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Santos HFS. Interacdes biologicas de cimentos dsseos a base de silicato de calcio
com diferentes solugfes ativadoras: estudo in vitro e in vivo [dissertacdo]. Sado José
dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2020.

RESUMO

Os cimentos de silicatos de calcio (CaSiOs) podem ser utilizados em tratamentos de
reparo 0sseo, tanto para aplicacfes médicas quanto odontoldgicas. A fim de atender
as necessidades da engenharia de tecidos e aprimorar o leque de opgbes foram
produzidos trés cimentos de silicatos de calcio utilizando a-wollastonita como
precursora, juntamente com solugbes ativadoras com potencial hidrogeniénico
neutro, com trés diferentes cations, Na*, K* e NH4*. A topografia superficial dos
cimentos foi analisada por microscopia eletronica de varredura com canhdo de
emissao por campo (MEV-FEG). Estudos in vitro, in vivo, relacionados a capacidade
de interagdo com microrganismos e testes biomecanicos foram realizados para
avaliar a influéncia de diferentes solucdes ativadoras de fosfato e carbonato nos
cimentos produzidos. Nos testes in vitro foram utilizadas células mesenquimais
provenientes de fémures de ratos. Apos periodos pré-determinados foram realizados
os testes de viabilidade celular, conteddo de proteina total (PT), atividade de
fosfatase alcalina (ALP) e formac&o de nodulos de mineralizacdo. Para analise da
interacdo microbiana a formacdo dos biofilmes monotipicos de S. aureus, P.
aeruginosa e C. albicans foi mensurada. Posteriormente, os cimentos obtidos, a base
de silicato de calcio, foram submetidos ao estudo in vivo utilizando 20 ratos Wistars
que passaram por procedimento cirargico para confeccdo de um defeito critico de 3,0
mm nas tibias direita e esquerda. Apds a eutanasia, as pecas foram submetidas a
andlise histolégica, histomorfométrica e ao teste biomecénico de flexdo de trés
pontos. Os dados obtidos foram estatisticamente analisados pelo teste Anova um e
dois fatores, com nivel de significAncia de 5%. Foi possivel analisar que nenhum
cimento se mostrou citotdxico, e todos permitiram a adesao e proliferacéo celular. As
células em contato com o0s cimentos e meios de cultura se mostraram
metabolicamente ativas pela expressédo de proteinas total, porém, o grupo G-NH4
obteve destaque devido a expresséo superior de fosfatase alcalina, demonstrando
maior inducdo de diferenciacdo celular. Na andlise histolégica observou-se
proliferacdo 6ssea em todos o0s grupos, sem diferenca estatistica entre os grupos. Na
mensuracdo de forca maxima e forca de ruptura observou-se diferenca
estatisticamente significante entre o grupo G-NHa4 e 0s demais grupos. Sendo assim,
o silicato de calcio produzido com solugéo ativadora de fosfato de am®énio bifasico,
na fase a-wollastonita, se mostrou promissor para engenharia de materiais para
regeneracao tecidual 6ssea.

Palavras-chave: Bioceramica. Reparo 0sseo. Diferenciagéo osteoblastica. Biofilme.



Santos HFS. Biological interactions of calcium silicate-based bone cements with
different activate solutions: in vitro and in vivo study [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

Calcium silicate cements (CaSiO3z) can be used in bone repair treatments, both for
medical and dental applications. In order to meet the needs of tissue engineering and
improve the range of options, three calcium silicate cements were produced using a-
wollastonite as a precursor, with an activating solution of neutral potential hydrogen
ionic, made of three different cations Na*, K* and NHa4*. A superficial topography of the
cements was analyzed by Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy (SEM-
FEG). In vitro, in vivo studies related to the ability to interact with microorganisms and
biomechanical tests were carried out to evaluate the influence of different phosphate
and carbonate activating solutions in the cements produced. In in vitro tests,
mesenchymal cells from rat femurs were used. After predetermined periods, cell
viability tests, total protein content (PT), alkaline phosphatase activity (ALP) and
formation of mineralization nodules were performed. For the analysis of microbial
interaction, the formation of monotypic biofilms from S. aureus, P. aeruginosa and
C. albicans was measured. Subsequently, the obtained cements, based on calcium
silicate, were subjected to an in vivo study using 20 Wistars rats that underwent a
surgical procedure to make a 3.0 mm critical defect in the right and left tibiae. After
euthanasia, the pieces were submitted to histological, histomorphometric analysis and
biomechanical flexion test of three points. The data obtained were statistically analyzed
by the Anova test, one and two factors, with a significance level of 5%. It was possible
to analyze that no cement was shown to be cytotoxic, and all allowed cell adhesion
and proliferation. The cells in contact with the cements and culture media were shown
to be metabolically active by the expression of total proteins, however, the G-NHa4
group was highlighted due to the superior expression of alkaline phosphatase,
demonstrating greater induction of cell differentiation. In the histological analysis, bone
proliferation was observed in all groups, with no statistical difference between groups.
In measuring the maximum strength and tensile strength it showed a statistically
significant difference between the G-NH4 group and the other groups. Thus, the
calcium silicate produced with a biphasic ammonium phosphate activating solution, in
the a-wollastonite phase, proved to be promising for engineering materials for bone
tissue regeneration.

Keywords: Bioceramics. Bone repair. Osteoblastic differentiation. Biofilm.



1 INTRODUCAO

A expectativa de vida global revelou ter passado por mudancgas significativas
desde o século XX, com o advento tecnoldgico houve contribuicdes positivas para
melhora das condicbes de vida e consequentemente da saude populacional
(Camargos et al., 2019; Lima et al., 2016).

Em decorréncia do envelhecimento da populagéo, e consequente aumento da
expectativa de vida, doencas relacionadas a estrutura Ossea tornaram-se um
problema de salude publica, gerando assim, um aumento substancial nas despesas
econbmicas ligada as fraturas dsseas. Os problemas Osseos geram grandes
transtornos ao paciente, além de gastos com o tratamento e diminuicdo de sua
qualidade de vida e bem-estar (Brotto, Bonewald, 2015; Dai, Koh, 2015).

Pesquisas recentes demonstram que fraturas 0sseas relacionadas a idade
aumentardo nos Estados Unidos e na Europa, estimando-se que cerca de 1 milhdo
de pessoas sofrerdo fraturas anualmente. Consequentemente, 0s avangos recentes
da ciéncia sobre o papel estrutural, biofisico e bioquimico dos biomateriais, e do tecido
0sseo, contribuem para a ascensdo de pesquisas sobre cimentos visando a
regeneracao 0ssea (Yu et al., 2015). Além de evidenciarem a necessidade eminente
do desenvolvimento de novos tratamentos, eficazes e compativeis para les6es 6sseas
(Hernlund et al., 2013; Lopes et al., 2018; Quarto, Giannoni, 2016).

A demanda por novos materiais e aprimoramento dos existentes a serem
utilizados nas areas médico-odontolédgicas é grande, afinal tém-se buscado melhora
na qualidade de vida (Guastaldi, Aparecida, 2010). Com isso, a busca por um
biomaterial ideal tem sido alvo de pesquisas ha varias décadas (Brow, Chow, 1986;
de Aza et al.,, 1996; Kawachi et al., 2000; Pattanayak, 2009; Wu, Chang, 2013;
Samavedi et al., 2013; Yu et al., 2015; Aly et al., 2016; Villalpando-Reyna et al., 2019;
Wang et al., 2019; Weichhold et al., 2019)

Brown e Chow (1986) desenvolveram o primeiro cimento de fosfato de célcio.
A partir da sua formulagdo, observaram que a precipitacdo de finos cristais de
hidroxiapatita ocorre devido a dissolucdo dos fosfatos de calcio, cujo arranjo

proporciona a resisténcia mecéanica do material com diversas utilidades na area
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odontologica, especialmente para remineralizacdo 0ssea. Esses fosfatos de célcio
elaborados por Brown e Chow (1986) apresentaram-se como 0S principais materiais
estudados e empregados para a reposicdo e regeneracdo do tecido 6sseo em
finalidades clinicas. Estes materiais exibem como principais caracteristicas a
semelhanca com a fase mineral de o0ssos, dentes e tecidos calcificados,
biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, taxas de degradacao
varidveis e osteocondutividade (Bouler et al., 2017; Guastaldi, Aparecida, 2010;
Kawachi et al., 2000; Samavedi et al., 2013).

A formulacao de cimento de fosfato tricalcico (TCP) Cas(POa4)2 patenteado por
Brown e Chow (1986) é o mais utilizado, sendo a razdo molar entre os atomos de
calcio e fosforo de 1,5. E podem ocorrer quatro formas alotrépicas (a, a’, B, y). OB -
fosfato tricalcico (B-Casz(POa)2, B-TCP) é o mais difundido até hoje, por apresentar bom
comportamento mecéanico e, principalmente, devido a maior bioatividade em
consequéncia do arranjo estrutural desta fase, possibilitando maior troca de ions, Ca?*
e PO4+%, com o meio bioldgico (Arbez et al., 2019; Barbosa et al., 2019; Gu et al., 2019;
Guastaldi, Aparecida, 2010; Ito et al., 2019; Kakuta et al., 2019; Kawachi et al., 2000;
Pitkanen el al., 2019). De acordo com Samavedi et al. (2013) e Guastald e Aparecida
(2010) o B-TCP foi usado mais extensivamente na regeneracao 6ssea que o a-TCP
(Weichhold el al., 2019).

Devido ao seu comportamento biodegradavel, o TCP nas formas alotropicas
a e B tém-se tornado objeto de interesse na area de cimentos, sendo utilizado na
ortopedia e odontologia como material de preenchimento de cavidades e defeitos
0sseos, além da fixacdo de tecidos moles (Bouler et al., 2017; Guastaldi, Aparecida,
2010). De acordo com Bouler et al. (2017), os cimentos compostos de fosfatos de
calcio e fosfato de célcio dibasico tém eficacia comprovada em indicac¢des clinicas,
pois sua relacdo HA / TCP regulam a reabsorcdo progressiva e o processo de
substituicdo 0ssea (Carrel et al., 2016; Kakar et al., 2017; Kamal et al., 2019; Nery et
al., 2017).

Com o advento tecnoldgico, aléem da metodologia utilizada por Brown e Chow
(1986), outras possibilidades foram encontradas para produzir um cimento 6sseo. Por
exemplo, o protocolo descrito sobre o processo de dissolucéo do silicato de calcio em

uma solucdo de fosfato, precipitando hidroxiapatita e formando um silicato vitreo
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descrita por Mosselmans et al. (2007). Esta técnica mostrou que na presenca de acido
fosforico, o silicato de célcio (CaSiOs) ou wollastonita, formava um novo material
composto por um fosfato de célcio hidratado (hidroxiapatita) e silica gel (fase vitrea).
A formacdo dessas fases torna esse material notavel, uma vez que ele pode
apresentar uma fase cristalina, composta de fosfato de céalcio e uma fase vitrea rica
em silicio, combinando caracteristicas de dois materiais muito utilizados para
reparacdo Ossea: os TCPs e os biovidros. A fase rica em silicio pode apresentar
grupos silandis que sdo capazes de adsorver proteina e favorecer a adesao celular
melhorando a sua bioatividade, como os biovidros, aumentando a sua capacidade de
regeneracao 0ssea (Jones, 2012).

No entanto, a producdo de cimentos a base de silicato de calcio para utilizagéo
clinica ndo pode ser usada apenas com a mistura do silicato com acido fosfoérico,
devido ao baixo potencial hidrogenidnico (pH) do acido fosforico, que danificaria o
tecido no qual o biomaterial fosse empregado. Como alternativa de producdo do
cimento de silicato de célcio, utiliza-se uma solu¢do tampéo (pH=7), composta por
acido fosforico e uma base a fim de obter uma mistura composta por fosfato e cétions
de pH semelhante ao dos tecidos (Jones, 2012).

Analogamente, esse mesmo recurso pode ser usado nos cimentos de silicato
de calcio como uma alternativa para melhorar suas caracteristicas. O geopolimero &
um material com comportamento e processo de obtencdo parecido ao cimento de
silicato de célcio. Este material € formado pela condensacéo de silica e alumina,
formando uma fase vitrea. Ambos sdo formados por um silicato que ao ser misturado
com uma solucdo ativadora, solucdo tampao, produz uma reacdo quimica de
condensacgao, formando um material coeso. Durante o processo de cura, O
geopolimero sofre a influéncia dos cations usados na solu¢éo ativadora, que mudam
o tempo de pega e coesdo desses materiais. Apds a cura, as variacdes causadas pela
mudanca de composi¢ao alteram a resisténcia quimica e mecéanica desses materiais.
A alteracdo das caracteristicas mecanicas é causada pela alteracdo no arranjo dos
atomos na estrutura vitrea. Ja a modificacdo quimica, é causada pela formacao de
ligacbes que podem alterar sua solubilidade em agua, favorecendo a degradacéo
desses materiais. A solucdo ativadora pode ser usada para controlar a composi¢cao

do geopolimero influenciando as suas propriedades mecanicas e quimicas
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(Davidovits, 2015).

Assim, o diferencial do material utilizado no presente estudo, com o a-TCP, é
a presenca dessa fase vitrea, semelhante ao geopolimero que é um dos fatores que
podem determinar a resisténcia desse material. Em um estudo semelhante foi
sintetizado um cimento usando o silicato de calcio e um tampéao de fosfato e amdnio
e obteve boas caracteristicas biologicas, tornando-se muito promissor (Ding et al.,
2009). Entretanto, mostraram uma resisténcia inferior quando comparados com 0s
cimentos obtidos por TCP (Ding et al., 2009). Esse resultado pode justificar-se pela
falta de uma fase pura de silicato de calcio e pela composi¢cédo da solucao ativadora,
gue podem ter influenciado a estrutura quimica da fase vitrea, resultando na alteracao
das suas propriedades mecanicas.

Ding et al. (2009) realizaram estudo in vitro com células de osteossarcoma
humano com cimento de silicato de calcio com solucdo de fosfato de amonio,
avaliaram a proliferacdo destas células, bem como a expressdo de MRNAs
relacionados a osteoblastos. Os autores concluiram que o material além de bioativo,
aprimorou a proliferagéo e diferenciacéo das células.

Ensaios in vitro com células humanas derivadas de ossos também foram
realizados com silicato de calcio e demonstraram resultados positivos. Os autores
afirmaram que a modificacdo da ceramica com a incorporacédo de um cétion, além de
diminuir o pH do meio, melhorou as propriedades fisicas e bioldgicas da ceramica
pura. Assim, 0s autores concluiram que a ceramica (CaSiOs) pode ser considerada
um material com potencial para a regeneracao 6ssea (Wu et al., 2007). De Aza et al.
(2013) investigaram o papel do silicio dos TCP (a e ) sobre propriedades mecanicas
e proliferagdo de células mesenquimais, bem como, sua diferenciacdo osteoblastica
e mineralizacdo. Os autores concluiram que a incorporacdo de ions silicatos na
ceramica promoveu processos de remodelacédo 6ssea na interface osso / ceramica,
com taxa de solubilidade diminuida.

Outra caracteristica que deve ser considerada é a capacidade de interagcéo
do biomaterial com os microrganismos que pode favorecer a formacao de biofilme e a
ocorréncia de infec¢des, neste caso em tecido 6sseo é conhecida como osteomelite.
Logo, o combate a infecgbes provenientes da formacao de biofilmes em implantes

pode trazer complicacdes no sucesso do implante (Ford, Cassat, 2017). Biofilmes sao
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comunidades de microrganismos unidas a uma superficie de grande importancia na
persisténcia de infeccoes Rabin et al. (2015). Os microrganismos dentro de um
biofilme exibem varias ordens de grandeza mais resistentes a antibiéticos comparadas
com bactérias planctdnicas (Oliveira et al., 2015; Rabin et al., 2015). Devido a isso,
complicacBes pos-cirargicas decorrem da formacdo de colbnias de bactérias na
superficie dos implantes. Microrganismos com diferentes caracteristicas e relevancia
clinica foram analisados em estudos prévios sobre o potencial antimicrobiano de
biomateriais.

Estudos avaliaram o crescimento do biofilme de Staphylococcus aureus em
cimentos e compasitos com utilizacdo médico-odontologico (El-Wassefy et al., 2018;
EIReash et al., 2019; Russo et al., 2019; Zhang et al., 2020). EI-Wassefy et al. (2018)
concluiram que a incorporacao de particulas de prata no cimento limitou a formacéo
do biofilme de S. aureus, sem efeito significativo em suas propriedades mecéanicas
nem influéncia notavel em sua coloracéo.

EIReash et al. (2019) compararam in vitro o efeito antimicrobiano
correlacionando com pH de dois cimentos de silicato de calcio e uma resina.
Concluiram que cimentos a base de silicato de calcio mostram potencial atividade
antimicrobiana devido a sua alta alcalinidade e questiona o efeito antimicrobiano de
cimentos de silicato de calcio contra espécies bacterianas estritamente anaerdbicas.
Abou EIReash et al. (2019) utilizaram os mesmos cimentos do estudo de EIReash et
al. (2019) em modelos animais, e conseguiram demonstrar biocompatibilidade para
os tecidos subcutaneos com a utilizacdo do Agregado de Triéxido Mineral (Angelus
PR, Brasil), iRoot BP Plus (BioCeramix Inc., Vancouver, BC, Canada) e Resina
Restauradora Bioativa (ACTIVA, MA, Pulpdent, EUA).

Russo et al. (2019) destacaram as caracteristicas mecanicas, biologicas e
antibacterianas contra cepas bacterianas de P. aeruginosa e S. aureus do cimento
cirirgico modificado. Recentemente Zhang et al. (2020) estudaram cimentos bioativos
a base de silicato de célcio para suprimir infec¢cdo, sendo promissor para terapia
periapical ou reparo de defeito 6sseo alveolar. O potencial antimicrobiano destes
cimentos foi testado em cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Concluiu-se que o
potencial antibacteriano é apreciavel a longo prazo, além de, ter confirmado o

aprimoramento da regeneracédo 6ssea em defeito 6sseo maxilofacial de coelhos.
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A Candida albicans (Gulati et al., 2016; Willems et al., 2016) tem como
mecanismo de resisténcia a capacidade de formacdo de biofilmes, sendo muito
presente na cavidade oral, com pH médio, com produc¢éo de acido latico e liberagcéo
de calcio da hidroxiapatita. A espécie foi avaliada quanto seu crescimento microbiano
em biomateriais particulados e em superficies (Villard et al., 2015; Yahia et al., 2017;
EIReash et al., 2019). Villard et al. (2015) concluiram que o revestimento de silica e a
silanizacdo modificaram a capacidade do biomaterial estudado em inibir a formacéo
de biofilme de C. albicans, e o0 mesmo comportamento foi observado no estudo
realizado por EIReash et al. (2019).

A inibicdo do crescimento microbiano pode ser justificada devido a influéncia
entre o biomaterial e o microrganismo. Apos o contato do cimento de silicato de calcio
com a saliva humana, hd formacdo de uma camada de apatita, resultante da
bioatividade do material (Biswas et al., 2018 apud Wu, Chang, 2013). Essa interacao
promove a geracdo de cargas que sdo capazes de formar espécies reativas de
oxigénio (ERO), principalmente as hidroxilas (OH"), que de acordo com Samanta et al.
(2017) séo as principais espécies responsaveis por danos oxidativos a lipidios,
proteinas e a parede celular bacteriana. Dessa forma a capacidade antibacteriana,
bem como a capacidade de inibir o crescimento de biofilmes, estéo relacionadas com
a capacidade dos biomateriais de induzirem a formacédo de ERO.

Tendo em vista a complexidade das propriedades de um cimento, sdo
necessarios estudos que abranjam desde o desenvolvimento de um biomaterial até a
sua utilizacao, uma vez que suas implicacdes em processos biologicos e a toxicidade
do biomaterial dependem das suas caracteristicas fisico-quimicas (Chatterjee et al.,
2014). Dessa forma, € importante salientar que um biomaterial deve, além de
promover interacdes positivas ao sistema biolégico no qual é inserido, suas
propriedades mecanicas devem ser adequadas. Por isso, a base de silicato tem sido
muito explorada, a fim de desenvolver um cimento com propriedades mecanicas e
biolégicas aperfeicoadas para utilizacdo em procedimentos odontologicos e

ortopédicos.
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6 CONCLUSAO

Por meio dos testes desenvolvidos ao longo deste trabalho, é possivel afirmar
gue o objetivo foi alcancado. Uma vez que foi possivel comprovar a influéncia das
diferentes solucdes na diferenciacdo de osteoblastos in vitro e neoformacéo 6ssea
in vivo. Ao final, fica explicito que suas composi¢des afetaram tanto a morfologia
superficial dos cimentos como a diferenciacdo celular, a osteogénese e a formacao
de biofilme.

Em relacdo a atividade e diferenciacdo celular péde-se confirmar que
nenhuma delas se mostrou citotoxica, e todas permitiram a adeséo e proliferacao
celular. Ressalta-se que apesar das células quando em contato com o0s grupos de
cimento e meios de cultura se mostraram metabolicamente ativas pela expresséo de
proteinas total, o grupo G-NH4 obteve destaque devido a expressdo superior de
fosfatase alcalina, demonstrando maior influéncia sobre a diferenciacéo celular. O
grupo G-NH4 apresentou melhor resultado no teste biomecanico e maior tendéncia a
neoformacéo éssea.

Sendo assim, o silicato de calcio produzido com solucéo ativadora de fosfato
de amodnio bifasico, na fase a-wollastonita, se mostrou promissor para utilizacao na

regeneracao tecidual 6ssea.
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