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Resumo

A inflamacdo, ou processo inflamatdrio, € uma reacdo do organismo a uma
infecdo/corpo estranho, ou lesdo dos tecidos. Em caso de doentes com defeitos ésseos
importantes resultantes de doencga ou traumatismo, nos quais pretendemos prevenir
problemas funcionais e estéticos, aliados a auséncia de osso no complexo maxilo-
facial, usam-se materiais de substituicdo Ossea. Assim como acontece com a
generalidade dos biomateriais, sabe-se que hd uma pandplia de acontecimentos que
ocorrem em consequéncia da implantacdo dos materiais de enxerto num organismo
vivo. De entre estes acontecimentos, destaca-se a inflamacdo aguda e a inflamacao

crdnica.

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar a reacdo inflamatdria pds implantagado
muscular de dois materiais de substituicao dssea: um xeno-enxerto de origem porcina
(nome comercial Osteobiol Gen-Os®) e uma hidroxiapatite sintética (nome comercial
Bonelike®), usados normalmente na clinica dentdria. Efetuou-se uma avaliagdo
histolégica e de expressdo genética, esta relativa ao numero de transcritos de cinco
genes alvo distintos, importantes no processo inflamatério (/IL-16, IL-6, TNF-a, CCL2 e
CCL3). Previamente ao estudo in vivo da reacdo inflamatdria, caracterizaram-se os
materiais em termos de propriedades fisico-quimicas, uma vez que se sabe que essas

propriedades influenciam de forma muito relevante a reacdo do sistema imunitdrio.

Os biomateriais referidos foram caracterizados sob diversos pontos de vista:
morfologia e distribuicdo do tamanho de particulas, area de superficie especifica, de
porosidade e tamanho de poros e densidade. A composi¢do quimica e estrutura dos
materiais foram estudadas por espetroscopia de infravermelhos (FTIR) e difracdo de
raios X (XRD). Os materiais foram implantados nos musculos lombares de ratos Wistar
e a resposta inflamatdria foi avaliada através de analise histoldgica, uma semana (8
dias) apdés a implantacdo. Quanto a avaliacdo da expressdo genética sistémica,
procedeu-se a colheita de sangue no inicio da experiéncia e no momento da necropsia
para todos os ratos, com o objetivo de avaliar alguns mediadores envolvidos na

resposta inflamatdria, neste caso especifico os cinco genes alvo ja referidos. A
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avaliacdo da expressdao genética local foi realizada a partir do processamento de
fragmentos musculares implantados com ambos os materiais separadamente.

Os resultados mostraram que os dois enxertos sao muito diferentes em praticamente
todas as propriedades avaliadas. Enquanto o material xendégeno apresenta uma
estrutura e uma composicdo similar a do osso natural, o material sintético é
constituido por uma fase cristalina principal de hidroxiapatite e duas fases secundarias
de fosfato tricalcio a- e B-. Os granulos do material xenégeno, além de serem maiores,
sdo irregulares e apresentam extremidades afiadas, enquanto os do material sintético
sdo aproximadamente cilindricos, com contornos arredondados e mais uniformes em
tamanho. A resposta in vivo foi avaliada a partir dos infiltrados inflamatdrios
produzidos pelos materiais e revelou que, apesar de ambos os materiais ndo causarem
inflamacgdo grave, os granulos do material sintético provocam uma reagao inflamatodria
consistentemente mais intensa do que a desencadeada pelos granulos do material
xendgeno, particularmente no que diz respeito a producdo de colagénio e formacdo de

capsula fibrosa.

Relativamente a expressdao genética, verificdmos que os niveis de CCL2 e IL-16 se
encontravam significativamente aumentados no sangue dos ratos implantados com o
material sintético e com o material xendgeno, respetivamente. Os resultados para os
niveis de transcritos de CCL3, IL-6 e TNF-a ndao mostraram diferencas estatisticamente

significativas na analise sistémica.

Na analise local, apresentam-se apenas resultados preliminares, mas os dados obtidos
sugerem que o desempenho de ambos os materiais € semelhante, havendo maior

producado de transcritos do que a nivel sistémico, facto este que ja era esperado.

Os nossos resultados sugerem que os materiais de enxerto dsseo desencadeiam uma
resposta sistémica por parte do hospedeiro, facto que é comprovado pelo aumento de
mediadores inflamatérios no sangue periférico. O material sintético despoletou a
formacao de niveis significativamente mais elevados da expressdo de CCL2, a
guimiocina que ativa os macrofagos e que provoca uma polarizacdo do sistema
imunitdrio para Th2. O material xendégeno despoletou a formagdao de niveis mais

elevados de expressdo de IL-1B, citocina que é responsavel pela ativagdo dos linfécitos.
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Desta forma parece haver uma resposta imunitaria distinta para os dois biomateriais,
em que cada um deles desencadeia a ativagao de células com fung¢des diferentes na
resposta inflamatéria. O material xendgeno, aos 8 dias, parece estar ainda numa fase
inflamatdria mais precoce do que acontece com o material sintético, durante o mesmo

periodo temporal.

Apesar de ter algumas limitacdes, este estudo é original e inovador e representa uma
contribuicdo cientifica relevante na Medicina Dentdria. Estudos como este podem
trazer alguma luz para a compreensao da complexidade biolégica e comportamento

clinico dos substitutos dsseos.

Palavras-chave:

Material sintético, Material xendgeno, Caracterizagdo fisico-quimica, Resposta

inflamatdria, Expressdo genética
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Abstract

Inflammation is a physiological reaction to an infection or tissue injury, that also occurs
when biomaterials are implanted in a living host. In patients with significant bone loss
resulting from trauma or disease, in which we want to recover function and aesthetics,
biomaterials are often used as bone graft materials. As already mentioned, its
implantation triggers a series of biological events. Among these events are included
acute and chronic inflammations, whose effects are important to us in order to
understand better the impact they have in the host, depending on the material’s

origin.

The aim of this work was to study the inflammatory reaction originated after
intramuscular implantation of two bone graft materials: a xenograft of porcine origin
(commercial name Osteobiol™ Gen-0s) and a hydroxyapatite based synthetic material
(commercial name Bonelike™) commonly used in the daily clinic by histological
evaluation and gene expression analysis based in the transcripts number of five
distinct target genes, crucial to the inflammatory process (/L-16, IL-6, TNF-a, CCL3 and
CCL2). Prior to the in vivo study, both biomaterials were characterized in terms of
physicochemical properties, as it is generally known that these properties influence

the way the immune system reacts and therefore the inflammatory reaction.

The xenogenous and the synthetic biomaterials were characterized in terms of
morphology, particle size distribution, specific surface area, porosity and pore size and
density. The chemical composition and structure of the materials were accessed by

Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and X-ray Diffraction (XRD).

The graft materials were then implanted in the lumbar muscles of Wistar rats and the
inflammatory response was evaluated through histological analysis, after one week of

implantation.

For systemic gene expression analysis, blood was collected from the rat’s tail vein at
the beginning of the experiment and at the moment of sacrifice of all rats, with the

aim of quantifying some inflammatory mediators namely the five target genes already
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mentioned above. The local gene expression analysis was performed by processing

lumbar muscle fragments implanted with both materials.

The results showed that both grafts have quite different characteristics in almost all
the evaluated properties. While the xenogenous material exhibits a structure and
composition similar to the natural bone, the synthetic one is constituted by a main
crystalline phase of hydroxyapatite and two secondary phases of a- and B-tricalcium
phosphate. The xenogenous material granules, besides being larger, are irregular, and
exhibit sharp-edged tips, while those of the synthetic material are approximately

cylindrical, with round contours, and more uniform in size.

The in vivo response evaluated from the inflammatory infiltrates revealed that
although both implants did not cause severe inflammation, the synthetic granules elicit
a consistently more intense inflammatory reaction than that triggered by the granules
of the xenogenous material, particularly in terms of collagen production and formation

of fibrous capsule.

We concluded that CCL2 and IL-18 were significantly elevated in blood of mice
implanted with the synthetic material and the xenogenous one, respectively. The
transcript levels of CCL3, IL-6 and TNF-a did not show statistically significant

differences in the systemic evaluation performed.

In the local analysis we concluded that both biomaterials behave similarly, with
production of higher levels of transcripts when compared to the systemic analysis

through blood assessment, fact that was already expected.

Our results suggest that bone graft materials trigger a systemic response from the
host, fact that is proven by the increase of inflammatory mediators in the blood. The
synthetic bone graft showed a Th2 polarization, triggering significantly higher levels of
CCL2 expression, the chemokine that activates macrophages. The xenogenous bone
graft triggered higher levels of IL-1B, the cytokine that is responsible for lymphocyte

activation.
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Taken together, the in vivo data demonstrate that the inflammatory response appears
to be different for the two biomaterials evaluated, with each one triggering the
activation of different cell types. The xenogenous material, for an implantation time of
8 days, seems to be in an earlier phase of the inflammatory reaction when compared

to the synthetic material, during the same time period.

Despite some limitations, this study is unique and innovative and represents a
significant scientific contribution in dentistry. Studies like this can bring some light to

the understanding of complex biological and clinical behavior of bone graft materials.

Keywords:

Synthetic bone graft, Xenogenous bone graft, Physico-chemical properties,

Inflammatory reaction, Gene expression
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A regeneracdo 6ssea é um processo fisioldgico complexo e bem orquestrado de
formacao de novo 0sso, e apresenta-se como um fator preponderante na remodelagao
dssea continua que acontece ao longo da vida de um individuo. No entanto, existem
algumas condig¢Oes clinicas complexas em que é necessdrio e desejavel regenerar
grandes quantidades de tecido 6sseo perdido, como no caso da reconstrucdo de
grandes defeitos dsseos causados por trauma, infegao, resse¢ao de tumores ou devido

a anomalias esqueléticas (1).

Atualmente existem varias alternativas terapéuticas para as reconstrugcbes dsseas que
recorrem a varias técnicas cirdrgicas e a materiais de enxerto ou substituintes ésseos.
O osso autélogo continua a ser geralmente considerado como o gold standard, mas
também existem outras alternativas, como a utilizacdo de outros tipos de enxertos
Osseos (alégeno, xendgeno ou sintético), a utilizacdo de fatores de crescimento ou a
terapia genética. Todos estes procedimentos tém como objetivo otimizar os métodos
reconstrutivos e possibilitar uma regeneracdo de tecido ésseo com propriedades
semelhantes ao osso fisiolégico, tentando acelerar o mais possivel o processo de

cicatrizacgao.

Os procedimentos de enxerto désseo sdo intervencbes comummente realizadas,
estimando-se que mais de 500 mil intervengdes sejam realizadas anualmente nos
Estados Unidos da América (2, 3). Estes procedimentos destinam-se a recuperar
defeitos dsseos em dreas tdo diferentes como a Ortopedia, a Neurocirurgia e a
Medicina Dentaria. Na area da Medicina Dentaria e na Cirurgia Maxilo-Facial estes
enxertos sdo utilizados ndo sé para reconstrucdo de estruturas diretamente afetadas,
mas também para melhorar a componente estética da face. Recriar o tecido dsseo ja
efetivamente perdido ou reabsorvido é uma das preocupacdes dos Médicos Dentistas,
sendo para isso necessdria a aplicacdo de um biomaterial, de forma a que esses
intentos sejam satisfeitos. De facto, o recurso aos materiais de substituicdo dssea sdo

uma das formas mais difundidas de terapia regenerativa.

Atualmente, a selecdo do material a utilizar numa determinada intervencdo baseia-se

em diversos fatores, tais como: as caracteristicas do préprio material, o tipo de defeito
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dsseo a corrigir, as preferéncias do operador, os custos associados e a aceitacdo por

parte do doente.

Todas as classes de biomateriais de enxerto ésseo: alégenos, xendgenos e aloplasticos
encerram desvantagens, que se prendem com a rea¢dao do hospedeiro (respostas
imunitdrias), com a quantidade disponivel, com as propriedades apds os processos de
fabrico, com a rapidez de reabsorcao, entre outros. Até ao presente ainda ndo foi
desenvolvido nenhum material que reldna todas as qualidades ideais de um material
de enxerto dsseo e que se enumeram: biocompativel, osteogénico, osteoindutivo,
osteocondutor, boa reabsorcdo, facil manipulacdo, facil esterilizacdo, mau substrato
para microorganismos, nao cancerigeno, ndo antigénico, com boas propriedades
mecanicas, facil de reproduzir, hidrofilico, radiopaco, que seja transportador de

moléculas ativas e que tenha um custo acessivel.

Tal como acontece aquando da implantacdo de outros dispositivos médicos,
desencadeiam-se no hospedeiro uma variedade de eventos biolégicos que envolvem
obrigatoriamente a inflamacdo. As variacOes na intensidade e duracdo temporal deste
fenédmeno inflamatdrio dependem nao sé do material implantado: do seu tamanho,
forma e propriedades fisicas e quimicas; como também do tecido ou érgdo especifico

no qual se executa essa implantacao.

No caso particular das aplicagdes em Medicina Dentdria, existem alguns estudos
publicados que pretendem relacionar a taxa de sobrevivéncia de implantes dentarios
colocados em osso aumentado com substituintes dsseos quando comparados com
0sso autdlogo sem nenhum procedimento de aumento. Jensen e Terheyden (4)
admitem haver um nivel de evidéncia alto (nivel A ou B) atestando que as taxas de
sobrevivéncia de implantes colocados em osso aumentado sdo comparaveis as taxas

de implantes colocados em osso pristino.

Estando disponivel uma grande variedade de materiais para utilizacdo pratica, com as
mesmas indica¢Oes clinicas e com resultados equivalentes, este trabalho pretende
contribuir para o conhecimento disponivel acerca da ligagao existente entre o

fenédmeno inflamatodrio decorrente da implantacdo de biomateriais e a sua relacdo na
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expressao de mediadores inflamatérios, sob um ponto de vista sistémico (avaliacdo do

sangue periférico) e local (avaliagdo dos musculos implantados).
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1. Inflamagao

A inflamagdao é uma resposta fisioldgica a um conjunto de estimulos, como o sdo por

exemplo, a infecdo e a lesdo tecidular.

No procedimento de implantacdo de um biomaterial num organismo vivo, ha uma
sequéncia classica de eventos que ocorrem, descritos num artigo por Anderson (5) e
resumidos na Tabela 1. Estes eventos serdo sempre despoletados, isto é, havera
sempre um certo grau de lesdo tecidular aquando da sua colocacdo in vivo, resultado

do procedimento de implantagao per se.

Tabela 1 — Sequéncia de reac¢cdes do hospedeiro apds implantacdo de dispositivos

médicos. Adaptado de (5).

Dano tecidular
Interac¢des sangue-material
Formacgao de matriz provisoria
Inflamacdo aguda
Inflamacao crénica
Tecido de granulacao
Reacc¢do de corpo estranho

Fibrose/Capsula fibrotica

Um outro autor, David Williams (6), descreve de forma mais pormenorizada as
caracteristicas major de uma resposta genérica aos biomateriais, definindo mais
entidades do que tinha descrito Anderson. Ele menciona fendmenos de adsorc¢do
proteica, efeitos citotdoxicos generalizados, ativacdo dos neutréfilos, ativacdo dos
macrofagos, producao de células gigantes de corpo estranho, formacdo de tecido de
granulacdo, fibrose, alteracGes microvasculares, respostas celulares especificas do
tecido implantado, ativacdo da cascata de coagulacdo, adesdo, ativacdo e agregacdo de

plaquetas, ativacdo do sistema complemento, producdo de anticorpos, respostas
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imunes, hipersensibilidade aguda, hipersensibilidade tardia, respostas mutagénicas e
formagao tumoral. Ficamos com a certeza que a implantagao de qualquer tipo de
biomaterial provoca uma série de respostas, complexas, que podem justificar, em

maior ou menor grau, o sucesso ou fracasso a nivel clinico do procedimento.

As proteinas adsorvem a superficie do material quase imediatamente apds a sua

implantacgdo. Os neutroéfilos sao depois atraidos, seguidos pelos macréfagos (5, 7).

Nas fases iniciais da resposta inflamatéria, o tipo celular predominante é o neutrdfilo.
Os neutréfilos sdo produzidos na medula dssea, e circulam no sangue. Em resposta aos
mediadores da inflamacgdo aguda, as células endoteliais aumentam a expressdo das E e
P-seletinas. A trombina e a histamina induzem o aumento de expressdao das P-
seletinas; citocinas como a IL-1 e o TNF-a induzem a expressao das E-seletinas. Os
neutrdéfilos circulantes expressam mucinas como as PSGL-1, que se ligam as E e P-
seletinas, como fica demonstrado na Figura 1 (8). Desta forma, os neutréfilos fazem a

passagem da corrente sanguinea para os tecidos.

/ Neutrdfilo

| K__ﬁ’”/ /

| o —r 1
~NN\A—" I\ .
— AT ,\/\_. I\ || Integrinas
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Figura 1 - Neutrdfilo ligado a uma célula endotelial. A célula endotelial expressa a E-
seletina, responsavel pela adesdo inicial dos leucécitos ao endotélio. As mucinas

apresentam ligandos para as seletinas (CAM). Imagem adaptada de (8).

Ha evidéncia de que uma ferida cirdrgica é motivo suficiente para atrair os neutrdfilos.

Contudo, os macréfagos ndo sdo atraidos se ndo ocorrer efetivamente a implantacdo
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de um biomaterial (7). Desta forma, centra-se a atencdo no papel preponderante que
desempenham os macréfagos, sendo as células que iniciam todo o processo de

resposta a implantacdo de um biomaterial.

1.1. Resposta inflamatoria aguda

A resposta inicial do organismo a uma infe¢do ou trauma é denominada de resposta
inflamatdria aguda. Esta resposta ndo é especifica e é a primeira linha de defesa do
organismo, que providencia uma protec¢do inicial para restringir a lesao tecidular ao
local da infecdo ou da agressao. Esta resposta consiste numa ac¢do coordenada, do foro

local e sistémico, de mediadores imunes, endécrinos e neurolégicos (9).

Regra geral, uma resposta inflamatéria aguda tem um inicio rapido e dura pouco
tempo. A inflamagcdo aguda é geralmente acompanhada por uma reacdo sistémica
conhecida como resposta de fase aguda, que é caracterizada por uma rapida alteracdo

dos niveis de varias proteinas plasmaticas.

A Figura 2 ilustra a cinética celular da inflama¢do aguda (10). Numa fase inicial, as
aminas vasoativas (histamina, bradiquinina) promovem a formacdo de exsudado e
edema, que é seguido pela expressdao de citocinas e quimiocinas que ativam o
endotélio e medeiam a migracdo leucocitdria (neutréfilos). Na fase de resolucdo, os
mediadores anti-inflamatdrios param a migracdo celular e promovem a apoptose. A
fagocitose destas células apoptéticas pelas células mononucleares promove maior
libertacdo de mediadores anti-inflamatérios, o que vai erradicar a inflamagdo. O
processo inflamatério agudo fisioldgico deve estar completamente resolvido as 72

horas.
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Inicio Resolucdo

30min ih 3h  6h 24h 48h T2h
Histamina Substancia P TNF MCP1 cyPGs
Serotonina PAF IL-1B IL-6 BAX
Bradiquinina PGs IL-8 P53
Complemento LTs LXs TGF-B1

Figura 2 — Cinética celular da inflamacado e libertacao sequencial de varios mediadores,
baseada em estudos de modelos animais de inflamacdo aguda. llustracdo adaptada de
(10). PAF — Fator ativador das plaquetas; PGs — Prostaglandinas; LTs — Leucotrienos;
TNF — Fator de necrose tumoral; LXs — Lipoxinas; cyPGs — Prostaglandinas
ciclopentanonas; BAX — Proteina associada X; TGF-Bl1 — Fator de crescimento

transformante.

Numa situacdo de resposta saudavel, apds a ativacao da resposta inflamatdria, inicia-
se 0 processo de repara¢do e ocorre uma resolucdo favoravel da situacdo. Contudo, a
inflamacdo pode originar dano a células saudaveis, que vao elas préprias estimular a

continuacdo do processo inflamatorio.

Os mediadores envolvidos sdao, como ja foi referido, de origens distintas e com func¢ées
diferentes. A Tabela 2 pretende fazer um resumo das varias classes de mediadores
envolvidos, distinguindo aqueles que tém uma acdo proé-inflamatdria, daqueles que

sdo considerados anti-inflamatérios. E de realcar que as citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 e
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as quimiocinas CCL2 e CCL3 sdo consideradas como mediadores pré-inflamatérios da

resposta inflamatdria aguda.

Tabela 2 — Mediadores que regulam a resposta inflamatdria aguda, adaptado de (10).

Classe Pré-inflamatérios Anti-inflamatérios
Aminas Histamina, bradiquinina Adrenalina, Noradrenalina
Sistema complemento C3a, C5a Receptor Clq

Nucleétidos GMP ciclico AMP ciclico

Moléculas de adesao E-selectinas, P-selectinas, Receptor TSP, receptor PS

ICAM1, VCAM1

Citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 TGF-B1, IL-10
Quimiocinas MIPlaa  (CCL3), MCP1 -
(CCcL2)

Hormonas esterodides Glucocorticoides

A resposta inflamatdria aguda abrange, como ja foi referido, uma resposta localizada e

uma resposta sistémica.

1.1.1. Resposta localizada

Os sinais classicos de uma resposta inflamatéria aguda localizada sdo tumor, rubor, dor

e calor (sinais de Celsius) e perda de funcdo (sinal acrescentado por Virchow).

Passados poucos minutos apds a lesdo tecidular hd um aumento no diametro vascular
(vasodilatacdo), resultando num aumento de volume e numa reducdo do fluxo
sanguineo no local. O volume sanguineo aumentado aquece o tecido e causa a sua cor
vermelha. A permeabilidade vascular também aumenta, levando a passagem de fluido
dos vasos sanguineos para o tecido. Este facto leva a acumulac¢do de fluido (edema) no
tecido. Quando o fluido exsuda da corrente sanguinea, a quinina, o codgulo e o

sistema fibrinolitico sdo ativados. Muitas das altera¢des vasculares que ocorrem numa
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resposta local sdo devidas aos efeitos directos de mediadores como a bradiquinina e
fibrinopeptideos, que induzem vasodilatacdo e aumentam a permeabilidade vascular.
Algumas das alteragdes vasculares sao devidas a efeitos indirectos das anafilotoxinas
do sistema complemento (C3a, C4a e C5a) que induzem desgranulagao dos mastdcitos

com libertagdo de histamina (11).

Passadas poucas horas depois do inicio destas alteragdes vasculares, os neutroéfilos
aderem as células endoteliais e migram do sangue para os espacos tecidulares, como

ja foi referido.

Estes neutrdéfilos fagocitam os patogénios invasores e libertam mediadores que
contribuem para a resposta inflamatdria. De entre estes mediadores estdo as
proteinas macrofagicas inflamatdrias MIP-1la ou CCL3, quimiocinas que atraem
macrdéfagos para o local da inflamag¢do. Os macréfagos chegam cinco a seis horas apds

a resposta inflamatdria ter inicio.

Estes macréfagos sdo células ativadas que exibem fagocitose aumentada e aumento da
libertacdo de mediadores e citocinas que contribuem para a resposta inflamatdria. Os
macréfagos tecidulares ativados segregam trés citocinas (IL-1B, IL-6 e TNF-a) que
induzem muitas das alteracdes localizadas e sistémicas observadas na resposta

inflamatdria aguda.

Figura 3 — Citocinas libertadas pelos macréfagos ativados.
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Estas trés citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6) agem localmente, induzindo a coagulacdo e

originando um aumento da permeabilidade vascular.

Tanto o TNF-a como a IL-1B induzem a expressao de moléculas de adesdao em células
endoteliais. Por exemplo, o TNF-a estimula a expressao de E-seletina, uma molécula de
adesdo endotelial que liga selectivamente moléculas de adesdo dos neutrofilos. A IL-13
induz o aumento de expressdao de ICAM-1 e VCAM-1, que se ligam a integrinas dos
linfocitos e mondcitos. Os neutréfilos, mondcitos e linfdcitos circulantes reconhecem
estas moléculas de adesdo nas paredes dos vasos sanguineos, aderem, e em seguida,
passam a parede do vaso para dentro dos espacgos tecidulares. A IL-1B e o TNF-a
também actuam em macréfagos e células endoteliais, para induzir a producdo das
quimiocinas que contribuem para o influxo de neutréfilos, aumentando a sua adesao

as células endoteliais e agindo como factores quimiotaticos potentes.

As citocinas libertadas no local da inflamacdo facilitam a adesdo das células
inflamatdrias a parede vascular e a migracao para o espaco tecidular. A duragdo e
intensidade da resposta inflamatéria local deve ser regulada para evitar dano tecidular
e facilitar os mecanismos de reparacdo que levardo a cicatrizacdo (12). De facto, o

processo de adesdo leucocitaria é fulcral para a resposta inflamatdria.

1.1.2. Resposta sistémica

A resposta inflamatodria local € acompanhada por uma resposta sistémica — a resposta
de fase aguda. Esta resposta é caracterizada pela inducdo de febre, aumento da
producdo de leucdcitos e producdao de um grande numero de proteinas de fase aguda
pelo figado (por exemplo a proteina C reativa, que liga varios patdgenos e ativa o
sistema complemento). Muitos dos efeitos sistémicos sdo devidos a acdo combinada

das citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6.
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O TNF-a também actua nas células endoteliais e nos macréfagos para induzir a
secrecao de factores estimulantes de coldnias (M-CSF, G-CSF e GM-CSF), que vao
estimular a hematopoiese e por consequéncia, o aumento da producdo de leucdcitos.

Ha uma redundancia na agao destas trés citocinas (patente na Tabela 3) para induzir a

producdo de proteinas de fase aguda ao nivel hepatico.

Tabela 3 - Efeitos redundantes e pleiotrdpicos da IL-13, TNF-a e IL-6, adaptado de (8).

Efeito IL-18 TNF-a IL-6
Febre + + +
Sintese de proteinas de fase aguda + + +
Aumento da permeabilidade + + +
vascular
Aumento das moléculas de adesao + + -

no endotélio vascular

Proliferacao fibroblastica + + -
Producdo de plagquetas + - +
Indugdo de quimiocinas + 4 -

Inducdo de IL-6 + + -
Ativacdo de células T + + +
Ativagao de células B + + +

Aumento da sintese de - = +

imunoglobulinas

As citocinas TNF-a, IL-1p e IL-6 e as quimiocinas MCP-1 e MIP1-a (13) sdo,
provavelmente, as entidades mais importantes no mecanismo despoletador do
fendmeno inflamatdrio pds implantacdo de biomateriais, cuja origem celular e efeitos

principais estdo explanados nas Tabela 4 Tabela 5.
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IL-1B e TNF-a

O fator de necrose tumoral é uma citocina envolvida na inflamacdo sistémica, que
estimula a reacdo de fase aguda. E maioritariamente produzida por macréfagos

ativados (M1) na sua versao a, sendo o TNF-B produzido por linfécitos T (14).

E um mediador chave na reacdo inflamatdria aguda e crénica, ndo sé por aumentar a
sua prépria secrecdao, mas também por estimular a producdo de outras citocinas e

quimiocinas inflamatdrias (14).

A IL-1B, também conhecida por catabolina é, como ja foi referido, também produzida

por macréfagos. Ambas induzem a ativagao de fibroblastos (Figura 4).

Estas duas citocinas sdo indicadores da estimulagao do sistema imunitario que ajudam
a estudar os niveis de ativacdo celular induzida por diferentes biomateriais. A ideia de
gue os biomateriais atuam como antigénios e estimulam reacdes por parte do
hospedeiro, incluindo inflamacdo, expressdao de anticorpos, ativacdo do sistema
complemento e libertacdo de citocinas assim o permite (15). Uma vez que a
biocompatibilidade é reduzida quando os biomateriais induzem aumentos mais
significativos da expressao de citocinas, a inducdo da sua formacdo pode ser usada

para avaliar a intensidade das reagdes imunes anti-biomaterial (16).

Varios artigos as estudam, em modelos animais, no sentido de caracterizar a resposta

inflamatdria induzida por diferentes biomateriais (15, 17).
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Ativa TNF

Fibroblasto
sinovial

Figura 4 - Relagdo entre TNF e IL-1 em fendmenos de ativagao simultdanea de processos

inflamatodrios. Adaptado de (18).

IL-6

A IL-6 é uma proteina glicosilada com um peso molecular de 22-27 kDa, dependendo

da sua origem (grupo celular) e da modificagdo pds-translacional que pode sofrer (19).

s

E uma citocina produzida por uma pandplia de tipos celulares (19), sendo os mais
importantes os mondcitos/macréfagos, as células T, os fibroblastos, as células
endoteliais e as células musculares esqueléticas tendo, por este facto, a designacdo de
“mioquina”. Hoje em dia considera-se o musculo como sendo um dérgao endécrino,
capaz de libertar mediadores quimicos para a corrente sanguinea, gerando respostas

noutros tecidos e 6rgaos (19-22).

Foi consistentemente demonstrado que o exercicio fisico aumenta as concentracdes
plasmaticas de IL-6 e que esta citocina é sintetizada e libertada apenas pelos musculos

em contracdo e ndo pelos mesmos musculos relaxados (20, 22, 23).

Quer o TNF-a quer a IL-1 estimulam a producdo de IL-6 que é classificada como sendo

uma citocina pré e anti-inflamataéria (19, 21).
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Blood vessel

Figura 5 — As fibras do tipo | e Il do musculo esquelético expressam e libertam
mioquinas que por sua vez exercem efeito quer localmente no musculo (agao
autocrina ou pardacrina) quer a nivel periférico noutros 6rgaos, apds atingir a corrente

sanguinea. Modificado de (20).

Como accdo anti-inflamatdria destaca-se o facto da IL-6 induzir a produgdo da proteina
C reativa, que tem um papel importante na inducdo de citocinas anti-inflamatodrias
pelos mondcitos circulantes e supressao da sintese de citocinas pro-inflamatérias pelos
macroéfagos tecidulares. Desta forma a IL-6 derivada do musculo pode ter efeitos

supressores no sistema imunitario dirigido a fendmenos de inflamagdo (19, 20, 22).

CCL2 (MCP-1)

A quimiocina (familia C-C ligando 2) CCL2, também denominada proteina quimiotatica
de mondcitos (MCP-1), é uma citocina pequena que recruta mondcitos e macrofagos

para locais onde decorrem eventos inflamatdrios (24, 25).

Rhodes e colaboradores (26) demonstraram que o MCP-1 é um mecanismo através do
gual os mondcitos sdo atraidos ao local onde foi implantado um biomaterial. Também
€ sabido que as CCL2 estao presentes em células gigantes de corpo estranho apds duas

a quatro semanas de implantacdo do biomaterial sugerindo que podem influenciar as
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atividades dos mondcitos, macrofagos (sdo responsaveis pela sua fusdo (27)) e células
gigantes multinucleadas durante a rea¢dao de corpo estranho (28). Desta forma,
acredita-se que a formacdo das células gigantes de corpo estranho ndo sdo essenciais

para haver encapsulamento dos materiais implantados.

Hoenders e colaboradores (29) identificaram esta quimiocina como agente etioldgico

no processo inflamatdrio que leva, em ultimo caso, a perda de préteses na area da

Ortopedia.

Macréfago competente para fusdo

DC-STAMP

25 oo
@cclz M @

Quimiotaxia (CCL2)

Fusdo, rearranjos do citoesqueleto

Figura 6 — Mecanismos moleculares da fusdo dos macréfagos para formar células
gigantes multinucleadas. 1) Inducdo de um estado de fusdo. 2) Quimiotaxia dos
macréfagos mediada pelo CCL2. 3) Fusdo das membranas e formacdo de células

gigantes envolvendo rearranjos no citoesqueleto. Adaptado de (27).
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CCL3 (MIP1-a)

A guimiocina (também da familia C-C, ligando 3) CCL3, também denominada proteina
inflamatdria macrofagica la (MIP-1a), é uma citocina envolvida no processo

inflamatdrio que recruta e ativa os leucdcitos polimorfonucleares.

Schuttle e colaboradores (30) demonstraram o aumento da sua concentracdo num
estudo em ratos implantados com dispositivos com biomateriais distintos,
nomeadamente polietileno, poliuretano e cloreto de polivinilo. Hoenders e
colaboradores (29) identificaram também esta quimiocina como agente etioldgico no
processo inflamatdrio que leva, em ultimo caso, a perda de proteses na area da

Ortopedia.

A Tabela 4 e a Tabela 5 fazem o resumo da principal origem celular e dos efeitos major
das citocinas TNF-a, IL-1P e IL-6 e das células que produzem, dos recetores, das células

gue sdo atraidas e dos efeitos das quimiocinas CCL2 e CCL3, respetivamente.

Tabela 4 — Resumo dos efeitos das citocinas escolhidas, adaptado de (31).

Citocina Origem celular Efeitos
principal
TNF-a Macréfagos Ativacdo dos neutrofilos
Células T Sintese de proteinas de fase aguda pelo
figado
Ativacdo das células endoteliais
IL-1B Macréfagos
Células endoteliais Ativacdo das células endoteliais
Algumas células Sintese de proteinas de fase aguda pelo
epiteliais figado
IL-6 Macrofagos Sintese de proteinas de fase aguda pelo
Células endoteliais figado
Células T Proliferacao de células B produtoras de

anticorpos
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Tabela 5 - Resumo dos efeitos das quimiocinas CCL2 e CCL3, adaptado de (12).

Quimiocina Produzida por Recetor Células atraidas Efeitos
CCL2 Monécitos CCR2B Monécitos Ativa macrofagos
Macrofagos Células T e NK Promove imunidade
Fibroblastos Basofilos Th2
Queratindcitos Células dendriticas Estimula migracao

dos leucdcitos do

sangue para os

tecidos
CCL3 Mondcitos CCR1 Mondcitos Promove imunidade
Células T CCR3 Células T e NK Thl
Mastécitos CCR5 Basofilos Estimula migracao
Fibroblastos Células dendriticas dos leucdcitos do

sangue para os

tecidos

1.2. Resposta inflamatoria cronica

A inflamacdo crénica surge quando o estimulo inflamatério persiste no local
implantado, com os macrdéfagos a representarem a forca motriz neste perpetuar da

resposta imune (13).

Os mondcitos circulantes que chegam ao local sofrem uma alteracdo fenotipica e
diferenciam-se em macréfagos. As células macrofagicas ndo sé tém a responsabilidade
de fagocitarem substancias estranhas ao organismo, como tém também a funcdo de
serem células apresentadoras de antigénios aos linfocitos Th (T helper). Mas a fungdo
mais importante que desempenham ao longo da resposta inflamatdria é a secrecdo de

uma pandplia de produtos bioldgicos altamente activos (Tabela 6). A libertagdo destas
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moléculas pode ter consequéncias tdo dispares como a migracao celular, a
diferenciacao celular, a produgdo de novos tipos celulares, bem como a formagao de

Novos vasos sanguineos (32).

Tabela 6 - Fungbes de cada um dos fatores produzidos pelos macréfagos, adaptado de

(32).

Produto Funcao
Fatores de crescimento Promovem crescimento do tecido
Citocinas (ex. IL-1) Medeiam a inflamacgao e a recruta de
macréfagos
Espécies reativas de oxigénio Degradam ou destroem os materiais estranhos
Proteinas da matriz extracelular Promovem adesao celular
Metaloproteinases da matriz Remodelam a matriz extracelular
Fatores do sistema complemento Ativam o sistema complemento
Metabolitos do acido araquiddnico Sao precursores de outras moléculas de
sinalizagao
Proteinas da coagulagao Iniciam e mediam a coagulagao

As citocinas libertadas pelos macréfagos ativados também estimulam a proliferacao
fibroblastica e a producdo de colagénio. Ha producdo de tecido cicatricial por um
processo denominado fibrose, uma reacao que pode interferir com a fungdo normal do
tecido afetado. A inflamag¢do crdnica também pode levar a formacdo de um
granuloma, com uma darea central de macréfagos ativados envolvida por linfocitos
ativados. A drea central do granuloma normalmente tem células gigantes
multinucleadas formadas pela fusdo de macroéfagos ativados. Os macrdofagos também
desempenham um papel primordial na cicatrizacdo e regeneracado tecidulares. A
fagocitose de particulas, a libertacdo de enzimas importantes para a reorganizacdo do

tecido afectado e a secrecdo de fatores de crescimento que induzem migracdo e
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proliferacdo dos fibroblastos sdo passos essenciais dados pelos macréfagos e

constituem os passos iniciais em direcao a regeneragao tecidular efetiva (13).

Hoje em dia, a questdao da reagao inflamatéria pds implantacdo de biomateriais é
colocada em termos de relagdo biomaterial/macréfagos e biomaterial/células gigante
de corpo estranho. Assim sendo, tem-se estudado a fungdo exacta dos macréfagos
neste processo, havendo relatos que a resposta macrofagica pode conduzir a uma
reconstrucdo funcional dos tecidos e 6rgdos ou a uma reaccdo tipica de corpo
estranho, com formacdo de células gigantes multinucleadas e encapsulagdo do

material com tecido conjuntivo fibroso.

Neste sentido foram identificados dois fendtipos macrofagicos heterogéneos, sendo
M1 o macréfago classicamente ativado, pré-inflamatério e M2 o macrdéfago ativado de
forma alternativa, anti-inflamatério, homeostatico, cicatrizador (13, 33, 34). A
classificacdo apenas em dois fendtipos é claramente redutora, uma vez que o fenétipo
é plastico e determinado por microambientes complexos, sendo mais correctamente
considerado um espetro continuo entre os extremos M1 e M2 (34, 35). A Figura 7
ilustra esta interrelacdo entre fendtipos, sendo todos eles passiveis de rapida

alteracao.

Deve ter se em conta que o termo macréfago M2 deve englobar virtualmente todos os

macrofagos que ndo sejam M1 (36).
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Classicamente activado Activado de forms alternativa
Pro-inflamatério Homeostatico, Cicatrizador Anti-inflamatério
M1 De transicao M2

Figura 7 - Fendtipos dos macrofagos, M1 (pré-inflamatério) e M2 (anti-inflamatdrio),

ilustracdo adaptada de (35).

Regra geral uma resposta inicial do tipo M1 é realizada para destruir eventuais
patogénios e para limpar o tecido de células mortas e tecido danificado. A transicao
para um fendtipo M2 é associada a remodelacdo tecidular, resultando em formacao de
cicatriz ou remodela¢dao construtiva, dependendo do timming da altera¢do do
fenétipo. A polarizacdo prolongada em M1 ou uma transicdo exuberante para o
fendétipo M2 pode levar a excessiva formagao de tecido cicatricial ou a atrasos na

cicatrizacdo (35).

Pensa-se que uma resposta M2 mais exuberante é promovida pelos biomateriais
sintéticos. A implantacdo de materiais de origem sintética como o poliHEMA ou o
silicone geralmente resultam numa resposta de corpo estranho, com encapsulamento

apos um més de implantacdo (35).

A Figura 8 pretende sistematizar as respostas possiveis quando os diversos fenétipos
de macroéfagos contactam com os biomateriais. O fendtipo M1 esta ligado ou a reacgdo
de corpo estranho classica ou a inflamacado crénica. Podera eventualmente permitir a
remodelacdo construtiva, mas unicamente através do fendtipo de transicdo. O

fenodtipo M2 permitira essa remodelagao construtiva de forma direta.
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Reagao de corpo estranho classica
Resposta inflamatdria prolongada
Presenca de células gigantes
multinucleadas
Fagocitose frustrada
Dano tecidular
Formacdo de capsula fibrosa
Perda de fungdo do implante

Resposta inflamatdria cronica
Resposta inflamatdria prolongada
Dano celular e tecidular
Degradacdo do material
Formacgdo de tecido cicatricial
Perda de fungdo do implante

Remodelagdo construtiva
Infiltrado celular prolongado
Mudanga para fenétipo M2
Degradagdo do material
Recrutamento de células
progenitoras

iy "5‘& Deposicdo de tecido novo e
AL funcional

Resoluc¢do da inflamacgdo
o @ e
e =
ee e o
Figura 8 — Resultados possiveis da interacdo dos diversos fendtipos de macrdéfagos com

biomateriais. Esquema adaptado de (35).

1.3. Modelos animais de inflamagao

Os modelos animais tém sido utilizados para estudar os fendmenos ligados a

inflamacdo durante os ultimos 80 anos (37).

Os modelos animais sdao necessarios quando beneficiamos da simplificacdo e quando é
eticamente inapropriado estudar diretamente a questdo em causa. Usamos modelos
animais quando ndo temos acesso ao animal alvo, quando é impraticdvel usa-lo por
causa de despesas ou de questdes logisticas ou quando ndo conseguimos ter o nimero
adequado de animais para o estudo que pretendemos desenvolver. Devemos escolher

um determinado modelo animal baseado em varios critérios: adequacdo como
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semelhante, capacidade de transferir a informacdo, uniformidade genética,
conhecimento prévio das propriedades bioldgicas, generalizagdo dos resultados,
facilidade de manipulacdo experimental, consequéncias ecoldgicas e implica¢des éticas

(38).

Os imunologistas focam a sua atencdo largamente nos roedores, em parte por uma
razdo histérica, mas também devido aos custos e condi¢des de manutengdo, grande
numero de variantes genéticas e facilidade de manipulacdo de células e tecidos (39).

No amplo campo da investigacdo da inflamagdo, os autores recorrem
preferencialmente a um dos dois animais seguintes para realizarem os seus ensaios: ou

a ratinhos (40) ou a ratos de laboratdrio (41).

Mas tal ndo significa que os Unicos modelos animais para estudar inflamagdo sejam
roedores de pequeno porte. O caso do estudo da asma é paradigmatico (42). Os
modelos animais para o estudo desta patologia sdo provavelmente os mais bem
caracterizados em termos de inflamacao e processos de remodelagdo. E, para tal, ndo
sdo usados somente pequenos roedores (ratinho (43), rato (44) e porquinho da india
(45)), como também o sdo animais de maior porte, como o gato (46), cdo (47), porco

(48), ovelha (49) e primatas ndo humanos (50).

No caso especifico do estudo da inflamacao relativa ao desempenho de biomateriais a
base de hidroxiapatite, encontramos na literatura varios artigos que utilizam como

modelo animal o rato (51-55).

Ha um ndmero considerdvel de autores que descrevem apenas ter feito uma
“implantacdo muscular” dos biomateriais, ndo especificando quais os musculos

envolvidos (56-58).

No entanto, o autor Walschus em 2009 (54) descreve ter implantado muscularmente
os biomateriais nos musculos lombares de ratos. Foi este o0 modelo que escolhemos

para adotar no nosso trabalho experimental.

Assim como acontece sempre que se utilizam modelos animais para estudar algum
tipo de alteragcdo no humano, devemos ter sempre cautela quanto ao significado das

diferencas observadas entre aquilo que acontece no modelo e o que acontecerd no
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homem, uma vez que as respostas podem nado ocorrer exatamente da mesma forma e

portanto ndo serem diretamente extrapolaveis.

2. Materiais de substituicao dssea

Os materiais de enxerto ésseo constituem um dos vetores com franco potencial de
investigacdo na area particular da Implantologia, mas também na Cirurgia Oral, na
Periodontologia e na Endodontia, uma vez que a disponibilidade éssea do paciente é
um dos motivos primarios de ponderacdo aquando da realizacdo de um correto e
detalhado plano de tratamento. A recupera¢dao da arquitetura do osso perdido ou
reabsorvido com biomateriais, almejando uma recuperacao funcional e estética, é um

dos objetivos de uma reabilitagao oral.

Um material de substituicao dssea é definido pela GESTO (Association pour I'étude des
greffes et substituts tissulaires de I'appareil locomoteur) como “todo o material de
origem humana, animal, vegetal ou sintético, destinado a implantacdo no homem com
a perspetiva de uma reconstituicdo do capital ésseo, para o reforco de uma estrutura
Ossea ou para o preenchimento de uma perda de substdncia dssea de origem
traumatica ou ortopédica” (59). Estes materiais, quando implantados, ajudam a

promover a cicatrizacdo dssea, isoladamente ou em combinag¢do com outros (60).

Os materiais de substituicdo éssea desempenham varias funcdes importantes quando
pretendemos a regeneracdo Ossea (61): atuam como scaffolds e estimulam o
crescimento dsseo e funcionam como uma prote¢do mecanica contra a pressao dos
tecidos moles envolventes. Além destes, ha outros fatores importantes a ter em conta
qgue n3ao devem ser descurados: a manutencdo do espago para ser possivel a
regeneracdo 0ssea, a pré determinacdo da forma anatdmica desejada, a aceleracdo da
remodelacdo déssea e a capacidade de serem veiculos para antibiéticos ou fatores de
crescimento (62). Cato Laurencin (63) afirma que a geracdo atual de substituintes
dsseos foi desenhada com uma dupla funcdo: a de substituicdo e a de regeneracao, ao
contrario do que se passava ha décadas atras, em que a tonica era colocada somente

na substituicado.
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O material de enxerto ideal (2, 62) é biocompativel, € uma matriz osteocondutora na
qual ird ocorrer o crescimento ésseo, possui fatores osteoindutores que induzam
regeneracdo e reparacao Osseas, tem células osteogénicas com potencial para se
diferenciarem, é poroso, tem integridade estrutural mesmo quando sujeito a stress, é
reabsorvivel/degradavel, é hidrofilico, radiopaco, possui plasticidade, é estéril, é
estavel, tem uma estrutura semelhante ao osso, é de facil utilizagdo pelo profissional e
nao é dispendioso. Além disso, possui um perfil de seguranga adequado sem efeitos
adversos locais ou sistémicos (e é ndo cancerigeno e um mau substrato para os
microorganismos). N3do existe, na atualidade, nenhum material que relna

simultaneamente todas estas caracteristicas.

Do ponto de vista clinico, os materiais de substituicdo éssea tém um campo alargado
de indicagdes. No campo da Medicina Dentdria, eles sdo utilizados em procedimentos
tdo variados como na Periodontologia (64-68), na Implantologia (65, 67, 69-71) ou na
Endodontia (66, 68, 72, 73). Mais concretamente sdo utilizados na correcao de defeitos
periodontais (60, 64, 67), na regeneracao periodontal (65, 74), na cirurgia de
preservacao do alvéolo (65), em casos de elevacdo do seio maxilar (69-71, 75, 76),
aquando da reconstrucdo peri-implantar (65), na cirurgia periapical (72, 73), no
tratamento de deiscéncias e fenestracbes (77), na correcdo de grandes defeitos
derivados a grandes traumas, excisdes cirurgicas (60), no aumento dsseo vertical (78) e
horizontal do rebordo alveolar (79-81), etc. Este leque de aplicacOes é tdo vasto que é
facilmente percetivel que um Unico material ndo pode ser a solugdo para todas estas
guestdes, mas antes que é imperativo procurar o material, ou até o conjunto de

materiais, mais indicados para cada situacdo clinica especifica.

Os materiais de substituicdo ossea que hoje temos ao nosso dispor provém,
essencialmente de quatro origens distintas: do préprio individuo (osso autélogo), de
outro individuo da mesma espécie (82, 83) (alégeno), de individuos de outra espécie
(xenégeno de origem animal, bovina ou porcina, ou coral/algas (84, 85)) ou sdo
materiais que sdo sinteticamente produzidos (aloplasticos) (86, 87), como é descrito na

Figura 9.

47

Andreia Sofia de Paiva Figueiredo, Setembro de 2013



Estudo in vivo de caracterizagdo da reagdo inflamatadria pés implantagdo de biomateriais a base de hidroxiapatite
para aplicagdo em Medicina Dentdria

Para além desta classificacdo, existem outras, sistematizadas consoante diversas
particularidades destes materiais. Relativamente a sua composi¢do quimica (88), eles
podem ser ceramicos (sulfato de calcio, biovidros, TCP, HA), polimeros (matrizes
reabsorviveis ou ndo reabsorviveis) ou compdsitos. Os materiais ceramicos sao
definidos como sdlidos ndo organicos, constituidos sobretudo a base de calcio; os
polimeros sdao materiais organicos macromoleculares formados por uma repeticao
multipla de um grupo de d4tomos conhecidos por unidades estruturais — mondmeros e
0s compdsitos ou materiais combinados como uma associa¢do de materiais de origens
diversas, com o intuito de potenciar as caracteristicas mais favoraveis dos seus
constituintes (conjugacdo de tecidos bioldgicos e biomateriais sintéticos, de tecidos

bioldgicos entre si ou de biomateriais sintéticos diferentes).

Relativamente ao comportamento biolégico do hospedeiro (88) podem ser bioativos
(existe a formacdo de uma ligacdo direta aos tecidos vivos, pois geralmente tém, na
sua composicdo, ides de calcio e/ou fésforo que vdo estabelecer uma ponte quimica
com o osso envolvente. Exemplos: hidroxiapatite, vidros bioativos) ou reabsorviveis -
aqueles que sdo lentamente degradaveis e gradualmente substituidos pelos tecidos

onde sdo implantados. Exemplos: fosfato tricalcico, vidros bioativos.

Materiais de
substituicdo dssea

Autdlogos (provém Aldgenos (provém , . Aloplasticos
S Xendgenos (provém . .
do mesmo de outro individuo - (sintetizados
S P de outra espécie) . .
individuo) da mesma espécie) sinteticamente)
Osso fresco Osso mineral do o
e . . == Fosfato de calcio
congelado origem animal
== (Osso liofilizado - Coral e Polimeros
Osso
= desmineralizado @l Algas e Biovidros
congelado

Figura 9 - Classificagdo dos materiais de substituicdo dssea, adaptado de (89).
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E do conhecimento geral que a perda de uma peca dentaria determina a reabsorcdo
do osso alveolar. Sabemos que o osso cortical, nesta situagdo, é sujeito a reabsor¢ao e
a parte medular do alvéolo gradualmente desaparece. A consequéncia é a alteracdo da
morfologia da crista alveolar, que determina o grau e a extensdo do defeito dsseo (em
relacdo direta com o numero de dentes perdidos). O desaparecimento gradual do
processo alveolar envolve a reducdao da dimens3ao sagital e vertical do osso
remanescente, como foi descrito por Cawood e Howell (90), levando a uma subversao
das relagbes intermaxilares e pondo em causa a oclusdo (91). A perda destas duas
dimensGes pode ser explicada de forma simples pela fisiologia, que testemunha que a
manutencdo da anatomia dssea requer um estimulo continuo, isto é, que se o osso
nado é utilizado devido a auséncia do dente, é reabsorvido, no sentido de economizar o

organismo (92).

Para a regeneracao dssea ser uma realidade sdo necessarios quatro elementos criticos:
a presenca de células osteogénicas (osteoblastos ou células pluripotenciais); fatores de
crescimento para potenciarem a osteoindugdo; uma matriz osteocondutora e

suprimento sanguineo adequado (93).

As propriedades atrds mencionadas sdo os principios bioldgicos que nos oferecem a
possibilidade de regenerar com o mdaximo sucesso o volume ésseo perdido (60, 66,
91). O osso autdlogo, contudo, é o Unico que nos permite obter uma verdadeira
osteogenicidade. Denominamos enxertos osteogénicos aos sistemas que contém todos
os elementos necessarios para uma formacdo &ssea direta, incluindo células
progenitoras competentes e respetiva matriz de suporte, sem qualquer medida

adicional do leito implantar, além do suporte nutricional e metabdlico.

A osteoinducdo permite a migracdo e proliferacdo das células conjuntivas
indiferenciadas para o local a ser regenerado (facto este que é condicionado pela
presenca de fatores de crescimento). Chamamos enxertos osteoindutores aqueles
materiais capazes de causar diferenciacdo osteoblastica de células progenitoras,
levando a formac3o éssea num tecido onde de outra forma n3o se formaria osso. E

exemplo de um material osteoindutor a utilizagdo das proteinas recombinantes

humanas.

49

Andreia Sofia de Paiva Figueiredo, Setembro de 2013



Estudo in vivo de caracterizagdo da reagdo inflamatadria pés implantagdo de biomateriais a base de hidroxiapatite
para aplicagdo em Medicina Dentdria

A osteocondugdo é a capacidade do material servir como estrutura para guiar a
regeneracdo O6ssea — sdo 0s materiais que providenciam uma matriz que suporta a
migracdo de osteoblastos locais e células progenitoras e possibilitam uma atividade
celular normal no sentido da sintese de uma matriz extracelular e a subsequente
calcificagdo fisioldgica. S3o exemplos de materiais osteocondutores os materiais

xendgenos e 0s materiais sintéticos.

De acordo com estas premissas, um material de substituicdo dssea ideal é aquele que
funciona respeitando estes mecanismos, isto é, que desempenha o papel de scaffold
direcionando nas trés dimensdes do espaco o crescimento ésseo (osteoconducdo) e
que recruta e induz a diferenciacdo de células pluripotenciais em células formadoras

de osso (osteoindugao).

2.1. Osso autdlogo

O osso autdlogo ainda é considerado o “gold standard” quando falamos em substitutos
dsseos (2, 3, 86, 87, 94-97). No entanto o beneficio clinico ndo estd garantido,

podendo surgir complicagbes (62) em 8-39% dos casos (93).

Como ja foi referido anteriormente, o enxerto autégeno é o Unico que apresenta em
simultadneo propriedades osteogénicas, osteocondutoras e osteoindutoras, sendo esta
a sua principal vantagem relativamente aos materiais que surgem como alternativos.
Outra vantagem identificada é o facto de ndo transmitirem doencas, uma vez que a

provém do préprio individuo.

Uma das principais desvantagens deste tipo de enxerto é a imprevisibilidade no que
respeita a sua reabsorcdo (98-101). Outras desvantagens reconhecidas sdo o facto de
ser necessario um segundo tempo cirdrgico no local dador (66) e da quantidade
colhida poder ndo ser suficiente para o tipo de defeito que pretendemos corrigir (62).
A intervencdo cirdrgica pode implicar um internamento hospitalar, com consequente

subida do custo do procedimento.
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O osso autdlogo pode ser colhido em locais intra ou extra-orais. Quando se opta pela
colheita intra-oral normalmente sdo obtidos de alvéolos dentdrios pds-extragao,
cristas desdentadas, ramo da mandibula, sinfise mentoniana, tuberosidade ou de
outras zonas disponiveis da crista 6ssea, como sdao exemplo os tori palatinos ou
linguais. No entanto, todos eles apresentam desvantagens, dependendo do local
escolhido para a colheita. As complicagbes do procedimento na sinfise mandibular
podem envolver alteracdes da sensibilidade nos dentes inferiores anteriores (102),
descoloracdo dos incisivos inferiores devido a lesdo pulpar ou deposicdao de dentina
secunddria, parestesia do mento (102, 103), meteorotropismo do queixo, fratura da
mandibula e dor pds-operatéria. Complicagdes associadas ao procedimento de
colheita no ramo mandibular incluem o dano potencial aos nervos alveolar inferior e
bucal e trismus apds a cirurgia, que obrigam a prescricdo de anti-inflamatdérios nado-
esterdides e glucocorticéides para ajudar a reduzir disfungcdo no periodo de pds-
operatdrio. Quanto ao local recetor, as complicacdes mais frequentes sdo a ocorréncia

de deiscéncias (103).

Além da colheita intra-oral, pode ser realizada a extra-oral, que permite a obtencdo de
enxertos de muito maior dimensao, provenientes mais comumente da crista iliaca ou
da tibia (66), mas também possiveis da costela, do cranio e do perdnio. No entanto
também estes apresentam desvantagens, estando descritas, no caso da colheita da
crista iliaca, atraso no crescimento dsseo apds a intervencdo cirurgica, no caso de
criancas em fase de crescimento, interferéncia importante com 6rgaos abdominais
originando cicatrizes, dor pds operatdria moderada a grave, disturbios da marcha e

prolongamento do periodo de internamento hospitalar (98).

Além destes fatores, o procedimento de colheita de osso autdlogo ndo esta indicado
para pacientes idosos ou pediatricos, ou aqueles com doengas infeciosas ou malignas
(93). Os pacientes tendem a procurar alternativas que ndao tenham os inconvenientes

da utilizacdo de osso autégeno.

No entanto, as taxas de insucesso reportadas podem atingir os 50%, facto que pode

ser explicado pela diversidade de técnicas de colheita, manipulagao e métodos de
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implantacgao e diferengas entre as condigdes do paciente e a vitalidade do tecido dsseo

(104).

No que diz respeito a utilizagdo do osso autdlogo podemos referir essencialmente a
existéncia de duas formas de apresenta¢do para uso clinico: osso granulado ou blocos
de osso. Estas diferentes formas assumem comportamentos dispares, como é descrito,
por exemplo, por Sbordone et al (105) em que concluiram que para o mesmo tipo de
procedimento (levantamento do seio maxilar) a reabsor¢cdo é maior no enxerto
particulado (39,2%) quando comparado com os blocos (21,5%). Os autores concluiram
gue o bloco cortico-esponjoso sofre uma remodelacdo negativa quanto ao seu volume,

provavelmente devida a reabsor¢do do osso cortical.

2.2. Osso alégeno

O osso alégeno é utilizado em 35% dos casos de transplantes (106) e é colhido em
cadaveres ou em dadores vivos (107), aquando da realizacdo de artroplastias. Possui
atividade osteoindutiva e osteocondutora, mas faltam-lhe propriedades osteogénicas,

uma vez que ndo possui células viaveis (62).

A quantidade disponivel para colheita e o facto de poderem ser colhidas diferentes
formas e tamanhos, comparativamente com o enxerto autdélogo, sdo sem duvida
vantagens em relacdo a este, assim como o é a dispensabilidade de um procedimento
cirargico adicional no paciente, para a sua colheita (88), ndo existindo morbilidade do

local dador e ndo havendo a necessidade de sacrificar estruturas do local recetor.

Os aloenxertos também encerram algumas desvantagens: os custos consideraveis
associados ao processo de colheita, processamento e conservacdo dos enxertos
alogénicos e o facto de poderem transmitir virus (hepatite B, hepatite C ou HIV) e
outras doencas (107, 108), sendo as taxas de infecdo reportadas na literatura entre O a

12,8% (109).
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Para contrariar tal facto é necessario um processamento complexo, com esterilizacdo e
desativacdo das proteinas e outras substancias bioativas necessdrias para a
osteoinducdo (110). Durante estes processos as propriedades bioldgicas e mecanicas
do osso original podem ser perdidas (107). Além deste facto, também ndo estdo
disponiveis em alguns paises por questées de indole religiosa, sdo caros e sao

rapidamente reabsorvidos.

Os enxertos alégenos estdo disponiveis em vdrias formas (62, 108): corticais,
esponjosos ou segmentos Osseos completos (corticoesponjosos). Para além desta
classificagdo ainda podemos ter osso mineralizado ou desmineralizado. O o0sso
mineralizado estd disponivel em diversas formas: fresco, congelado e liofilizado, sendo
gue as técnicas para os preparar podem influenciar de forma significativa as suas
propriedades, justificando as diferencas passiveis de serem observadas ao nivel da
osteoconduc¢do, imunogenicidade, propriedades mecanicas e potencial para a
transmissao de doencas (63). O osso fresco ja é raramente utilizado, devido a resposta
inflamatdéria que desencadeia e aos riscos de transmissdo de doencas,
comprometendo o seu desempenho e tornando-o claramente inferior ao osso
autdlogo (111). O osso alégeno mineralizado pode ser conservado de 2 formas (88):
congelado (“fresh-frozen”) => a -702C apds uma lavagem com antibidtico (a sua
utilizacdo pode ir de 1 ano, se for mantido a -202C, até 5 anos, se a -702C) e liofilizado
(“freeze-dried”) => lavagem dupla com antibiético, congelacdo a -702C e secagem até

ficar com um conteudo em agua de cerca de 5% (duragao ilimitada).

A congelacdo reduz a imunogenicidade e consequente rejeicdo cronica, mas nao
elimina o risco de transmissdo de doencas. Pelo contrario, a liofilizacdo reduz ainda
mais a imunogenicidade e elimina o risco de HIV, mas diminui também a capacidade

de osteoinducdo e as propriedades mecanicas do enxerto (88).

Outra alternativa é o uso do osso alégeno desmineralizado, através da utilizacdo de
acidos, que apds atuarem geram uma amalgama de proteinas ndo colagenadas, fatores
de crescimento 6sseo e colagénio (denominada no seu conjunto por matriz 6ssea
desmineralizada). Devemos atentar no facto de estes produtos, apesar de estarem

disponiveis no mercado e serem largamente utilizados, e uma vez que sdo
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considerados tecidos processados, ndo estarem sob a égide da Food and Drug
Administration (FDA), e desta forma nao serem sujeitos ao mesmo escrutinio que o

0sso alégeno mineralizado.

Para a utilizacdo em segurancga deste tipo de enxertos, a Associacgdo Americana de
Bancos de Tecidos instituiu protocolos rigidos para avaliacdo do tecido dsseo, no
sentido de evitar a transmissdao de doencgas (108, 110). No entanto hd ainda fatores
gue tém que ser melhorados: nem todos os bancos de osso seguem estas normas e o
rastreio através dos acidos nucleicos s6 permite a identificacdo de virus e ndo de
bactérias. Da resolucdo destas questdes depende a seguranca da utilizacdo deste tipo

de substituinte dsseo.

E importante realcar que a qualidade do enxerto alégeno é completamente
dependente do sujeito dador e portanto o resultado clinico nunca serd exatamente

previsivel (104).

2.3. Osso xendgeno

O osso xenogeno é normalmente de origem biolégica (bovina, equina ou porcina,
podendo ter também origem no exosqueleto de certas espécies de coral marinho) ou
proveniente de algas. Podem ainda dividir-se em outros dois grandes grupos,
relacionados com a sua constituicdo quimica: os que sdao compostos por uma base de
hidroxiapatite e os que sdo compostos por uma base de carbonato de célcio (112). Os
compostos por uma base de carbonato de calcio tém normalmente origem coralina,
embora, apds processamento, seja possivel trocar os iGes carbonato por fosfato,
produzindo hidroxiapatite coralina (113). O exosqueleto destas matrizes altamente
ricas em carbonato de cdlcio demonstrou ser biocompativel e biodegradavel a
velocidades varidveis, dependendo da porosidade do exosqueleto, do local da
implantacdo e da espécie utilizada. Embora ndo sendo nem osteogénicos nem

osteoindutores, os enxertos de coral podem ser utilizados como veiculo de transporte
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de fatores de crescimento e permitir a adesao, crescimento e diferenciacdo celulares

(113).

Estes materiais estdao disponiveis em quantidades praticamente ilimitadas, possuem
grandes semelhang¢as com o osso humano e tém o potencial de serem reabsorvidos
(114). Além destas vantagens, ainda podemos referir que evitam um segundo ato
cirurgico e que diminuem o risco de morbilidade do local dador, quando comparados
com o 0sso autélogo. A hidroxiapatite xenogénica é o material bioldgico preferido pela
sua absorcdo previsivel (obviamente estando dependente das caracteristicas fisico-

quimicas de cada material em particular) (62).

O processamento deste tipo de materiais implica a remocdo de matéria organica,

permanecendo apenas a sua fase mineral, amorfa.

Provavelmente o material xendgeno clinicamente mais utilizado e melhor estudado é o
0sso bovino desproteinizado, com nome comercial de Bio-Oss® (Geistlich AG,

Wolhusen, Switzerland).

Estes materiais tém uma macroestrutura e um conteudo cristalino semelhante ao osso

humano, sendo as propriedades fisicas também semelhantes (115).

O uso de osso bovino ou derivado de outro animal, apesar de ser utilizado na sua
forma mineral e ndo antigénica, tem também algumas desvantagens, nomeadamente
poder ndo ser completamente aceite por parte de certos clinicos ou mesmo de alguns
pacientes (116). Estes materiais apenas possuem caracteristicas de osteoconducdo,

ndo sendo osteoindutores nem osteogénicos (117-121).

Num artigo de revisdo realizado por Van der Stok et al (93) acerca dos materiais de
substituicdo dssea existentes no mercado holandés, os autores referem a existéncia de
18 materiais, sendo trés deles xendgenos, dois de origem bovina (Cerabone® (117) e
Endobon® (121, 122)) e um de origem coralina (Pro Osteon 500® (118-120)). Todos
estes biomateriais sdo constituidos por hidroxiapatite e sdo comercializados na sua

forma sélida.
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Num outro estudo semelhante, mas realizado nos Estados Unidos da América, por
Avila-Ortiz, Elangovan e Karimbux (123) referem a existéncia de 144 materiais, sendo
93 de origem aldgena, 31 de origem sintética e 20 de origem xendgena. Destes 20, 15
sao de origem bovina, trés de origem equina (Equimatrix®) e um de origem bovina com
colagénio porcino (BioOss Colagen®). Desta lista de materiais constam ndo sé materiais
particulados, como esponjas ou gel, denotando as vdrias formas de apresentagao

possiveis para este tipo de material.

Num artigo recente de Hsu e Wang (124), no qual os autores pretendem ajudar o
clinico na escolha dos materiais de substituicdo déssea para as diversas indicacoes
periodontais e implantares, é referida a indicagdo de utilizacdo de materiais xenégenos
em casos de peri-implantites com defeitos verticais de duas paredes ou defeitos
circunferenciais com limites dsseos; em casos de preservacao do alvéolo; em casos de

aumentos horizontais e de forma promissora em casos de aumentos verticais.

2.4. Materiais aloplasticos

Em alternativa ao osso autdlogo tém sido utilizados numerosos biomateriais de origem
sintética (2, 3, 86, 87, 93). Estes materiais sdo estruturas minerais semelhantes ao osso
humano, e incluem a hidroxiapatite (HA), o fosfato tricalcio (TCP) e o fosfato tricdlcio
bifasico (HA + TCP). Os compostos com ratios CaO:P,0s 2:1 a 4:1 provaram ter a
melhor biocompatibilidade, sendo o ratio 6ptimo de 3:1 (62). Todos eles sdo
inorganicos, ndo metalicos e com uma estrutura cristalina, normalmente processados

a altas temperaturas (sinterizacdo) (104).

Estes materiais apenas possuem caracteristicas de osteoconduc¢do, ndo sendo nem

osteoindutores nem osteogénicos.

Uma vez que todas as alternativas disponiveis apresentam desvantagens a ter em
consideracdo, € urgente desenvolver um material que consiga conciliar as
propriedades do osso fisioldégico suprimindo as desvantagens dos auto e dos

aloenxertos, estando disponivel a qualquer momento, na quantidade pretendida e
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com custos mais baixos (97). Uma perspetiva mais orientada para o futuro sera
procurar substitutos 6sseos de origem puramente sintética, contudo, a data, nenhum
material redne todas as caracteristicas necessarias, particularmente combinar as

propriedades biolégicas e mecanicas do osso humano (96).

Embora ndo existindo ainda no mercado um material sintético considerado ideal, é um
facto que estes materiais se apresentam como alternativas vélidas a utilizacao de osso
autdlogo, alégeno e xendgeno. A utilizacdo clinica destes compostos é vasta, podendo

assumir varias origens e varias formas de apresentacao.

No artigo de Van der Stok (93) ja referenciado, os autores identificaram no mercado
holandés 15 materiais aloplasticos, de origens tdo dispares como hidroxiapatite
(Ostim® (125)), fosfato de tricalcio (Chron Os® (126) e Vitoss® (127)), compésitos de
hidroxiapatite e fosfato de tricdlcio (BoneSave® (128), Calcibon® (129) e Camceram®
(130)), sulfato de calcio (BonePlast®, OsteoSet® (131) e Stimulan® (132)) e vidro

bioactivo (Cortoss® (133)).

No outro estudo realizado nos Estados Unidos da América, também ja citado (123),
foram identificados 31 materiais aloplasticos, sendo as suas origens similares aqueles
ja identificados no mercado holandés: fosfato de calcio (SocketGraft®), B-TCP
(Cerasorb®), sulfato de célcio (SocketGraft®), compdsitos de hidroxiapatite com B-TCP
(BoneCeramic®, Osteon®), vidro bioactivo (Unigraft®). As marcas comerciais referidas
sdo apenas exemplos, ndo sendo objetivo deste trabalho fazer a listagem exaustiva das

mesmas, estando elas acessiveis no trabalho de origem.

No mercado portugués estdo disponiveis o Straumman® BoneCeramic, o Bonelike®, o
Biogran® da Biomet 3i, o MaxResorb®, o Perossal®, o SynthoGraft®, o Adbone®TCP,

entre outros.

Numa perspetiva de sistematizacdo de informacdo, Hsu e Wang (124) compilaram
todos estes dados num quadro resumo (Tabela 7), que abrange as vantagens,
desvantagens e principais indicacbes clinicas dos varios tipos de materiais

anteriormente referidos.
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Tabela 7 — Quadro resumo das caracteristicas dos materiais autdgenos, aldgenos,

xendgenos e sintéticos. Adaptado de (124).

Tipo de material  Propriedades Vantagens Desvantagens Indicagées
Defeitos de furca
Classe Il
Defeitos
. eriodontais de 2
Capacidade de . #
i Quantidade paredes
osteogénese . . .
, : limitada Defeitos peri-
Osteogénese Sem risco de .
. ~ . . Momento implantares
Autoégeno Osteocondugdo transmissao de L, . . ..
. ~ cirdrgico adicional circunferenciais
Osteoindugdo doengas o =
Possibilidade de Preservacao
Sem problemas de .. 0
. - complicagdes alvéolo intacto
histocompatibilidade
Aumento
horizontal
Levantamento do
seio
Defeitos de furca
Classe Il
Defeitos
periodontais de 2
paredes
Osteogénese Defeitos peri-
~ possivel Possivel implantares
, Osteocondugdo . . . .
Alégeno . - Sem necessidade de transmissao de circunferenciais
Osteoindugdo ) .
segundo momento doencas Alvéolos pds
cirdargico extrac¢do de 2 ou
3 paredes
Aumento
horizontal
Levantamento do
seio
Defeitos peri-
implantares
. circunferenciais
Possivel Alvéolos pos
Sem necessidade de transmissao de - P
. ~ extracg¢do de 2 ou
Xenégeno Osteocondugdo segundo momento doencas 3 paredes
cirargico Taxa de P
~ Aumento
reabsorc¢do lenta .
horizontal
Levantamento do
seio
Defeitos peri-
implantares
Sem risco de circunferenciais
transmissdo de Alvéolos pds
- - doencgas Taxa de extracdo de 2 ou
Aloplastico Osteoconducgdo i ~
Sem necessidade de  reabsorg¢do lenta 3 paredes
segundo momento Aumento
cirdrgico horizontal
Levantamento do
seio
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2.5. Combinagao de materiais

O que se verifica na pratica clinica é que um grande numero de intervencgdes utiliza
nao s6 um dos materiais citados, mas antes uma combinacgao, sendo a mais utilizada o
0ss0 autdlogo em conjugacdo com 0sso xenogeno (98, 99, 134-138). Esta combinacado
pode ser elaborada com varias proporgdes possiveis: 1:1 (98, 135), 1:2 (135) e 1:4 (134,
135) sdo as que encontramos mais descritas na literatura. As proporcées de 1:1 e de
1:2 parecem apresentar melhores resultados, mesmo assim inferiores quando
comparados com osso autdlogo puro (98, 135). No entanto, existe alguma celeuma
nesta questdo, existindo artigos que referem que a combinacdo de diferentes
materiais pode ter mais sucesso e apresentarem-se como mais promissoras do que o

uso do osso autdlogo individualmente (107).

Zinser et al (102), num estudo retrospetivo de 1045 implantes realizado na Holanda,
comparou as taxas de sucesso encontradas na utilizacdo de um material isolado ou em
combinacdo com outro. Encontrou frequéncias relativas de utilizacdo de 37,3% para
osso autologo isolado, 17,5% para osso alégeno/xendgeno e de 45,1% em que foi
utilizada uma combinacdo. A taxa de sucesso foi mais baixa no grupo de doentes nos
quais foi usado apenas osso aldégeno ou xendgeno (87,9%), tendo sido encontradas
taxas de sucesso de 97,2% e 92,2% para 0sso autdlogo e combinagdo respetivamente.
Este estudo em particular vem comprovar a teoria que a combinacdo de materiais

pode apresentar-se como uma alternativa vidvel, com maiores taxas de sucesso clinico.

3. Caracteristicas dos biomateriais e inflamagao

A literatura mostra-nos que as propriedades fisico-quimicas dos materiais (composicao
quimica e morfologia das particulas, por exemplo) estdo entre os fatores mais
importantes que influenciam o desempenho in vivo do material, sendo responsaveis

por respostas biolégicas distintas (6, 112, 139-141).
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Varios estudos exploram estas relagdes, sendo parte deles realizados com recurso a

modelos animais e outra parte com culturas celulares humanas.

Os fatores estudados em modelos animais prendem-se com as caracteristicas
morfoldgicas das particulas: o tipo, o tamanho e a forma. Estes estudos encontram-se
resumidos na Tabela 8, na qual estdo patentes as conclusdes retiradas pelos diversos

autores.

Tabela 8 — Quadro resumo com os estudos relativos a caracteristicas dos materiais

levados a cabo com utilizagdo de modelos animais.

Autor/Ano Parametro Modelo Efeito
estudado
Prudhummeaux et Tipo das particulas In vivo, rato Particulas de HA
al (1996) (142) induzem maior
infiltrado
inflamatério
Malard et al (1999) Tamanho das In vivo, rato Particulas mais
(143) particulas pequenas
aumentam
inflamacgao aguda
Sun et al (1997) Tamanho das In vivo, rato Particulas mais
(144) particulas pequenas
aumentam TGF-B e
PGE2
Sun et al (1999) Tamanho das In vivo, rato Particulas mais
(145) particulas pequenas

diminuem TGF e
aumentam PGE2

Grandjean et al Forma das In vivo, rato Particulas com
(2007) (146) particulas forma de agulha
aumentam
producdo de TNF
Gauthier et al Tamanho das In vivo, rato Particulas mais
(1999) (147) particulas pequenas induzem

mais degradacao
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Quanto aos resultados provenientes de culturas celulares sistematizamos os

resultados encontrados tendo por base o fator estudado:

- Temperatura de sinterizagdo: uma maior temperatura de sinterizacdao de particulas
de HA induz um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, em células
polimorfonucleares (148) e um aumento na producado de IL-1, IL-6 e TNF em mondcitos
(149); uma menor temperatura de sinterizacdo em particulas de HA/TCP induz um
aumento de IL-1, IL-6, TNF e PGE2, em macrdfagos (150). E sabido que a temperatura
de sinterizacdo da hidroxiapatite afeta significativamente as suas respostas biolégicas,
quer no desempenho in vivo quer in vitro. Guo et al (151) avaliaram a estrutura
cristalina de pdés de HA sinterizados a diferentes temperaturas: 600, 800, 1000 e
1200°C através de difragdo de raio X e concluiram que a HA torna-se mais estdvel com

o0 aumento da temperatura de sinterizagdo, por aumento do tamanho dos seus cristais.

- Tipo de particulas: particulas de HA aumentam MMP-9, IL-1, IL-8 e MIP-1 em PMN
(152), particulas de HA e BTCP aumentam producdo de IL-1, IL-8 e TNF em células
mononucleares (linfocitos, mondcitos e macréfagos) e particulas constituidas apenas
por HA aumentam GM-CSF e RANK-L em células mononucleares (153); particulas em
forma de agulha de HA: induzem producgdo de IL-1, IL-6, TNF e IL-10 em mondcitos
(154); aumentam a producdo de MMP-9 em mondcitos (155); aumentam a producdo
de IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 em mondcitos (156) e aumentam a producdo de IL-18 e ICE em
mondcitos (157), particulas de HA aumentam a producdo de IL-1, IL-6, TNF e MMP-1 e
MMP-3 em fibroblastos (158).

- Tamanho das particulas: as particulas maiores de BTCP aumentam a producdo de IL-
1, IL-8 e TNF em células mononucleares (159), as particulas pequenas de HA induzem
producdo de IL-1, IL-6, TNF e IL-10 em mondcitos (154), as particulas grandes de HA
aumentam a producdo de MMP-9 em mondcitos (155) e as particulas mais pequenas

de HA aumentam a producdo de colagenases por fibroblastos (160).
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Como ja é bem conhecido, o perfil das proteinas que adsorvem ao material
implantado, a quimica de superficie do préprio material e as caracteristicas
topograficas tém sido considerados factores importantes e determinantes no grau e
extensdo da resposta por parte do hospedeiro (24, 35, 161-164). Os fatores inerentes
ao préprio biomaterial (produtos de degradacdo, topografias especificas e estruturas
de poros) sdao responsaveis pela modulagdo do fendtipo dos macréfagos entre M1 e

M2, como ja foi referido (35).

Varios autores demonstraram que, durante a implantacdo, ocorrem reacdes na
superficie do material implantado, como dissolucdo, precipitacdo e trocas idnicas.
Estas reacBes sdo acompanhadas por adsorgao e incorporagao de moléculas bioldgicas,

incluindo proteinas de adesdo e fatores de crescimento (165, 166).

Tal como numa classica reacdo inflamatéria aguda, os estudos realizados na interface
tecido/biomaterial revelaram que existe uma recrutamento inicial de PMNs, seguidas

por mondcitos.

Estudos realizados em modelos animais demonstraram que as particulas de
hidroxiapatite sdo fagocitadas diretamente pelos macréfagos (167). Mas além da
fagocitose, existe um outro método, revelado recentemente, através do qual as
particulas de fosfato de calcio e hidroxiapatite s3ao sequestradas pelos
mondcitos/macrofagos para dentro de um compartimento especializado denominado
de compartimento ligado a superficie. Este compartimento é uma estrutura elaborada,
semelhante a um labirinto, diretamente ligada ao espaco extracelular. Os autores
propdem que seja este o0 método para remocao de grandes quantidades de material

estranho do interior das células (168).

As particulas de hidroxiapatite sdo capazes de despoletar um feedback inflamatério
positivo através do aumento da producdo de citocinas e quimiocinas como a lL.-1 e a IL-

8 pelos PMNs (165).
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A IL-1 B modula as metaloproteinases (MMP’s) que sdo enzimas proteoliticas capazes
de degradar os constituintes major da matriz extracelular. As particulas destes

biomateriais também induzem a produgdo de TNF-a (165).

Os mondcitos colonizam o local inflamado apds os PMNs e produzem citocinas como o
TNF-a e a IL-6, que promovem a osteoclastogénese em resposta a fagocitose das
particulas, e metaloproteinases que sdo responsaveis pela degradacdo da matriz
extracelular. A IL-10, um inibidor potente da IL-6 e do TNF-a é produzida pelos

mondcitos posteriormente a fagocitose das particulas de HA.

4. Expressao genética

A andlise da expressdo genética é uma abordagem metodoldgica muito util na
investigacdo do comportamento transcricional de sistemas biolégicos (169). Quando
estudamos as interacdes entre materiais e células, é sempre determinante quantificar
o comportamento do biomaterial, no que diz respeito as suas caracteristicas, tanto in
vitro como in vivo. No entanto, para completar esta caracterizacdo, é normalmente
necessario avaliar o desempenho dos materiais ao nivel molecular, recorrendo, para
isso, ao estudo da quantificacdo de transcritos, por andlise de cDNA, sintetizado a
partir do RNA mensageiro (RNAm) extraido das células do tecido exposto, denominado
expressao genética, permitindo avaliar as suas respostas ao ambiente que as rodeia,

ao nivel molecular (170).

A avaliacdo da expressdo genética é uma parte importante de muitos estudos no
ambito das ciéncias da vida. A capacidade de quantificar o nivel a que um determinado
gene estd a ser transcrito numa célula, tecido ou organismo pode fornecer

informacdes preciosas relativamente aos processos e dindmicas celulares.

Efetivamente, a expressdo genética é atualmente muito utilizada em estudos

biomédicos, quer a nivel de diagndstico quer a nivel terapéutico, nomeadamente no
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caso dos transplantes e na oncologia. A titulo de exemplo, sabemos que o principal
objetivo nos casos dos transplantes renais é ser capaz de identificar os doentes que
desenvolvem uma tolerdncia espontanea ao transplante, quando submetidos a
imunossupressao cldssica. Nesse sentido, existe uma necessidade crescente de
desenvolver um teste para identificar e diferenciar esses doentes antes de ocorrer a
rejeicao, de forma a permitir uma interven¢dao mais precoce, no melhor interesse do
doente. Existem vdrios estudos (171-174) cujo objetivo foi tentar discernir quais sao
esses biomarcadores de tolerancia, gracas ao perfil de expressdo genética dos doentes.
Os objetivos eram determinar quais sdo os genes expressos diferencialmente entre os
varios grupos de doentes transplantados e conseguir predizer o progndstico clinico de
um doente baseado no seu perfil transcriptomico. No caso da oncologia, e em
particular do cancro da mama, tem sido feito um esforco enorme para tentar integrar
a patologia convencional com o perfil gendmico e com a gendmica funcional, no
sentido de identificar correlacdes gendtipo-fendtipo nos diferentes subtipos de cancro
da mama, para otimizar a orientacdao do tratamento. Ao conhecer as correlagdes
genéticas que orientam o comportamento tumoral, é possivel definir novas terapias

para estes grupos de doentes com cancro (175-178).

No que diz respeito ao comportamento de biomateriais, ainda existem poucos dados
disponiveis na literatura, mas Garrigues e colaboradores (179) usaram esta abordagem
para estudar a resposta macrofdgica de biomateriais particulados, analisando a
expressao de varios genes. Os autores verificaram que havia upregulation dos genes

TNF-q, IL-1B, IL-6 e MIP-1a, em resposta a exposicao com o biomaterial.

Num outro estudo recente, Markel e colaboradores (180) caracterizaram e
guantificaram a reacdo inflamatdria provocada por quatro materiais de substituicdo
Ossea diferentes (uma hidroxiapatite coralina e trés produtos de matriz éssea
desmineralizada). Foi apenas estudada a expressdo genética da IL-1 apds 14 dias de
implantacdo subcutanea dos materiais. Como conclusdao, os autores referem que
encontraram evidéncia da existéncia de uma reacdo inflamatéria significativa aguando
da implantacdo de materiais de substituicdo éssea, sendo o produto de hidroxiapatite

0 que gerou a reacao menos exuberante.
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A reacdo da polimerase em cadeia (PCR) é um método amplamente utilizado in vitro
para amplificar DNA, mas que, indiretamente, também pode ser aplicado na andlise de
sequéncias definidas de RNAm (170), apds a conversdo deste em cDNA, permitindo,
assim, obter informacgdo acerca da sua sequéncia e dos niveis transcricionais de um

dado gene.

A PCR é, de longe, a técnica mais utilizada para amplificar uma sequéncia de DNA alvo
e pode ser utilizada com DNA ou RNA (181). No caso do RNA, é necessdrio realizar
previamente a transcricdo reversa, usando para tal uma enzima especifica, a
transcriptase reversa. A RT-PCR é uma técnica que pode ser utilizada com as seguintes
finalidades: comparar quantidades de RNAm em diferentes popula¢des; caracterizar
padrdes de expressdao de RNAm e para distinguir dois RNAm semelhantes (181). A RT-
PCR pode ser feita na sua versdao real-time, cuja quantificacdo é feita na fase
exponencial da PCR ou em alternativa, a end-point PCR cuja quantificacdo apenas é
feita no final das reacdes de amplificacdo (181). No que diz respeito a quantificacao,
esta pode ser relativa ou absoluta. A quantificacao relativa é normalmente realizada
através da normalizacdo dos niveis de expressdo dos genes alvo, mas também da que é

relativa aos genes housekeeping (170).

A técnica da quantificacao relativa com PCR em tempo real ja foi utilizada para estudar
biomateriais a base de osso bovino e expressdo genética da fosfatase alcalina, da
sialoproteina éssea e da osteopontina (182) e de colagénio tipo |, tipo Il e agrecano em
condrdcitos bovinos (183). Este tipo de técnica tem sempre em conta um quociente
entre o gene alvo e o gene normalizador, de modo a garantir a uniformizacdo dos

resultados para evitar erros devidos a pequenas variagdes de amostra para amostra.

Todos os sistemas de amplificacdo em tempo real se baseiam na detecdo e
guantificacdo de uma molécula fluorescente, cujo sinal aumenta na mesma proporgao
do produto de amplificacdo gerado. O método mais simples envolve a detecdo de um
fluorocromo que se liga ao DNA, como o SYBR Green®. Este liga-se a cadeias duplas de
DNA, sendo ndo especifico do tipo de cadeia a ser amplificada. Na forma livre em
solugdo, apresenta pouca fluorescéncia. O sinal emitido é proporcional a quantidade

de DNA de cadeia dupla presente na amostra, e aumenta a medida que o alvo é
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amplificado. Existem inumeras abordagens metodolégicas no que diz respeito a
quimica usada neste tipo de reagbes. Outra das mais utilizadas inclui a utilizagdo de
sondas TagMan®, constituidas por um reporter e um quencher. Normalmente, o
reporter e o quencher estao proximos e, portanto ndo ha emissao de fluorescéncia;
guando hd anealing e extensdao por amplificacdo da sequéncia catalisada pela DNA
polimerase, a sonda liga-se ao alvo e a polimerase cliva a ligagdao existente entre eles,
sendo o reporter separado do quencher e o sinal de fluorescéncia resultante é
proporcional a quantidade de produto amplificado da amostra. As vantagens da
utilizacdo de sondas TagMan é a especificidade, sendo a maior desvantagem o custo

associado e o tempo de otimizagao.
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Capitulo 2 Definigao e Justificacao dos Objetivos
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Os materiais de substituicdo dssea sdo amplamente usados em procedimentos de
Medicina Dentdria, nas areas de Implantologia, Periodontologia, Cirurgia Oral e
Endodontia, em alternativa ou como complemento da utilizacdo do osso autdlogo.
Uma vez que rednem em si, de uma forma geral, as mesmas indica¢bes, cabe
exclusivamente ao clinico a escolha daqueles que utiliza, sob critérios que
normalmente se prendem com o fator experiéncia clinica. Materiais tdo distintos como
um 0sso xendgeno porcino e uma hidroxiapatite sintética devem com certeza possuir
diferencas no que diz respeito o seu desempenho bioldgico. Foi esta questdo que nos
catapultou para a execucdo deste trabalho: tentar perceber se o desempenho é

realmente diferente, e tentar discernir quais sdao essas diferengas.

Temos sempre que fazer referéncia que este trabalho vem no seguimento de alguns
outros estudos desenvolvidos sobre a tematica da regeneragao éssea, levados a cabo
no Departamento de Medicina Dentdria da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra. Pretendemos, com este estudo, dar continuidade ao trabalho desenvolvido
pelo grupo no qual estamos integrados, contribuindo com mais alguma informacao na
area do comportamento dos biomateriais. Pretendemos também ser pioneiros na
colaboracdo com outros departamentos da Faculdade, em particular com o
Laboratério de Genética da Professora Manuela Grazina, que encerra em si todo um
potencial por explorar no sentido da clarificagdo da parte molecular das respostas do

hospedeiro a implantacdo de biomateriais.

A elaboracdo desta dissertacdo tem como objetivo principal fazer a caracterizacdo da
resposta inflamatoéria pds implantacdo de um material xendégeno de origem porcina
(Osteobiol®) e de um material de origem sintética (Bonelike®), em comparacdo com a

reacao inflamatdria obtida no grupo controlo (sham).

Este estudo serd feito essencialmente sob trés perspetivas: a caracterizacdao dos
materiais, ao nivel das suas propriedades fisico-quimicas; a avaliacdo histolégica da
resposta in vivo apds implantacdo intramuscular em rato e a caracterizacdo dessa
resposta inflamatéria baseada no estudo da expressdo genética de determinados

genes alvo e de genes de referéncia selecionados previamente.
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Pretendemos com este estudo ajudar o clinico a estruturar a decisdo de escolha do
material mais adequado, segundo o perfil de inflamag¢dao que ele ira produzir e
tentaremos também selecionar caracteristicas passiveis de alteracdo, no sentido de
modulacdo da resposta inflamatdria, para que o resultado da utilizagdo de
substituintes dsseos seja o mais previsivel possivel, aumentando o nosso

conhecimento acerca do seu desempenho.

Como objetivos especificos temos a enumerar:

1) Sendo ambos os materiais utilizados como equivalentes na pratica clinica
diaria, serdo as suas propriedades fisicas também equivalentes? Pardmetros
como a dimensdo das particulas, a sua morfologia, a porosidade, a area de
superficie, a densidade e a hidrofilicidade/hidrofobicidade sdo semelhantes nos

dois materiais?

2) E o que acontece com as propriedades quimicas? A composicdo, a

cristalinidade e o racio Ca/P sdo iguais?

3) As caracteristicas fisico-quimicas observadas na nossa andlise estdo de acordo

com as descritas pelos fabricantes?

4) A nivel histolégico parametros como a quantidade de células inflamatérias por
campo, a sua tipologia, a espessura da capsula, a producdo de fibrose e de
colagénio sdo semelhantes aquando da implantacdo de um e do outro

biomaterial?

5) Apds a implantacdo intramuscular dos materiais, hd uma reacdo sistémica
associada, passivel de ser medida através da alteracdo do numero de

transcritos dos genes das citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias escolhidas?

6) E areacdo local a implantacdo das particulas? E semelhante ou é diferente?
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7) Fazendo o perfil da reagdo sistémica, hd diferencas observaveis entre o
material sintético e o xendégeno? Ha alguns marcadores que caracterizem a

resposta inflamatéria?

8) Fazendo o perfil da resposta localizada ao tecido muscular, ha diferencas entres

os dois materiais?
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Capitulo 3 Material e Métodos
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O trabalho experimental desta Dissertacao explanado foi realizado no Departamento
de Engenharia Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de
Coimbra (sob supervisdo da Professora Doutora Margarida Figueiredo), no Servico de
Patologia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (cujo
responsavel é o Professor Doutor Anténio Cabrita) e no Laboratério de Bioquimica
Genética — LBG — do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (cuja responsavel é a

Professora Doutora Manuela Grazina).

1. Materiais utilizados

Os dois biomateriais que avalidmos (Figura 10) foram selecionados a partir das

multiplas opgdes disponiveis no mercado portugués e foram os seguintes:

- um material xendégeno de origem porcina, formado por hidroxiapatite (HA) e
colagénio do tipo I, com 80% de osso esponjoso e 20% de osso cortical (nome
comercial Osteobiol® Gen-Os Mix (Tecnoss, Giaveno, Itdlia). Devido a baixa
temperatura de processamento (130°C), acredita-se que o material preserve a
estrutura e composicdo do osso natural (184). Esta temperatura e suficiente para

eliminar completamente todos os elementos patogénicos potencialmente presentes.

- um substituto dsseo sintético patenteado, sendo formado por hidroxiapatite
reforcada por particulas de vidro (185) (nome comercial: Bonelike®, Medmat
Innovation, Porto, Portugal). Este material é preparado através da incorporacdo de um
vidro de P,0s na HA por meio de um processo de sinterizacdo a altas temperaturas
(1300°C durante 1 hora) em fase liquida (186, 187), o qual supostamente aumenta
simultaneamente as propriedades mecanicas da HA e introduz i6es comumente
encontrados no tecido ésseo, em particular o magnésio, o sédio e o fluor (188-190). De
acordo com os fabricantes, é composto por uma fase cristalina principal de HA e duas
fases secundarias de a- e B-fosfato de tricalcio (191). O desempenho deste material
deve-se a otimizacdo da relacdo entre a fase menos solluvel da hidroxiapatite e a fase

mais soltvel do fosfato tricdlcio (186).
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Quer os granulos de xenoenxerto, com um tamanho relatado de 0,25 mm a 1,00 mm
(versdo indicada para utilizagdo em procedimentos de Medicina Dentaria), quer os
granulos do material sintético com uma gama de tamanho de particula reportada
entre 0,25 mm e 0,5 mm, foram caracterizados na forma exata como foram

rececionados dos fabricantes.

Boneli’e’

148 3

\ .———q-—-g:‘
s o=

Figura 10 — Materiais escolhidos para o estudo: Osteobiol® Gen-Os e Bonelike®.

2. Caracterizagao fisico-quimica

A morfologia de ambos os materiais de enxerto foi avaliada por microscopia eletrénica
de varrimento (SEM) num JEOL JSM 35C (Jeol Ltd, Téquio), espalhando alguns granulos
dos materiais sobre uma fita condutora de carbono de dupla face. Os granulos foram
revestidos com spray de ouro e examinados sob uma tensdo de aceleragdo de 10 kV.
Além disso, a energia dispersiva de raios-X de espectroscopia (EDS), foi utilizada para
determinar a razdo Ca/P aproximada global em trés pontos das amostras selecionados

aleatoriamente.

A distribuicdo dos tamanhos das particulas foi determinada por espectrometria de
difracdo a laser num Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Inglaterra). Pelo menos
trés medicdes foram realizadas para cada amostra. O software do equipamento
utilizado calculou automaticamente o tamanho médio das particulas e os respetivos

parametros estatisticos, com nivel de confianca de 0,95.
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As informacdes sobre a porosidade e a distribuicio de tamanho dos poros das
amostras foram obtidas por porosimetria de intrusdao de mercurio (Poresizer 9320,
Micromeritics Instrument Corp, EUA) numa gama de pressao entre 0,05 atm e cerca de
2,00 atm (correspondente a uma gama de diametros de poros entre 400 um e 0,006
um, respectivamente). A porosidade foi calculada como a razdo entre o volume total
de mercurio intruido e o volume total da amostra (medido a pressdo de intrusao mais
baixa e que inclui o material sélido e os espagos vazios (isto é, intersticios e os poros
abertos mais pequenos do que 400 um)). Duas amostras de cada um dos materiais
foram analisadas por esta técnica. Uma terceira amostra foi adicionalmente analisada
se os valores de medicdo de porosidade diferiram em mais de 5%. Deve notar-se que
esta técnica utiliza uma quantidade relativamente grande de material (assegurando
assim a sua representatividade) que ndo pode voltar a ser utilizado (uma vez que é

contaminado pelo mercurio).

A densidade real das particulas (massa por volume de sdlido, excluindo os espacos
vazios), foi determinada por picnometria de gdas (AccuPyc 1330, Micromeritics
Instrument Corp, EUA), utilizando hélio. Pelo menos 10 corridas foram realizadas para
cada amostra, e, no minimo trés amostras diferentes foram analisadas para cada

material.

A superficie especifica das amostras foi medida pela técnica de adsorcdo de azoto
(ASAP 2000, Micromeritics Instrument Corp, EUA), utilizando o método de BET. As
amostras analisadas por este método foram as mesmas que haviam sido submetidas
ao teste para avaliacdo da porosimetria. Como foi anteriormente mencionado, pelo
menos duas amostras independentes foram medidas para cada material, utilizando os

mesmos critérios de validacao.

Para a analise de angulo de contacto, os materiais foram prensados na forma de
pastilha com uma prensa hidraulica manual. Cerca de 100 mg de granulos foram
compactados numa matriz de 8 mm e comprimidos com uma forca de 100 bar aplicada
durante 30s. Os angulos de contato estatico foram obtidos usando o método da gota

séssil com um analisador de angulo de contacto Dataphysics OCA-20 (DataPhysics
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Instruments, Alemanha). O valor do angulo de contacto final obtido para cada material

€ a média de pelo menos cinco medi¢des independentes.

As informacdes sobre a composicdo quimica foram obtidas por espectroscopia de
infravermelhos Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). Os espectros foram
registados na faixa de 400-4000 cm™ utilizando um espectrémetro JASCO 4200 (Jasco
Analytical Instruments, EUA) a operar no modo de transmissdo. Os materiais foram
misturados com brometo de potassio (KBr) e comprimidos em forma de discos, com
uma prensa manual. A recolha de dados foi realizada com uma resolucdo espectral de

4cm™ e 32 scans, 3 temperatura ambiente.

Os padroes de difracdo de raios X (XRD) foram colhidos utilizando um difratémetro X-
PERT (Philips, Holanda), calibrado na configuracdo Bragg-Brentano com radiagdo Co-Ka
(A=1,78897 A). Os espectros foram registados no intervalo de 102 <20 <1002 com um
intervalo de 0,0252 e um tempo de 0,5 s. A identificacdo das fases foi realizada por
comparacdo dos padroes de difracdo obtidos com os da base de dados fornecida pelo

ICDD (International Centre for Diffraction Data).

3. Avaliagao in vivo

3.1. Amostra

Foram utilizados 15 ratos Wistar (Laboratdrios Charles River, Espanha), com 12
semanas e peso médio de 320 gramas, criados e mantidos nas condicGes exigidas pela
legislacdo da Unido Europeia em vigor, no Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Coimbra. Os animais foram aleatoriamente distribuidos por 3 grupos
experimentais, cada um com 5 animais: Grupo | — aplicacdo de material xenégeno
(Osteobiol®), Grupo Il — aplicacdo de material sintético (Bonelike®) e Grupo Ill — grupo
de controlo. Os animais dos grupos | e Il receberam os respetivos materiais e o grupo

controlo foi sujeito ao mesmo protocolo, mas injetado com solucdo salina, com o
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objetivo de analisar a resposta inflamatdria gerada pelo proprio procedimento de

injecdo do material.

3.2. Procedimento experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, de acordo com a portaria n? 1005/92 de
23/10/1992, que regulamenta as normas técnicas de protecdo dos animais utilizados

para fins experimentais e outros fins cientificos.

Previamente a realizacdo do protocolo anestésico, procedeu-se a colheita de sangue
utilizando a veia da cauda dos ratos. Foram colhidos cerca de 2 ml de sangue por cada
rato dos grupos | e Il e imediatamente colocados em tubos PAXgene Blood RNA

System® (PreAnalytix, Hombrechtikon, Alemanha) (Figura 11).

Figura 11 — Colheita de sangue da veia da cauda do rato e colocagcdo em tubos

PAXgene Blood RNA System®.

Apds a anestesia (10 ml de ketamina 10 mg/ml (Ketalar®) e 2ml de clorpromazina

50mg/2ml (Largactil®)), foi executada a desinfecdo do campo operatdrio com solugdo
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de clorhexidina a 2%. Para melhor identificacdo dos locais de injecdo, foi feita a
tricotomia na zona de aplicagdo, sendo posteriormente injetados 5 mg de cada
biomaterial nos musculos lombares de cada rato. Os materiais foram comprimidos na
seringa de inje¢do, sem a adicao de nenhum veiculo por ser menos traumatico para o

animal e para minimizar a interferéncia de outras substancias na reagao inflamatoria.

A eutanasia foi executada uma semana mais tarde respeitando protocolos éticos

(sobredosagem anestésica).

Procedeu-se novamente a colheita de sangue utilizando a veia da cauda dos ratos.
Foram colhidos cerca de 5 ml de sangue por cada rato da amostra e imediatamente
colocados em tubos PAXgene Blood RNA System® (PreAnalytix, Hombrechtikon,

Alemanha).

Imediatamente apds o sacrificio, colheu-se uma amostra dos tecidos da regido sujeita
a implantagdo, juntamente com tecido peri-implantar circundante, e fixou-se em
solucdo formalina a 4% (pH 7,4), durante 24 horas. Posteriormente, os fragmentos
foram descalcificados, durante 72 horas, em EDTA 10% a 37°C e subsequentemente
desidratados por imersdao em solugdes alcodlicas de concentragdo crescente. Foram
incluidos em parafina e posteriormente cortados com recurso a um micrétomo
Shandon Finesse 325® (Thermo Electron Corporation, EUA) e as laminas histoldgicas
coradas segundo as técnicas hematoxilina e eosina (HE) e tricrdmico de Masson (TM).
Paralelamente a colheita de amostras para estudo histolégico, foi realizada a colheita

de amostras para estudos de expressdo génica (3.4.1).

Para além da colheita dos implantes no tecido muscular lombar, foram também
colhidos os érgaos que constituem uma necropsia normal, para eliminar a existéncia
de possiveis infecdes sistémicas, que alterem os resultados obtidos, ou qualquer outro
fator passivel de interferéncia. Desta lista fazem parte amostras de figado, baco,
pulmdo direito, pulmado esquerdo, rim direito, rim esquerdo e coracao para analise
histolégica de rotina (coloracdo HE) e medicdo do baco. Foram também registadas as
informacgdes constantes na ficha de necropsia do Servico de Patologia Experimental:

peso no momento do sacrificio, comprimento focinho-anus e focinho-ponta da cauda,
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hora do sacrificio, nUmero do rato na gaiola e nimero que identifica o rato no estudo

experimental, bem como o grupo do qual faz parte (teste I, teste Il ou controlo).

A analise histoldgica foi realizada por dois investigadores independentes, com recurso
a um microscopio de diagndstico Nikon Eclipse E200® (Nikon Corporation, Japdo). O
resultado da interface tecido-biomaterial foi avaliado atendendo ndo sé ao leito de
implantacdo mas também ao tecido peri-implantar. A extensdo da resposta
inflamatdria foi descrita usando os seguintes parametros: numero de células
inflamatdrias por campo, fibrose, hemorragia, producdo de colagénio, vascularizacdo e

espessura da capsula.

Como a inflamag¢do é normalmente caracterizada pela presenca de multiplos tipos de
células, como macrdéfagos, mondcitos e linfdcitos, células plasmaticas e células
gigantes multinucleadas (192), uma metodologia semi-quantitativa com base no
numero total destas células por campo foi implementada, a fim de classificar a
intensidade da resposta inflamatéria provocada por ambos os materiais, concretizando
as diferencas observadas. Realizdmos a contagem do numero total das referidas
células por campo, e classificdmos o grau de inflamag¢ao segundo os critérios descritos

na tabela 4 (193):

Tabela 9 - Critérios utilizados para classificar o grau de inflamacdo despoletado pelos

materiais de regeneracao dssea.

Score Grau de inflamagdo Numero de células inflamatdrias por
campo
0 Auséncia de inflamagao Nenhuma
1 Inflamacao leve <25
2 Inflamagdo moderada 25-125
3 Inflamacgdo grave >125

As fotografias das laminas foram realizadas com recurso a uma camara digital com

unidade de controlo Nikon Coolscope® (Nikon Corporation, Japao).
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Na necropsia, além da colheita dos fragmentos-alvo, foram também registados os
dados referentes a observagdo do hdbito externo, observagao detalhada do habito
interno e fragmentos de tecidos colhidos e respetiva finalidade, em modelo préprio
em utilizagdo no Laboratdrio do Servico de Patologia Experimental. Também foram
colhidas amostras de pulmao, figado, baco, coracdo e rim para eliminar qualquer outra

patologia sistémica que pudesse interferir com os resultados obtidos.

3.3. Processamento e Isolamento de RNA total das amostras

3.3.1. Tratamento do material

Todo o material utilizado para o estudo de RNA foi previamente tratado com
dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha), com o objetivo de
eliminar as RNAses. Este tratamento consistiu em colocar o material numa solucdo
0,1% de DEPC, durante 2 horas, a 37°C, tendo este sido de seguida autoclavado

durante 15 minutos a 120°C.

3.3.2. Processamento das amostras de musculo

As amostras de musculo lombar dos ratos Wistar foram extraidas imediatamente apds
a eutanasia do animal por sobredosagem anestésica, e colocadas em RNAlater RNA
Stabilization Reagent® (Qiagen, Ambion, Texas), para preservacdao do RNA, com uma
guantidade de aproximadamente 10 pl de reagente por 1 mg de tecido conforme
recomendacdo do fabricante. As amostras foram posteriormente congeladoras e

mantidas a -20°C até a extracao.

O RNA total dos musculos foi extraido recorrendo ao RNeasy Mini Kit® (Qiagen, Ambio,
Texas) numa area reservada para o efeito. Depois de removido o fragmento de tecido

do RNA Later®, procedeu-se a disrup¢cdo e homogeneizacao celular, usando tampao
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RLT (600 pl) com B-mercaptoetanol como solvente. O lisado foi centrifugado durante 3
minutos, apds o que o sobrenadante foi removido e foi adicionado o0 mesmo volume
(600 ul) de etanol a 70%. Transferiram-se 700 upl para uma coluna colocada e
procedeu-se a centrifugacdo durante 15" a 10.000 rpm. Rejeitou-se o sobrenadante e
repetiu-se o procedimento até utilizacdo do volume disponivel. Adicionaram-se 700 pl
de tampdo RW1 a coluna e submeteu-se a centrifugacdao durante 15’ a 10.000 rpm.
Desprezou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 500 pl de tampao RPE e centrifugou-se
durante 15" a 10.000 rpm. Adicionaram-se 50 ul de dgua livre de RNase e centrifugou-
se durante 1’ a 10.000 rpm eluir o RNA. As amostras foram armazenadas -20°C, até a

determinacdo da sua concentracdo e integridade.

3.3.3. Processamento das amostras de sangue

O sangue foi recolhido para tubos PAXgene Blood RNA System® (PreAnalytix,
Hombrechtikon, Alemanha). A extracdo de RNA total do sangue foi realizada
recorrendo ao PAXgene Blood RNA Kit® (PreAnalytix, Hombrechtikon, Alemanha). Os
tubos Paxgene® foram centrifugados durante 10’ a 5.000 rpm. Adicionaram-se 5 ml de
agua livre de RNase free. Ressuspenderam-se os sedimentos em 360 pl de tampdo BR1
e adicionaram-se 300 ul de tampdo BR2 e 40 ul de Proteinase K. As amostras foram
incubadas a 55°C, sob agitacdo, durante 10 minutos, tendo sido centrifugadas a 16.100
rom. Adicionaram-se 350 ul de Etanol (96-100%) ao sobrenadante. A mistura foi
colocada em colunas PAXgene RNA spin Column® e sujeita a centrifugacdo durante 1
minuto a 9.300 rpm. Adicionaram-se 700 ul de tamp3o BR3 ao sobrenadante,
repetindo-se o processo. Adicionaram-se 500 ul de tampdo BR4 e repetiu-se a
centrifugacdo. Adicionaram-se 40 ul de tampdo BR5 e repetiu-se a centrifugacdo. A
solucdo de RNA foi guardada, devidamente identificada, a -20°C, até determinacdo da

sua concentracdo e integridade.
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3.4. Andlise da pureza, integridade e quantificacdo de RNA

3.4.1. Analise da pureza e quantificacao de RNA por espectrofotometria

As solucdes de RNA foram quantificadas num espectrofotdmetro Nanodrop 1000®
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA), medindo-se a concentracdao de RNA e a
pureza de todas as amostras (musculo e de sangue), relativamente a presenca de
proteinas, por leitura das densidades 6ticas adequadas (260 e 280 nm). Desta analise
obteve-se a informac¢ao da concentracdao de RNA presente, a 260 nm e do quociente
260/280 nm, tendo sido este valor usado para aferir a pureza do RNA, sendo
geralmente aceitdvel um valor de 1,8-2,0 para ser considerado “puro”. Se o resultado
fosse inferior, poderia indicar a presenca de contaminantes que absorvam numa gama

proxima dos 280 nm, como é o caso das proteinas.

3.4.2. Avaliagao de integridade de RNA através da determinag¢ao do RIN

A integridade e qualidade das amostras de RNA extraidas é crucial para a validade dos
resultados obtidos em estudos de avaliacido da expressdao genética através dos
transcritos. No presente trabalho, as amostras de sangue periférico e de tecido
muscular foram analisadas usando o RNA 6000 Nano LabChip® kit, o aparelho Agilent
2100 Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Walbronn, Alemanha) e o software 2100
Expert®, o que permitiu obter informacdo sobre a integridade do RNA e quocientes
ribossdmicos (rRNA18S/rRNA28S), bem como da sua concentragdo, sendo este um

segundo método para determinar a quantidade de RNA presente numa amostra.

Este método baseia-se numa separacao eletroforética capilar das amostras de RNA nos
RNA 6000 Nano chips®, sendo a detecdo realizada por fluorescéncia e traduzida num
eletroferograma. S3o apresentados os valores de quocientes ribossémicos, nimero de

integridade de RNA (RIN) e de concentracdo de RNA (exemplo na Figura 12). O RIN é
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calculado através de um algoritmo que permite obter a indicacdo da integridade do
RNA. Foram definidas 10 categorias para a avaliacdao do RIN, desde 1, que representa
RNA completamente degradado, até 10 que representa RNA integro. Os valores de RIN
compreendidos entre 8 e 10 sdao considerados como indicadores para prosseguir os

estudos nas amostras bioldgicas a analisar (194).

Para o ensaio, usou-se 1 pl de cada amostra e do marcador de peso molecular “RNA

Ladder”.

As amostras que apresentavam baixos valores de RIN ou em que era observada a
presenca de contaminantes, foram sujeitas a um tratamento com DNase seguido de

re-extracdo, de acordo com o método referido anteriormente.

[FU] | R4F
soo4——| |
| |
400 | |
11 |
| R [—
300+ | |
| |
| |
200+ | |
| |
100+ | |
| |
| |
o+ I iy S Sy e i —
| T T T T T T T T T |
20 23 30 35 40 45 50 53 60 [=] s
RMa Area: 1.3795 RirA Integrity Mumber [RIM]: 95 [A.01.01)
Rt A Concentration: 432 ng/pl Fiezult Flagging Color:
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Figura 12 — Exemplo de electroferograma, onde sao visiveis informacdes dos valores de
guocientes ribossdomicos, do nimero de integridade de RNA (RIN) e da concentracdo

de RNA em ng/ul.
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3.5. RT-PCR

A reacgdo de transcricao reversa permite sintetizar DNA complementar (cDNA) a partir
de amostras de RNA total e foi realizado para utilizacdo posterior das amostras de
cDNA na quantificacdo de expressdao genética por PCR em tempo real. A sintese de
cDNA foi realizada com o High Capacity RNA-to-cDNA Kit® (Applied Biosystems). Ao
RNA (9 pl) foi adicionada a Master Mix (10 pl) e 1 pl de enzima (transcriptase reversa),
para totalizar 20 ul por reagdo. Uutilizou-se uma combinagcdo de mistura aleatdria de
hexameros (random hexamers) com oligonucledtidos. Para realizar as reac¢des de
sintese, foi usado um termociclador com programacao de 60 minutos a 37°C e 5
minutos a 95°C. Foi utilizado um controlo negativo para controlar a possivel existéncia
de contaminag¢do na amplificacdo posterior por PCR em tempo real). As amostras de

cDNA foram guardadas a -20°C até a andlise posterior.

3.6. Normalizagao

Para proceder a normalizacao dos resultados obtidos na andlise por PCR em tempo
real, é absolutamente necessario selecionar genes de referéncia (controlos
enddgenos). Para isso foi utilizado o Rat geNorm kit® que contém um painel de 12
genes (Primerdesign, Inglaterra): 18S RNA ribossomal (codifica RNA ribossomal 18S),
ATP5B (codifica sintetase de ATP), TOP1 (codifica topoisomerase 1), MDH1 (codifica
malato desidrogenase 1), CYC1 (codifica citocromo c-1), CANX (codifica calnexina),
RPL13A (codifica proteina ribossomal L13), YWHAZ (codifica tirosina 3-
monooxigenase), B2M (codifica beta-2 microglobulina), UBC (codifica ubiquitina),

GAPD (codifica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) e ACTB (codifica actina beta).

Para a determinacdo dos genes de referéncia a usar, foram analisadas de forma
aleatdria 4 amostras aleatdrias de sangue (2 pares inicial/final) e 3 de tecido muscular

(uma do grupo controlo, injetado com solucdo salina; uma do grupo do material
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xendgeno e uma do grupo do material sintético), de acordo com a metodologia de PCR

em tempo real descrita na sec¢ao 3.7. PCR em tempo real.

Apds a realizacdo destas reacdes interpretaram-se os resultados obtidos recorrendo
aos softwares geNorm® e gbasePLUS®. A informacgao obtida permitiu determinar quais
os controlos a utilizar como genes de referéncia no ensaio. Apds este procedimento,
procedeu-se a analise dos transcritos, por PCR em tempo real, para todas as amostras
em estudo, usando os genes selecionados como controlos endégenos de referéncia

para normalizacdo da expressao.

3.7. PCR em tempo real

No presente trabalho, estudaram-se cinco genes de interesse, trés citocinas: IL-16, IL-6
e TNF-a, e duas quimiocinas: CCL2 e CCL3, todos importantes e determinantes no

processo de inflamacdo.

Os genes CYC1 e RPL13A foram utilizados como controlos enddgenos para as amostras
de sangue e os genes CYC1 e ATP5B como controlos endégenos para as amostras de
musculo, apés aplicacdo do ensaio de normalizagdo (ver sec¢do 3.6. Normalizagdo).

A PCR em tempo real (qPCR-RT) permite avaliar a expressdo genética, na medida em
qgue possibilita a quantificagdo de mRNA numa grande variedade de amostras
bioldgicas. Este método é recente, sendo cada vez mais usado devido a sua alta

sensibilidade e boa reprodutibilidade.

Em contraste com a PCR convencional, a PCR quantitativa permite a acumulacdo dos
produtos amplificados de forma exponencial, permitindo a sua detecdo e quantificacdo
enguanto a reacdo esta a ocorrer, isto é, em tempo real. Assim, mede-se a acumulacado
de produtos de PCR durante a fase exponencial da reacdo, sem ser necessdria a sua
manipulacdo, diminuindo o risco de contaminacdo (195, 196). A técnica baseia-se no
uso da Tag DNA polimerase, uma enzima com atividade de exonuclease 5’ 3’, e no

uso de dois primers especificos para cada gene em estudo. Estas moléculas sdo DNA-
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binding dyes e incorporam-se nas cadeias duplas de DNA, que se formam durante a
reacdo de PCR, emitindo fluorescéncia apenas apds se intercalarem no DNA (Figura
13). Inicialmente a fluorescéncia permanece no nivel basal (sé existe DNA de cadeia
simples). A medida que se acumula o produto amplificado, comeca a ser emitido um
sinal de fluorescéncia detetdvel, que é proporcional a quantidade de produto
amplificado na amostra. A maior vantagem deste método de dete¢do é que se pode
usar SYBR® Green com qualquer par de primers e com qualquer sequéncia alvo. A
maior desvantagem deste método é o facto do SYBR® Green se ligar a qualquer cadeia
dupla de DNA, ndo detetando apenas a sequéncia alvo, mas marcando também
produtos ndo especificos de PCR e dimeros de primers (197). Nesse sentido, a

otimizagao dos ensaios é crucial para a fiabilidade dos resultados obtidos.

Utilizou-se uma mistura 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix e os primers,

especificos para os genes em estudo, 10x QuantiTect Primer Assay.

As reagOes de amplificagao de cDNA realizaram-se com 40 ciclos de amplificagdao: 15” a
94°C, para a desnaturacgao, 30" a 55°C, para o emparelhamento dos primers, e 30" a

72°C, para a extensao e captacdo da fluorescéncia do SYBR Green.

Apds a reacdo, é obtido o Ct (cycle treshold), que corresponde ao ciclo em que a
guantidade de fluorescéncia ultrapassa um limiar definido. A quantidade de mRNA
relativa é dada por ACt, que é a diferenca entre os valores de Ct para a amostra alvo e

o controlo endégeno.

SYBR Green

\
L i / »~

o ' LA i
L g

" Polymerase

Figura 13 — Forma de atuacdo do SYBR Green: quando se encontra livre ndo emite
qgualquer fluorescéncia; quando ligado ao DNA de cadeia dupla, emite fluorescéncia,
sendo esta diretamente proporcional a quantidade de produto amplificado. Adaptado

de http://www.gene-quantification.de/chemistry.html.
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A quantificacdo relativa utilizando os genes de referéncia foi realizada pelo método de

Livak, também conhecido como o método de 24T (198).

3.8. Analise estatistica

Os resultados sao apresentados na forma de média + erro padrdao, minimo e maximo
para cada grupo. O teste de normalidade de Agostino e Pearson omnibus foi realizado
para investigar se os dados seguiam uma distribuicdo Gaussiana. Nos casos em que 0s
resultados seguiam uma distribuicdo de Gauss, o teste paramétrico de t foi utilizado
para analisar as diferengas entre os dois grupos. Nos casos em que os resultados nao
obedeciam a curva de Gauss, o teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar as
diferencas entre os dois grupos de amostras (emparelhando o nivel de transcricdo
inicial e final para cada gene e para cada material). A analise de One-way ANOVA foi
utilizada para avaliar comparacGes multiplas paramétricas. O teste de Kruskal-Wallis

foi utilizado para realizar a comparagdo nao paramétrica entre trés ou mais grupos.

A diferenca foi considerada estatisticamente significativa se p<0,05 (asteriscos nos
graficos indicam diferencas significativas em comparacdao com os controlos: * para
p<0,05; ** para p<0,01; *** para p<0,001; **** para p<0,0001). A andlise estatistica
foi efetuada com recurso ao software GraphPad Prism® versdo 6.0 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) (199).
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Capitulo 4 Resultados
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1. Caracterizagao fisico-quimica

Na Figura 14 é dada uma visdo geral da forma e do tamanho dos granulos de
xenoenxerto (Osteobiol®) e de hidroxiapatite sintética (Bonelike®), enquanto que os
detalhes da sua morfologia de superficie podem ser observados nas Figura 15 e Figura
16. As ultimas figuras também incluem espectros EDS representativos de ambos os
materiais. A andlise por SEM revela que as particulas de Bonelike® sdo
aproximadamente cilindricas, de contornos redondos, com uma superficie lisa e quase
monodispersa. Por outro lado, os granulos de Osteobiol® sdo maiores, altamente

irregulares, com extremidades afiadas e polidispersas.

A composicdo quimica da superficie obtida através de analise EDS (Figura 15 d) e
Figura 16 d)) comprova a presenca dos elementos normalmente encontrados no tecido
dsseo, sendo a mais relevante a presenca de célcio (Ca) e de fdsforo (P). A proporcao
Ca/P determinada (em % atémica; média de trés medicBes realizadas em diferentes

pontos da amostra) estd sumarizada na Tabela 10.

Tabela 10 — Razbes Ca/P obtidas para os dois biomateriais testados: Osteobiol® e

Bonelike®, através de EDS.

Material Razdo Ca/P
Bonelike® 1.28-1.42
Osteobiol® 1.55-1.95
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Figura 14 — Imagens de SEM: a) Osteobiol™; b) Bonelike™ (ampliagcdo de 40x).

Figura 15 — Imagens das particulas de Osteobiol™ com diferentes ampliacdes: a) 125x;

b) 500x; c) 2000x espectro EDS representativo (d).
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Figura 16 - Imagens das particulas de Bonelike™ com diferentes ampliacdes: a) 500x; b)

1000x; c) 5000x e espectro EDS representativo (d).

As propriedades dos dois materiais, no que diz respeito a distribuicdo do tamanho das

particulas, a area de superficie especifica, a porosidade, a distribuicdo do tamanho dos

poros e a densidade estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 — Distribuicdo dos tamanhos das particulas, area de superficie especifica,

porosidade e densidade dos granulos de Osteobiol® e Bonelike®.

Técnica Inforrr?agao Parametros Osteobiol® Bonelike®
obtida
Distribuicao D1g (mm) 298 14.3
do Dso (um) 672 326
Difracdo laser tamanho Dgo (1m)
das 1330 510
particulas*®
Adsorf;af) Area de Area de supegflc_lle especifica 9.404 0.636
nitrogénio superficie (m°g™)
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Volume intruido (cm3g™) 0.54 0.35
Distribuicdo  Volume intruido em poros
Porosimetria do menores que 10 um (cm’g’ 0.068 0.046
por intrusao de tamanho Y
mercurio dos poros, Porosidade” (%) 53 48
. . (i 8
porosidade Densidade esgueletlca 211 5 69
(gcm™)
. . . 3
Picnometria Densidade Densidade real (gcm™) 539 577

com hélio

* D1g, Dso, Dgo — Diametros das particulas correspondentes a 10, 50 and 90% da curva
de distribuicao normal.
# Correspondente a poros < 400 pm.
S Calculada com base no volume de mercdrio intruido na pressdao maxima (2000 atm).

As curvas de distribuicdo dos tamanhos das particulas encontram-se ilustrados na
Figura 4, enquanto a Tabela 11 apresenta os resultados obtidos no que respeita ao
tamanho das particulas, em termos de diametro médio (Dsg), bem como a gama de
tamanhos na qual as particulas se inserem, expressa pelos 10% e 90% (percentil Dyg €
Dgo). Estes resultados mostram que as particulas de Osteobiol® sdo consideravelmente
maiores do que as do Bonelike® (672 pm e 326 um de tamanho médio,
respetivamente), confirmando as observacdes microscépicas. Além disso, a
distribuicdo de tamanho do Osteobiol® é essencialmente monomodal, enquanto que

no caso do Bonelike® apresenta uma moda secundaria de cerca de 15 um.
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Figura 17 — Distribuicao do tamanho das particulas dos granulos de Osteobiol® e de

Bonelike®, medido por espectrometria de difragdo laser.

A drea de superficie especifica dos dois materiais foi determinada pela adsorc¢do de N,.
Os valores obtidos utilizando os métodos BET estao listados na Tabela 11. Como se
demonstra, a area de superficie especifica do Osteobiol® é consideravelmente mais
elevada do que a do Bonelike®, apesar do menor tamanho das particulas dos granulos

de Bonelike®.

As curvas da porosimetria por intrusdo de mercurio (volume cumulativo intruido vs
didmetro dos poros) estao representadas na Figura 18. O volume de mercurio intruido
em conjunto com os valores da porosidade estdo listados na Tabela 11. Como pode ser
realcado, valores préximos de 50% foram determinados para ambas as amostras. No
entanto, como também estd quantificado na Tabela 11, a maior parte desta
porosidade refere-se a espacos interparticulares e ndo aos poros internos das
particulas (somente cerca de 12% da porosidade total corresponde a poros menores

que 10 um).
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Figura 18 — Curvas de intrusdo cumulativa de mercurio do Bonelike® e do Osteobiol®.

A densidade real (também chamada de densidade absoluta) foi determinada por
picnometria de gds (Tabela 11). Os valores medidos parecem ser consistentes com a
composi¢do das amostras: no caso do Osteobiol® é inferior ao da hidroxiapatite (3,16 g
cm-3) (200), tal como era esperado para uma amostra colagenada; no caso do
Bonelike® um menor valor do que o da hidroxiapatite foi também verificado, devido a
sua constituicdo (fases secunddrias de a- e B-TCP com densidades tedricas de 2,86 g

cm-3 e 3,07 g cm-3, respetivamente (64)).

Os padrdes de difracdo de raios X do Bonelike® e do Osteobiol® estdo representados
nas Figura 19 a) e Figura 19 b), respetivamente. Estes padrdes obtidos foram
comparados com os padrdes de difracdo da hidroxiapatite pura (JCPDS n 2 09-432), do
o-TCP (JCPDS n 2 29-0359) e do B-TCP (JCPDS n 2 86-1585) e os picos atribuidos a estas

trés fases foram sinalizados.
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Figura 19 - Difratogramas de: a) Bonelike®; b) Osteobiol®.

Os espectros de FTIR dos dois materiais de enxerto estdo ilustrados na Figura 20. No
espectro respetivo ao Bonelike® (Figura 20 a), é possivel identificar as bandas
caracteristicas do grupo fosfato (PO, presentes em ambos os materiais HA e TCP
(bandas vz em 1089 e 1044 cm™, bandas v; a 968 cm™, bandas v4a 600 e a 570 cm ™ e
banda v, a 470 cm™ (201, 202). Também detetaveis s3o as bandas atribuidas ao iGo
hidroxilo (OH’), na hidroxiapatite, que aparecem como um pico acentuado aos 3577
cm™ (alongamento de vibracdo) e aos ~635 cm™ (banda de libertacdo) (64, 65). A
banda larga entre 3600-3150 cm™ corresponde a vibragdo do grupo O-H nas moléculas
de 4gua presentes no material. Também é interessante notar a presenca de duas

bandas de baixa intensidade na regido das vibraces C-H (2900-2800 cm™). Isto é
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provavelmente originado por algumas impurezas de natureza organica. A presenca de

carbono residual foi também detetado no espectro EDS deste material (Figura 16 d).

= pO,*? n
e CO;”
* OH

Amide | Amide Il

Absorvance

T T
4000 3000 2000 1000
Wave number (cm™)

Figura 20 — Espetros de FTIR de: a) Bonelike®; b) Osteobiol®.

Tal como esperado, o espectro de FTIR do Osteobiol® (Figura 20 b) é muito semelhante
aqueles previamente registados de amostras de suinos ou amostras de ossos humanos
(63), mostrando as bandas tipicas do colagénio (bandas da amida | (~1660 cm™) e da
amida Il (~1550 cm™) (64)) e da hidroxiapatite (as vibra¢cdes do grupo PO,>). Ao
contrdrio do espectro do Bonelike®, neste espectro sdo também visiveis algumas
bandas atribuidas as vibracdes do grupo carbonato (a banda vs, que aparece como
uma banda dupla entre 1400 cm™ e 1500 cm™, e a banda v, ~878 cm™), o que revela a
estrutura carbonatada (natural) da hidroxiapatite presente neste material (66). Por

outro lado, as bandas de vibracdo do OH ndo sdo detetaveis.

O caracter hidrofilico / hidrofébico do Osteobiol® e do Bonelike® foi, como descrito
anteriormente, avaliado através da medicdo do angulo de contacto pelo método da
gota séssil. Para o Bonelike®, foi obtido um valor de angulo de contato de 26,7 + 4,3°,
enquanto que para o Osteobiol® o valor medido foi de 51,4 + 7°. Estes resultados

indicam que ambos os materiais sao hidrofilicos.
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2. Avaliagao da resposta in vivo

A amostra utilizada no estudo experimental é caracterizada pelo seguinte conjunto de

informacoes.

Tabela 12

— Resumo das caracteristicas dos animais utilizados neste estudo

experimental. T1 — Grupo teste 1 (Osteobiol®), T2 — Grupo teste 2 (Bonelike®), C —

Grupo controlo (injetado com solucdo salina).

o © @] o —_
‘C © k=~ i) 0
T |28 |24 £ 13 |= |3
8- |8S8E|l 82 |~ R - s | ®
2 | £ 25| £F o5 — v T 3 o
o) 8 S _8 ; c:)_ _8 ; X0 28 28 S g “3,
s 8ls |ESE|ESe|3 |3 |E_|E_ |t |e |¢&
o G] a oL 3|loLL| T o0 a g X x o O
1 T1 315,19 42,0 22,5 13,32 0,75 | 1,00 | 0,48 1,07 (1,10 | 0,96
2 T1 306,93 41,5 22,0 10,75 064 (097 044 099 |1,03 |0,9
3 T1 287,10 41,0 22,5 10,69 0,68 | 0,75 | 0,40 1,01 (0,99 | 0,92
4 T1 283,48 41,0 22,0 11,56 0,63 |1,14 | 0,63 1,09 (1,12 | 0,97
5 T1 351,19 42,0 23,5 14,30 1,08 (0,92 | 0,52 1,19 (1,09 | 1,20
6 T2 252,95 42,0 23,5 15,71 0,87 0,89 | 0,51 1,29 (1,22 |1,31
7 T2 312,65 40,0 23,0 11,48 0,53 | 1,06 | 0,48 1,05 |(1,01 | 1,03
8 T2 293,18 39,5 23,0 10,49 0,68 083 |0,42 0,97 (0,89 |1,14
9 T2 317,26 42,5 23,0 12,93 0,73 | 1,16 | 0,49 0,95 096 | 1,26
10 | T2 332,27 41,0 23,0 13,71 1,02 (1,23 | 0,66 1,33 | 1,22 | 1,06
11 | C 252,78 37,0 21,0 13,56 0,79 | 1,02 | 0,56 1,29 (1,27 | 1,62
12 | C 261,30 36,5 21,0 14,05 0,73 | 1,15 | 0,51 1,41 (1,39 | 1,32
13 | C 302,60 41,0 22,5 14,35 0,83 | 098 | 0,54 1,07 (1,08 | 1,34
14 | C 305,65 41,5 23,0 10,78 0,96 |0,87 | 0,49 1,12 (1,12 | 1,22
15 | C 290,50 42,0 23,5 11,43 1,02 |1,06 | 0,45 1,24 (0,98 | 1,09

Aquando da necropsia foram colhidos os 6rgdos

presentes na Tabela 12,

nomeadamente o figado, baco, pulmao (direito e esquerdo), rim (direito e esquerdo) e

coracdo, para descartar alguma possivel patologia ndo induzida.
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Para todos os animais utilizados nao foi encontrada nenhuma outra patologia

sistémica, passivel de interferir com os resultados obtidos.

Escolhemos uma lamina histoldgica representativa de cada 6rgdo colhido para

exemplo (Figura 21).

Figura 21 — Imagens histoldgicas (coloracdo de hematoxilina-eosina) respetivamente

-

de baco, rim, pulmdo e figado de animais pertencentes ao grupo controlo (injetados

com solugdo salina), selecionados aleatoriamente.

A reacdo dos tecidos para o grupo controlo (injetado com solucdo salina, G3) e para
cada grupo experimental (Osteobiol® (G1) e Bonelike® (G2)), uma semana apds a
implantacdo, é ilustrada por algumas micrografias de cortes histolégicos
representativos nas Figura 22, Figura 23 e Figura 24 coradas pelas técnicas de
Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricrémico de Masson (TM). O grupo controlo, de

tratamento simulado (Figura 22) ndo apresentou nenhum tipo de inflamacdo, sendo
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apenas evidentes fibras musculares que sofreram disrup¢do devido ao processo de

injecao do biomaterial.

Figura 22 - Imagem de microscopia oética representativa de lamina do grupo controlo,
de rato injetado com solucdo salina. E evidente que hd disrupc¢do de fibras musculares,
devido ao préprio procedimento de injecdo, mas nao sdo visualizadas células

inflamatdrias (ampliacdo de 20x).

A resposta inflamatodria registada ao material xenégeno (nome comercial Osteobiol®)
(Figura 23) é caracterizada pela presenca de um grande numero de fibroblastos. Ha
uma discreta presenca de leucdcitos polimorfonucleares, bem como algumas células
gigantes multinucleadas. Além disso, podem ser encontrados alguns capilares com
hemadceas e alguns eosindfilos ao redor das particulas. Foi formada uma capsula no
limite exterior dessas particulas e foi detetado também colagénio (coloracdo verde na
Figura 23 b). De acordo com os critérios utilizados para classificar a resposta
inflamatdria (descrita anteriormente no capitulo dos Materiais e Métodos), esta pode
ser considerada como moderada (84 + 7 células inflamatdrias por campo, média de dez

medicoes).
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Figura 23 - Imagens de microscopia Otica representativas do leito de implantag¢dao dos
granulos do material xenégeno (G2). a) Coloracdo HE: 1. Particulas do material de
substituicdo dssea (*) envolvidas por infiltrado inflamatério rico em células
mononucleares. 2. Fibras musculares fragmentadas devido ao procedimento de
injecdo. 3. Vaso sanguineo com algumas hemdceas (ampliacdo de 20x); b) Coloragao
TM: Particulas do material de substituicao éssea (*). 4. Capsula formada ao redor do

granulo. 5. Fibras de colagénio coradas de verde (amplia¢do de 20x).

Os granulos do material sintético (nome comercial Bonelike®) (Figura 24) quando
implantados, desencadeiam uma resposta inflamatdria mais intensa, ainda que
classificada como moderada (112 + 10 total de células inflamatdrias por campo, média
de 10 medigdes), com predominio de fibroblastos. A analise histoldgica também
mostra varias células gigantes multinucleadas, com poucos capilares sanguineos e
alguns eosindfilos ao redor das particulas. No entanto, neste caso, as capsulas em
torno dos granulos eram mais espessas do que aquelas originadas pelo material
Osteobiol®. Por outro lado, uma reagao mais intensa em relagdo ao colagénio foi

também encontrada (Figura 24 b).

Para ambos os biomateriais, no entanto, ndo houve evidéncia de necrose nem sinais

de hemorragia importante.
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Figura 24 - Imagens de microscopia Otica representativas do leito de implantag¢dao dos
granulos do material sintético (G3). a) Coloracdo HE: Particulas do implante (ausentes)
rodeadas por infiltrado inflamatério rico em células mononucleares (*) 1. Fibras
musculares fragmentadas devido ao procedimento de injecdo (ampliacdo de 20x); b)
Coloragao TM: 2. Cépsula formada ao redor da particula. 3. Fibras de colagénio coradas

de verde. 4. Area de fibroblastos (ampliacdo de 20x).

Além disso, a reacao tecidular posterior a implantacdo dos biomateriais foi avaliada de
acordo com a caracteriza¢do do processo de reparacdo: grau de fibrose e proliferacao
de fibroblastos. A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para os diferentes
parametros de acordo com os critérios descritos, depois de um exame cuidado de uma
média de 10 Iaminas para cada amostra de tecido. Como pode ser visto nas Figura 23
b) e Figura 24 b), existe evidéncia de uma resposta mais intensa de fibrose, um elevado
teor de colagénio e de uma capsula mais espessa em torno das particulas de enxerto

em amostras Bonelike®, quando comparados com aqueles de Osteobiol®.

Na tentativa de distinguir os tipos celulares presentes em cada uma das respostas, foi
feita a analise histolégica cuidada de todas as laminas, tiradas fotografias com
ampliacGes de 40x e contabilizadas as células inflamatdrias presentes. O racio de
células encontradas é semelhante para ambos os materiais, sendo notério um claro
predominio de fibroblastos, existindo alguns linfécitos, alguns eosindéfilos e algumas
células gigantes multinucleadas. A relacdo é da ordem dos 10:2:1:1, ndo havendo

diferengas entre o material de origem xendgena e o material de origem sintética.
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Figura 25 — Pormenor da espessura da camada fibrosa formada ao redor dos granulos

dos biomateriais respetivamente Osteobiol® e Bonelike®. Ampliacdo de 20x.

Tabela 13 — Valores obtidos na avaliagdao do processo de repara¢ao despoletado por

cada um dos biomateriais: 0 — ausente, 1 — moderado e 2 — elevado.

Pardmetro/Biomaterial Osteobiol® Bonelike®
Fibrose 1 2
Hemorragia 0 0
Colagénio 1 2
Vascularizagao 1 1
Espessura da cdpsula 1 2

Figura 26 — Células gigantes multinucleadas, presentes quer em laminas do material

xendgeno, quer naquelas do material sintético. Ampliagdo de 100x.
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3. Estudo da expressao genética

3.1. Ensaios de normalizagao

3.1.1. Das amostras de sangue periférico

Apds a realizagdo do processo de normalizagao com os 12 genes constituintes do Rat
geNorm kit® (Primerdesign, UK), e aplicado o software geNorm®, obtiveram-se os
resultados mostrados nas Figura 27 e Figura 28, correspondentes a selecdo dos genes
mais adequados para controlo enddgeno. A sequéncia de genes candidatos permite
obter a respetiva distribuicdo de acordo com a sua estabilidade: os mais instaveis
encontram-se a esquerda do grafico (com valor M alto) e os genes mais adequados
para serem utilizados como referéncia no extremo direito (com valor M baixo). E de
realcar o facto de apenas estarem presentes no grafico 11 genes (Figura 27), faltando o
gene 18S (que codifica RNA ribossomal 18S). Este gene foi excluido, uma vez que,
durante a realizacdo dos ensaios de PCR em tempo real, foi observada amplificacdo a
partir do 22-32 ciclos, o que demonstra a existéncia de grande quantidade de cDNA
correspondente a este gene, facto este que é indicador de que ndo se trata de um

gene adequado para controlo enddégeno nas amostras bioldgicas em estudo.
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Figura 27 — Estabilidade relativa dos genes de referéncia, ordenados por ordem

crescente.

O passo seguinte consistiu na decisdo relativa ao nimero de genes a utilizar como
referéncia. Da analise, obtém-se um grafico (Figura 28) relativo a determinacdo do
namero mais apropriado de genes a testar. Um valor de Vn/n+1 é calculado para a
comparacdo entre cada par de genes consecutivos (n e n+l). Como regra geral,
determina-se que o beneficio de utilizar um gene de referéncia extra (n+1) é limitado
aos casos nos quais o valor de Vn/n+1 se encontre abaixo do limiar 0,15, normalmente

marcado no grafico por uma linha verde.
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Como é visivel na Figura 28, sdo disponibilizados os quocientes Vn/n+1 para cada par
de genes consecutivos. Como o valor de V2/3 foi inferior a 0,15 para todos os casos,
foram selecionados como genes de referéncia os dois mais estaveis, ou seja, o CYC1

(codifica o citocromo c-1) e o RPL13A (codifica a proteina ribossomal L13).
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Figura 28 — Valores de quocientes de Vn/n+1 para todos os genes de referéncia

testados.

109

Andreia Sofia de Paiva Figueiredo, Setembro de 2013



Estudo in vivo de caracterizagdo da reagdo inflamatadria pés implantagdo de biomateriais a base de hidroxiapatite
para aplicagdo em Medicina Dentdria

3.1.2. Das amostras de tecido muscular

Da mesma forma, procedeu-se ao estudo de normalizacdo para as amostras de cDNA
derivadas de RNAm de musculo, com os 12 genes constituintes do Rat geNorm kit®
(Primerdesign, UK), e utilizando o software geNorm®. Os resultados encontram-se

ilustrados nas Figura 29 e Figura 30.

Average expression stability of remaining reference targets
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Figura 29 — Estabilidade relativa dos genes de referéncia, ordenados por ordem

crescente.
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Figura 30 — Valores de quocientes de Vn/n+1 para todos os genes de referéncia

testados.

Com base nos critérios referidos anteriormente, os genes selecionados para o estudo
dos transcritos nas amostras provenientes de tecido muscular foram o ATP5B (codifica

a sintetase de ATP) e o CYC1 (codifica o citocromo c-1).

Apds a realizagdo da quantificagao relativa utilizando os genes de referéncia
selecionados para o sangue (CYC1 e RPL13A) e para o musculo (ATP5B e CYC1), foram

calculados os valores de transcritos, para os genes alvo em estudo: CCL2, CCL3, IL-18,
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-AACT

IL-6 e TNF-a, através do método de Livak (ou método de 2 ), conforme mencionado

anteriormente no capitulo da Metodologia.

3.2. Anadlise de transcritos

3.2.1. Nas amostras de sangue periférico

Na Tabela 14 encontram-se indicados os niveis de transcritos obtidos no estudo das
amostras de sangue, para os dois materiais estudados, o material xenégeno (nome

comercial Osteobiol®) e o material sintético (nome comercial Bonelike®).

Tabela 14 — Niveis de transcritos obtidos (expressao relativa) para os cinco genes alvos

em estudo, em amostras de sangue, e para os dois materiais estudados.

L Transcrito pos- Nivel de expressao
Transcrito inicial . = . .
implantacao diferencial
média £ EP .
( ) (média % EP) (média £ EP)
ccL2 Osteobiol® 9,4410,126 8,90+0,185 1,4610,094
Bonelike® 10,89+0,188 9,22+0,164 3,68+0,336
Osteobiol® 2,560,075 3,850,122 0,410,065
ccL3 :
Bonelike® 2,93+0,163 4,23+0,318 0,430,157
Osteobiol® 0,550,242 -0,2540,221 1,77+0,089
IL-18 -
Bonelike® 1,04+0,052 0,77+0,039 1,19+0,082
Osteobiol® 9,610,237 11,09+0,201 0,44+0,289
IL-6 -
Bonelike® 9,930,388 11,060,344 0,45+0,135
Osteobiol® 6,84+0,149 6,02+0,133 1,99+0,139
TNF-a -
Bonelike® 7,87+0,099 6,750,049 2,17+0,119

ApOs andlise da Tabela 14 e tendo em conta a forma como sao calculados os niveis de
transcritos baseados no método de Livak, conclui-se que os valores de expressdo

diferencial (que correspondem a diferenga entre o valor de transcritos final ou pds
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implantacdo e o valor de transcritos inicial ou pré implantacdo dos materiais) que
assumem valor numérico superior a 1 sdo tendéncias positivas ou de aumento e, por
oposicdo, aqueles que assumem valor numérico inferior a 1 sdo tendéncias negativas

ou de diminuigao.

Assim é possivel organizar os genes em dois grandes grupos: os genes CCL2, IL-16 e
TNF-a que assumem uma tendéncia crescente, e os genes CCL3 e IL-6 que assumem a
tendéncia contraria, ou seja, de diminuicdo do numero de transcritos quando
comparamos os momentos final e inicial (antes e depois da implantacdo dos

biomateriais nos musculos dos ratos).

O valor que mais se destaca com maior expressao corresponde ao gene CCL2, para o
material sintético, sendo o de menor expressdo o gene CCL3, para o material

xendgeno.

Para o gene CCL2 (Figura 31) observa-se uma tendéncia de subida do numero de
transcritos no sangue periférico dos ratos, para ambos os materiais. O material
sintético assume valores de cerca de trés vezes e meia superiores ao do material
xendgeno (3,682+0,336 e 1,455%0,094, respetivamente). A diferenca entre os

resultados relativos aos dois biomateriais é estatisticamente significativa (p=0,0011).
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Figura 31 — Resultados de expressao relativa do gene CCL2, no sangue, para os dois

materiais estudados (média + erro padrao).

Para o gene IL-16 (Figura 32) observa-se, como ja foi referido, a mesma tendéncia de
subida do numero de transcritos no sangue periférico dos ratos para ambos os
materiais. O material xendgeno assume valores de cerca de uma vez e meia superiores
ao do material sintético (1,770+0,089 e 1,184+0,082, respetivamente). A diferenca

entre os resultados relativos aos dois biomateriais é estatisticamente significativa

(p=0,0016).
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Figura 32 — Resultados de expressao relativa do gene IL-18, no sangue, para os dois

materiais estudados (média + erro padrao).

Para o gene TNF-a (Figura 33) observa-se também a mesma tendéncia de subida do
numero de transcritos no sangue periférico dos ratos para ambos os materiais. Os
valores obtidos para o material xendgeno e sintético sao muito semelhantes
(1,987+0,139 e 2,166+0,119, respetivamente). A diferenca entre os resultados relativos

aos dois biomateriais ndo é estatisticamente significativa (p=0,3263).
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Figura 33 — Resultados de expressao relativa do gene TNF-a, no sangue, para os dois

materiais estudados (média + erro padrao).

Ao contrério dos trés casos anteriores, os genes CCL3 e IL-6 apresentam uma tendéncia
inversa, ou seja, de diminuicdao de nimero de transcritos apds a implanta¢dao de ambos

os materiais, conforme se mostra nas Figura 34 e Figura 35.

Para o gene CCL3 (Figura 34) observa-se, como ja foi referido, uma tendéncia de
descida do numero de transcritos no sangue periférico dos ratos para ambos os
materiais. O material xendgeno e o material sintético assumem valores bastante
semelhantes (0,437+0,289 e 0,45310,135 respetivamente). A diferenca entre os
resultados relativos aos dois biomateriais ndo é estatisticamente significativa

(p=0,3537).

116

Andreia Sofia de Paiva Figueiredo, Setembro de 2013



Estudo in vivo de caracterizagdo da reagdo inflamatadria pés implantagdo de biomateriais a base de hidroxiapatite
para aplicagdo em Medicina Dentdria

CCL3

Expressdo relativa

Figura 34 — Resultados de expressao relativa do gene CCL3, no sangue, para os dois

materiais estudados (média + erro padrao).

Para o gene /L-6 (Figura 35) observa-se também uma tendéncia de descida do nimero
de transcritos no sangue periférico dos ratos para ambos os materiais. O material
xendgeno e o material sintético assumem valores bastante parecidos, a semelhanca do
gue acontece com o CCL3 (0,414+0,065 e 0,425+0,157 respetivamente). A diferenca
entre os resultados relativos aos dois biomateriais ndo é estatisticamente significativa

(p=0,3379).
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Figura 35 — Resultados de expressao relativa do gene /L-6, no sangue, para os dois

materiais estudados (média + erro padrao).

O perfil de expressdo encontrado para os materiais em analise é mostrado na Figura
36, onde se apresentam os resultados para todos os genes estudados, bem como os
valores de transcritos encontrados. E clara a tendéncia distinta entre os dois grupos de

genes ja referidos.
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Figura 36 — Perfil de valores de transcritos, encontrado para os materiais em estudo.

Para o gene TNF-a verifica-se uma tendéncia de aumento, com valores de transcritos
ligeiramente superiores para o material sintético. Para o gene IL-6 verifica-se uma
tendéncia de diminui¢cdao, com ambos os materiais a apresentarem niveis semelhantes
de transcritos. Para o gene /L-18 verifica-se uma tendéncia de aumento, com
diferencas estatisticamente significativas entre os materiais, apresentando o material
xendgeno um numero maior de transcritos do que o material sintético. Para o gene
CCL3 verifica-se uma tendéncia de diminuicdo, com ambos os materiais a
apresentarem niveis semelhantes de transcritos. No caso do gene CCL2 verifica-se uma
tendéncia de aumento, com diferencas estatisticamente significativas entre os
materiais, apresentando o material sintético um nimero maior de transcritos do que o

material xenégeno.

Apds analise estatistica detalhada, tal como foi descrito na sec¢cdo de metodologia, foi
feita a comparacdo entre os valores de transcritos iniciais e finais para cada material e
calculo do valor de p associado a este par de resultados, bem como a comparagao
entre os dois materiais, com respetivo cdlculo do valor de p. Os valores encontrados

encontram-se descritos na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados da andlise estatistica para os cinco genes alvo e relativos

valores de p.
Valor de p
Osteobiol® Bonelike® Osteobiol®
vs inicial vs inicial Vs
Bonelike®
Osteobiol™ 0,0002
ok 0,0011
CCL2 !
Bonelike™ 0,0313 ok
£ 3
Osteobiol™  <0,0001
% %k %k %k
L 7
ccLs Bonelike™ <0,0001 0,353
% K K K
Osteobiol™  <0,0001
T * ok ok K 0,2216
Bonelike™ 0,0625
Osteobiol™ 0,0003
%k 3k 3k
IL-6 Bonelike™ <0,0001 0,3379
3K 3K K K
Osteobiol™ 0,0006
kk ok
- 2
TNF-o g relike™ 00313 3283
*

3.2.2. Nas amostras de tecido muscular

Para o gene CCL2 (Figura 37) observa-se uma tendéncia de subida do numero de
transcritos nas amostras de tecido muscular dos ratos, para ambos os materiais. Os
valores obtidos para os dois materiais sdo muito semelhantes (95,24 e 108,18 para o

material xendgeno e sintético, respetivamente).

A diferenga verificada entre os resultados relativos aos dois biomateriais nao é

estatisticamente significativa.
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Figura 37 — Resultados de expressdo relativa do gene CCL2 nas amostras de tecido

muscular, para os dois materiais estudados (média).

Para o gene CCL3 (Figura 38) observa-se uma tendéncia de subida do numero de

transcritos nas amostras de tecido muscular dos ratos para ambos os materiais.

O material xendgeno apresenta um aumento do nimero de transcritos relativamente

ao material sintético (média de 38,20 para 29,47 respetivamente).

A diferencga verificada entre os resultados relativos aos dois biomateriais nao é

estatisticamente significativa.
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Figura 38 - Resultados de expressao relativa do gene CCL3 nas amostras de tecido

muscular, para os dois materiais estudados (média).

Para o gene /L1-8 (Figura 39) observa-se uma tendéncia de subida do numero de

transcritos nas amostras de tecido muscular dos ratos para ambos os materiais.

O material sintético assume valores superiores quando comparado com o material

xendgeno (valor médio de 66,32 para 58,69, respetivamente).

A diferenca verificada entre os resultados relativos aos dois biomateriais ndo é

estatisticamente significativa.
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Figura 39 - Resultados de expressao relativa do gene IL-18 nas amostras de tecido

muscular, para os dois materiais estudados (média).

Para o gene IL-6 (Figura 40) observa-se uma tendéncia de subida do nimero de

transcritos nas amostras de tecido muscular dos ratos para ambos os materiais.

O material sintético assume valores superiores quando comparado com o material

xenogeno (valor médio de 55,97 para 46,57 respetivamente).

A diferenga verificada entre os resultados relativos aos dois biomateriais nao é

estatisticamente significativa.
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Figura 40 - Resultados de expressao relativa do gene /L-6 nas amostras de tecido

muscular, para os dois materiais estudados (média).

Para o gene TNF-a observa-se uma tendéncia de subida do nimero de transcritos nas

amostras de tecido muscular dos ratos para ambos os materiais.

O material sintético assume valores superiores quando comparado com o material

xenogeno (valor médio de 44,29 para 35,68 respetivamente).

A diferenga verificada entre os resultados relativos aos dois biomateriais nao é

estatisticamente significativa.
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Figura 41 - Resultados de expressdo relativa do gene TNF-a nas amostras de tecido

muscular, para os dois materiais estudados (média).

Para ser mais facil a comparacdo entre os perfis inflamatérios dos dois biomateriais
estudados, as Figura 42 Figura 43 sistematizam a informacado relativa aos cinco genes

alvo.

Para o material xenégeno (nome comercial Osteobiol®) verificAmos uma subida
generalizada nos transcritos relativos aos cinco genes alvo, quando comparados com o

grupo controlo.

O valor mais alto refere-se ao CCL2, seguido do IL-18, IL-6, CCL3 e TNF-a.
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Figura 42 — Perfil inflamatério da andlise das amostras de tecido muscular para o

material xenégeno.

Para o material sintético (nome comercial Bonelike®) verificamos também uma subida
generalizada nos transcritos relativos aos cinco genes alvo, quando comparados com o

grupo controlo.

O valor mais alto refere-se ao CCL2, seguido do IL-18, IL-6, TNF-oc e CCL3.
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Figura 43 - Perfil inflamatdrio da andlise das amostras de tecido muscular para o

material sintético.

3.3. Relagao entre a resposta localizada e a resposta sistémica

No sentido de realizar a comparacao entre os resultados obtidos na avaliacdo entre a
resposta localizada (amostras de tecido muscular) e sistémica (amostras de sangue
periférico), analisou-se a expressao relativa nos dois tecidos em estudo para o material
xendgeno (nome comercial Osteobiol®) e para o material sintético (nome comercial

Bonelike®) (Figura 44 e Figura 45, respetivamente).
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Figura 44 — Comparac¢ao da expressao relativa nos dois tecidos analisados, para avaliar
os resultados entre a area local (tecido muscular) e a andlise sistémica (sangue

periférico) para o material de origem xendgena.

Bonelike®
TNF-a I
IL-6
IL-1B Andlise local
i M Andlise sistémica

CCL3

CCL2 F
-10 10 30 50 70 90 110

Figura 45 - Comparagao da expressao relativa nos dois tecidos analisados, para avaliar
os resultados entre a area local (tecido muscular) e a andlise sistémica (sangue
periférico) para o material de origem sintética.
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Depois de realizada a analise de ambos os materiais estudados, observa-se que a
expressao relativa para a analise local (tecido muscular) é muito superior aquela
verificada para a andlise sistémica (sangue), facto observado nos dois perfis de
resposta. Para o material xendégeno (nome comercial Osteobiol® - Figura 44) observa-
se que o maior nivel de expressao relativa é para o gene CCL2, tal como acontece para
o material sintético (nome comercial Bonelike® - Figura 45). Os niveis de expressao
relativa mais baixos, para a analise local, sdo o gene TNF-a para o material xendgeno e
o gene CCL3 para o material sintético. No que diz respeito a andlise local observa-se
gue os genes IL-6 e CCL3 diminuem a sua expressao relativa em ambos os materiais. O
gene IL-16 tem uma expressao relativa superior no material xendégeno e o gene CCL2

no material sintético, analisando a expressao relativa a nivel muscular.
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Capitulo 5 Discussao dos Resultados
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1. Escolha do modelo

Os modelos para o estudo da reacao inflamatéria envolvem geralmente a injecao
subcutanea ou intramuscular do biomaterial a testar, porque tanto a derme como o
musculo sdo tecidos altamente vascularizados, promovendo assim um contacto intimo
do biomaterial com células do sangue. Sdo estas células do sangue que vao originar e
potenciar a quantidade e qualidade da resposta inflamatdria. Por outro lado, a
implantacdo nos musculos dos ratos ¢ um modelo estabelecido utilizado por outros
autores, com o objetivo de estudar a resposta inflamatéria secunddria a implantacdo
de materiais (54, 56-58, 203, 204). Como ja foi referido anteriormente, adotou-se para
este estudo o modelo realizado por Walschus (54), envolvendo a implantacdo dos

biomateriais nos musculos lombares dos ratos.

A sequéncia de reacdes do hospedeiro apds a implantacdo de biomateriais é descrita
por Anderson (5) (Tabela 1) e envolve as seguintes fases: lesdao, interacGes sangue-
material, formacdo de matriz provisdria, inflamacdo aguda, inflamacdo crénica,
formacao de tecido de granulagdo, reacdao de corpo estranho e fibrose-
desenvolvimento de capsula fibrosa. Depois de atingida a corrente sanguinea estas
reacOes serdo semelhantes em todas as partes do organismo. Como o tecido muscular
€ um tecido bem vascularizado, podemos assegurar que os mediadores inflamatérios
atingem os vasos sanguineos quase imediatamente apdés o procedimento de

implantacao.

No que diz respeito ao periodo de avaliacdo, apds a implantacdo dos biomateriais,
deve mencionar-se que a literatura refere periodos manifestamente distintos. Ha
estudos que mencionam 1 dia (205), 2 dias (56), uma semana (56, 57, 205, 206), 2
semanas (56, 57), 3 semanas (205), 4 semanas (57, 207), 6 semanas (203), 8 semanas
(57), 12 semanas (56, 57, 203, 204), 16 semanas (208) ou 26 semanas (57, 206). Todos
estes periodos sdo passiveis de adocdo para o estudo da resposta inflamatéria,
dependendo dos parametros que sdo objetos de estudo. Além disso, muitos estudos

envolvem duas fases para comparagdo (uma avaliagao precoce e outra depois de mais
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de 1 més), mas também existem trabalhos que utilizam apenas um periodo de tempo

(180, 208-210).

No nosso caso, no entanto, escolhemos um curto periodo ja que o objetivo foi avaliar a
resposta inflamatéria e ndo a regeneragao éssea. Por outro lado, é bem sabido que a
interagao inicial de células inflamatdrias com um biomaterial é crucial para as fases
seguintes da resposta inflamatéria. Além disso, pensamos que, quando comparamos
dois biomateriais, nas mesmas condicdes, é suficiente estabelecer um uUnico periodo
de tempo (num artigo recente foi também adotado apenas um periodo de tempo (2
semanas) para fazer a caracterizacdo da resposta inflamatdria utilizando a

quantificacdo da expressao genética de genes de citoquinas (180)).

2. Escolha dos materiais

A escolha dos materiais a testar neste trabalho foi realizada tendo como base o
histérico de investigacao na linha de materiais de regeneragdo éssea do Departamento
de Medicina Dentaria da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Ha mais
de 10 anos comecaram a estudar-se biomateriais de regeneracdo déssea e o seu
comportamento in vivo e escolheu-se para isso o ABM e o ABM/P15 (211), seguido do
estudo entre duas formulagcbes de ABM: ABM/P15 granulado e ABM/P15 hidrogel
(212), depois o PepGen P15® (213), seguido de uma hidroxiapatite sintética
nanocristalina ndo comercializada e Bio-Oss® (214) e depois, num estudo mais

abrangente, o Bio-Oss®, o PepGen P15®, o Osteobiol® e o Biocoral (112).

Nesta sequéncia de estudos, introduzimos um material sintético aprovado e utilizado
em humanos - o Bonelike®, que é fruto do trabalho de investigacdo nacional,
sintetizado pelo Professor José Domingos Santos, Professor na Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto e Investigador do INEB — Instituto de Engenharia

Biomédica.
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Nesta linha de pensamento, escolhemos portanto como materiais teste o Osteobiol® e
o Bonelike® porque representam as duas classes de material de enxerto com maior
representatividade clinica, em alternativa ao osso autdlogo: os materiais xendgenos e
os materiais sintéticos, respectivamente. Quando seleciondmos os materiais que
gueriamos testar também foram critérios de inclusdo terem as mesmas indicacdes
clinicas e existirem na forma de granulos, sendo a granulometria semelhante. O
material xendégeno que escolhemos estudar ja foi alvo de algumas publica¢des (112,

114, 215-225), assim como o material sintético (186, 188, 190, 226-229).

Ndo estudamos o osso autdlogo por duas questdes essenciais. A primeira prende-se
com o facto de o objetivo principal do trabalho ser o estudo de alternativas a utilizacdo
de osso autdlogo, uma vez que se acredita que o futuro passard, indubitavelmente,
pela utilizacdo de materiais alternativos. O uso de osso autdélogo necessita de um
segundo momento cirdrgico, tem uma morbilidade associada e ndo é um
procedimento isento de riscos e complicacées, tal como ja foi referido anteriormente.
A segunda questdo prende-se com a colheita de osso autdlogo no rato, para posterior
colocagao no leito implantar. Este tipo de procedimento é critico em termos praticos, e

ndo dispomos de recursos técnicos para o fazer de forma exemplar.

Quanto a questdo da escolha do material xendgeno, optamos por um que conhecemos
da pratica clinica, mas tendo absoluta consciéncia de que o BioOss® sera o material
xendgeno (bovino) de referéncia. Sabemos que existem algumas diferencas na sua
composicdo quimica (devidas aos diferentes tipos de processamento a que estdo
sujeitos), para além da questdo major da origem. No entanto, e porque ambos os
materiais ja foram avaliados em termos de tamanho dos granulos, forma, morfologia e
area de superficie especifica, tendo apresentado resultados muito similares (112),
entendemos preterir o BioOss®, escolhendo para material teste o Osteobiol®. Além
disso, ambos os materiais sdo utilizados com as mesmas indica¢des clinicas e pelo
menos um estudo na literatura indica que também tém resultados clinicos idénticos

(230).
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Infelizmente ndo encontrdmos nenhum estudo acerca da resposta inflamatéria do Bio-
Oss® ou outros materiais de enxerto ésseo comerciais para 0s conseguirmos comparar

com os resultados obtidos neste trabalho.

3. Caracteristicas fisico-quimicas

Nos dias que correm é sabido que as propriedades fisicas e quimicas dos materiais
influenciam e determinam o tipo de resposta inflamatéria produzida pelo organismo
vivo no qual sdo implantados (6, 112, 139-141). Por esta razdo é de importancia crucial
conhecer em detalhe algumas caracteristicas dos materiais que utilizamos em
procedimentos clinicos, particularmente aquelas que podem influenciar o prognéstico,
como o sejam o tamanho das particulas que constituem a amostra, a sua forma, a drea
de superficie, a porosidade, entre outras. No entanto, esta informacdo ndo estd
facilmente acessivel, mesmo no que diz respeito a materiais ja comercializados. Além
disso, antes de selecionar um dado biomaterial, os médicos dentistas muitas vezes
enfrentam o problema de ter uma pandplia de materiais disponiveis no mercado com
as mesmas indicacdes clinicas, mas pouca (ou nenhuma) informacéao é fornecida sobre
a sua comparacdo (70). Van der Stok (93) afirma que uma guideline baseada na
evidéncia que auxiliasse os profissionais na selecdo do melhor produto para cada
indicacdo clinica ndo estd ainda disponivel e seria de importancia fundamental. Na
melhor das hipdteses estardo disponiveis apenas alguns estudos in vitro que envolvem
determinadas linhas celulares especificas (por exemplo, utilizando monécitos ou
macréfagos) (154, 156, 231). Estas linhas sdo utilizadas por serem estes tipos celulares

os primeiros a colonizar os locais da inflamacdo (156, 157, 231).

A titulo de exemplo, foi feito o estudo dos materiais de substituicdo dssea disponiveis
no mercado holandés (93) e foram identificados dezoito marcas comerciais relativas a
materiais de hidroxiapatite, fosfato tricdlcio, compdsitos sintéticos, sulfato de calcio
sintético e vidro bioativo, num total de 1138 artigos relativos a estes materiais. As
formas disponiveis também sao distintas: sélida, pasta e pellets. Os autores concluem

gue alguns destes materiais, ja disponiveis no mercado, foram exaustivamente
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estudados, no entanto, para outros, a informacdo disponivel é muito limitada. E
deixam o repto: para haver suporte a decisdao no que diz respeito a escolher o material
para tratar um defeito dsseo especifico, mais investigacdo é necessaria. Um outro
estudo alemao (94) faz a descricdo de catorze marcas comerciais de diferentes
biomateriais, com diferentes constituicdes e morfologias, concluindo haver grandes
diferencas entre eles e presumindo que cubram um leque de aplicagdes clinicas
distintas, desde serem utilizados como implantes permanentes a serem usados como

implantes rapidamente degradaveis.

Um terceiro estudo, brasileiro (232), caracterizou em termos de propriedades fisico-
quimicas doze biomateriais utilizados na Implantologia concluindo que estes
apresentavam diferencas substanciais em caracteristicas como morfologia e tamanho
das particulas, cristalinidade, area de superficie e porosidade, alertando os
profissionais para a certeza que estas diferencas observadas irdo influenciar o

comportamento bioldgico in vivo dos biomateriais.

4. Morfologia

Os dados morfolégicos obtidos por SEM revelaram que estes dois materiais testados
sao, de facto, bastante diferentes no que diz respeito o tamanho, forma e topografia
de superficie dos seus granulos. As particulas de Osteobiol® sdo mais irregulares e
possuem extremidades com angulos agudos, ao contrario do que acontece com as
particulas de Bonelike® que se apresentam com uma forma bastante regular,
aproximadamente cilindrica e com contornos redondos. As caracteristicas de superficie
sdo também distintas, sendo os granulos de Bonelike® mais suaves, certamente como

resultado do seu processo de fabrico.

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores (112), que analisaram
ndo s6 o Osteobiol®, mas também o BioOss® e o PepGen P-15® (todos materiais
xendgenos) relatando também a existéncia de particulas irregulares e de pontas
afiadas, tal como observamos. Relativamente a caracterizacdo de materiais sintéticos,

encontramos imagens de microscopia electrdnica relativas a dois materiais sintéticos:
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o Bone Ceramic® da Straumann e o NanoBone® (233). Ambos os materiais nos
parecem bastante diferentes do nosso material de estudo. Enquanto os granulos do
nosso material teste (Figura 46) possuem contornos redondos, sem pontas afiadas,
sendo praticamente todos uniformes, os granulos dos outros materiais sintéticos

(Figura 47) sdo irregulares, possuindo angulos agudos e pontas afiadas.

200 pm
CEMUP Bon

Figura 47 — Imagens obtidas por SEM de granulos de Bone Ceramic® e de NanoBone®,

adaptado de (233).

138

Andreia Sofia de Paiva Figueiredo, Setembro de 2013



Estudo in vivo de caracterizagdo da reagdo inflamatadria pés implantagdo de biomateriais a base de hidroxiapatite
para aplicagdo em Medicina Dentdria

Estas alteracdes podem ser devidas a composicdo e ao processo de fabrico dos varios
materiais. Enquanto o Bonelike® é um composto de hidroxiapatite sintética trifasico
reforcado com particulas de vidro (CaO-P,0s) e sinterizado a altas temperaturas
(1300°C) (187, 229), o que conduz a producgao de fosfato de tricalcio a e B, além da HA
(234); o Bone Ceramic® é um fosfato de calcio bifdsico com 60% de hidroxiapatite e
40% de fosfato de tricalcio B, sinterizado a temperaturas de 1100 a 1500°C (233) e o
NanoBone® é constituido por 76% de hidroxiapatite cristalina e 24% de silica,
produzido a 200°C (233). De acordo com estes dados, seria de esperar uma maior
proximidade morfolégica entre o Bonelike® e o Bone Ceramic®, o que de facto ndo se
verifica. Acreditamos que tal facto dever-se-a a adicdo das particulas de vidro no caso

do Bonelike®.

Estas diferencas a nivel morfolégico sdo corroboradas pela adsor¢do de nitrogénio,
que demonstra que as particulas de Osteobiol® possuem uma area de superficie
especifica quinze vezes maior do que o Bonelike®, facto que é explicado pela forma
das proprias particulas. Este parametro é favoravel ao Osteobiol® em termos de
respostas bioldgica. Laquerriere (231) demonstrou, em trabalhos realizados em
culturas celulares de mondcitos, e estudando a influéncia das caracteristicas dos
materiais no comportamento de alguns mediadores inflamatérios, que particulas com
area de superficie reduzida aumentam a producdo de IL-6 (citocina pré-inflamatéria),
indicando que esta caracteristica em particular desempenha um papel importante na

sua produgao.

Também sabemos que a vascularizacdo é promovida pela existéncia de areas de

superficie maiores, assim como pela existéncia de poros (235).

5. Tamanho das particulas

Relativamente ao tamanho das particulas, verificdmos que os granulos de Osteobiol®

tém aproximadamente o dobro do tamanho dos granulos de Bonelike®: Dsy de 670 e
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325 um respetivamente. Para além deste valor médio, a curva de granulometria do
Osteobiol® compreende granulos dos 298 aos 1330 um, e a do Bonelike® granulos dos
14,3 aos 510 um. Acreditamos que as particulas mais pequenas do material sintético
sao devidas aos fragmentos dos préprios granulos. Estas informagdes vém contradizer
de alguma forma os dados fornecidos pelos fabricantes dos respetivos materiais. No
enderecgo eletrénico da Tecnoss (236) esta descrita para o Osteobiol Gen-Os® uma
granulometria de 250-1000 micra. Podemos concluir que quer o valor minimo quer o
valor maximo por eles descritos ndo estdo, de facto, em concordancia com o que
verificdmos. Este facto estd consonante com o descrito anteriormente na literatura
(112), tendo sido encontrados os valores de 455-1260 um para Dig e Dgg, com Dsg de
810 um. As diferencgas verificadas entre os estudos podem ser devidas a alguma

variabilidade do lote do material utilizado para o trabalho experimental.

Relativamente ao Bonelike® a granulometria referenciada pelo produtor é de 250 a
500 micra e os valores que determinamos de 14,3 aos 510 um. Embora o limite
maximo esteja realmente concordante com o que esperavamos, o limite minimo é
francamente menor do que o reportado pelo fabricante. Este facto pode ter
repercussdes ao nivel ndo sé da reacdo inflamatdria provocada aquando da

implantagao dos materiais, bem como dos fendmenos de osteointegragao.

Laquerriere (154) defende que as caracteristicas mais importantes das particulas na
producdo de uma reacdo inflamatdria sdo a forma e o tamanho. As particulas needle
shaped induzem a maior produgdo de citocinas inflamatdrias, assim como as particulas
com menor tamanho. Ghanaati (235) estudou um material sintético, o Cerasorb®, em
cinco formulagdes distintas, que diferem na morfologia, no tamanho das particulas, na
porosidade total e no tamanho dos poros. Concluiu que particulas com um tamanho
médio de 150-500 um e com uma forma poligonal dao origem a células gigantes
multinucleadas mais rapidamente do que granulos esféricos e polimorfos, de maior
tamanho. A questdo no nosso trabalho experimental é que as particulas mais
pequenas sdao também aquelas que possuem contornos redondos. Na nossa opiniao,
hd uma reacdo inflamatdria mais exuberante no caso do Bonelike® devido
essencialmente ao tamanho das particulas (sobretudo aquelas de 15 um), e ndo tanto

a forma e ao contorno por elas apresentados.
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6. Porosidade

No que diz respeito a porosidade, medida por intrusdo de mercurio, ambos os
materiais atingiram valores de cerca de 50%, resultado devido sobretudo aos espagos
existentes entre as particulas. Este facto é mais claro para os resultados obtidos para o
Bonelike®, uma vez que as particulas de Osteobiol® sdo constituidas por uma maior
percentagem de 0sso esponjoso, que por definicdo, possui poros intraparticulares
(esta caracteristica é manifestamente visivel nas imagens de microscopia eletrénica de
varrimento - Figura 15). A percentagem de microporos (< 10 um) é relativamente baixa

em ambos os materiais (cerca de 12% da porosidade total).

Acerca da porosidade, sabemos que o0s macroporos com interconexdes s3o
importantes na medida em que permitem a penetracdo de células e evitam a
obstrucdo fisica, permitindo a migracdo celular, neovascularizacao, circulacdo de agua,
nutrientes e gases e remocao de residuos metabdlicos (228). Relativamente ao
tamanho dos poros necessdrios para que tal aconteca existe alguma variacdo: ha
autores que referem uma dimensdao minima de 100 um (228, 237-239), outros que
referem a importancia dos poros terem entre 100 a 150 um (240), outros que falam de
poros superiores a 150 um (140) e ainda outros que determinam um tamanho médio
de 150-200 um (235). Relativamente aos resultados que encontrdamos, o Osteobiol®
possui uma porosidade de 53% e o Bonelike® de 48% (incluem-se nestes valores os

poros inferiores a 400 um).

Também sabemos que a vascularizacdao é um requisito essencial para o sucesso de um
material de enxerto dsseo, vascularizacdo essa que é promovida pela existéncia de
poros e de uma maior area de superficie (235). Outra questdo pertinente é a influéncia
que a porosidade tem na integracdo do material no leito implantar: uma alta
porosidade induz o crescimento celular e de tecido conjuntivo no interior dos granulos,
enguanto materiais com baixa porosidade preenche os espacos existentes no leito

implantar, atuando como uma barreira (235).

Bohner e colaboradores (241) estudaram a ligacdo entre a arquitetura do material e a

resposta in vivo, salientando as dificuldades na definigdo de uma arquitetura 6tima.
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7. Composi¢ao quimica

Em termos de composicdo quimica, as analises realizadas confirmaram que o
Bonelike® é exclusivamente composto por trés fases cristalinas e inorganicas:
hidroxiapatite, fosfato tricalcio a e fosfato tricalcio B, enquanto que o Osteobiol® é
composto por uma fase organica (colagénio tipo 1) e uma fase inorganica
(hidroxiapatite carbonatada). No que diz respeito as razdes Ca/P obtivemos valores
ligeiramente inferiores para o Bonelike®, facto que ja esperdvamos, uma vez que este
material contém a- e B-TCP, enquanto a fase inorganica do Osteobiol® é apenas

composta por hidroxiapatite.

Sabemos que a composicdo quimica dos materiais pode alterar o comportamento dos
macréfagos em fendmenos como a adesao, apoptose, fusdo e secrecao de citocinas
(242). No caso particular das razdes Ca/P, sabemos que afetam a degradacdo dos
materiais (243) e que também afetam a solubilidade das particulas, e
consecutivamente a libertacdo de componentes. Adicionalmente foi reportado que os
materiais compostos por hidroxiapatite e fosfato tricalcio induzem uma maior resposta
inflamatdria inicial quando comparados com aqueles compostos unicamente por
hidroxiapatite (243), o que pode justificar, de facto, a rea¢cdo mais intensa observada
no caso do Bonelike®. Por outro lado, também ha evidéncia que materiais que tenham
baixa cristalinidade, como é o caso do Osteobiol®, sdo mais propensos a degradacdo
(238) e portanto podem influenciar negativamente a resposta bioldgica por parte do

organismo hospedeiro.

8. Hidrofilicidade/Hidrofobicidade

Outro aspeto investigado foi a natureza hidrofilica/hidrofébica dos materiais, visto
sabermos que as propriedades de superficie dos mesmos determinam a resposta do
organismo hospedeiro, ou seja, as respostas inflamatdria e imunitaria. De uma forma

geral os materiais hidrofilicos induzem respostas menos exuberantes quando
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comparados com aqueles hidrofdbicos (11). Apesar das limitacdes experimentais com
as quais nos deparamos na medicao dos angulos de contacto num material granular,

ambas as amostras demonstraram ser hidrofilicas.

9. Resposta bioldgica a um material de substituicdao ossea

Bohner e colaboradores (241) debrugaram-se sobre a problemdtica de ainda nao ter
sido alcancado um consenso acerca do que é a arquitetura 6tima de um material de
substituicdo déssea. De acordo com os autores, as regras que derivam dos estudos
realizados sdo vagas, e até contraditdrias. Na sua opinido, a arquitetura ideal nao
existe, uma vez que ela é o equilibrio entre diversos fatores: o préprio material, a
biologia, as caracteristicas dos poros, o doente e o tempo, numa relagdo que
classificam por complexa. Como conclusdo, os autores afirmam que definir uma
arquitetura ideal é dificil por varias razdes: cada material deve satisfazer varios
requisitos — ser reabsorvivel, permitir o crescimento ésseo e servir de suporte
mecanico; é dificil caracterizar a arquitetura, quer em termos matematicos, quer em
termos técnicos; os produtos da biodegradacdo influenciam a resposta bioldgica e a
degradacdo depende da composicao do material e da sua solubilidade, assim como do
paciente e da localizacgdo do enxerto. Todos estes pardmetros sdo mutaveis, e

caracteristicos de cada procedimento, ndo sendo passiveis de homogeneizar.
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Figura 48 — Interrelacdo complexa entre fatores relacionados ao paciente, ao material,

e as células presentes na superficie do mesmo. Adaptado de (241).

10. Inflamagao — avaliagao histoldgica

A implantacdo de biomateriais num qualquer organismo vivo despoleta uma resposta
gue compreende vdrios estadios, incluindo o inflamatdrio. Esta inflamacdo medeia a
resposta celular que penetra o leito de implantacdo e que controla a integracdo do
biomaterial, a sua degradacdo e a vascularizacdo, através da secrecdo de citocinas

modulatérias (235). A extensdo desta resposta imune pode ser caracterizada pela
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formacdo de tecido de granulacdo, reacdo de corpo estranho, fibrose e

desenvolvimento de uma capsula (141).

Develioglu (244) estudou um material xendégeno de origem bovina, implantando-o na
calote de ratos durante 4 semanas. Descreve a formag¢dao de uma camada de tecido
fiboroso ao redor dos granulos e também a presenca de células gigantes
multinucleadas. Nao foi observado qualquer tipo de reabsor¢do, encontrando-se os

granulos intactos.

Figura 49 — Imagem histolégica de uma das nossas laminas de Osteobiol® e imagem

dos resultados obtidos por Develioglu et al (244).

As imagens histoldgicas obtidas sdo em muito semelhantes, embora os modelos
utilizados sejam distintos: nds implantdmos o biomaterial em tecido muscular e
Develioglu (244) fez a implantagdo em tecido dsseo, na calote craniana. S3o visiveis os
granulos do biomaterial com a sua forma irregular, rodeados por tecido nativo — no
nosso caso, tecido muscular e no caso dos colegas, tecido dsseo. E visivel o infiltrado
inflamatdrio que rodeia as particulas do biomaterial. A camada de tecido fibroso ao
redor dos granulos é menor no nosso caso, facto que atribuimos a duracdao do ensaio
(1 semana para 4 semanas). No entanto consideramos interessante o facto de, apenas
passada uma semana, ja ser claramente visivel uma delimita¢ao de cada granulo por
parte do organismo hospedeiro. Os cortes destas laminas sdo particularmente dificeis,

podendo originar a saida do granulo da sua localizagdo original ou a sua fragmentacao.
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Costa e colaboradores (242) estudaram a reacdo tecidular apds a implantacdo de
biomateriais sintéticos, mas usando uma alternativa de modelo (calote) e um periodo
de tempo (1 més) diferentes. Mesmo usando essas premissas, obtiveram resultados
semelhantes: predominio de células inflamatdrias mononucleares, com distribuicao
homogénea de vasos sanguineos no tecido conjuntivo e proliferacdo celular discreta e
sugestiva de células inflamatdrias. Também observaram células gigantes
multinucleadas ao redor dos granulos do biomaterial, sugerindo uma tentativa por

parte do organismo recetor de reabsorcao.

Cruz e colaboradores (97) tinham feito uma avaliacdo semelhante ao objetivo do nosso
estudo, durante 15 dias. Estudaram um material xenégeno (Gen-Ox®) e um material
sintético (HA-U®) apds implantacdo subcutanea em ratos. Verificaram que no
xenoenxerto havia presenca de edema e proliferacao vascular, reagdao de corpo
estranho, presenca de linfécitos polimorfonucleares, fibrose e proliferacdo de
fibroblastos a volta dos granulos, referindo que no caso do material sintético, a
inflamacdo era mais grave do que no Gen-Ox®, sendo a diferenca estatisticamente
significativa. Os autores avaliaram a reacdo inflamatéria ndo pela contagem total de

células inflamatérias, mas através da medicao da distancia ocupada por estas células.

No estudo que realizdmos observdamos uma reagao histolégica mais exuberante no
caso do biomaterial sintético, tal como seria expectado tendo em conta as
caracteristicas fisico-quimicas analisadas. O facto de este material apresentar granulos
de muito baixa dimensdo (da ordem dos 15 um), uma area de superficie especifica
menor e uma menor porosidade sdo parametros que podem ajudar a justificar este
achado. Encontramos também células gigantes multinucleadas (Figura 26), tal como
descrito por outros autores. A camada fibrosa formada ao redor dos granulos também

€ mais notdria no caso do material sintético (Figura 25).

No nosso caso, e adotando a metodologia usada por El-Rouby e colaboradores (193),
optdmos por fazer a contagem de células inflamatdrias por campo, uma vez que
pensamos ser uma medida mais objetiva do que o espago ocupado por elas.
Obtivemos também uma diferenga, sendo o valor encontrado mais elevado no

material sintético. No entanto a diferenca ndo é passivel de mudangca no grau de
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inflamacdo, sendo ambas classificadas como inflamacdo moderada (entre 25 a 125
células inflamatdrias por campo). Quanto as células gigantes multinucleadas contdmos
menos de 1 célula por campo, quer num biomaterial quer no outro, ndo havendo

diferencgas estatisticamente significativas.

11. Expressao genética

Quando implantamos um material num organismo vivo, sabemos a priori que vao ser
despoletados uma série de eventos, devido ao facto do material ser considerado "not-
self". A primeira resposta por parte do hospedeiro é iniciar uma reacdo inflamatdria.
As caracteristicas desta reacdo podem ser multiplas. As primeiras células que chegam a
zona afetada sdo os neutréfilos, seguidos pelos macréfagos. Estes macrdéfagos sdao
células que apresentam uma fagocitose aumentada e libertam mediadores e citocinas,
gue contribuem para a manutencdo da resposta inflamatdria. Os macréfagos ativados
segregam trés citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a), que induzem muitas das alteracdes
observadas na resposta inflamatéria aguda localizada e sistémica. A formagdo de
células gigantes multinucleadas, a producdo de colagénio e a formacdo de uma capsula
fibrosa sdo consequéncias referidas na literatura (24), sendo entidades encontradas no

local da implantacdo em estudos histolégicos.

Mas sabemos que, ap6s atingir a corrente sanguinea, as células inflamatdrias, bem
como as citocinas e quimiocinas podem produzir um outro tipo de resposta: a resposta
sistémica ou generalizada. A producdo de proteinas de fase aguda, febre e mobilizacdo

de metabolitos sdo exemplos de possiveis efeitos sistémicos.
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12. Andlise sistémica (das amostras de sangue periférico)

Os resultados obtidos ndo sdo passiveis de comparagdo com outros, uma vez que nao
encontrdmos, publicada na literatura, nenhuma avaliagdo sistémica pds-implantacdo
de biomateriais. No entanto, discutiremos os resultados obtidos fazendo a

comparag¢ao com estudos realizados a nivel local.

Como resultado principal da avaliacao realizada, verificou-se que ambos os materiais
se comportam de forma andloga. A tendéncia de aumento ou diminuicdo no niumero
de transcritos de cada gene avaliado segue exatamente a mesma ldgica para o
material xendgeno e para o material sintético. Mais concretamente, os transcritos do
gene IL-6 e CCL3 diminuem para ambos os materiais e os transcritos dos genes /L-186,

TNF-a e CCL2 aumentam, também para ambos os materiais.

As diferengas obtidas entre a avaliacdo antes e depois da colocacdao do biomaterial
sdo, para todos genes e para ambos os materiais, estatisticamente significativas,

seguindo a tendéncia ja referida.

A diferenca entre a producdo de IL1-8 e CCL2 também é estatisticamente significativa,
sendo de real¢ar que o material xenégeno produz mais transcrito de /IL1-8 e o material
sintético produz maiores quantidades de RNAm de CCL2. Assim, os resultados sugerem
gue o material sintético origina uma ativacdo dos macréfagos e uma polarizacdo do
sistema imunitdrio para Th2, comportamentos devidos a acdo da quimiocina CCL2. O

material xendgeno origina uma ativacdo dos linfécitos, por acdo da citocina IL-1.

O gréfico da Figura 2, que exemplifica o que acontece numa resposta inflamatéria
fisioldgica, permite verificar que, dos mediadores que escolhemos para genes alvo, ha
dois em que se observa o aumento da sua concentracdo numa fase mais precoce (TNF-

o e /L-18) e outros dois que aparecem mais tardiamente (CCL2 e IL-6).

No entanto, ha autores (245) que consideram a IL-6 como a citocina que regula a

transicdo de inflamacdo aguda para inflamagdo crdnica, por ser responsavel pela
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alteracdo da natureza do infiltrado inflamatério (de neutréfilos polimorfonucleares

para mondcitos/macrofagos), tal como se pretende explicar na Figura 50.

Considerando esta hipdtese, é possivel justificar a diminuicdo nos valores detetados no
sangue, para os transcritos de CCL3 e de IL-6, quando comparados com os ratos do
grupo controlo, injetados com solucdo salina. A IL-6 pode estar diminuida no sangue
por estar aumentada a nivel local, estando a ser recrutada para mediar a passagem de

inflamacdo aguda para inflamacao crénica.

Primeira fase - inflamacgdo Segunda fase — inflamacdo prolongada
[ Activacao PMN ] Mononuclear shift
Neutrophil -6
recruitment receptor
smeoqu IL-6 Recrutamento
,g siL -6R complex

de mondcitos

Ambiente
1.

Recrutamento

de neutrofllos MCP -1
Resposta L |

inflamatéria aguda
local & - acthmlon _’
Promogdo apoptose 3.
neutrofilica

Fagocitose macrofagica
Figura 50 — Papel desempenhado pela IL-6 na passagem de inflamacdo aguda para
inflamacdo crénica. Figura adaptada de (245). A IL-6 interfere com a fagocitose
macrofagica e com o papel do MCP-1 no recrutamento de mondcitos, o que vai

perpetuar a inflamagao aguda, e conduzi-la a cronicidade.

Outra questdo que é relevante discutir é a origem da IL-6, cujos transcritos foram

analisados no presente estudo. Sabemos que a IL-6 é também designada de “miocina”,
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por poder ser sintetizada a nivel muscular. Como a implantacdo dos materiais a
estudar foi feita ao nivel intramuscular, provavelmente foi potenciada a produc¢do de
IL-6 a nivel local, além da IL-6 que deve ser produzida, também a nivel local, pelos

macrdéfagos ativados.

Quanto a quimiocina CCL3, sabemos que ela recruta e ativa os leucdcitos
polimorfonucleares (neutréfilos, basoéfilos e eosindfilos). Por este motivo, ela tera uma

acdo prévia as citocinas TNF-a e IL-1B referidas na Figura 2.

De modo a melhorar a compreensao dos resultados, apresenta-se na Figura 51 a
hipdtese mais provavel para a sucessdao dos mediadores inflamatdrios subsequente a

exposicao aos biomateriais.

D) A,
cCL3 IL-6 ccL2
IL-1B

Figura 51 — Possivel sequéncia de surgimento dos mediadores inflamatérios. Numa

primeira fase havera producdo de CCL3. Numa segunda fase, os macrofagos ativados
produzem TNF-a e IL-1B, que vao ativar neutréfilos e linfdcitos, respetivamente. A
maior concentragao de IL-1B conduz a maiores produgdes de IL-6. A IL-6, como ja foi

referido, aumenta a expressdo de CCL2 (ou MCP-1).

Consideramos que o esquema apresentado na Figura 51 representa com mais realismo
o evento de acontecimentos, tendo em conta os resultados obtidos e algumas
evidéncias da literatura, acrescendo ainda o facto de que a quimiocina CCL3 ou MIP-1a
recruta e ativa os leucécitos polimorfonucleares, neste caso com mais énfase nos
neutrdfilos. Depois de serem recrutados e ativados, ha expressdao de citocinas e
guimiocinas que ativam o endotélio e atuam como mediadores na migracdo de

neutrofilos (TNF-a e IL-1B). A IL-6 podera ser, como ja foi explicado anteriormente,
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considerada uma citocina de transi¢cdo. A quimiocina CCL2 ou MCP-1 sera o mediador
mais proximo da inflamagdo crdnica, tido como indutor de uma imunidade polarizada

para Th2 e ativador de macréfagos, o que levara a uma continuacdo do processo.

13. Analise local (das amostras de tecido muscular)

Esta parte do estudo devera ser considerada “preliminar”, uma vez que os resultados
apresentados correspondem apenas a 1 rato do grupo controlo (n=1), a 1 rato do
grupo do material xenégeno (n=1) e a totalidade dos ratos do grupo do material
sintético (n=5). Tal facto fica a dever-se a dificuldade extrema que se constatou, em
extrair RNA em quantidade e qualidade (integridade) do tecido muscular,
principalmente do grupo controlo. A quantidade de RNA que foi possivel extrair das
amostras foi muito reduzida e, naquelas que tinham uma concentracdo aceitavel, o

RNA apresentava-se degradado (com valores de RIN inaceitdveis).

No sentido de colmatar as dificuldades encontradas, recorreu-se ao uso de multiplas
técnicas: utilizacdo de homogeneizador; brocas montadas em peca de mao portatil;
equipamento TissuelLyser® e extracdo a partir de quantidades diferentes de tecido,
para testar se haveria maior rendimento da extracao se, a partida, se utilizasse maior
guantidade (miligramas de tecido). Todas as abordagens usadas se revelaram
infrutiferas para a obtencao de RNA em quantidade e integridade adequadas para a
prossecucdo dos ensaios de PCR em tempo real. Entendemos que a Unica razdo que
justificara este facto é o tecido muscular usado ser proveniente de um musculo
postural e ndo desempenhar uma funcdo preponderante para o rato, ao contrario por
exemplo do que acontece com os musculos da marcha ou os musculos mastigadores. E
légico pensar que a dificuldade de extracdo se devera ao conteudo residual de RNA
existente nestas células. Por esta razdo, os valores apresentados referem-se apenas
como médias, uma vez que ndo foi efetuada a analise estatistica, por insuficiéncia de
numero. E de realcar que, partindo desta premissa, ndo é possivel apresentar

experiéncias com o numero de animais necessdarios para apresentar estes resultados
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como finais. Ndo se pode afirmar que o Unico exemplar de que foi possivel extrair RNA
com qualidade minima para andlise posterior corresponde a representagao do que
sucede em todos os animais. Além disso, uma vez que todos os resultados encontrados
sao normalizados para os genes enddgenos e sdo relativos ao grupo controlo, dada a
insuficiéncia de amostra, existindo RNA disponivel de apenas um rato controlo, todos
os resultados, mesmo aqueles referentes ao grupo do material sintético, serdo

apresentados somente como indicadores de uma tendéncia, com carater preliminar.

Os resultados obtidos na andlise da expressdo dos transcritos dos cinco genes alvo,
para ambos os materiais, vém de encontro ao que foi verificado previamente na
analise histoldgica, em concreto, na contagem de células inflamatérias por campo. O
material sintético (nome comercial Bonelike®) apresentava uma resposta inflamatdria
mais intensa, ainda que classificada como moderada (112 + 10 total de células
inflamatdrias por campo, média de 10 medi¢ées) e o material xenégeno (nome
comercial Osteobiol®) também desencadeou uma resposta inflamatdéria moderada (84
+ 7 células inflamatérias por campo, média de dez medic¢des). Assim, conclui-se que o
material sintético origina uma resposta inflamatéria, com o recrutamento de um maior
numero de células ao local, mesmo que esta diferenca ndo seja estatisticamente

significativa.

Os dados preliminares obtidos no estudo da expressao genética vém corroborar o
resultado da andlise histoldgica. Os niveis de transcritos dos genes alvo para o material
sintético, analisados no seu conjunto, sdo da ordem dos 304 (relativos aos cinco genes)
enquanto os relativos ao material xendgeno sdao da ordem dos 274 (também relativos

aos cinco genes alvo).

No que diz respeito a analise de cada mediador inflamatdrio per se, verificamos que os
genes CCL2, IL-18, IL-6 e TNF-a apresentam maior numero de transcritos no caso dos
animais implantados com o material sintético. O uUnico mediador que surge com

valores mais altos no caso do material xenégeno é o CCL3.

O CCL3 (ou MIP-1a) tem como efeito major a promog¢do de uma imunidade polarizada

para Th1l, ao contrario do CCL2 (ou MCP-1) que polariza o sistema imunitdrio para Th2.
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Os materiais estudados parecem, assim, responder de forma dispar aos materiais

implantados.

A informacdo disponivel na literatura, relativa a avaliagdo da expressdao genética da
reacdo inflamatdria causada por materiais de enxerto ésseo é muito limitada. Markel
et al (180) caracterizaram a resposta inflamatéria local a quatro materiais
comercializados com indicacdo de enxertos ésseos, utilizando um modelo diferente
(bolsa de ar) e apenas um gene alvo: /L-18. Os autores concluiram que todos os
produtos investigados provocaram uma reac¢do inflamatdria significativa, quando
comparada com o grupo controlo (injetado com solucdo salina), uma vez que a

expressao de /L-16 foi mais elevada apds o procedimento de implantagao.

Schutte et al (30), num estudo de implantacdo subcutdnea de biomateriais
poliméricos, no interior de gaiolas de malha de aco inoxidavel, concluiram que a
producdo local do gene MCP-1 (CCL2) permaneceu constante durante os primeiros 8
dias apds a implantacdo. Estes resultados sdo exatamente o oposto do que se observa
no presente estudo, uma vez que o mediador CCL2 foi aquele que desencadeou um
maior aumento nos transcritos de ambos os materiais, na avalia¢do local das amostras
de tecido muscular. Estas diferencas podem ser atribuidas as propriedades fisico-
quimicas dispares dos materiais utilizados (polimeros e materiais de hidroxiapatite sdo
em tudo diferentes) e também no método de avaliacdo, uma vez que os autores
avaliaram a medicdo de citocinas através da utilizacdo de anticorpos secundarios. Os
préprios resultados sao expressos na forma qualitativa, através de um mapa de calor,
com cores, ao invés de ser uma avaliacdo quantitativa como é o caso da avaliacdo por

PCR em tempo real.

Ryden et al (246) estudaram a resposta inflamatdria, pés implantacdo subcutanea de
implantes de titanio puro e de titdnio revestido com hidroxiapatite. Os autores
referem que a quimiocina MCP-1 (CCL2) recruta os mondcitos circulantes, que depois
maturam em macrofagos tecidulares e descrevem também um decréscimo rdpido nos
niveis deste mediador inflamatério, para todos os implantes durante o periodo de
observacdo (24 e 72 horas). Embora no presente estudo ndo tenham sido avaliados

tempos tdo curtos de implantagdo, tendo sido realizada apenas uma avaliagdo aos 8
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dias, estes resultados ndo sdo consistentes com aqueles por nds observados, sendo a
quimiocina CCL2 aquela que demonstra as maiores subidas na analise local de ambos

0s materiais e também na andlise sistémica do material sintético.
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Capitulo 6 Conclusoes
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Apds execucdo da totalidade do trabalho, e analisados os dois materiais selecionados
em termos da sua caracterizacgdo fisico-quimica, da analise histolégica pés-implantagcao
muscular e do estudo do numero de transcritos dos genes IL-168, IL-6, TNF-a, CCL2 e

CCL3 no sangue e no musculo, concluimos que:

1) Os dois materiais tém caracteristicas fisicas bastante diferentes, facto que ja
era esperado, tendo em conta a origem dispar de ambos. Apds a realizacdo da
caracterizacdo fisica, recorrendo a varias técnicas diferentes para avaliar vdrias
caracteristicas diferentes, concluimos que as particulas do material xendgeno sao
maiores do que as do material sintético (D19 298 para 14 um; Dsq 672 para 325 um; Dy
1330 para 510 um). A morfologia também ¢é bastante diferente, com as particulas do
material sintético a apresentarem-se mais cilindricas, de contornos redondos e com
superficies lisas e monodispersas e as do material xenégeno maiores, altamente
irregulares, com bordos afiados e polidispersas. Quanto a porosidade, o material
xendgeno apresenta maior volume de mercurio intruido (0,54 para 0,35 cm® g*), maior
volume de mercurio intruido em poros menores que 10 um (0,068 para 0,046 cm?® g'l)
e ligeiramente maior porosidade (53% para 48%). A area de superficie € maior no
material xenégeno do que no material sintético (9,404 para 0,636 m? g 1), A densidade
€ maior no material sintético do que no material xenégeno (2,77 + 0,05 para 2,39 +
0,03 g cm™). Quanto a hidrofilicidade, ambos os materiais se apresentaram como
sendo hidrofilicos, sendo o valor do angulo de contacto superior para o material

xendgeno do que para o material sintético (51,4 + 7° para 26,7 + 4,3°).

2) Relativamente as propriedades quimicas verificdmos que o espetro de FTIR
(que avalia a composicdo quimica) do material xendgeno é muito semelhante a outros
ja registados de osso humano ou animal, sendo visiveis as bandas de colagénio (amido
| e amido Il) e hidroxiapatite. No espetro do material sintético ndo é visivel nenhuma
banda correspondente ao colagénio, sendo detetdveis as bandas da hidroxiapatite.
Quanto a cristalinidade, e avaliando os difratogramas obtidos por difragao de raio X,

concluimos que o material sintético apresenta picos de hidroxiapatite (JCPDS n2 09-
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432), a-TCP (JCPDS n2 29-0359) e B-TCP (JCPDS n? 86-1585), enquanto que o material
xendgeno apresenta apenas picos de hidroxiapatite. Quanto aos racios Ca/P, em
percentagem atémica, foram avaliados com valores superiores para o material

sintético (1,75 £ 0,16 para 1,35 + 0,07 do material xendgeno).

3) As caracteristicas fisico-quimicas observadas na analise por nds efetuada vao de
encontro a outras ja publicadas. E de salientar que a avaliacdo da hidrofilicidade n3o
costuma ser efetuada e que os valores de distribuicdo das particulas nao
correspondem aqueles descritos pelos fabricantes destes materiais de enxerto ésseo.
A Tecnoss®, Giaveno, Itdlia anuncia o seu material como tendo tamanho de granulos
de 250 a 1000 um, quando o verificado é de 298 a 1330 um. A Medmat Innovation®,
Porto, Portugal relata que as suas particulas tém tamanhos entre 250 e 500 um
guando na realidade o detetado é 14,3 e 510 um. As discrepancias maiores verificam-
se portanto no D1g do material sintético e no Dgg do material xenégeno. E de referir
gue o tamanho médio das particulas do material xendgeno é 672 um e do material

sintético 326 um.

4) Relativamente a resposta inflamatéria avaliada através da histologia,
verificdmos que o material sintético despoleta uma reacdo inflamatéria moderada,
assim como o material xendgeno, tendo como base desta classificagdo o nimero total
de células inflamatdrias por campo (112 + 10 para o material sintético e 84 + 7 para o
material xenégeno). No que diz respeito a tipologia destas células, para ambos os
materiais € notdrio um predominio claro de fibroblastos, havendo também alguns
linfécitos e algumas células gigantes multinucleadas. Quanto a espessura da cdpsula
verifica-se que o material sintético origina uma capsula com maior espessura, assim
como potencia uma resposta com producdao de maiores quantidades de colagénio e
também maior fibrose. Todas estas constatacGes vém de encontro ao que se tinha

previsto aguando da caracterizacao dos materiais.
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5) Apds a implantacdo intramuscular de ambos os materiais é possivel quantificar
alteragbes no numero de transcritos dos genes das citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias escolhidas. No entanto, ao contrdrio do que inicialmente se previa, ha
alguns que aumentam a sua expressdao no sangue periférico, havendo outros que se
nota uma diminuicdo. Os genes IL-6 e CCL3 sdo aquelas que diminuem, sendo esta
diminuicdo detetada em ambos os materiais. Os genes IL-18, TNF-a e CCL2 aumentam
a sua expressdao, também para ambos os materiais. Existem diferencgas
estatisticamente significativas para os valores de transcritos do gene /L-16 no material
xendgeno quando comparado com o material sintético e nos valores de transcritos do

gene CCL2 para o material sintético quando comparado com o material xendgeno.

6) A reacdo local a implantacdo das particulas, apesar de todas as limitacdes e
criticas passiveis de enumeracdo, parece ser muito mais exuberante do que a reagao
sistémica. Era o que se previa tendo em conta que, para atingir a corrente sanguinea,
tem que haver aumento substancial nos tecidos locais. O material sintético apresenta
valores superiores de expressao relativa dos genes de todos os mediadores (/L-18, IL-6,
TNF-a e CCL2), a excecao do gene CCL3, sendo o valor mais elevado do gene CCL2.
Estes resultados sdo passiveis de alguma discussdo, uma vez que tivemos, como ja foi
referido, algumas dificuldades em realizar a extracdao de RNA dos musculos controlo,
mesmo recorrendo a varias técnicas possiveis. Quando comparamos a reac¢ao local
com a reacao sistémica, parece-nos haver uma muito maior similaridade de resposta

nos dois materiais na avaliacdo local.

7) Fazendo o perfil da reacdo sistémica, observamos uma resposta diferente entre
o material sintético e o material xendgeno. O material sintético provoca uma maior
expressao de transcritos de CCL2, a quimiocina que ativa os macréfagos e que
promove uma imunidade polarizada para Th2. O material xenégeno aumenta a
expressao de transcritos de /L-18 que ativa o endotélio vascular e que ativa também os

linfocitos. Parece haver entdo um perfil de resposta distinto: o material xendgeno
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parece ativar as células linfocitarias, enquanto que o material sintético parece ativar as

células macrofagicas.

8) Fazendo o perfil da resposta localizada ao tecido muscular ha pequenas
diferencas entre os dois materiais, mas menos consistentes do que o verificado na

resposta sistémica.

9) Em resumo, o material xendgeno, aos 8 dias, parece estar ainda numa fase
inflamatdria mais precoce do que acontece com o material sintético, durante o mesmo
periodo temporal, por apresentar um nivel mais elevado de transcritos de /L-16 do que
o material sintético. A exposicdo ao material sintético (home comercial Bonelike®)
apresenta valores inferiores de /L-18 do que aquela origina pelo material xenégeno
(nome comercial Osteobiol®), mas valores mais elevados de CCL2, diferenca esta que é
estatisticamente significativa, sugerindo que ja se encontra numa fase mais avancada
de reacao inflamatéria. Na analise local, com as ressalvas ja referidas anteriormente, o
material sintético apresenta valores mais elevados, quer de transcritos de /IL-6, quer de
CCL2, mas também de TNF-a e de IL-16. Estes resultados mostram que o aumento de
mediadores inflamatérios no local de implantacdo leva a maiores concentracdes dos
mesmos mediadores no sangue periférico, demonstrando uma relagao positiva com o

gue acontece numa abordagem sistémica e local.

10) E ainda relevante mencionar trés limitacdes relevantes do modelo em estudo
para testar a reacdo inflamatdria. Em primeiro lugar, é importante ter em conta que os
resultados a partir de modelos animais podem ndo ser facilmente transpostos para a
biologia humana. Segundo, a avaliacdo realizada sé estava focada em uma semana
apos a implantacdo, impedindo o conhecimento de outros eventos. Terceiro, foram
analisados apenas cinco mediadores inflamatérios e havera com certeza outros

mediadores importantes em eventos inflamatadrios.
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Assim, s3o necessarios mais estudos, nomeadamente que incluam outros materiais,
mais tempos de exposicdo e avaliagdo de maior niumero de genes-alvo, a fim de
esclarecer melhor os mecanismos moleculares subjacentes ao processo inflamatorio.
No entanto, este estudo é original e inovador e, apesar das referidas limitacdes,
representa uma contribuicdo cientifica relevante na Medicina Dentdria. Estudos como
este podem trazer alguma luz para a compreensdo da complexidade bioldgica e

comportamento clinico dos substitutos ésseos.
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