Universidade da Beira Interior

Desenvolvimento de um Biomaterial
de Alumina para Futura Aplicacao
em Regeneracdo Ossea

Miguel Angelo Azenha Rodrigues

Covilh3, Junho 2010



Desenvolvimento de um
biomaterial de alumina
para futura aplicacao em
regeneracao 0ssea

Dissertacdo apresentada a Universidade da Beira
Interior para obtenc¢ao do grau de Mestre em
Bioquimica

Miguel Angelo Azenha Rodrigues

Orientador: Prof. Dr. llidio Correia (Universidade da Beira Interior)



A minha irmd



Indice Geral

Desenvolvimento de um biomaterial de alumina para futura aplicacdo em regeneragao dssea

Agradecimentos
Resumo
Abstract
indice de Figuras
indice de Tabelas
Abreviaturas
. Introducéo
1.1.Tecido 6sseo
1.1.1. Células do tecido 0sseo
1.1.2. Matriz extracelular
1.2.Processos de Formacao do Tecido Osseo
1.2.1. Ossificacéo
1.2.2. Crescimento Osseo ou Osteogénese
1.2.3. Remodelacao e Reparacéo 6ssea
1.3. Doencas Osseas
1.4. Biomateriais
1.4.1. Origem
1.4.2. Conceito
1.4.3. Classificagao dos Biomateriais
1.4.4. Tipos de Biomateriais
1.4.4.1. Metais e Ligas Metdlicas
1.4.4.2. Materiais Ceramicos
1.4.4.3. Polimeros
1.4.4.4. Compasitos
1.4.5. Aplicacbes Clinicas
1.4.6. Comportamento Biol6gico
1.4.7. Alumina
1.4.8. Biocompatibilidade
1.4.8.1.Estudom vitro
1.4.8.1.1. Ensaio do MTT
1.4.8.1.2. Ensaio do MTS
1.4.8.1.3. Ensaio da LDH

indice Geral

10
10
11
11
12
13
14
14
15
16
17
17
17
18
18



Desenvolvimento de um biomaterial de alumina para futura aplicacdo em regeneragao dssea

1.4.8.1.4. Ensaio do azul de tripano 18
1.4.8.2. Estudos vivo 18
1.4.8.2.1. Ensaios histologicos 19
2. Objectivo 20
3. Materiais e Métodos 22
3.1. Sintese dscaffold de alumina 23
3.2. Microscopia electronica de varrimento 23
3.3. Cultura de osteoblastos humanos 23
3.4. Caracterizacao dsacaffolds de alumina 24
3.4.1. Propriedades mecanicas dwoaffolds 24
3.4.2. Proliferagéo celular na presencasdaffold de alumina 24

3.4.3. Avaliacao do perfil citotoxico decaffold de alumina

através do MTT 25
3.5. Ensaiogn vivo 25
3.5.1. Estudos histoldgicos 26
3.6.Andlise estatistica 26
4. Resultados e Discussao 27
4.1. Caracterizagao dwoaffold de alumina 28
4.1.1. Analise Macroscopica 28
4.1.2. Propriedades Mecanicas 28
4.1.3. Ensaios de Citotoxicidade 29
4.1.4. Microscopia electrénica de varrimento 30
4.2. Ensaiogn vivo 31
4.3. Andlise histologica 33
5. Conclusdes e Perspectivas futuras 35
6. Bibliografia 37

indice Geral



Desenvolvimento de um biomaterial de alumina para futura aplicacdo em regeneragao dssea

Agradecimentos

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. llidio Cargiela oportunidade que me
deu de realizar este trabalho e pela constantegianerprofissionalismo que nunca
deixam de me surpreender.

A Patricia agradeco por tudo o que me ensinou, t@abém pela amizade,
companheirismo e tenacidade na procura de novasmet

Agradeco ao Prof. Dr. Abilio Silva, pelo apoio gue deu na producdo do
biomaterial, e pelo interesse que demonstrou notrabalho.

A Daniela agradeco pela amizade e pela ajuda gquden nos ensaids vivo,
gue de outra forma seriam impossiveis de realizar.

Agradeco ao Max pelo que me ensinou, e a inesgjotiba disposicdo; aos
meus colegas de laboratorio, Patricia e Carlostonalirigado pelo companheirismo. A
Elisa e a Joana agradeco terem transformado as passadas no laboratério, em
minutos.

~

Agradeco a Catarina Ferreira pela inesgotavelodisilidade; a Dr2. Odette
Almeida e Prof®. Dr2.Paula Chaves, pelo apoio adesha interpretacédo dos resultados
histoldgicos; e a Engenheira Paula pela aquisiag&ardagens de SEM.

Aos meus amigos de sempre, agradeco por me teraatb quem sou.

Um agradecimento muito especial para a Andreia, graor, carinho e amizade,
e por ter entrado na minha vida, transformandora peelhor.

A minha irm&, a quem dedico este trabalho, agmgey seres quem és, e
espero que tenhas orgulho neste teu mano.

Por fim agradeco a minha familia pelo apoio que deem, mas sobretudo
agradeco aos meus pais, a quem devo absolutanueiotes tque sempre me apoiaram
independentemente das minhas escolhas. Com pdesdasio se torna muito mais
facil. Muito, muito obrigado.

Agradecimentos



Desenvolvimento de um biomaterial de alumina para futura aplicacdo em regeneragao dssea

Resumo

O 0sso0 é um tecido conjuntivo muito complexo, arédos mais resistentes do
organismo. E fundamental na capacidade de cargesgioeleto, e apresenta funcdes
mecanicas, metabdlicas, de suporte e de protefsilesfes dsseas ocorrem devido a
idade, mas também devido a traumatismos e doencas.

7

O processo de reparagdo 6ssea € muito dindmicova@ve uma série de
fendmenos: migracdo, diferenciacdo, proliferacddulae e sintese da matriz
extracelular 6ssea. Quando um biomaterial é insaridn defeito 6sseo, 0 organismo
reconhece o biomaterial como um corpo estranhogndesleando um conjunto de
respostas que visam a reparacdo 0ssea, mas poemoém rejeitar o biomaterial e
desencadear uma resposta inflamatoria.

Neste trabalho, um novscaffold de alumina foi produzido, através de um
processo inovador, para que futuramente possaadouna regeneracdo. O material foi
caracterizado mecanicamente, através de ensaiaurézag resisténcia, porosidade e
absorcdo de agua. Biologicamente, o material foaatarizado através de ensaios
vitro com osteoblastos humanos: ensaio do brometo dg33d(metiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio], para avaliar a citotoxicidade thesmo, e Microscopia Electronica de
Varrimento, para observar a adesdo ou ndo dasaséhd material. Foram também
realizados ensaids vivo, inserindo o material em defeitos 0sseos induzensatos
Wistar, de modo a caracterizar o material quardnaabiocompatibilidade e capacidade
de osteointegracéo.

Os ensaios mecanicos revelaram que o materialiposg elevada resisténcia
mecanica, assim como uma densidade semelhanteo&sdo e uma porosidade que
permite 0s osteoblastos aderirem ao material. Gai@hin vitro, revelaram que o
material ndo é citotoxico e que permite a adesldacena sua superficie. No entanto,
os resultadof vivo, ndo confirmaram os dados obtidositro, uma vez que a analise
histoldgica revelou que o material induz inflamagarurto e a longo prazo no local de
implantac&o. Tal resultado, permite afirmar, que esaterial desencadeia uma resposta
inflamatadria local, tendo estes resultados releiénlinica, uma vez que a alumina é
muito usada no revestimento de proteses dentarisnerais, e desse modo, este
trabalho levanta algumas questdes quanto a fiabd#idde se usarem dispositivos
produzidos com este material, e em que 0 mesmaatandirectamente com os tecidos.

Resumo
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Abstract

Bone is a very complex connective tissue, and dnleeohardest in the body. It's
essential in the skeleton load-bearing capacity ttuéts mechanical, support and
protective propertiedBBone damages occur not only due to age, but alsorasult of
traumas and illnesses.

The bone regeneration process is a very dynamoiceps and involves different
stages: migration, differentiation, cellular prel&tion and extracellular matrix
synthesis. When a biomaterial is implanted in aebmjury, the body identifies it as a
foreign body, and this triggers not only a set @ponses aiming to repair the bone
damage, but can also reject the biomaterial agddriinflammatory answer.

In this work, a new aluminacaffold was produced, through an innovative
process to be used in a near future for bone regeoe. Thescaffold was characterized
mechanically, by harness, resistance, porosityeatdr absorption assays. Moreover, it
was also characterized in a biological environm&hein vitro studies were done with
human osteoblasts: [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl3-2liphenyltetrazolium] bromide
was used to evaluate the biomaterial’s cytotoxj@tyd Scanning Electron Microscopy
was used to characterize the cell adhesion tediféold to determine the biomaterial’s
biocompatibility and osteointegration capacltyvivo studies were also performed. The
scaffold was inserted in Wistar rats.

The mechanical assays revealed thatdta#fold has a very high mechanical
resistance, a density similar to the bones’, apdrasity that allows the osteoblast cells
to adhereln vitro studies revealed the biomaterial's lack of cytotdy and also cell
adhesion to thecaffold. However, than vivo results didn’t confirm then vitro ones.
The histological analysis showed that the biomakénduces inflammation at short and
long term in the bone injuries. Such results sugges thisscaffold triggers a local
inflammatory response, and it can be claimed thigt findings are clinically relevant
because alumina is usually used as coating of dantafemoral prosthesis and so this
work raises some questions about the applicalofitgevices made with alumina to be
used directly in living tissues.

Abstract
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1.1. Tecido Osseo

O tecido 6sseo pode ser classificado de acordo @smsuas caracteristicas
macroscopicas em compacto (cortical) (80%) e esgonftrabecular) (20%) [1, 2] O
tecido 6sseo compacto apresenta funcdes mecanampmteccido, enquanto o tecido
0sseo esponjoso se ocupa das funcdes metabllamsEoorte relativamente ao 0sso
compacto. O tecido 6sseo existente € maioritarisaneompacto (Figura 1). O tecido
0sseo compacto é mais denso e possui menores 8SPBCO 0SSO esponjoso. O tecido
0sseo compacto encontra-se na diafise dos ossgssl@na camda externa da maioria
dos 0ssos. O 0SSO esponjoso situa-se no interste decido, a nivel das metéfises e
epifises dos 0ssos longos e na regido central d@iandos 0ssos planos e irregulares,
formando uma rede de trabéculas Osseas [9]. A fétipeexterna do 0sso é revestida
por uma camada fibrocelular constituida por uma brama de tecido conjuntivo
osteogénico, denominada periosteo, apresentandgi® superficie interna uma estrutura
semelhante, denominada endosteo. A principal funigenddsteo e do peridsteo é a
nutricdo do tecido 0sseo e neles estdo presentesbtastos, osteoclastos e outras
células importantes do metabolismo 0sseo, queibaetn significativamente para o

processo regenerativo e de remodelacéo do osso.

O tecido 0sseo € um tecido conjuntivo altamenteuwaszado, constituido por
células e por uma matriz organica firme, enrique@dr depdsitos de sais de célcio,
com a caracteristica exclusiva de mineralizar. E dos tecidos mais resistentes do
organismo humano. Além das funcdes de suportejmocao e transporte, o tecido
0sseo € um reservatorio de minerais, e portantenggnha um papel activo na

regulacdo da homeostase orgéanica, e no balancadi@gte idGnico do organismo. [1].

Esponjoso
Figura 1. Estrutura de um osso achatado (adaptado de [2])

Introducao
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1.1.1. Células do Tecido Osseo

O tecido 0sseo € formado por diferentes tipos tldastprovenientes de linhas
celulares distintas: células pluripotentes indifieradas do mesénquima que se
diferenciam em células de linhagem osteoblastiste¢blastos, ostedcitos e células de
revestimento) e ceélulas hematopoiéticas da medskead que dao origem aos

osteoclastos [3].

Os osteoblastos, ostedcitos e células de revedtnesontram-se localizados a
nivel da camada interna do peridsteo e da medweada linha osteoprogenitora.
Estas células de linhagem osteoblastica séo redpeingpela formagéo do tecido dsseo,
durante o desenvolvimento embrionério, crescimemémodelacdo, reparacdo de

fracturas ou de qualquer outro defeito 6sseo [1-3].

Os osteoblastos sdo responsaveis pela producdoatie rassea, durante o
desenvolvimento ou a reparacédo do osso. Estasséab caracterizadas por possuirem
uma membrana citoplasmatica rica em fosfataseimdcakceptores para uma variedade
de hormonas e factores de crescimento. Os ostémbE&E0 responsaveis pela formagéo
da matriz organica, bem como, producdo de colagémomteinas ndo colagénicas da
matriz extracelular 6ssea, para além da sintesmziena fosfatase alcalina, necessaria

para o processo de mineralizagéo [4-6].

Os ostedcitos sdo considerados as células termmaimais maduras da
diferenciacéo celular da linhagem osteoblasticaeggntam uma morfologia achatada e
fusiforme, e suportam o0 0sso, estando localizadosnterior das lamelas do osso
esponjoso e compacto. Estas células estdo compgletanenvolvidas por matriz
extracelular, formando um espaco denominado denda€kigura 2) [1]. A quantidade
de ostedcitos existente por unidade de volume dassi@) directamente, dependente da
rapidez do processo de formacdo 6ssea. Quanto foaiarapidez de formacgédo 0ssea,

maior sera a quantidade de osteoblastos que stdamasardo, em ostedcitos [2, 3].

As células de revestimento do tecido 0sseo, sadaséljue apesar de néao
estarem envolvidas na matriz extracelular 6ssedemapresentar um papel importante
na diferenciacdo de células mesenquimatosas, n&gdg® da homeostasia mineral, na
inibicdo da actividade anabolica dos osteoblastdanghém parecem influenciar a

Introducao
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actividade dos osteoclastos. Estas células podedupr colagenase, enzima com

capacidade de degradar a matriz organica, e prepagabsorcao osteoclastica [1].

Os osteoclastos, sdo células que diferem da limhaggular dos osteoblastos,
uma vez que as suas células precursoras presemies da medula 6ssea sdo também
as responsaveis pela diferenciacdo em varias limass células hematopoiéticas
(mondcitos, macrofagos e outros leucdcitos presamtesangue periférico) [20]. Estas
células, sdo fundamentais no processo de remogéabsorcdo do tecido 0sseo em
areas de remodelacéo activa, pela degradacéo éitzirda matriz proteica e dissolugcéo
acida dos minerais da matriz extracelular ésseao$dsoclastos distinguem-se das
outras células por apresentarem um maior volumalléphes nucleos. O citoplasma
contém varios vacuolos e vesiculas, assim como rugae mitocondrias e ribossomas
livres [3].

saad
'«-"i':r;}-xi

Figura 2: Células do tecido 6sseo. A — Osteoclastos; B t6ddes; C — Osteoblastos.
Ampliacao a 300x (adaptado de [77]).
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1.1.2. Matriz Extracelular

A matriz extracelular € composta por uma parte oga e outra inorganica. A
primeira é formada por constituintes organicos tisno, colagénio tipo | e V,
osteocalcina, proteinas ndo colagénicas da majlioproteinas: fosfatase alcalina,
osteonectina; sialoproteinas; fosfoproteinas; pglieanos e factores de crescimento)
[5,6]. A parte inorganica (que compde 67% da mpéizonstituida por célcio (e
fosfato (PQ*) que se depositam sob a forma de cristais de shapatite
Cao(POy)s(OH),, bem como, compostos amorfos de fosfato de c@iainogenofosfato
de calcio (CaHPg)) [1-3, 21]. Este mineral é responsavel pela dueezesisténcia do
tecido 6sseo, devido a sua associacao com fibrasldgénio, nomeadamente do tipo |.
Deste modo, o numero de células presentes no tésiskeo é relativamente pequeno
guando comparado com o grande volume de matriaaettiar 6ssea [1, 2].

1.2Processos de Formacéo do Tecido Osseo

1.2.1 Ossificacéo

A ossificacé@o é o processo pelo qual se procedar@atdo do tecido 6sseo. Este
mecanismo ocorre pela accdo dos osteoblastos. iRmm@nte, os prolongamentos
citoplasmaticos dos osteoblastos estendem-se e-s@@ws outros prolongamentos dos
osteoblastos vizinhos. Posteriormente, 0s osteolsldsrmam uma matriz extracelular
contendo hidroxiapatite e colagénio, que envolveésalas (agora denominadas de

ostedcitos) [10].

Existem dois padrées de formacdo do tecido észssificacdo membranosa e
ossificacdo encondral. A ossificacdo membranosaistenna transformacao das células
embrionarias mesenquimais em 0sso. O seu nome attvémoal onde o osso se forma,
nas membranas das células do tecido conjuntivoeRemplo, a ossificagdo craniana

deriva directamente deste tipo de ossificacao [10,1

A ossificagcdo endocondral, consiste na substitugradual de cartilagem pelo
0sso durante o desenvolvimento 6sseo. Este proéesssponsavel pela formacdo da

maioria do esqueleto dos animais vertebrados. Deir@ste processo, 0s osteoblastos

Introducao
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atingem regides designadas por centros de ossiicagnde se diferenciam em

ostedcitos [12].

1.2.2 Crescimento Osseo ou Osteogénese

O crescimento 6sseo pode ser aposicional, formdgaon novo tecido 6sseo a
superficie, ou encondrial, caso 0 crescimento acora cartilagem, seguido da

substituicao deste tecido por 0ss0.[1,2]

O crescimento aposicional é responsavel pelo awrgmtdiametro dos 0ssos
longos e pela maior parte do crescimento dos owigess. Neste caso, 0s osteoblastos
dividem-se sucessivamente formando camadas. Afasétais profundas produzem

matriz 6ssea e diferenciam-se em ostedcitos.

O crescimento encondrial ocorre no interior dailegem articular, sendo
responsavel pelo crescimento das extremidades skws gepifises), assim como, pelo

crescimento do corpo do osso (diéfise) [12].

1.2.3 Remodelacao e Reparacéo 6ssea

A remodelacdo 6ssea é um processo complexo qudt@eansubstituicdo do
tecido 6sseo antigo por um novo tecido ésseo. Adetacao do tecido 6sseo compacto
adjacente a um implante resulta na formacéo densést haversianos secundarios [2].

No primeiro ano de vida, quase 100% do esqueletabétituido, enquanto, na
idade adulta, este processo ocorre cerca de 1086thigo do ano.

Quando ndo ocorre um balango entre a reabsorc@&a @ss formacdo Ossea,

resultam varias doencas 0sseas metabolicas commasbala osteoporose [13].

A resposta normal deegeneracdo o0ssea € um fendmeno dinamico no qual as
células e os seus metabolitos interactuam pararaepa tecido danificado. A
regeneracdo 6ssea, desde a fase da lesdo a regAodiieal, envolve uma série de
fendmenos (migracdo, diferenciacdo, proliferacddulae e sintese da matriz
extracelular 6ssea) que se encontram controladosoedlenados pela expressao de

genes especificos, por sua vez, induzida por 'e€tde crescimento e citocinas [1]. Os

Introducao
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factores de crescimento sédo péptidos ou glicopratedjue organizam e coordenam 0s
processos de mitose, quimiotaxia, diferenciagaesoomento e producdo de matriz
extracelular 6ssea pelas células. Podem actuar €mtares enddcrinos, paracrinos ou
autocrinos de forma a activar receptores espesifieosuperficie celular e estimular a

actividade celular [22].

Quando um osso € fracturado, 0s vasos sanguinésterg@s no tecido sao
lesados, havendo a formacdo de um codgulo [1,Aldlins dias apds a fractura, os
vasos sanguineos e células ndo especializadasedmost adjacentes invadem o
coagulo. Algumas destas células diferenciam-se ibroblastos, que produzem uma
rede fibrosa entre os topos da fractura; outragasetiferenciam-se em condroblastos e
produzem pequenas ilhas de fibrocartilagem nafibdesa — calo fibrocartilagineo. De
seguida, os osteoblastos penetram no calo e trarwfo-no em calo 6ésseo. Aqui 0s
osteoblastos, através de ossificacdo membranodazenm tecido 6sseo, enquanto nas

ilhas de fibrocartilagem a ossificacdo € encondal

Quando ha a insercéo de um biomaterial no ossddesgorocesso de reparacao
0ssea € semelhante, no entanto o tecido reconH@oenaterial como corpo estranho, e
inicia a resposta a agressao, sendo desencadeadonyiumto de fenbmenos que levam
a reparacdo dos danos e a cicatrizacao tecidutarr®também reaccdo inflamatoria, e

tentativa de encapsulamento do biomaterial [14].

O tipo de tecido 0sseo que se forma apos a coloaedim implante depende
da idade, da funcdo e de multiplos factores sistésniEste tipo de tecido é composto
por quatro tipos diferentes de 0sso, caracterizadasoscopicamente como 0SSO
imaturo ou embrionario, lamelar, compacto e esgEmja, 2, 9].

O osso imaturo é um tecido rico em células, quersea rapidamente (mais de
30 a 50 uym por dia) em resposta ao crescimento daptacdo biomecanica.
Comparativamente com 0 0ss0 secundario, possui uam gle mineralizacdo
relativamente menor, uma orientacédo das fibras mraigular e uma resisténcia menor.

Em condi¢gBes normais é substituido rapidamentéegato 6sseo lamelar [14, 15].

O osso lamelar é o principal tecido 6sseo que itonstesqueleto adulto. Tem

uma formacdo relativamente lenta (0,6 um por dia)yme mecanismo primario e
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secundario de mineralizacdo. A maturacdo completdedtipo de 0sso requer um

periodo de tempo de pelo menos 6 a 12 meses [15].

O osso compacto € semelhante ao osso lamelar is#€nesa biomecanica,
sendo caracteristico das unides estaveis entdw toroso e o tecido 6sseo.

O o0sso esponjoso forma-se nas superficies cortihaiante o processo de

cicatrizacdo ou reparacao, crescimento e adaphagawcanica do osso [1, 2].

O tipo de regeneragdo 0ssea na zona da interfemada entre um implante e o
0sso recém-formado ndo € idéntica a que ocorrentduereparacdo de uma fractura
Ossea. Tal facto, deve-se a impossibilidade déserear a formacéo de uma cartilagem

endocondral como precursora do crescimento doesgsmjoso [16, 17].

No estudo do tecido Gsseo regenerado apos a irapiantle um biomaterial, é
muito importante identificar quais os tipos de E&uque se encontram na zona da
interface. A necessidade da insercdo de biomageniaiosso advém das patologias,

nomeadamente de descalcificacdo a que o0 ossaugsta §22].

1.3 Doencas Osseas

Nem sempre a fragilidade e fractura 6ssea, € caysadum acidente. Existem
doencas que levam a uma descalcificacdo progressivasso, como € o caso da
osteomalacia, osteoartrite, osteoporose. Estagdseue afectam o tecido 6sseo, bem
como outras, tais como o0s osteosarcomas e a dderigaget, podem estar relacionadas

com modificag6es no genoma do individuo.

A osteomalacia resulta da eliminacdo do célcioa¥s®s, normalmente por uma
deficiéncia em vitamina D. Em determinadas alturade a necessidade fisiologica de
calcio é maior, como na gravidez, o calcio queto feecessita pode ser removido dos

0ssos da mae, deixando-os frageis [18].

A osteoartrite € uma doenca crénica que se caiztgrelo colapso da
cartilagem nas articulacdes. Este colapso resalfaictado dos 0ssos, causando rigidez,

dor e perda de movimentos na zona articulada [21].
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A osteoporose € uma doenca sistémica do esqueataracterizada por
diminuicdo da massa Ossea e alteracdo da micrhestrdo tecido 6sseo, com o
consequente aumento da fragilidade do osso e msadar de fractura (Godinho et al.,
2004). E a principal doenca que leva a descalcicados 0sso, e ocorre quando a

velocidade de reabsorcdo 0ssea € superior a dagamossea [19].

A doenca de Paget do osso € uma perturbdgdesqueleto na qual algumas
zonas do osso crescem de modo anormal, aumentalaam@mho e tornam-se mais
frdgeis. Na doenca de Paget, os osteoclastos stesbtastos tornam-se hiperactivos
em algumas areas do 0sso, aumentando de manaiifecattya a rapidez de renovacao
do osso. As areas hiperactivas aumentam; contudeyaaestrutura € anormal e,
portanto, sdo mais frageis que as areas normaisoiana doenca de Paget seja, com
frequéncia, hereditaria, ndo se descobriu qualpaérao genético especifico. Algumas
evidéncias sugerem que uma infeccédo viral pode estelvida. No entanto, ainda nao

se conhece a causa desta doenca [23].

1.4. Biomateriais

1.4.1. Origem

A origem dos biomateriais € desconhecida, contosi@rimeiros registos do seu
uso datam da civilizacdo egipcia, onde eram utibtzacom o intuito de substituir
membros amputados. Nesse tempo, o material déielpigra proteses era a madeira
devido a sua resisténcia mecanica [28]. Posterimteneo uso de biomateriais foi
associado a implantes cirargicos, destacando-senajaera pré-cristd, o uso de
biomateriais para substituicdo 0ssea. Salienta<@re e/ou 0 bronze como sendo 0s

materiais mais utilizados [25].

O desenvolvimento de novos biomateriais atingiui@dar importancia em
meados do século XIX. Com os avan¢os da medicinespgranca meédia de vida
aumentou, assim como, o interesse na utilizacdoaderiais para suprimir necessidades
do organismo (defeitos, lacunas, lesdes, etc). &0,1Gluck usou préteses de marfim

como implantes corporais [25].
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A primeira protese metalica foi elaborada a paeiuma liga de Vitallium (60%
cobalto, 20% crémio, 5% molibdénio, 5% de outradsstancias vestigiais), produzida
por Bives Willes (1938) e Brusch (1939). Actualnggrdsta liga continua a ser usada

em implantes dentarios e articulacdes [26].

1.4.2. Conceito

O termo biomaterial é definido como: "um materiaktihado a contactar com
sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumeniasubstituir qualquer tecido, 6érgéo ou
funcdo do organismo” [30]. O consenso a que chegas especialistas na area de
biomateriais define-os como: “materiais sintéticas naturais, usados para funcionar

em contacto com 0s sistemas vivos [24].

As caracteristicas mais importantes para seleaciomamaterial para utilizacao
meédica sdo: a biocompatibilidade, a auséncia diogf@ocivos ou toxicos para o
organismo e as propriedades biomecanicas capazessjgenderem as exigéncias do
mesmo [29]. A porosidade e a rugosidade sdo paguiiess que um biomaterial também
deve possuir, de modo a contribuir para a adesaproéiferacdo celular. A
biodegradabilidade, é uma caracteristica importdatam biomaterial que tenha como
funcdo a entrega controlada de farmacos, ou qua somo suporte temporario de
células [58, 59].

Os biomateriais podem ser classificados sob o pdatasta do comportamento

bioldgico e da sua composicao quimica.

1.4.3. Classificacdes dos Biomateriais

Ha varias classes de biomateriais: metais, polispearbonos, vidros, ceramicas
e compositos [27]. Os biomateriais podem tambémdsadidos em trés categorias,
dependendo do tipo de resposta celular. Ou sejeeriaia inertes (ou practicamente
inertes) desencadeiam uma diminuta ou nenhumastsperidular. Materiais activos
encorajam uma ligagdo dos tecidos vizinhos. Masedagradaveis, ou reabsorviveis,
sao incorporados nos tecidos vizinhos, ou poderdissolver completamente num
determinado periodo de tempo [31]. Destacam-se coateriais tipicamente inertes, 0s

metais (tabela 1) [31].
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Tabela 1.Classificagdo dos biomateriais de acordo com aplieabilidade (adaptado de [31]).

Metais Ceramicas Polimeros

Aco inoxidavel 316L | Alumina Polietileno de Ultra Altg
Peso Molecular

Ligas de Co-Cr Zirconia
Poliuretano

Titanio Carbono

Ti6AI4V Hidroxiapatite

Os biomateriais podem ser classificados de acaydoacsua aplicabilidade:

. Biomateriais metalicos sdo usados para aplicacéesarja e tém de ter uma

elevada resisténcia a fadiga, para as exigéncidsaem-dia [32].

. Biomateriais ceramicos séo isoladores de caloeramente sdo usados pela sua
dureza e resisténcia ao desgaste, como por exemploarticulacbes e implantes

dentarios, assim como, implantes para regenerasiaa (24, 33]

. Materiais poliméricos sado normalmente usados peia 8exibilidade e
estabilidade, mas tém de ser usados em superitiEessestejam sujeitos a baixa friccao
[34].

1.4.4. Tipos de Biomateriais

1.4.4.1. Metais e Ligas Metdlicas

Os metais sao utilizados em varias aplicacfescaliniem medicina dentaria e
noutras areas medicas, devido as suas propriedaslsicas e relativas propriedades
inertes. A rigidez e a potencial toxicidade, ateawa libertacdo de ides, podem
provocar: metaloses, reacc¢des inflamatorias e sntagdo fibrosa [32].

O aco inox, o titanio, as ligas de titanio-aluminanadio (TI6A14V) e as ligas

de crémio-cobalto sdo exemplos de metais ou ligid&zadas em medicina. Os
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implantes metalicos de titanio sdo o tipo de imjganais usado em implantologia oral

e outras aplicacdes médicas, como proteses [32].

1.4.4.2. Materiais Ceramicos

Os materiais ceramicos sdo muito estaveis e natives Habitualmente sdo
produzidos a temperaturas superiores a 1000 °Chduauros, estes materiais possuem
uma estrutura cristalina geralmente robusta, pompiétomos estdo num estado de
méxima densidade de compactacdo, ao contrario dteiais ceramicos nao cristalinos
onde as distancias inter-atdbmicas sdo grandes (83materiais ceramicos sao frageis,
duros e resistentes ao desgaste; altamente réss@mtaques acidos; estaveis a altas

temperaturas e bons isolantes térmicos e eléc{3doS3].

Os materiais ceramicos podem dividir-se em trépaguem funcédo das suas

propriedades fisico-quimicas:

- O primeiro grupo € constituido pelos materiaisasecos oxidados que,
guando inseridos nos tecidos, se mantém estavaertes (ex. 6xidos de alumina, de

zirconio e de magneésio) [33, 35].

- Num segundo grupo, encontram-se 0s materiaisntesa ricos em fosfato de
calcio, que apresentam um comportamento biologistintb. Os representantes mais
importantes destes materiais sdo os fosfatosditodl e as apatites [33]. A utilizacdo
destes materiais na substituicdo de tecido OsseslaBvamente corrente devido a
semelhanca da sua composi¢cdo com a fase minetatido 6sseo e por apresentarem
grande biocompatibilidade. Estes biomateriais tddicacéo clinica no preenchimento
de defeitos 0sseos, mas ndo em situacdes em @ume sepmetidos a forcas de carga,

excepto no revestimento de implantes metalicos [35]

- No terceiro grupo podem incluir-se os vidros diea e os vidros ceramicos.
Os vidros de silica sédo dos materiais mais conbsgcigaseiam-se num vidro de silica
contendo ides de célcio e fosforo. O primeiro fasehvolvido por Hench e
colaboradores, nos anos setenta, na Universidadelod@a, sendo denominado de
Bioglass® [36]. Este material apresenta boas pedpdes de osseointegracdo e
biocompatibilidade, embora tenha limitacbes destéstia mecanica. No sentido de

melhorar as propriedades biomecanicas deste grepmaderiais, foram introduzidas
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modificacdes no processo de sintese dos vidrostbhioa levando ao aparecimento dos
vidros ceramicos [35, 36]. Os vidros bioactivos ® \dros ceramicos tém sido

utilizados no preenchimento de defeitos 6sseogreeencdo da reabsorcdo alveolar
pos-extraccado dentéaria; no revestimento de impantetalicos, melhorando as suas
propriedades mecanicas e a regeneracdo Osseabstdustio de veértebras, de osso
iliaco e na libertacdo de farmacos [36-38]. Os miscaos de adesdo éssea dos
materiais ceramicos séo diferentes conforme seid®masn 0S ceramicos com

superficies bioactivas e os reabsorviveis [37-BBfjuanto os primeiros apresentam um
tipo de adesdo quimica (ligacbes covalentes) ddaoteisseo através de uma camada
superficial bioactiva de apatite, os segundos usenpreferencialmente, através de
ligagBes idnicas. A hidroxiapatite € um materiafacgico que apresenta um tipo

intermédio de unido ao tecido 0sseo [38].

1.4.4.3. Polimeros

Os polimeros sédo cadeias extensas de unidades réocasnrepetidas. A
unidade monomérica € essencialmente constituiddigamdes do tipo C-C, contendo
por vezes atomos de C, N, O, S e Si [39]. Os jlelets, o polipropileno, o
poliuretano, o acido polilactidico (PLA) e o politaerilato de metilo (PMMA) séo
exemplos de polimeros utilizados no fabrico de anfds. Alguns polimeros podem
causar respostas patologicas devido a libertacdomdadmeros toxicos ou a
sensibilidade alérgica [42]. Por exemplo, o PMMAum@ polimero muito utilizado
como cimento 6sseo para fixar as proteses ortoggd@ mondmero necessario para a
reaccéo de polimerizacdo é toxico e pode provapatdnsao, insuficiéncia respiratoria

e/ou cardiovascular e reaccdes alérgicas [40-42].

A utilizagdo de materiais poliméricos no osso ésngnéfica que os metalicos
por duas razdes: em primeiro lugar, porque a difereno modulo de elasticidade entre
o implante e o 0sso é mais reduzida, o que dinartensdo de contacto e a reabsorcao
0ssea; em segundo lugar, porgue, como ja se refeditios polimeros sédo susceptiveis
de degradacéao, o que pode permitir uma substitgjEaual do polimero pelo tecido do
hospedeiro [40,41].
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1.4.4.4. Compdsitos

De modo a aumentar as propriedades mecanicas oe-@igimicas, podem
combinar-se diferentes tipos de materiais, origioans denominados biomateriais
compositos. Os compdsitos sdo sintetizados de farorear um biomaterial que possua
propriedades que os componentes isolados ndo posaderidualmente, e que sejam
superiores as que adviriam da simples adicdo depripdades de cada um dos
componentes. Estes materiais permitem o desenwemtonde novos produtos para

utilizacdo biomédica [43].

O tecido 6sseo, constituido por fibras de colagé@iminerais, € um bom
exemplo de um composito criado pela natureza, coaprigdades biomecanicas
excelentes [42, 43, 60].

1.4.5. Aplicacdes Clinicas

Biomateriais metélicos, cerdmicos e poliméricos s&ados em aplicagcbes
ortopédicas e dentarias. Materiais metalicos, nioneate sdo usados para o
carregamento membros de carga como hastes femowamo sitios de ancoragem
para implantes como parte de aparelhos dentar8)sAé ceramicas como a alumina e
0 zirconio sdo usadas para aplicacdes nas artimgagma vez que estas estao sujeitas
a elevadas forcas de desgaste; enquanto a hidatikea@ usada para aplicacfes 6sseas,
para preencher grandes espagos vazios de osslbantsule doenga ou trauma, para
revestismento de proteses. Do mesmo modo, as casmé alumina e as porcelanas
dentarias, também tém sido usadas como implantg¢draes. Neste trabalho, destaca-se
a importancia da utilizacdo da alumina porosa, tpme vindo a ser usada como

substituto 6sseo, em secc¢des de 0sso removidasodepatologias [37].

Os biomateriais poliméricos séo utilizados paracoastrucdo de proteses
dentarias. Por exemplo, o Polietileno de Ultra Awso Molecular (UHWPE) é usado
como superficies de articulagdo contra as compesamramicas nas substituices das
articulacdes [44-47].

De entre as aplicagfes clinicas dos materiais potia fazer-se referéncia as
aplicacdes ao nivel cardiovascular. Diferentesstide biomateriais sdo usados para

aplicacdes cardiovasculares, dependendo dodssignou aplicacdo especifica. Por
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exemplo, as ligas de carbono sédo usadas em valvaltldgacas, e os poliuretanos séo

usados para o fabrico gacemaker$s0].
1.4.6. Comportamento Bioldgico

Os diferentes tipos de materiais que tém vindor @legenvolvidos, apresentam
um comportamento biologico distinto. Os materiaisries caracterizam-se por nao
provocarem qualquer reaccéo de corpo estranhogamiemo onde séo implantados. Os
tecidos envolventes, a nivel da interface, encomBa em contacto directo com o
material, com auséncia de interposicdo de capaulge@do fibroso. O zirconio e a

alumina estéo incluidos nesta classe de matebjs [

No que diz respeito aos materiais biotoleradogsesio moderadamente aceites
pelos tecidos. Observa-se, por vezes, a formacamnaecapsula de tecido fibroso que
rodeia o implante. O aco inoxidavel e a liga devéodcobalto podem induzir respostas
deste tipo [52].

Os materiais bioactivos utilizados na substituicho tecido 6sseo, possuem
normalmente na sua composi¢cao quimica ides liveesattio e fésforo superficiais, que
promovem uma ligacdo fisico-quimica com o tecid®eods envolvente. Quando
implantados no organismo, pode observar-se uma @miée a superficie do material e
os tecidos envolventes. A hidroxiapatite e os \@dbmactivos sdo exemplos destes

materiais [52].

Actualmente, h& véarios biomateriais direccionadas @ substituicdo dssea em
diferentes fases clinicas, que futuramente sermetque cheguem ao mercado (tabela
2).
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Tabela 2 Biomateriais para substituicdo 6ssea (adaptadélde
Mercado  Dlescricio

£ 8
I
T = ]
£ & 843 =
=1 = w =
8 E f fEogECE
= 4 B EEEE 273
2 & & AEA3EE%
INFUSEBone Graft, 2002 Eszponjas d= colagenio tipe I H 4 1 .+ Fusdo Solido
Medtronic bovino, com thBMP-2 i ' espinthal
OP-1, Stryker 2001 Colagénio tipe I bovine " " . Lesip Pastz
com th-BMP | fszem
Purahdatrx, 3D Pra- Peptido smtético com 16 Deefeitos.  Gel
climico aminoacidos, formando - + 053203
nanedibras dentirios
Vitoss Scaffold 2004 Ezpuma porosa com B-TCP 4 " i Lesdo Espumz
FOAMNL Orthovita ecolagénio tipo I bovine 03323
Osso Biozst IC, Pionasr 2008 hatriz celular Lezgo Pastz
surgical desmineralizada humanz 3 1 % fs38a
com transportador de ' '
celagénio tipe I bovine
FortrOss, Pioneer 2008 Hidroxizpatite Lesin Pasta
Surgical nanecristeling e matriz-E H 4 H i fssea
(colagénio porcing co- ' ' '
poelimetizade com dextrano)
Regenafil, 2003 Matriz 65323 mineralizada Lesdn Pasta
Regenerstion com transportador + + + fszsa
Technelogies Exatech gelatinozo de porcina
GEM 1S, 2003 PARTICULASDER-TCP = Defeitos Pastz
Bichdimetic factor de crescimento DI3808
Therapeutics recombmants humane + + +  dentirios
derivade de plaguetzs
{PDGE-BE}
BCTO0, Biocetamic  Pré- Vidroz bioactivos L . Lesdo Grinulos,
Therzpeutics clmico libertadores de estréncio ' i fs3em pasta
1.4.7. Alumina

A alumina é uma ceramica de forma moleculayQAlque esta a ser cada vez
mais alvo de estudo, na sua funcdo como subséitseo, devido a sua elevada dureza e
resisténcia ao desgaste [53-54, 57]. Inicialmgmé@sava-se que a alumina, com a sua
superficie naturalmente lisa, seria um factor desad celular [55, 56]. No entanto,
estudos recentes mostram que o comportamemnitro da alumina, se assemelha ao da
hidroxiapatite no que diz respeito a adesao e ionesto celular, caso a alumina seja
modificada de modo a produzir estruturas rugosgmresas [58, 59]. Contudo ha
alguma controvérsia em relacdo ao uso da alumimao cbiomaterial, com alguns
autores a afirmarem que nanoparticulas de alurBmadxicas [73], e outros a referirem
o facto de a alumina ser bioinerte, para justificaevestimento de proteses com esta
ceramica [70]. No entanto, o que faz da alumingpotencial candidato na regeneracao
0ssea é o facto de a alumina ter propriedades ncasd@emelhantes ao 0sso, apesar de

ainda nao haver estudos quanto ao desempenho whedezial na promocdo da
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osteointegracdo. Ainda assim, alguns autores delsemam estudos preliminares
vivo, e determinaram uma relacdo que sugere que quamttornfor o tamanho médio
das particulas de a alumina, melhor sera a adedékarc[65]. A alumina pode ser
encontrada em diferentes fases, alpha, theta@® deltdo que a delta favorece a adeséo
e a proliferacéao celular, mas no entanto € mugtairel, ao contrario da alumina alpha,

que é a mais estavel mecénica e termodinamicarfGite

1.4.8. Biocompatibilidade

1.4.8.1. Estudosn vitro

Este tipo de estudos, sdo importantes para det@rnancitotoxicidade do
biomaterial. Existem varios métodos para estudaitaoxicidade dos biomateriais.
Neste trabalho procedeu-se ao estudo da citotexieidtravés dos ensaio dos brometos
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazal] (MTT), [3-(dimetilazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfonenel-2H-tetrazoliPTS), lactato desidogenase (LDH)

e 0 ensaio do azul de tripano.
1.4.8.1.1. Ensaio do MTT

O principio deste ensaio baseia-se na absorcaaldTd pelas células, sendo
reduzido no interior da mitocondria, pela enzimecgwato desidrogenase, a um produto
designado de formazano (Figura 3). Este produtacuimalado dentro da célula e
extraido através da adicdo de um solvente aprapridadquantidade de formazano
produzido é determinada espectrofotometricament&7@nm, e € directamente

proporcional ao numero de células vivas [62].

/@ Succinato
@_é‘l_fr Desidrogenase
N=N

_NH
] I

¢ d%

Br S 2 /

MTT (Amarelo) Formazano (ptirpura)

Figura 3: Reducdo do MTT a formazano através da succinasidiebgenase mitocondrial
(adaptado de [78]).
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1.4.8.1.2. Ensaio do MTS

O MTS é reduzido pela succinato desidrogenaseraaftano. Este método é
muito semelhante ao MTT, com a diferenca de a ¢iledd de formazano produzido é
determinada espectrofotometricamente a 490. O ®dsaMTS, ao contrario do MTT,

pode ser realizado varias vezes ao longo do tengmesma amostra [74].

1.4.8.1.3. Ensaio da LDH

A LDH, que se encontra nas células, é libertadadpa estrutura da membrana
citoplasmatica é afectada. No meio de cultura agl@sta enzima converte o lactato a
piruvato, formando-se nicotinamida adenina dindiclEo na forma reduzida
(NADH+H"). Quando se adiciona ao meio de cultura, lactaticetinamida adenina
dinucliotideo na forma oxidada (NAR a LDH converte-os em piruvato e NADH%H
respectivamente, formando um composto que pode sprantificado

espectrofotometricamente [75].
1.4.8.1.4. Ensaio do azul de tripano

Este ensaio é realizado numa camara de contag&eu®suer, onde as células
sdo postas em contacto com o azul de tripano. Btaséviaveis sdo impermeaveis a
este corante, devido a integridade das membrat@dasmaticas. Quando as células
estdo mortas, a sua membrana citoplasmatica peetgidade, e o azul de tripano cora

as células mortas [63]. Portanto:

n° células vivasx
n°® células totais

%viabilidade = 100

1.4.8.2. Estudosn vivo

Os estudo# vivo, que sdo de tém extraordinaria importancia pagatodo da
biocompatibilidade de um biomaterial, uma vez quadcem dados relevantes sobre as
interaccdes entre 0os biomateriais e as célulaserifanto os resultados destes ensaios
nao podem substituir os dados obtidos com o estadon sistema vivo. Neste trabalho

foram usados testes histoldgicos para verificarotoxicidade do material.
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1.4.8.2.1. Ensaios histolégicos

Neste tipo de ensaios, avalia-se a quantidade eépm de células dos
componentes da matriz extracelular. Como tal warifie a espessura da camada fibrosa
que rodeia o biomaterial, apés a sua implantagifjoando a presenc¢a ou auséncia de
reaccdo inflamatéria. Além do local de implantagd® biomaterial, nos ensaios
histolégicos sdo analisados varios tecidos e orgiomsodo a verificar se as eventuais

reaccdes ao biomaterial, sdo so locais, ou tamistémscas.
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2. Objectivo

Objectivo
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O presente trabalho teve como objectivo, a avaliagdumscaffold de alumina,
para aplicacdo em regeneracdo Ossea. Deste mddandiisado o comportamento
celular, na presenca doaffold. Para este fim, realizaram-se estuidhogtro, atraves da
avaliacao da viabilidade/proliferacao celular, stpaormente foram efectuados estudos
invivo, onde se procedeu a implantagédo do biomaterial @émeazn

Objectivo
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3. Materiais e
Meétodos

Materiais e Métodos
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3.1. Sintese dscaffold de alumina

Os provetes de alumina foram produzidos atravasnke mistura de 3 tipos de
alumina. Alumina tabular comercial T60 (Alcoa),mbaivel em duas classes diferentes
(<0,2mm; 0,2-0,5mm) com uma densidade compreendidee 3,96 - 4 g/cm3, e
alumina reactiva (<0,7pum) com uma area especificauperficie (SSA) de 7%g. O
scaffold foi produzido de acordo com o método descrito néerRa Portuguesa
#103432, 2008. A mistura foi elaborada através digda de 33% de cada tipo de
alumina, 1% de &cido citrico, como antifloculan®36 mg/mi SSA), e &gua
desionizada num misturador. Apds esta estar honeagéioram feitos provetes de
dimensdes 10x30X50 mimSeguidamente, foram deixados & temperatura atebien
durante 24 horas, e posteriormente secados a 1d@fahte 24 horas. Depois da

secagem, foram sinterizados em ciclos de 1600°Gimauifla (Termolab).

3.2. Microscopia electrénica de varrimento (SEM)

A morfologia dosscaffolds, com ou sem células, foi caracterizado por SEM. Os
scaffolds foram fixados durante a noite com glutaraldeid®,5% em tampao fosfato
salino (PBS) a 4°C. As amostras foram lavadas/gss com PBS durante 2 minutos e
desidratadas com etanol de acordo com um gradien#®, 80, 90 e 100%, durante 5
minutos cada. Seguidamente as amostras foram sdasi@ uma secagem por ponto
critico de CQ e colocadas em suportes adequados. Posteriornasnaenostras foram
revestidas a ouro (Emitech K550) e observadas nuoroscépio electrénico de
varrimento (Hitachi S-2700) com uma voltagem delaaegdo de 20 quilovolts a

diferentes ampliacdes.

3.3. Cultura de Osteoblastos humanos.

Os osteoblastos humanos usados neste estudo falgmiridos a American
Type Culture Collection (CRL-11372). As células dior semeadas em frascos de
cultura de 25 cm3 (Nunc) com 10 ml de meio Dulb&cddodified Eagle Medium —
F12 (DMEM-F12), suplementado com soro fetal boiRr8S) (10%v/v) inactivado,
penicilina G (100 unidades/ml), estreptomicina (1@@ml) e anfotericina B (0,25
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ug/ml). As amostras foram mantidas numa incubad@&°&, numa atmosfera humida
com 5% CQ. O meio de cultura foi mudado a cada 3 dias, atélder confluéncia
celular. A confluéncia foi obtida apds 7 dias. A@osbtencdo da mesma, as células
foram lavadas com PBS/EDTA a 0,025% e adicionotrigsina a 0,18% (Sigma). As
células foram incubadas durante 3 minutos, apogjuass se inactivou a tripsina,
adicionando o mesmo volume de meio de cultura.sfegin-se o contetdo do frasco de
cultura para um tubo falcon, que foi centrifugad®%0xg, durante 5 minutos, a
temperatura ambiente. Apés rejeicdo do sobrenadargescipitado foi suspenso com
meio de cultura. As células foram distribuidas fsascos de cultura, repetindo-se o

procedimento.

3.4. Caracterizacao doscaffolds de alumina

3.4.1. Propiedades mecéanicas dsesaffolds.

Para avaliar as propriedades fisicas sbaffolds, foi determinado o médulo de
ruptura (MoR), sujeitando oscaffolds a um ensaio de ruptura de trés pontos, pelo
procedimento descrito e padronizado ASTM C-133. Apdérmino deste ensaio, as
pecas partidas, foram usadas para determinar sigade, densidade e absorcdo de
agua. Foi também determinada a dureza, submetersiaffolds a testes num aparelho
de determingcao de dureza — microhardness tester@¥K

3.4.2. Proliferacdo celular na presenca dgcaffold de alumina

Para analisar a proliferagdo celular na presencacdiold de alumina, os
osteoblastos foram semeados em placas de cultl®8@ decos (Nunc) durante 24h, na
presenca do material, numa densidade celular dé*5edlulas/ml. O crescimento
celular foi monotorizado usando um microscopio @aptinvertido (Olympus CX41),

equipado com uma camara digital Olympus SP-500 UZ.
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3.4.3. Avaliacéo do perfil citotoxico doscaffold de alumina através do método do
MTT.

Os osteoblastos foram semeados com uma densidabelffecélulas/ml, em
placas de 96 pocos (Nunc). Foram adicionados 108euheio de cultura a cada pocgo e
os scaffolds. Posteriormente, foram incubados a 37°C, numasiér@humida de 5%
CO,, durante 24 horas. Foi efectuado 0 mesmo progessoo controlo negativo, com a
excepcao da adicdo deaffolds. Os controlos positivos foram efectuados do mesmo
modo, no entanto, foi adicionado a cada pogo e&@B6P6.

Apébs 24 horas de incubacéo, foi adicionado a cada A00 ul de MTT. As
placas foram colocadas na incubadora durante 4sharafindo esse tempo, foi
adicionado a cada poco 100 pl de uma solucdo geoisanol/HCIl a 0,04N, para
dissolver os cristais de formazano formados. Asgddoram colocadas a temperatura
ambiente durante 90 minutos, no escuro. Posteritandoi transferido 50 pl do
contetdo de cada pogo para uma placa de 96 pogox) efectuada a leitura da
absorvancia a 570 nm, através de um leitor de piecas (Biorad Microplate Reader

Benchmark). Em cada ensaio foram usadas pelo neam®stras.

3.5. Ensaiosn vivo

Nestes ensaios foram utilizados ratos Wistar fémeasn um peso
compreendido entre 200 e 230g, (com idade de 12arsmshhn Cada animal foi
anestesiado com uma injeccao intraperitoneal (4&gnguetamina, 5 mg/kg xilazina),

de modo a serem submetidos a cirurgia.

Estes ensaios envolveram duas fases. Na primeseg faram utilizados 18
animais, divididos igualmente por dois grupos @estontrolo). Os animais em questao
foram submetidos a uma cirurgia que consistiu sargéo do material subcutaneamente
no dorso, no caso do grupo teste. No caso do gropwolo, foi apenas elaborado um

corte e respectiva sutura, sem insercao de quahoaierial.

Na segunda fase, formam utilizados 24 ratos Wiskaneas, que foram
separadas em dois grupos (teste e controlo), apeelmecada um 12 animais. Em todos

os animais foi criado um defeito 6sseo na calotegiiipo controlo, esse defeito néo foi
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preenchido com qualquer material, enquanto no gteste houve insercao doaffold

produzido.

Apés a cirurgia, os animais foram mantidos em giddividuais e alimentados
com alimentagdo comercial e agadhlibitum. Os animais foram sacrificados apos 3, 7
(para os animais das duas fases), 14 e 21 diapa@g@ara 0os animais utilizados na

segunda fase).

3.5.1. Estudos histoldgicos

ApOs necropsia dos animais, foram retirados osoérgéais (cérebro, coracéo,
pulméo, figado, baco e rins) de todos os animais.chso dos animais onde foram
efectuados os implantes subcutaneos também foadatia pele. Nos animais onde foi
efectuado o defeito da calote, foi recolhida umastma de tecido onde foi realizada a
lesdo. Os 6rgéaos foram fixados em formalina e posteente, embebidos em parafina.
Foram obtidas sec¢bes de 3mm, de cada bloco ditnpagaestas, foram seguidamente
coradas com hematoxilina e eosina (H&E). Apés etaffin das preparacdes
histol6gicas, estas foram avaliadas por microsc@pca, utilizando um software

especifico da Olympus.
3.6. Andlise estatistica

Foi utilizado um conjunto de amostras de cada um gaupos e foram
analisados os dados obtidos no ensaio do MTT. Qdtaglos obtidos sdo expressos
como média + desvio padrdo. A significancia ediatidoi calculada usando a anélise
de variancia one-way ANOVA com teste de Dunnet'stpboc, pelo programa

SigmasStat. O nivel de significancia consideradaép<0,05.
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4.1. Caracterizacao dascaffold de alumina
4.1.1. Analise Macroscoépica

Os scaffolds de alumina produzidos, apresentam uma cor brapaaap com
uma superficie rugosa e irregular, sendo tambéivelialguma porosidade superficial.

Figura 4: Fotografia descaffold de alumina

4.1.2. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas siaffold sdo factores importantes a ter em conta,
na producdo de um biomaterial para ser usado camstitito 6sseo. Neste caso, €
imprescindivel a verificagdo do balanco conseguéddére a porosidade, MoR e a

densidade.

A porosidade é um factor muito importante na sugpierfda alumina, para a
implantacéo e crescimento de osteoblastos [64,Niblentanto, a porosidade aumenta
na medida em que a densidade, a resisténcia e exaddiminuem. Como tal, é
importante encontrar um meio-termo entre estefest No caso desteaffold a
porosidade obtida foi de 6,9 + 1,7% (tabela 3).ahalisar a densidade, € de notar, que
comparando o valor da mesma (3,2 + 0,06 dforom o valor do material em pé
(3,98g/cm), ha um decréscimo, que apesar de ligeiro se deviacto doscaffold ser
poroso. No entanto, é de notar que ainda assim,destsidade é superior a densidade
6ssea de um individuo adulto (1,9 g71i66].
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Ao sinterizar o material foi possivel obter valods dureza e MoR bastante
elevados, o que fazem deste biomaterial um bomidaiada substituto 6sseo, uma vez
que a resisténcia e o desgaste aos quais 0 mategito sdo elevadas. A absor¢cdo de
agua é também um factor importante uma vez que ifgeds células aderirem ao
scaffold, e promoverem trocas ionicas atraves deste.

Tabela 3 Propriedades mecanicas dwmffold de alumina, representando a média + desvio
padrdo da dureza, médulo de ruptura, densidadesidade e absorcao de agua.

Tipo de teste Resultado
Dureza [MPa] 528,3 +48,5
Moédulo de Ruptura [MPa >55
Densidade [g/cri) 3,2+ 0,06
Porosidade [%] 6,9+1,7
Absorcéo de agua [%)] 2204

4.1.3. Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade desteaffold, as células foram colocadas em
contacto com o material. A figura 6 mostra os teslds relativos a
viabilidade/proliferacdo celular (ensaio do MTT).cOntrolo negativo (K representa
(figura 5) 100% de viabilidade celular. Atravésatdlise do grafico pode verificar-se
que os resultados séo estatisticamente signifasijp<0,01), entre o controlo positivo
(K") e o controlo negativo; e entre 0 k& a amostra de células em contacto com 0
scaffold. Apesar da viabilidade celular dos osteoblastos presenca daoscaffold
(Cél/SA) ser superior ao K-, esta relagdo néo disstamente significativa. Contudo
permite afirmar que este material ndo tem um eféitawo agudo nos osteoblastos. Este
resultado contraria algumas fontes bibliograficase revelam a suposta citotoxicidade
da alumina [73]. No entanto o presente materialuenprocesso de fabrico inovador, 0
que podera ser a justificacdo para os resultadadosin vitro.

O controlo positivo (K) revela a morte celular, uma vez que as células
estiveram em contacto com etanol a 96% (morfolegi@rica como se pode observar

na figura 6).
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Figura 5: Ensaio de citotoxicidadin vitro pelo método do MTT. K controlo positivo; K
controlo negativo; Cél/SA, osteoblastos humanopreaenca decaffold de alumina. *Cél/SA
versus K, e K versus K. (p<0,05, one-way ANOVA com o teste Dunnet post)ho

Figura 6: Imagens obtidas por microscopia Optica invertidaosteoblastos em contacto com o
scaffold de alumina ao fim de 24 horas (A); controlo nega{B®); controlo positivo (C).

4.1.4. Microscopia electrénica de varrimento

As imagens de SEM revelam queaaffold possui uma estrutura interna porosa
(figura 7-A). Juntamente com a analise macroscoiqaossivel entdo verificar que o
scaffold revela as caracteristicas de porosidade e rugtesigasenciais, para permitir o
crescimento e adesdo dos osteoblastos. Devideasa esipriedades, pode verificar-se
na figura 7-B, a existéncia de adeséo celular amemaf contrariando mais uma vez
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varios autores que argumentavam a alumina comosemupletamente inerte e nédo

permitindo qualquer tipo de contacto directo desta células [67-69].

20 pm 15 ym

Figura 7: Imagens de SEM (A) da superficie shaffold de alumina sem células com ampliacéo
a 2000x e (B) osteoblasto aderido a superficiscdifiold com ampliacdo a 3000x.

4.2. Ensaiosn vivo

Na figura 8 sdo apresentadas imagens dos ensain®. Nestes ensaios nao se
observam diferengcas macroscopicas nos animais ¢esi@s animais controlo. Estes
ensaios, complementam a informacao obtida atrawgsdsaiosn vitro, uma vez que
mostram que acaffold ndo exerce efeitos toxicos no organismoscéffold tem uma
grande estabilidade termodinamica, devido ao psocde fabrico, nomeadamente aos
ciclos de sinterizacdo [74]. Devido a essa estdil, e ao facto da alumina se
encontrar no estado de oxidacdo mais elevado, anis@o ndo reduz a alumina
(Al,05) a iBes aluminio (Al). Assim, a alumina permanece no organismo nesseme
estado de oxidacdo, e ndo na forma de aluminiagacpcontecer seria prejudicial aos
tecidos, devido ndo s6 a conhecida toxicidade destal nas células, mas também a
capacidade que os ifes aluminio tém de competir @arélcio e consequentemente

provocam a descalcificacdo Ossea [71, 72].
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Figura 8: Imagens dos ensai@is vivo, A - Rato Wistar antes da execucéo do defeitoodeae
calote; B — Inser¢do do material no defeito ésseoaldote; C1-C4 — Remocéo da calote com o
defeito 6sseo e scaffold através do sacrificio do grupo teste aos dias, 347e 30 dias.
respectivamente; D1-D4 — Remocao da calote comfeitdedsseo através do sacrificio do
grupo controlo aos dias 3, 7, 14 e 30 dias, respecénte.
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4.3. Analise histologica

A analise histoldogica foi realizada nas laminas dwgaos vitais (cérebro,
pulmao, coracao, rim, bago e figado), e na amadstitecido 6sseo obtida da calote com
o defeito 6sseo. Apd6s a analise das laminas hggtal® dos 6rgdos vitais, pode
verificar-se que nao houve alteracbes entre o gagmdrolo e o0 grupo teste, o que
indica a auséncia de reacc¢ao sistémica ao bioralatédi nas l1aminas obtidas da calote,
verificou-se que havia diferengas entre os doip@guEm nenhum dos controlos (3, 7,
14 e 30 dias) se verificou qualquer tipo de readgliamatoria (tabela 3). No entanto,
no caso dos grupos teste, € possivel verificarapse3 dias ha presenca de reaccao
inflamatdria severa dos tecidos, quando em contzmio o scaffold, como é possivel
verificar na figura 9. Este tipo de reac¢do é corma®m inser¢cdes de biomateriais nos
tecidos. Contudo, é possivel analisar que aosldias 21 essa reaccdo ainda é visivel,
com monacitos presentes, 0 que indica a progretséesposta inflamatoria. Tambéem é
possivel verificar que ndo houve qualquer ossegia¢éo do material, e ao dia 30, h4
uma ligeira cicatrizacgéo, fruto da ausénciaschffold no local de implante.

Apesar do método de fabrico ser distinto, a alumgndgambém usada no
revestimento de proteses femorais e dentariass@meisadas por milhares de pessoas
em todo o mundo. Uma vez que a alumina nessessilisps esta em contacto directo
com os tecidos, serd imperativo aferir as propdedadestes dispositivos para
integracdo directa no tecido 6sseo, por exemphv@srda andlise histologica de tecidos

em contacto com préteses usadas.
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Tabela 3 Observacfes obtidas pela analise das laminaddustas das amostras da calote dos
grupos de controlo e teste.

Dias Grupo : Observagoes
Controlo Sem sinais de inflamacao; ligeira reaqggriosteal (formacao de tecido 6sseo)
3
Teste Inflamacgé&o severa; necrose dssea; reacgastpal intensa.
Tecido fibroso com angiogénese; presenca de tel@dpanulacdo e detritos sem
Controlo .
reaccgao.
7
Test Material é desfragmentado e dispersado; pequenad®tecido de granulacéo
este
reaccao periosteal.
Presenca de um espacamento entre os topos OEsemsia periosteal; tecido
Controlo _ o
fibroso ligeiro.
14 : _ :
Test Presenca de um espacamento entre os dois topas dssde esteve o0 material;
este
grande quantidade de tecido de granulagéo.
Control Em ambos os fragmentos observa-se remodelacdq éssas espessas e sem
ontrolo
reaccgao periosteal
30
Test 2 fragmentos 6sseos com espacamentos ligadosgmo tonjuntivo; segure
este

cicatrizacao tardia

Figura 9: Imagens histolégicas do processo de regeneragteridio 6sseo da calote. A1-A4 —
Amostras controlo, sem inser¢do do biomaterialefeitb 6sseo aos dias 3, 7, 14 e 30 dias,
respectivamente; B1-B4 — Amostras teste com insedgéiomaterial no defeito 6sseo aos dias

3, 7, 14 e 30 dias, respectivamente. Ampliagdodx.10
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5. Conclusoes e
Perspectivas
Futuras
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O presente trabalho teve como objectivo a criagdiond biomaterial de alumina,
avaliar a sua biocompatibilidade e a sua aplicddule na regeneracéo do tecido 0sseo,
através de estudos de caracterizacdo mecanicadog$tioldgicos.

Os resultados obtidos indicaram que o material ¢amacteristicas mecanicas
que se adequam a sua aplicacdo em engenharia destgnomeadamente na
regeneracao do tecido 6sseo). Os ensaidsro, permitem afirmar que o material € ndo
citotoxico. No entanto, neste estudo foram tambéatizados estudads vivo ao longo
de 30 dias. Os resultados dos ensasivo, indicam que oscaffold de alumina
despoleta uma reaccao inflamatéria severa, quarrta,cquer a longo prazo. Estes
resultados levantam a questdo da aplicabilidadée deiematerial em dispositivos
meédicos, alguns dos quais sdo uso corrente em pigiwo, nomeadamente no

revestimento de proteses dentarias e femorais.

No futuro, seré interessante melhorar as propresiddstecaffold, de forma a
aproveitar as suas propriedades mecéanicas, magusemmesmo despolete reaccdes
adversas nos tecidos. Como tal, o proximo pasgdigar moléculas de adeséao celular
a superficie do material, ou altera-lo quimicamel#dorma a torna-lo mais bioactivo, e
mais biocompativel, como é o caso da hidroxilagcgesicial. Outro rumo a seguir sera
criar oscaffold por impresséo 3D de maneira a controlar a pordsidaa geometria,
gue sao dois factores muito importantes na bioctibjidade de um biomaterial,
revestindo-o de substancias altamente biocompstie@mo € o caso do quitosano ou o
alginato.
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