissolucéo dos fosfatos de célcio, assim como altera¢des de superficie (FULMER,
ISON, et al., 2002; MONTEIRO, ROCHA, et al., 2003). Em solucdo tipo SBF, que
apresenta composicao inorganica similar ao plasma sanguineo humano, 0s processos
de dissolugdo geralmente sdo acompanhados por precipitacdo devido a sua alta
concentrac@o de ions calcio e fosfato (YANG, THOMPSON, et al., 2008). Em adicao,
materiais bioativos caracterizam-se por sua integracdo com o tecido 6sseo através da
formacdo de uma camada de apatita, que se forma na superficie em contato com o

fluido corporal (ZHAO, WANG, et al., 2005; KOKUBO e TAKADAMA, 2006).

A apatita formada é semelhante a biolégica, corroborando a aplicacdo da
solucdo SBF em estudos in vitro. No entanto, a presenca de proteinas no sangue € um
fator importante no que tange a integracdo ou rejeicdo de um biomaterial quando
implantado in vivo. Quando um biomaterial é implantado, as proteinas se adsorvem
rapidamente a superficie deste, sendo um dos indicadores do sucesso clinico do
implante. A solucdo SBF simula os niveis i6bnicos do sangue humano, mas néo inclui
proteinas. Como o objetivo é prever a bioatividade in vivo, meio de cultura celular € um

sistema bem estabelecido que simula de modo mais fidedigno o ambiente in vivo,
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podendo ser utilizado com ou sem proteinas. (JUHASZ, BEST, et al., 2008; LEE,

LENG, et al., 2011).

Kandori e colaboradores (2005) estudaram a cinética de dissolucédo e troca
idbnica de particulas sintéticas de HA na auséncia e na presenca de proteinas em
diferentes solugdes aquosas a 15°C. Na auséncia de proteinas, particulas de HA se
dissolveram em pequenas proporcdes de ions célcio (0,09-0,14 pymol.m?) e fosfato
(0,01-0,08 pymol.m?) em solugdes de KCI, CaCl,, BaCl, e AICl;. A concentracdo de
calcio aumentou conforme a relacdo Ca/P da HA aumentou, enquanto que a
concentracdo de fosfato diminuiu. Na presenca de albumina de soro bovino (BSA), as
particulas de HA se dissolveram de modo ligeiramente mais rapido do que nos ensaios
sem proteina. Este fato foi explicado pela complexagcédo de ions adsorvidos a grupos
funcionais das proteinas. A adsorcdo as proteinas no meio induziu uma reducgéo de
nas concentracdes de calcio e fosforo em meio aquoso (KANDORI, MASUNARI e

ISHIKAWA, 2005).

Zhao e colaboradores (2011) compararam o efeito do recobrimento de titanio
por HA e HA parcialmente substituida por Mg [Mg/(Mg + Ca) = 10% mol] na indugéo da
osteogénese in vitro e osseointegracao in vivo. Células MC3T3-E1 cultivadas sobre o
titanio revestido por Mg-HA promoveram diferenciagdo osteogénica in vitro, podendo
melhorar a osseointegracdo do implante durante as fases iniciais de cicatrizacdo
O6ssea quando comparado com o revestimento de HA pura (ZHAO, JIANG, et al.,,

2011).

Da Silva e colaboradores (2010) monitoraram as variagcdes nas concentragcoes
de célcio e fosfato no meio de cultura completo e incompleto em contato com pastilhas
de HA e HA parcialmente substituida por silicio (HA-Si), sob condicdo estatica e
dindmica por até 14 dias. Concluiu-se que a imerséo estatica favorece o processo de
dissolucdo da HA enquanto a condicdo dindmica inicialmente induz uma precipitacédo

de fosfato seguida de uma leve dissolucdo. Estes resultados in vitro indicaram uma
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manutencdo constante dos niveis de célcio, mas principalmente uma reducdo da
concentragdo de fosfato em meio de cultura. Portanto, pode-se esperar uma
precipitacdo de uma camada de apatita nas amostras com uma relacdo de Ca/P
inferior a 1,67, correspondente a uma apatita Ca-deficiente (DA SILVA, MATEESCU,

et al., 2010).

Guth e colaboradores (2011) avaliaram a troca ibnica em pastilhas de HA e HA-
Si (Si = 2,6% em peso) em meio de cultura completo (com soro fetal bovino) e
incompleto (sem soro fetal bovino) sob condicdo estatica e semi-dindmica (substituicdo
periédica do meio de cultura) por até 28 dias. Em meio incompleto, variagcbes na
concentracdo de Ca ndo foram observadas em relacdo a nenhum dos aspectos
(quimica das pastilhas e condi¢des de cultura). Em meio completo, ions Ca foram
liberados da HA-Si sob condicdes estatica e semi-dinamica, enquanto que com HA a
concentracdo de Ca foi reduzida sob condigdo semi-dindmica. Uma redugdo na
concentracdo de fosfato foi observada em todas as situagcfes, embora maior em meio
completo sob condigdo semi-dindmica. O estudo mostrou que, sob condi¢cdes
fisiolégicas o reservatério de ions disponiveis tanto da HA quanto da HA-Si, na
auséncia de proteinas do soro é limitado, mas que a presenca destas proporcionou

uma maior troca iénica, em particular com HA-Si (GUTH, CAMPION, et al., 2011).

1.3 - BIOREATORES

A cultura de células 6sseas tem sido realizada tradicionalmente em frascos de
poliestireno (ambiente estatico) com substancias bioativas tais como a dexametasona
e 4cido ascorbico para linhagens 0sseas especificas. Bioreatores 6sseos disponiveis
atualmente permitem o monitoramento adequado e controle de determinados

parametros bioldgicos, fisicos e quimicos durante o processo de formacdo éssea in
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vitro (RAUH, MILAN e GUNTHER, 2011). De modo geral, bioreatores séo fabricados
para alcancar ao menos uma das seguintes fungdes: distribuicdo celular uniforme,
manutencdo da concentracdo de gases e nutrientes no meio de cultura, transporte de
nutrientes as células, exposicdo das células a estimulo fisico e obtengcdo de
informacdes a respeito da formacao tecidual tridimensional. Bioreatores do tipo frascos
giratérios assim como frascos perfundidos também tém sido utilizados para aumentar
a proliferacdo celular em scaffolds 6sseos. Estudos que utilizam bioreatores para
semeadura de células e circulacdo de meio de cultura através de scaffolds possibilitam
a remocdao de residuos e difusdo de nutrientes. Em adicdo, estes mostraram aumentar

a proliferacéo de células 6sseas (STEVENS, YANG, et al., 2008).

Existem varios tipos de bioreatores que podem ser classificados pelo modo que
estimulam as células, como por compressao, rotagdo, tensao, perfusdo, entre outros.
Entre esses, as culturas por perfusdo de fluxo apresentam uma aplicagéo particular
para substitutos 6sseos porque acredita-se que a tensao cisalhante induzida pela
din&mica do fluido seja o estimulo mecénico mais importante na ativacdo de sinais
mecanotransdutores dos osteoblastos (PLUNKETT e O'BRIEN, 2011). Forgas
aplicadas ao osso durante 0 movimento corporal resultam em alteracdes na pressao
hidrostética, deformacéo celular direta e tenséo cisalhante induzida pelo fluxo de fluido

intersticial 6sseo e campo elétrico (RAUH, MILAN e GUNTHER, 2011).

Os bioreatores por perfusdo de fluxo geralmente consistem de uma bomba e
uma camara para cultura unidos por tubos, além de dois reservatérios de meio de
cultura (um de entrada e outro de saida). O biomaterial € mantido na posicao
transversal ao fluxo de meio (Figura 11.1) (RAUH, MILAN e GUNTHER, 2011). O osso,
como todos os 6rgaos, € continuamente perfundido por fluido intersticial devido a
presséo vascular e carga mecéanica. Quando um implante, como HA ou TCP, substitui
uma regido 6ssea danificada, estara em contato com a composi¢cdo complexa de

liquido 6sseo intersticial que circula a 2 mL/h (WANG, UEMURA, et al., 2003).
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Figura 11.1- Diagrama esquematico do bioreator por perfusdo em incubadora a 37°C/5%CO,
(sistema aberto). Um tubo de silicone conduz o meio de cultura fresco acoplado a uma garrafa
de vidro com filtro de ar para a cAmara de cultura contendo as amostras em sentido transversal
ao fluxo (as amostras sdo separadas por um filtro). O fluxo continua através do tubo de silicone
até a garrafa de saida de meio. Uma bomba peristaltica localizada antes da cAmara mantém o

fluxo de meio de cultura constante (2 mL/h).

Estudos demonstraram que o fluxo de meio de cultura pode estimular as
células 6sseas com um consequente aumento de marcadores de formagdo éssea,
podendo também favorecer a mineralizacdo. Bioreatores por perfusdo de meio
aumentam a expressao de fosfatase alcalina (enzima envolvida na mineralizacdo da
matriz 6ssea) ap0s 7 e 14 dias em uma propor¢do maior quando comparados com
frascos rotatérios, sendo portanto o tipo mais utilizado (GOLDSTEIN, JUAREZ, et al.,

2001; PLUNKETT e O'BRIEN, 2011).

1.3 — METABOLISMO OSSEO

O o0sso é uma estrutura porosa mineralizada composta de células, vasos e
cristais de fosfato de calcio (hidroxiapatita). Sua propor¢éo varia de acordo com o tipo
de o0sso e regido, e seus componentes estruturais consistem em matriz extracelular
(altamente mineralizada), colageno e células. A remodelacdo pode ser descrita como o
processo no qual o 0sso € renovado, permitindo a manutencdo da forma, qualidade e

tamanho do esqueleto. Esta é realizada através da reparagdo de micro fraturas e da
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modificacdo da estrutura em resposta a tensdo e outras forgas biomecéanicas. Todo o
processo é coordenado pela acdo de osteoclastos e osteoblastos, organizados em
unidades multicelulares 6ésseas que seguem uma sequéncia de eventos de ativacao-
reabsorcado-formacdo (HADJIDAKIS e ANDROULAKIS, 2006; DATTA, NG, et al.,

2008).

Os osteoblastos, responsaveis pela formacao dssea, sdo envoltos pela propria
matriz que sintetizam podendo tornar-se ostedcitos, células altamente diferenciadas
que apresentam atividade de formacdo déssea muito menor que 0s osteoblastos
(DATTA, NG, et al., 2008; LEE, KIM, et al., 2008). Osteoclastos, em sua maioria, S&o
células multinucleadas altamente diferenciadas provenientes da linhagem monocitica,
formadas para reabsorver a matriz 6ssea. Outras células presentes no microambiente
0sseo como mondcitos, macréfagos, linfocitos e células endoteliais também
contribuem para a remodelagdo 6ssea, seja pelo contato direto com células 6sseas ou
pela secrecdo de fatores sollveis. A osteoclastogénese € dependente de duas
citocinas chaves: RANKL (receptor ativador do fator nuclear — kB ligante) e M-CSF
(fator estimulante de coldnias de macrofagos). M-CSF é essencial para a proliferacdo
das células progenitoras de osteoclastos e RANKL controla diretamente o processo de
diferenciagcdo através da ativagdo de RANK (receptor ativador do fator nuclear — kB)
(DATTA, NG, et al., 2008; THEOLEYRE, WITTRANT, et al., 2004; ZHANG, EGANA, et

al., 2012).

Recentemente, varias células mesenquimais, tais como as embrionarias
derivadas da medula 6ssea, do sangue umbilical, do tecido adiposo, da polpa dentéaria
ou do tecido muscular tém recebido um atencdo especial na area da bioengenharia
0ssea devido a sua capacidade biolégica distinta de se diferenciarem em linhagens
osteogénicas (SEON, KIM, et al.,, 2010; BAPTISTA, SILVA, et al.,, 2011). Neste
contexto, destacam-se as células mesenquimais derivadas dos estroma ésseo, que

parecem se diferenciar in vitro em osteoblastos, condrdcitos ou adipécitos sob
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estimulo adequado no meio de cultura. Como exemplo, podemos citar as células
STRO+1A derivadas da medula éssea fetal humana, isoladas e caracterizadas como
linhagem clonal homogénea e osteogénica (OYAJOBI, LOMRI, et al.,, 1999;
AHDJOUDJ, LASMOLES, et al., 2001). A diferenciacdo para quaisquer das trés
linhagens esta sob o controle de fatores hormonais e locais. Dexametasona (Dex),
proteinas morfogenéticas Osseas (BMP) e vitamina D3 podem induzir células
estromais da medula de rato e humana a se diferenciar em células osteobléasticas,
demonstrado pela expressado de osteocalcina, fosfatase alcalina e colageno tipo |

(AHDJOUDJ, LASMOLES, et al., 2001; HENG, CAO, et al., 2004).

A formacao 6ssea ocorre em trés fases sucessivas: a producdo e maturacao da
matriz ostedide, seguido da sua mineralizacdo. Inicialmente, os osteoblastos
produzem matriz ostedide pela rapida deposi¢cdo de colageno. Em seguida ha um
aumento na taxa de mineralizacdo para alcancar o nivel de sintese de colageno. Na
fase final a taxa de sintese de colageno é reduzida e a mineralizagdo continua até que
a matriz ostebide torne-se completamente mineralizada (HADJIDAKIS e

ANDROULAKIS, 2006; DATTA, NG, et al., 2008).

Os osteoclastos reabsorvem o osso por acidificacdo e protedlise da matriz
0ssea e dos cristais de hidroxiapatita encapsulados. A primeira etapa da reabsorgéo
da matriz 6ssea é a mobilizacdo dos cristais de hidroxiapatita por digestdo da sua
ligagdo ao colageno. Em seguida, as fibras de colageno residuais sdo digeridas por
catepsinas ou colagenases ativadas, que sdo entdo internalizados pelas células

(HADJIDAKIS e ANDROULAKIS, 2006; DATTA, NG, et al., 2008).

A triade molecular OPG/RANK/RANKL esta no centro da coordenacdo da
remodelacdo 6ssea. RANKL, expresso na superficie de células pré-osteobasticas, liga-
se a RANK, na superficie de células precursoras de osteoclastos. M-CSF, que se liga
a seu receptor nas células pré-osteoclasticas, parece ser essencial para o

desenvolvimento dos osteoclastos, pois é o determinante primario deste grupo de
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células precursoras. Entretanto, RANKL é um fator critico para a diferenciacéo, fusao
em células multinucleadas, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos. Ademais,
osteoblastos também secretam osteoprotegerina (OPG), um membro sollvel da
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral que age como um ligante de
RANKL impedindo sua interacdo com o seu receptor RANK. Assim sendo, OPG
caracteriza-se como um potente inibidor da diferenciacdo, sobrevivéncia e ativacao
dos osteoclastos in vitro e reabsor¢do O6ssea in vivo (Figura 1.2)

(THIRUNAVUKKARASU, HALLADAY, et al., 2000).

Precursor de Rea}) sorcio
osteoclasto ossea
K oPG ‘ Osteoclasto

RANKL

Formacio
ossea

Osteoblasto

Figura II.2 - Desenho esquematico mostrando o papel da triade molecular OPG/RANK/RANKL
no controle da remodelagdo 0ssea. Adaptado de THIRUNAVUKARASU et al., 2000.

O isolamento e caracterizacdo de componentes celulares e extracelulares da
matriz 6ssea resultaram no desenvolvimento de marcadores moleculares que refletem
a formacdo ou reabsorcdo Ossea. A fosfatase alcalina, por exemplo, secretada por
osteoblastos no processo de formacao 6ssea, € responsavel pela remocao de fosfatos
de muitos tipos de moléculas, incluindo nucleotideos e proteinas. Sua funcdo exata
ainda é desconhecida, mas definitivamente apresenta um papel importante na
formacdo de matriz ostedide e sua posterior mineralizacdo. No 0sso, o colageno é
sintetizado por osteoblastos, sob a forma de procoldgeno. Cerca de 85% das proteinas

da matriz 6ssea sdo colagénicas, predominantemente do tipo |I. Estas moléculas
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precursoras sdo caracterizadas por peptideos de pequenas extensdes terminais: o

propeptidio (N-) amino terminal e o propeptidio (C-) carboxi terminal (SEIBEL, 2005).

1.4 — MACROFAGOS E BIOMATERIAIS

A interacdo entre células do sistema imunolégico e a superficie de um material,
chamada de reacdo de corpo estranho, acredita-se determinar, ou pelo menos
influenciar fortemente, o sucesso ou fracasso de um material implantado. A reacao de
corpo estranho, composta por macrofagos e células gigantes do tipo corpo estranho
(originadas pela fusdo de macréfagos), é a Ultima etapa da resposta inflamatéria e
cicatricial apés a implantacdo de um biomaterial. Esta pode ser dividida em duas
fases: uma fase inflamatéria imediatamente apdés o implante, que neutraliza os
patégenos e remove tecido danificado, e uma fase de reparacdo que inclui a
cicatrizacao e reconstituicdo do local do implante através da regeneracdo do tecido
danificado no local da injuria. Embora as fases de inflamacgéo e cicatrizacdo sejam
caracterizadas por uma variedade de tipos de células, incluindo neutrdfilos,
fibroblastos, células endoteliais e plaquetas, o tipo predominante de célula na
superficie de um implante de longo prazo sdo os macréfagos (ANDERSON, 2001;
ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG, 2008; SCHUTTE, PARISI-AMON e

REICHERT, 2009).

Os macroéfagos estdo presentes em todos os tecidos e podem se fusionar uns
com os outros formando células gigantes, essenciais durante a resposta imunolégica a
particulas estranhas (VIGNERY, 2005). Estes sdo capazes de fagocitar particulas,
transporta-las para o sistema linfatico e apresenta-las as células T, desencadeando
reacfes imunes. Além disso, existem relatos demonstrando a transdiferenciacdo de
macréfagos em osteoclastos na presenca de RANKL em tecidos inflamados

(RIVOLLIER, MAZZORANA, et al., 2004; LANGE, SCHILLING, et al., 2009).
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Uma vez que a biocompatibilidade € reduzida quando biomateriais induzem
uma elevada producédo de citocinas, a inducdo da expressdo destas pode ser usada
para avaliar a intensidade de uma reag¢do imune anti-biomaterial (HUMMEL,
CZERLINSKI, et al., 1994; DING, SUN e ZHANG, 2007; DING, SUN e ZHANG, 2009).
As citocinas constituem uma rede complexa de proteinas secretadas por inimeras
células inflamatérias e de cicatrizacdo (isto €, linfocitos, macréfagos, mondocitos,
fibroblastos e neutrdfilos), que se ligam a receptores de superficie celulares
influenciando o comportamento das mesmas (JONES, CHANG, et al., 2007). Citocinas
pro-inflamatérias, tais como interleucina-1 (IL-1), IL-6, e interferon-gama (IFN-y),
podem aumentar a produgdo de neutrofilos, estimular a proliferagédo e maturacdo de
linfécitos. Citocinas anti-inflamatorias (isto é, IL-10, IL-4 e IL-13) sdo capazes de
modular os efeitos de citocinas pré-inflamatdrias por inibicdo da producédo de citocinas
e/ou blogueio da ligacdo com receptores na superficie celular (JONES, CHANG, et al.,
2007; GORDON, 2003). As principais citocinas envolvidas no processo de reparo
tecidual e inflamacéo estéo relacionadas na Figura I1.3 (BRODBECK, VOSKERICIAN,

et al., 2003).
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Figura I1.3 - Diagrama esquematico do papel de citocinas secretadas por macrofagos nos

processos de inflamacao e cicatrizacdo. Adaptado de BRODBECK et al, 2003.
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Infec¢cBes associadas a biomateriais constituem um grave problema clinico que
é dificil de tratar e, muitas vezes necessita de substituicdo do implante. Os agentes
patogénicos, geralmente bactérias, podem ser introduzidos na superficie do implante
durante a cirurgia e competir com células hospedeiras na tentativa de se integrar.
Durante a infeccdo, os macréfagos detectam as bactérias através de receptores de
superficie celular que se ligam a proteinas bacterianas e opsoninas (SUBBIAHDOSS,
FERNANDEZ, et al., 2011). Em seguida, estes sdo ativados e secretam proteinas e
citocinas, além de recrutar outras células imunes para o local. Contudo, a presenca de
um corpo estranho pode prejudicar o sistema imune e, consequentemente, ndmeros
baixos de bactérias aderentes jA podem ser suficientes para causar uma infeccdo
(BOELENS, DANKERT, et al., 2000).

Lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana externa de bactérias
Gram negativas, € um potente ativador de mondécitos e macréfagos. LPS desencadeia
a producdo abundante de citocinas. A exposicao de macréfagos ao LPS bacteriano
inicia uma cascata de transducao de sinais que desencadeia um aumento da producao
de nitrito (NO;), a secrecdo de citocinas proé-inflamatorias, e aumento da atividade
bactericida, as quais séo caracteristicas tipicas de um macréfago ativado (MENG e
LOWELL, 1997).

Jones e colaboradores (2007), através da cultura de macr6fagos humanos
obtidos a partir de sangue periférico, quantificaram a expressao de citocinas por ELISA
(técnica imuno-enzimatica) apOs contato com filmes de polietiieno de diferentes
quimicas de superficie (hidrofébico, hidrofilico e ibnico) por até 10 dias. IL-4 (15ng/ml)
foi adicionado nos dias 3 e 7 ao meio de cultura para promover a fusdo dos
macrofagos. De modo geral, a secrecao de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p e IL-6) foi
reduzida com o tempo, enquanto citocinas anti-inflamatdérias, como IL-10, aumentaram
progressivamente. A resolucdo da resposta inflamatéria foi evidenciada por uma
diminuigdo na secrecédo de IL-8 e MIP-1f3 com o decorrer dos dias (JONES, CHANG,

et al., 2007).
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Ding e colboradores (2007) estimularam macréfagos peritoneais de ratos com
diferentes extratos de biomateriais de acordo com as normas ISO 10993-12 e a
expressao das citocinas TNF-a e IL1-B foi medido por RT-PCR. Foi observada uma
expressao significativamente aumentada por macrofagos ndo estimulados por LPS
apos contato com extrato do controle positivo (cloreto de polivinila - PVC contendo 8%
de estanho), e politetrafluoroetileno (PTFE), em comparacdo ao controle negativo
(poliestireno de cultura de tecidos - TCPS). A liga metélica NPG também induziu uma
producdo moderada de citocinas moderada, contudo acido poli-latico co-glicélico
(PLGA), B-TCP, e cimento de fosfato de calcio (CPC) ndo induziram uma expressao
detectavel. Os niveis de TNF-a e IL-1B aumentaram quando macréfagos estimulados
por LPS (1 pg/mL) entraram em contacto com os extratos dos biomateriais. O controle
positivo e PTFE induziram uma elevada expressdo das citocinas, enquanto PLGA,
NPG, B-TCP e CPC induziram uma expressdo moderada. Os resultados mostraram
que B-TCP e CPC apresentaram um boa biocompatibilidade, e CPC foi o mais

biocompativel de todos os biomateriais testados (DING, SUN e ZHANG, 2007).

Em outro estudo, os autores cultivaram macréfagos de ratos estimulados por
LPS (1 pg/ml) com extratos dos mesmos biomateriais por 2 horas, onde dosagens de
citocinas no sobrenadante da cultura revelaram que a expresséo de TNF-a e IL-1pB foi
aumentada por PTFE, PLGA e a liga metalica. Células humanas endoteliais da veia
umbilical (ECV-304) foram cultivadas com meio de cultura RPMI-1640, e com meio de
cultura de macréfagos estimulados por LPS (contendo TNF-a e IL-1B). Em seguida,
foram estimuladas pelos extratos dos biomateriais (1g/5ml de meio por 72 h a 37°C).
Os niveis de RNAm (&cido ribonucleico) da proteina quimiotatica de mondécitos-1
(MCP-1) foram medidos por RT-PCR em ambos os meios. O nivel de MCP-1 das
células cultivadas com o sobrenadante de cultura de macrofagos (TNF-a e IL-1B) foi
maior que o das cultivadas com somente meio de cultura expostas aos mesmos

extratos dos biomateriais. A expressdo de MCP-1 foi maior em todos o0s grupos de
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biomateriais que estavam em contato com as células endoteliais previamente
estimuladas por TNF-a e IL-1B8 (meio de cultura dos macréfagos). Concluiu-se que a
expressdo de MCP-1 foi regulada pelo TNF-a e IL-1B e sua expressido poderia ser
utilizada como marcador do grau da resposta imune induzida por biomateriais (DING,

SUN e ZHANG, 2009).

Lange e colaboradores (2009) investigaram os efeitos de particulas de HA e B-
TCP do mesmo tamanho em células mononucleares de sangue periférico humano in
vitro. Como controle positivo foi utilizado LPS e zymosan (1ug/ml) bacterianos. A
producdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL1-B, IL-8) e outras envolvidas na
diferenciacdo de células dendriticas em osteoclastos (OPG, RANKL, M-CSF, GM-
CSF) foram determinadas por ELISA. Apos 6 e 18 horas de incubacdo, ambos os
materiais causaram uma indug¢do muito similar de TNF-a, IL1-f e IL-8. N&o foram
detectados efeitos sobre a producdo do M-CSF e OPG. No entanto, em contraste com
HA, B-TCP causou menos indu¢do de GM-CSF, e nenhuma inducdo de RANKL,
ambos conhecidos por promover a proliferacdo de células dendriticas e
osteoclastogénese, respectivamente. Concluiu-se que particulas de B-TCP
apresentam uma menor probabilidade de induzir osteoclastos e subseqiliente
reabsorcao 6ssea quando comparada as particulas de HA (LANGE, SCHILLING, et

al., 2009).

O mesmo grupo realizou outro estudo no qual foram investigados os efeitos de
particulas de B-TCP de diferentes tamanhos (1, 3, 13, 32 e 40 um) em monaocitos
derivados de sangue periférico na secrecédo de TNF-q, IL-13 e IL-8 apds 6 e 18 h de
incubacdo, bem como os niveis intracelulares em subpopulacdes determinadas de
mondacitos apos 12 h. B-TCP (1 um) ndo induziu qualquer producao de citocina apos 6
h, mas aumentou levemente a producao de TNF-a, IL-1B e IL-8 ap6s 18 h. Particulas
maiores (32 e 40 um) induziram niveis mais elevados de citocinas devido a um

aumento do numero de mondcitos produtores. Concluiu-se que um menor tamanho de
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particula inicial do B-TCP induz um perfil de citocinas menos inflamatorio quando

comparadas com particulas maiores (LANGE, SCHILLING, et al., 2011).

Citocinas foram analisadas a partir de sobrenadantes de mondcitos e
macrofagos da linhagem monocitica THP-1 (ATCC) cultivados em biomateriais com
diferentes quimicas de superficie. Inicialmente, 27 citocinas foram analisadas através
da tecnologia Luminex, contudo somente nove foram selecionadas para continuar o
estudo, a partir das concentragcbes medidas e papel na reacdo de corpo estranho:
TNF-a, MCP-1, proteina inflamatoria de macrofagos-1a (MIP-1a), IL-8, IL-1fB, IL-6,
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), IL-1ra, IL-10. Estas foram medidas
em sobrenadantes de culturas de monécitos/macrofagos em diferentes fases de
ativagao (estimulados por LPS — 1ug/ml por 24 horas) e diferenciacdo (estimulados por
PMA — 50nM por 72 horas) semeados em polietileno (PE), poliuretano (PU), PTFE,
polimetacrilato de metila (PMMA). TCPS e PVC com estanho foram utilizados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Os resultados mostraram um aumento
global das citocinas e na produgéo do fator de crescimento & medida que os mondcitos
eram ativados ou diferenciados em macréfagos e que o perfil de citocinas dominante
era pro-inflamatério e anti-reparo tecidual. No entanto, a producdo de citocinas foi
apenas ligeiramente afetada pela quimica de superficie dos quatro biomateriais

testados (SCHUTTE, PARISI-AMON e REICHERT, 20009).

Basicamente, o sistema Luminex baseia-se em microesferas de poliestireno
com 5,6 um de didmetro coradas internamente com dois fluorocromos distintos.
Através da utilizacdo de quantidades precisas de cada um destes fluorocromos, mais
de 100 esferas diferentes sdo criadas, possibilitando a deteccdo de vérios analitos
(DNA, RNA, proteinas ou citocinas alvo) em uma mesma amostra simultaneamente

(DUNBAR, 2006).

Além do aspecto inflamatério por si s6, mas ainda neste contexto, surgem cada

vez mais evidéncias de uma complexa ligacdo entre o tecido 6sseo e o sistema imune,
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e que a inibicdo da inflamacédo também apresenta efeitos no osso. Osteoimunologia é
um campo emergente de pesquisa dedicado a investigacdo das interacbes entre o
sistema imunoldgico e esquelético. Essas interacdes ndo sao apenas mediadas pela
liberacdo de citocinas, mas também por contato direto célula-célula (CAETANO-
LOPES, CANHAO e FONSECA, 2009). Em geral, citocinas pro-reabsor¢do, como o
fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1), controlam o sistema imune
essencialmente pela estimulacdo de M-CSF (aumentando o ndmero de células pré-
osteoclasticas) e através de aumento direto da expressdo de RANKL (KHOSLA,
2001). A citocina IL-1 apresenta duas formas: IL1-a (liberada por células em apoptose)
e IL1-B (produzida por macrofagos), mas sua atividade biologica é indistinguivel,
induzem a reabsorcdo 0ssea. IL-1ra (antagonista do receptor da IL-1) é uma pequena
molécula que inibe a atividade biol6gica da IL-1, ocupando seu receptor tipo | sem
suscitar uma resposta de transducéo de sinal. Estudos indicaram que IL-10 reduz a
secrecdo das citocinas inflamatérias IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e GM-CSF por
mondcitos/macréfagos, aumentando a producédo de IL-1ra (TRINDADE, LIND, et al.,

2001; LEE, KIM, et al., 2008).
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CHAPITRE Ill (a)

OBJECTIF GENERAL

Cette thése a été développée pour évaluer le comportement in vitro de cellules
ostéoprogeénitrices cultivées dans un environnement statique et dynamique sur des
pastilles de B-TCP dopées ou non avec du Mg (B-TCMP ; raison Mg/Ca = 0,15). La
cinétique de dissolution des biocéramiques immergées dans le milieu de culture
cellulaire a été aussi observée a travers la quantification des ions calcium, magnésium
et phosphate dans le milieu. De plus, la réponse des macrophages humains apres
contact avec des extraits de granules de matériaux a été également évaluée, par la

gquantification des cytokines produites.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

[1l.1 — GERAIS

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento in vitro de
células osteoprogenitoras cultivadas sobre as pastilhas de fosfato tricalcico com e sem
magnésio em meio estatico e dindmico. Em adicdo, foi avaliado também o
comportamento de macréfagos humanos in vitro ap6s o contato com o extrato dos

granulos dos materiais, obtidos ap0s trituracédo das pastilhas.

ll.2 — ESPECIFICOS

e Produzir e caracterizar fosfato tricalcico substituido parcialmente por Mg (TCMP);

e Produzir pastilhas de TCP comercial (Merck), e caracterizi-las, sendo este o
material referéncia para comparacdo dos resultados obtidos com B-TCMP;

e Avaliar a cinética de degradacao das pastilhas de B-TCP e B-TCMP em meio de
cultura completo (com proteina) e incompleto (sem proteina), sob condi¢cbes
estatica e dinamica, através da deteccao de alteracdes na concentragdo ibnica;

e Avaliar o comportamento (proliferacdo e diferenciacdo) de células de linhagem
osteoblastica humana in vitro sobre as pastilhas dos biomateriais, sob condi¢des
estatica e dindmica, via dosagens de proteinas Gsseas e andlise de imagens
celulares;

e Avaliar o perfil de citocinas secretadas por macréfagos humanos in vitro apés

contato com o extrato dos materiais.
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CHAPITRE IV (a)

MATERIELS ET METHODES

Production et caractérisation physico-chimigue des échantillons

Vu que le phosphate tricalcique ne peut pas étre obtenu par précipitation dans
une solution agueuse en raison de son instabilité dans l'eau, il a été synthétisé par
frittage a haute température d’une apatite déficiente en calcium (SADER, LEGEROS e
SOARES, 2009). L'apatite déficiente en calcium dopée au magnésium (ratio Ca/Mg =
0,15) a été obtenue par précipitation dans un milieu aqueux a partir d'une solution
aqueuse d'hydroxyde de calcium [Ca(OH),, pur a 96%, Merck] a 1,3 M et de chlorure
de magnésium a 2,8 M [MgCl, 0,6 H,O, PA, Merck], et d’'une deuxiéme solution d'acide
phosphorique a 0,17 M [H3PO,, pur a 85%, Merck]. Les solutions préparées ont été
ajoutées lentement grace a des pompes péristaltiques dans 50 ml d'eau pendant 3
heures sous agitation mécanique constante, a la température de 39°C et au pH=9,
maintenu par I'addition d'une solution d'hydroxyde d'ammonium a 50%. Le produit de la
réaction a été maintenu pendant 3 heures dans les conditions de synthése pour
stabiliser la formation de I'apatite. Ensuite, il a été rincé avec de l'eau ultra pure
jusqu’au pH de 7, puis mis a sécher dans le four pendant deux jours a 37°C.

Finalement, la poudre obtenue a été broyée et tamisée a 125 ym manuellement.

La mise en forme des poudres (du TCP - Merck et de la poudre synthétisée
avec du magnésium) sous forme de pastille a été assurée par pressage sous vide, a
froid. Ensuite, elles ont été frittées a 1150°C pendant 2 heures a l'air (chauffage et

refroidissement de 3,3°C/min) puis stérilisées a sec (180°C/1,5 heure).

Les échantillons ont été caractérisés par: diffraction de rayons-X (DRX),

spectroscopie d’infrarouge, microscopie électronique a balayage (MEB), microscopie a
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force atomique et spectrométrie par émission plasma (ICP). Le dosage des ions
calcium, phosphate et magnésium a été effectué apres I'immersion des pastilles en
environnement statique et dynamique dans le milieu de culture complet (avec addition

de 10% de sérum de veau foetal) ou non, grace a des kits Diasys.

Culture des cellules ostéoprogénitrices en régime statique et dynamique

Des cellules ostéoprogénitrices STRO+1A (inoculaton de 5 x 10°
cellules/échantillon) ont été cultivées en régime statique et dynamique sur des pastilles
de B-TCP et B-TCMP pendant 7, 14 et 21 jours. Leur prolifération et leur différenciation
cellulaire ont été vérifiés dans les deux régimes de culture cellulaire. De la
dexamethasone & 10% M a été ajoutée au milieu de culture afin de stimuler la
différenciation ostéoblastique. Pour la condition statique, les cellules ont été cultivées
dans des plagues 24 puits. Pour la condition dynamique, les cellules ont été d’abord
maintenues pendant 24 heures en condition statique pour atteindre une adhésion
compléte. Ensuite, les pastilles avec les cellules adhérées ont été installées dans les
bioréacteurs (Figure 11.1). Un flux de 0,03 mil/min, la vitesse du fluide interstitiel dans
I'os, a été établi entre les bouteilles d’ « entrée » et de « sortie » (WANG, UEMURA, et

al., 2003).

La méthode du MTT a été utilisée afin de vérifier la viabilité/prolifération
cellulaire. La morphologie cellulaire a été observée par MEB et la différenciation
cellulaire a été quantifiée par des dosages de l'activité phosphatase alcaline et de la

synthése de pro-collagéne de type I.

Culture des macrophages en régime statigue

Les macrophages humains ont été isolés a partir de sang périphérique de

donneurs sains, et une partie a ensuite été activée par des lipopolysaccharides (LPS)
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(10ng/mL pendant 1 heure), activation confirmée par laugmentation de la
concentration en nitrites dans le surnageant de culture (MENG e LOWELL, 1997). Les
cellules (10° cellules/puits) en culture ont été incubées avec des extraits des deux
matériaux (sous forme de granules de 250-500 um) obtenus dans des conditions

normalisées (1S010993-12, 2007).

Apres 24, 48 et 72 heures, 100uL du surnageant de culture ont été recueillis et
congelés a -80°C pour la détermination ultérieure des cytokines sécrétées. La
quantification de 16 cytokines a été effectuée par la technologie Luminex® et les

cytokines produites ont été classées en fonction de leur réle dans la guérison et

l'inflammation (Figure 11.3).
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CAPITULO IV

MATERIAIS E METODOS

IV.1. OBTENGAO DO B-TCP PURO E DO B-TCMP (Mg/Ca = 0,15)

IV.1a) Sintese do p6

Para a sintese do B-TCMP, os nameros de mols foram definidos em fungéo da
composi¢do desejada, 0,15 mol/L, levando-se em consideragdo a razdo molar (Ca +

Mg)/P igual a 1,5.

Visto que o fosfato tricalcico ndo pode ser obtido por precipitagdo em meio
aquoso devido a sua instabilidade em agua, este foi produzido através da calcinacdo
de uma apatita célcio deficiente (SADER, LEGEROS e SOARES, 2009). A apatita
calcio deficiente substituida por magnésio foi obtida pelo método de precipitacdo em
meio aquoso a partir de uma solugdo aquosa de hidréxido de célcio [Ca(OH),, 96%
puro, Merck] a 1,3mol/L, contendo cloreto de magnésio [MgCl,.6H,0, P.A., Merck] a
0,17mol/L e acido fosférico [HsPO,4, 85% puro, Merck] 2,8mol/L. As solucdes de
calcio/magnésio e acido fosférico foram adicionadas lentamente, com o auxilio de
bombas peristélticas, a 50 ml de agua durante 3 horas, sob agitacdo mecénica
constante, a 39°C e pH 9, mantido pela adicdo de uma solucdo de hidréxido de
amoénio a 50%. O produto da reacdo foi deixado em suspensdo, com agitagdo e
aquecimento a 39°C constantes por 3 horas (tempo de digestédo). Em seguida, este foi

deixado somente sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente.
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O precipitado foi filtrado até alcancar pH 7 com &gua ultra pura (Purelab UHQ,
Elga), e entdo posto para secar na estufa por dois dias a 37°C. O po resultante foi

triturado em grau de 4gata manualmente e peneirado a 125 pm.

IV.1b) Producéo das pastilhas e granulos densos

Tanto o p6 da apatita Ca deficiente substituida por Mg quanto o p6 comercial
do TCP (Merck, puro, Darmstadt, Alemanha) foram peneirados de modo a selecionar a

fracdo < 125 pum.

Foi utilizada uma matriz metalica de 13 mm de didmetro para obtencdo das
pastilhas, através de prensagem uniaxial a frio (prensa CARVER), sob tensao
compressiva de 216 MPa, lubrificada com acido oleico. Visando alcancar uma méaxima
densificacdo, as mesmas foram sinterizadas a 1150°C por 2 horas em ar (taxa de
resfriamento e aquecimento de 3,3°C/min) em forno tipo mufla (Quimis), com a

eliminacdo do 4cido oleico durante o aquecimento.

Devido a diferentes niveis de densificacdo, o didmetro das pastilhas apos
sinterizacao foi também alterado de modo diferenciado para os dois materiais (Figura

IV.1), conforme j& descrito na literatura (SADER, LEGEROS e SOARES, 2009).

1®

|

12,2 mm 11,2 mm

Figura IV.1 — Diagrama esquematico das pastilhas apos sinterizacdo, mostrando a diferenca
no diametro (areas B-TCP = 116,8 + 2,2 mm?% B-TCMP = 98,8 + 1,7 mm?).

Seguindo as diretrizes da norma ISO 10993-12: 2007, para uma aproximacao

da aplicacédo clinica dos biomateriais em questdo, granulos densos foram produzidos,
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para 0 ensaio in vitro com macréfagos humanos. As pastilhas sinterizadas foram
cominuidas manualmente (gral e pistilo) e os granulos densos resultantes foram

peneirados até alcancarem a faixa de 250 a 500 um.

IV.2. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS MATERIAIS

O microscépio eletronico de varredura € um equipamento capaz de produzir
imagens de alta ampliacéo e resolucédo. A morfologia das pastilhas foi observada com
auxilio de microscopia eletrdnica de varredura - MEV JEOL JSM 6460-LV (Laboratério

de Microscopia Eletronica - PEMM/COPPE/UFRJ).

Microscopia de forgca atbmica (AFM, atomic force microscopy), no modo contato
intermitente, foi usada para caracterizar a rugosidade média de superficie, Ra, a partir
de 3 imagens quadradas (10 X 10 ym) de regides diferentes de uma mesma amostra.
Todas as medidas foram realizadas no IS2ZM/CNRS, em nanoscépio do tipo AFM

Multimode Nanoscope IV.

As percentagens de calcio, fésforo e magnésio nas duas amostras foram
determinadas por espectroscopia de emissdo atbmica com plasma induzido (ICP,

inductively coupled plasma, PerkinElmer Optima 3000, USA - EMBRAPA).

A técnica de difracdo de raios X foi utilizada para determinacdo das fases
cristalinas dos materiais apos sinterizacdo. O equipamento usado foi o difratbmetro
SHIMADZU (XRD 6000), configuragéo theta-2theta, com raio goniométrico de 185 mm
e alvo de cobre (radiagdo Cuka) do Laboratério Multiusuarios do
PEMM/COPPE/UFRJ. A faixa angular selecionada foi de 0° a 80°, contudo os
difratogramas apresentados mostrardo a faixa de 20° a 40° para facilitar a observagéo

dos picos caracteristicos dos materiais. Os tracados resultantes foram analisados no
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programa PCPDFWIN e comparados com a biblioteca de padrbes de difraccédo

conhecidos (JCPDS, Joint Committee on Powder Diffraction Standards).

A técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR, Fourier transformed infrared spectroscopy) permite a identificagdo dos modos
de vibragdo molecular em seus respectivos comprimentos de onda, caracteristicos de
cada grupamento quimico presente. A andlise FTIR (Perkin Elmer, Spectrum 100) foi
realizada em pastilhas contendo brometo de potassio (KBr) na seguinte proporgao:
0,002g de pd obtido pela trituracdo das pastilhas sinterizadas, para 0,4g de brometo
de potassio (KBr, Merck), no Laboratério Multiusuarios do PEMM/COPPE/UFRJ. Os
espectros foram obtidos com resolucdo 4 cm™, ganho 1, regido espectral 4000 a 500

cm™ e 16 varreduras (média).

IV.3. DEGRADAGAO DAS PASTILHAS EM MEIO DE CULTURA

IV.3a) Sistemas estatico e dindmico

No ensaio estatico, as amostras foram dispostas em placas de 24 pocos para
cultura celular e incubadas em atmosfera a 37°C/5%CO, (Hera Cell, France). Em
seguida, essas foram imersas em meio de cultura ndo completo Iscove (Sigma-Aldrich,
EUA) ou completo (suplementado com 10% de soro fetal bovino-SFB) (VWR

Interntional, EUA) por 7, 14 e 21 dias, sem trocas de meio durante o experimento.

O ensaio dinamico foi realizado em um bioreator comercial (Minucells,
Alemanha), incubado em atmosfera a 37°C/5%CO,. As amostras foram imersas em
meio de cultura ndo completo ISCOVE (Sigma-Aldrich, EUA) ou completo
(suplementado com 10% de soro fetal bovino) (VWR International, EUA) por 7, 14 e 21
dias, também sem trocas de meio durante o experimento. Uma bomba peristéltica (tipo

IPC-N8 de ISMATEC) manteve um fluxo constante de 2mL de meio/hora em todo o
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sistema. O sistema era composto de somente uma garrafa (sistema fechado): o meio
de cultura completo (ou n&o) passava pela camara de cultura contendo somente uma
amostra e esse mesmo meio retornava para a camara de cultura (Figura IV.2). Com a
utilizacdo de um sistema fechado dinamico, foi possivel avaliar o efeito do fluxo de
meio na degradacdo das pastilhas. Nos dias pré-determinados a garrafa contendo o
meio era aberta no fluxo laminar onde se tirava uma aliquota de 1 mL para posterior

dosagem de calcio, fosfato e magnésio.

bomba

Camara de
cultura celular

Figura IV.2 - Diagrama esquematico do bioreator em sistema fechado, onde o mesmo meio de

cultura circula continuamente através da camara de cultura.

Todo o sistema era esterilizado antes de cada experimento a 105°C e a 1 Bar
em uma autoclave modelo VARIOKLAV do tipo 300/400/500 EP-Z. Ja as pastilhas

foram esterilizadas em calor seco a 180°C por 1,5 hora.

IV.3b) Morfologia superficial das pastilhas e anélise do meio de cultura

As superficies das pastilhas antes e apés imersdao no meio de cultura foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em um microscopio JEOL

JSM 6460LV, para verificar a possivel formacao de cristais de fosfato de célcio.

A variacdo da concentracdo de calcio, fosfato e magnésio em fungéo do tempo

foi determinada através de método colorimétrico utilizando os kits Calcium AS Fluid
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Stable e Phosphate Fluid Stable, Magnesium XL Fluid Stable (Diasys, Franca). As
andlises dos grupos foram realizadas apés 7, 14 e 21 dias no meio de cultura ISCOVE

(Sigma-Aldrich, EUA) completo e ndo-completo, em condi¢ao estatica e dinamica.

IV.4. CULTURA DE CELULAS OSTEOPROGENITORAS STRO+1A

IV.4a) Cultura sob condicao estatica e dinamica

Células osteoprogenitoras STRO+1A (OYAJOBI, LOMRI, et al.,, 1999) foram
cultivadas em meio de cultura do tipo ISCOVE (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (VWR International, EUA), 1% de L-glutamina e 1% de
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA). Para inducdo da diferenciacdo
osteoblastica, foi adicionada dexametasona a 10%M (Sigma-Aldrich, EUA) ao meio,

tanto em condicao estatica quanto dinamica (HENG, CAO, et al., 2004).

As amostras esterilizadas foram dispostas em placas de 24 pocos, recobertas
com gel de agar (2% em agua). A densidade de 5 x 10° células foi inoculada sobre as
pastilhas e incubadas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, por 7, 14 e 21 dias,

em condicdo estatica.

Para a condicdo dindmica, o sistema era composto de duas garrafas, a
primeira contendo meio de cultura ISCOVE completo, e a segunda de saida do meio,
apo6s passagem pela camara de cultura onde estavam trés amostras (Figura Il.1). Foi
inoculada a mesma densidade celular, no entanto as pastilhas foram deixadas 24
horas em condicdo estética na incubadora a CO, para garantir a adeséo celular sobre
as superficies das mesmas. Em cada camara de cultura foi colocada trés pastilhas a
velocidade de meio de 2mL/h (velocidade do liquido ésseo intersticial) (WANG,

UEMURA, et al., 2003). Os tempos de andlise foram os mesmos da condi¢do estética.
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IV.4b) Avaliacdo da atividade (proliferacdo) celular

A atividade celular foi obtida através do método colorimétrico utilizando Methyl-
thiazolyl-tetrazolium — MTT (Sigma-Aldrich, EUA). Este método baseia-se na reducéo
do sal tetrazolico dentro das mitocondrias ativas formando um sal de formazan. Uma
solucdo de 5 mg/mL MTT diluida 10X em tampao fosfato — PBS (Sigma-Aldrich, EUA)
foi colocada em contato com as amostras e incubada a 37°C por 3h. Apés a retirada
do MTT, foi colocado isopropanol (Carlos Erba Reagents, Franca) em meio acido
(0,3% de HCI) durante 10 min. A absorbancia foi lida a 570 nm pelo leitor de placa
ELISA — ELX800UV (Bio-Tech Instruments, EUA). A quantificacdo das células viaveis
sobre as pastilhas foi efetuada indiretamente pela observacdo da sua atividade
mitocondrial, através de uma correlacado linear (curva padrédo) entre a absorbancia e a
concentracdo de células STRO+1A (de 1 x 10° a 5 x 10° células/mL). O nimero de
células em cada tempo de cultura foi ajustado de acordo com a superficie as pastilhas

(4rea) e foi expresso como células/mm?.

Em ambas as condi¢des estética e dindmica, as células foram fixadas para a
andlise da morfologia celular e grau de confluéncia por MEV. As amostras, para cada
tempo de cultura, foram rinsadas com tampéo fosfato PBS, e fixadas em solugéo
Karnovsky (4,0% formaldeido, 2,5% gluteraldeido em tampé&o PBS) por 24 horas. Apés
fixacdo, as células foram rinsadas em um tampéao NaK,P 0,175% por trés horas (com
trocas a cada 1 hora) e desidratadas por banhos sucessivos de solugfes alcoolicas
com as seguintes concentracdes: 50, 70, 80, 95 e 100% (dois banhos de 5 minutos
para cada concentragdo alcodlica). Em seguida, as células foram imersas em uma
solucéo etanol/hexametildisilano (HMDS, Sigma) 50:50 (vol/vol) por 30 min, e apds em
HMDS 100% por 30 min. O HMDS foi retirado e as amostras foram deixadas sob
exaustdo por 24 horas, para evaporar todo o restante de HMDS ainda presente no

interior das células. As amostras foram metalizadas com ouro e examinadas em MEV.
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IV.4c) Avaliacdo da diferenciacdo osteoblastica

As amostras foram permeabilizadas com 0,5% de triton X-100 e incubadas em
solugdo tampdo alcalina de p-nitrofenilfosfato como substrato (20mM p-nitrofenilfosfato
+ 100mM dietanolamina 98% + 10mM MgCl,, pH9.5) durante 30 minutos a 37°C. A
reacdo enzimatica foi finalizada pela adicdo de 0,1M &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) em uma solugcdo de 1M de hidroxido de sddio. A atividade enzimética foi
medida pela absorbancia a 405nm no leitor de ELISA — ELX800UV (Bio-Tech
Instruments, EUA), ou seja, pela determinacdo colorimétrica do p-nitrofenol (produto
da hidréolise do p-nitrofenilfosfato). Todos os reagentes utilizados durante o
procedimento experimental foram provenientes da Sigma-Aldrich. Finalmente, a
atividade da fosfatase alcalina foi calculada a partir uma curva padrdo de p-
nitrofenilfosfato (de 50 a 3200 nmol/L), e os resultados foram expressos em nanomols

de p-nitrofenol (PNP) produzido por 10* células (nmol PNP/10%céls).

A dosagem de colageno (pro-colageno | - PIP) no meio de cultura foi realizada
através de um ensaio imunoenzimético colorimétrico com o kit Procollagen Type | C-
Peptide (PIP) da empresa TAKARA (cat#MK101, Franca), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A absorbancia foi lida a 450nm pelo leitor de ELISA —
ELX800UV (Bio-Tech Instruments, EUA). A quantidade de colageno foi calculada a
partir uma curva padrédo de PIP contido no kit (de 10 a 640 ng/mL), e os resultados
foram expressos em picogramas de PIP por 10* células (pgPIP/10%éls). Os valores
obtidos foram normalizados pelo dado referente a quantidade de células em cada

tempo de cultura proveniente do ensaio MTT, e expressos como pgPIP/10%céls.

IV.5. CULTURA DE MACROFAGOS HUMANOS

Esta parte do estudo foi realizada no Laboratério de Microbiologia Oral da

Faculdade de Odontologia (USP — Bauru, SP). Mondécitos foram isolados do sangue
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periférico humano de voluntério saudavel por método de centrifugacédo por gradiente
de densidade. Resumidamente, o sangue (10-15 mL) foi diluido 1:2 com meio RPMI
1640 incompleto (Gibco, Brasil), adicionado em Ficoll-Paque 1083, e centrifugado a
400xg durante 28 min. As células mononucleares resultantes foram lavadas trés vezes
com 15 volumes de meio RPMI 1640 frio por centrifugacdo a 350xg durante 10 min a
4°C. O precipitado de células foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI 1640 contendo
L-glutamina e 10% de soro fetal de bovino e cultivadas durante 7 dias com fator
estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos - GM-CSF (104 U/mL; Sigma,
Brasil). As células ndo aderentes foram descartadas por lavagem com solugdo tampao
PBS em 24 h de cultura. Os macréfagos foram semeados em placas huma densidade
de 10° células por poco. Uma parte dos macréfagos foi ativada pela adicdo de LPS
(10ng/mL; Sigma, Brasil) durante 1 h, seguido por lavagem com PBS trés vezes para

remover quaisquer residuos de LPS.

A ativacdo foi verificada pela determinacdo dos niveis de nitrito no
sobrenadante da cultura de macréfagos, que é um metabolito estavel de radicais de
oxido nitrico, reconhecidamente produzido por macréfagos ativados (MENG e
LOWELL, 1997). ApOs a exposicao a LPS, 100 pL do sobrenadante de cultura foi
adicionado a um igual volume de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% de N-1-
naftil-etilenodiamina, acido fosférico a 2,5%) numa placa de microtitulacéo estéril, e a
absorvéancia foi registada a 540 nm. Os niveis de nitrito foram calculados a partir de

uma curva padrdo de NaNO, com concentracdes conhecidas (de 1,6 a 200 uM).

IV.5a) Inoculagcdo do extrato dos granulos densos

Primeiramente, foi obtido o extrato dos granulos esterilizados (180°C/1,5h) na
faixa de 250-500 pym, pela incubacéo de 1 grama de cada amostra em 10mL de meio

de cultura RPMI sem soro fetal bovino em incubadora com 5% de CO, a 37°C por 24
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horas, de acordo com norma padrao ISO (1ISO10993-12, 2007). O extrato consiste no
meio de cultura adicionado a parte soluvel do material. O meio de cultura RPMI dos
macréfagos (densidade de 1 x 10° células) na placa de cultura foi substituido pelo
extrato e o SFB foi acrescido de modo a atingir uma concentracao final de 10%. Apos
24 horas, 48 e 72 horas coletou-se 100 ul de sobrenadante da cultura, que foram
armazenados em freezer a -80°C para dosagem posterior das citocinas secretadas.
Como grupo controle cultivou-se os macréfagos com meio RPMI suplementado com
SFB. O ensaio foi realizado em triplicata para cada material/tempo e condicéo

(macréfago ativado e nado ativado).

IV.5b) Dosagem de citocinas secretadas

Os sobrenadantes armazenados foram analisados para deteccdo de citocinas
no Luminex. Inicialmente, um kit de 16 citocinas foi utilizado (G-CSF, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-1ra, MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-13, MIP-3a, TNF-a, PDGF-bb — fator de
crescimento derivado de plaquetas, VEGF — fator de crescimento endotelial vascular,
IL-10, IFN-y, GM-CSF) para rastrear potenciais citocinas que poderiam ser
secretadas. Dentre essas, apenas as 11 primeiras foram selecionadas para posterior
andlise baseando-se nas concentracdes medidas e no seu papel no processo
inflamatorio. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugfes do fabricante com
todos os reagentes do kit (Kit Procarta Cytokine Assay da Panomics, EUA). Foi feito
um pool das amostras em triplicata e, em seguida, executados em duplicata para a
medicdo das citocinas no Luminex. Concentragbes da amostra (pg/mL) foram
determinadas a partir da intensidade média de fluorescéncia em comparagdo com
uma curva padrdo de quatro ou cinco parametros gerada a partir de padrdes de
concentragdes conhecidas contidos no kit. Os valores obtidos foram normalizados

pelo dado referente a quantidade de citocinas produzidas pelo grupo controle,
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cultivado com meio de cultura suplementado com soro fetal bovino em placa de

poliestireno de cultura de tecidos (TCPS).

IV.6. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma andlise descritiva a partir do calculo da média e desvio-
padrdo em cada grupo. Em seguida, utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para
analise da distribuicdo normal. Apdés a identificacdo da normalidade dos dados,
aplicou-se a analise de variancia do tipo ANOVA a um critério (one-way) e o teste de
Tukey: diferengcas com p<0,05 foram consideradas significativas. Todo o estudo

gquantitativo envolvendo células foi realizado em triplicatas de ensaio.
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CHAPITRE V (a)

RESULTATS ET DISCUSSION

Caractérisation physico-chimigue des échantillons

Les valeurs des rapports (Ca + Mg)/P et Mg/Ca du B-TCMP ont été définis
comme 1,45 et 0,14 par ICP, respectivement. Le rapport molaire (Ca+Mg)/P du B-TCP
a été défini comme 1,38, aussi par ICP. Linteraction cellule-matériau est fortement
influencée par la rugosité et la topographie de la surface du substrat (PONCHE,
BIGERELLE e ANSELME, 2010). Vu que les deux pastilles pressées possédent des
valeurs de rugosité de surface similaires (Figure V.1), on considére que seule la chimie

est variable entre les matériaux.

Les pics de diffraction (Figure V.2) observés pour la pastille de TCP (26: 31,05,
34,43 et 27,84°) correspondent a ceux du B-TCP (fiche JCPDS n°09-0169), tandis que
les pics de la pastille synthétisée a partir de la poudre dopée (26: 31,31, 34,8 e
28,13°) correspondent a ceux du B-TCMP (fiche JCPDS n°87-1582). L'incorporation du
magnésium dans la structure du TCP est démontrée par le déplacement a droite des
pics des diagrammes DRX (selon les angles 26). Ceci traduit une substitution partielle
du Ca par le Mg qui provoque une contraction de la cellule unitaire suivie d’une
stabilisation de sa structure (TARDEI, GRIGORE, et al., 2006). Les spectres FTIR
(Figure V.3) montrent, pour les deux types de matériaux, les bandes d’adsorption
relatives aux groupements PO, caractéristiques des phosphates tricalciques (GIBSON,

REHMAN, et al., 2000; SADER, LEGEROS e SOARES, 2009).
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Dissolution des pastilles

a) En régime statique

La Figure V.4 montre la variation de la concentration en Ca aprés I'immersion
des pastilles de B-TCP et de B-TCMP dans le milieu de culture complet (MC) ou non
(MNC) pendant 7, 14 et 21 jours. Il a été constaté que la présence de protéines modifie
I'échange ionique de l'ion calcium pour les deux matériaux. Ce fait peut étre expliqué
par la complexation d'ions dissous dans le milieu de culture avec des groupes
fonctionnels des protéines (KANDORI, MASUNARI e ISHIKAWA, 2005). La libération
supérieure de Ca par des pastilles de B-TCMP peut étre associée a sa bioactivité, un
concept récemment relié a la disponibilité des ions dans I'environnement osseux et

promouvant la formation de I'os par les ostéoblastes (GUTH, CAMPION, et al., 2011).

La présence des protéines n’a pas modifié la concentration des ions PO, dans
le milieu de culture ni pour le B-TCP ni pour le B-TCMP (Figure V.5). La libération des

ions Mg a été vérifiée dans le MC et le MNC, et augmente avec le temps (Figure V.6).

Des études ont rapporté que le Mg pouvait diminuer la cristallinité de l'apatite et
augmenter la solubilité des phosphates de calcium a cause d’'une substitution partielle
du Ca dans le réseau cristallin (MARCHI, DANTAS, et al., 2007; JIA, ZHOU, et al.,
2010). Bien que nous n’ayons pas observé une réduction de la cristallinité du B-TCMP,
une plus grande libération de Ca et de Mg a partir du B-TCMP a été vérifiée par

rapport au B-TCP.
b) En régime dynamique

La présence des protéines n'a pas modifié I'échange ionique du Ca dans
I'environnement dynamique, pour les pastilles de B-TCMP. Dans le cas du 3-TCP, un
changement du comportement a été observé aprés 21 jours d'immersion dans le MNC

(Figure V.8). Comme ce comportement n’a pas été vérifié en régime statique, on peut
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conclure que la vitesse du milieu de culture change probablement le taux de

dissolution des pastilles.

En ce qui concerne les ions (PO,)* (Figure V.9), en général, la présence de
protéines ne modifie pas I'échange ionique aprés 21 jours d’immersion dynamique,
contrairement a ce qui est observé en régime statique. De plus, il semble que le flux de

milieu de culture

favorise le maintien des ions (PO4)* dans le milieu, vu qu'une précipitation de

(PO,)* est observée en régime statique.

La libération des ions Mg dans le milieu a été observée a partir de 14 jours
d'immersion dans un environnement dynamique alors qu’en régime statique la
libération commence dés 7 jours (Figure V.10). Le flux de milieu de culture est

probablement responsable de la différence de comportement observé.

Culture des cellules ostéoprogénitrices en régime statigue et dynamique

Le nombre de cellules observées sur les surfaces des deux matériaux était le
méme a la fin de la période de culture (21 jours), que ce soit en régime statique ou

dynamique (Figure V.12).

Dans un environnement statique, on n’a pas trouvé de différences significatives
de l'activité phosphatase alcaline, entre les deux types de matériaux au méme temps
de culture. Par contre, en régime dynamique, une augmentation de [activité
phosphatase alcaline des échantillons de B-TCMP a été observée a tous les temps de
I'étude, suggérant que la présence de magnésium n'a pas inhibé la différenciation
ostéoblastique (Figure V.16). De plus, les pics d'activité phosphatase alcaline pour les
deux échantillons étaient a 21 jours et a 7 jours de culture, en régime statique et

dynamique, respectivement. Cela suggére que les forces de cisaillement, le transport
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de masse et d’'oxygéne grace au passage d’un flux constant de milieu accélere la

production de I'enzyme.

Concernant la synthése de collagéne (Figure V.17), une production supérieure
est observée sur le B-TCMP par rapport au B-TCP a 7 et 14 jours de culture, suggérant
que la présence de Mg peut stimuler la formation du tissu osseux. Toutefois, le
systéme dynamique augmente de facon significative la synthese de collagene a tous
les temps de I'étude (Tableau V.5). Lors de la différenciation ostéoblastique, les
cellules expriment différents facteurs (phosphatase alcaline, collagene de type I,
ostéopontine, etc.) qui participent a la formation du tissu ostéoide (la matrice organique
de l'os) puis a sa minéralisation (SHU, MCMULLEN, et al., 2003; LIAN e STEIN, 1992).
Donc, d’'une fagon générale, la stimulation des cellules par le passage d'un flux

constant de milieu de culture promeut I'expression du phénotype ostéoblastique.

Culture des macrophages en régime statique

L'analyse des données actuelles est limitée en raison d'un possible effet
cytotoxique sur les macrophages en culture des extraits des biomatériaux. En effet,
une production supérieure de cytokines peut refléter aussi un plus grand nombre de
cellules viables. Afin de comparer effectivement la production de cytokines, le nombre
de macrophages viables dans toutes les conditions établies reste a évaluer avant la

publication de ces résultats.

D’aprés la Figure V.19, les macrophages non-activés produisent surtout des
cytokines anti-inflammatoires et pro-guérison, un résultat similaire a celui trouvé par
Schutte et al. (2009), qui ont évalué la production de cytokines par des macrophages
non-activés apres contact avec différents matériaux. Lors de I'analyse du ratio pro-anti,
il n'y a pratiguement aucune différence entre les biomatériaux, ce qui suggére que le B-

TCP dopé avec du Mg ne modifie pas la réponse biologique des macrophages. Par
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ailleurs, le graphique montre que la production de cytokines du groupe témoin (TCPS)
est supérieure a celle des biomatériaux, mais cette augmentation reste a valider par le

calcul de la viabilité cellulaire, comme expliqué ci-dessus.

En ce qui concerne la guérison (Figure V.20), le profil anti prédomine pour le B-
TCMP et le groupe témoin (TCPS), tandis que le B-TCP montre un profil pro-
cicatrisant. Par rapport a l'inflammation, les deux matériaux montrent un profil anti-
inflammatoire, tandis que le TCPS a une tendance vers I'’équilibre pro-anti. Bien qu'ils
présentent le méme profil lorsqu'on considére la quantité de cytokines produites, il y a
une différence entre les deux matériaux, indiquant que le B-TCP dopé avec du Mg, par
la modification de ses propriétés physico-chimiques par exemple, affecte différemment

la réponse des macrophages.

Les biomatériaux analysés ont induit plutét un profil anti-inflammatoire, c'est a
dire que des macrophages activés par LPS exposés aux biomatériaux ont une
production inhibée de cytokines inflammatoires. Ceci peut étre mis en rapport avec le
fait que les infections liées a I'implantation des biomatériaux sont difficiles a traiter. En
effet, des études antérieures ont montré que les cellules immunitaires peuvent tout a
fait perdre leur capacité a éliminer des bactéries en présence de biomatériaux

(SUBBIAHDOSS, FERNANDEZ, et al., 2011; WATANABE, ICHIKI, et al., 2007).
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS MATERIAIS

A partir da analise pelo método ICP, a razdo molar (Ca+Mg)/P do B-TCMP foi
definida como sendo 1,45 e a razdo Mg/Ca foi de 0,14, dados proximos dos valores
tedricos [(Ca+Mg)/P = 1,5; Mg/Ca = 0,15]. J& para o B-TCP, a razdo molar (Ca+Mg)/P

foi de 1,38.

Verificou-se que o grau de compactacdo dos pos foi diferente. As pastilhas de
B-TCMP exibiram uma contracdo volumétrica maior ap0s a sinterizagdo quando
comparado ao B-TCP, refletida no diametro reduzido das pastilhas de B-TCMP (11,2
mm) quando comparada ao B-TCP (12,2 mm). A Figura V.l mostra as micrografias
eletrbnicas das superficies de (a) B-TCP e (b) B-TCMP apo0s sinterizacdo a 1150°C,
assim como a rugosidade média superficial medida no microscépio de forgca atémica.
As amostras apresentaram valores de rugosidade muito préximos, 96 + 18 nm para o

B-TCP e 105 + 29 nm para o B-TCMP, sem diferenca significativa.

Um fator importante na interacdo célula-material € a rugosidade e topografia da
superficie (TAKAMORI, CRUZ, et al.,, 2008; PONCHE, BIGERELLE e ANSELME,
2010). Superficies nanoestruturadas (irregularidades menores que 100 nm), sao
geralmente considerado benéficas para adesdo e crescimento celular, enquanto que
superficies microestruturadas apresentam um comportamento mais controverso (por
exemplo, podem dificultar o espraiamento e proliferacdo das células, mas favorecer a
diferenciacdo, particularmente em células osteogénicas) (BACAKOVA, FILOVA, et al.,

2011). Considerando que as pastilhas em questdo apresentam valores de rugosidade
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muito préximos, foi possivel considerar como variavel somente a quimica dos

materiais.

v s

» "“j..{ .'n" = i
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Ra = 95,69 + 18,4 nm Ra = 105,23 + 28,8 nm
(a) B-TCP (b) B-TCMP

Figura V.l - Micrografia eletrbnica (MEV; aumento 1000X) e perfis 3D/rugosidade média (AFM)
da superficie das pastilhas de B-TCP e B-TCMP apds sinterizacdo a 1150°C/2h.

Parte das pastilhas foram trituradas para a obtencdo de granulos que foram
utilizados nos ensaios com os macréfagos humanos, segundo as diretrizes da norma
ISO 10993-12:2007. De modo geral, o aumento da area superficial especifica de
biomateriais reabsorviveis associada com uma redugdo do tamanho dos granulos

pode facilitar a sua dissolucdo, em funcdo do aumento da area de superficie em
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contato com o fluido tissular no local da implantacdo (MURAKAMI, HONDA, et al.,
2010). Deste modo, também visando a eliminacdo da variavel &rea de superficie, 0s
granulos de ambos os materiais foram peneirados selecionando a faixa de 250-500um.
Mais uma vez, somente a varidvel quimica dos materiais permanece para a andlise
bioldgica.

A Figura V.2 mostra os difratogramas de raios X de ambos o0s materiais
sinterizados. O padrdo de difracdo obtido a partir do fosfato tricalcico comercial
apresenta picos de difracdo intensos em 26: 31,05, 34,43 e 27,84°, correspondendo a
ficha 09-0169 JCPDS do B-TCP. J& o padréo de difracdo do fosfato tricalcio substituido
parcialmente por Mg confirmou a presenca do B-TCMP (ficha 87-1582 JCPDS) através

da identificac&o de picos intensos em 26: 31,31, 34,8 e 28,13°.

A incorporagdo de Mg na estrutura do TCP refletiu-se no deslocamento dos
picos no difratograma (evidenciado pelos angulos 20), devido a substituicdo parcial de
Mg-por-Ca, causando uma contragdo na dimenséo da célula unitaria e estabilizagéo
da estrutura. Este efeito pode ser atribuido ao menor raio iénico do Mg (0,65 A) em
relacdo ao Ca (0,99 A): substituices por jons de menor dimensdo levam a uma
deformacéo na rede cristalina, favorecendo sua contracdo e, a0 mesmo tempo, a

estabilizacdo da estrutura (TARDEI, GRIGORE, et al., 2006).
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Figura V.2 - Difratogramas do B-TCP (ficha 09-0169 JCPDS — programa PCPDFWIN) e (-
TCMP (ficha 87-1582 JCPDS — programa PCPDFWIN) ap0s sinterizacdo a 1150°C/2h.

Os espectros de FTIR (Figura V.3) do B-TCP e B-TCMP ap0s sinterizagao

mostram bandas de fosfato a 1126 e 1025 (v3) cm™, bem como em 604 e 554 (v4) cm’

54



! para ambos os materiais, caracteristicas de fosfatos tricalcico (GIBSON, REHMAN,

et al., 2000; SADER, LEGEROS e SOARES, 2009).

Esses resultados em conjunto indicam que foram produzidas pastilhas

monofésicas com composicao B-TCP e 3-TCMP e rugosidade superficial similar.
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Figura V.3 - Espectros de FTIR do B-TCP e B-TCMP ap0s sinterizacéo a 1150°C.

V.2. DEGRADACAO DAS PASTILHAS EM MEIO DE CULTURA

Foi determinada a variacdo da concentracdo de calcio, fosfato e magnésio em
funcao do tempo de imersao das pastilhas de B-TCP e B-TCMP em meios de cultura
ndo completo (MNC) e completo (MC) em condi¢Bes estatica e dinamica (sistema
fechado - 2mL/h). Os dados foram expressos como a concentracao dos ions no meio
subtraida da concentracdo inicial no meio ISCOVE. Assim sendo, valores positivos

refletem uma liberacdo de ions das pastilhas para o meio e valores negativos uma
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precipitacdo destes sobre as pastilhas. Em adicdo, a superficie das pastilhas foi
verificada ao MEV e AFM ao fim de 21 dias para verificar a formacdo de cristais de

fosfato de calcio e alteracdes na rugosidade superficial.

V.2a) Andlise em condicao estatica

A Figura V.4 apresenta a variacdo na concentracéo de Ca®* ap6s imerséo das
pastilhas de B-TCP e B-TCMP em MNC e MC por 7, 14 e 21 dias. Tanto para as
amostras de MNC quanto para as de MC em contato com B-TCP, verificou-se uma
precipitacdo de Ca durante todo o periodo estudado, com tendéncia significativa de

reducdo dessa precipitagdo ao fim de 21 dias (MNC).

Quanto as amostras de MNC em contato com B-TCMP, verificou-se uma
liberagdo gradativa de Ca®* ao longo do periodo de imersdo (p < 0,05). J& nas
amostras de MC para o B-TCMP, inicialmente verificou-se uma precipitacdo de Ca?* (7

dias), porém ao fim de 21 dias ha uma liberacéo de Ca?".
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Figura V.4 - Alteragdo na concentracdo média de ion Ca em amostras sob condicdo estéatica

de meio de cultura em contato com pastilhas de B-TCP e B-TCMP em (a) MNC e (b) MC.

Diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra) e entre as

amostras (# - mesmo tempo); liberacdo de Ca da pastilha para o meio (+); precipitacdo de Ca

na pastilha a partir do meio (-).
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Assim sendo, ficou evidenciado que a presenca de proteinas influencia a
dinamica de dissolucéo do fon Ca®" em meio estatico, para ambos os materiais. No
caso do B-TCP, houve precipitagdo mais intensa no MC, ja para o 3-TCMP, no MC foi
observada uma precipitacéo inicial de Ca®* (7 dias), ao contrario do comportamento
em MNC. Contudo, o B-TCMP apresentou de modo geral um perfil de liberacdo de

Ca?" ao fim de 21 dias, principalmente em MNC.

O comportamento observado de maior reducéo do ion Ca** no MC, ou seja, na
presenca de proteinas, ja foi reportado anteriormente, e explicado pela complexagéo
de ions dissolvidos a grupos funcionais das proteinas, reduzindo a sua deteccdo no

meio (KANDORI, MASUNARI e ISHIKAWA, 2005).

A maior liberacdo de Ca®" pelas pastilhas de B-TCMP pode favorecer sua
bioatividade, conceito associado a disponibilidade de ions no meio favorecendo a
deposicdo O0ssea por osteoblastos na regido do implante (GUTH, CAMPION, et al.,

2011).

A Figura V.5 apresenta a variagdo na concentracdo de (PO,)* ap6s imerséo
das pastilhas de B-TCP e B-TCMP em MC e MNC por 7, 14 e 21 dias. Para as
amostras de MNC em contato com B-TCP, verificou-se uma precipitacdo de (PO,)*
durante todo o periodo estudado. JA& nas amostras de MC para o B-TCP, houve
também precipitacdo durante todo o periodo, com aumento significativo dessa ao fim

de 21 dias.

Quanto as amostras de MNC em contato com B-TCMP, verificou-se também
uma precipitacdo de (PO,)*, que aumentou ao longo do periodo de imers&o. J& nas

amostras de MC para o 3-TCMP, observou-se o mesmo comportamento.
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Figura V.5 - Alteragdo na concentracdo média de ion (PO,)* em amostras sob condicao
estatica de meio de cultura em contato com pastilhas de B-TCP e B-TCMP em (a) MNC e (b)
MC. Diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra) e entre as
amostras (# - mesmo tempo); liberagcéo de (PO4)3' da pastilha para o meio (+); precipitacdo de
(PO4)3' na pastilha a partir do meio (-).

Quanto a dinamica de dissolucdo do ion (PO,)*, de modo geral, a presenca de
proteinas ndo exerceu influéncia em meio estatico, visto que para ambos 0os materiais
e condicdes foi observado um comportamento de precipitacdo. Entretanto,
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comparando-se o B-TCP e o B-TCMP, o primeiro apresentou uma precipitacdo de
(PO,)* mais acentuada em ambos os meios (MC e MNC), diferenca esta maior no
MNC (p < 0,05). Os resultados estdo de acordo com o estudo descrito por Guth e
colaboradores (2011) em pastilhas de HA-Si e HA incubadas em MC e MNC por até
28 dias, onde também verificaram uma reducédo da concentracdo de fons (PO.)*

disponiveis nos meios analisados.

Apesar de varios estudos envolvendo bioceramicas de fosfato de célcio
parcialmente substituidas haverem detectado certo grau de dissolu¢cdo dos materiais,
deve-se determinar a taxa de liberacdo do ion dopado, e uma discussao acerca dos
niveis que devem ser alcancados para obtencdo de um efeito terapéutico deve ser
estimulada (BOHNER, 2009). Isto porque a possibilidade de que a liberacéo de Ca*', e
ndo do ion dopante, ser responsavel pelo possivel resultado biolégico positivo deve
ser considerada, uma vez que os ions Ca?* sdo conhecidos por apresentarem um forte
efeito sobre as células 6sseas, em particular os osteoblastos (DVOARK, SIDDIQUA, et
al., 2004). Uma andlise da degradacdo dos materiais avaliada somente pela liberacéo
de Ca®** e (PO,)* ndo pressupde a liberacdo do ion dopante da rede cristalina
(BOHNER, 2009). Neste ponto, torna-se importante verificar a liberacdo do Mg* no
meio para entdo associar o efeito da incorporacdo deste ao resultado biologico

observado.

A Figura V.6 apresenta a variagédo na concentracdo de Mg* ap6s imerséo das
pastilhas de B-TCMP em MC e MNC por 7, 14 e 21 dias. Para as amostras de MNC e
MC em contato com B-TCMP, verificou-se uma liberacdo de Mg** durante todo o

periodo estudado, com aumento significativo ao fim de 21 dias.
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Figura V.6 - Alteracdo na concentracdo média de ion Mg em amostras sob condi¢do estética
de meio de cultura em contato com pastilhas de 3-TCMP em (a) MNC e (b) MC. Asteriscos
indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra);

liberacdo de Mg da pastilha para o meio (+).

Quanto a dissolucéo de fons Mg®*, comprovou-se a sua liberagéo independente
da presenca de proteinas (MNC e MC), que aumentou com o passar dos dias de
incubacéo. Estudos relataram que o Mg®* poderia diminuir a cristalinidade da apatita e

assim aumentar a solubilidade de fosfatos de célcio, quando substituindo parcialmente
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o Ca na rede cristalina (MARCHI, DANTAS, et al., 2007; JIA, ZHOU, et al., 2010).
Apesar de ndo ter sido observada uma diminuicdo na cristalinidade do B-TCMP
quando comparado ao B-TCP, através dos dados aqui reportados, verificou-se uma
maior liberacdo de Ca** e Mg®* do B-TCMP, assim como uma menor sor¢do de (PO4)*

do B-TCMP em relacao ao B-TCP.

De acordo com Monteiro e colaboradores (2003), o processo de dissolucao-
precipitacdo de fosfatos de célcio é ciclico e rapido, podendo ser dividido em trés
etapas. Na primeira (30 minutos), a dissolucdo é muito intensa e predomina sobre a
precipitacdo de novas fases de fosfato de célcio. No intervalo de 30-80 min, a taxa de
precipitacdo aumenta e equilibra-se com a dissolugdo. Depois, a precipitagdo de nova
fase de fosfato de célcio predomina na cinética de dissolugéo/precipitacdo
(MONTEIRO, CAMPOS DA ROCHA, et al., 2003). Isso sugere uma cinética mais lenta
de dissolugéo-precipitagao para o 3-TCMP, ja que o menor tempo deste estudo foi de
7 dias e o processo dissolugéo-precipitacéo se inicia em questdo de minutos, ou ainda

a ocorréncia de mais de um ciclo deste processo dinamico.

Na verdade, substitutos 6sseos de fosfato de célcio s&o mecanicamente frageis
(DOROZHKIN, 2007). Assim, parece que a melhor estratégia para o reparo de um
defeito 6sseo € favorecer uma rapida neoformacdo Ossea na regido do defeito,
implicando na substituicAo completa do biomaterial por osso neoformado (BOHNER,

2009).

Apos 21 dias de incubacao em MC e MNC, verificou-se a formacao de cristais
de apatita sobre a superficie de ambas as pastilhas, conforme exemplificado na Figura
V.7. As micrografias mostraram que a capacidade de induzir a formag&o de apatita foi
similar entre as bioceramicas, independente da presenca de proteina no meio, ao
término do periodo de incubagdo. Em adicdo, a Tabela V.1 apresenta os valores de

rugosidade (Ra) média para B-TCP e B-TCMP apés 21 dias de imersdo em MC e MNC
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sob condicdo estatica. Nao houve diferenca significativa na rugosidade superficial das

pastilhas apds os testes de degradacao.

(a) B-TCP (b) B-TCMP

Figura V.7 - Micrografia das superficies das pastilhas de B-TCP e B-TCMP apés 21 dias de
incubacdo em MC sob condigcéo estatica. As imagens das outras superficies sao similares as

aqui apresentadas.

Tabela V.1 - Rugosidade das superficies de B-TCP e B-TCMP medida por AFM ap6s 21 dias
de imersdo em meio ndo completo (MNC) e meio completo (MC) sob condi¢do estética.

“Controle” corresponde ao tempo zero, ou seja, antes da imersao.

Pastilhas Meio ndo-completo Meio completo
Ra (nm) Ra (nm)

B-TCP controle 95,7+ 18,4

B-TCP ap6s 21 dias 92,0+ 11,4 | 95,2 + 20,2

B-TCMP controle 105,2 + 28,8

B-TCMP apos 21 dias 98,4+11,1 | 79,8 +12,1

V.2b) Anélise em condicdo dinamica

Apesar da eliminacdo da variavel quantidade de meio de cultura nos ensaios

estaticos e dindmicos através da formula quimica C=m/v (C= concentracdo; m=massa,;
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v=volume), ja que o kit utilizado nos fornece a concentracdo e o volume é um dado
pré-determinado em ambos 0s casos, a quantidade de ions ofertada no inicio do
experimento por pastilha permanece diferente (maior em condicdo dindmica), nao
permitindo uma comparacdo fidedigna com o sistema estatico. Outro aspecto que
dificulta a comparacéo dos dois sistemas diz respeito aos materiais utilizados para a
fabricacdo do bioreator. No sistema estético a degradacéo foi efetuada em placas de
24 pogos de poliestireno e no caso do biorreator utilizou-se camara de teflon e tubos
de silicone. Apesar de ambos serem polimeros, ensaios em recipientes diferentes, na
geometria e material, podem influenciar a cinética de precipitacdo de fosfatos de calcio

(MARQUES, 2003).

A Figura V.8 apresenta a variacdo na concentracdo de Ca®" ap6s imerséo das
pastilhas de B-TCP e B-TCMP em MC e MNC por 7, 14 e 21 dias. Para as amostras de
MNC em contato com B-TCP, verificou-se uma precipitacédo de Ca*" até 14 dias, em 21
dias o comportamento observado foi de liberagdo. Ja nas amostras de MC para o (-
TCP, houve também precipitagdo durante todo o periodo.

Quanto as amostras de MNC em contato com B-TCMP, verificou-se uma
precipitacio de Ca®* ao longo do periodo de imersdo, mesmo comportamento

observado em MC.
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Figura V.8 - Alteragcdo na concentragdo média de ion Ca em amostras sob condicdo dinamica
de meio de cultura em contato com pastilhas de B-TCP e B-TCMP em (a) MNC e (b) MC.
Diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra) e entre as
amostras (# - mesmo tempo); liberacdo de Ca da pastilha para o0 meio (+); precipitacdo de Ca

na pastilha a partir do meio (-).

Assim sendo, de modo geral, a presenca de proteinas ndo influenciou a
dinamica de dissolucéo do fon Ca®* em meio dindmico para o B-TCMP, ja que n&o
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houve alteracdo no perfil de precipitacdo observado. No caso do B-TCP, houve
mudanca de comportamento em 21 dias no MNC. Esta evidéncia € oposta a
observada em meio estatico, onde efetivamente a presenca de proteinas alterou a
troca idnica pastilha-meio, sugerindo um efeito da velocidade do fluxo de meio de

cultura no grau de dissolucao das pastilhas.

Da Silva e colaboradores (2010) monitoraram as variacbes nas concentracfes
de célcio e fosfato de meio de cultura completo e incompleto em contato com pastilhas
de HA e HA-Si, sob condi¢do estatica e dinAmica por até 14 dias. Nao houve diferenca
na concentracdo de calcio em nenhuma das condi¢des/pastilhas analisadas, contudo
0s autores utilizaram um sistema dindmico aberto, ou seja, com troca constante do
meio de cultura. Deste modo, duas variaveis estdo presentes: reposicao de meio novo

e o fluxo do mesmo, limitando uma comparacéo de resultados.

A Figura V.9 apresenta a variacdo na concentracdo de (PO,)* ap6s imerséo
das pastilhas de B-TCP e B-TCMP em MC e MNC por 7, 14 e 21 dias. Para as
amostras de MNC em contato com B-TCP, verificou-se uma liberacdo de (PO,)*
durante todo o periodo estudado. Ja nas amostras de MC para o B-TCP, houve
predominio de liberacdo de (PO,)*, com pontual precipitacdo em 14 dias. Quanto as
amostras de MNC e MC em contato com B-TCMP, verificou-se uma liberacdo de

(PO4)* nos meios.

Quanto a dinamica de dissolucdo do ion (PO,)¥, verificou-se que a presenca de
proteinas, de modo geral, ndo exerce influéncia em meio dindmico, ao final de 21 dias
de imersdo. O comportamento observado em meio dindmico foi o oposto do meio
estatico: nesse ultimo ndo houve influencia do tipo de meio (MC ou MNC) na troca
ibnica, porém observou-se precipitacao ao invés de liberacdo. Finalmente, parece que
a imerséo dinamica, ou seja, o fluxo de meio de cultura favorece a liberagéo de (PO,)*

no meio.
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Figura V.9 - Alteracdo na concentragdo meédia de ion (PO4)3' em amostras sob condi¢édo
dindmica de meio de cultura em contato com pastilhas de B-TCP e B-TCMP em (a) MNC e (b)
MC. Diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra) e entre as
amostras (# - mesmo tempo); liberagcédo de (PO4)3' da pastilha para o meio (+); precipitacdo de

(PO4)3' na pastilha a partir do meio (-).

A Figura V.10 apresenta a variagéo na concentracdo de Mg?* ap6s imerséo das
pastilhas de B-TCMP em MC e MNC por 7, 14 e 21 dias. Para as amostras de MNC,

verificou-se uma precipita¢o inicial de Mg?* (7 dias), seguida de liberagéo no meio até
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21 dias. Em MC, observou-se praticamente 0 mesmo comportamento, em 7 dias nao
houve mudanca na concentracdo idnica de Mg* em relacdo a quantidade inicial,
seguida de liberacdo a partir de 14 dias. Parece que a presenca de proteinas em

ambiente dindmico favorece uma liberagcao mais rapida de magnésio para o meio.
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Figura V.10 - Alterac@o na concentracdo média de ion Mg em amostras sob condigdo dinamica
de meio de cultura em contato com pastilhas de B-TCMP em (a) MNC e (b) MC. Asteriscos
indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA) entre os tempos (* - mesma amostra);

liberacdo de Mg da pastilha para o meio (+); precipitagdo de Mg na pastilha a partir do meio (-).

68



Quanto a dissolugéo de ions Mg, comprovou-se a sua liberacdo independente
da presenca de proteinas (MNC e MC), em ambiente estatico. Em ambiente dindmico
também foi comprovada a liberacdo de magnésio, contudo somente a partir de 14
dias, independente do tipo de meio. Isso sugere que o fluxo de meio influencia a troca
ibnica de Mg pastilha-meio. Esta diferenca torna-se relevante quando da analise da
resposta biolégica inicial (até 7 dias) de osteoblastos em contato com pastilhas deste

biomaterial.

Apos 21 dias de incubacdo em MC e MNC, verificou-se a formacéo de cristais
de apatita sobre a superficie de ambas as pastilhas, conforme exemplificado na Figura
V.11. As micrografias mostraram a formacao de apatita para ambos os materiais apos
21 dias, independente da presenca de proteina no meio, mesmo comportamento
observado em condicdo estatica. Em adicdo, a Tabela V.2 apresenta os valores de
rugosidade (Ra) média para B-TCP e B-TCMP apés 21 dias de imersdo em MC e MNC
sob condicdo dindmica. De modo geral, ndo houve diferenca significativa na
rugosidade superficial das pastilhas, exceto para o B-TCP em meio completo, onde se
verificou um aumento significativo da rugosidade, sugestivo de dissolucdo ou intensa
precipitacdo na pastilha. Contudo, os valores finais de Ca e (PO,)* sugerem a

prevaléncia da dissolugao.
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(a) B-TCP (b) B-TCMP

Figura V.11 - Micrografia das superficies das pastilhas de B-TCP e B-TCMP apoés 21 dias de
incubacdo em MC sob condi¢éo dindmica. As imagens das outras superficies sao similares as

aqui apresentadas.

Tabela V.2 - Rugosidade das superficies de B-TCP e B-TCMP medida por AFM ap6s 21 dias
de imersdo em meio ndo completo (MNC) e meio completo (MC) sob condi¢do dindmica.

“Controle” corresponde ao tempo zero, ou seja, antes da imersao.

Pastilhas Meio ndo-completo Meio completo
Ra (nhm) Ra (nm)

B-TCP controle 95,7+ 18,4

B-TCP apds 21 dias 100,27 + 6,24 | 212,83+12,4*

B-TCMP controle 105,2 + 28,8

B-TCMP apds 21 dias 95+ 11,3 | 76,7 +12,2

* (p<0,05) na comparacao entre B-TCP controle e ap6s 21 dias em MC

V.3 CULTURA DE CELULAS STRO+1A SOBRE AS PASTILHAS

V.3b) Anélise da proliferacé@o celular em condi¢cOes estatica e dindmica

Em condicao estatica (Figura V.12), inicialmente o numero de células nas

amostras de B-TCMP foi maior (p < 0,05). Contudo, ao fim do periodo estudado (21
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dias), a densidade celular sobre as superficies das pastilhas foi a mesma. Em adicao,
ao observar o perfil da curva de proliferacéo celular, tornou-se evidente que para o 3-
TCP a confluéncia celular foi alcancada em 14 dias, ao contrario do verificado para o

B-TCMP, onde a proliferacdo celular apresenta perfil ascendente até 21 dias.

JA4 em condicdo dinamica (Figura V.12), verificou-se uma inversdo do
comportamento em ambiente estatico: inicialmente o numero de células nas amostras
de B-TCP foi maior (p < 0,05). Porém, mais uma vez, ao fim do periodo estudado (21
dias), a densidade celular sobre as superficies das pastilhas foi a mesma. Em
contrapartida, ao observar o perfil da curva de proliferagédo celular, ambas as amostras

apresentaram perfil ascendente até 21 dias.

Os resultados obtidos estédo de acordo com o estudo de Sader e colaboradores
(2009), que relataram uma maior proliferacdo celular em condicdo estatica sobre
pastilhas de B-TCMP (Mg/Ca = 0,2 mol) por até 7 dias quando comparado ao B-TCP.
As observacdes ao MEV das células cultivadas sobre as superficies das pastilhas
corroboram os dados de densidade celular obtido pelo ensaio do MTT (Figuras V.13,
V.14 e V.15). Ainda, verificou-se visualmente a formacdo de matriz extracelular e certo

grau de mineralizagdo em ambas as pastilhas apds 21 dias de cultura celular.
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Figura V.12 - Numero de células aderentes ao longo do tempo sobre as superficies de B-TCP

e B-TCMP em (a) condicéo estética e (b) condigcdo dindmica. Diferencas significativas para um

mesmo tempo de cultura entre as superficies cerdmicas (*).
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(a) B-TCP (Estatico/7 dias)

3

g

A

(c) B-TCMP (Estatico/7 dias) (d) B-TCMP (Dinamico/7 dias)

Figura V.13 - Micrografias obtidas por MEV das células STRO+1A cultivadas sobre as

superficies das pastilhas em condi¢éo estatica e dindmica (7 dias); aumento 2500X.
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Figura V.14 - Micrografias obtidas por MEV das células STRO+1A cultivadas sobre as

superficies das pastilhas em condicao estatica e dindmica (14 dias); aumento 2500X.
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(b) B-TCP (Dinamico/21 dias)

mm 21

(d) B-TCMP (Dinamico/21 dias)

Figura V.15 - Micrografias obtidas por MEV das células STRO+1A cultivadas sobre as

superficies das pastilhas em condicao estatica e dindmica (21 dias); aumento 2500X.

A Tabela V.3 resume a proliferagdo celular em ambas as pastilhas,
comparando-se as médias celulares sob condi¢Bes estatica e dindmica. De modo
geral, o fluxo dindmico de meio de cultura ndo influenciou de modo significativo a
proliferacé@o celular. Nos tempos onde se observou diferenca entre ambientes estatico
e dinamico, o meio dindmico estimulou mais a proliferacao celular. Estes resultados
estdo de acordo com relatos de que a cultura dindmica melhora a homogeneidade da
distribuicdo das células e da matriz, e que tensbes de cisalhamento aplicadas pelo
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fluxo do meio estimulam a proliferacédo e diferenciacdo celular. Além disso, o sistema
dindmico melhora o transporte de massa, assegurando uma nutricdo continua de
células e remocédo de produtos metabolicos residuais. J& a cultura estatica apresenta
questdes importantes como produtos metabdlicos residuais acumulados, difusao
limitada e muitas vezes resultam em células e matriz extracelular heterogénea (DA

SILVA, MATEESCU, et al., 2010; MEINEL, KARAGEORGIOU, et al., 2004).

Tabela V.3 - Avaliagao da proliferacao celular ao longo do tempo em condi¢6es estatica (Est) e

dindmica (Din).

Proliferacéo celular Resposta
B-TCP Din > Est
7 dias .
B-TCMP - Est = Din
B-TCP . Est = Din
14 dias —» )
B-TCMP Din = Est
B-TCP Din > Est
21 di .
B-TCMP s Est = Din

V.3c) Andlise da diferenciacéo osteoblastica em condi¢fes estatica e dindmica

Como ja reportado, a dexametasona é uma substéncia capaz de induzir a
diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimais da medula 6ssea, como a
STRO+1A, exatamente de acordo com o protocolo aqui utilizado (AHDJOUDJ,

LASMOLES, et al., 2001; HENG, CAO, et al., 2004).

Trés periodos distintos na expressédo de genes que codificam os marcadores
de fendtipo osteoblastico podem ser definidos: um periodo de proliferacdo (nos

primeiros 12 dias), um periodo de desenvolvimento da matriz extracelular (12°-18°
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dia), e um periodo de mineralizagdo (a partir do 18° dia). Durante o periodo de
proliferacdo, fundamental para o desenvolvimento do fenétipo 6sseo, varios genes
associados com a formacao da matriz extracelular (colageno tipo | principalmente) sédo
ativamente expressos. No periodo de desenvolvimento da matriz extracelular,
caracterizado por uma série de modificacdes na sua composicdo e organizacdo, a
expressao da enzima fosfatase alcalina aumenta significativamente. Com o inicio da
fase de mineralizag&o, outros genes sdo expressos, como osteocalcina, osteopontina,

entre outros (SHU, MCMULLEN, et al., 2003; LIAN e STEIN, 1992).

Em condicao estética, ndo se observou diferenca significativa na producao de
fosfatase alcalina entre as pastiihas em mesmo tempo. J& em condigdo dinamica
verificou-se uma maior producao da enzima para as amostras de 3-TCMP em todos o0s
tempos (p < 0,05), sugerindo que a presenca de Mg ndo inibiu a diferenciacédo
osteoblastica (Figura V.16). Os resultados estdo de acordo com outros autores que
utilizaram fosfatos de calcio em contato com osteoblastos. A secrecdo de fosfatase
alcalina na presenca de ceramicas bifasicas (HA-TCP) dopadas com Mg foi
aumentada quando comparada a ceramica bifasica sem Mg (KANNAN, GOETZ-
NEUNHOEFFER, et al., 2009). Klammert e colaboradores (2010) ja haviam relatado
um aumento consideravel na expressao de fosfatase alcalina apés a cultura por 21
dias de células MC3T3-E1 em contato com scaffolds de B-TCMP de formula

Mg2.25Cag 75(PO.)..
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Figura V.16 - Nivel de atividade da fosfatase alcalina ao longo do tempo sobre as superficies
de B-TCP e B-TCMP em (a) condigdo estética e (b) condicdo dindmica. Diferenca significativa

para um mesmo tempo de cultura entre as superficies ceramicas (*).

Ademais, em condigéo estatica (Figura V.17), o pico de atividade da fosfatase
alcalina para ambas as amostras foi em 21 dias. Ja em condicdo dinamica, o pico de
producdo de fosfatase alcalina foi em 7 dias, também para ambos os materiais. 1sso
sugere que a tensao resultante do fluxo de meio da condi¢cdo dindmica associado a
troca de meio constante acelerou a producdo da enzima. Conforme descrito na Tabela
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V., ao final de 21 dias foi observada uma menor producdo de fosfatase alcalina em
ambiente dindmico quando comparado ao estatico. A proliferacdo, o metabolismo e a
diferenciacdo de células mesenquimais podem ser afetados por mudancas em seu
microambiente, como fonte nutricional e estresse mecéanico. Assim sendo, € evidente
gue diferentes condi¢cdes de cultura celular devem ser consideradas na expanséo e
utilizacéo clinica destas células (CHEN, ZHOU e TAN, 2009). A reducao da atividade
de fosfatase alcalina apds 21 dias em ambiente dindmico quando comparada ao
ambiente estatico pode ser atribuida ao estresse causado pelo fluxo de meio,

induzindo uma possivel desdiferenciagéao.

Tabela V.4 - Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina sob condigBes estética (Est) e
dindmica (Din).

Marcador 6sseo Amostra/Tempo Resposta
B-TCP _ Din > Est
gTomp dias— Din > Est

Fosfatase B-TCP Est = Din
Alcalina p-Tcvp 14 dias— Est = Din
B-TCP Din < Est
g-Tcmp 21 dias > Din < Est

Em condicdes estatica e dinamica (Figura V.17), observou-se diferenca
significativa na producdo de colageno entre as pastilhas nos tempos de 7 e 21 dias,
onde o B-TCMP apresentou uma secrecdo maior, sugerindo que a presenca de Mg
possa estimular a producdo de matriz extracelular 6ssea (coldgeno € o principal

constituinte da matriz).
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Figura V.17 - Nivel de produgao de colageno ao longo do tempo sobre as superficies de B-TCP
e B-TCMP em (a) condigéo estatica e (b) condicdo dindmica. Diferenc¢a significativa para um

mesmo tempo de cultura entre as superficies cerdmicas (*).

Ademais, 0 pico de secrecao de coldgeno foi o mesmo para os dois materiais
(7 dias) em ambientes estético e dindmico. Durante o fluxo de meio, as forcas de
cisalhamento se op6em a adeséo celular. Apesar do fluxo corresponder ao fisiolégico,

possivelmente ndo perturbando a adeséo celular na superficie dos materiais, esta
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pode ser forte o suficiente para quebrar ou evitar a formacéo de algumas das ligacfes
celulares (YU, BOTCHWEY, et al., 2004). Assim sendo, a producdo acentuada de
coldgeno a 7 dias de culura pode refletir uma maior producdo de matriz extracelular
para, desse modo, tornar a adesdo celular mais efetiva. Entretanto, a condi¢do
dindmica aumentou significativamente a secrecdo de colageno em todos os tempos
estudados (Tabela V.) quando comparada a condicdo estatica, ou seja, € possivel
também que o fluxo de meio da condicdo dinAmica associado a troca de meio
constante aumente a secrecdo de matriz extracelular éssea. Sabe-se que a condicdo
dindmica se aproxima mais da realidade, uma vez que o fluxo utilizado de 2mL/h

corresponde a circulagéo do liquido 6sseo intersticial ( WANG, UEMURA, et al., 2003).

Tabela V.5 - Avaliagéo da secrecédo de colageno sob condigbes estética (Est) e dinamica (Din).

Marcador 6sseo Amostra/Tempo Resposta
B-TCP _ Din > Est
promp (4 Din > Est

Colageno B-TCP . Din > Est
B-TCMP 14 dias — Din > Est
B-TCP Din > Est
pTcmp 21 dias— Din > Est

A adicdo de Mg ndo mostrou diferengas significativas na proliferagdo dos
osteoblastos. Quanto a secrecdo de colageno, uma interessante elevagcdo foi
observada quando da incubagdo com B-TCMP. Dependendo da finalidade da
utiizacdo de um biomaterial no reparo 0sseo, este efeito observado pode ser
interessante, porque a primeira fase no processo de formagao 0ssea por osteoblastos
€ a secrecdo de coladgeno. Em adicdo, a producdo de fosfatase alcalina, enzima

envolvida no prcesso de mineralizagdo o6ssea, foi aumentada em osteoblastos
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incubados com B-TCMP. Sabe-se que a mineralizacdo da matriz extracelular é

essencial na formacéo do tecido 6sseo.

V.4 CULTURA DE MACROFAGOS EM CONTATO COM EXTRATO DOS
GRANULOS DENSOS

A viabilidade de macrofagos humanos foi avaliada previamente através da
liberacdo de oOxido nitrico (NO), pois € sabido que macréfagos humanos ativados
produzem NO (MOSSER, 2003). Os resultados demonstraram uma maior producao
em macréfagos tratados com LPS quando comparados ao grupo ndo tratado (p <
0,05), como mostrado na Figura V.18. Estes dados comprovaram que o tratamento

com LPS resultou em uma efetiva ativagdo dos macrofagos.

2,5 1
2,0

1,54

NO,(uM)

0,54

0,0 -
nao-tratados tratados com LPS

macrofagos

Figura V.18 - Efeito do LPS na producédo de nitrito pelos macrofagos. * Diferenga significativa
(p <0,05).

Os dados brutos das concentracdes das citocinas em cada tempo e condic&o

celular encontram-se no Anexo |. De uma varredura inicial de 16 citocinas, 11 (G-CSF,
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IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-1ra, MCP-1, MCP-3, MIP-1a, MIP-13, MIP-3a, TNF-o) foram
selecionadas para inclusdo nos resultados baseando-se nas suas concentracdes
(detectaveis) e relevancia na reacdo de corpo estranho (Figura I1.2). Visando
apresentar os dados de uma maneira mais adequada para analisar os pefis de
producdo de citocinas, estes foram convertidos em um mapa de cores, conforme

Figura V.19.

<05 1 10 100 1000 >5000 pg/mL
E .

Macréfagos ndo-tratados Macréfagos tratados com LPS

TCPS B-TCP B-TCMP TCPS B-TCP B-TCMP
G CSF 24h
48h
72h
GM CSF 24h
48h
72h
IL-1B 24h
48h
72h
IL-1ra 24h
43 h
72h
IL6 24h
48h
72h
IL8 24h
48h
72h
MCP-1 24h
48 h
72h
MCP-3 24h
48h
72h
MIP-1a 24h
48h
72h
MIP-1B 24h
48h
72h
MIP-3a 24h
48h

72h

Figura V.19 - Producéao de citocinas (pg/mL) a partir de macro6fagos cultivados com os extratos
dos granulos de B-TCP, B-TCMP e TCPS (poliestireno de cultura de tecidos) apds 24, 48 e 72h.
Uma escala de cores de concentrag@es foi incluida na parte superior. Os dados sdo mostrados

como médias. 1 U Aumenta ou diminui com a ativacdo dos macréfagos.
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De modo geral, a producdo de citocinas aumentou de 24 para 48 e 72 horas,
em ambas as condi¢cdes de tratamento (macréfagos ativados ou ndo por LPS). No
grupo ndo-ativado, um maior nivel (> 100pg/mL) de producédo de IL1-ra foi observado,
enquanto que no grupo ativado a maior producdo observada foi na citocina IL-8. Em
ambos o0s grupos, o controle (TCPS) foi o que apresentou uma maior producao,
guando comparado aos biomateriais. Isto sugere que os biomateriais reduzem a
producdo das citocinas, porém, como nao foi avaliada a quantidade de macréfagos
vidveis ap0s a exposicdo aos extratos dos granulos, este fato pode refletir
simplesmente um namero maior de células produtoras no grupo TCPS. A IL-1 est4 no
centro da resposta inflamatoria, por sua capacidade de recrutar neutréfilos, ativar
linfocitos e induzir a producdo de mediadores inflamatorios. IL-1ra (antagonista do
receptor da IL-1) é uma pequena molécula que inibe a atividade biol6gica da IL-1,
através da ocupacdo do seu receptor celular. Ja a IL-8 € uma citocina pré-inflamatoria
que atua como um potente quimioatrator de leucécitos (TRINDADE, LIND, et al., 2001;

ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG, 2008).

Comparando-se os dois grupos de macréfagos (tratados e nao-tratados com
LPS), verificou-se um aumento, ap0s a ativacdo das seguintes citocinas: no grupo
controle (TCPS) — IL-1B, IL-6, IL-8, MIP-1a e B, MIP-3a (proteina inflamatéria de
macrofagos); no grupo B-TCP — IL-8, MIP-1a; no grupo B-TCMP - IL-6, IL-8, todas
citocinas pro-inflamatérias. Destaca-se a citocina IL-8, a Unica que apresentou

aumentos nos dois materiais e também no controle.

A IL-6 ndo s6 induz a ativagdo de neutrofilos como também pode atrasar a
eliminacdo fagocitica dos neutréfilos senescente prolongando desta forma sua acao
local. O fator estimulante de coldnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) atua
sobre a linhagem de macréfagos, enquanto o fator estimulante de colbnias de

granulécitos (G-CSF) atua seletivamente em células da linhagem de granul6citos. O

84



G-CSF ativa neutréfilos, enquanto que GM-CSF ativa neutréfilos, eosindfilos e
mondcitos/macréfagos. As proteinas quimioatratoras de mondécitos (MCP) funcionam
como potentes quimioatratores para mondcitos, basdfilos, eosindéfilos e linfocitos T,
excluindo-se os neutrdfilos. Ja as proteinas inflamatérias de macrofagos (MIP) atuam
no recrutamento e ativacdo de mondcitos, linfécitos T e neutréfilos (MURDOCH e

FINN, 2000; ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG, 2008).

A analise dos dados obtidos € limitada devido ao possivel efeito citotoxico em
parte dos macréfagos cultivados com o0s extratos dos biomateriais.
Consequentemente, uma maior producdo de citocinas pode refletir somente uma
maior quantidade de células viaveis. Para a publicagdo destes resultados, de modo a
efetivamente comparar a producao de citocinas, sera realizada a quantificacdo dos
macroéfagos vidveis apos exposicao aos extratos, assim como no grupo controle. Deste

modo, a producgéo de citocinas sera apresentada como picogramas/célula.

Como a producao individual de citocinas é de dificil interpretacdo, também foi
analisada a resposta integrada de classes de citocinas, agrupadas de acordo com seu
papel na inflamacéo e reparo tecidual em anti e pr6, como descrito no capitulo reviséo

de literatura na Figura I1.2.

A Figura V.20 mostra o perfil de secrec¢@o de citocinas dos macrofagos néo-
ativados subdividido em pro-anti reparo (a) e pré-anti inflamacao (b), enfatizando a
razdo pré/anti. De modo geral, os dados mostram que os macrofagos nao-ativados
produziram predominantemente citocinas anti-inflamatérias e pro-reparo, resultado
semelhante ao encontrado por Schutte e colaboradores (2009) ao estudarem a
producdo de citocinas por macrofagos ndo-ativados apds contato com diferentes
materiais. Ao considerar-se a razao pro-anti, praticamente ndo houve diferenca entre
os biomateriais, sugerindo que o B-TCMP néo afetou a resposta biologica dos
macréfagos. Além disso, o grafico mostra que a producdo de citocinas do grupo

controle (TCPS) é maior que a dos biomateriais, contudo este aumento é questionavel,
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conforme ja explicado anteriormente. Também se pode observar que a producado de

citocinas aumenta com o tempo, sendo este fato mais marcante no grupo TCPS.

a) -
Macrofagos nao-ativados @Anti-reparo
OPré-reparo
3.000 - (97/3)
FT
2.000 H~ (97/3)
-
E
[=2]
S 4000 4 (97/3)
(76/24)  (70/30) (81/19)
(76/24) D (74/26) (78/22) ﬂ
0 — = LI ,
24 48 72 24 48 72 24 ‘ 48 ‘ 72
B-TCP B-TCMP TCPS
b) 5 - " BAnti-Inflamacéo
Macrofagos nao-ativados .
OPro-Inflamacao
10.000 - (1/99)
8.000 A
- 6.000 A (1/99)
5
(=]
4.000 -
e (1/99)
2.000 1 (8/92)  (8/92)  (11/89) (8/92)  (6/94)
991)
ol mm EE — E=
24 | 48 | 72 24 | 48 I 72 24 | 48 l 72
B-TCP B-TCMP TCPS

Figura V.20 - Producéo de citocinas (pg/mL) agrupadas em (a) pré ou anti-reparo e (b) pré ou
anti-inflamacgédo a partir de macrofagos nao-ativados cultivados com os extratos dos granulos

de B-TCP, B-TCMP e TCPS (controle) apds 24, 48 e 72h. Os dados sdo mostrados como

média * desvio padréo (razao pré/anti).
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Embora o TCPS seja comumente utilizado para a cultura de células, este é
considerado uma superficie estranha para mondcitos/macréfagos, de modo
semelhante a de outros biomateriais. Por esta razdo, Schutte e colaboradores (2009)
avaliaram o TCPS como um “biomaterial controle”, em comparagdo com co-polimero
hidroxietil-metacrilato polietilenoglicol (HEMA-PEG), verificando que a producdo de
citocinas por macréfagos apds contato com ambos os materiais foi semelhante,
concluindo que o TCPS é um material controle adequado para estudos com
macrofagos.

Biomateriais podem ativar respostas de macréfagos de modo similar a
bactérias gram-negativas ou LPS, no entanto, as conseqiiéncias da invasao
microbiana e implantagdo de um biomaterial sdo diferentes. Microbios causam
infeccbes, que sao resolvidas por respostas imunes adaptativas através da ativacao
de linfécitos B e T, enquanto que o implante da maioria de biomateriais sintéticos

provoca inflamacéo e respostas de corpo estranho (XIA e TRIFFITT, 2006).

Uma vez que os macrofagos estdo intimamente envolvidos na resposta imune
e inflamacao, exibindo atividade microbicida, citotdxica, provocando dano tecidual e
participando de reagbes de corpo estranho, em um primeiro momento acredita-se que
as respostas de macréfagos em situacdes de implantacdo de uma biomaterial s&o
principalmente voltadas para o lado negativo em termos de reparo e regeneracao
tecidual. Portanto, € muito importante enfatizar aqui que, além da sua funcdo na
resposta imune e inflamacado, os macréfagos desempenham também um papel critico
na regeneracédo de tecidos. Estudos de cicatrizacdo de feridas tém mostrado que, se a

infiltracdo de macrofagos € impedida, a cicatrizacdo é severamente comprometida

(MARTIN, 1997; XIA e TRIFFITT, 2006).

O primeiro passo para um reparo tecidual eficaz é a eliminagdo de detritos
consistindo de tecido danificado, células necréticas e apoptéticas, assim como

particulas provenientes de biomateriais, por exemplo. Os macrofagos preparam o
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tecido para o reparo tanto por fagocitose de detritos como também pela producéo de
enzimas, incluindo proteinases e colagenases para a reorganizagdo do tecido. O
segundo passo € o recrutamento de células citocina-regulado, assim como sua
migracao, proliferacdo e formagdo da matriz extracelular. Os macrofagos secretam
fatores de crescimento de fibroblastos, de endotélio, entre outros visando a
regeneracdo tecidual (ANDERSON, 2001; ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG,

2008; XIA e TRIFFITT, 2006; KOH e DIPIETRO, 2011).

Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados estudos com macréfagos
envolvendo a producdo de citocinas frente aos materiais em questdo que nos
permitisse uma comparacao de resultados. O perfil de citocinas de ambos os materiais
voltado para uma resposta pré-reparo e anti-inflamacdo é promissor, conforme
exposto, visto que no experimento com macrofagos nao-ativados uma situacdo de
implantacdo do biomaterial na auséncia de infeccdo foi simulada, na qual uma
resposta inflamatéria exacerbada ndo € necesséria. Como o 3-TCP € um biomaterial ja
comercializado, os resultados descritos ndo contra-indicam o uso do B-TCMP como
enxerto 6sseo. Em adicdo, a maioria das citocinas proé-inflamatoérias induzem
reabsorcdo Ossea, direta ou indiretamente; contudo, a resposta de células
mesenguimais a essas citocinas ainda ndo foi completamente elucidada (ANDERSON,

RODRIGUEZ e CHANG, 2008; OMAR, GRANELI, et al., 2011).

A Figura V.21 mostra o perfil de secrecao de citocinas dos macrofagos ativados
com LPS bacteriano subdividido em pré-anti reparo (a) e pré-anti inflamacédo (b),
enfatizando a raz&o pré/anti. Em relacdo ao reparo, houve predominio do perfil anti
para o B-TCMP e controle (TCPS), enquanto o B-TCP apresentou perfil pré-reparo,
tendendo para o equilibrio. Quanto a inflamacao, ambos os materiais apresentaram

perfil anti-inflamatorio, enquanto o TCPS apresentou uma tendéncia de equilibrio entre

os perfis pr6 e anti-inflamacédo. Apesar de apresentarem o mesmo perfil, ao se

considerar a quantidade de citocinas produzidas, existe uma diferenca entre os dois
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materiais, sugerindo que o Mg na estrutura do TCP, mesmo que de modo indireto, por
alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas, por exemplo, afeta a resposta dos
macrofagos de modo diferenciado. Schutte e colaboradores (2009), observaram um
perfil de citocinas pré-inflamatério e anti-reparo tecidual, este Ultimo coerente com os
resultados obtidos para o B-TCP e B-TCMP, apds exposicdo de macréfagos ativados

por LPS a varios biomateriais.

O gréfico mostra também que a producdo de citocinas do grupo controle
(TCPS) é maior que a dos biomateriais e que, de modo geral, as citocinas apresentam
uma tendéncia de aumento com o tempo, como 0 observado no experimento com

macrofagos ndo-ativados.
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Figura V.21 - Producéo de citocinas (pg/mL) agrupadas em (a) pré ou anti-reparo e (b) pré ou
anti-inflamacgéo a partir de macréfagos ativados cultivados com os extratos dos granulos de (8-
TCP, B-TCMP e TCPS (controle) apds 24, 48 e 72h. Os dados sdo mostrados como média +
desvio padrao (razéo prdé/anti).

Infeccdes ocorrem ao redor de implantes mesmo apds a inoculagdo de
pequena quantidade de bactérias no biomaterial. Apesar da presenca de macrofagos e
granulécitos em torno do implante, estes microrganismos ndo sdo eliminados. Tais
infeccdes sdo caracterizados pela sua evolugdo prolongada, tipicamente observada no
tecido periprotético (ZIMMERLI e SENDI, 2011). Considerando-se essas
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caracteristicas clinicas, foi levantada a hipotese de que a interacdo de granuldcitos
com uma superficie ndo-fagocitavel (isto €, do implante), ou, alternativamente, com
particulas de desgaste, pode prejudicar a funcdo de granulécitos (BERNARD,

VAUDAUX, et al., 2005).

Sabe-se que infeccBes associadas a biomateriais sdo geralmente de origem
bacteriana e que LPS é um polisscarideo bacteriano capaz de ativar macréfagos
(MENG e LOWELL, 1997); assim sendo, o contato de macréfagos com LPS simula
uma situacao de infeccdo associada a biomaterial, permitindo uma analise da resposta

dessas células nesta situacao peculiar previamente planejada.

A resposta inflamatodria € uma tentativa de prote¢cdo do organismo visando a
eliminacdo de estimulos nocivos, como microrganismos e a iniciagdo do processo de
cura. Infeccbes associadas a biomateriais constituem um grave problema clinico de
dificil tratamento que, muitas vezes, necessita de substituicdo do implante. Estes
podem ser contaminados por microorganismos de diferentes maneiras, seja por via
direta durante a cirurgia (peri-operatoria) ou durante a hospitalizagéo (p6s-operatoria)

(SUBBIAHDOSS, FERNANDEZ, et al., 2011).

Os biomateriais analisados apresentaram um perfil anti-inflamatério, ou seja,
macrofagos ativados por LPS expostos aos biomateriais inibiram a producdo de
citocinas inflamatérias, observacdo condizente com o fato de que infeccdes
relacionadas a biomateriais sdo de dificil tratamento. Além disso, estudos prévios ja
demonstraram que células imunes podem de fato perder sua capacidade de
eliminac@o de bactérias na presenca de biomateriais (SUBBIAHDOSS, FERNANDEZ,

et al., 2011; WATANABE, ICHIKI, et al., 2007).

O B-TCMP apresentou um perfil anti-cicatrizacdo, similar ao controle (TCPS),
ou seja, € possivel que na presenca de infecgdo infec¢do bacteriana, além da resposta
inflamatoria, o reparo tecidual também seja inibido. O comportamento observado no -
TCP, de modo geral, foi um equilibrio anti-pro, tendendo para o reparo, além de anti-
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inflamatério. Os dados demonstram que a presenca de Mg no TCP afeta de modo
negativo a resposta biol6gica de macréfagos ativados por LPS, visto que a expressao
de citocinas pré-reparo é reduzida (SUBBIAHDOSS, FERNANDEZ, et al.,, 2011).

Contudo, este resultado € considerado favoravel, jA que o controle apresentou o

mesmo comportamento.

Ao comparar-se os resultados dos macrofagos nado-ativados e ativados (Tabela
V.6), as citocinas abrangidas no reparo foram as que apresentaram uma alteracéo
mais significativa no perfil: de pr6 para anti. Ou seja, os biomateriais na presenca de
infecgdo apresentam uma tendéncia a reduzir a expressao de citocinas envolvidas no
reparo tecidual, porém mantém o perfil anti-inflamacg&o, necessério para a eliminagéo

de microorganismos associados a estes.

Tabela V.6 - Avaliagdo do perfil de produgcdo de citocinas quanto ao reparo tecidual e
inflamacé&o (pré ou anti) pro macréfagos ativados e ndo-ativados apos contato com extrato dos
biomateriais (B-TCP e B-TCMP) e controle (TCPS).

Perfil de citocinas Reparo tecidual Inflamacé&o
B-TCP ; Pré > Anti Anti > Pré
Macrofagos
B-TCMP nao- Pré > Anti Anti > Pré
ativados . i ) i
TCPS Pro > Anti Anti > Pro
B-TCP Anti = Pré Anti > Pré
B-TcMp  Macrofagos Anti > Pr6 Anti > Pré
ativados
TCPS Anti > Pré Anti = Pré

Estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de degradacéo de biomateriais
por macréfagos, assim como a resposta contra bactérias associadas a implantes e
reparo de tecidos sdo fundamentais na melhoria dos biomateriais utilizados na

engenharia tecidual e medicina regenerativa.
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CHAPITRE VI (a)

CONCLUSIONS

Les biomatériaux synthétisés ont été identifiés comme du phosphate tricalcique-f3
(B-TCP) et du B-TCP dopé avec du Mg (B-TCMP), par diffraction de rayons-X. La

présence de Mg, probablement en solution solide dans le phosphate tricalcique, a

été confirmée grace a la spectrométrie par émission plasma.

De maniére générale, I'addition de protéines dans le milieu de culture ne modifie
pas le comportement de précipitation/dissolution ionique des deux matériaux, tant
en régime statique que dynamique. De plus, aprés incubation dans les milieux de
culture (avec ou sans protéines) pendant 21 jours, en régime statique et
dynamique, la formation des cristaux de phosphate de calcium sur la surface des
deux échantillons a été observée, ce qui est considéré comme un marqueur de

bioactivité des céramiques.

En ce qui concerne la prolifération des cellules ostéoprogénitrices STRO+1A, on
n’'a pas observé de différence significative entre les matériaux sur le nombre de

cellules aprés 21 jours de culture que ce soit en régime statique ou dynamique.

A propos de la différenciation ostéoblastique des cellules STRO+1A, les
échantillons de B-TCMP ont induit une activité phosphatase alcaline supérieure a
tous les temps de 'étude dans un environnement dynamique, tandis que dans un
environnement statique la production de I'enzyme était similaire sur les deux

matériaux. L'incorporation du Mg dans la structure cristalline du TCP tel que le flux
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de milieu de culture ont favorisé la différenciation ostéoblastique des cellules

STRO+1A.

D’'une fagon générale, une production de collagene supérieure par les cellules
STRO+1A a été observée dans les échantillons de B-TCMP (7 et 21 jours)
guelque soit le régime (statique ou dynamique), ce qui suggere que la présence de

magnésium a stimulé la production de matrice osseuse.

Selon les résultats obtenus, il apparait, qu’en régime dynamique, les forces de
cisaillement appliquées sur les cellules par le flux du milieu (0,03 ml/min, la vitesse
du fluide interstitiel dans I'os) associées au renouvellement constant du milieu de

culture acceléréent la différenciation des ostéoblastes.

Le matériau synthétisé, le B-TCMP, par comparaison avec le B-TCP, ne modifie en

général pas la réponse des macrophages, activés ou non par les LPS.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

e Por difracdo de raios X foi identificada uma Unica fase nas pastilhas e granulos
sinterizados: fosfato tricalcico (B-TCP), no material sem magnésio e whitlockita
magnesiana (B-TCMP) no material contendo magnésio. Nesses Ultimos, foi
confirmada, por espectroscopia de plasma, a presenca de Mg, provavelmente em

solucao solida no fosfato tricalcico.

¢ De modo geral, a presenca de proteinas no meio de cultura parece nao influenciar
0 comportamento de precipitagdo/dissolu¢cdo de ambos os materiais sob condi¢ao
estatica e dindmica. Além disso, apds a incubacdo em ambos os meios de cultura
(com ou sem proteinas), em condi¢des estatica e dindmica por 21 dias, verificou-
se a formacdo de cristais de fosfato de calcio sobre a superficie de ambos os

materiais, 0 que é considerado um indicativo da bioatividade das ceramicas.

e A presenca de Mg na estrutura do TCP n&o modificou a taxa de proliferacdo das
células osteoprogenitoras STRO+1A, tanto sob condicdo estatica quanto

dindmica, apés 21 dias de cultura.

e Quanto a diferenciacdo osteoblastica das células STRO+1A, verificou-se uma
maior producdo de fosfatase alcalina nas amostras de B-TCMP em todos os
tempos sob condicdo dinamica, enquanto que sob condicdo estética, a producao
foi similar para ambos os materiais. A presenca de Mg na estrutura do TCP em
conjunto com os efeitos do fluxo dindmico de meio estimularam a fungéo

osteoblastica das células STRO+1A.
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De modo geral, verificou-se uma maior producdo de colageno tipo | pelas células
STRO+1A cultivadas sobre as pastilhas de B-TCMP, em ambas as condi¢bes de
cultura, quando comparado ao B-TCP: a presenca de Mg estimulou a secrecao de
coldgeno de modo diferenciado, favorecendo assim a deposicdo de matriz

extracelular.

Observou-se um deslocamento do pico de producéo de fosfatase alcalina de 21
dias (ambiente estético) para 7 dias (ambiente dinAmico) em ambos 0s materiais,
ou seja, o fluxo dindmico de meio de cultura acelerou a expressao do fenétipo
osteoblastico. Sabe-se que a tensao resultante do fluxo de meio (similar ao liquido
intersticial 6sseo) da condicdo dindmica associado a troca de meio constante &

um fator importante para a diferenciacéo osteoblastica.

O material sintetizado, B-TCMP, de modo geral, ndo modificou a resposta de

macrofagos ativados ou n&o por LPS, quando comparado ao B-TCP.
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CHAPITRE VII (a)

SUGGESTIONS D'ETUDES FUTURES

e FEtudier la cinétique de dégradation des matériaux sous forme de granules, plus

proches de l'application clinique, dans un environnement statique et dynamique ;
e Evaluer l'adsorption des protéines a la surface des biocéramiques, ainsi que I'effet
sur la cinétique de dissolution/précipitation aprés immersion dans le milieu de

culture complet ;

e Evaluer la production in vitro d'autres protéines osseuses, comme OPG et RANKL,

gui jouent un réle central dans la régulation du métabolisme osseux ;

e Evaluer l'effet des cytokines inflammatoires sur le métabolisme osseux a travers la

co-culture de macrophages et d’ostéoblastes avec les extraits des biomatériaux.
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CAPITULO VII

SUGESTOES FUTURAS

e Estudar a cinética de degradacdo dos materiais em forma de granulos,
aproximando-se da aplicacdo clinica, em tempos menores que 24 horas, tanto em

meio estéatico quanto em dinadmico;

e Avaliar a adsorgdo de proteinas na superficie das ceramicas, apos imersdo em
meio completo, correlacionado seu efeito na cinética de dissolucdo/precipitacédo

dos materiais;

e Avaliar a producdo in vitro de outras proteinas do metabolismo Gsseo por
osteoblastos, como RANKL e OPG, que apresentam papel central na regulagéo

do metabolismo 6sseo;

e Avaliar o efeito das citocinas inflamatérias produzidas pelos macréfagos no

metabolismo 6sseo, através da co-cultura de macréfagos e osteoblastos com o

extrato dos biomateriais.
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ANEXO I

CONVENCAO DE CO-TUTELA DE TESE
Entre as Universidade de Haute-Alsace e Universidade Federal do Rio de Janeiro

Favorecida: Debora dos Santos TAVARES

Vistas as disposi¢des legais em vigor no Rio de Janeiro e no Brasil.
Vistas as disposicdes legais e regulamentares francesas que regem a cooperagao entre as
instituigdes pablicas em carater cientifico, cultural e profissional com outras instituigdes

publicas ou privadas, na Franga e no estrangeiro, ¢ em particular:

- O codigo de educaglo, em especial os artigos L. 123-7, L. 612-7, D. 123-12, D. 123-
13 eD. 123-14,

- O decreto modificado n® 2002-482 em aplicacdio ao sistema francés de ensino superior
da construgiio do espago europeu de ensino superior,

- O despacho de 25 de setembro de 1985, relativo as regras de apresentagdo,
comunicagdo e reprodugiio de teses ou trabalho apresentado na defesa de tese de
doutorado,

- O despacho de 7 de Agosto de 2006, sobre os estudos de doutoramento,

- Os despachos de 06 de janeiro de 2005 e de 07 de agosto de 2006, relativa a co-tutela
internacional de tese,

- O parecer do Conselho Nacional de Educaglio Superior e de Pesquisa de 15 de
novembro de 2004.
A Universidade de Haute Alsace (UHA)

sediada na rua Freres Lumiere, n® 2, Mulhouse, 68.093, Franga, representada por seu
Presidente Professor Alain Brillard,

e a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

sediada na Avenida Pedro Calmon, n ® 550 - Prédio da Reitoria, Cidade Universitaria,
Rio de Janeiro. 21941-901, Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

animadas pelo desejo comum de desenvolver sua cooperagdo cientifica através da
mobilidade de seus estudantes de doutorado,

adotam as seguintes medidas relativas a preparagio de uma tese em co-tutela por

Debora dos Santos Tavares
abaixo designada por "a Doutoranda”.
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1 - PROCEDIMENTOS ADMINISTRATIVOS
Artigo 1"

A contar do ano letivo 2009-2010 e por uma duraglio prevista de trés anos (*), ¢ posto
em pratica um processo de co-tutela de tese em favor de

Debora dos Santos Tavares

nascida em 12 de margo de 1982, no Rio de Janeiro (Brasil)
domiciliada na Rua Barao de Mesquita, 909/904, Grajau, 20540-002, Rio de Janeiro,
RJ. Brasil.

Abaixo designada “a Doutoranda”, Mestre em Patologia.

A proposta de tese apresentado pela Doutoranda (***): Estudo in vitro do fosfato
tricalcico e do fosfato tricilcico contendo magnésio com osteoblastos e
mondbeitos/macrdfagos humanos,

(*) Como excegdo, um ano suplementar poderd ser concedido pelos presidentes das
duas institui¢des sob proposta conjunta dos dois orientadores.

(**) Para os Doutorandos provenientes de fora do Espago Europeu de Educa¢do a
dispensa do titulo de mestrado pode ser concedida aos candidatos que tenham
concluido e validado os estudos universitdrios correspondentes, no minimo, ao Bac +3,
tendo ja completado os crédiros tedricos e/ou experimentais em nivel equivalente ao
grau de mesire e que possa justificar uma inicia¢do G pesquisa que conduziu a uma
publicagdo ou monografia. Em todos os casos, esta monografia (mesmo em cardter
confidencial) devera ser apresentada junto com o processo de pedido de dispensa.

(***) No que corresponde a UHA, a proposta de tese, proposta conjuntamente pelos
dois co-orientadores, é detida sob a responsabilidade dos chefes das institui¢des
principais, apos a consulta a Secretaria responsdvel pela Escola de Pés-Graduagdo.

Artigo 2°

A preparacio do doutorado se efetuard tanto na UHA quanto na UFRJ, por periodos
alternados de trabalho igualmente divididos entre as duas universidades parceiras, na
Franca e no Brasil. No dmbito do acordo CAPES-COFECUB No. 628/09 relativo ao
programa de cooperagdo entre a UFRJ ¢ UHA durante o periodo de 2008-2012 o
seguinte calendario foi aprovado (*):

Ano Letivo 2009 - 2010: UFRI
Ano Letivo 2010 -2011: UHA
Ano Letivo 2011 - 2012: UFRI

Em caso de prorrogagdo por um periodo suplementar, uma solicitagiio formal as duas
universidades devera ser efetuada.

Sob reserva dos dispositivos previstos no artigo 13, uma modificagdo da duragiio desses
periodos podera ser autorisada pelas duas universidades parceiras (no que diz respeito a
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UHA pela Escola de Doutorado) com base nas necessidades materiais ou oportunidades
cientificas que aparegam durante o andamento do trabalho.

(*) Todo o periodo passado em um s6 pais ndo poderd ser inferior a 30%.
Artigo 3°

Na UHA, a Doutoranda trabalhara no Instituto de Ciéncia dos Materiais de Mulhouse
(IS2M) e na UFRJ, no Programa de Engenharia Metallrgica e de Materiais
{(PEMM/COPPE).

A Doutoranda deverd estar inscrita obrigatoriamente nas duas instituigdes parceiras.
Quanto a UHA, esta inscrigdo administrativa na Secretaria de servigo escolar devera ser
renovada no inicio de cada ano escolar.

Cada ano, as taxas de inscricio serdo pagas & instituicdo onde a Doutoranda
permanecerda principalmente durante o ano letivo considerado, de acordo com os
periodos de trabalho comumente definidos no artigo 2. No entanto. cada instituigdo ird
recolher as taxas de inscrigdo pelo menos uma vez durante os trés anos de tese. A
instituigdo parceira concordard, mediante apresentagio de justificativas apropriadas, em
isentar as taxas de inscrigiio durante este periodo. Assim:

- Para o ano letivo 2009 - 2010, serdo pagas a UFRJ

- Para o ano letivo 2010 - 2011, serfio pagas 4 UHA

- Para o ano letivo 2011 - 2012, serfio pagas a UFRJ

- Em caso de prorrogagio por um periodo suplementar através de solicitagdo, a taxa de
inscrigdio devera ser paga 4 universidade correspondente.

Durante a primeira inscrigdo de Doutorado, a carta de acesso as teses da UHA e a carta
de informadtica deverdio ser assinadas pela Doutoranda, seus orientadores de tese, pelo
diretor da Escola de Doutorado e pelo responsavel do laboratério. A Doutoranda
também deverd assinar um acordo de confidencialidade.

Artigo 4 °

Durante sua estadia na UHA, a Doutoranda se inscriverd no Sistema de Seguridade

Social, sebregimede estudante(*). .

(*) Na Franga. a cobertura social da Doutoranda deverd ser fornecida por uma
cotizagdo para a Seguridade Social, sob a responsabilidade da Doutoranda, paga
durante o processo de inscri¢do na UHA.

* Se a Doutoranda estd inscrita antes da idade limite de 28 anos, ela poderd ainda ser
beneficiada por wma duragdo mdxima de gquatro anos, na Seguridade social de
estudante (artigos 381-4, R381 e R381-5-7 do cédigo de Seguridade Social). Em
complemento, recomenda-se a adesdo a um Sistema de Seguridade para estudantes.

* A Doutoranda deverd inscrever-se em um seguro voluntdrio juntamente & Seguridade
Social (seguridade a doenga, despesas de satide, morte, invalidez, incapacidade para o
trabalho).

Adicionalmente, a Doutoranda deverd obter um contrato de Seguridade de
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Responsabilidade Civil. As justificativas correspondentes serdo divulgadas no momento
da inscrigdo na UHA.

Artigo 5°

O alojamento da Doutoranda deverd estar assegurado., na medida do possivel. pelos
servigos competentes da universidade oferecidos em cada pais.

No mais, a UFRJ, universidade de origem da Doutoranda, se esforgara em fornecer um
financiamento recorrente. Em qualquer caso, durante a estadia na UHA, o
financiamento, devera ser formecido por fontes brasileiras e pelo menos igual ao
oferecido pelo governo francés aos doutorandos estrangeiros, consistindo em um
montante minimo de R$ 10.000.00 oriundo do projeto CAPES / COFECUB ¢ um
montante adicional de RS 20.000 oriundo de financiamentos pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e Fundagio de Amparo 4 Pesquisa
do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ).

IT - MODALIDADES PEDAGOGICAS
Artigo6”

A tese serd preparada sob a co-orientagdo da Doutora Karine ANSELME na UHA, e da
Professora Doutora Gloria Dulce de Almeida SOARES e Professor Doutor José Mauro
Granjeiro na UFRJ, que se comprometem a assumir a responsabilidade conjunta e
solidariamente em relagiio &4 Doutoranda.

Durante o periodo de permanéncia na UHA, a Doutoranda participard dos cursos de
formagdo. palestras, seminarios e cursos organizados pela Escola de Doutorado.
Durante o periodo de permanéncia na UFRJ, ela deverd estar presente aos cursos de
formagéo, palesiras, semindrios e cursos que serdio organizados. Em qualquer caso, a
autorizagio da defesa de tese sera emitida pela parte francesa, se a Doutoranda
frequentar os cursos de formagdo da Escola de Doutorado da UHA, proporcional a sua
estadia na UHA.

Artigo 7°

A defesa oral da tese sera organizada segundo as leis e os costumes em vigor na UFRJ,
onde ela serd feita. As duas institui¢des, em conjunto, decidirio a composigdo do juri
sobre a proposta dos orientadores da tese. A defesa so podera ser realizada apos a
obtengdo do consentimento de ambas as universidades parceiras.

Artigo 8 °

A comissfio para a defesa de tese devera incluir:

- Pelo menos um representante de cada um das duas instituigdes parceiras.

- Pelo menos dois cientistas  externos as  duas instituigdes.
Deverd ser composta por 5-8 membros. Todos os membros da comissdo deverdio ser
doutores e metade deles, pelo menos, deverd ser habilitado a orientar pesquisas em nivel
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de doutorado. As regras universitrias em vigor na universidade UFRJ (especialmente a
decisdo do CPEG n° 06/01), serdo respeitadas.

Artigo 9°

A tese serd escrita em Portugués e sera acompanhada por um resumo contendo pelo
menos duas pdginas por capitulo em francés. Deverd ser feita uma mengdo a co-tutela e
aos dois diplomas que serdio obtidos. A defesa da tese serd em Portugués, na UFRJ, na
qual o resumo da tese serd apresentado oralmente em francés.

Artigo 10°

Um tnico relatorio sera elaborado apos a defesa (*). Ele deverd ser traduzido em
francés.

Sobre a proposta da comissdo de defesa:

A Universidade da Haute-Alsace conferird ao candidato o grau de doutor. De acordo
com a legislagdo francesa em vigor, serd atribuido o diploma de Doutor da Universidade
da Haute-Alsace, no qual serd atribuido uma indicagf@io da especialidade ou disciplina, o
titulo da tese, uma referéncia 4 co-tutela internacional, nomes e titulos dos membros da
comissdo ¢ a data da defesa.

« A UFRJ emitira o diploma de Doutor em Ciéncias em Engenharia Metallrgica e de
Materiais (area de concentra¢do: Biomateriais), em conformidade com a
regulamentagdio e praticas em vigor no Brasil.

(*) A referéncia a co-tutela e a mengcdo de ambos os titulos obtidos deverdo estar
incluidos na ata de defesa da rese.

Artigo 11°

O arquivamento, comunicagdo e reprodugfio da tese serfio efetuados na Franga e,
possivelmente, no pais parceiro, de acordo com a regulamenta¢dio em vigor.

Artigo 12°

A proposta de tese, assim como a publicagdo, a exploragdo e a protegdo dos resultados
da pesquisa oriundas do trabalho da Doutoranda nas duas institui¢des serfio realizadas
de comum acordo entre os dirigentes de ambos os laboratérios parceiros em
conformidade com as regulamentagdes existentes e procedimentos especificos para cada
pais. Qualquer litigio sera resolvido por muituo acordo entre os presidentes (ou seus
representantes) de ambas as institui¢des parceiras.

Artigo 13°
Em caso de alteragbes ou ajustes necessarios durante a preparagiio da tese de doutorado,

uma emenda a presente Convengdo sera adotada em conformidade com as exigéncias
atuais de ambos os paises ¢ suas modalidades de inscrigdo ao doutorado.
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Carimbos das instituicdes. nomes ¢ assinaturas:

Feito em 5 exemplares originais em francés e em 5 exemplares originais em portugués.
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