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1- ABORDAGEM DO TEMA

Nas ultimas cinco décadas tem-se assistido a um esforgo multifacetado e
polivalente no desenvolvimento de numerosos materiais sintéticos de enxerto dsseo
para aplicagbes no ambito da medicina dentaria, da ortopedia e da cirurgia
maxilofacial. Nesta area, destaca-se a sua utilizacdo na reparacdo de defeitos
periodontais, aumento do osso alveolar, elevacdo do seio maxilar e reparacéo de

extensos defeitos 6sseos causados por tumores ou traumatismos'.

Estes materiais tém sido optimizados no sentido de melhorar a sua
biointegracdo e funcionalidade, verificando-se uma tendéncia de aproximagado das
suas propriedades as do tecido &sseo original. Com efeito, apdés terem sido
sintetizados materiais bioinertes e, mais recentemente, biocompativeis, bioactivos e
bioreabsorviveis, 0 passo seguinte aponta para o desenvolvimento de materiais
biomiméticos com uma composi¢cao e estrutura capaz de lhes fornecer intrinsecas
capacidades osteoindutoras®. Efectivamente, uma das vantagens da utilizacdo de
materiais sintéticos reside na possibilidade de manipulagdo das suas caracteristicas,
de forma a estimular e modular as respostas celulares e moleculares no sentido
pretendido® °.

A auséncia de problemas de imunogenicidade e facilidade de esterilizagéo
contribuem também para a crescente expansdo dos materiais sintéticos®. Acresce,
ainda, a possibilidade de obter lotes uniformes, com propriedades mais previsiveis do
que os materiais de origem natural. Salienta-se, neste campo, o desenvolvimento de
materiais capazes de proporcionar um suporte mecanico adequado a diferenciagao e
maturagdo do novo tecido 6sseo e cuja degradagado se processe de forma gradual,
num periodo compativel com o crescimento dos tecidos que pretendem substituir. A
este respeito € importante salientar o papel primordial dos osteoclastos nos processos
de biodegradacg&o/reabsorgao destes materiais’. Os osteoclastos s&o, frequentemente,
as células 6sseas que primeiro contactam com os biomateriais determinando, muitas
vezes, a sua estabilidade e sucesso clinico. Estas células, na sua actividade de
reabsor¢cao de matriz mineralizada (de origem natural ou sintética), estao, também, a
preparar estas superficies de forma a criar condi¢des para uma posterior e eficaz
adesao e proliferacdo das células da linha osteoblastica. Seguindo os ensinamentos
da natureza esta marca estrutural sera talvez de comecar a ser levada em conta nos

processos de fabricagdo de materiais biomiméticos de substituicdo 6ssea. O footprint
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deixado na superficie dos biomateriais, pela actividade osteoclastica, tera uma micro,
sub-micro e nanotopografia de exceléncia para a indugdo de um fendtipo
osteoblastico, contribuindo de forma determinante para os processo de

osteointegracdo e osteocondugdo dos biomateriais®.

OBJECTIVOS DO TRABALHO

A matriz mineral do tecido 6sseo tem sido mimetizada através da
manipulacdo de fosfatos de calcio, entre os quais se destaca a hidroxiapatite,
utilizando varias estratégias que incluem a fabricagdo de materiais nanoestruturados.
A este propésito parece-nos pertinente relembrar que a matriz 6ssea € um biomaterial
nanoestruturado, possuindo uma fase organica e uma fase mineral com dimensobes
nanométricas e que grande parte dos processos bioldgicos ocorrem a uma escala
nano. Assim, os ceramicos de fosfato de calcio nanocristalinos parecem constituir

materiais bastante promissores nos processos de osteointegracao.

O trabalho experimental apresentado neste estudo propde-se avaliar in vivo, no
coelho, o processo de osteointegragdo e o potencial de regeneragao ésseo de uma
hidroxiapatite sintética nanocristalina (cedida pelo Departamento de Engenharia
Mecanica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra),
recorrendo essencialmente a uma analise de indole histolégica efectuada em
microscopia de luz.

Este trabalho foi concebido com o objectivo de analisar o comportamento
bioldégico desta hidroxiapatite sintética, utilizando um modelo de cicatrizagdo 6ssea
retardada com defeitos dsseos cranianos com reduzida contengéo fisica, tendo como
referéncia um defeito 6sseo preenchido com osso autégeno (controlo positivo) e um
defeito 6sseo sem preenchimento (controlo negativo). Em paralelo foi ainda avaliada
uma hidroxiapatite natural de origem bovina (Bio-Oss® Spongiosa), por ser um

material de ampla utilizagdo na clinica de Medicina Dentaria.

O presente trabalho insere-se num conjunto de estudos desenvolvidos no
ambito da regeneragao 6ssea, em execug¢ao no Departamento de Medicina Dentaria,
Estomatologia e Cirurgia Maxilo-Facial e Laboratério de Tecidos Duros da Faculdade
de Medicina da Universidade de Coimbra.

Pretende-se, com este estudo, dar continuidade ao trabalho desenvolvido pelo

grupo em que estamos integrados, contribuindo com mais alguns dados em relagdo ao
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comportamento biolégico de um material sintético, nanocristalino, a base de fosfato de

calcio.
PLANIFICA(;AO DO TRABALHO

Esta dissertagdo encontra-se organizada em trés capitulos distintos.

No primeiro capitulo, apds breve abordagem do tema escolhido e depois de
enunciados os objectivos, procede-se a uma pequena exposi¢cao sobre a “interface
biomaterial-meio”. Neste dmbito da-se especial enfoque a algumas das caracteristicas
do biomaterial que condicionam o seu desempenho bioldgico, nomeadamente a sua
composigdo quimica, energia de superficie e adsorcdo de proteinas. Ainda nesta
perspectiva, e tendo por base os resultados dos estudos histolégicos por néds
efectuados, pareceu-nos pertinente dar particular desenvolvimento a “Biologia do
osteoclasto”. Com efeito, de entre a profusdo de diferentes populagbes celulares
observadas e analisadas nas laminas histolégicas, o osteoclasto estimulou o nosso
interesse e curiosidade, considerando o seu papel primordial nos processos de
biodegradacao/reabsorcdo dos materiais em estudo. Assim, pretendemos chamar a
atencao para a importancia do osteoclasto e contribuir para uma melhor compreensao
das capacidades funcionais desta célula na dindmica do tecido 6ésseo e na reabsorgao
de alguns materiais de substituicdo ossea.

O segundo capitulo, que constitui a esséncia desta tese, compreende o
“Estudo experimental em modelo animal” de diferentes biomateriais. Depois de uma
descricdo pormenorizada dos materiais utilizados e das metodologias aplicadas,
procede-se a apresentagdo dos resultados. Por se tratar de um trabalho
essencialmente de indole histolégica e “como uma imagem vale mais que muitas
palavras”, ndo quisemos deixar de documentar este estudo com numerosas imagens
microfotograficas do material em analise, acreditando que a sua apresentagao
facilitara a compreensao deste trabalho.

Finalmente apresenta-se uma “Discussdo” e interpretacdo global dos
resultados, tendo por base as caracteristicas do novo tecido 6sseo formado nos
processos de regeneragdo. Por ultimo sdo enunciadas as principais “Conclusdes” e
apresentadas algumas hipoteses de trabalho futuro, bem como um breve “Resumo” do

conjunto dos estudos experimentais realizados.

O terceiro capitulo engloba a “Bibliografia” que serviu de apoio a este trabalho.
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2- INTERFACE BIOMATERIAL-TECIDO OSSEO: consideragées

gerais.

A eficacia e velocidade do processo de osteointegracdo de um material de
enxerto 6sseo estdo muito dependentes das caracteristicas e propriedades da sua
superficie. A importancia, cada vez mais evidente, da interface biomaterial/meio
resultou no desenvolvimento e optimizagdo de uma grande variedade de metodologias
de tratamento e controlo das caracteristicas de superficie, as quais fomentaram o
aparecimento de materiais ditos bioactivos em substituicido dos materiais bioinertes.
Sabe-se actualmente que parédmetros como a composi¢gdo quimica, a energia e a
topografia de superficie sdo criticos nos processos de adesdo e diferenciagdo das
células osteoprogenitoras, podendo determinar uma rapida e eficaz aposi¢ao de tecido
0sseo.

A influéncia das caracteristicas de superficie de um biomaterial manifesta-se
muito precocemente e tem uma importancia crucial na evolugdo da resposta
osteoblastica. Com efeito, as caracteristicas de superficie dos diferentes materiais vao
determinar o tipo de moléculas proteicas (natureza, quantidade e conformacao) que
serao adsorvidas a sua superficie. Esta “pelicula” proteica ira mediar a interacgao
entre o material implantado e as células. De facto, sdo muitas vezes estas proteinas
que irdo modular a resposta inicial dos tecidos ao biomaterial em questao.

Esta hoje em expansado o fabrico de uma nova geracdo de biomateriais com
uma nanotopografia estrategicamente pensada e desenhada, de forma a estimular e
modular a resposta celular e molecular no sentido pretendido. Muitos destes
biomateriais high-tech pretendem activar processos celulares de osteoinducéo apenas
com base nas propriedades fisico-quimicas da sua superficie, sem necessidade de

recurso a técnicas de imobilizagado de moléculas bioactivas.

A interaccdo entre a superficie dos biomateriais, as proteinas, as células e os
tecidos, particularmente a sua importancia na fase inicial dos processos de
osteointegracao, ndo esta ainda totalmente esclarecida. Esta interagao é de particular
interesse na compreenssao dos processos de osteointegragao ocorridos, por exemplo,
na medicina dentaria (Periodontologia, Implantologia e Cirurgia Oral). Apesar da
existéncia de muitos materiais ja comercialmente disponiveis no mercado, o seu
controlo e manipulagdo tem-se processado de uma forma empirica necessitando de
uma validagdo mais rigorosa. Neste dmbito, muitos dos testes realizados in vitro e in
vivo ndo se encontram ainda estandardizados, o que reflecte a dificuldade em

organizar sistemas onde seja possivel controlar um tao vasto numero de variaveis.
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Acresce-se ainda o recurso a diferentes superficies, diferentes populagdes celulares e
diferentes modelos animais, pelo que os seus resultados sao dificeis de comparar e
interpretar.

O futuro dos biomateriais de substituicdo 6éssea e da implantologia tera de
passar obrigatoriamente pelo desenvolvimento e optimizagao de superficies, com uma
micro, sub-micro e nanotopografia controlada e estandardizada. Considerando toda
esta problematica, pareceu-nos vantajoso proceder a uma descricdo sucinta dos
principais aspectos relacionados com a interface biomaterial/meio, dando particular
énfase aos mecanismos biolégicos mais marcantes, a nivel molecular e celular, bem

como ao comportamento das superficies nanoestruturadas.

2.1- COMPOSIGAO QUIMICA

Apesar de “bio” fazer parte do nome de quase todos os biomateriais de
substituicao 6ssea, na realidade estes materiais tém pouca (sendo mesmo nenhuma)
vitalidade, sendo a sua performance determinada maioritariamente pelas suas
propriedades fisico-quimicas®. Atendendo aos recentes avangos no conhecimento da
interface biomaterial-osso tem-se vindo a atribuir uma crescente relevancia as
caracteristicas fisicas dos materiais, levando a uma aparente desvalorizagdo da
composigao quimica.

Porém, a composi¢cdo quimica € uma das caracteristicas do substrato que
tem tido, até agora, uma grande influéncia nos processos de adeséao e proliferacdo
celulares. Neste ambito, os fosfatos de célcio tém sido considerados materiais de
eleicdo no campo da substituicdo déssea devido a sua semelhanga com a matriz
mineral do tecido 6sseo. De facto, esta matriz € formada por cristais a base de
hidroxiapatite (Cao(PO,4)s(OH),). Estes cristais possuem uma estrutura cristalina
hexagonal com dimensdes na escala nanométrica: 30-50 nm (comprimento), 15-30
(largura), 2-10 nm (espessura) encontrando-se organizados segundo uma hierarquia
bem definida' "".

Na realidade, a composi¢cao quimica da hidroxiapatite biolégica, ainda que
variavel ao longo da vida, difere da formula estequiométrica atras referida. Trata-se de
uma apatite deficiente em calcio sendo geralmente enriquecida com outros ibes,
nomeadamente ides carbonato (CO5*), que podem representar 3-8% da fase mineral
da matriz éssea'®. A incorporacdo de outros elementos (Si, Mg, F, Cl ) é também

frequente.
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Fig. 1- Representagéo da férmula quimica da hidroxiapatite biologica

presente no tecido 6sseo. Nesta hidroxiapatite podem ocorrer substituicdes do calcio, fosfato e

grupos hidréxilo por outros ides. Adaptado de'®

Os efeitos dos substituintes podem, no entanto, ser contrarios: enquanto a
presenca de carbonato ou silicio causam um aumento na velocidade de degradacgao
da hidroxiapatite, o flior causa um efeito oposto. A incorporagao de flior na superficie
de hidroxiapatite altera também a ades&o e orientagdo de proteinas de ligagdo ao
célcio e a adesdo celular™.

Em relacdo ao silicio (Si) foram publicados recentemente alguns estudos que
gostariamos de referir com um pouco mais de pormenor. Este ido € o terceiro
elemento residual no organismo. A sua presenga é necessaria tanto para um tecido
0sseo saudavel como para o tecido conjuntivo, possuindo um efeito directo no
processo fisiolégico do sistema osteoarticular. Acredita-se que a inclusdo deste
elemento quimico na apatite melhora a sua bioactividade, tendo sido ja demonstrado,
in vivo, que a sua inclusdo tem uma influéncia significativa na taxa e padrdo de
formagao éssea ' '°.

Investigadores como Gao e colaboradores (2001) e Xynos e colaboradores
(2001) confirmaram o papel do silicio na promogéo e inducdo 6ssea’® '". Foi também
ja demonstrada a regulagéo de varios genes expressos pelos osteoblastos (incluindo o
gene da BMP-2) aquando da sua exposi¢cdo ao Si libertado de forma controlada. Reffit
e colaboradores (2003), utilizando acido ortosilico em concentracgdes fisioldgicas (5-
20uM) assinalaram um aumento na sintese de colagénio tipo | em paralelo com um
maior estimulo da diferenciagdo dos osteoblastos®.

Também Hing e colaboradores (2006) encontraram um efeito semelhante do Si
na actividade das células envolvidas na formacdo e reabsorcdo 6sseas'®. Parece pois,
que a inclusdo de Si na estrutura cristalina da hidroxiapatite (HA) contribui para um
desempenho biolégico superior do que os seus homodlogos estequiométricos. A
insercdo de Si aumenta a solubilidade do biomaterial, gerando uma superficie mais

electronegativa e criando uma microestrutura melhorada. A presenga de Si na
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superficie de um biomaterial, bem como a sua libertacdo para o meio extracelular,
parece induzir efeitos estimulantes adicionais, dose-dependentes, nas células 6sseas
e cartilagineas®. Estudos clinicos desenvolvidos a nivel nacional, utilizando um
material sintético (Bonelike®), demonstraram que a adi¢do de Si a HA se traduz num
aumento da sua bioactividade®" %,

Assim, pode afirmar-se que o Si modifica as propriedades dos biomateriais e

afecta de forma directa os processos fisioldégicos do tecido esquelético.

Ao longo da vida, a ocorréncia de substituigdes na HA natural vai diminuindo e
a sua estrutura vai-se aproximando cada vez mais da sua forma estequiométrica,
ficando cada vez mais cristalina®®. Devido a esta alteracdo da cristalinidade da HA a
remodelacdo do tecido 6sseo ndo se processa a mesma velocidade ao longo da
vida®.

De um modo geral, pode afirmar-se que um menor grau de cristalinidade esta
associado a uma maior velocidade de degradacéo e, em consequéncia, a uma maior
actividade de remodelacéo ossea.

A optimizacdo de materiais com uma velocidade de degradagdo adequada
impde e justifica a tentativa de utilizacdo de fosfatos de célcio com diferentes
composicdes e, consequentemente, distintas velocidades de degradacgao,
nomeadamente variando as proporgdes entre calcio e fésforo (Ca/P). Efectivamente,
sd0 ja muitos os estudos* 23! demonstram que a degradabilidade dos fosfatos de
calcio diminui a medida que a relacdo Ca/P aumenta. Deste modo, é de esperar que o
fosfato di-calcico (DCP; Ca/P=1) se degrade mais depressa do que o fosfato tri-calcico
(TCP; Ca/P=1,5), que a hidroxiapatite (HA; Ca/P=1.67) ou que o fosfato tetra-calcico
(CalP=2).

Por outro lado e de acordo com os efeitos anteriormente referidos no
paragrafo precedente, podem também ser utilizados fosfatos de calcio com diferentes
graus de cristalinidade. Assim, uma hidroxiapatite amorfa apresenta uma maior
degradabilidade do que uma hidroxiapatite cristalina, termodinamicamente mais

| 2% %2 A influéncia da estrutura do mineral é também observada na

estave
degradabilidade do fosfato tri-calcio (TCP), sendo os cristais de estrutura romboédrica
(beta-TCP) mais estaveis do que os monoclinicos (alfa-TCP).

Assim sendo, e fazendo uma analise que combina as diferentes composi¢des
e estruturas de alguns fosfatos de calcio, obtém-se a seguinte ordenacao

relativamente a sua velocidade de degradacao: HA amorfa > alfa-TCP (monoclinica) >
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beta-TCP (romboédrica) > HA cristalina (hexagonal). A combinagao de beta-TCP e HA

(com diferentes proporgdes) constitui a variante bifasica mais estudada.

Quando consideramos materiais com composi¢ao quimica diversa, como sejam
as bioceramicas e os metais, encontramos diferengas no seu envolvimento com o
meio. As bioceramicas demonstraram um melhor desempenho do que os metais®” **
% Sabe-se que muitas ceramicas estimulam a adsorgdo inicial de determinadas
proteinas (p.ex. fibronectina e vitronectina) e, desta forma, promovem os fenédmenos
que conduzem & osteocondutividade e osteointegracdo™°.

Também o processo de adesao celular difere entre a HA e o titanio, sendo a
adesdo de osteoblastos a hidroxiapatite bastante maior quando comparada com o
titanio®® .

Por outro lado Di Silvio e colaboradores (2001), estudando um composto com
proporgbes distintas de hidroxiapatite/polietiieno (HA/PE) demonstraram que um
aumento na proporc¢ao de HA conduzia a um aumento da adesao, da proliferagédo e da

expressdo de marcadores osteogénicos .

Ainda em relagdo a HA e apesar de haver alguma discordancia quanto a sua
capacidade osteoindutiva, a maioria dos investigadores acredita que este material &,
pelo menos, osteocondutor. Com efeito, autores como Dalby* e Di Silvio®
demonstraram que a presengca de HA aumenta a proliferagdo e diferenciacdo de
osteoblastos. Estes autores consideram que a hidroxiapatite actua como ponto de
apoio (stepping stone) ao estabelecimento de contactos focais que potenciam a
adesdo dos osteoblastos. Por outro lado, diversos estudos*®* demonstraram que a
hidroxiapatite é integrada no organismo através de mecanismos idénticos aos
envolvidos na remodelagcdo O6ssea, exibindo assim um comportamento bioactivo.
Embora os mecanismos precisos da sua interacgao biolégica com 0 meio ndo sejam
ainda totalmente conhecidos, €, no entanto, reconhecida a influéncia de alguns
factores nos processos envolvidos na osteointegragdo da hidroxiapatite,

nomeadamente a sua composi¢ao quimica e caracteristicas estruturais.

A biodegradacdo de um material esta igualmente muito condicionado pela sua

composigdo quimica estando j& publicados alguns estudos in vivo*® “ e mais

particularmente in vitro® 47°

, sobre a degradagéao dos fosfatos de calcio’

O ambiente acidico causado, ou nao, pela actividade celular provoca a
dissolugdo parcial do fosfato de calcio (CaP). Os ides Ca®> e PO, libertados para o
meio devido a dissolugdo da HA aumentam a ja existente supersaturacao dos fluidos
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biolégicos (contendo electrdlitos e proteinas). Esta supersaturacao leva a precipitagao
de uma apatite carbonatada, semelhante a do tecido 6sseo. Esta apatite carbonatada,
que se forma na superficie dos biomateriais a base de CaP, facilita a adesédo de
proteinas do meio, levando a uma maior adesao, proliferagao e diferenciacao por parte
das células osteogénicas, que deste modo reconhecem um ambiente biologicamente
mais natural. Posteriormente ocorrera certamente com mais facilidade a producao de
uma matriz extracelular biomineralizada (Fig 2). Esta camada de apatite carbonatada
(que ira facilitar a adsorcao proteica e posterior adesao celular) pode representar uma

capacidade osteopromotora “intrinseca” do biomaterial *.

actividade celular a [ dissolugdo intra e extra-celular
,.‘ H* v

Ca" + PO,

precipitacdo |

<

* OH"
cog” 1

Ca"" . . o o
P4 fluido fisiolégico

Mg, OH", ..

moléculas organicas

Fig 2: Representagéo esquematica do processo de dissolugéo/precipitagio do fosfato
de calcio, envolvido na formagédo de uma apatite carbonatada na superficie de um biomaterial a

base de CaP, in vivo. Adaptado de *.

Em sintese, a composicdo quimica de um biomaterial a base de fosfato de
calcio ditara a sua biodegradacao e posterior formacao de uma apatite carbonatada na
sua superficie. Esta camada de apatite carbonatada exerce uma importante actividade

osteocondutora podendo contribuir melhor performance biolégica do biomaterial®.

2.2- ENERGIA DE SUPERFICIE / MOLHABILIDADE

A molhabilidade de uma superficie constitui uma das propriedades utilizadas
para caracterizar a interaccdo dos materiais com o meio envolvente e representa a sua
capacidade em manter contacto com um liquido. Habitualmente, a molhabilidade é
avaliada pelo angulo de contacto entre uma gota de agua e a superficie em estudo,
derivando destes ensaios a sua classificagdo em superficie hidrofilica ou superficie
hidrofébica. O baixo angulo de contacto (inferior a 90°) observado numa superficie

hidrofilica reflecte o facto da gota se espalhar sobre esta (Fig 3a), ao passo que
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adopta uma conformagao mais esférica sobre uma superficie hidrofébica, definindo um
angulo de contacto elevado (tipicamente superior a 90° Fig 3b). Saliente-se que é
indiferente fazer referéncia ao &ngulo de contacto ou a energia de superficie, tendo em
atencdo que sao inversamente proporcionais. Com efeito, a energia de superficie é
definida a partir do balango das forgas exercidas entre o liquido e a superficie € o
angulo de contacto faz parte dessa mesma equagao. Resumindo, uma superficie
hidrofilica é caracterizada por um pequeno angulo de contacto (Fig. 3 a)), a que
corresponde um elevado valor da energia de superficie. Ao invés, uma superficie
hidrofébica (Fig. 3 b)) é caracterizada por um elevado angulo de contacto, traduzindo

uma baixa energia de superficie.

a) b)

— e D

Fig. 3.. Esquema representativo de dois tipos diferentes de molhabilidade de

superficie: a) hidrofilica, b) hidrofébica Adaptado de >

Numa fase inicial da interacgao biomaterial/meio, quando o organismo interage
com a superficie do biomaterial, a energia de superficie possui um papel essencial
(ditada pela topografia e composigdo quimica do biomaterial), na determinagéo do tipo
e conformagdo das proteinas adsorvidas a sua superficie ** **. Este processo ira
influenciar posteriormente os mecanismos de adesao e migragao celulares. Saliente-
se ainda que a energia de superficie de um biomaterial pode ser manipulada de modo
a modular as suas interacgdes com as células®.

Habitualmente, a quantidade de proteinas adsorvidas € maior nas superficies
hidrofébicas do que nas hidrofilicas. Uma vez que as proteinas sao moléculas com
carga, a sua maior concentracao/disponibilidade a superficie dos biomateriais contribui
para alterar a sua energia de superficie. A adesado e migracao celulares, por sua vez,
sao mais eficientes em superficies hidrofilicas *° *'.

De um modo geral, a energia de superficie é proporcional a forca de adesao

celular. No entanto, deve salientar-se que a adesao celular é também afectada pelos
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grupos funcionais (composicao, polaridade e densidade) presentes a superficie do
material, assim como pelo préprio tipo de células em questio.

A relevancia destas propriedades de superficie nos sistemas biolégicos pode
ser demonstrada em diversas situagdes experimentais, como a seguir se exemplifica.

A albumina é uma proteina cuja concentragdo no soro € 100 a 1000 vezes
superior a da fibronectina ou da vitronectina. Tendo em conta esta proporcionalidade,
€ expectavel que esta proteina adira preferencialmente as superficies dos
biomateriais, relativamente a outras, nomeadamente fibronectina ou vitronectina, que
tém maior importancia na adesdo celular %. Verifica-se que, se a superficie do
biomaterial apresentar uma predominancia de grupos hidrofébicos, a albumina liga-se
de forma praticamente irreversivel, nao sendo substituida por outras proteinas,
exercendo desta forma, um bloqueio a adesao celular. Pelo contrario, em superficies
hidrofilicas, ocorre um maior intercambio entre a albumina adsorvida e as outras
proteinas °® *°. Assim sendo, caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas podem afectar
de forma diferente os processos de adesao celular, sendo estes, como ja foi referido,
geralmente maiores nas superficies hidrofilicas®.

No mesmo sentido, os trabalhos de Buser e colaboradores (2004) e Zhao e
colaboradores (2005) concluiram que, tendo em conta as suas interacgdes com os
fluidos biologicos, células e tecidos, as superficies hidrofilicas sdo mais favoraveis do

que as hidrofébicas® " %8

Estes investigadores constataram, in vitro, que uma
superficie hidrofilica apresentava uma maior area de contacto entre tecido ésseo e
implante. No entanto, Wennerberg e colaboradores (1991), num estudo in vivo, nao
conseguiram demonstrar em implantes dentarios uma osteointegracdo superior,

utilizando superficies hidrofilicas®' ¢2.

Quando a dimenséo das particulas € reduzida a uma nanoescala ocorre a
alteracdo de diversas propriedades do material, incluindo as da sua superficie'°.
Destaca-se o facto das nanoparticulas possuirem uma maior area de superficie por
unidade de volume, bem como uma distribuicdo superficial de electrbes alterada. Na
nanodimensdo, as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos biomateriais
diferem de forma fundamental e significativa das propriedades da matéria em maior

escala® *

. Muitos materiais, como ja foi referido, deixam de ser inertes quando
considerados nesta dimenséao, passando a apresentar uma muito maior reactividade.
Com efeito, materiais nano, comparativamente a materiais convencionais, possuem

uma maior percentagem de atomos na sua superficie (FIg 4)., bem como uma maior
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area de superficie. Este facto vai determinar a quantidade de proteinas adsorvidas e a

subsequente adesao celular.

\
\ \

OH- OH- OH- OH- OH- OH- OH- OH- OH-

<— 10 nm —_—>

< 10 nm >
Convencional Nano
(particula > 100nm) (particula < 100nm)

Fig 4. Grupos hidroxilo expostos em materiais convencionais e em materiais nano.
Comparativamente com o0s materiais convencionais, 0s nanomateriais possuem uma
percentagem superior de atomos na sua superficie, uma maior area de superficie e uma

diferente distribuicao electrénica. Adaptado de *°.

Foram ja efectuados varios trabalhos que visaram correlacionar a
nanodimensao das particulas e a sua molhabilidade. Webster e colaboradores (1999),
utilizando particulas de alumina com dimensdes desde 167 a 24 nm, estudaram os
angulos de contacto que a agua formava na superficie deste material ®®. Verificaram,
entdo, que nas particulas de menores dimensdes estes angulos eram trés vezes
menores (quanto menor for este angulo, maior a molhabilidade). Estes autores
constataram, ainda, que a adeséo de vitronectina era superior nas nanoceramicas com
maior molhabilidade®”. O mesmo grupo de investigacdo, recorrendo & utilizacdo de
osteoblastos, observou que estas células depositavam mais fosfato de calcio em
superficies metalicas hidrofilicas, criadas através do uso de nanoparticulas . Assim,
concluiu que a dimensao das particulas que constituem um biomaterial influencia a
sua energia de superficie. Entre materiais com a mesma composi¢cao, os que se
apresentam constituidos por particulas mais pequenas possuem uma maior energia de

superficie relativamente aos constituidos por particulas maiores *.

Do mesmo modo Kay e colaboradores (2001) demonstraram que
nanoparticulas de titanio (<100nm) embebidas em PLGA (Acido Poliglicélico)
apresentavam uma maior adesao de osteoblastos quando comparada com particulas

convencionais de titanio (>100nm) igualmente embebidas em PGLA ®. As
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nanoparticulas (embebidas em PGLA) eram mais hidrofilicas do que as outras,
conforme o esperado.

Um estudo mais recente’, levado a cabo com células da linha osteoblastica,
refere que tanto os osteoblastos como as células osteoprogenitoras respondem mais
favoravelmente a superficies hidrofilicas (com uma maior adesé&o celular e sintese de

matriz) do que a superficies hidrofobicas.

Por outro lado, trabalhos experimentais com osteoblastos, provenientes da
calote de rato, demonstraram que a sua morfologia era diferente se cultivadas num

" Neste trabalho, as células, quando

polimero com carga positiva ou negativa
colocadas sobre uma superficie com carga positiva, ficavam num contacto tdo proximo
com o substrato que apenas era possivel distinguir a sua membrana celular através da
utilizacdo de um microscopio electrénico de transmissdo. Numa superficie com carga
negativa a membrana celular era muito mais visivel e apenas se observavam
escassos contactos focais. Neste caso, as forgas de atrac¢do entre os osteoblastos e
as superficies de carga negativa foram inferiores as verificadas quando em presenca
de carga positiva.

Num estudo desenvolvido por Healy e colaboradores (1996), aplicando células
Osseas sobre materiais com energias padronizadas, verificou-se que em menos de
trinta minutos, as células migravam especificamente para regibes com carga positiva,
comecando a alinhar-se e a espalhar-se exclusivamente nestas zonas "°. S6 quando
deixou de haver area disponivel € que as células comegaram a estender-se das zonas

com carga positiva para as zonas com carga negativa.

Uma nota final para referir que apesar de varios investigadores® 7

sublinharem o papel da energia de superficie na interface biomaterial/meio, outros
HA™ que lhe retiram importancia neste processo. Assim, de acordo com alguns
destes trabalhos, a adsorcao de proteinas a superficie de ligas metalicas parece estar
mais dependente da sua composicdo quimica do que das alteragbes da sua energia
de superficie "*. Da mesma forma Schweikl e colaboradores (2007) consideram que a
proliferacao celular na superficie de diferentes materiais depende mais da respectiva

composicdo quimica do que da energia de superficie "°.

E importante recordar, no entanto, que em estudos de comportamento celular
torna-se, por vezes, dificil discriminar os efeitos da energia de superficie dos efeitos

atribuidos as restantes propriedades de superficie.
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Em sintese, apesar de demonstrada a influéncia da molhabilidade nas
interaccdes biomaterial-célula (sendo vulgarmente utilizada para caracterizar e
comparar as superficies dos diferentes biomateriais), correlagbes conclusivas entre a
molhabilidade, a adsorcdo proteica e afuncao celular ndo se encontram ainda

suficientemente esclarecidas e confirmadas "°7'°.

2.3- ADSORGAO DE PROTEINAS

O termo interface descreve a regido de interac¢ao entre o biomaterial e 0 meio
em que é colocado. Neste contexto, temos a considerar a “face biolégica” desta
interface, constituida pelos fluidos bioldgicos, que aderem ao biomaterial assim que
ele é colocado, e a “face material” propriamente dita. A “face biologica” é de longe bem

mais dindmica, constituindo o principal objectivo desta descrigao.

A colocagao de qualquer material de substituicdo éssea num defeito dsseo, ou
num meio de cultura, leva ao seu imediato envolvimento e revestimento por uma
camada de proteinas (componentes do plasma sanguineo, da medula 6éssea ou do
soro) que ficam adsorvidas a sua superficie e que irdo permitir e facilitar a adesao
celular.Com efeito, como afirmaram Boyan e colaboradores (1996) “cells do not
interact with a naked material’ °®. Por outro lado, quer in vitro quer in vivo, as células
nunca conseguirdo “ver” a face original do material, encontrando ja a sua superficie
revestida por proteinas ®. As caracteristicas de superficie dos diferentes materiais vao
determinar o tipo de moléculas proteicas (natureza, quantidade e conformacao) que
serdo adsorvidas. Esta “pelicula” proteica ira mediar a interacgcao entre o material
implantado e as células. De facto, sdo estas proteinas que irdo determinar a
expressao de diferentes integrinas nas células presentes no microambiente, em redor
do material e, assim, modular a resposta inicial dos tecidos ao biomaterial em questéo.

A primeira fase, de adsor¢cdo de proteinas, regula uma segunda fase
caracterizada pelos processos de adesao celular, condicionando esta, por sua vez, os
mecanismos de migracdo, proliferacdo e diferenciagdo celulares subsequentes. A
adesao celular requer, uma estreita interaccdo entre o substrato, a célula e o seu
citoesqueleto ocupando as integrinas um papel pivd na mediagdo deste sistema de

coordenagdo e integracdo %% ( Fig. 5).
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As integrinas sdo moléculas de adesado localizadas na membrana celular
(proteinas transmembranares), necessarias para que as células se fixem a
matriz/substrato e que regulam a passagem de informag&o do substrato para o interior
da célula, bem como das células para o meio exterior. Através desta actividade, as
integrinas exercem um papel essencial no controlo dos processos de adesao,
migracao, diferenciacdo e até apoptose das células, regulando a interacgao entre os
biomateriais implantados e as células e tecidos circundantes 8 De facto, as integrinas,
quando estimuladas pela ligagdo a matriz/substrato, actuam como transdutores de
sinais activando varias vias de sinalizagao intracelular, que conduzem frequentemente
a mudangas na expressao génica condicionando assim o destino e comportamento

celulares .

Célula —

Membrana celular

- E Ca? B

RGD

Proteinas:
fibronectina,
vitronectina, etc

Fig 5 Esquema representativo do papel das integrinas mediando as interacgdes entre a matriz
extracelular (substrato revestido por proteinas com sequéncias RGDs) e o citoesqueleto

celular. Adaptado de

Esta hoje bem estabelecido que as proteinas séricas tém um importante papel
nesta fase precoce de adesdo. O soro é maioritariamente composto por albumina
sérica e outras proteinas como a fibronectina e a vitronectina, que respondem de
forma diferente em fungcdo da composicao e estrutura de superficie do biomaterial. A
fibronectina adere quase instantaneamente a uma grande variedade de biomateriais®
e, devido ao facto de possuir uma sequéncia de aminoacidos de adesao, arginina-
glicina-acido aspartico, vulgarmente conhecida por RGD, tem uma grande afinidade
para processos de ligacao e adesao celular. Com efeito, esta sequéncia actua como

um receptor celular tendo grandes responsabilidades quimiotaticas e de adeséao para
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as células osseas. Os osteoblastos humanos aderem facilmente a fibronectina, a
vitronectina e & laminina, todas proteinas contendo RGDs®" %. A sequéncia RGD
pode, no entanto, adoptar varias conformacbes em diferentes proteinas. Esta
flexibilidade conformacional pode estar na base da especificidade de ligacdo a
diferentes integrinas, justificando diferentes destinos de diferenciagédo celular. Os
biomateriais, mesmo os mais convencionais, se, antes da sua colocagdo no meio,
forem sujeitos a uma adsorgéo prévia com oligopeptideos de adesao celular, como
RGDs, péptidos derivados da laminina (IKVAV), ou sequéncias presentes no colagénio
| (P15%), podem potenciar, em muito, a sua eficacia. Este aspecto pode ser ainda
potenciado com recurso as nanotecnologias. Com efeito, estudos desenvolvidos com
biomateriais ceramicos revestidos por vitronectina mas fabricados a nanoescala'®,
demonstraram uma muito maior exposi¢cao de RGDs a sua superficie e, portanto uma
capacidade reforgcada de adeséo e interacgao celulares

A fig 6 faz uma sinopse das fases de adsor¢gédo de moléculas a superficie de um
biomaterial e dos fendbmenos de unidao e adesao celulares. Este processo tem um
inicio muito rapido, logo (segundos) apds a colocagcao do material, ocorrendo uma
adsorcao inicial de proteinas inespecificas de baixo peso molecular. Posteriormente
(minutos) tém lugar os mecanismos de unido com estabelecimento de pontos de
ancoragem mediados por proteinas com maior peso molecular e maior afinidade para
o substrato, como sejam a fibronectina e a vitronectina, todas proteinas com RGDs. A
fase de adesdo, da responsabilidade das integrinas, tem lugar um pouco mais tarde
(horas) e envolve trés tipos de proteinas localizadas a diferentes niveis: a) proteinas
extracelulares (adsorvidas a superficie do biomaterial), b) integrinas (presentes na
membrana celular) e c) proteinas do citoesqueleto (citoplasmaticas). As integrinas
estabelecem uma transducado de forcas citomecéanicas do exterior para o interior da
célula, o “outside-in signaling”. Posteriormente (dias-semanas) comegam, entdo, a

observar-se os fenémenos de migracéo, proliferacdo e diferenciagao celular®.
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Fig. 6- Sequéncia de interacg&o proteica e celular com o biomaterial Adaptado de 80,

E incontornavel a importancia desta fase acelular de adsorcdo proteica,
actuando como um agente de atracgao para a migragao das células osteoprogenitoras
para o local. Porém, esta adsorcdao de proteinas esta condicionada pelas
caracteristicas fisico-quimicas do biomaterial, sendo determinante para a posterior
modulagdo da resposta celular e dos processos de osteintegracéo'® *°. De facto, a
interacgdo células-biomateriais estda muito ligada a natureza das proteinas
previamente adsorvidas a superficie destes biomateriais estando estas, por sua vez e
como ja foi referido, dependentes da natureza quimica, fisica e estrutural da sua
superficie.

Dependendo da composi¢ao quimica dos biomateriais os osteoblastos podem
expressar diferentes sub-unidades de integrinas. As mesmas linhas osteoblasticas, se
forem cultivadas numa liga de titanio, expressam sub-unidades de integrinas (a2, a3,
a4, a6, av,B1 e B3) diferentes das cultivadas numa liga de crémio-cobalto-molibdénio
(Cr-Co-Mo)?". Este facto demonstra a influéncia da composigdo quimica na expressao
de integrinas e o seu efeito no processo de adesao e proliferacao celulares.

Comparando a performance biolégica do titanio e da hidroxiapatite foram
também efectuados varios estudos que demonstraram que o Ti e HA adsorvem

selectivamente as mesmas proteinas do soro %8

. No entanto, a quantidade de
proteinas adsorvidas difere entre ambos, com uma maior adsor¢gao de albumina e
proteinas séricas & HA do que ao titanio®® . De facto, esta diferenca na adsorgéo
proteica devera corresponder a uma maior quantidade de integrinas expressas pelas

células e, logicamente, uma superior adeséo celular.
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Uma pequena nota para sublinhar a influéncia da macro e micro e nanotextura
de superficie de um biomaterial. As caracteristicas macro estdo mais relacionadas
com o stress biomecanico, enquanto as caracteristicas micro e nano afectam mais
directamente a interface biomaterial-moléculas-células permitindo uma mais perfeita
interpretacdo e previsdo das reaccdes celulares™.

Neste dmbito, € cada vez maior a preocupacgao e necessidade de um profundo
conhecimento e analise das caracteristicas de superficie. Com efeito, a relevancia dos
estudos do comportamento biolégico das células Osseas, baseados apenas na
macroestrutura de superficie dos biomateriais € actualmente bastante questionavel,
uma vez que as estruturas celulares (membrana celular, membrana basal e
citoesqueleto) e moléculas envolvidas nos processos de adesdo celular tém uma
dimensao muito pequena, estando ao nivel de uma escala nanométrica.

O investimento nas nanotecnologias aplicadas aos materiais (e o melhor
conhecimento das reacgdes celulares e moleculares envolvidas a este nivel) é cada
vez mais importante. Os materiais “nano” (quando comparados com 0s convencionais)
apresentam uma maior area de superficie/unidade de volume. Este aspecto modifica
de uma forma fundamental e significativa as suas propriedades bioldgicas, interagindo

de modo muito mais eficaz com as proteinas do meio® .

Com efeito, alguns
biomateriais passam de inertes para bioactivos quando “manipulados” a uma escala

nanomeétrica.

Em sintese, as caracteristicas dos diferentes substratos podem influenciar
desde cedo a adsorgao de diferentes proteinas e a expressao de diferentes integrinas
e, deste modo, as subsequentes respostas celulares. A natureza, quantidade e
conformacéao das proteinas adsorvidas podem condicionar a actividade celular a sua
superficie. E, pois, grande a importancia que se atribui ao revestimento dos
biomateriais de substituigdo Ossea, tendo havido um grande investimento nas
estratégias de imobilizacdo de certos componentes bioactivos, de natureza proteica (
p.ex., RGDs, IKVAV e P15 ), de modo a controlar e direccionar a migragao e adesao
celulares, visando a optimizagao da performance biolégica destes biomateriais. Porém,

mais recentemente, est&o a ser publicados alguns estudos®® % %3

que demonstram que
a adesdo das células osteoprogenitoras e osteoblasticas a superficie de um
biomaterial, pode ser estimulada/induzida com base na utilizagdo de particulas
nanométricas, ou que possuam uma nanorrugosidade de superficie. Estas
metodologias poderao dispensar a necessidade de recurso a complexas técnicas de

funcionalizagao (referidas no paragrafo anterior), por imobilizacdo de compostos a sua
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superficie Esta mais valia parece ser tdo grande que se afirma, por si s6, sendo
independente da constituicdo quimica do material em questdo, podendo determinar
processos selectivos de adesao celular, quer directamente, quer indirectamente

através da adsorcdo de proteinas especificas ** %.

2.4- RUGOSIDADE DE SUPERFICIE

A influéncia das caracteristicas de superficie de um biomaterial manifesta-se
muito precocemente e tem uma importancia crucial na evolugdo da resposta
osteoblastica.

Para um determinado tipo celular existe uma estrutura de superficie adequada.
S&o ja varios os investigadoresque chegam a afirmar que as células tém a capacidade
de “sentir” e reagir a certas nanoestruturas, independentemente da composicao
quimica do biomaterial em questdo, ou das proteinas adsorvidas a sua superficie "% *°.

Esta actualmente demonstrado que a microtopografia e mais recentemente a
nanotopografia de superficie induz a formagéo de projecgdes citoplasmaticas (filipodia)
e o0 aparecimento de zonas de contacto e de adesao celular. De facto, numa superficie
rugosa as células parecem formar numerosas adesdes focais que lhes permitem
ocupar os espagos entre os “picos” da superficie®. O rearranjo dos elementos do
citoesqueleto, particularmente filamentos de actina e miosina, resultantes destas
adesdes esta normalmente associado a posteriores fendmenos de migracdo e
diferenciacédo celular Por outro lado, a forma e orientagdo de uma célula parece
também determinar a sua sensibilidade aos agentes mitogénicos, bem como a sua

resposta aos factores de crescimento e diferenciacéo presentes no meio.

Com efeito, esta capacidade das células explorarem e responderem ao
microambiente em que se encontram pode condicionar a sua expressao génica e,
deste modo, a sua funcionalidade®.Testes de migracdo celular realizados com vérios
tipos de biomateriais demonstraram uma migragdo celular mais rapida em materiais
que apresentam na sua superficie sulcos mais profundos®. Por outro lado a
microtextura de superficie a uma escala nano (<100 nm) induz uma melhor resposta
osteoblastica (proliferacdao e diferenciagdo celulares) do que propriamente uma
rugosidade a uma escala superior (>100nm), promovendo um melhor ambiente para o
crescimento e desenvolvimento celular. As células respondem de forma diferente a

uma diferente escala ( micro, submicro e nano) de rugosidade® .
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Os materiais convencionais utilizados até hoje com o objectivo de promover os
mecanismos de regeneracdo Ossea, apresentam sempre uma rugosidade de
superficie geralmente considerada a nivel de uma escala micro sendo, no entanto,
normalmente lisos quando considerados a uma escala nano. Assim estes materiais
convencionais ndo conseguem apresentar uma superficie que seja “biologically
inspired”.

A nanotecnologia envolve uma nova maneira de controlar ou manipular a
matéria a uma escala molecular e atdmica que pode alterar a interactividade da sua
superficie e as respostas celulares, abrindo uma janela de oportunidades
relativamente aos materiais aplicados em ortopedia e medicina dentaria. A
modificagdo da superficie de um biomaterial a uma escala nano podera contribuir para
mimetizar um ambiente molecular mais préximo do habitualmente encontrado pelas
células, ou seja “biologically inspired”. A este proposito parece-nos pertinente
relembrar que a matriz 6ssea é um biomaterial nanoestruturado, possuindo uma fase
organica e uma fase mineral com dimensdes nanométricas e que grande parte dos
processos bioldgicos ocorrem a uma escala nano. De facto, os cristais de fosfato de
calcio (30-50 nm de comprimento, 15-30 nm de largura e 2-10 nm de espessura) € as
moléculas de tropocolagénio, (300 nm de comprimento por 1,5 nm de espessura) sao
considerados, do ponto de vista estrutural e de composicédo, como nanomateriais ' '".
Assim, as células 6sseas quando postas em contacto com nanomateriais
(reconhecendo um ambiente biologicamente mais natural), interagem mais facil e
rapidamente. Superficies nanomodificadas possuem propriedades Unicas que alteram
os processos de adesao celular de forma a criarem uma afinidade directa das células
para certas nanocaracteristicas de superficie, promovendo uma precoce aposicdo de

tecido 6sseo *°.

Estudos de Davies e colaboradores (1990) e de Martin e colaboradores (1995)
sugerem, ainda, que a resposta celular a diferentes rugosidades de superficie

% 99 Este conceito ndo deixa de ser

depende do estado de maturagédo celular
interessante e importante uma vez que as primeiras células que interagem com o
biomaterial sdo muito provavelmente células mesenquimatosas relativamente
indiferenciadas e n&o células ja maduras. Sabe-se hoje que as células mais
indiferenciadas da medula o6ssea (células osteoprogenitoras) sdo extremamente
sensiveis e apresentam uma grande capacidade de resposta as caracteristicas
nanotopograficas dos materiais onde se encontram, desencadeando mais rapidamente

processos de diferenciacdo osteoblastica, traduzidos pela expressao génica e sintese
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de osteopontina e osteocalcina % . Ainda neste ambito da diferenciagdo celular, Isa e
colaboradores (2006), utilizando culturas de células mesenquimatosas provenientes do
palato, encontraram uma muito maior expressdo de Runx2 (factor de transcri¢cao
chave no processo de diferenciagdo dos osteoblastos) em superficie nanomodificadas
%" Do mesmo modo Meireles e colaboradores (2007), utilizando neste caso células
pré-osteoblasticas, demonstraram o aparecimento de tecido 6sseo de forma mais
precoce e em maior quantidade quando cultivadas em nanosuperficies %2,

A selectividade com que estes materiais promovem os fendmenos de adeséao
celular envolvendo células favoraveis (osteoblastos) e células n&o-favoraveis
(fibroblastos) aos processos de osteogénese foi também alvo de estudos revelando

103104 De facto, em materiais nano a afinidade entre

resultados notaveis®
osteoblastos/fibroblastos era de 3:1. Foram também observados resultados
semelhantes em relacéo a outras populagdes celulares, como os condrdcitos e células
musculares'®. Estes resultados tém particular relevancia em implantes dentarios,
nomeadamente na interface implante/tecido ésseo e implante/mucosa oral. Por outro
lado, verificou-se também nestas superficies uma notavel baixa de adesdo e
proliferacdo de bactérias, ainda que estes materiais mantenham a capacidade de
promover a adesao e diferenciacdo dos osteoblastos. Esta actividade antibacteriana é
de manifesta importancia quando em presenga de patologia infecciosa tal como
situacdes de peri-implantites. Um aspecto interessante a considerar ainda foi a intensa
actividade osteoclastica, observada a superficie destes biomateriais, sendo duas
vezes maior na nanohidroxiapatite do que na hidroxiapatite convencional *°.

Da analise da literatura mais recente torna-se evidente a importancia da
nanotopografia no desencadear dos mecanismos de diferenciacdo osteoblastica e na
estabilidade e osteointegracdo mais precoce deste tipo de materiais de substituicao
6ssea (maior nimero de areas de contacto/aposigdo entre material e tecido 6sseo)®.
Porém, esta rapida resposta inicial ndo dispensa uma topografia favoravel considerada
a uma escala micro. Com efeito, a nanoestrutura de superficie de um implante, ainda
que muito promissora no desencadear dos mecanismos de adesao celular, n&o
parece, por si so, suficiente para assegurar, manter e apoiar uma osteointegragcao
robusta, requerendo uma microrrugosidade que contribua e reforce o sucesso da sua
bioactividade®. As elevadas expectativas das nanotecnologias terdo que ser talvez
encaradas com uma certa moderacgao, tentando integrar varios niveis de influéncia, da
micro a nanotopografia, que nao se excluem entre si, devendo mesmo complementar-

se e potencializar-se
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Esta ja estabelecido que a micro-arquitectura de certas superficies e sobretudo
uma geometria de concavidade favorece a formacgao e diferenciagdo do tecido ésseo.
De facto, parece perceptivel pelos trabalhos de Habibovic e colaboradores (2004),
Kaiser e colaboradores (2004) e de Navarro e colaboradores (2004) o aparecimento
mais precoce de tecido 6sseo em locais formados, maioritariamente, por superficies
concavas, em vez de superficies planas ou convexas* "% 1%

Trabalhos do grupo de investigacdo de Ripamonti demonstraram que a
osteoindutividade da hidroxiapatite estava relacionada com a presenga de

10811%  Recorrendo a estudos de imunolocalizagdo

concavidades na sua superficie
estes autores demonstraram que esta osteoindutividade se deveria, sobretudo, a
concentracao de BMP-3 e BMP-7 nestas areas geometricamente favoraveis.

A este respeito é impossivel deixar de referir a conformacgédo das lacunas de
Howship, lacunas de reabsor¢cao provocadas pelos osteoclastos nas superficies
Osseas. Estas concavidades, escavadas pelos osteoclastos, constituem locais
estratégicos e privilegiados para a formacdo de matriz ostedide e sua posterior
mineralizagéo, associando estruturas com uma dimens&o micro, sub-micro e nano que
actuam em sinergia. A geometria conformacional, dimensdo, composicao,
microarquitectura e ainda a nanoestrutura de superficie destas cavidades criam um
microambiente propicio que favorece o aparecimento de um fendtipo osteoblastico.
Estas lacunas parecem favorecer, ou mesmo contribuir, para uma sequestracdo de
ides e de factores de crescimento ou outras proteinas com efeitos osteoindutores,
estimulando ao mesmo tempo o processo de angiogénese, pré-requisito essencial
para a osteogénese** '®. Compreende-se faciimente que os osteoclastos, na sua
actividade de reabsor¢do de matriz mineralizada (de origem natural ou sintética), para
além do seu directo envolvimento na reparacao de areas oOsseas danificadas e no
equilibrio homeostatico do calcio, estejam também e sobretudo a preparar estas
superficies e a criar condigbes para uma posterior e eficaz colonizagdo pelas células
da linha osteoblastica. Esta dindmica osteoclastica esta na base dos tao
caracteristicos processos de creeping substitution dos materiais de enxerto 6sseo.

O footprint deixado pela actividade osteoclastica, tera uma micro, sub-micro e
nanotopografia de exceléncia para a indugéo de um fenétipo osteoblastico. Esta marca
estrutural na superficie 6ssea sera sempre de considerar nos processos biomiméticos
de fabricacdo de materiais de substituicdo O6ssea, seguindo, deste modo, os
ensinamentos da natureza.

Esta hoje em desenvolvimento o fabrico de uma nova geragédo de biomateriais
com uma nanotopografia estrategicamente pensada e desenhada, de forma a
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estimular e modular a resposta celular e molecular no sentido pretendido. As
nanocaracteristicas de superficie parecem, como ja foi descrito, sobrepor-se a
composigdo quimica do biomaterial, controlando, por si s6, muitas das fungdes
celulares,” reforcando a estreita correlagdo entre as caracteristicas fisicas da

. 1 Deste modo, com recurso a

superficie e o respectivo desempenho bioldgico
nanotecnologia, mas tendo sempre em consideragdo a importancia da
microrrugosidade, parece ser possivel promover as capacidades osteoindutoras

intrinsecas da superficie de um biomaterial®®

Uma nota final para sublinhar que apesar das potenciais vantagens dos
materiais nanomodificados ainda estamos muito no inicio da arte, sendo ainda
desconhecida a influéncia das nanoparticulas na saude humana. As nanoparticulas
podem soltar-se da superficie dos implantes (desgaste, degradac¢ao, delaminacgao,
corrosao) e contribuir para um aumento dos processos de toxicidade local e sistémica,
com repercussdes ainda dificeis de avaliar. E pois sempre necessaria uma apreciacéo
fundamentada e um cada vez maior entendimento das vantagens/desvantagens da

nanotecnologia aplicada aos biomateriais de substituigcdo éssea.

3- BIOLOGIA DO OSTEOCLASTO

A principal preocupacéo e atengdo na colocagdo de um material de substituicao
Ossea € quase sempre dirigida, para as células da linha osteogénica, maioritariamente
envolvidas no processo de osteointegragao. Contudo, os osteoclastos sao, inUmeras
vezes, as células oOsseas que primeiro contactam com o biomaterial, sendo
responsaveis pelos mecanismos de creeping substitution e determinando, muitas
vezes, a estabilidade e sucesso clinico do biomaterial. O osteoclasto podera ter, ainda,
um papel importante na fase inicial da colocacao de um biomaterial, na preparacao da
sua superficie para a adesao e actividade dos osteoblastos, da mesma forma que o
faz durante o ciclo normal de remodelacéo dssea.

Porém, os osteoclastos sao geralmente células com uma ma “reputacao”
estando, quase sempre, associadas a desequilibrios e situagdes patolégicas’.Schilling
et al (2006)", num artigo muito original e interessante a propésito de osteoclastos e
biomateriais, coloca a seguinte questao: “Why does bone in contrast to all other tissues
entertain a cell to destruct itself ?”, respondendo logo a seguir que “the reason may be

that the osteoclast is not a true bone cell, but rather a highly specialized blood cell’. A
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este respeito referem ainda que, “bone resorption can be viewed as a fight between
bone marrow and bone for the bone marrow space”. Assim, considerando toda esta
problematica, pareceu-nos pertinente tracar algumas consideragdes sobre a biologia

do osteoclasto.

Os osteoclastos sido células altamente especializadas nos processos de
reabsor¢cao da matriz 6ssea através da secregdo de hidrogenides, responsaveis pela
dissolucdo da fase mineral, e de enzimas proteoliticas, responsaveis pela degradacao
da fase orgénica. Para este fim desenvolveram uma eficaz e complexa maquinaria que

Ihe confere caracteristicas e capacidades unicas.

Os osteoclastos sao células grandes, podendo possuir um diametro até 100
um, multinucleadas, podendo apresentar 30 ou mais nucleos, facilmente identificadas
em cortes histolégicos por se localizarem em concavidades ou lacunas (lacunas de
Howship) nas superficies dsseas (Fig. 7). De facto, despendem a maior parte da sua
vida no processo de reabsorcao (levado a cabo nas lacunas de Howship), sendo as

fases pré e pds-reabsorcéo relativamente curtas ''2.

Fig 7 a) Fig 7 b)

Fig 7 a) Aspecto histologico de osteoclastos (I ) a superficie de uma trabécula dssea. 200x no original.

b) Osteoclasto numa lacuna de Howship. 1000x no original. Coloragao: H.E.

Os osteoclastos sdo membros da linha celular dos mondcitos-macréfagos,
podendo a sua diferenciacao resultar de precursores mieléides (medula éssea — série
hematopotoética) mas também de células ja bem diferenciadas. Com efeito, os
osteoclastos partilham uma origem hematopoética comum com os mondcitos
presentes na medula 6ssea e na corrente sanguinea, mas também com as células

dendriticas apresentadoras de antigénios, bem como com diferentes espécies de
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macrofagos tissulares, como os macrofagos alveolares, as células de Kuppfer do
figado ou as células da microglia do tecido nervoso. Foi ja demonstrada a
possibilidade de formacédo de osteoclastos a partir de macrofagos alveolares bem
diferenciados. Ndo é sabido, no entanto, se todos os mondcitos circulantes sao
capazes de se diferenciarem na linha osteoclastica. Por outro lado, podemos afirmar
que nem todas as células multinucleares com fendtipo da linha macrofagica sao
capazes de reabsorver matriz 6ssea. Enquanto a multinuclearidade € comum a outras
células do tipo macrofagico, a reabsor¢cao 6ssea é uma caracteristica apenas dos

osteoclastos maduros "2,
3.1-Osteoclastogénese

O processo de formagdo e desenvolvimento dos osteoclastos engloba
multiplas etapas incluindo a fus&o celular de precursores mononucleares. Para que
possam levar a cabo o processo de diferenciacdo e maturacdo, os osteoclastos
necessitam da presencga de células osteoblasticas ou de células mesenquimatosas do
estroma da medula 6ssea capazes de produzir factores de diferenciacdo e activagao
dos osteoclastos, que incluem, entre outros, o factor estimulador de colénias de
macrofagos (macrophage colony stimulating factor — M-CSF). Consequentemente, as
culturas celulares apropriadas ao desenvolvimento de osteoclastos tém de incluir
obrigatoriamente, para além de células precursoras de osteoclastos, células da linha
osteoblastica/células do estroma. De facto os osteoclastos apenas podem sofrer
diferenciacdo e activacdo quando em co-cultura. Esta hoje bem estabelecido que o
contacto célula-a-célula entre osteoblastos/células do estroma e osteoclastos constitui
um pré-requisito necessario e, até HA bem pouco tempo essencial, para a maturagao
e activacdo dos osteoclastos. Porém, trabalhos mais recentes'”® demonstraram que
algumas citoquinas inflamatodrias e lipopolissacarideos da parede bacteriana (Gram
negativos) podem estar envolvidos na diferenciacao terminal dos osteoclastos de uma
forma independente dos osteoblastos: Tanto a Interleucina-1 (IL-1), Interleucina-6 (IL-
6) como o factor de necrose tumoral a (tumoral necrose factor a - TNF-a) podem
estimular directamente a osteoclastogénese. No entanto, a presenca de M-CSF no
meio, ainda que nao seja suficiente, € sempre imprescindivel.

Na auséncia de actividade osteoclastica os ossos tornam-se anormalmente
densos, situagao designada por osteopetrose (do grego, osteon, 0sso; petra, pedra;
osis, doenga) Esta patologia, caracterizada por uma elevada densidade éssea, deve-
se, maioritariamente, a auséncia de M-CSF que, como foi referido, € necessaria para a
proliferacdo dos precursores dos osteoclastos. Nestas situacées, o tecido dsseo perde
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a capacidade de remodelagdo resultando no aparecimento de muitos disturbios,
traduzidos por inumeras fracturas que se manifestam logo aos 5 anos de idade,
demonstrando a importancia dos osteoclastos na manutencido de um esqueleto

saudavel’.

A diferenciagcao dos osteoclastos, tal como mostra a figura 8, € um processo
sequencial regulado a varios niveis e por varios factores. Em condi¢bes fisiologicas
este processo esta, principalmente, controlado por duas moléculas, ambas produzidas
pelos osteoblastos/células do estroma: 1) o factor estimulador de coldnias de
macrofagos: (M CSF), ja referido e 2) o ligando para o receptor de activagao do factor
nuclear kB (nuclear factor kappa B (NF-kB) ligand - ; RANKL)

As células precursoras dos osteoclastos (mondcitos), ao chegarem a uma area
de formacdo e remodelacdo Ossea, desenvolvem um receptor para o M-CSF. A
ligacdo deste receptor ao seu ligando promove a transformagcdo do mondcito em
macrofago, bem como a expressao de um outro receptor de superficie, o receptor de
activagao do factor nuclear kappa B (receptor activator of nuclear factor k B - RANK).
Ao mesmo tempo os osteoblastos/célula do estroma expressam, na sua superficie, a
proteina referida no paragrafo anterior e conhecida por RANKL. A ligagdo do RANKL
(presente nos osteoblastos), com o RANK (presente nos pré-osteoclastos) leva a
maturacdo dos osteoclastos, sendo um dos principais “motores de arranque” da
osteoclastogénese. Este processo s6 pode ser levado a cabo através de um contacto
directo célula-a-célula, ou seja, osteoblasto-osteoclasto, uma vez que tanto o RANKL
como o0 RANK nao sao proteinas soluveis mas sim transmembranares. Todavia, o
RANKL pode também ser sintetizado pelas células dendriticas e pelos linfocitos T e B,
(todas células de natureza inflamatdria) apresentando-se neste caso, muitas vezes,
como uma proteina soltvel* 5.

No meio ambiente ésseo, a ligagdo RANK/RANKL leva a diferenciagcao dos pré-
osteoclastos, a expressao de proteinas de fusdo na sua superficie (necessarias a
fusdo dos precursores mononucleares) e a maturagdo final dos osteoclastos,
constituindo uma etapa fundamental da osteoclastogénese'®. Convém ressalvar que
estes osteoclastos ainda ndo se encontram numa fase activa, isto é, funcional. A
maturacdo dos osteoclastos s6 ficara completa quando se desenvolverem as

estruturas responsaveis pela sua forte ligacdo a matriz mineralizada.
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Ainda que os osteoblastos possam ser considerados como um dos principais
indutores da osteoclastogénese, sdo também responsaveis pela sintese de uma outra
proteina, neste caso soluvel, a osteoprotegerina (OPG), que impede/bloqueia a ligagao
do RANKL ao RANK (todos membros da superfamilia do factor de necrose tumoral) A
OPG tem uma alta afinidade para o RANKL, actuando localmente como um travao a
activagdo dos osteoclastos. Deste modo, representa um forte inibidor da
osteoclastogénese. De notar, porém, que o RANKL e a OPG sao expressos pelos
osteoblastos/células do estroma em diferentes estadios do seu desenvolvimento (o
RANKL numa fase mais precoce e a OPG mais tardiamente), o que permite um

“timming” de funcionalidade apropriado a estas células.
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Fig. 8 Representacdo esquematica das etapas mais importantes do processo fisiolégico de

osteoclastogénese (descrigdo mais pormenorizada no texto). Adaptado de'™®

As situacbes patologicas, de origem inflamatéria, sdo quase sempre
acompanhadas de uma estimulagdo da reabsorgao osteoclastica. As citoquinas pré-
inflamatorias como a IL-1, a IL-6 e o TNF-a activam directamente a osteoclatogénese
e a reabsorcdo dssea'™. De salientar, mais uma vez, que este mecanismo actua de
forma semelhante mas independente do sistema RANK/RANKL. Estes processos (de
natureza 6ssea e de natureza inflamatoria) estao intimamente relacionados, podendo
ser desencadeados e regulados por factores bastante semelhantes ou mesmo

comuns.

Em sintese, pode afirmar-se que o processo de diferenciagdo das células da

linha osteoclastica esta muito controlado pelas células da linha osteoblastica, através
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de um eixo de regulacdo comum, vulgarmente conhecido por RANKL/RANK/OPG.
Porém esta via ndo é de sentido unico e, como veremos posteriormente, também os

osteoclastos condicionam muitas das actividades osteoblasticas.

3.2-Actividade

Os osteoclastos maduros sao células bastante méveis que migram para as
areas que irdo sofrer reabsorgido, definindo zonas de actividade, constituindo as
lacunas de Howship e os cones de reabsorgao.

Para dar inicio ao processo de reabsorgcdo o osteoclasto une-se a matriz éssea
através de uma ligacédo entre integrinas, expressas e localizadas na sua membrana

celular, e sequéncias RGDs, presentes em certa proteinas da matriz '*°.

Esta ja
demonstrado o importante papel das integrinas e a sua ligagdo a sequéncias RGDs,
nas fases iniciais do ciclo de reabsorcdo exercido pelas células osteoclasticas. Ha,
pelo menos, quatro tipos diferentes de integrinas (avf3, av5, a2p1, avp1) envolvidas
na interaccdo osteoclasto/matriz.6ssea. Entre estas, a av3 tem merecido especial
atencdo devido ao efeito inibitério na reabsorgdo 6ssea''’, levado a cabo pela
actividade de anticorpos anti-avB3. Assim, as zonas do osteoclasto que expressam
integrinas avB3 ligam-se a RGDs existentes em proteinas como a vitronectina, a
osteopontina, a sialoproteina 6ssea Il e a fibronectina''® ' Estas proteinas foram
previamente sintetizadas e estrategicamente incorporadas na matriz pelos
osteoblastos, durante o processo de formagao 6ssea. Pode, por isso, afirmar-se que
os osteoblastos ao regularem a quantidade de proteinas, e o seu teor em RGDs, estao
(mais uma vez) ainda que de forma indirecta, a condicionar e a controlar a capacidade
de ades&o dos osteoclastos e a sua actividade.

A membrana plasmatica do osteoclasto, unindo-se fortemente a matriz ssea,
isola o local de reabsor¢gdo criando, ao mesmo tempo, uma Zona de Vedacgao
(“Sealing Zone - SZ”), de forma a definir um compartimento independente e estanque.
O osteoclasto apenas se tornara funcional depois de estabelecidas estas ligacoes.

No decurso deste processo (Fig. 9) ocorre inicialmente o aparecimento de
numerosas e pequenas adesdes focais, de contacto, com a matriz (podosomas) "% 12
21 que posteriormente se organizam numa disposigéo circular, contribuindo para a
formacao da SZ. Esta zona estabelece, entdo, em todo o perimetro celular, uma forte
unido com a matriz éssea ocorrendo, em paralelo a este nivel, um rearranjo dos

componentes do seu citoesqueleto, particularmente dos filamentos de actina, mas
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também de vinculina e talina, formando um anel denso vulgarmente conhecido por
“actin ring”. Deste modo, o complexo osteopontina / avB3 / F-actina, forma no seu
conjunto a SZ, garantindo o completo isolamento do compartimento de reabsorgdo'?*
124 Esta SZ &, histologicamente, também chamada ”Zona Clara” devido & auséncia de
organelos, o que vai facilitar a motilidade do osteoclasto durante a reabsorgao
6ssea'’®. E nesta fase que se estabelece no osteoclasto uma forte polarizagéo, com o
polo apical voltado para a matriz éssea e a superficie basolateral orientada para o
micro-ambiente medular.

A superficie basolateral esta especializada na interacgdo com o microambiente
adjacente de tecido conjuntivo/medula éssea, possuindo para tal receptores para
hormonas (Calcitonina, Vit.D3), citoquinas e outros factores (RANKL) que actuam
sobre os osteoclastos'®. E igualmente o local onde se encontram multiplos
transportadores transmembranares essenciais para o equilibrio electrolitico dentro da
célula. Os nucleos estdo também situados na porcédo basal da célula ficando, assim,
mais distantes da superficie dssea.

No polo apical ocorre, entretanto, a formacdo de numerosas projecgoes
digitiformes, semelhantes a microvilosidades, que se estendem até a superficie 6ssea
e através das quais sdo langados varios produtos que degradam a matriz adjacente,
originando progressivamente uma lacuna de reabsorgéo'® &,

Tendo por base critérios morfolégicos e marcadores moleculares podemos
considerar nos osteoclastos polarizados a existencia de trés dominios (Fig.9): a Zona
de Vedacado (SZ), a Bordadura em Escova (Ruffled Border - RB) e o Dominio
Basolateral (Basolateral Domain- BD) Este ultimo esta subdividido em duas zonas
distintas: uma zona localizada na regido central designada por Dominio Secretor
Funcional ( Functional Secretory Domain — FSD) e a zona basolateral propriamente
dita (BL)

A RB esta, também, dividida numa zona periférica (RL), onde se processa a
fusdo das vesiculas acidicas, e numa zona central onde ocorre a endocitose dos
produtos resultantes da degradacdo da matriz 6ssea ''2. A Zona da Bordadura em
Escova ao apresentar uma membrana celular altamente especializada, possui

caracteristicas unicas que a distinguem de qualquer outro tipo de membrana.
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FSD

Fig. 9- Visdo esquematica de um osteoclasto em processo de reabsorgdo, mostrando os

diferentes dominios da sua membrana celular: BL — Basolateral (azul escuro); Sz- Zona de
Vedacgéo (verde); RB — Bordadura em Escova (preto); FSD — Dominio Secretor Funcional

(vermelho); RL (preto) — zona periférica da RB. Adaptado de "2

A reabsorcdo propriamente dita € um processo altamente organizado e

sequencial constituido por duas fases consecutivas'® ''

. A primeira fase consiste
num processo de acidificagdo através da produgdo de protdes (H') e anides (CI),
provocando a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatite presentes na matriz 6ssea
adjacente. Numa segunda fase tem lugar a degradagéo da matriz organica por acgao

de enzimas proteoliticas lisossémicas.

Na etapa inicial ocorre uma continua secregao acida directamente do
citoplasma para a lacuna de reabsorgao'"?. Para a formagao deste ambiente 4cido sdo
essenciais a existéncia de: 1) uma bomba de protdes, constituida por uma H*-ATPase,
bem como 2) uma fonte de hidrogenides (H*). Numa primeira fase, a H*-ATPase esta
presente apenas na membrana de numerosas vesiculas acidicas intracitoplasmaticas.
Estas vesiculas dirigem-se e fundem-se gradualmente com a membrana plasmatica da
RB, permitindo a inser¢do das H'-ATPases nesta membrana, possibilitando assim a
passagem de grande quantidade de H* para a lacuna, iniciando a dissolugéo da fase
mineral da matriz 6ssea. Desta forma, o numero de compartimentos acidicos
intracelulares vai diminuindo a medida que as vesiculas que contém as bombas de
protdes sdo transportadas para a RB "%

E a Anidrase Carbénica Il que, a nivel citoplasmatico e a partir do CO,
mitocondrial e da H,O, gera protdes (H*) bem como bicarbonato (HCO; %). Os protdes

sdo, como ja foi referido, transportados para a lacuna de Howship através de uma
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bomba H*-ATPase de forma a criar um meio acido (pH aproximadamente 4,5) na zona
de reabsorgéo.

Por sua vez, o HCO; produzido e ainda presente no interior da célula é
libertado para o meio extracelular através de canais existentes na membrana
basolateral. E também através destes canais que entra CI” para a célula (por troca com
o HCO; %), sendo por isso mesmo designados por Canais CI-HCO;. Em simultaneo,
com a entrada para a célula de CI" ocorre o aparecimento de canais de cloreto na
Bordadura em Escova, de forma a orientar este CI" para a lacuna de Howship (para a
formac&o de HCI) e ao mesmo tempo manter a electroneutralidade intracelular'®’.

Em sintese, para acidificar a zona de reabsor¢do, a Bordadura em Escova

possui bombas de protdes (H") consumidoras de ATP e canais de anides (Cl ~) %%

29 cooperando na secrecdo de HCI| para o compartimento de reabsorcdo para
posterior dissolu¢do da HA. Toda esta actividade metabdlica requer muita energia,
sendo apoiada por um grande numero de mitocdndrias. O osteoclasto é geralmente
considerado como uma das células com maior quantidade de mitocéndrias.

O equilibrio acido-basico do osteoclasto é mantido com recurso a diversos
mecanismos moleculares situados, maioritariamente na membrana basolateral. De
facto, a nivel da membrana basolateral, para além das trocas de CI" por HCO; 2z
(entrada de Cl e saida de HCO; ) existe também a troca de Na* por H" (entrada de H*
e saida de Na"), que, no seu todo, ajudam a manter o pH interno da célula em niveis

fisioldgicos durante a reabsorgao '*°.

Por outro lado, na lacuna de reabsorc¢ao a dissolugao dos cristais de HA leva a
libertacdo de grande quantidade de Ca®* e PO,* que, de alguma forma, devem ser
removidos. Porém, ndo é apenas o Ca®" e o PO,> que devem ser eliminados da
lacuna, também o bicarbonato resultante da dissolugao da HA deve ser removido. S6
deste modo é possivel impedir que as grandes quantidades de bicarbonato libertadas
(pelo processo de dissolugao da HA) neutralizem a acidez do meio e impecam a
continuacao da actividade de desmineralizagao.

Por sua vez, a acumulagdo de Ca®" no osteoclasto e no microambiente em seu
redor conduz ao desprendimento do osteoclasto e a inibicdo do processo de
reabsorcao. De facto, grande parte do calcio resultante da actividade de reabsorgao
vai entrar no citoplasma da célula através de um sensor de calcio localizado na sua
superficie apical. Os elevados niveis de Ca intracitoplasmatico desactivam a

capacidade de reabsorgdo do osteoclasto. O alto teor de Ca*" intracitoplasmatico

40



exerce uma influéncia inibitéria no citoesqueleto, desencadeando, ndo sé a desuniao
entre a célula e a matriz 6ssea como o desaparecimento da RB "

Em teoria ha, pelo menos, trés mecanismos diferentes para remover o calcio e
o fosfato para fora da lacuna de reabsorcao: a) o seu transporte transcelular em
vesiculas membranares desde a bordadura em escova até ao FSD, b) a libertagao
transiente de ides sob a SZ e, ¢) o transporte destes ides através da célula utilizando
proteinas de adesdo calcio/fosfato e canais idnicos ou bombas presentes na

membrana plasmatica''?.

So6 apds a degradagdo da parte inorganica fica exposta uma matriz rica em
colagénio que sera alvo da actividade de enzimas proteoliticas, também produzidas
pelo osteoclasto.

Dois grupos de enzimas lisosémicas, denominadas por catepsinas (K, Be L) e
nao-lisosdmicas (denominadas por metaloproteinases da matriz — MMPs) , tém um
papel fundamental na degradacdao da fase organica da matriz 6ssea. Como ja foi
referido, a dissolucdo da fase mineral expde as fibras de colagénio ao ataque

enzimatico levado a cabo pelas catepsinas K, B e L. ',

A catepsina K,
aparentemente especifica dos osteoclastos e concentrando-se na RB,™ é uma
enzima chave neste processo. A sua inibigdo, em estudos in vivo e in vitro, previne de
forma efectiva a degradacdo da matriz."** '*®. Para além da catepsina K, a lacuna de
reabsorgdo apresenta igualmente niveis altos de MMP-9 (gelatinase B) '**. Apesar da
existéncia de varias MMPs, apenas a MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-14 sao
produzidas pelos osteoclastos "7 138 8,

De acordo com trabalhos mais recentes'®, a degradacdo da matriz organica é
iniciada pelas MMPs e continua com as catepsinas. No entanto, Everts et al (1998)
afirma que as catepsinas actuam primeiro, pois necessitam de um pH baixo
(beneficiando da acidificagédo prévia pelo HCI), e que s6 depois entarm em actividade
as MMPs "%,

Para além das MMPs e catepsinas, os osteoclastos secretam também: outras
proteinas como a arilsulfatase, a PB-glucuronidase'!, o factor activador do
plasminogénio tecidular, a lizozima'®®, a sialoproteina 6ssea, a osteopontina, a
fibronectina, o TGF- e a IL-6 "2,

Outra das enzimas lisossomais, secretada pelos osteoclastos, que nao pode
deixar de ser referida, € a fosfatase acida tartrato-resistente (tartrate-resistant acid
phosphatase — TRAP), a qual é utilizada como um marcador citoquimico para os
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osteoclastos *°. Apesar de a TRAP nao ser inteiramente especifica dos osteoclastos é

41



um marcador bastante Util para a sua identificacdo nos cortes histolégicas, tendo em
conta que as células da linha osteogénica ndo exprimem TRAP . Alguns dos
produtos de degradac&do da matriz orgénica podem ser detectados e quantificados no

soro, constituindo um parametro utilizado na quantificacdo da reabsorgcao dssea.

Na pratica clinica a accdo das MMPs é bloqueada pelas tetraciclinas,
bloqueando desta forma a reabsorcédo 6ssea. Este facto esta na base da utilizagcao da
doxiciclina em doses subantimicrobiana na Medicina Dentaria, mais especificamente

no combate & reabsorcdo dssea que ocorre nas Periodontites. *° 146148

3.3- Regulacao da actividade

A actividade concertada das células da linha osteoclastica e osteoblastica
(actividades opostas mas complementares intimamente associadas no tempo e no
espaco) esta sujeita a acgdo de numerosos factores de regulagdo, quer situados a
nivel sistémico quer a nivel local'*.

Os niveis séricos de determinads hormonas, particularmente a paratormona, a
vitamina D3 e a calcitonina, podem influenciar, quer directa quer indirectamente, mas
de uma forma determinante, a actividade osteoclastica. S3o, contudo, as moléculas
produzidas ou libertadas localmente no microambiente ésseo que constituem os
principais agentes moduladores da actividade celular do ciclo da remodelacdo 6ssea.
Neste ambito, temos a considerar as moléculas presentes na matriz extracelular (TGF-
B, BMPs, PDGF e FGF) sob uma forma inactiva mas que, uma vez expostas, se

tornam activas'® 190 114 151

. Nao menos importantes sao, ainda, certos factores de
crescimento, citoquinas e proataglandinas sintetizados tanto pelas préprias células
O6sseas como pelas células da linha hematopoética e pelas células do sistema
imunitario (IL-1, IL-6, TNF-a)'® %275 Estes factores medeiam no seu conjunto, pelo
menos parcialmente, os efeitos dos estimulos hormonais e influenciando um eixo de
regulagédo (mais importante) vulgarmente conhecido por RANKL/RANK/OPG, que

constitui uma ponte molecular entre osteoclastos e osteoblastos.
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3.4- Biodegradacao/Reabsorg¢ao de ceramicos de fosfato de calcio

A reabsor¢ao de cerdmicos de fosfato de calcio é, ainda hoje, um tema de
alguma controvérsia, ndo havendo na comunidade cientifica uma opinido unanime
sobre esta problematica. Numa revisdo do estado da arte poe nds efectuada é
possivel recolher estudos muito dispares, apontando uns para um nitido processo de
reabsor¢cdo da HA sintética por parte dos osteoclastos, que é todavia negada por
outros.

A degradacao de biomateriais de enxerto ésseo, nomeadamente com base em
ceramicos de fosfato de calcio, pode realizar-se através de um processo quimico de
dissolugao ou surgir como consequéncia da actividade celular.

A dissolucdo quimica, ndo associada a osteoclastos, parece assentar no facto
dos liquidos bioldgicos, presentes em redor do biomaterial atingirem, com frequéncia,
um pH acido resultante dos produtos de degradacdo metabdlica provenientes das
muitas populagdes celulares que normalmente colonizam o local. Uma vascularizagao
pouco desenvolvida, frequentemente associada a intervengao cirdrgica, agrava esta
situacao, contribuindo para uma ainda mais acentuada diminuicao do pH, facilitando o

processo de dissolugdo e consequente degradagdo do biomaterial'®®.

Por outro lado, a participacdo celular na biodegradacdo pode envolver: a)
mondcitos, macréfagos e células gigantes multinucleadas, com capacidades
macrofagicas (que podem ser consideradas verdadeiros osteoclastos ou apenas
macrofagos polinucleares) e b) os tipicos osteoclastos normalmente implicados nos
mecanismos de reabsorcdo de matriz 6ssea'® '*’. Os mondcitos e os macréfagos
estdo entre as primeiras células que ocorrem ao local de cicatrizagdo, podendo
participar nos processos de degradacdo de biomaterial através da libertacdo de
proteases, prostaglandinas, citoquinas. Os macréfagos e as células gigantes
multinucleadas parecem estar maioritariamente envolvidos na “limpeza” de pequenas
particulas que se libertam da superficie da HA densa, através de um processo de
fagocitose*®, sem uma interaccdo directa com o biomaterial. A degradagao, levada a
cabo pelos osteoclastos, € nitidamente favoravel pois mimetiza o processo fisiolégico
da reabsorcdo da matriz 6ssea, criando superficies com caracteristicas ideais para o

desenvolvimento e diferenciacdo das células osteoblasticas e estruturas vasculares

45, 46 9, 47-51
E)

Ha, no entanto, varios estudos, quer in vivo quer in vitro que

demonstraram a possibilidade dos osteoclastos apresentarem processos activos de
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fagocitose, em paralelo com a sua tradicional capacidade e actividade de reabsorcéo.
De facto, a linhagem das células osteoclasticas parece apresentar fungdes bem mais
complexas do que inicialmente se suponha.

Os osteoclastos, mesmo apresentando as especializagdes morfolégicas que os
caracterizam (nitida polarizacado, anel de actina, zona de vedagado e bordadura em
escova) e sendo TRAP positivos, podem mostrar também a presenga no seu
citoplasma de endofagossomas contendo particulas minerais fagocitadas das lacunas
de reabsorgdo. Estas particulas constituidas por cristais de CaP, resultaram da
fragmentagédo do material ceramico, sendo posteriormente transferidas para o interior

158 Estes cristais,

das células e integradas em vacuolos citoplasmaticos ou fagossomas
depois de sofrerem uma transcitose, durante a qual sdo degradados em particulas
mais pequenas, sao finalmente libertados para o meio extracelular (através da
superficie citoplasmatica oposta a bordadura em escova, conhecida por FSD) sendo
posteriormente fagocitados por macréfagos mononucleares. Com efeito, foi possivel
demonstrar a presenga de particulas de HA nao apenas no citoplasma de
osteoclastos, mas também no interior de macréfagos45.

Em sintese, os osteoclastos parecem, pois, capazes de, em simultaneo,
reabsorver materiais ceramicos de fosfato de calcio através da criacdo de lacunas
acidicas de reabsorgéo (com recurso a bomba de protdes) ou através de um processo
de fragmentagao/fagocitose*> '*® %8 Este aspecto vem mais uma vez sublinhar a
origem comum do osteoclasto com as células da linha mondcito/macréfago,
conservando as capacidades de fagocitose, que tdo bem caracterizam estas
populacdes celulares.

E interessante verificar que, no caso destes materiais de substituicdo dssea, os
osteoclastos aderem a areas desprovidas de proteinas como a osteopontina ou
osteocalcina, que em situagdes fisiolégicas sdo essenciais para a formagao de uma
zona de vedacgdo. Sera que as proteinas adsorvidas (contendo RGDs) a superficie
destes materiais sdo responsaveis pela formacdo de uma zona de vedacao,
conseguindo substituir, de alguma forma, as proteinas existentes na matriz 6ssea?
Relativamente a qualidade desta zona de vedagdo, serd que esta garante a
hermeticidade da lacuna de reabsorgédo, mantendo os niveis de pH baixos?

Por outro lado, a actividade dos osteoclastos sobre a HA sintética parece estar
muito dependente das caracteristicas intrinsecas do biomaterial (aspecto directamente
relacionado com as proteinas adsorvidas a sua superficie), entre as quais citamos o

tamanho e forma dos cristais'®® " (

a micro e a nanocristalinidade, bem como a sua
fraca organizacao, promovem o processo de reabsor¢ao) e ainda a “molhabilidade” e
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rugosidade da sua superficie’®’. Também nestes casos as superficies rugosas
parecem mais favoraveis a interacgao com os osteoclastos do que as superficies lisas.
Para além disso, também o método e temperatura de sinterizacdo® e os mecanismos
de esterilizagdo a que foram sujeitos os biomateriais podem influenciar a sua
biodegradagao/reabsorgao.

Nao menos importantes s&o as propriedades biofuncionais e biomecanicas do
local de implantacdo’®®. A este respeito ndo poderdo deixar de ser mencionados os
trabalhos de Rumpel e colaboradores (2006) e de Merkx e colaboradores (1999) que,
utilizando o cdo como modelo animal, demonstraram que um mesmo biomaterial,
colocado em zonas sujeitas a accao de diferentes forgas mecéanicas, tem

comportamentos diferentes '°® '

. De facto, nas areas sujeitas a maiores forgcas
mecanicas houve maior, € mais rapida, reabsor¢cdo, a par de uma extensa
remodelagao 6ssea. O local de implantagdo tem seguramente, também, um contributo
para a biodegradacdo do material, sabendo-se que o tecido 6sseo esponjoso
apresenta uma capacidade de reabsorgdo maior que o tecido 6sseo cortical'®?.

A capacidade de reabsorcao dos materiais a base de fosfato de calcio parece

estar relacionada, ainda, com a solubilidade do material em questéo164. Estudos in
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vivo'® e in vitro *', compararam o processo e velocidade de biodegradacgdo de
ceramicas formadas por TCP (fosfato tricalcico) ou por HA. O principal mecanismo de
degradacdo do TCP assenta num processo de dissolugdo quimica e ndo numa
actividade osteoclastica®’, enquanto que a HA mostrava um maior nimero de lacunas
de reabsorcado osteoclastica. A justificacdo desta disparidade de resultados parece
residir na diferente solubilidade do TCP e da HA. A alta solubilidade do TCP,
libertando uma grande concentragéo de Ca?* para o meio extracelular, ou para o meio
de cultura, ndo é favoravel a uma reabsorgdo osteoclastica. De facto, esta grande
concentragdo de Ca?*, para além de inibir a migracdo dos osteoclastos inibe
igualmente a sua adesao ao dificultar a formagao do anel de actina e, deste modo, a
criagdo de uma eficaz zona de vedagdo*’. Como ja foi referido os osteoclastos s&o
células muito sensiveis as concentragdes de Ca?* (intra e extracelular), sabendo-se
que o aumento deste ido inibe a adesdo osteoclastica e a actividade de reabsorcdo. A
relacdo directa entre o Ca?* e a actividade osteoclastica devera ser tida em
consideracdo aquando da sintese e optimizacao de novos biomateriais a base de

fosfato de calcio.

Para finalizar, parece-nos oportuno deixar em aberto a seguinte questao: qual

ou quais, de entre todos os factores atras descritos, ira condicionar o diferente perfil de
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degradagcdo de um biomaterial, direccionando-o no sentido dos processos de
dissolugédo e fagocitose ou, pelo contrario, a sua reabsor¢do pela classica via

osteoclastica?
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Capitulo Il

[I-ESTUDO EXPERIMENTAL EM MODELO ANIMAL
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1- OBJECTIVOS

O trabalho experimental apresentado neste estudo propde-se avaliar in vivo, o
processo de osteointegracdo e o potencial de regeneragdo Osseo de uma
hidroxiapatite sintética nanocristalina, recorrendo essencialmente a estudos de indole

histolégica efectuados em microscopia de luz.

Este trabalho foi concebido com o objectivo de analisar o comportamento
biolégico desta hidroxiapatite (utilizando um modelo de cicatrizagdo Ossea retardada
com defeitos dsseos cranianos) tendo como referéncia um defeito ésseo preenchido
com o0sso autdgeno (controlo positivo) e um defeito 6sseo sem preenchimento
(controlo negativo). Em paralelo foi ainda avaliada uma hidroxiapatite natural —
xenoenxerto - obtida a partir de osso de origem bovina (Bio-Oss®), utilizado como o

xenoenxerto standard nos processos de regeneragao éssea.

Como animal experimental foi utilizado o coelho. Esta escolha baseou-se na
facilidade de manuseamento e num metabolismo ésseo aproximado a animais de
maior porte e a0 homem'®®. Optamos pelo modelo de dimensao critica retardada com
defeitos de 8 mm nos ossos parietais do coelho, originalmente criado por Kramer et al
(1968a)" e posteriormente desenvolvido por outros'®®'"!
Departamento de Medicina Dentaria da FMUC, por Guerra (2003)'"? e Matos (2008)""°.

Até as 16 semanas estes defeitos comportam-se como verdadeiros defeitos criticos,

e, em particular, no nosso

havendo evidéncia de cicatrizagcao dos defeitos apenas apds este periodo. Assim este

modelo torna-se apropriado para estudos de curta duragéo, o que alias é o pretendido.
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2- MATERIAL E METODO

2.1-AMOSTRA

Neste protocolo experimental foram utilizados coelhos machos adultos. A
necessidade de incluir apenas coelhos do sexo masculino pretende evitar influéncias
hormonais no processo de cicatrizagdo. A utilizagdo de animais adultos deve-se ao
facto de os coelhos jovens, ainda sem uma maturacdo esquelética completa,
apresentarem um processo de cicatrizacdo 6ssea mais rapido e que pode ser
influenciado pelos mecanismos de ossificagdo ainda em curso. A maturagao
esquelética foi confirmada radiograficamente através do encerramento do disco

epifisario dos ossos longos 7% 174

O presente trabalho experimental foi desenvolvido com base uma amostra de
20 coelhos (Oryctolagus cuniculus, n=20), da estirpe “New Zealand White”, machos,
adultos, com um peso de 3,4+/- 0,5Kg. Estes coelhos foram divididos em duas séries
de 10 coelhos, correspondentes aos dois periodos de tempo de experiéncia, isto €,

duas e quatro semanas.

2.2-MANUTENGAO, MANIPULAGAO E BEM-ESTAR ANIMAL

A selecgdo dos animais, manipulagdo, manutengdo e garantia de bem-estar
foram avaliados por membros qualificados do Departamento Zootécnico da
Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, respeitando o protocolo aprovado na
instituicdo e de acordo com a legislagdo em vigor. Apés uma avaliagao inicial, para
confirmacgao da inexisténcia de qualquer tipo patologia, por um técnico qualificado, os
animais entraram num periodo de quarentena, com vigilancia diaria, nunca inferior a

duas semanas.

Os animais foram mantidos em condicbes padronizadas de climatizacéo
(temperatura, humidade e renovacao de ar) e de luminosidade (12h do luz e 12h de
escuro) Os animais foram igualmente alojados em gaiolas metalicas individuais,
adequadas a sua espécie, com espaco suficiente para se movimentarem. Todas as
gaiolas foram identificadas com as seguintes caracteristicas: responsavel pelo
projecto, estudo em causa, numero do animal, peso, sexo, data de intervencéo e
alguma indicacao especial, caso necessario. Estas condi¢des estdo de acordo com a
legislacao em vigor (Portaria n°® 1005/92 de 23 de Outubro; Portaria n°1131/97 de 7 de

Novembro).

50



A dieta foi providenciada com ragdo seca, de origem comercial, com
concentragdes controladas e analisadas pelo fabricante. A agua fornecida ad libitum,
teve origem no sistema de abastecimento municipal. Ndo se supde que quer a ragao
quer a agua possuam qualquer risco de interferéncia nos resultados do presente

estudo.
2.3- MATERIAIS
2.3.1-Hidroxiapatite sintética (teste)

A hidroxiapatite (HA) é o principal componente inorganico da matriz dssea,
sendo o primeiro material especificamente sintetizado e processado para ser utilizado

como material de substituicio dssea.

A HA utilizada no presente estudo experimental resultou da jungédo, em partes
iguais, de dois tipos de grdos de HA. Uns foram sinterizados a 500°C e os outros a
800°C. Trata-se de uma HA nanocristalina (cristais <100nm), com uma orientagcao

irregular dos cristais.

O tamanho dos cristais foi determinado com recurso a difraccao de raios X.
Esta HA pura apresenta uma correcta propor¢ao molar entre o calcio (Ca) e o fésforo
(P) que é de 1,67 (Ca/P=1,67). Esta proporcionalidade & importante pois mimetiza o
ratio Ca/P da matriz éssea. As suas caracteristicas e processo de fabricacao

encontram-se detalhadamente descritas no trabalho de Gomes, J.F. (2008)'"®

20kV XS5S8 S00rm B46701

Fig 10. Imagem de Microscopio Electrénico de
Varrimento (MEV) da hidroxiapatite teste.
Gentilmente cedida pela Sr? Prof? Dr? Teresa Vieira.
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Fig. 11: Maior ampliagédo de uma zona apresentada
na figura anterior representando a superficie de uma particula.
Gentilmente cedida pela Sr? Prof? Dr? Teresa Vieira.

2.3.2- Xenoenxerto de origem bovina — Bio-Oss® Spongiosa-Granules
(Lote 080307)

O xenoenxerto é formado por uma matriz mineral anorganica de origem bovina.
A formulagcado utilizada no presente estudo apresentou-se sob a forma de
granulos, de natureza esponjosa, com tamanhos entre 250 a 1000 ym. As figuras 11 e
12 representam o aspecto em microscopia electronica de varrimento (MEV) de uma
amostra deste material constituido por uma grande variedade de granulos de diversos

tamanhos e de contornos irregulares.

b

280kUVU XS5@ S66rm B0B5388

Fig 12 Imagem de MEV duma amostra de
granulos do xenoenxerto de origem bovina.
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Fig.13: Maior ampliag&o de uma zona representada

na figura anterior mostrando a existéncia de alguns poros.

No seu processamento sido, de acordo com o fabricante, completamente
removidos, 0s componentes organicos através de processos fisico-quimicos

realizados a baixa temperatura (300°C)""°.

O componente inorganico apresenta-se quimicamente como uma apatite

17 Na sua

biolégica tipica dos tecidos 6sseos, com uma proporgédo Ca/P de 2/
composig¢do quimica importa referir que contém menos grupos hidroxilo e mais ides
carbonato do que a maioria das hidroxiapatites sintéticas. Assim, esta hidroxiapatite
natural (hidroxiapatite carbonatada) mantém a sua grande semelhanca a fase mineral
da matriz 6ssea. Este facto resulta do seu processo de sinterizacdao a baixa

temperatura, evitando uma fase de calcinacio a altas temperaturas.

O seu componente mineral, de pequenos cristais de hidroxiapatite (40x10 nm),
facilita o processo de reabsor¢do sendo remodelado gradualmente e de forma
fisiologica. Para além disso, mantém uma arquitectura altamente estruturada
(acompanhando de perto a disposigao e arranjo caracteristico do molde de colagénio)
capaz de assegurar € manter a sua estrutura, mesmo depois de destruido o suporte
proteico. Esta organizacdo (mantida devida a sinterizagdo a baixa temperatura) devera
representar, por si s6, uma mais-valia importante na performance biolégica e mecénica
deste material de enxerto de origem natural, constituindo uma excelente alternativa ao

0sso autégeno
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2.3.3-Osso autégeno

Os fragmentos de osso autégeno tiveram origem nos discos 6sseos retirados
apos craniotomia bilateral do osso parietal. Na trepanacao foi utilizado um instrumento
rotativo, com irrigagdo permanente de soro fisioldgico. Com recurso a uma pinga goiva
os fragmentos 6sseos cortical e esponjoso foram reduzidos a um granulado de
tamanho, tanto quanto possivel, uniforme e semelhante aos granulos de BioOss®..
Apods a sua preparacao foram colocados em soro fisiologico estéril, de forma a manter

a sua viabilidade.

Tendo em conta que o osso autégeno é considerado o “gold-standard” em
técnicas de enxerto, sendo como tal a primeira escolha, os defeitos preenchidos com

este material funcionam como controlo positivo.

2.3.4-Defeito nao preenchido

Os defeitos nao preenchidos com qualquer tipo de material de substituicdo séo
utilizados para demonstrar, durante os intervalos de tempo estipulados para a
experimentacdo, uma incipiente formacgao de tecido 6sseo. Funcionam, pois, como

controlo negativo.

2.4- ESTUDO EXPERIMENTAL NO CRANIO

O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pela Direcgao
Geral de Veterinaria — Direcgdo de Servicos de Saude e Proteccdo Animal, conforme
previsto na alinea b) do n°® 49 da Portaria n® 1005/92 de 23 de Outubro.

A amostra (n=20) foi dividida por dois grupos, com 10 coelhos cada, que foram

sacrificados respectivamente as duas e as quatro semanas (Diagrama 1)
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Coelhos
New Zealand n=20

Grupo | (n=10)

Grupo Il (n=10)

White - O
B I »

SEMANAS 0

2

4

Cirurgia Experimental

Eutanasia e Colheita

Eutanasia e Colheita

Antibioterapia

Processamento
histoldgico

Processamento
histolégico

Diagrama 1. Esquema do desenho experimental.

Foi executado o denominado modelo de cicatrizagdo dssea retardada, durante

o qual se evita que a regeneragao espontanea ocorra durante periodos experimentais

de média duracdo. Procedeu-se a criagdo de dois defeitos circulares transcorticais

bilaterais, com 8mm de diametro, um em cada osso parietal'®": 198 172.173.178 (Fiq 14).

Ao realizarmos dois defeitos por animal estamos a conferir valorizagao

estatistica ao procedimento experimental, uma vez que cada animal funciona como

controlo do proprio. Com este procedimento também diminuimos a amostra. Foram

utilizados apenas dois controlos negativos por grupo, uma vez que este modelo se

encontra bem estudado e bem estabelecidos controlos histéricos com uma

regeneracao 6ssea muito limitada.

Fig 14. Modelo de cicatrizagédo 6ssea retardada estabelecido no cranio dg

Altura (h)=+1,8mm




2.5- DISTRIBUIGAO DOS MATERIAIS PELOS ANIMAIS DA AMOSTRA

A distribuicdo dos materiais teve por finalidade minimizar o tamanho da
amostra. Optou-se por uma distribuicdo aleatoria, pelo método de sorteio, dos
materiais nos animais envolvidos, tendo sido excluida a repeticdo do material no
mesmo animal. Para cada tempo experimental foram assegurados seis locais para
cada material (Hidroxiapatite sintética (HA). Xenoenxerto, Autoenxerto), perfazendo
um total de dezoito e dois defeitos foram deixados n&o preenchidos (controlo
negativo). Com este desenho da distribuicdo dos materiais pretendeu-se reduzir o
numero de animais a utilizar, mas obtendo um estudo com possibilidade de efectuar

uma analise estatistica credivel.

O volume de material colocado em cada defeito foi aproximadamente de 0,15cc

(V=1rr?h).

Grupo 1 -

2 semanas

NO
Coelho

Defeito

Esquerdo

Defeito

Direito

NO
Coelho

Grupo 2 -

4 semanas

Defeito

Esquerdo

Defeito

Direito

1 Xenoenxerto Auto-enxerto 19 Xenoenxerto Auto-enxerto
2 Auto-enxerto Negativo 15 Auto-enxerto Negativo

3 Xenoenxerto Hidroxiapatite 13 Xenoenxerto Hidroxiapatite
4 Auto-enxerto Negativo 16 Auto-enxerto Negativo
18 Hidroxiapatite | Auto-enxerto 5 Hidroxiapatite | Auto-enxerto
6 Xenoenxerto | Auto-enxerto 12 Xenoenxerto Auto-enxerto
7 Auto-enxerto Hidroxiapatite 14 Auto-enxerto Hidroxiapatite
8 Hidroxiapatite | Xenoenxerto 17 Hidroxiapatite | Xenoenxerto
9 Hidroxiapatite | Xenoenxerto 20 Hidroxiapatite | Xenoenxerto
10 Hidroxiapatite | Xenoenxerto 11 Hidroxiapatite | Xenoenxerto

Tabela 1: Esquema de distribuicdo aleatéria dos materiais no modelo experimental.
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2.6- MEDIDAS PRE-ANESTESICAS

A manipulacdo destes animais para administragdo de drogas anestésicas pode
apresentar dificuldades, mesmo para profissionais com bastante experiéncia. O coelho
€ um animal de experiéncia que necessita de particular atengéo pois assusta-se com
facilidade, segregando uma grande quantidade de catecolaminas quando em stress,
podendo fazer uma paragem cardiaca. Da mesma forma podem ocorrer movimentos
violentos dos membros posteriores que, devido a sua grande poténcia muscular,
podem originar fracturas nos membros ou mesmo na coluna vertebral. Assim torna-se
importante providenciar um ambiente tranquilo bem como uma manipulagao

adequada'’® "%

Esta aconselhado efectuar um jejum durante as 12 h que antecedem a
anestesia, de forma a reduzir a massa alimentar e a produgéo de gases no ceco. Com
esta medida pretende-se minimizar a interferéncia das visceras na respiracdo e
facilitar o retorno venoso ao coragao. A possibilidade de regurgitagdo nesta espécie &

minima, no entanto, deve igualmente merecer a nossa atengéo'®" 182,

2.7- ANESTESIA

A anestesia foi induzida utilizando a medetomidina (0,15mg/Kg SC) e
butorfanol (0,1mg/Kg IM). Quinze minutos apds esta administragdo foi administrada
uma injeccao lenta de ketamina (5 mg/Kg IM ou EV na veia marginal da orelha). O
estado anestésico foi mantido, apds entubagdo oral com um pequeno tubo
endotraqueal, através da inalacdo de isoflurano (0,25% a 2%) num fluxo de oxigénio
de 0,5 a 2L/min/Kg utilizando para tal um sistema de respiragdo de Mapleson A
Magill®.

O status anestésico de cada coelho foi monitorizado durante todo o
procedimento cirlrgico através de um oximetro nao-invasivo (frequéncia respiratéria e
a saturagédo de oxigénio da hemoglobina), um capnégrafo e auscultagdo cardiaca (

frequéncia cardiaca).

2.8- PREPARACAO LOCAL CIRURGICO

O instrumental cirdrgico foi esterilizado em autoclave de acordo com o

protocolo hospitalar vigente.
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A preparacdo da area anatdmica envolvida na intervencado foi efectuada
através de tricotomia da mesma, seguida da desinfecgdo do local com solugéo de
iodopovidona ( Betadine®, Mundipharma AG, Basileia, Suiga).

Os coelhos foram colocados, de forma atraumatica, sobre uma mesa operatoria

previamente aquecida e mantida a temperatura adequada durante o acto cirurgico.
2.9- CIRURGIA

Apds a tricotomia foi realizada uma incisao sagital da pele, de espessura total,
coincidindo com a sutura mediana do cranio. Esta incisao teve aproximadamente 5 cm
de comprimento, iniciando-se ligeiramente anterior a sutura coronal e indo até a sutura
parieto-ocipital (Fig. 15 B).

Inicialmente descolou-se o plano cutdneo e em seguida o periésteo até a
exposicao do osso (Fig. 15 C)..

Exposta a area desejada da calote craniana efectuou-se a trepanagéao bilateral
nos 0sso parietais, produzindo-se desta forma um defeito circular de 8mm de di&dmetro
em cada osso parietal, ao lado da linha média. Nao houve interferéncia destes defeitos
com as suturas coronal, parieto-parietal e parieto-ocipital. A criacdo destes defeitos foi
realizada em duas fases cronolégicas distintas, utilizando-se para tal um instrumento
rotativo montado em micromotor e contra-angulo (800 rotagdes por minuto — r.p.m.) e
irrigacdo permanente com soro fisiolégico estéril. Na primeira fase, utilizou-se um
trépano guia de superficie (Fig. 15 D), com 8mm de didmetro e um pino central, tendo
por objectivo marcar o local onde se iria criar o defeito. Numa segunda fase, recorreu-
se a um trépano de profundidade (Fig. 15 E), com o mesmo didmetro e sem o pino
central, de forma a remover as tabuas Osseas externa e interna. Durante este
procedimento € essencial que a dura-mater ndo seja lesada e se evite o seio sagital.
Ambas as tabuas ésseas sdo removidas recorrendo-se a uma pinga e espatula (Fig.
15 G). As espiculas e irregularidades remanescentes sdo removidas com uma pinca

goiva e procede-se a irrigagdo com soro fisioldgico para remogao de qualquer residuo.

Os materiais em estudo foram colocados nos defeitos seguindo o padrao de
distribuicdo atras mencionado (Fig. 15 J). Os defeitos designados por controlo

negativo permaneceram sem qualquer tipo de material.

Efectuou-se o encerramento dos tecidos em dois planos: primeiro o periésteo
foi suturado com pontos descontinuos utilizando-se fio reabsorvivel quatro zeros

(Coated Vicryl®, 4/0, Ethicon, Edimburgo, Reino Unido) (Fig. 15 L) e posteriormente a
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pele foi suturado com pontos simples descontinuos com fio ndo reabsorvivel trés zeros
(Perma SharpTM, 3/0 silk, black braided, Hu-Friedy Co., Chicago, E.U.A.). (Fig. 15 M)

Na Fig. 15 ilustra-se a sequéncia do procedimento cirurgico
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Fig. 15 A): Instrumental Cirtrgico; B) Incisdo Sagital; C) Descolamento do Periosteo;
D)Trépano Guia (esquerda) e Trépano de Profundidade (direita); E) Trepanagdo com
instrumento rotativo com irrigacdo; F) Corte de ambos defeitos parietais G) Remocgéao
fragmento 6sseo; H) Defeitos 6sseos bilaterais, transcorticais, sem lesdo da dura-mater; 1)
Colocagao material; J) Defeitos bilaterais preenchidos com diferentes materiais; L) Sutura do

periésteo com fio reabsorvivel; M) Sutura pele com fio ndo-reabsorvivel.
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2.10- MEDICAGAO POS-OPERATORIA

No periodo pds-operatério cada animal foi medicado com metilprednisolona
(8mg/Kg IM, dose unica), para prevenir o edema laringeo e traqueite iatrogénica, bem
como com antibioticoterapia com enrofloxacina (5mg/Kg SC, BID), durante a primeira

semana apos a cirurgia.

2.11- RECUPERAGAO DA ANESTESIA

O péds-operatorio € um periodo fundamental para permitir o conforto e o bem-
estar dos animais, reduzindo desta forma a magnitude das respostas metabdlicas a
cirurgia. Apos a cirurgia, os animais foram colocados durante 12h, numa sala de
recobro, escura, silenciosa, confortavel. Foram constantemente vigiados em relagéo a
hipotermia e a aspiragdo de agua ou comida, sendo mantido um animal em cada
gaiola de forma a evitar agressdes. As gaiolas estavam limpas de qualquer material de
forragem que pudesse interferir com as vias respiratorias e isentas de qualquer
material que pudesse ser responsavel por eventuais traumatismos no inicio da
recuperagao da locomocgao. Foi mantida uma temperatura adequada recorrendo, se

necessario, a materiais envolventes termo-isolantes.

Apbs este periodo, foram levados para as respectivas gaiolas padrao. Foi-lhes
feito o controlo da dor pds-operatdria através de uma monitorizagdo diaria de
eventuais alteragbes aos habitos normais de ingestdo de comida ou agua, do peso
corporal, dos padrées de comportamento considerados proprios da espécie e em

relagdo a presenca de sinais clinicos ou reac¢des andmalas a espécie.

2.12- EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram sujeitos a eutanasia separadamente, nos dias
correspondentes ao final de cada periodo de estudo, recorrendo-se a administragao de

Pentobarbital de Sédio na Veia Marginal da Orelha (1ml/Kg).

Os cadaveres e residuos provenientes da eutanasia foram posteriormente incinerados.
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2.13- COLHEITA DO MATERIAL

Apos dissecacado meticulosa dos tecidos moles foi efectuada a colheita en bloc
do material em estudo (Fig. 16). Para o corte do cranio utilizou-se uma serra
mecanizada com refrigeragéo, tendo-se o cuidado de garantir que as margens da peca
ficassem a uma distancia segura dos defeitos a estudar. De seguida, as pegas obtidas

foram preparadas para processamento histoldgico.

Fig. 16. Vista inferior endocraniana com defeito

preenchido com o material a testar ( i%) eo

xenoenxerto de origem bovina (Bio-Oss®) (

2.14 -NECROPSIA DOS ANIMAIS

A sua realizagao pretendeu avaliar o eventual impacto sistémico dos materiais
em estudo. Apds exame macroscoépico dos cadaveres foram colhidos fragmentos do

coragao, figado, rins, pulmdes, ganglios linfaticos e bago para analise histoldgica.

2.15-METODOS DE ANALISE
2.15.1 — RADIOGRAFIA DIGITAL DIRECTA

Imediatamente apds a eutanasia, os defeitos 6sseos foram radiografados
através de uma técnica radiografica convencional com uma incidéncia ortogonal nas

calotes cranianas
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Este procedimento foi efectuado de uma forma padronizada, com uma
distancia constante entre o objecto e o filme. Utilizaram-se filmes radiograficos de
elevado contraste com 5 x 7 cm (Kodak Ektaspeed Intraoral film, Eastman Kodak,
Rochester, NY). O aparelho radiografico utilizado (Orix AET IM 82, Ardet, Italia)
produzia ate 65 kV, para uma intensidade de corrente de 8 mA e dispunha de um cone
com 20 cm de comprimento. Foi utilizado um tempo de exposigéo de 0,2 segundos. As

imagens assim obtidas foram analisadas qualitativamente.

2.15.2 — ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

A analise qualitativa baseou-se na avaliacdo do processo de cicatrizagcao
Ossea, dos perfis morfologicos dos elementos celulares, nas caracteristicas da
interface osso/materais implantados e da resposta inflamatoria. Foi efectuada em
microscopia Optica, atraves de um estereomicroscopio (NikonR SMZ 1500, Japao)
com dispositivo de reforco de luz por fibra (IntraluxR 5000-1, Volpi, Suica), e num
microscopio optico de campo claro (NikonR Eclipse 600, Japao). Ambos com
capacidade de conexdo a equipamento fotografico convencional (NikonR FDX-35, com
sensor multiponto NikonR U-IIl) e digital (NikonR Coolpix 4500), bem como a camara
de video digital (OptronicsR DEI 750D CE, Goleta, California, Estados Unidos da

America), com sinal NTSC, ligada a um monitor (SonyR Trinitron, Japao).

A preparagao das amostras para estudo histoldgico foi efectuada recorrendo-se

a técnica ndo-descalcificada.

Esta preparacgéo foi efectuada no Laboratério de Histologia de Tecidos Duros,
do Departamento de Medicina Dentaria, Estomatologia e Cirurgia Maxilo-Facial da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, de acordo com o protocolo
desenvolvido pelo Professor Doutor Karl Donath do Instituto de Patologia da
Universidade de Hamburgo, Alemanha'®® . O desenvolvimento desta técnica foi
baseado no sistema de alta precisdo Exakt® (Exakt® - Apparatebau, GmbH&CO,
Norderstedt, Hamburgo, Alemanha). Este procedimento desenvolve-se ao longo das
seguintes etapas: fixacdo e desidratacao; infiltragdo e polimerizagéo; corte inicial da
amostra; montagem da amostra; polimento inicial da amostra (facing); montagem do

slide final (técnica da sanduiche); corte e polimento final da amostra e coloracéo.
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2.15.2.1- FIXACAO E DESIDRATACAO

Apébs colhidas e radiografadas as amostras foram fixadas através de imersao
numa solug¢ao de formaldeido a 10% em tampéao fosfato (FNT), durante 48h, num pH
7,4 (Fig.17). Terminada a fixagdo procedeu-se a desidratacdo, com agitacado continua,
numa unidade de agitacao e infiltracdo (Exact® 510), com passagem por uma série
crescente de concentragbes de etanol (60%, 80%, 96% e duas vezes a 100%),

durante o periodo recomendado.

Fig. 17. Fixacdo dos

tecidos com FNT
2.15.2.2- INFILTRAQAO E POLIMERIZA(}AO

Apoés fixagdo e desidratacdo procedeu-se a infiltragdo, igualmente com
agitacao continua, em solugdes crescentes de resina de metilmetacrilato em etanol
(resina/alcool: 30/70%, 50/50%, 70/30%) terminando com duas passagens em 100%
de resina. Nesta fase é importante que a maior superficie possivel da amostra esteja
em contacto com o meio infiltrativo. Para este procedimento utilizou-se a unidade

anteriormente mencionada.

Seguiu-se a embebigéo, utilizando para tal a mesma resina de metilmetacrilato
(Technovit® 7200 VLC, Kulzer) e subsequente fotopolimerizacdo na respectiva
unidade de polimerizagao (Exact® 520), com sistema de arrefecimento e em moldes
de plastico. A polimerizagao foi efectuada de forma controlada, durante 8h, em 2 fases
sequenciais de luz branca e luz azul, tentando, assim, minimizar os eventuais

artefactos decorrentes desta etapa.
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2.15.2.3- CORTE INICIAL DA AMOSTRA

As amostras incluidas nos blocos de resina foram cortadas recorrendo a
respectiva unidade do sistema Exakt® (Exakt® 310 CP). Este corte foi efectuado de

acordo com a orientagao desejada para preparagao da lamina.

Fig 18. Corte coronal do bloco de resina  Fig. 19. Lamina de corte coronal craniano

contendo a amostra.

Da amostra inicial obtiveram-se, de cada defeito 6sseo, dois corte: um coronal

e outro transversal. (Figs 18 e 19).

2.15.2.4- MONTAGEM DA AMOSTRA

Os cortes efectuados a partir da amostra inicial foram preparados e montados
numa primeira lamina acrilica (slide A) (50x100x1,5mm) (Fig. 19), em prensa com
fixagdo a vacuo. Para tal utilizou-se outro metilmetacrilato especifico (Technovit®
4000 VLC, Kulzer).
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2.15.2.5- POLIMENTO INICIAL DA AMOSTRA (facing)

Esta etapa foi executada na polidora do sistema Exakt® (Exakt® 400 CS).
Tem por objectivo obter superficies paralelas das areas em estudo, de forma a

facilitar a posterior execugao das técnicas de corte e polimento final
2.15.2.6- MONTAGEM DO SLIDE FINAL (Técnica de Sanduiche)

As laminas finais foram preparadas pela técnica de sanduiche. Nesta técnica o
lado livre da amostra que contém a area de estudo e oposto ao slide A, foi colado a
uma segunda lamina acrilica (slide B) (25x75x1,5 mm), recorrendo-se a uma resina
fotopolimerizavel especifica (Technovit® 7210 VLC, Kulzer). Este conjunto foi montado

em prensa com vacuo e lampada polimerizadora (Fig.20).

2.15.2.7- CORTE E POLIMENTO FINAL

Para esta etapa utilizou-se um sistema de corte de precisdo com dispositivo de
irrigacéo.

Este sistema é constituindo por uma unidade de corte de precisdao, com
regulacéo de velocidade e dispositivo de irrigagdo, baseado no principio de corte por
ponto de contacto com serra de banda de 100 ym (Exakt® 310 CP), e por uma
polidora de prato rotativo de velocidade regulavel com irrigacdo (Exakt® 400 CS);
ambos com fixadores por vacuo dos blocos e laminas. A unidade de corte dispoe de
um sistema de paralelismo, onde se fixam as laminas, com plataforma movel e de
oscilagdo em arco pré-fixada e controlada electronicamente (14°, 28° e 56°), bem
como de um ponteiro laser de orientagdo para assegurar o correcto paralelismo de
cortes sucessivos e uma adequada espessura. Os cortes sao feitos pela acgdo de um
peso de 50 gr. aplicado de forma constante a referida plataforma. Por sua vez, a
polidora regula a uniformizagao da espessura final das amostras através de um sensor
electrénico (AW 100 Electronic Measuring System). O polimento e executado com a
aplicagdo de pesos, entre os 100 e os 200 gr., na coluna de fixagdo da amostra, que

se move em vaivém em veios de rosca sem fim.
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Fig.20- Prensa fotopolimerizadora Fig. 21- Corte de precisdo por ponto
para montagem da segunda lamina de contacto da sanduiche com serra de

pela técnica de sanduiche. de banda diamantada.

Nesta etapa cortou-se a sanduiche com uma espessura fina no lado da
amostra mais préximo do slide B. A espessura final de 50 mm foi obtida através de
polimento calibrado com discos de diamante de granulometria decrescente (800, 1000,
1200, 2500 e 4000; Hermes®, Alemanha) (Fig. 22). Todas as medigdes de controlo
foram realizadas com micrémetro digital (Mitutoyo® 2093, Digimatic Micrometer,
Japao) (Fig.23).

Fig.22-Polimento final da segunda Fig. 23- Micrometro digital para controlo

lamina. da espessura final da Iamina.

2 15.2.8- COLORACAO

Foi executada a coloracdo com azul de Toluidina dos tecidos duros
representados na lamina final. Esta técnica recorre a um corante basico e cora

os componentes acidos com distintas gradagbes de azul. Assim, é possivel
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distinguir entre tecido ostedide e tecido 6sseo mineralizado bem como o
componente celular.

Devido a sua metacromasia permite estabelecer conclusbes sobre
aposicao e reabsorcao ossea.

Trata-se de uma técnica simples e rapida que se baseia nas seguintes
etapas: agitagdo das amostras em 10% de agua oxigenada durante 5 minutos;
seguida de lavagem com agua; secagem; coloracdo com solugdo de azul e
Toluidina durante 20 minutos; nova lavagem com agua e, finalmente, uma
cuidadosa secagem final.

Durante a execugcdo desta etapa é assegurada uma correcta
identificagdo da amostra compreendendo o nimero do animal, a localizagdo do

defeito, a designagao do estudo e o nimero do corte.

2.15.3- ANALISE EM MICROSCOPIA DE LUZ

A analise qualitativa baseou-se na avaliacdo do processo de cicatrizagao
O0ssea, dos perfis morfologicos dos elementos celulares, nas caracteristicas da
interface osso/materais implantados e da resposta inflamatoria. Foi efectuada em
microscopia Optica, atraves de um estereomicroscopio (NikonR SMZ 1500, Japao)
com dispositivo de reforco de luz por fibra (IntraluxR 5000-1, Volpi, Suica), € num
microscopio optico de campo claro (NikonR Eclipse 600, Japao). Ambos com
capacidade de conexdo a equipamento fotografico convencional (NikonR FDX-35, com
sensor multiponto NikonR U-IIl) e digital (NikonR Coolpix 4500), bem como a camara
de video digital (OptronicsR DEI 750D CE, Goleta, California, Estados Unidos da

America), com sinal NTSC, ligada a um monitor (SonyR Trinitron, Japao).

Fig. 24 - Equipamento de microscopia de luz e

analise de imagem do Departamento de Medicina Dentaria da FMUC.
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3-RESULTADOS

3.1- OBSERVACOES CLINICAS

3.2- ASPECTOS MACROSCOPICOS

3.3- VARIACAO NO PESO CORPORAL

3.4- NECRPSIA

3.5- RADIOGRAFIA CONVENCIONAL

3.6- RESULTADOS COM MICROSCOPIA DE LUZ

3.1- OBSERVAGOES CLINICAS

Todos os animais apresentaram uma adequada recuperacio anestésica
e mantiveram-se saudaveis ao longo de todo o periodo experimental, sem
evidéncia de sinais de complicagdes pos-operatérias. No controlo diario
efectuado pelo técnico de manutencdo animal nao foi detectada qualquer
situacdo de sofrimento, dor, infeccdo, convulsdo, alteracdo respiratéria,
paralisia ou qualquer outro tipo de patologia durante o restante periodo de

experimentagao.

3.2- ASPECTOS MACROSCOPICOS
No local cirdrgico nao foram detectados, macroscopicamente, quaisquer sinais
de inflamagéo ou infecgao ao longo de todo o periodo experimental. Nenhum dos
coelhos apresentava a zona da sutura com deiscéncia, constatando-se também uma
evolugao normal do processo cicatricial, com uma boa tolerancia dos tecidos em redor
dos defeitos.
A colheita dos cranios foi executada en bloc sendo removida a pele e tecidos

moles, ndo sendo visiveis quaisquer processos inflamatério ou infecciosos.

3.3- VARIAGAO PESO CORPORAL
As variagdes de peso dos animais durante o periodo de estudo e a rapida
recuperacao dos comportamentos etolégicos desta espécie, revelaram uma correcta
recuperagao pos-operatéria e um reduzido impacto do protocolo experimental na

saude e bem-estar dos animais.
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3.4- NECROPSIA
Macroscopicamente os 6rgaos alvo observados (figado, coragéo, rins,
pulmbes, bago e ganglios linfaticos da cadeia loco-regional) ndo apresentaram
nenhuma alteragdo. O exame histopatoldégico efectuado néo revelou a existéncia de

quaisquer alteragdes anatomo-patoldgicas.

3.5- RADIOGRAFIA CONVENCIONAL
A radiografia convencional ndo teve por objectivo obter resultados
quantitativos, mas antes avaliar qualitativamente se houve, ou nado, o uniforme
preenchimento dos defeitos. Todos os defeitos apresentavam um preenchimento
uniforme ndo se tendo verificado o extravasamento de nenhum dos biomateriais

utilizados.

3.6- RESULTADOS EM MICROSCOPIA DE LUZ
Como o objectivo primario deste estudo visava a avaliagdo do comportamento
biolégico de diferentes materiais de regeneracao 6ssea, julgou-se conveniente passar
a fase de hemorragia e inflamagdo, comum a todos os processos de cicatrizagao e
iniciar os estudos histolégicos apenas a partir dos quinze dias pés-operatorios.
As imagens histoloégicas apresentadas demonstraram que a metodologia
seguida na preparacao do material foi bem sucedida, proporcionando a obtencao de

cortes de material bem preservado e de boa qualidade.

De forma a dar uma sequéncia de continuidade aos trabalhos experimentais e,
ao mesmo tempo, uma perspectiva légica dos fendmenos biolégicos associados a
cada variante em estudo, pareceu-nos mais indicado iniciar a apresentacdo dos
resultados pelos defeitos sem preenchimento e em seguida pelos preenchidos com
osso autdlogo. Os defeitos sem preenchimento - controlo negativo — estao
essencialmente relacionados com as reacgdes atribuidas particularmente ao
traumatismo cirurgico. Os defeitos preenchidos com o osso autdlogo — controlo
positivo — atestam a validagao da técnica utilizada.

Posteriormente apresentam-se os defeitos preenchidos com um xenoenxerto
de origem bovina (BioOss®), funcionando como uma hidroxiapatite natural bastante
préxima ao osso autdgeno, ainda que sem o seu componente osteogénico e
osteoindutivo, e que permite estabelecer uma ponte com um material quimicamente

semelhante, mas de origem sintética. Finalmente serdo descritos os resultados obtidos
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com as particulas de hidroxiapatite sintética, que constituem a principal finalidade do

presente trabalho experimental.

Procederemos inicialmente a descricdo das secgdes coronais e posteriormente
das horizontais. As secgbes coronais permitem-nos ver os limites superior
(pericranium) e inferior (endocranium) do defeito, bem como as suas margens sagital
ou mediana e externa. Nas sec¢des horizontais, devido a acentuada convexidade do

cranio, por vezes, nao nos foi possivel avaliar a totalidade do semicirculo do defeito.

Optamos por documentar este trabalho com numerosas imagens
microfotograficas, em vez de uma extensa descri¢do, acreditando que a imagem nos
transmite uma informacdo mais completa e pormenorizada do que uma vasta

exposigao, que poderia tornar a leitura de presente trabalho mais fastidiosa.

3.6.1 — Defeitos 6sseos sem preenchimento (Controlo Negativo)

Na analise histologica das secgdes coronais dos defeitos sem preenchimento
verificou-se um colapso dos tecidos moles no espago do defeito, mais acentuado na
area central.O tecido conjuntivo presente no defeito &€ mais denso junto ao

endocranium, assumindo uma aparéncia mais laxa junto ao pericranium.

Duas semanas: Aos quinze dias (Fig.1) constata-se a presenca de algumas
areas marginais de tecido 6sseo imaturo, formadas certamente como resposta ao
traumatismo cirurgico, sendo porém, a presenga de tecido conjuntivo fibroso o aspecto
mais saliente. Nas zonas mais periféricas dos defeitos & notéria a existéncia de
algumas estruturas 6sseas projectando-se em cone com a base assente no 0sso
marginal, pressupondo um crescimento centripeto. Junto a margem externa do defeito
ha maior densidade de formagbes ésseas do que junto & margem sagital ou mediana
(figs. 2a e 2b).

As trabéculas dsseas existentes neste periodo, formadas por um processo de
ossificacdo intramembranoso (figs. 3, 4 e 5), ainda que constituidas maioritariamente
por areas de tecido 6sseo imaturo, apresentam, no entanto, algumas zonas de tecido
lamelar. O tecido 6sseo imaturo (fig.4) é caracterizado por uma grande densidade de
ostedcitos arredondados e por uma disposigdo bastante anarquica das fibras de

colagénio. Esta matriz 6ssea, por ser muito rica em glicosaminoglicanos, apresenta
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uma afinidade tintorial diferente. O tecido 6sseo lamelar (fig.4), quando existente,
localiza-se a periferia do tecido imaturo.

Foi ainda possivel observar a existéncia de alguns centros de ossificagao
localizados na zona mais central do defeito, com uma forma circular ou ovoide (figs 1 e
6). Estas pequenas “ilhas” ndo parecem possuir qualquer relagdo com o crescimento
O0sseo observado na periferia dos defeitos, localizando-se preferencialmente mais
proximos do endocranium.

Neste periodo é nitida a existéncia de uma linha de demarcacgao entre o tecido
0sseo do hospedeiro e o tecido ésseo de formacao recente (fig.5), sendo possivel

notar as suas diferentes caracteristicas histolégicas.

Nas secc¢des horizontais verificamos, também, a presenca de algumas
trabéculas 6sseas de neoformacgao e a nitida transigéo entre o tecido 6sseo original e
o novo tecido ésseo (fig.7). E importante assinalar na parede do defeito a existéncia de
numerosos cones de reabsorg¢do (figs 7 e 8) traduzindo um intenso processo de
remodelacdo dssea. Foi também possivel identificar populagdes celulares com perfil
de células osteoprogenitoras, bem como osteoblastos (fig 8) em activo processo de
formagéo de ostedide. Este conjunto de imagens demonstra uma intensa actividade de
reabsorgao/formacao de tecido 6sseo na parede do defeito.

De notar a presenca de espacos (fig.8) de dimensbes consideraveis entre as
trabéculas de novo tecido dsseo, ocupados por tecido conjuntivo laxo, nos quais

encontramos vasos sanguineos.
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Figura 1- Corte histoldgico coronal do defeito 6sseo sem preenchimento mostrando, aos quinze
dias,para além de um pequeno reforgo 6sseo marginal a presenca de alguns pequenos centros de
ossificagéo no seio de tecido conjuntivo. 20 x no original

Figura 2) Maior ampliagéo da imagem anterior

Figura 2 a) - Aspecto da margem mediana mostrando uma menor formag&o de tecido 6sseo, quando
comparado com a margem externa.

Figura 2 b) -Aspecto da margem externa apresentando uma razoavel densidade de trabéculas
Osseas.
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Figura 3 - Trabéculas 6sseas formadas no seio de um tecido conjuntivo laxo muito vascularizado, num
defeito 6sseo sem preenchimento com quinze dias de evolugao.

Figura 4 - Areas de tecido 6sseo imaturo, caracterizado por uma grande densidade celular e diferente
afinidade tintorial rodeado por um tecido lamelar. E também visivel a presenga de ostedide e de
osteoblastos.
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Figura 5- Aspecto da margem de um defeito sem preenchimento, com quinze dias de evolugéo,
mostrando uma nitida demarcagéao histolégica entre o tecido ésseo que constitui a parede do defeito e o
tecido 6sseo de formagéao recente. E ainda possivel observar a presenca de um cone de reabsorgéo

Ossea.
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Figura 6 — Presenca de pequenos centros de ossificagao (“ilhas”) situadas no centro de um defeito
sem preenchimento aos quinze dias.



Figura 7 — Corte horizontal de um defeito 6sseo sem preenchimento, evidenciando uma certa
formagao de trabéculas de tecido 6sseo bastante distintas da parede 6ssea original

Figura 8- Presenga de algumas trabéculas dsseas constituids por tecido imaturo e lamelar, rodeadas
por células da linha osteoblastica e separadas por tecido conjuntivo laxo.
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Quatro semanas: De acordo com o que era expectavel, ndo se verificou o
encerramento de nenhum dos defeitos, ficando muito longe disso. Com efeito,
observa-se sempre a existéncia de uma grande quantidade de tecido fibroso,
particularmente evidente na zona central do defeito.

Nas secgdes coronais, relativamente ao periodo anterior, verificamos a
presenca de uma maior quantidade de tecido 6sseo. De facto, parece notar-se um
aumento do cone de crescimento no sentido central do defeito e alguma maturagéo
deste tecido. Este cone (fig. 9 e 10), com base para a margem do defeito e vértice no
sentido interno, parece ter aumentado tanto em espessura como em comprimento,
quando comparado com os quinze dias. Na zona periférica do defeito as trabéculas
Osseas apresentam ja uma menor quantidade de tecido d6sseo imaturo e maior
deposicao de tecido dsseo lamelar (fig. 11)

Em comparagdo ao que foi observado as duas semanas, constatamos um
incremento das “ilhas” de tecido 6sseo, localizadas em zonas afastadas da periferia do
defeito. A formagao de tecido 6sseo continuou a ser mais notdria na margem externa,
relativamente a margem sagital, verificando-se o aparecimento de medula éssea (fig

11) localizada no espago entre as trabéculas ésseas.

Nas secgdes horizontais confirma-se o crescimento de trabéculas dsseas,
projectando-se sempre em direcgao centripeta ficando, porém, bem perto da margem
do defeito (fig.12). Na zona mais central é ja bem evidente a presenca de grandes

areas de medula 6ssea.

Em sintese, nos defeitos sem preenchimento nao se verificou em nenhum dos casos
estudados, um completo e adequado encerramento, nem mesmo a sua iminéncia. Na
verdade constatou-se sempre a persisténcia de uma grande quantidade de tecido
fibroso apresentando apenas um pequeno reforgo 6sseo nas margens dos defeitos. A
maioria dos defeitos apresentam-se constituidos por uma fina ponte fibrotica

originando o colapso dos tecidos moles.
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Figura 9 - Aspecto de um cone de crescimento ésseo na margem externa do defeito sem
preenchimento com quatro semanas de evolugéo.

Figura 10 — imagem da margem mediana de um defeito sem preenchimento ésseo, com quatro
semanas de evolugdo, mostrando uma razoavel formagéao de tecido 6sseo, com maior desenvolvimento
proximo ao endocranium.
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Figura 11- Rede de trabéculas ésseas constituidas por areas de tecido imaturo e areas de tecido

lamelar. E visivel a existéncia de medula éssea ocupando o espago entre as trabéculas.

Figura 12- Corte horizontal de um defeito sem preenchimento, com quatro semanas de evolugao,
evidenciando a limitada espessura do novo tecido 6sseo formado.
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1.6.2 — Defeitos 6sseos preenchidos com fragmentos de osso

autégeno (controlo positivo)

Os fragmentos de osso autdégeno presentes nos defeitos Osseos
apresentam uma distribuicdo bastante uniforme e um adequado espagamento entre si.
E, no entanto, visivel alguma disparidade no tamanho das particulas, apresentando

algumas delas uma dimensao superior a das particulas utilizadas nas outras variantes.

Duas semanas: As secg¢bes coronais (fig. 13) apresentam inumeras
trabéculas Osseas contendo fragmentos de enxerto autégeno perfeitamente
osteointegrados, formadas por um processo de ossificacdo intramembranosa. A
existéncia de ostedcitos no interior dos fragmentos € demonstrativa da viabilidade do
enxerto. E frequente a aposicdo de tecido 6sseo imaturo em contacto directo com
estes fragmentos 6sseos e ainda a presenga de algumas areas de tecido ésseo
lamelar (figs.14 e 15). Por outro lado observa-se também um aspecto festoneado da
superficie de alguns fragmentos de enxerto 6sseo (figs.14 e 15), possivelmente devido
a uma accao osteoclastica prévia. Verifica-se igualmente o aparecimento de muitas
trabéculas 6sseas (fig.16) formando pontes de unido entre varios fragmentos 6sseos,
em fases diferentes do processo de formagao de novo tecido ésseo, ocorrendo, por
vezes, a ligagao (“bridging”) entre as margens do defeito.

Os centros de ossificagdo sao mais evidentes e em maior nimero no lado da
dura-mater (endocranium). Entre as trabéculas Osseas encontra-se muito tecido
conjuntivo laxo, bastante vascularizado (fig.14), observando-se ja algumas areas de
medula éssea. E notéria a existéncia de uma linha de demarcacgdo entre o 0sso

original e o novo osso.

As secgoes horizontais pde em evidéncia a formagdo de novo tecido 6sseo
progredindo numa orientagao centripeta (fig.17) a partir das margens do defeito. Os
fragmentos de osso autdgeno encontram-se envolvidos e integrados por novo tecido
6sseo (fig.18), formando no seu conjunto uma rede de trabéculas separadas entre si

por espacos ocupados por tecido conjuntivo.
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Figura 13 - Corte histoldgico coronal de um defeito 6sseo preenchido com osso autogeno aos quinze
dias de evolugéo. E visivel uma grande profusdo de tabéculas ésseas envolvendo e ligando os
fragmentos constituintes do enxerto.

Figura 14 — Aspecto da nitida aposigao de tecido 6sseo imaturo em contacto directo com alguns
fragmentos de enxerto ), sendo possivel observar a existéncia de ostedcitos viaveis no seu interior.
E também visivel a presenga de inumeras linhas de reverséo e o aparecimento de tecido dsseo lamelar.
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Figura 15- Aspecto das diferentes caracteristicas histolégicas do autoenxerto (*) ,aos quinze dias
de evolugao, do tecido 6sseo imaturo e do tecido ésseo lamelar em fase de formagédo com osteoblastos
e ostedide.

Figura 16 — Trabécula 6ssea mostrando simultaneamente um claro processo de osteogénese, com
osteoblastos e ostedide, bem como numerosas lacunas de Howship, algumas ainda com a presenga de
osteoclastos, reflectindo um nitido processo de reabsorgao.
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Figura 17 - Seccgao horizontal de um defeito preenchido por autoenxerto, aos quinze dias de
evolugdo, mostrando a presenca de inUmeras trabéculas 6sseas com uma orientacao centripeta.

‘),

2

Figura 18 — Maior ampliagao de uma zona representada na figura anterior pondo em evidéncia areas
de tecido 6sseo imaturo envolvendo e ligando varios fragmentos do autoenxerto.
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Quatro semanas: As secgdes coronais, em relagdo ao que foi observado as
duas semanas, mostram uma maior quantidade de trabéculas de novo tecido ésseo
(fig. 19). Verifica-se também uma maior e melhor osteointegragéo dos fragmentos do
enxerto, bastante evidente ao longo de todo o defeito, com grandes areas de tecido
0sseo lamelar e apenas alguns vestigios de tecido 6sseo imaturo (figs 19 e 20). Foi
possivel observar a presengca de numerosas trabéculas dsseas ja com uma
arquitectura bastante semelhante a qualquer tecido 6sseo maturo (fig. 21),
apresentando acentuados processos de remodelacdo (fig. 22). Muitas trabéculas
formam pontes de ligac&o entre os diferentes fragmentos de enxerto. E visivel e nitido
o aparecimento e desenvolvimento de areas de medula 6ssea. Mantém-se a
viabilidade dos fragmentos de autoenxerto, traduzida pela existéncia de ostedcitos nas
lacunas.

A reorganizagao do pericranium e do endocranium foi notéria (fig.19).

Nas secg¢oes horizontais €, mais uma vez, visivel um intenso processo de
formacao 6ssea (fig. 24) resultando no aparecimento de trabéculas contendo cada vez
mais tecido lamelar. Estas estruturas encontram-se separadas por abundante medula
Ossea (figs. 23 e 24). Nao foram detectadas diferengas entre ambas as margens ou
entre ambos os limites do defeito dsseo.

No final deste periodo ja ndo se consegue verificar uma nitida linha de

demarcacao entre a parede do defeito e o novo tecido dsseo

Em sintese, os defeitos preenchidos com fragmentos de autoenxerto apresentam um
desenvolvido processo de osteointegragcdo. O conjunto de imagens apresentadas
ilustra um processo sequencial e centripeto, em que os defeitos 6sseos foram sendo
progressivamente ocupados por uma notavel quantidade de tecido ésseo. Estas areas
estdo constituidas por numerosas trabéculas de novo osso revestindo, integrando e
ligando os fragmentos de autoenxerto entre si e as paredes do defeito. A actividade
osteoclastica é bastante intensa levando a reabsor¢ao das areas de tecido imaturo,

em paralelo com a formacgao de tecido lamelar.
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Figura 19 Imagem de um defeito 6sseo preenchido com fragmentos de autoenxerto ( *) , aos trinta
dias de evolugcdo, mostrando uma grande densidade de trabéculas 6sseas que incorporam no seu interior
fragmentos do enxerto.

Figura 20-' Secgao coronal de um defeito preenchido com fragmentos de autoenxerto, com trinta dias
de evolugao. E notéria a grande actividade de formagéo de tecido ésseo lamelar, preenchendo os
espacos ocupados por tecido conjuntivo. E também visivel a presenca de medula éssea.
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Figura 21- imagem de uma trabécula 6ssea contendo uma particula de autoenxerto, comtrinta dias de
evolugdo, apresentando um aspecto muito proximo da normal e vital arquitectura éssea.

Figura 22- Aspecto do processo de remodelacdo éssea, com cones de reabsorgao, numa particula de
autoenxerto envolvida por trabéculas 6sseas de formacéo recente.
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Figura 23 — Corte horizontal de um defeito aos trinta dias de evolugéo, realgando a grande densidade
de trabéculas ésseas entre e em redor dos fragmentos de autoenxerto. N&o é visivel uma linha de
demarcagéo nitida com a parede do defeito.

Figura 24 Areas de ostedide na periferia de trabéculas contendo algumas particulas de autoenxerto.
E notdria a presenga de grande quantidade de medula éssea.
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1.6.3 — Defeitos 6sseos preenchidos com xenoenxerto de origem

bovina

Duas semanas: Nas secg¢des coronais dos defeitos preenchidos com granulos
de xenoenxerto verificamos para além da presenca de numerosas particulas, de forma
e dimensdes bastante heterogéneas (fig.30)., o aparecimento de algumas zonas de
novo tecido dsseo.

As particulas de xenoenxerto apresentam na sua maioria um padrao
caracteristico de tecido 6sseo esponjoso, com lamelas dsseas paralelas e numerosas
lacunas Osseas vazias, ou seja, ndo ocupadas por ostedcitos. Porém, é também
possivel identificar alguns fragmentos de xenoenxerto apresentando areas formadas

por nitidos sistemas de Havers.

Neste periodo é possivel identificar uma clara linha de interface demarcando a
parede do defeito e as novas trabéculas dOsseas (fig 31), devido a sua diferente
constituicao histolégica e tintorial. A regeneracdo de novo 0sso € ja evidente, sendo
mais exuberante na margem externa do defeito do que na sagital. Este crescimento de
novo tecido 6sseo processa-se em sentido centripeto sendo mais evidente junto ao
endocranium do que junto ao pericranium (flg 30). As trabéculas ésseas formadas nas
regides marginais, apesar de maioritariamente constituidas por tecido imaturo,
mostram ja uma consideravel quantidade de tecido lamelar (figs 31 e 34). No entanto,
a maioria do tecido 6sseo formado por aposicao directa as particulas mantém
caracteristicas de imaturidade (figs 32 e 33), sendo ainda pouco frequente a existéncia

de tecido lamelar.

Regista-se também a presencga de pontes de tecido ésseo fazendo uma ligagéo
entre particulas revestidas (figs 32 e 33), sendo porém bastante limitada,

principalmente a nivel da margem sagital.

Nas zonas centrais dos defeitos sdo escassas as areas de novo tecido dsseo,
estando as particulas rodeadas quase na sua totalidade por tecido conjuntivo com
bastantes fibras de colagénio (figs 35 e 36). Nestas regides sdo notdrios os sinais de
actividade osteoclastica, que algumas destas particulas de xenoenxerto apresentam

na sua superficie

As secgodes horizontais confirmam uma distribuicdo bastante homogénea da
granulos de xenoenxerto ja evidenciada nos cortes coronais. E igualmente visivel a

presenca de numerosas trabéculas ésseas algumas delas revestindo, parcialmente, os
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granulos de material. Esta trabéculas estabelecem uma ligagao entre os granulos e a
parede do defeito (fig. 37). Na regido central do defeito verifica-se uma grande

escassez de novo tecido 0sseo relativamente a regido periférica.

De registar por ultimo que o material implantado n&o provocou nenhuma
reacgao adversa a nivel local, ndo sendo detectadas quaisquer células de natureza

inflamatodria.
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Figura 30- Defeito preenchido com granulos de xenoenxerto com quinze dias de evolugéo sendo
visivel a distribuigdo, forma e dimensao das particulas. O tecido ésseo recém formado € mais evidente
junto ao endocranium ( § )do que junto ao pericranium ( )-

Figura 31- Margem externa de um defeito preenchido com particulas de xenoenxerto, aos quinze dias
de evolugao, sendo perceptivel a transigédo entre o tecido 6sseo do hospedeiro e o novo tecido ésseo (

) E também possivel observar a existéncia de um cone de reabsorgéo na parede do defeito, ja em
processo de preenchimento dsseo.
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Figura 32 - Tecido ¢sseo bastante imaturo formado por aposigéo a superficie de duas
particulas de xenoenxerto.

Figura 33 — Formagao de uma ponte de ligagéo entre particulas de xenoenxerto revestidas
por tecido ésseo. E também visivel a presenga de tecido conjuntivo muito vascularizado.
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Figura 34- Fragmento de xenoenxerto, (mostrando vestigios de uma prévia reabsorgéo éssea -
Creeping substitution), revestido por tecido imaturo (em contacto directo com o fragmento ) e por tecido
lamelar.

Figura 35- Aspecto de uma zona central de um defeito, sendo notérias,a presenga de areas de
tecido 6sseo imaturo e de tecido conjuntivo com fibras de colagénio e vasos sanguineos.
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Figura 36 - Zona central do defeito preenchida por areas de tecido conjuntivo com fibras de
colagénio em redor de particulas em nitido processo de reabsorcao.

Figura 37- Secgédo horizontal de um defeito com quinze dias de evolugdo pondo em evidéncia uma
rede de trabéculas 6sseas que estabelecem a ligagéo entre os granulos de xenoenxerto e a parede do
defeito.
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Quatro semanas: As secgdes coronais assinalam neste periodo um grande
aumento de novo tecido 6sseo em relacdo as duas semanas, particularmente junto as
margens do defeito (fig 38). De facto, verifica-se nestas zonas uma maior espessura
das trabéculas dsseas e a presenca de particulas revestidas por maior quantidade de
tecido 6sseo. A formagao de novo tecido 6ésseo parece ser sempre mais desenvolvida

junto ao endocranium do que junto ao pericranium.

A linha de demarcagao entre o osso do hospedeiro e o novo tecido dsseo (fig.
38), certamente devido a processos de remodelacao de ambos os lados, ja ndao se
apresenta tao nitida.

As areas de tecido 6sseo imaturo observadas as duas semanas sofreram um
intenso processo de reabsorgado e remodelacado dando lugar, neste periodo, a grandes
regides de tecido lamelar (fig. 39). Também as préprias particulas do xenoenxerto
mostram grandes areas de reabsorcdo sendo possivel observar osteoclastos, células
de grandes dimensdes e com numerosos nucleos, localizados em lacunas de Howship
(figs. 40 e 41). E de assinalar também uma aparente desmineralizac&o dos fragmentos
de xenoenxerto particularmente evidente nas zonas periféricas. Em paralelo aos
mecanismos de reabsor¢cdo observamos também regides de intensa actividade
osteogénica com presenca de células osteoprogenitoras num claro processo de
ossificacdo intramembranoso (fig. 42). Deste modo e considerando o fendmeno de
remodelacdo como um mecanismo de reabsorcao/formagao, encontramos numerosas
trabéculas que conservam o registo deste processo (fig. 43), traduzido por inUmeras
linhas de reversdo. E de registar, também, a presenca de inimeras areas de medula

Ossea (fig. 43) ocupando o espago entre as trabéculas

A medida que caminhamos para o centro do defeito verificamos que a
quantidade de novo tecido dsseo formado ndo é tdo exuberante, quando comparado
com a periferia, constatando-se a presenga de inUmeras particulas revestidas
unicamente por tecido conjuntivo denso. De facto, a actividade de formagao de tecido
6sseo € menor no centro do defeito do que na sua periferia, porém maior do que a
observada as duas semanas. No entanto, ndo raramente observamos algumas areas
onde é consideravel a existéncia de tecido 6sseo numa aposi¢ao directa as particulas
(fig. 44). E impossivel deixar de registar nestas regides a presenca/formacdo de um
tecido 6sseo com caracteristicas histolégicas peculiares (fig. 45), um pouco diferentes
do normalmente observado, parecendo constituir uma fase intermédia entre tecido

o0sseo imaturo e tecido 6sseo lamelar.
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As secgoes horizontais completam as observacgdes histolégicos obtidas nas
seccbes coronais, comprovando a intensa formacdo de novo tecido dsseo que
caracteriza este periodo (figs. 46 e 47), formando um processo sequencial e
centripeto, da margem para o interior do defeito De notar, mais uma vez, o
aparecimento de um tecido dsseo (fig. 47) que parece nao se enquadrar totalmente

nem no tecido imaturo nem no lamelar.

Em sintese, o conjunto de imagens dos defeitos 6sseos preenchidos com
particulas de xenoenxerto ilustra bem que estes defeitos foram sendo
progressivamente ocupados por uma grande quantidade de tecido 6sseo. A formagao
deste tecido dsseo caracteriza-se por uma deposi¢cao dssea crescente a superficie das
particulas e, simultaneamente, nos espacos interparticulares, com a formagao de
trabéculas com tecido imaturo e lamelar, ligando as particulas entre si e as paredes do
defeito. No ultimo periodo de experimentagdo é visivel a existéncia de numerosos
processos de reabsorcdo osteoclastica, levando a degradacdo e fragmentagao de

muitas particulas.
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Figura 38- Margem sagita (mediana) de um defeito preenchido com granulos do xenoenxerto com
trinta dias de evolugéo sendo visivel uma acentuada formagao de tecido ésseo, numa tentativa de
reconstituicao da arquitectura do defeito.

Figura 39 - Particula de xenoenxerto(J) (conservando a sua estrutura lamelar), rodeada por
algumas areas de tecido 6sseo imaturo (W )e por abundante tecido dsseo lamelar )
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Figura 40 - Imagem de um fragmento de xenoenxerto num assinalavel processo de reabsorgéo levado
a cabo por numerosos osteoclastos.

Figura 41 -Aspecto da actividade osteoclastica observada a superficie de uma particula de
xenoenxerto.
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Figura. 42- Area de formagéo osteogénica com células osteoprogenitoras (l) e osteodide (*) numa
fase inicial do processo de formagao duma ponte de tecido ésseo, unindo duas regides préximas.

Figura 43 - Trabécujas 6sseas em processo de remodelagdo ,com areas de tecido dsseo imaturo, de
tecido 6sseo lamelar ( ) e osteoide (| ), separadas por linhas de reverséo. E ainda visivel a
existéncia de medula 6ssea ocupando os espacos entre as trabéculas.
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Figura 44 - Aspecto da area central de um defeito preenchido com granulos de xenoenxerto com
quatro semanas de evolugao, evidenciando uma assinalavel quantidade de novo tecido 6sseo, mais
evidente a nivel do endocranium ( @8 ) do que do pericranium .

Figura 45 - Particula de xenoenxerto revestida por uma zona de tecido 6sseo com caracteristicas
invulgares ( ‘1:1') parecendo constituir uma fase intermédia entre tecido ésseo imaturo e lamelar.
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Figura. 46 - Secgéo horizontal de um defeito preenchido com granulos de xenoenxerto com trinta dias
de evolugdo mostrando uma acentuada formagéo de tecido 6sseo traduzida numa maior espessura de
trabéculas e por um maior envolvimento das particulas, quando comparado com os quinze dias.

Figura 47 -Maior ampliagao de uma area representada na figura anterior mostrando um tecido 6sseo
com caracteristicas atipicas (i:}).
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1.6.4 — Defeitos 6sseos preenchidos com hidroxiapatite sintética

Nos defeitos 6sseos preenchidos com hidroxiapatite sintética salienta-se desde
logo a presenca de inumeras particulas de hidroxiapatite rodeadas e interligadas por

numerosas areas de tecido 6sseo.

Duas semanas: nos cortes coronais € notéria a falta de uniformidade na
dimensao e forma das particulas de hidroxiapatite, sendo frequente a existéncia de
imensas particulas de muito pequena dimensao (fig. 48). Estas particulas deverao
resultar de processos de desagregacdo que poderiam ter ocorrido aquando da
colocacao do material, ou entre a colocagao e a eutanasia dos animais.

Nalgumas particulas de hidroxiapatite sdo visiveis zonas correspondentes a
processos de desmineralizagao (figs. 49 e 50) que parecem ser da responsabilidade
de osteoclastos pois apresentam um perfil festonado caracteristico de lacunas de
Howship. Em favor desta hipotese esta a presenga de numerosas células, muito
provavelmente osteoclastos, a rodear muitas particulas (fig. 50), e certamente
relacionados com a sua fragmentagao.

A existéncia de tecido 6sseo € uma constante em quase toda a extensao do
defeito, ou seja, tanto na periferia como na regido central. Porém a constituicao
histolégica das trabéculas localizadas na periferia (fig 54) é bastante diferente das
regides centrais (figs. 48, 51 e 52).

As trabéculas ésseas presentes neste periodo (ocupando a parte intermédia e
central) estabelecem intimas e numerosas ligagdes entre as particulas revestidas e
estam separadas por espagos preenchidos por tecido conjuntivo laxo muito
vascularizado. A aposi¢cao de novo osso que ocorreu directamente a superficie dos
granulos apresenta uma reduzida espessura sendo essencialmente constituido por
tecido ésseo imaturo (figs 51,52 e 53). Por vezes é possivel observar-se o inicio do
processo de mineralizagdo nas areas de matriz ostedide (figs. 52 e 53), imagem tipica
dos processos de ossificacao.

Importa ainda sublinhar a existéncia de uma interface (figs 52 e 53), constituida
por uma fina camada, com uma maior intensidade de coloragdo, a superficie das
particulas que apresentam aposicdo de tecido 6sseo imaturo. Esta camada,
semelhante a uma linha de reversao, parece estabelecer uma intima relagcdo com o
novo tecido 6sseo, ndo sendo visivel nas areas que nao mostram uma aposi¢ao

directa de tecido 6sseo ou que estejam em processo de reabsorgao.
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Junto as margens dos defeitos, as trabéculas ésseas, como ja foi referido,
encontram-se particularmente desenvolvidas, apresentando uma maior espessura e
maior quantidade de tecido lamelar em relagao as trabéculas centrais.

Tal como foi referido para os materiais atras descritos continua a observar-se
um predominio de formacdo de novo tecido ésseo na zona do endocranium,

relativamente a zona do pericranium.

Os cortes horizontais confirmam as descricbes histolégicas apresentadas
para os cortes coronais, fornecendo uma perspectiva diferente mas complementar da
inter-relagao hidroxiapatite-tecido 6sseo (fig. 54). As trabéculas 6sseas localizadas nas
zonas marginais estdo constituidas por tecido 6sseo imaturo e algum tecido 6sseo
lamelar (fig 54). Estas trabéculas, de dimensdo bastante homogénea, formam uma
rede uniforme, revestindo, integrando e ligando as particulas entre si e as paredes do

defeito.

Torna-se importante sublinhar que nao verificaram sinais sugestivos da

presenca de uma resposta inflamatéria por parte dos tecidos.
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Figura 48 —Zona central de um defeito preenchido com particulas de HA, com quinze dias de
evolugéo, mostrando a distribuigdo, forma e dimensao das particulas. E também visivel a presenga de
numerosas areas de tecido 6sseo imaturo rodeando e interligando as particulas.

Figura 49- Corte coronal onde se evidencia uma particula de HA mostrando na sua periferia uma
extensa area de desmineralizacéo ( ﬂ) com um perfil festonado, caracteristico de lacunas de Howship.
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Figura 50-Zona central de um corte coronal, com quinze dias de evolugdo, onde se observam
osteoclastos ( | |) localizados na periferia de particulas de HA. Observam-se também diversas areas em
fase de desminéralizagao e/ou fragmentagéo.
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Figura 51 imagem de um defeito mostrando uma grande densidade de particulas de HA revestidas
por tecido 6sseo muito imaturo e separadas por grandes areas de tecido conjuntivo laxo.

Figura 52-Matriz osteside (*) em processo de formagéo e mineralizagdo rodeando e ligando
numerosas particulas de HA.
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Figura 53- Focos de mineralizagao presentes numa matriz ostedide em contacto directo com uma
particula de HA. E.também possivel observar ostedcitos (Sﬁ?) e osteoblastos ( ). E ainda visivel uma
nitida interface ( || ) entre a particula e o tecido ésseo imaturo. (1000x no original).

Figura 54 — Corte horizontal de um defeito preenchido com particulas de HA aos quinze dias de
evolugéo, mostrando uma rede de trabéculas dsseas, ja com certo grau de maturagéo, estabelecendo
uma ligacéo entre as particulas e a parede do defeito.

106



Quatro semanas: Nos cortes coronais dos defeitos preenchidos com
hidroxiapatite verificamos a presenca de uma grande densidade de trabéculas 6sseas.
Estas estruturas apresentam-se numa fase de maturacdo e organizagdo muito mais
adiantada (fig. 55), quando comparadas com o observado aos quinze dias, em
particular as situadas mais perifericamente, encontrando-se uma cada vez maior
quantidade de tecido lamelar (fig. 56). As areas de tecido ésseo, caracteristicas deste
periodo, formam uma forte unidade e coesdo com as particulas, o que reflecte um bom
processo de osteointegragdo deste material (fig. 55).

Em paralelo com o intenso mecanismo de formacéo 6ssea é possivel detectar
fendmenos de reabsorcéo quer no tecido 6sseo imaturo quer nas particulas (fig. 56).
Os sinais de actividade osteoclastica resultam num gradual desaparecimento das
areas de tecido imaturo e numa forte reabsorcéo, desmineralizacdo e degradacao das
particulas (figs 56 e 58). As trabéculas 6sseas apresentam menos tecido imaturo e
mais tecido lamelar incorporando no seu interior particulas de hidroxiapatite.

Na zona central do defeito observa-se uma maior quantidade de tecido
conjuntivo com fibras de colagénio a envolver as particulas de hidroxiapatite. Mais
uma vez, tal como observado nas figuras 45 e 47, encontramos areas de tecido 6sseo
com caracteristicas de certo modo atipicas, que se continuam com tecido imaturo sem
qualquer linha de demarcacao (figs. 57 e 58), assemelhando-se a um tecido lamelar,
mas com uma maior densidade celular e sem atingir a sua organizacéo. Estas
estruturas parecem revestidas externamente por tecido conjuntivo denso,
apresentando sinais de remodelagdo d&ssea nas superficies enddsteais. Estas
formacdes sdo mais frequentemente observadas nas zonas centrais dos defeitos.

Nas particulas de hidroxiapatite continua a registar-se um processo de
fragmentacéo (fig. 58) e desmineralizacao (fig. 56), bastante intenso.

O Pericranium e o endocranium encontram-se perfeitamente reconstituidos.

Os cortes horizontais corroboram os achados histolégicos dos cortes
coronais, com particulas osteointegradas e trabéculas 6sseas bastante organizadas,
maioritariamente constituidas por abundante tecido lamelar, ligando as particulas entre
si e as paredes do defeito (figs 59 e 60). Observa-se ainda o aparecimento de medula

Ossea entre as trabéculas situadas mais perifericamente.

Em sintese, o conjunto de imagens apresentado comega com uma intensa
formacao de tecido ésseo, logo aos quinze dias, que rapidamente atinge, na periferia
do defeito, uma acentuada maturacido. Estas trabéculas, de dimensado bastante
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homogénea, formam uma rede uniforme, revestindo, integrando e ligando as particulas
entre si e as paredes do defeito. As particulas apresentam, aos quinze dias, sinais de
uma intensa actividade de reabsorcédo, com osteoclastos visiveis na sua superficie.
Aos trinta dias continua a verificar-se uma grande densidade de trabéculas
Osseas, bastante espessas e com um elevado grau de maturagao e organizagao. Em
paralelo, regista-se uma acentuada actividade de remodelacao 6ssea, traduzindo uma
intensa dindmica funcional deste tecido, associada a reabsorgdo das particulas de

hidroxiapatite.
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Figura.55- Defeito preenchido com HA, aos trinta dias de evolugédo, mostrando uma osteointegragao
destas particulas no seio de uma rede de trabéculas bem desenvolvidas. E notério a maior espessura das
trabéculas, em relagéo aos quinze dias, com redugéo dos espacos inter-trabéculares.

Figura. 56- Trabéculas 6sseas estabelecendo uma ligagao entre particulas de HA. Observa-se a
existéncia de uma grande quantidade de tecido lamelar. E visivel a reabsorgéo simultdnea de uma area
de tecido 6sseo imaturo e de uma area da particula (* )-
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Figura 57 — Formacbes 6sseas arredondadas com caracteristicas invulgares parecendo constituir
uma fase intermédia entre tecido 6sseo imaturo e lamelar, rodeados por abundante tecido conjuntivo
denso. S&o visiveis sinais de remodelagcéo 6ssea nas superficies enddsteais.

Figura 58 - Aspecto do processo das particulas, aos trinta dias. E possivel observar a presenca de
tecido 6sseo com caracteristicas pouco definidas.
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Figura 59 - Zona periférica de um corte horizontal de um defeito, aos trinta dias, mostrando particulas
de HA osteointegradas e trabéculas 6sseas bastante organizadas ligando as particulas entre si e as
paredes do defeito.

Figura. 60- Aspecto da organizagéo histoldgica das trabéculas 6sseas, aos trinta dias, mostrando
uma intensa dinamica de remodelagdo éssea. Observa-se ainda a presenga de medula éssea entre as
trabéculas.
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4- DISCUSSAO

A utilizagcdo de modelos de experimentagdo animal € comummente aplicada na
area da regeneragado Ossea, revelando-se fundamental no auxilio da resolugao de
questdes clinicas da patologia humana.

Os modelos animais contribuem de forma impar para a avaliacdo da eficacia
biolégica e funcional de varios materiais substituintes 6sseos. A escolha do modelo
animal adequado é o primeiro passo critico no desenho de um procedimento
experimental bem como na extrapolacdo dos resultados para o panorama clinico '®
% De acordo com Einhorn'®’, a utilizagdo apropriada de modelos animais na
investigacado relacionada com engenharia tecidular inicia-se com a criteriosa
consideracado da questao colocada, tornando-se desta forma evidente a necessidade
de pensar toda a fase experimental a montante da mesma. Apds esta cuidadosa
seleccdo da questdo a responder coloca-se a escolha do modelo animal, também ela
objecto de concentrada dedicacdo. Esta preocupagado na escolha do modelo animal é
tema universal e ainda recentemente foi abordada no 6° Workshop Europeu de
Periodontologia'®.

As implicacbes cientificas e éticas envolvidas na escolha do modelo animal
apropriado sao frequentemente tema de debate. Esta escolha deve ter sempre
presente o “Principio dos 3 R’s” (Russel & Burch (1954)): Substituicao
("Replacement”), Reducédo (“Reduction”) e Refinagado (“Refinement’). Substituicao
refere-se a troca de um animal vivo por material inanimado. Reducdo significa a
diminui¢gdo, ao minimo indispensavel, do nimero de animais utilizados de forma a
obter informagao em determinada quantidade e precisdo. Refinagdo refere-se a
diminuicdo na incidéncia ou severidade de procedimentos desumanos aplicados aos
animais que serao utilizados (

http://altweb.jhsph.edu/publications/humane _exp/chap4d.htm). Assim, num estudo

experimental envolvendo a utilizagdo de animais, o seu niumero pode ser reduzido
(Redugao) recorrendo, por exemplo, a estudos piloto ou ‘in vitro”, a partilha de
experiéncias entre laboratérios e investigadores ou ao desenho cuidadoso da
metodologia. A sua substituicdo pode ser feita recorrendo a sistemas computorizados,
sistemas avancados “in vivo”, a organismos inferiores, bem como a células, tecidos e
cultura de 6rgaos. No que concerne a refinagao ela pode ser executada recorrendo a
pessoal bem treinado, equipamento adequado, optimizagdo ambiental e eutanasia

humanizada.
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Assim, aquando desta escolha devemos ter em consideracao alguns factores:
1) adequabilidade do modelo animal; 2) potencial e extrapolagdo expectavel para o
ambiente clinico; 3) homogeneidade genética do modelo animal especifico; 4)
disponibilidade de informagcao sobre anatomia, fisiologia, cicatrizacdo &ssea e
propriedades biomecénicas dsseas, do modelo utilizado; 5) custo e disponibilidade do
modelo; 6) generalizagao dos resultados ao longo da espécie; 7) facilidade e
adaptabilidade do modelo a manipulagdes experimentais e laboratoriais; 8)

consideracdes ecolégicas e 9) implicacdes éticas e sociais '3 186 189191

, sendo que
este Ultimo possui uma crescente importancia nas sociedades ditas mais

desenvolvidas.

Todos os seres vivos foram classificados pela espécie humana de acordo com
a sua afinidade filogenética e semelhancas bioldgicas. Assim, os animais sao
classificados de acordo com o seu Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie.
Entre os varios animais disponiveis os primatas ndo humanos (PNH) apresentam-se
como sendo os animais filogeneticamente mais proximos dos humanos, preenchendo
muitas das solicitacbes consideradas primordiais que permitem uma mais correcta
extrapolacdo dos resultados para a espécie humana, como seja o facto de mais se
aproximarem da espécie humana em termos de fisiologia da cicatrizagdo'? ' No
entanto, nem todas as experiéncias relativas a engenharia de tecido ésseo necessitam
de PNH. Smith (1969) e Reynolds (1969) sugeriram alguns critérios para a
determinacdo do modelo animal adequado para estudos de toxicologia'* '®° Assim,
Smith, apds um estudo com varios mamiferos, reportou uma grande variabilidade no
metabolismo de diferentes drogas ao longo dos varios grupos de primatas. Desta
forma sugeriu que a escolha do modelo animal adequado fosse baseada em vias
fisiolégicas adequadas entre o modelo e humanos, e ndo necessariamente pela
afinidade filogenética (“phyletic’). Goldstein (2002) propds que a escolha do modelo
animal adequado para engenharia de tecido ésseo também estivesse relacionado com
o nivel de hipotese testado, com a extrapolagdo expectavel para a condigdo humana e
com o mercado comercial onde o material de enxerto dsseo seria aplicado'®

Um outro modelo animal bastante utilizado na experimentagao relacionada com
regeneragao 6ssea é o cao. Neyt e colaboradores (1998) concluiram que o cdo (e o
gato) era utilizado em 11% da investigacdo musculo-esquelética publicada entre 1991
e 1995 '%®. Mais tarde, Martini e colaboradores (2001) constataram que, entre 1970 e
197

2001, 9% dos estudos ortopédicos utilizaram o cdo como modelo animal

Dependendo da ragca e tamanho do cdo pode haver alguma discrepancia na
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macroestrutura, nomeadamente no tamanho e forma dos osso humanos e canideos.
Wang e colaboradores (1998) efectuaram um estudo onde foram analisadas as
diferencas nas propriedades de fractura éssea entre bovinos, babuinos, coelho e cao,
bem como a sua correlagdo entre a composicdo e a microestrutura '%. Concluiram que
no osso humano adulto existe uma estrutura haversiana secundaria (sistemas de
Havers maiores que 100um com vasos sanguineos e linhas cimentantes que
delimitam sistemas adjacentes) enquanto que no modelo canideo 0 0sso possui uma
microestrutura mista composta predominantemente por osso haversiano no centro do
osso cortical, mas com osso plexiforme nas areas adjacentes ao enddsteo e peridsteo.
Por outro lado, e apesar das semelhangas na composi¢cao organica, o 0sso canideo
possui uma densidade mineral superior & do osso humano'®®. Relativamente &
remodelacido 6ssea existe uma diferenca na sua taxa entre o modelo canideo e o
humano, sendo o ratio de remodelagdo 6ssea humana € mais baixo do que o canideo
199. 200 No entanto, e apesar de haver semelhancgas estruturais no turnover do 0sso
trabecular entre o cdo e humano®', torna-se dificil estabelecer uma comparagao

202 O turnover do osso trabecular no cdo é altamente

exacta entre ambas as espécies
variavel entre as varias localizagdes de osso e entre individuos/espécies. A sua média
no turnover 6sseo trabecular em todo o corpo canideo é cerca de 100% #'. A
remodelacdo da totalidade da massa éssea por ano nos humanos é de 5-15%,
estimando-se que o turnover da totalidade de osso trabecular varie de 10-15% a 40-
55% por ano 2°" 2. No que diz respeito ao osso cortical canideo ocorre, igualmente,
uma variagdo no turnover 6sseo de acordo com diferentes locais®®. Sabe-se
igualmente que a idade afecta ndo s6 o normal turnover como também a resposta
Ossea relativamente ao material implantado.

No ambito da avaliagao pretendida para o presente trabalho, ndo optamos por
nenhum dos modelos atrds mencionados. Esta decisdo deveu-se ndo s6 a
condicionantes temporais e logisticas (como seja o cumprimento de prazos
devidamente definidos), como, acima de tudo, a elevados custos para a sua aquisicao,
manipulagdo e manutengao, relacionados com protocolos experimentais mais longos e
infra-estruturas adequadas para este tipo de animal.

Desta forma a nossa selecgao recaiu sobre o coelho, como modelo animal,
tendo em conta a experiéncia que temos tido ao integrar o grupo de investigagcao do
Laboratério de Tecidos Duros do Departamento de Medicina Dentaria da FMUC. Esta
escolha prende-se com a facilidade de manuseamento e num metabolismo ésseo
aproximado a animais de maior porte e ao homem?®®. A regeneragdo éssea no coelho

ocorre numa proporcao duas vezes superior a do cao e trés mais rapida que a dos
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humanos. O ciclo completo de remodelacdo dssea (reestruturacio interna do osso
pré-existente) é constituido por quatro fases, conhecidas globalmente como periodo
sigma: activagdo das células Osseas precursoras (A), seguido por uma reabsorgao
activa (R), uma fase queiscente ou reversa (Q) e de formagéo 6ssea (F) . Este periodo
sigma tem a duragdo de 6 semanas no coelho, 12 semanas no cao e 18 semanas nos
humanos®®.

Optamos pelo modelo de cicatrizagao retardada na calote craniana do coelho.
O defeito critico no cranio do coelho, o mais pequeno defeito 6sseo que nao cicatriza
espontaneamente, com uma quantidade de nova formacido oOssea inferior a 10%,

I'®° corresponde a um defeito tnico de 15mm?"". Contudo, este

durante a vida do anima
defeito apresenta algumas desvantagens entre as quais realgamos a interferéncia com
a sutura sagital (maior risco cirdrgico de hemorragia e possivel intervencao do tecido
conjuntivo na cicatrizagao), a impossibilidade de produzir dois defeitos por animal (o
que aumentaria 0 numero de animais necessario para o estudo e custos associados) e
um periodo minimo de avaliagdo de 24 semanas, tempo considerado excessivo para
estudos preliminares com insuportaveis condicionantes econémicas para um projecto
nesta fase. De forma a ultrapassar estas limitagdes, foi estabelecido um modelo de
dimensao critica retardada com defeitos de 8 mm nos ossos parietais do coelho,
originalmente criado por Kramer e colaboradores (1968a) e posteriormente
desenvolvido por outros (Damien e colaboradores (1991,1994); Thaller e
colaboradores (1993, 1994) 208 209212 o " em particular no nosso Departamento de
Medicina Dentaria da FMUC, por Guerra (2003) e Matos (2008)*'*. A evidéncia de
cicatrizagcao destes defeitos ocorre apenas a partir das 16 semanas, antes das quais
funcionam como se de verdadeiros defeitos criticos se tratassem, o que torna este
modelo como o mais apropriado para estudos de curta duracido, o que alias era o
pretendido. Alem disso, a possibilidade de efectuar dois defeitos por animal em cada
0sso parietal, permitindo a comparagéo directa entre modalidades experimentais, com
reducdo da variabilidade individual, e a consequente necessidade de um menor
numero de animais, torna este modelo atractivo em termos econémicos e permite uma

maior rotacao dos espacos nas salas de manutencgao.

Outro aspecto que ndo podemos deixar de mencionar relativamente a este
modelo diz respeito as caracteristicas morfofuncionais e embriolégicas dos locais
anatomicos seleccionados.

O processo de formacéao, crescimento e desenvolvimento do tecido 6sseo pode

ser levado a cabo por dois tipos de mecanismos distintos: ossificacao
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intramembranosa e ossificagdo endocondral. A distingdo entre ambos é feita através
da presenga (ossificagdo endocondral) ou auséncia (ossificagdo intramembranosa) de
uma fase de tecido cartilagineo?"*. Os ossos chatos da abdbada craniana partilham
com a maioria das estruturas do complexo maxilofacial uma origem embriolégica
comum e um processo de ossificagao intramembranoso. Os maxilares, com excepgao
de um segmento do processo corondide e a regido média da sinfise, a calote craniana

25 Neste ambito, sera

e 0s 0ssos parietais seguem o mesmo tipo de ossificagéo
importante salientar que os enxertos provenientes de ossos formados por um processo
de ossificacdo intramembranosa mostram uma mais precoce revascularizacdo e uma
menor velocidade de reabsorcdo do que os de natureza endocondral?'®. Com efeito, a
reabsor¢cdo que se segue a transplantacdo dum autoenxerto € muito menor com
enxertos mandibulares (de natureza intramembranosa) do que provenientes da crista
iliaca (de natureza endocondral), considerado ainda como um local de eleigao?®".
Apesar de limitadas, estdo ja bem determinadas zonas anatomicas reconhecidas
como locais ideais de doacdo 6ssea intra-oral®*'® 2'°. De um ponto de vista anatémico,
a calote craniana é constituida por duas tabuas corticais com uma escassa quantidade
de osso esponjoso e de medula éssea entre ambas. Desta forma resulta um osso
compacto semelhante ao da mandibula®”’. Fisiolégica e embriologicamente, os 0ssos
da calote craniana assemelham-se a mandibulas atréficas®.

Ainda neste contexto importa recordar uma questdo que nao pode ser
negligenciada em medicina dentaria nem na area da cabeca e pescoco. Trata-se da
origem muito peculiar dos ossos da face e do cranio. Estas estruturas, tal como o
cemento e a dentina, tém origem no ectomesénquima constituido, ndo s6, por células
de natureza mesenquimatosa como também por células derivadas das cristas neurais.
Estas células contribuem para a formagao dos arcos branquiais e conferem aos seus
derivados caracteristicas muito préprias com grandes capacidades pluripotenciais de
proliferacdo e diferenciacao celulares. Estes aspectos estdo na base de muitos
comportamentos peculiares observados nos tecidos constituintes destas regides,
podendo explicar o aparecimento de areas de tecido 6sseo com caracteristicas e
arquitectura atipicas, como o descrito e documentado nos “Resultados” (figs. 57 e 58),
bem como o facto dos processos de osteogénese observados neste trabalho serem,

todos, de natureza intramembranosa.

Considerando a sua configuragdo, o defeito ésseo na calote craniana € um
defeito de reduzida contencéo fisica, sendo por isso considerado como o teste mais

exigente para qualquer material de enxerto'®. Tendo em conta os varios factores
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enunciados, este modelo tem sido considerado como um excelente modelo para
avaliacdo de materiais de enxerto em Medicina Dentaria, enquadrando-se e
adequando-se bem aos objectivos deste trabalho. E ainda considerado um dos

modelos mais utilizados e melhor caracterizados na literatura 2'>.
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Os periodos de analise considerados neste trabalho foram de 2 e de 4
semanas de evolugdo pds-operatdria. A primeira fase (2 semanas) é considerada
como o periodo minimo razoavel para se identificarem os primeiros indicios de uma

cicatrizacdo 6ssea decorrente da metodologia utilizada #'* %'

. A segunda fase (4
semanas) € aceite como uma referéncia temporal para se observarem efeitos
significativos nos processos de angiogénese e formacdo Ossea, como resposta a
implantacdo de materiais de substituicdo dssea?"® ?*'?2®, No estudo por nés efectuado
corroboramos estes dados, tendo verificado, as 4 semanas, alteracbes histologicas
consideraveis que permitiram avaliar diferengas no desempenho e o potencial

regenerativo dos varios materiais utilizados.

Relativamente ao método histologico utilizado para processamento dos tecidos
optamos por uma técnica ndo descalcificada. Esta técnica pareceu-nos a mais
acertada, pois permitiu a obtencdo de imagens histolégicas de elevada qualidade, nao
tendo ocorrido distorcdo morfolégica das estruturas a observar, nem se tendo
verificado a presencga de artefactos relevantes. Para o processamento das amostras
recorreu-se ao sistema Exact® de alta precisdo. Este sistema e a metodologia
adoptada revelaram-se como uma abordagem de referéncia, superando claramente as
desvantagens da técnica descalcificada. De facto, os processos de descalcificacao
conduziriam invariavelmente a alteragbes volumétricas dos granulos de fosfato de
célcio, a inducao de inumeros artefactos, bem como a um arrastamento de tecidos
maioritariamente devido ao uso de microtomos convencionais com baixa precisao e
reduzido poder de corte ?*". A utilizacdo de azul de Toluidina, como corante, permitiu a
obtencdo de microfotografias adequadas a uma correcta avaliagdo histolégica das

varias estruturas a analisar.

Antes de iniciarmos uma discussao diferenciada de cada um dos defeitos e seu
preenchimento, pareceu-nos vantajoso fazer algumas consideragcdes gerais
essencialmente relacionadas com reacgdes inespecificas (consideradas como uma
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resposta do tecido dsseo) atribuidas particularmente ao traumatismo cirargico e as
caracteristicas anatémicas da sua localizagao.

Entre elas destaca-se a formacdo de uma estreita zona de tecido 6sseo
trabecular, na margem dos defeitos, aspecto comum a todos eles, independentemente
do material utilizado. O aparecimento de trabéculas ésseas num local 6sseo em
cicatrizacao é o resultado do recrutamento e migracdo de células osteogénicas,
precedendo sempre o mecanismo de formacdo de matriz 6ssea. A matriz 6ssea nao
tem, por si s6, capacidade de crescer nem propagar-se, isto €, uma vez formada nao
se move em relacdo aos tecidos biolégicos vizinhos. Tendo em conta este facto
facilmente se compreende que quem invade e coloniza a superficie dos biomateriais &
uma populacéo celular migratéria da linha osteogénica ?*'. Esta actividade osteogénica
sera mais da responsabilidade da parede do defeito, constituindo uma resposta das
superficies osseas expostas ao traumatismo, do que propriamente do material de
substituicdo 6ssea utilizado. No entanto, ndo podera ser menosprezada uma certa
influéncia da massa critica de células osteogénicas que respondem a chamada feita
pelos varios materiais em analise?”’.

E importante referir aqui o intenso processo de remodelacéo observado nestas
regides (parede do defeito), nas primeiras duas semanas de evolugao pds-operatoria.
De facto, as numerosas areas e cones de reabsor¢ao visiveis nestas regides e neste
periodo, tém certamente um importante papel na condugao de iniUmeras populacdes
celulares em direcgao a margem/periferia do defeito. Por outro lado, e paralelamente
as areas de reabsorgao, foi também observada com frequéncia uma grande actividade
de formagao dssea. Este facto, fica também a dever-se ao traumatismo cirargico que
vai desencadear, por si sO, uma intensa resposta osteogénica. Toda esta actividade e
dindmica funcional (de reabsorgido/formagdo Ossea) tem por objectivo iniciar o
processo de reparacao/regeneragao Ossea, representando, para além de uma
adaptacdo mecanica as novas condigdes, uma tentativa de preenchimento do defeito
6sseo com base na sua parede. Esta reacgao inespecifica comum a todos os defeitos
0sseos criados, € visivel apenas na sua zona marginal, verificando-se que o
preenchimento e regeneragdo 6ssea em direc¢do as areas centrais, ao contrario do
que ocorre na periferia, ndo éigual para todos os materiais utilizados.

A quantidade e qualidade de tecido 6sseo formado e a sua progressao (no
sentido centripeto) depende ja das caracteristicas/propriedades osteocondutoras dos
materiais de substituicdo 6ssea que terdo um papel importante de forma a potenciar e
acelerar a regeneracdo O6ssea e assim permitir um rapido e mais completo
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preenchimento do defeito™. Com efeito, para além de uma certa espessura, a
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progressao da actividade osteogénica comecga a adquirir especificidades relacionadas
com cada um dos materiais em estudo. As caracteristicas de cada um dos materiais
irdo estar na base das posteriores diferencas observadas no preenchimento das
regides mais internas do defeito, pois aqui o papel osteogénico da parede do defeito
(células, vasos sanguineos) sera muito menor.

As duas semanas comecgam, de facto, a tornar-se evidentes as diferencas na
quantidade e qualidade de tecido 6sseo recém-formado demonstrando, assim, as reais
capacidades de cada um dos materiais em estudo neste modelo. Com efeito, a analise
efectuada as duas semanas é um verdadeiro marco, tornando visivel toda a dindmica
e eficacia que caracteriza os processos iniciais de cicatrizagcdo, permitindo ainda
estabelecer uma previsdo da evolugdo que iremos encontrar as quatro semanas®?'.

A presenga de um biomaterial pode influenciar, sé por si, a composicéo e a
concentracao de factores de crescimento, no local da lesdo, actuando como um “bio-
reactor’ ***. A manipulagdo dos biomateriais, no sentido de potenciarem uma boa
resposta osteoblastica, € um campo em constante evolugdo e merecedor de toda a
atencao.

O aspecto mais saliente, de todos os defeitos 6sseos, as duas semanas de
evolucdo é a presencga de areas de tecido 6sseo imaturo, muitas delas localizadas a
superficie dos biomateriais.

Descreve-se mais facilmente o tecido dsseo imaturo considerando as
caracteristicas que ndo tem do que as que realmente tem. Assim, nunca forma
lamelas ou sistemas de Havers, ndo apresentando também uma estrutura organizada
nem das fibras de colagénio nem dos cristais de hidroxiapatite (que por sua vez
também ndo tém um alto grau de cristalinidade) e, sobretudo, ndo possui uma
resisténcia mecanica adequada®®. Porém, € o Unico tipo de tecido dsseo que pode ser
formado de novo, ndo necessitando de uma estrutura 6ssea ou cartilaginea prévia. O
seu aparecimento resulta, sempre, de um crescimento acelerado, préprio de um
processo de cicatrizagdo, sendo essencialmente um tecido 6sseo sintetizado em
S.0.S,, isto €, como uma resposta rapida formada com caracter de urgéncia num curto
periodo de tempo??. Devido a rapidez do seu processo de formagao néo é de admirar
a sua estrutura desorganizada e a sua grande densidade celular. Este aspecto que
justifica o nome de “Woven bone” (“entrelagado”: in http://pt.wiktionary.org/wiki/woven)
associado a sua fraca resisténcia mecanica, justifica a sua rapida reabsorcao.

Por outro lado, o tecido 6sseo lamelar para se formar, necessita da presenca
de um suporte de matriz é6ssea ou cartilaginea, que Ihe sirva de base, encontrando-se

no entanto muito bem organizado em camadas paralelas (lamelas), constituidas por
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fibrilhas de colagénio e cristais de hidroxiapatite. Este padrdo de tecido désseo
(lamelar) forma-se muito mais lentamente do que o tecido imaturo, constituindo a
principal forma de tecido ésseo encontrado, as quatro semanas.

A orientacdo das fibrilhas de colagénio determina a orientagdo dos cristais
minerais, estando estes, também, dispostos de acordo com as principais linhas de
forga a que a estrutura dssea esta sujeita. Este interessante arranjo supramolecular da
fase mineral, apresentando uma disposi¢cdo dos cristais que respeita e assenta na
matriz colagénica, reflecte uma intima interacgdo mineral/colagénio, conferindo deste
modo a este tecido propriedades unicas. Esta organizagdo nunca se encontra nas

hidroxiapatites sintéticas®* #*’.

No entanto, convém referir que nem todas as areas de tecido 6sseo imaturo
irdo evoluir para tecido lamelar. Casos ha em que o tecido dsseo imaturo, inicialmente
tdo promissor, nao foi remodelado de forma a ser substituido por tecido lamelar A este
respeito parece-nos incontornavel a supremacia e maturagao do tecido 6sseo formado
com os auto-enxertos, sendo no entanto, notéria a quantidade de novo tecido dsseo,
ainda que imaturo, encontrada, aos quinze dias, nos defeitos preenchidos com a

hidroxiapatite sintética utilizada neste trabalho experimental
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Outra caracteristica comum a todos os defeitos é a presengca de maior
quantidade de novo tecido 6sseo nas regides adjacentes ao endocranium, quando
comparado ao pericranium. Este aspecto podera estar relacionado com as
caracteristicas proprias de cada um destes diferentes locais anatdémicos. Nao
ocorrendo uma destruicdo nem uma intensa agressdo do endocranium, durante o
procedimento cirirgico, o potencial regenerativo inerente a esta estrutura sera sempre
superior ao do pericranium, que sofreu, inevitavelmente, uma extensa agressao

228,229 referem, ainda,

aquando da realizac&o da intervengao cirurgica. Alguns autores
que a pressao exercida pelo retalho constituido pelo peridsteo e pele pode aumentar a
actividade osteoclastica. Assim, tendo em conta que na zona do endocranium a
pressao exercida pelo retalho é inferior, compreende-se o aparecimento preferencial

de maior numero de centros osteogénicos nesta zona.

Uma pequena nota quanto a forma de apresentacdo dos materiais em questao.
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Considerando que os materiais utilizados neste estudo foram todos aplicados
sob a forma de granulos/particulas o espacgo entre eles (interparticulares) ira colmatar
alguns “défices” de porosidade (intraparticular) inerentes a estes materiais,
reconhecendo-se, desde logo, a importdncia da porosidade nos processos de
angiogénese e osteogénese %*°.

Sempre que se aplica um material granulado/particulado ha que atender ndo so6
a constituicdo e caracteristicas das proprias particulas mas também, e sobretudo, a
sua adequada compactacdo.Com efeito, torna-se crucial que as superficies dos
granulos/particulas figuem disponiveis para a colonizagdo celular, através de um
adequado espagamento que funcionara da mesma forma que um sistema aberto de

intercomunicacdo de poros®®'?*,

Por sua vez, este processo esta directamente
relacionado com o tamanho e forma das particulas. No presente trabalho confrontamo-
nos muitas vezes com particulas muito heterogéneas, tanto na sua forma como no seu
tamanho, o que pode tornar dificil a interpretacdo dos resultados obtidos. Esta
situacado foi particularmente evidente com as particulas de hidroxiapatite sintética,

onde a disparidade de tamanhos era notavel.

Defeitos sem preenchimento

Os defeitos sem preenchimento (controlo negativo) evidenciaram uma diminuta
formacgao Ossea tanto as duas como as quatro semanas. Em termos globais verificou-
se uma evolugcdo no sentido de uma cicatrizacdo e ndao de uma verdadeira
regeneracao 6ssea. A maioria dos defeitos apresentou-se constituida por uma fina
ponte fibrética originando o colapso dos tecidos moles. Na verdade, constatou-se
sempre a persisténcia de uma grande quantidade de tecido fibroso apresentando
apenas, um pequeno reforco 6sseo nas margens dos defeitos. Esta actividade
osteogénica, limitada a zona marginal do defeito, sera, como ja foi referido, o corolario
de uma reacc¢ao inespecifica de resposta a agressao cirurgica, caracteristica de todo o
tecido 6sseo.

Foram, no entanto, observadas algumas “ilhas” isoladas de tecido 6sseo
imaturo, assemelhando-se a centros de ossificacdo, localizadas nas zonas mais
centrais do defeito, sem qualquer continuidade com as margens. A presenca destas
“ilhas” é, também, corroborada por estudos de Guerra (2003), Matos (2008) e Polimeni
e colabordores (2009). Tendo em conta a sua escassez as 4 semanas, estas “ilhas”

contribuem de forma insuficiente para a melhoria da regeneragéo 6ssea.
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Defeitos preenchidos com osso autégeno

Considerando que para uma boa regeneragéo 0ssea € desejavel que o material
de substituicdo possua propriedades fisicas, quimicas e mecanicas semelhantes as do
tecido a reparar, facilmente se compreende que o prdprio tecido 6sseo constitua uma
solugao tentadora e quase sempre a melhor.

Nestes defeitos verificou-se, como era expectavel, uma intensa neoformacéao
O0ssea e um nitido e rapido processo de incorporagdo dos fragmentos de osso
autogeno.

Com efeito, os defeitos preenchidos com fragmentos de autoenxerto
apresentaram um desenvolvido processo de osteointegragdo. O conjunto de imagens
apresentadas ilustra bem um processo sequencial e centripeto de sintese e maturagao
de tecido 6sseo, em que os defeitos foram sendo progressivamente ocupados por uma
notavel quantidade de trabéculas d0sseas. Estas trabéculas estavam constituidas por
numerosas areas de novo osso revestindo, integrando e ligando os fragmentos de
autoenxerto entre si e as paredes do defeito. No final do periodo experimental era
visivel, ao longo de todo o defeito, a presenga de muitas zonas de tecido 6sseo
lamelar e, apenas, alguns vestigios de tecido &sseo imaturo. A actividade
osteoclastica, traduzida por inUmeras linhas de reversao, foi bastante intensa levando
a reabsorcdo das areas de tecido imaturo e de fragmentos de autoenxerto, em
paralelo com a formacéao de tecido lamelar.

Os enxertos autdgenos, como é sabido, sdo o unico tipo de enxertos que
apresentam em simultdneo propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e
osteogénicas. Estes enxertos constituem, pelo menos teoricamente, sistemas que
contém todos os elementos necessarios para uma formagao éssea directa. De facto,
ao incluir células competentes e respectiva matriz de suporte, ndo necessitam de
medidas adicionais para além de uma correcta estabilidade mecanica e um leito
vascular e metabdlico adequados. Convém realgar, no entanto, que num autoenxerto,
podem perder-se algumas das suas propriedades (durante o periodo de tempo que
medeia a colheita e a colocagao) e que, mesmo que muitas células possam sobreviver
a transferéncia, sdo as células osteogénicas e osteoprogenitoras do hospedeiro
(parede do defeito) que asseguram maioritariamente a vitalidade e funcionalidade
deste autoenxerto?'® 2%,

Este bio“material” constitui sempre uma referéncia em relacéo a qual todos os

outros “bio”materiais devem ser comparados.
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Defeito preenchido com um xenoenxerto de origem bovina

Para além do osso autogéno os materiais xendgenos constituem, também, uma
boa alternativa como materiais de enxerto 6sseo. Porém, as propriedades biolégicas
dos xenoenxertos, a partida muito promissoras, podem ser condicionadas pelo tipo de
tratamento a que sao submetidas durante a sua preparacdo, esterilizacdo e
conservagao, para evitar a rejeicdo imunolégica apés a implantacdo®. Apesar disso, as
particulas deste xenoenxerto fornecem uma matriz, que é quimica (relagdo Ca/P
semelhante a do tecido 6sseo 2:1) e morfologicamente muito proxima da matriz 6ssea
mantendo uma disposi¢cao dos cristais de HA muito semelhante & matriz colagénica
que lhe serviu de molde. Esta organizacao da fase mineral, € conservada, como ja foi
referido, devido ao processamento deste material a relativamente baixa temperatura
(300°C). Esta condigao preserva, também, a microporosidade original bem como a sua

topografia de superficie.

As hidroxiapatites de origem natural e porosas, apresentam uma maior
elasticidade, o que permite uma melhor distribuicdo e transmissdo do stress
mastigatério ao osso subjacente. Ao permitir a revascularizagdo e a subsequente
colonizagao por células 6sseas possibilitam uma replicagdo do fendmeno natural da
cicatrizacao®.

Assim, os nossos resultados obtidos com esta hidroxiapatite natural mostraram
uma aposi¢cao O6ssea crescente a superficie das particulas e, simultaneamente, nos
espacos interparticulares, com o aparecimento de trabéculas constituidas por tecido
imaturo e lamelar, ligando as particulas entre si e as paredes do defeito. Foi também
visivel a existéncia de numerosos processos de reabsorgao osteoclastica, levando a
degradacao e fragmentagédo de muitas particulas.

A reabsor¢ao de matriz 6ssea desproteinizada de origem bovina através da
actividade osteoclastica &, ainda, tépico de controvérsia®, especialmente quando
comparamos resultados de estudos com experimentagdo animal e estudos clinicos
humanos. Klinge e colaboradores (1993), utilizando, tal como no presente trabalho
experimental, um defeito craniano no coelho, observou que as particulas de osso
bovino desmineralizado tinham desaparecido quase completamente apés 14 dias de
cicatrizagcado, como resultado da acc¢éo fagocitaria de células gigantes multinucleadas
235 Apesar de alguns estudos humanos®® % detectarem a reabsorgdo osteoclastica

deste material, a maioria®***

nao consegue detectar uma grande evidéncia da sua
reabsor¢cdo De acordo com o fabricante, durante o processamento deste biomaterial
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todas as proteinas foram extraidas. Por outro lado, de um ponto de vista biolégico,
como ja mencionado, o processo de reabsorgdo requer a presenca de moléculas de
adesédo (sequéncias RGD) que permitam a unido de células osteoclasticas a proteinas
da matriz extracelular (fibronectina, fibrinogénio, vitronectina, colagénio tipo I,
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osteopontina e sialoproteina 6Gssea) Como este derivado de osso bovino foi

previamente desproteinizado, ficando livre de proteinas®® *’ a reabsorgdo
osteoclastica provavelmente ndo podera ocorrer, apenas com base nestes
mecanismos fisiologicos. Porém, estudos de Schwartz e colaboradores (2000)
conseguiram encontrar TGF-3 e BMP-2 nestes biomateriais, derivados de osso bovino,
o0 que podera explicar, em parte, a intensa reabsorcéo encontrada '’®.

Schneider e colaboradores (2009), utilizando defeitos n&o criticos na calote do
coelho, obtiveram resultados histolégicos com este xenoenxerto muito semelhantes
aos nossos. Verificaram, as quatro semanas, a presenca de tecido 6sseo com
caracteristicas lamelares, maturo, a rodear e interligar as particulas de xenoenxerto®*®.

Os resultados experimentais e clinicos destes materiais tém sido muito
satisfatérios, de tal modo que o seu campo de aplicagdo de tem diversificado
amplamente, tanto na cirurgia dentaria como na cirurgia ortopédica e traumatoldgica®.

Este material pode representar uma estrutura intermédia entre a matriz 6ssea e
uma hidroxiapatite sintética, contendo menos grupos hidréxil e mais ides carbonato do

que as formas sintéticas®.

Em sintese, pode afirmar-se que as particulas deste xenoenxerto de origem
bovina demonstraram, neste estudo, uma boa capacidade osteocondutora e que a
composigao quimica de uma matriz bastante proxima da fase mineral do tecido 6sseo
devera, sem duvida, favorecer e estimular os processos de formacao e posterior

remodelacao de tecido ésseo.

Defeito preenchido com hidroxiapatite sintética

Nos defeitos Osseos preenchidos com hidroxiapatite sintética salienta-se,
desde logo, a presenca de particulas, com forma e dimensdes muito heterogéneas. A
par de particulas de grande tamanho, muitas delas com “sharp edged”’ observava-se,
também, a existéncia de imensas particulas de pequenas dimensdes. Porém, todas
estas particulas comegam por apresentar, logo aos quinze dias, uma nitida aposicao
de tecido 6sseo imaturo. Estas observacdes estao de acordo com estudos de Sun et al
249 que constataram, numa cultura de osteoblastos, que esta populagdo celular crescia

de forma semelhante em particulas de HA sintéticas cuja dimensao variava de 37 a
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841um. Deste modo, concluiram estes autores, que as caracteristicas da HA em si,
mais do que o tamanho dos granulos, parecem ser responsaveis pelo comportamento
biolégico deste material.

Aos trinta dias encontram-se ja muitas particulas perfeitamente osteointegradas
e trabéculas oOsseas bastante organizadas, maioritariamente constituidas por
abundante tecido lamelar. Em paralelo registou-se uma acentuada actividade de
remodelacdo 6&ssea, traduzindo uma intensa dinamica funcional deste tecido,
associada a uma forte reabsorgao das particulas de hidroxiapatite.

Contribuindo para a intensa actividade osteogénica encontrada podera estar a
formacgao de uma activa interface entre as particulas de hidroxiapatite em estudo e o
tecido 6sseo sobre elas formado. De facto, nos locais onde esta interface nao estava
presente, também ndo se observava qualquer aposi¢cdo oOssea. Esta fina camada
parece estabelecer uma intima relagdo com o novo tecido ésseo, podendo estar na
base da sua formacdo. Deste modo, somos levados a crer que existe uma relagao
directa entre esta camada, certamente formada por uma apatite carbonatada, e o
aparecimento de novo tecido 6sseo. Esta apatite, quimicamente semelhante a
encontrada no tecido 6sseo, ira certamente condicionar a adsorgdo de proteinas que
por sua vez irdo modular e mediar os processos de adesdo celular®, sendo co-

responsavel pela eficacia deste biomaterial.

A observagao das laminas histoldégicas mostrou também um intenso processo
de reabsorgcao das particulas de HA sintética, caracterizado pela presenga, na sua
superficie, de concavidades em tudo semelhantes a lacunas de Howship e células
multinucleadas com uma morfologia tipica de osteoclastos. Convém recordar, mais
uma vez, que no caso destes materiais de substituicdo oOssea, tal como no
xenoenxerto de origem bovina, os osteoclastos aderem a matrizes desprovidas de
proteinas (fibronectina, fibrinogénio, vitronectina, colagénio tipo |, osteopontina e

sialoproteina 6ssea) **°

que, em condigoes fisiolégicas, sdo essenciais para a ligagao a
integrinas envolvidas na formacdo de uma adequada zona de vedagdo'*. Esta
situacdo tem que ser colmatada por outro tipo de proteinas, provenientes do coagulo
de fibrina, do plasma sanguineo ou do soro *, que, quando adsorvidas a superficie
deste biomaterial exercam um papel semelhante.

Mesmo sem excluir uma degradacao fisico-quimica, parece-nos ser possivel
afirmar que esta populacao celular da linha osteoclastica foi responsavel, em grande
parte, pelos processos de degradacdo e desagregacdo observados nesta

hidroxiapatite. Esta observagao foi também referida por outros autores?>%2%2,
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Considerando a sua relagcado Ca/P (1,67) e o seu elevado grau de cristalinidade,
facilmente se percebe que esta hidroxiapatite nao reine as melhores condi¢cbes para
justificar uma acentuada reabsorgao®® **. Esta reabsor¢do pode realmente resultar
do facto desta hidroxiapatite ser constituida por nanocristais de fosfato de calcio. A
presenca de nanocristais, em tudo semelhantes aos encontrados no tecido 6sseo
(nanometricamente naturais), podera ser um factor que ira facilitar a actividade
osteoclastica a sua superficie De facto, como ja referido, a acgdo osteoclastica
observada a superficie de uma nanohidroxiapatite a duas vezes maior que numa
hidroxiapatite convencional. Ainda HA que ter em conta o facto de os cristais de
hidroxiapatite possuirem um fraco arranjo estrutural, o que também vai proporcionar a
sua degradagao®* #**

Por ultimo convém recordar que, as concavidades escavadas pelos
osteoclastos na superficie das particulas, (apresentando uma geometria
conformacional, dimensdo, composicdo, microarquitectura e nanoestrutura de
superficie ideais), constituem locais estratégicos e privilegiados para a formagao de
matriz ostedide e sua posterior mineralizagdo. O microambiente assim gerado sera
muito propicio ao aparecimento de um fendtipo osteoblastico, contribuindo para a
formacdo e maturagdo de areas de tecido 6sseo. Estas lacunas podem, ainda,
favorecer, ou mesmo contribuir, para uma sequestracao de ides e de factores de
crescimento ou outras proteinas com efeitos osteoindutores, estimulando ao mesmo

tempo os processos de angiogénese, pré-requisito essencial para a osteogénese** %

Em sintese, o material utilizado neste grupo experimental reine um conjunto de
variaveis que isoladamente tém reconhecida actividade osteopromotora. A sinergia
resultante da combinacdo das particulas de hidroxiapatite (com uma composi¢ao
quimica adequada), dos seus nanocristais e de uma interface favoravel formada por
uma apatite carbonatada, podera potenciar a adesao, proliferacao e diferenciagao
tanto das células da linha osteoblastica como da linha osteoclastica. Deste modo
estimulam uma intensa formacgao e posterior remodelagdo de matriz 6ssea justificando

a performance deste biomaterial.

A arquitectura optimizada e “biologically inspired” desta hidroxiapatite, podera
estar na base do sucesso dos processos de regeneracao 6ssea observados com este

biomaterial.

Tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo ha trabalhos publicados, quer in
vivo quer in vitro, com a utilizagdo de uma HA sintética possuidora das caracteristicas
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da nossa. Esta HA sintética, produzida pelo Departamento de Engenharia Mecéanica
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da U.C., esta a ser testada pela primeira vez.
Como tal, torna-se dificil estabelecer um adequado termo de comparagao entre os

nossos resultados e aqueles obtidos com outro material substituinte 6sseo sintético.

5- CONCLUSOES

Com base nos resultados das observagbes histolégicas do trabalho

experimental efectuado podemos retirar as seguintes conclusées:

1- O modelo experimental utilizado revelou-se muito eficaz na
avaliacdo do comportamento biolégico de todos os materiais utilizados, ao
longo dos periodos de tempo estipulados. Este modelo animal permitiu uma
boa colheita, en bloc, dos defeitos contendo os materiais de enxerto em

estudo.

2- A execugdo da técnica cirurgica tem como pontos criticos a

anestesia e a trepanacéo.

3- O Sistema Exakt®, existente no Laboratério de Tecidos Duros do
Departamento de Medicina Dentaria, Estomatologia e Cirurgia Maxilo-Facial
da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, permitiu optimizar
a técnica de processamento dos tecidos duros. A técnica nao descalcificada
proporcionou a obtencdo de imagens histolégicas onde foi possivel
identificar, sem artefactos, os elementos constituintes dos tecidos moles e
dos tecidos duros, apresentando-se bem preservados e com uma excelente

qualidade morfoldgica.

4- Os materiais utilizados, todos sob a forma de
granulos/particulas, mostraram uma adequada biocompatibilidade,
traduzida pela auséncia de reacgdes inflamatérias ou outras reacgdes
adversas, bem como quaisquer alteragbes anatomo-patoldgicas nos tecidos
envolventes e 6rgaos alvo.
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5- Os defeitos sem preenchimento demonstraram, per si, uma
diminuta capacidade de regeneracédo Ossea, ndao se tendo verificado, em
nenhum dos casos estudados, a iminéncia de um completo e adequado
encerramento. Foi, no entanto, visivel um pequeno reforgo 6sseo nas
margens dos defeitos, constituindo uma resposta do tecido 6sseo a

agressao cirurgica.

6- Os autoenxertos continuam a apresentar-se como materiais de
substituicado Ossea de exceléncia. Estes bio“materiais” constituem sempre
uma referéncia em relagdo a qual todos os outros “bio”materiais devem ser

comparados.

7- As particulas do xenoenxerto de origem bovina confirmaram,
nesse estudo, uma boa capacidade osteocondutora. A composigao quimica
de uma matriz bastante préxima da fase mineral do tecido 6sseo devera
favorecer e estimular os processos de formagao e posterior remodelagao de

tecido osseo.

8- A hidroxiapatite sintética evidencia uma capacidade
osteocondutora, traduzida pela nitida aposicdo de tecido 6sseo a sua
superficie. Este tecido, as quatro semanas, ja apresenta uma evidente

maturacao.

9- Verificaram-se intensos fendmenos de reabsorcdo, das
particulas de hidroxiapatite sintética, maioritariamente da responsabilidade
da actividade osteoclastica. De facto, foram visiveis muitas células

multinucleadas a superficie das particulas apresentando uma morfologia

tipica de osteoclastos.
10- A uniformizagao da dimensao e macroarquitectura das particulas

desta hidroxiapatite sera importante, com o intuito de melhorar o seu

desempenho e previsibilidade biologica.
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6- RESUMO

A Medicina Dentaria € uma area em constante evolucéo, tentando acompanhar
as expectativas estéticas e funcionais de uma sociedade cada vez mais exigente.
Neste sentido ha, inUmeras vezes, a necessidade de estimular a regeneragdo do
tecido 6sseo em locais onde este se perdeu ou reabsorveu. Uma das formas de o
conseguir consiste na utilizacdo de biomateriais de substiuticdo déssea que permitam a

formacao, o mais rapidamente possivel, de um tecido ésseo com qualidade.

O autoenxerto continua a ser, devido as suas caracteristicas e capacidades, o
material de enxerto 6sseo ideal. A sua obtengdo esta, no entanto, associada a uma
segunda cirurgia (para a sua colheita) e subsequente morbilidade, bem como a uma
quantidade, muitas vezes insuficiente, que nao ira satisfazer o volume de defeito
0sseo a tratar.

Tendo consciéncia das limtagdes associadas aos autoenxertos, tém vindo a
ser desenvolvidos diversos materiais de substituigdo dssea. Estes novos biomateriais
pretendem, em ultima analise, mimetizar e optimizar a fisiologia éssea procurando,
desta forma, atingir a exceléncia bioldgica.

A matriz mineral do tecido 6sseo tem sido mimetizada através da
manipulacao de fosfatos de calcio, entre o0s quais se destaca a hidroxiapatite,
utilizando varias estratégias que incluem a fabricacdo de materiais nanoestruturados.
A este proposito parece-nos pertinente relembrar que a matriz 6ssea € um biomaterial
nanoestruturado, possuindo uma fase organica e uma fase mineral com dimensoes
nanométricas e que grande parte dos processos bioldgicos ocorrem a uma escala
nano. Assim, os ceramicos de fosfato de calcio nanocristalinos parecem constituir, no

presente, materiais bastante promissores nos processos de osteointegragao.

As caracteristicas de superficie de um biomaterial paecem ter uma importancia
crucial na evolugao da resposta osteoblastica. Com efeito irdo determinar o tipo de
moléculas proteicas (natureza, quantidade e conformagéo) que serdo adsorvidas a sua
superficie. Este “filme” proteico ira mediar a interacgcdo entre o material implantado e
as células. De facto, sdo muitas vezes estas proteinas que irdo modular a resposta
inicial dos tecidos ao biomaterial em questao.

Esta hoje em expansao o fabrico de uma nova geracao de biomateriais com
uma nanotopografia estrategicamente pensada e desenhada, de forma a estimular e
modular a resposta celular e molecular no sentido pretendido. Muitos destes

biomateriais high-tech pretendem activar processos celulares de osteoinducdo apenas
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com base nas propriedades fisico-quimicas da sua superficie, sem necessidade de

recurso a técnicas de imobilizagado de moléculas bioactivas.

O trabalho experimental apresentado neste estudo propbe-se avaliar in vivo, no
coelho, o processo de osteointegracdo e o potencial de regeneragdo 6sseo de uma
hidroxiapatite sintética nanocristalina.

Este trabalho foi concebido com o objectivo de analisar o comportamento
bioldégico desta hidroxiapatite sintética (utilizando um modelo de cicatrizagdo 6ssea
retardada com defeitos ésseos cranianos com reduzida contencéo fisica) tendo como
referéncia um defeito 6sseo preenchido com osso autégeno (controlo positivo) e um
defeito 6sseo sem preenchimento (controlo negativo). Em paralelo foi ainda avaliada
uma hidroxiapatite natural de origem bovina (Bio-Oss® Spongiosa), por ser um

material de ampla utilizagdo na clinica de Medicina Dentaria.

O presente trabalho experimental foi desenvolvido com base uma amostra de
20 coelhos (Oryctolagus cuniculus, n=20), da estirpe “New Zealand White”, machos,
adultos, com um peso de 3,4+/- 0,5Kg. Estes coelhos foram divididos em duas séries
de 10 coelhos, correspondentes aos dois periodos de tempo de experiéncia, isto €,

duas e quatro semanas.

Foi executado o denominado modelo de cicatrizacdo 6ssea retardada, durante
o qual se evita que a regeneragdo espontanea ocorra durante periodos experimentais

de média duracdo. Procedeu-se a criacdo de dois defeitos circulares transcorticais

bilaterais, com 8mm de didmetro, um em cada osso parietal.

A avaliagdo dos processos de cicatrizacdo 6ssea assentou essencialmente em

estudos de indole histolégica, realizados em microscopia de luz.

Os materiais utilizados, todos sob a forma de granulos/particulas, mostraram
uma adequada biocompatibilidade, traduzida pela auséncia de reacgdes inflamatérias
ou outras reacg¢des adversas, bem como quaisquer alteragcbes anatomo-patoldgicas

nos tecidos envolventes e 6rgéos alvo.

Os defeitos sem preenchimento (controlo negativo) evidenciaram uma diminuta
formagéo 6ssea tanto as duas como as quatro semanas. Em termos globais verificou-
se uma evolucdo no sentido de uma cicatrizacdo e ndao de uma verdadeira
regeneragao 6ssea. A maioria dos defeitos apresentou-se constituida por uma fina

ponte fibrética originando o colapso dos tecidos moles.
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Nos defeitos preenchidos com autoenxerto verificou-se, como era expectavel,
uma intensa neoformagao éssea e um nitido e rapido processo de incorporacdo dos
fragmentos de osso autégeno. Os defeitos foram sendo progressivamente ocupados
por uma notavel quantidade de trabéculas 6sseas constituidas por numerosas areas
de novo osso revestindo, integrando e ligando os fragmentos de autoenxerto entre si e
as paredes do defeito. A actividade osteoclastica, traduzida por inumeras linhas de
reversao, foi bastante intensa levando a reabsorgao das areas de tecido imaturo e de

fragmentos de autoenxerto, em paralelo com a formacgao de tecido lamelar.

Os defeitos preenchidos com o xenoenxerto de origem bovina mostraram uma
aposicdo Ossea crescente a superficie das particulas e, simultaneamente, nos
espacos interparticulares, bem como o aparecimento de trabéculas constituidas por
tecido imaturo e lamelar, ligando as particulas entre si e as paredes do defeito. Foi
também visivel a existéncia de numerosos processos de reabsorcdo osteoclastica.
Pode afirmar-se, pois, que este material de enxerto.demonstrou, neste estudo, uma
boa capacidade osteocondutora. A composi¢do quimica de uma matriz bastante
proxima da fase mineral do tecido 6sseo devera, sem duvida, favorecer e estimular os

processos de formacgao e posterior remodelagao de tecido dsseo.

Nos defeitos 6sseos preenchidos com hidroxiapatite sintética salienta-se a
presenca de particulas, com forma e dimensbes muito heterogéneas. A par de
particulas de grande tamanho, muitas delas com “sharp edged’ observou-se, também,
a existéncia de imensas particulas de pequenas dimensoes.

Todas as particulas apresentaram, logo aos quinze dias, uma nitida aposigéo
de tecido dsseo imaturo. Aos trinta dias encontraram-se, ja, muitas particulas
perfeitamente osteointegradas e trabéculas d&sseas bastante organizadas,
maioritariamente constituidas por tecido lamelar. Contribuindo para esta intensa
actividade osteogénica podera estar a presenca de uma activa interface entre as
particulas de hidroxiapatite em estudo e o tecido dsseo sobre elas formado. Esta fina
camada parece estabelecer uma intima relagdo com o novo tecido 6sseo, podendo
estar na base da sua formacao.

Em paralelo registou-se uma acentuada actividade de remodelagao 6ssea.

De facto, a observacdo das laminas histolégicas mostrou a presenca, na
superficie das particulas de HA, de concavidades em tudo semelhantes a lacunas de
Howship e de células multinucleadas com uma morfologia tipica de osteoclastos.

Sem excluir a existéncia de uma degradacéo fisico-quimica, parece-nos ser
possivel afirmar que esta populagao celular (linha osteoclastica) foi responsavel, em
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grande parte, pelos processos de degradacdo e desagregagao observados nesta
hidroxiapatite.

Por outro lado, as concavidades escavadas pelos osteoclastos parecem
constituir locais estratégicos e privilegiados para a formacado de matriz ostedide e sua
posterior mineralizagdo. O microambiente assim gerado sera muito propicio ao
aparecimento de um fendétipo osteoblastico, contribuindo para a formagao e maturagao
de areas de tecido 0sseo.

O material utilizado neste grupo experimental reiune um conjunto de variaveis
que isoladamente tém reconhecida actividade osteopromotora. A sinergia resultante
da combinagdo das particulas de hidroxiapatite (com uma composi¢cao quimica
adequada), dos seus nanocristais e de uma interface favoravel, podera potenciar a
adesao, proliferacao e diferenciacdo tanto das células da linha osteoblastica como da
linha osteoclastica.

A arquitectura optimizada e “biologically inspired” desta hidroxiapatite, podera
estar na base do sucesso dos processos de regeneracao 6ssea observados com este

biomaterial.

Pretende-se com este estudo, dar continuidade ao trabalho desenvolvido pelo
grupo em que estamos integrados, contribuindo com mais alguns dados em relagéo ao
comportamento biolégico de materiais sintéticos, nanocristalinos, a base de fosfato de

calcio.

Perspectivas Futuras

Uma dissertacdo de mestrado apresenta caracteristicas proprias. No entanto,
como qualquer outro trabalho de indole cientifica sera sempre algo limitado e finito,

pretendendo responder a algumas questdes especificas.

Tendo por base os resultados apresentados, € incontornavel a necessidade de
uma analise histomorfométrica no sentido de confirmar e complementar os resutados
histolégicos obtidos em microscopia de luz. Por razées que nos ultrapassaram, e que
nos fizeram desviar do trajecto inicial programado, nao nos foi possivel efectuar os

estudos morfométricos. Assim, temos ja programado o inicio dos trabalhos
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conducentes a uma validagdo quantitativa dos resultados apresentados nesta

dissertagao.

De forma a tirar conclusbes mais precisas parece-nos imprescindivel
uniformizar o tamanho dos granulos da hidroxiapatite sintética em estudo, de forma a
obter uma ou mais granulometrias. Deste modo, seria possivel avaliar o efeito do
tamanho das particulas nos processos de osteoconducéo.

Também a obtencdo de particulas com uma porosidade interna,

interconectada, seria uma caracteristica merecedora de atencao e investimento.

Finalmente, e considerando os dados existentes na literatura e ja mencionados
nesta dissertagcdo, a possibilidade de inclusdo de outros elementos quimicos nesta
hdroxiapatite poderia constituiruma mais valiar para a optimizacdo da sua performance

bioldgica.

O conjunto dos estudos realizados bem como os resultados alcangados
abriram-nos novas perspectivas para o desenvolvimento de outros trabalhos de

investigacao clinica e experimental.
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7 -SUMMARY

Dentistry has been an area in continuous evolution, always aiming at the
achievement of the aesthetic and functional expectations of a more and more
demanding society. As to, the stimulation of bone regeneration in places where it had
been lost or reabsorbed has been required for innumerous times. The needed bone
volume can be attained by the use of biomaterials that allow the formation of quality

bone tissue.

Autografts remain the ideal bone grafting material because of their
characteristics and capabilities. However, the harvest of this ideal bone graft material
demands an additional surgery most of the times associated to morbidity. Moreover,
the amount of collected bone is frequently insufficient to fill all the volume of the bone

defect to be treated.

Several materials for bone replacement have been developed to overtake the
limitations associated to autografts. Eventually, these new biomaterials essay for bone

physiology mimesis, optimization and consequently biological excellence.

Recently, calcium phosphates, such as hydroxyapatite, have been manipulated
to simulate the bone tissue mineral matrix by means of the production of
nanostructured materials. To speak to the purpose, it would be interesting to remind
that bone matrix is a nanostructured biomaterial constituted by an organic phase and a
mineral phase of nanometric dimensions. Furthermore, the great majority of the
biological processes in the bone matrix occur in scale. On that account, the calcium
phosphate porcelain nanocrystals appear to be, at the present moment, promising
materials on the on the osteointegration processes.

The surface characteristics of any biomaterial seem to be extremely important
on the evolution of the osteoblasts response to it. As a matter of fact, the surface of a
biomaterial will determine the essence of the proteinous molecules (nature, quantity
and shape) to be adsorbed. This proteinic “film” will lie between the implanted material
and the cells and many times regulate the initial response of the tissues.

Nowadays, a new generation of biomaterials with a taken thought and well-
designed nanotopography is coming into existence in order to stimulate and to
modulate the molecular and cellular reaction to a desired outcome. Many of these high-
tech materials intend simply at the activation of the cellular processes of
osteoinduction, based on their surface chemical and physical properties, not needing

techniques for the immobilization of bioactive molecules.
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The experimental work presented in this study puts forward to consideration the
in vivo evaluation of the process of osteointegration and the potential of bone
regeneration of a nanocrystal synthetic hydroxyapatite, in the rabbit.

The purpose of this study was to analyze the biological performance of a
synthetic hydroxyapatite, by means of using a delayed bone cicatrization model with
cranial defects of low physical retainment and referring to a bone defect filled up with
autogenous bone graft (positive control) and to a non-filled bone defect (negative
control). At the same time, a natural hydroxyapatite of bovine origin bovina (Bio-Oss®
Spongiosa) was evaluated side-by-side to the synthetic hdroxyapatite for its extensive
use in Dentistry

This work comprised of a 20 male adult rabbit sample (Oryctolagus cuniculus,
n=20), from the “New Zealand White” lineage weighting 3,4+/- 0,5Kg. The rabbits were
then divided into 2 series of 10 animals each, matching to the 2 stages of the

experience (2 and 4 weeks).

We performed the delayed bone cicatrization model, preventing spontaneous
regeneration for the time of experience. 2 transcortical bilateral circular 8mm diameter

defects were created on each parietal bone.

The evaluation of the bone cicatrization process was based on studies of

histological nature, carried out in light microscopy.

The granular/particulate materials used presented adequate biological
compatibility, showing no inflammatory or other adverse reactions, as well as no

pathological changes on the surrounding tissues and target-sites.

The unfilled defects (negative control) exhibited very little bone formation over
each evaluation period (2 and 4 weeks). We verified that these defects trended to heal
by cicatrization instead of bone regeneration. Actually, most of them presented a

tapered fibrotic bridge, which caused soft tissue to collapse.

On the autograft filled defects, as expected, intense new bone formation with a
fast process of inclusion of the bone graft particles was verified. Defects were
progressively occupied by a great extent of bone trabeculae constituted by numerous
areas of new bone coating, integrating and binding the fragments of autograft. The
osteoclastic activity, noticed for innumerable lines of reversion, was intense enough to
lead to the resorption of areas of immature tissue and fragments of autograft, parallel to

the formation of lamellar tissue.
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The defects filled with bovine xenograft showed bone apposition increasing
from the surface of particles and, simultaneously, in the space between each particle.
Besides, trabeculae constituted by immature and lamellar tissue were visible, binding
particles together and to the walls of the defect. Numerous processes of osteoclastic
resorption were also visible. For that reason, this bone substitution material, as
demonstrated in this study, can be said to have a good osteoconductive capability. The
chemical composition of a matrix almost identical to the mineral phase of the bone
tissue is responsible for the stimulation of the processes of formation and bone tissue

remodeling.

On bone defects filled with synthetic hydroxyapatite, particles of different sizes
and shapes are noticeable. Side by side with sharp edged large particles, many small
particles were also observed. Every particle presented, for the first 15-day period, clear
apposition of immature bone tissue. By the time of the next period (30 days), many
particles were integrated and bone trabeculae, made up from lamellar tissue, showed
already some kind of organization. This intense osteogenic activity might have been
enhanced by the presence of an active interface between the particles of
hydroxyapatite and the bone tissue formed over them. This lining layer appears to
establish a close relation with the new bone and could be the origin of its formation. At

the same time, intense bone remodeling activity was registered.

As a matter of fact, histological slides observation revealed the presence of
concavities on the HA surface, similar to those of the Howship lacunae, and multinuclei

cells, with the typical osteoclast morphology.

Regardless the possibility of a chemical and physical degradation, it seems
possible that this cellular population (osteoclast lineage) is responsible for the
degradation and disaggregation processes observed for the hydroxyapatite.

On the other hand, osteoclast-digged concavities seem to be privileged sites for
osteoid matrix formation and subsequent mineralization. The ambience present at
these sites is favorable to the appearance of an osteoblast phenotype, which will

contribute for the formation and maturation of bone tissue areas.

The material used in this experimental group gathers a collection of elements
that have, isolated, well-known osteopromoting activity. The synergic combination of
the nanocrystals of hydroxyapatite and a favorable interface might enhance the

adhesion, proliferation and differentiation of both osteoblasts and osteoclasts.
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The “biologically inspired” and optimized architecture of this hydroxyapatite
might be the basis for success for the bone regeneration processes observed for this

biomaterial.

This study intends to continue the work already developed by the investigation
group in which we have been integrated, by contributing with some additional data on
the biological performance of calcium phosphate based nanocrystal synthetic

materials.

Future perspectives

Even though a master degree essay presents some specific characteristics and
aims at the fulfilment of some questions, it will always remain, as any other scientific

paper, finite and somehow limited.

On the subject of the presented results, one must agree on the evitable need to
perform a histomorphometrical analysis of the samples, to confirm and complete the
histological results attained on the optical microscope. Several unexplained reasons
made us unable to get with the established programme. Therefore, the beginning of
another scientific work to quantitively validate the results presented on this study has

already been scheduled.

In order to withdraw more precise conclusions it is indispensable to make even
the size of the particles in the synthetic hydroxyapatite granutate, to attain one or more
collections of particles, which would allow the evaluation the influence of the particle

size on the osteoconduction processes.

Moreover, the attainment of inner porosity particles, connected in between,

would be an interesting characteristic to invest and spare attention on.

Finally, taking into account data in the literature referred to in this essay, the
possibility of inclusion of other chemical elements in this hydroxyapatite could be of

most value for the optimization of its biological performance.

The collection of performed studies, as well as the attained results changed our
frame of mind to the development of other clinical and experimental investigation

papers.
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