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Resumo

Resumo

Patologias do tecido Osseo, origindrias de varias causas, nomeadamente traumas,
infecGes ou doencas dsseas, sdo muito comuns na nossa sociedade. Na situacdo de diabetes
mellitus, estes defeitos 6sseo estdo agravados e o seu tratamento apresenta uma maior
dificuldade para os clinicos. Nos ultimos anos a nanotecnologia tem fornecido variadissimos
beneficios no campo da engenharia do tecido 6sseo, no entanto nenhuma das solugdes tem
resolvido totalmente os diversos desafios que pressupdem a reparacdo Ossea. Desta forma,
tém sido estudadas novas solugdes terapéuticas para resolver este problema, e o
desenvolvimento de novos biomateriais fabricados com nanoparticulas que simulem a
estrutura e composicdo do osso, favorecendo a sua regeneracdo, tém sido equacionados.
Assim este trabalho tem como principal objetivo o estudo da biocompatibilidade de uma
preparacdo de nanoparticulas de hidroxiapatite (NanoXIM+*HAp102®) na condigdo de
diabetes, usando para tal um modelo de implante subcutaneo em ratos Wistar.

Neste estudo foram usados 16 ratos machos da estirpe Wistar, dos quais 10 foram
submetidos a indugdo da diabetes, por via intraperitonial, com uma Gnica administracdo de 55
mg/Kg de estreptozotocina (STZ), sendo os restantes injetados com soro tampdo citrato
(grupo controlo). Duas semanas ap0s a inducdo da diabetes, implantou-se subcutaneamente
em todos os animais 0,5 ml de suspensdo de nanoparticulas de hidroxiapatite (hano-HAp). Os
animais foram sacrificados as 48h e 3 semanas, sendo recolhido o sangue, 6érgdos, e tecido
subcutaneo com a nano-HAp, para avaliar a atividade e expressdo de variados marcadores
séricos, assim como proceder a andlise histopatolégica.

Os animais diabéticos apresentaram uma diminui¢do do peso corporal e um aumento
do peso relativo dos rins e do figado quando comparado com o0s respetivos grupos controlo.
Os valores dos marcadores de funcdo renal, ureia e creatinina, e das enzimas hepaticas ALT e
FA, encontraram-se elevados nos animais diabéticos comparativamente com os controlos. As
48h, verificou-se a existéncia de uma resposta inflamatdéria aguda, com presenca de
neutrofilos e linfdcitos, e uma resposta inflamatoria cronica caracterizada pela presenca de
macrofagos e células gigantes, as 3 semanas. Tanto a resposta inflamatéria, como a
reabsorcdo das nanoparticulas encontraram-se diminuidas nos grupos diabéticos
comparativamente com o respetivo grupo controlo. Constatou-se a presenca de uma capsula
fibrosa nos grupos experimentais das 3 semanas, sendo que esta foi menor no grupo diabético

comparativamente com o respetivo grupo controlo. Observou-se ainda alguma agregacéo de
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nano-HAp, tendo esta sido mais intensa em ambos 0s grupos diabéticos, e dentro destes maior
as 3 semanas.

Uma vez que nao se verificou uma reacdo exacerbada e que ocorreu reabsorcao do
biomaterial, sem sinal de toxicidade hepatica ou renal, na quantidade testada, podemos
concluir que as nano-HAp néo apresentam toxicidade. Embora se tenha observado reabsorcao
das nano-HAp ao longo do periodo experimental, constatou-se que este processo era bastante

mais lento nas condicdes diabéticas.

Palavras-chave: Regeneracdo 0ssea; Diabetes; Nano-HAp; Biocompatibilidade.
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Abstract

Pathologies of bone tissue, that are provided from different causes, including trauma,
infections or bone diseases, are very common in our society. In the specific case of diabetes
mellitus, the bone defects are intensified and its treatment presents a major difficulty for
clinicians. Actually, nanotechnology provides many different benefits in the field of bone
tissue engineering, however, any solutions have completely solved the challenges that require
bone repair. In this way, it has been studied new therapeutic solutions to solve this problem,
the development of new biomaterials made from nanoparticles that acquire a similar structure
and composition of the original bone, promoting regeneration, have been solved. The main
objective of this work is the study of the biocompatibility, of hydroxyapatite nanoparticles
(NanoXIM « HAp102 ®) in diabetic conditions, using for such a model of subcutaneous
implantation in Wistar rats.

This study used 16 male rats of the Wistar strain, 10 of which were subjected to
induction of diabetes with single intraperitoneally administration of 55 mg / kg streptozotocin
(STZ), and the remaining were injected with physiological serum (the control group). After
the induction of diabetes, was subcutaneously implanted 0,5 ml hydroxyapatite nanoparticles
(nano-HAp). The animals were sacrificed at 48 hours and 3 weeks, being collected the blood,
organs, and subcutaneous tissue, with nano-Hap, to evaluate the expression and the activity of
various serum markers, as well as the histopathology.

Diabetic animals showed a decrease in body weight and an increase in the relative
weight of the liver and kidneys when compared with the respective control groups. The values
of markers of renal function, urea and creatinine, and liver enzymes ALT and FA, were also
higher in diabetic animals compared with control. At 48 h, it was found a several
inflammatory response with neutrophils and lymphocytes, and a chronic inflammatory
response characterized by the presence of macrophages and giant cells, at 3 weeks. The
inflammatory response and the reabsorption of the nanoparticles were found decreased in
diabetic group compared with the respective control group. It was observed the presence of a
fibrous capsule in the experimental groups of the 3 weeks, but it was lower in the diabetic
group as compared to the respective control group. There was also some aggregation of nano-
Hap, that was more intense in both diabetic groups, and within these higher at 3 weeks.

With the quantity tested, there has not been observed an overreaction and the

biomaterial reabsorption occurred without signs of hepatic or renal toxicity. Although we
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observed a progressive reabsorption of nano-HAp throughout the experimental period, this
process was significantly slower in diabetic conditions.

Keywords: Bone regeneration; Diabetes; Nano-HAp; Biocompatibility.
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1. Introducéo

As patologias 0sseas sdo cada vez mais frequentes nas sociedades ocidentais, estas
podem ter diversas etiologias como traumas, tumores, infe¢cfes ou doencas 0sseas, como por
exemplo a osteoporose (Chiara et al., 2012).

Nos ultimos anos, o rdpido desenvolvimento da nanotecnologia tem permitido
mudancas no paradigma da engenharia de tecidos, nomeadamente nas aplicacdes clinicas que
visam a regeneracdo do tecido 0sseo. Neste contexto, novos biomateriais foram desenvolvidos
com nanocarateristicas, que mimetizam a estrutura e composi¢do do osso (Chiara et al.,
2012).

O tecido 6sseo é um tecido altamente especializado, com caracteristicas especificas
guanto a sua fisiologia e processo de reparacdo, que devem ser bem compreendidos de modo

a poder-se utilizar adequadamente os nanomateriais em seu beneficio (Isola, 2012).

1.1 Tecido 6sseo

O esqueleto desempenha diversas funcdes bioldgicas. Os o0ssos do esqueleto
proporcionam o suporte estrutural para o resto do corpo e protegem 0s 6rgaos vitais alojados
nas caixas cranianas, toracicas e no canal raquidiano. Além desta fungdo, o esqueleto é ainda
0 responsavel pela protecdo da medula 6ssea e por proporcionar fixacdo aos musculos
esqueléticos, transformando as suas contracGes em movimentos Uteis. Funciona também como
uma reserva dindmica de substancias, nomeadamente de célcio e de fosfato. Cerca de 99% do
calcio do organismo esta contido no esqueleto. Para um funcionamento normal do organismo
é necessario que as concentracfes de calcio se mantenham constantes no sangue, isto s é
possivel porque existe um intercambio continuo entre o calcio dos 0ssos e o do plasma

sanguineo (Hing, 2004; Junqueira e Carneiro, 2004; Clarke, 2008).

1.1.1 Anatomia do tecido 0sseo

De acordo com a sua forma os 0sso podem ser classificados em quatro categorias, séo
elas: 0s 0ssos longos, 0s 0ssos curtos, 0s 0ssos achatados e os 0ssos irregulares (Clarke,
2008). Os o0ssos longos tém um comprimento maior que a largura, como é 0 caso dos 0SS0S

constituintes dos membros superiores e inferiores. Os 0ssos curtos, Como 0 carpo e o tarso,
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sdo aproximadamente tdo largos como compridos. Os 0ssos achatados sdo geralmente
encurvados com uma forma delgada e achatada. S&o exemplo de ossos achatados as costelas e
as omoplatas. Os 0ssos irregulares, como as vértebras e os 0ssos da face, sdo aqueles que
possuem uma estrutura que nao se enquadra em nenhuma das outras categorias (Seeley et al.,
2003; Clarke, 2008).

Um osso longo em crescimento possui trés componentes principais: a diafise, as
epifises e a placa epifisaria. A diafise é constituida principalmente por 0sso compacto. As
epifises ou extremidades dos 0ssos sdo compostas essencialmente por 0sso esponjoso. A placa
epifiséria ou de crescimento, local onde ocorre o crescimento 6sseo em comprimento, situa-se
entre 0s outros dois componentes e é constituida por cartilagem hialina. O crescimento 0sseo
em comprimento ocorre na placa epifisaria, que ossifica uma vez terminado o crescimento, e
passa-se a denominar linha epifisaria (Seeley et al., 2003; Junqueira e Carneiro, 2004).

O tecido 6sseo, macroscopicamente, é formado por dois tipos de tecido distintos, o
compacto ou cortical (80%) e o esponjoso ou trabecular (20%) (figura 1) (Junqueira e
Carneiro, 2004; Andia et al., 2006; Clarke, 2008; Isola, 2012). Estes dois tipos de tecido 6sseo
podem ser diferenciados de acordo com a relacdo entre a quantidade de matriz 6ssea e a

quantidade de lacunas presentes no 0sso (Seeley et al., 2003).

Figura 1: Anatomia macroscdpica do 0sso: a) 0sso compacto e b) 0sso esponjoso. Adaptado de (Doblare et al.,
2004).

O 0ss0 esponjoso contém menos matriz 0ssea e mais espaco do que o compacto. Este
tipo de tecido é formado por placas 6sseas interligadas denominadas trabéculas, entre estas
existem espacos que sdo preenchidos por medula 6ssea e vasos sanguineos. Estas placas sdo

constituidas por varias lamelas, entre as quais estdo dispostos 0s osteocitos. As superficies das
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trabéculas sdo revestidas por uma Unica camada de células, na sua maioria osteoblastos e
alguns osteoclastos (Seeley et al., 2003; Doblare et al., 2004; Isola, 2012).

O osso compacto € denso; neste tipo de 0sso a matriz de colagenio esta organizada em
forma de lamelas concéntricas, geralmente em redor de um canal vascular central constituindo
0 sistema de Havers. Os vasos sanguineos penetram na propria matriz éssea, e é
predominantemente em torno destes que os ostedcitos e as lamelas se véo orientar (Seeley et
al., 2003; Doblare et al., 2004; Isola, 2012).

Histologicamente também existem dois tipos de tecido 6sseo: o imaturo ou primario e
0 maduro, secundario ou lamelar. Ambos possuem o mesmo tipo de células e os mesmos
constituintes da matriz. O tecido primario é o primeiro a formar-se no desenvolvimento
embrionario e na reparacdo das fraturas, sendo depois substituido pelo tecido secundario.
Assim sendo o tecido 6sseo secundario € o mais abundante em adultos (Junqueira e Carneiro,
2004; Andia et al., 2006). Estes dois tipos de tecido apresentam uma organizacdo diferente:
enquanto o tecido 0sseo primério apresenta as fibras de colagénio orientadas de uma forma
irregular, o tecido 6sseo secundario apresenta as fibras organizadas em lamelas (Seeley et al.,
2003; Junqueira e Carneiro, 2004). As fibras do tecido secundario posicionam-se
paralelamente umas as outras ou em camadas concéntricas em torno de canais com vasos,

formando os sistemas de Havers (Junqueira e Carneiro, 2004).

1.1.2 Estrutura do tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por células e
material extracelular calcificado denominado de matriz dssea (Junqueira e Carneiro, 2004).
As principais células deste tecido sdo o0s osteoblastos, os ostedcitos, as células de
revestimento, e o0s osteoclastos, que sdo, respetivamente, responsaveis pela producao,

manutencdo e reabsorcdo do osso (figura 2) (Hing, 2004; Andia et al., 2006; Isola, 2012).
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Figura 2: Processo de remodelagdo dssea realizado pelas células do tecido 6sseo: osteoblastos, ostedcitos,
ceélulas de revestimento e osteoclastos. Adaptado de (Stepien, 2011).

Todos 0s 0ss0s sdo recobertos tanto, na camada interna como na externa, por camadas
de tecido conjuntivo ricas em células osteogénicas, designadas por enddsteo e peridsteo,
respetivamente. As suas principais fun¢des sdo a nutricdo do tecido 6sseo e o fornecimento de
novos osteoblastos, para o crescimento e a reparacdo 0ssea (Junqueira e Carneiro, 2004; Isola,
2012).

A matriz éssea é constituida por matéria organica (35%) e matéria inorganica (65%).
O material orgéanico é formado fundamentalmente por proteinas, entre as quais se destaca o
colagénio (90%) e os proteoglicanos (Seeley et al., 2003; Hernandez-Gil et al., 2006). O
material inorganico consiste principalmente em cristais de fosfato de célcio denominados
hidroxiapatite, que apresentam a formula molecular Cazo (PO4)s (OH), (Seeley et al., 2003;
Hernandez-Gil et al., 2006; Isola, 2012). A matriz ndo deve ser vista apenas como um
reservatorio de célcio e fosforo, uma vez que constitui um reservatério de proteinas
envolvidas na regulacdo da diferenciacdo celular e na integridade e funcdo do tecido 6sseo
(Hernandez-Gil et al., 2006).

Os osteoblastos sdo as células extremamente importantes na formagdo do tecido
0sseo, através de um processo denominado de osteogénese. Estas células apresentam um
reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e numerosos ribossomas (Seeley et al., 2003;
Hernandez-Gil et al., 2006; Isola, 2012). Os osteoblastos sdo os responsaveis pela producdo
da parte organica da matriz 6ssea, ou seja, do colagenio tipo I, dos proteoglicanos e das
glicoproteinas, que sédo armazenados nas vesiculas do aparelho de Golgi e posteriormente
libertadas por exocitose (Seeley et al., 2003; Junqueira e Carneiro, 2004; Isola, 2012). Além

desta funcéo os osteoblastos formam ainda vesiculas que acumulam ides de calcio (Ca%), ides
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de fosfato (PO,%) e varias enzimas que sdo depois libertados, igualmente por exocitose para
serem utilizados na formacdo de cristais de hidroxiapatite, fundamentais para a mineralizagéo
da matriz (Seeley et al., 2003). Estas células sdo também responsaveis por orientarem a
disposicao das fibras da matriz extracelular e por sintetizarem fatores de crescimento. A sua
semi-vida é de 1 a 10 semanas, ao fim deste tempo elas podem morrer pelo processo de
apoptose, ou podem transformar-se em células de revestimento do 0sso ou em ostedcitos
(Hernandez-Gil et al., 2006; Isola, 2012).

As células de revestimento representam o0s osteoblastos que recobrem superficies
Osseas quiescentes, como tal, possuem escassos organelos de sintese e secre¢do de proteinas.
Estas células formam uma camada continua de células interligadas capazes de manter a
homeostase, regulando a concentracdo plasmatica de calcio por mecanismos parcialmente
independentes dos relacionados com o sistema de remodelacdo 6ssea. Embora as células de
revestimento tenham origem nos osteoblastos, sob determinados estimulos, este processo
pode ser revertido, e estas células diferenciam-se novamente em osteoblastos e
consequentemente produzem matriz 6ssea (Andia et al., 2006).

Os ostedcitos sdo celulas maduras derivadas dos osteoblastos que se encontram no
interior das lacunas da matriz 6ssea, das quais partem canaliculos. Estas células sdo achatadas,
exibem pequena quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi pequeno e
nacleo com cromatina condensada (Junqueira e Carneiro, 2004; Andia et al., 2006; Isola,
2012). Séo as células mais abundantes do tecido 0sseo, e 0 seu nimero € dez vezes superior
ao dos osteoblastos (Andia et al., 2006; Hernandez-Gil et al., 2006). Os ostedcitos tornam-se
relativamente inativos em comparacdo com a maioria dos osteoblastos na medida em que néao
conseguem promover a formacdo de nova matriz 6ssea. No entanto, tém a capacidade de
produzir 0s componentes necessarios para manter a matriz 6ssea ja existente (Seeley et al.,
2003). Acredita-se que a principal funcdo destas células seja controlar a remodelacdo 6ssea,
detetando as variagOes de cargas mecéanicas, um processo conhecido por mecanotransducgéo
(Hernandez-Gil et al., 2006). Uma vez que ndo existe difusdo de substancias através da matriz
Ossea calcificada, a nutricdo dos osteocitos € dependente dos canaliculos existentes na matriz.
Esta ligacdo dos ostedcitos aos canaliculos permite a formacdo de uma estrutura unica, com
uma enorme superficie de contacto que assegura as trocas de moléculas de oxigénio e
nutrientes entre os capilares sanguineos e 0s ostedcitos (Junqueira e Carneiro, 2004;
Hernandez-Gil et al., 2006). Os ostedcitos constituem a fase final da linha osteoblastica e sdo

incapazes de se auto renovar (Hernandez-Gil et al., 2006; Clarke, 2008).
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Os osteoclastos sdo células moveis, de grandes dimensdes, multinucleadas,
extremamente ramificadas e sdo as responsaveis pela reabsorcdo ou destruicdo Ossea (Seeley
et al., 2003; Junqueira e Carneiro, 2004; Isola, 2012). Estas células derivam de células
estaminais hematopoiéticas denominadas “unidades formadoras de coldnias de granuldcitos-
macrofagos “ (CFU-GM), precursoras de macrdfagos e mondcitos (Hernandez-Gil et al.,
2006; Clarke, 2008). Na zona de contacto entre a membrana celular dos osteoclastos e a
matriz 0ssea, formam-se uma membrana pregueada denominada de ruffled border, com
inimeras projecdes (Seeley et al., 2003). Através desta projecdes sdo libertados ibes de
hidrogénio que promovem a formacéo de um meio &cido fundamental para a descalcificacdo
da matriz 6ssea. Os osteoclastos também libertam enzimas, como a catepsina K, que digerem
0S componentes proteicos da matriz, que é principalmente composta por colagénio tipo |
(Seeley et al., 2003; Clarke, 2008; Isola, 2012). Por endocitose, os osteoclastos, recebem
produtos resultantes da reabsor¢do Ossea. Os osteoblastos também contribuem para uma
reabsorcdo ou destruicdo O6ssea mais eficiente, produzindo enzimas que degradam a fina
camada de matriz organica nao mineralizada que normalmente cobre 0 0sso, deste modo, 0s
osteoclastos tém um contacto mais eficiente com a matriz 6ssea mineralizada (Seeley et al.,
2003).

1.1.3 Regeneracao dssea

O 0ss0 € 0 Unico tecido, dos vertebrados, capaz de ser reparado, por formacdo de 0sso
novo, apos uma lesdo, com a mesma organizacgdo estrutural do tecido anterior (Seeley et al.,
2003; Hing, 2004; Hernandez-Gil et al., 2006).

O processo de regeneracao 6ssea envolve varias etapas (figura 3):

e Em primeiro lugar forma-se um hematoma inicial (com hemacias, plaquetas e fibrina)
resultante da lesdo do peridsteo e dos tecidos moles locais (Hing, 2004; Hernandez-Gil
et al., 2006);

e Na sequéncia da interrupcdo no fornecimento de sangue, devido & lesdo do periosteo,
0s ostedcitos mais proximos da fratura morrem, originando uma necrose local em
redor da fratura do 0sso. Em simultaneo comegam a organizar-se 0S mecanismos para
a reparacao do 0sso, a estabilizacdo da area danificada e a remocéo do tecido morto
(Hing, 2004);



Introdugéo

e Como resposta, os macrdfagos, fibroblastos, fatores de crescimento e citocinas, sao
recrutados para o local. Os macrofagos encarregam-se da limpeza do local, removendo
os restos de tecido. Os fibroblastos sdo os responsaveis por sintetizarem nova matriz
celular. Os fatores de crescimento e as citocinas, promovem o recrutamento das
células mesenquimais, a partir da medula Ossea e do periosteo, para que estas
proliferem e se diferenciem em células osteoprogenitoras (Hing, 2004; Hernandez-Gil
et al., 2006);

e Ha assim um espessamento aparente do periosteo e a producdo do calo. As células
osteoprogenitoras que se encontram junto do local lesado diferenciam-se em
osteoblastos e formam o ostedide que é rapidamente calcificado no 0sso, engquanto, 0s
condroblastos derivados das células progenitoras osteocondrais do peridsteo e do
enddsteo, comecam a produzir a cartilagem (Seeley et al., 2003; Hing, 2004);

e A angiogénese € induzida imediatamente ap0s a formacdo da cartilagem e héa
estabilizacdo do local lesado. A porcéo de tecido é substituida por 0sso esponjoso,
através da ossificagdo endocondral (Hing, 2004);

e O material ndo calcificado € reabsorvido e o novo 0sso é depositado. Ocorre a
remodelacdo do tecido 6sseo em osso lamelar. O processo finaliza com o retorno da

medula 6ssea para o interior das regifes esponjosas (Hing, 2004).
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Figura 3: Etapas da regeneracdo 6ssea. Adaptado de (Seeley et al., 2003).

Embora o organismo disponha deste mecanismo espontaneo para regenerar uma leséo,
guando esta é de dimensdes elevadas, 0 organismo ndo tem a capacidade de as reparar
totalmente. Assim, tendo por objetivo a melhoria do processo reparativo e regenerativo, foram

desenvolvidos materiais que auxiliam a resposta biolégica do organismo.
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1.2 Biomateriais

Os materiais utilizados para substituicéo e regeneracdo da estrutura 6ssea pertencem a
classe de materiais denominados de biomateriais (Guastaldi e Aparecida, 2010). Os
biomateriais sdo substancias de origem natural ou sintética, tolerados de forma transitéria ou
permanente pelos diversos tecidos dos seres vivos. Estes devem ser inertes, degradaveis e
absorviveis e favorecerem o crescimento 6sseo por conducdo e, se possivel, por inducéo.
Estas caracteristicas dependem das propriedades fisicas e quimicas do material, que devem ser
compativeis com as reacdes fisiologicas do osso (Vital et al., 2006).

Vérios biomateriais tém sido projetados para substituir partes do corpo e permitir a
recuperacdo de funcdes biologicas provenientes de doencas ou acidentes. A
biocompatibilidade, aceitacdo do material pelo corpo, e a biofuncionalidade, habilidade do
material desempenhar a funcdo desejada, sdo caracteristicas necessarias para que estes
materiais exercam adequadamente essas funcdes (Gutierres et al., 2006; Costa et al., 2009) .

Todas estas caracteristicas conferem ao biomaterial uma interacdo benéfica com o

organismo onde é implantado, desde que:

e Quando implantado in vivo, o material ndo desencadeie resposta inflamatoria
sustentada ou toxica;

e O seu tempo de degradacéo possibilite a ocorréncia do processo de regeneragao;

e O material contenha as propriedades mecanicas adequadas a sua aplicacdo, e que
no caso destas se alterarem no momento da sua degradacdo in vivo, sejam
compativeis com o processo de regeneracao;

e A suadegradacdo ndo gere produtos toxicos, e que os produtos que forem gerados
sejam facilmente metabolizados e libertados pelo organismo (Oliveira et al.,
2010).

De uma forma geral, os biomateriais podem ser classificados segundo a sua
composi¢cdo e o seu comportamento biolégico. Segundo a sua composi¢do quimica, estes
podem ser divididos em quatro classes: metais e ligas metalicas, ceramicas, polimeros e por
ultimo os compositos (Gutierres et al., 2006). Com base na resposta induzida pelos
biomateriais ao meio biologico, estes podem ser classificados em bioinertes, biotoleraveis e
bioativos (figura 4). A resposta dos materiais bioinertes e biotoleraveis, em relacéo ao tecido
0sseo, consiste na encapsulacdo do implante por uma camada de tecido fibroso ndo aderente,

impedindo assim a interagéo direta entre implante e tecido, podendo levar a instabilidade e

8
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falha (Guastaldi e Aparecida, 2010). J& os materiais bioativos apresentam a capacidade de
interagir intimamente com o tecido vivo sem a intervengéo do tecido fibroso. Nestes existe a
formacdo de uma ligacdo direta entre os tecidos vivos, pois geralmente, tém na sua
composicao, ides de calcio e/ou fésforo (no caso dos substitutos 6sseos) que estabelecem uma
ponte quimica com o0 0sso envolvente. A hidroxiapatite € um exemplo destes biomateriais
(Gutierres et al., 2006; Guastaldi e Aparecida, 2010).

. ’/,.,('/ ‘

vl o

Material )/ Osso Material Osso
Capsula Fibrosa

(a) (b)
Figura 4: Comportamento biol6gico dos biomateriais: a) bioinertes e biotoleraveis e b) bioativos (Guastaldi e
Aparecida, 2010).

As ceramicas da familia dos fosfatos de calcio sdo a classe dos materiais mais
importantes na regeneracdo Ossea e também as mais estudadas (Cardoso et al., 2012). Das
suas vantagens destacam-se: o facto de apresentarem uma estrutura semelhante ao
componente inorganico do o0sso, de serem biocompativeis e osteocondutivas. As suas
principais limitaces devem-se a sua baixa rigidez estrutural, impedindo o seu uso em regides
com grande esforco mecanico, e a sua natureza porosa, que aumenta o risco de fraturas. A
hidroxiapatite (Caio(PO4)s(OH);) e o fosfato tricalcico B (Caz(POy)z), sdo as principais
ceramicas disponiveis comercialmente para a reparacao e substituicdo dssea (Oliveira et al.,
2010).

1.2.1 Hidroxiapatite

A hidroxiapatite tem sido alvo de varios estudos devido ao facto de ser o principal

constituinte da porgdo inorganica do osso (figura 5) (Costa et al., 2009).
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Figura 5: Modelo espacial da molécula de hidroxiapatite com calcio como &tomo central (Ca, esfera branca
maior; O, esfera preta pequena; P, esfera branca pequena; H, esfera preta menor). Adaptado de (Gutowska et al.,
2005).

Estudos cristalograficos e quimicos demonstraram que a hidroxiapatite sintética é
semelhante ao componente inorganico encontrado nos 0ssos e dentes. Devido a esta
semelhanca, desde o século xx, que as pesquisas se tem direcionado para a utilizacdo da
hidroxiapatite sintética como um substituto 6sseo e /ou de substituicdo em varias aplicacbes
biomédicas (Cardoso et al., 2012). A hidroxiapatite sintética tem sido amplamente usada na
medicina e na medicina dentaria para a reparacdo de tecidos ¢sseos devido as suas
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo (Vital et al., 2006; Costa et al., 2009).
Esta molécula € ainda vantajosa devido a sua composic¢do uniforme, a auséncia de toxicidade
tanto local como sistémica, & auséncia de respostas inflamatorias e aparente habilidade em
estabelecer uma ligagdo quimica com o tecido désseo do hospedeiro. O facto da sua
microestrutura, tamanho dos poros, ser completamente controlavel € ainda outra vantagem. A
estrutura porosa da hidroxiapatite funciona como suporte passivo a neoformacdo vascular, o
que conduz a proliferacdo de fatores indutores da aposicdo 6ssea (Vital et al., 2006; Guastaldi
e Aparecida, 2010).

Apesar de este biomaterial apresentar inimeras vantagens o0 seu uso clinico tem sido
limitado devido a sua lenta biodegradacdo. Varios estudos tém demostrado que a sua
reabsorcdo gradual s6 se inicia 4 a 5 anos apés a implantacdo. A reabsorcdo € uma
caracteristica desejada para biomateriais nos quais o processo de degradacdo é concomitante
com a reposicao do osso em formacéo (Guastaldi e Aparecida, 2010).
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1.2.1.1 Nanoparticulas e hidroxiapatite nanoestruturada

Nas duas Ultimas décadas, a nanotecnologia tem entrado no campo da medicina
regenerativa, resultando no desenvolvimento de biomateriais nanoestruturados capazes de
coordenar o comportamento celular (Cardoso et al., 2012). Além desta area a nanotecnologia
tem tido avancos significativos nas principais aplicaces biomédicas, incluindo as areas da
terapia génica, diagndstico de imagem, e libertacdo controlada de farmacos no tratamento de
doengas como a diabetes e o cancro (Abdel-Gawad e Awwad, 2010; Subramani et al., 2012).
Uma vez que 0 0ss0 € naturalmente nanoestruturado, a aplicacdo de biomateriais
nanoestruturados para a regeneracdo 0ssea estd a ganhar cada vez mais interesse na area de
investigacdo da pesquisa dos biomateriais (Abdel-Gawad e Awwad, 2010; Chiara et al.,
2012). Um nanomaterial pode ser definido como um material que é composto por partes
funcionais, com uma ou mais dimensdes inferiores a 100 nm (Cardoso et al., 2012). As
vantagens dos biomateriais nanoestruturados residem no seu pequeno tamanho, na sua alta
porosidade e elevada area de superficie. Esta aumenta a adsorcdo das proteinas adesivas que
medeiam as interagdes entre a célula e a superficie do material (Zhang e Webster, 2009;
Chiara et al., 2012).

Substitutos 6sseos de materiais nanoestruturados podem aumentar a atividade e a
proliferacdo das células 6sseas de modo mais eficiente, de forma a estimular o crescimento

0sseo, em comparagdo com materiais convencionais (figura 6) (Zhang e Webster, 2009).
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Figura 6: llustracdo esquematica do mecanismo pelo qual 0s nanomateriais podem ser superiores aos materiais
convencionais na regeneracao 0ssea; a) Adsorcao imediata das proteinas ao material; b) Ligacdo dos osteoblastos
e proliferacdo; c) Diferenciacdo dos osteoblastos e remodelagdo 6ssea. Adaptado de (Zhang e Webster, 2009).
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As nanoparticulas de materiais ceramicos, especialmente as nanoparticulas de
hidroxiapatite (nano-HAp), sdo dos materiais com maior potencialidade de aplicacdo, devido
as vantagens previamente enumeradas, bem como pela sua capacidade de promoverem a
mineralizacdo da matriz extracelular, no microambiente ésseo (Zhang e Webster, 2009).

No entanto, estudos recentes tém demonstrado que as nanoparticulas de hidroxiapatite
poderdo apresentar alguma biotoxicidade, que podera estar relacionada com o diametro das
particulas, a dose de exposicdo e 0 modo de contacto, sendo no entanto, na maioria dos casos,
desconhecida a razao da sua toxicidade (Abdel-Gawad e Awwad, 2010; Cardoso et al., 2012).
O destino final das nanoparticulas dentro do organismo é ainda desconhecido, como tal, €
crucial a sua avaliacdo antes do seu uso em aplica¢des clinicas (Motskin et al., 2009).

1.2.2 Resposta biologica aos biomateriais

O processo de implantagdo assim como a presenca permanente de um biomaterial,
uma protese ou um dispositivo médico resulta na lesdo dos tecidos ou érgdos nos quais estes
sdo implantados (Anderson, 2001; Onuki et al., 2008). Apds a lesdo ocorre uma sequéncia de
reacOes do hospedeiro que incluem as interagfes sangue-material, a formacdo da matriz
provisoria, a inflamacdo aguda, a inflamagdo cronica, o desenvolvimento do tecido de
granulacdo, a reacdo ao corpo estranho e a fibrose/desenvolvimento da capsula fibrosa (figura
7) (Anderson, 2001; Anderson et al., 2008).

Célula gigante de corpo estranho
e

}"ilg_rp_l_:l lasto

'I _- t J. L ]
o &y l.i‘-: Vaso sanguineo lesionado
m] =

(a)

Vaso sanguineo intacto
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Figura 7: Etapas da reacdo ao corpo estranho (FB): (a) adsorcéo das proteinas do sangue e do fluido tecidular;
(b) migracdo de leucdcitos; (c) proliferacdo de macréfagos e fibroblastos; (d) formacdo da céapsula fibrosa.
Adaptado de (Fournier et al., 2003).
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As interacBes sangue-material sdo inevitavelmente criadas apds a implantacdo do
material. Ocorre assim uma adsor¢do ndo especifica de proteinas do sangue e do fluido
tecidular sobre toda a superficie do material implantado (Fournier et al., 2003; Morais et al.,
2010; Anderson e McNally, 2011).

A formacdo da matriz provisoria no local do implante é desencadeada apoés a leséo
do tecido vascularizado aquando do implante. Esta matriz consiste em fibrina, produzida pela
ativacdo dos sistemas de coagulacdo e trombose, e produtos inflamatérios, resultantes da
ativacdo sistema complemento, ativacdo plaquetéria, e recrutamento e ativacdo de células
endoteliais e da resposta imunoldgica (Anderson, 2001; Ratner et al., 2004). Durante a
formacdo desta rede, as plaquetas ativadas libertam o fator 4 plaquetario, o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento de transformacdo
(TGF-B), que contribuem para o recrutamento de fibroblastos, essenciais para o processo de
reparacao (Anderson, 2001). Foi demonstrado que a fibrina, 0 maior componente da matriz
provisoria, desempenha um papel chave no desenvolvimento da neovascularizagdo
(Anderson, 2001).

A inflamacéo €, geralmente, definida como a reacdo do tecido vivo vascularizado a
uma lesdo local. A inflamacdo permite que ocorram uma série de processos que podem
cicatrizar e reconstituir o local do implante através da substituicdo do tecido lesionado pela
regeneracdo das células parenquimatosas nativas, formacdo de tecido cicatrizado
fibroblastico, ou uma combinagdo dos dois processos (Anderson, 2001; Ratner et al., 2004).
Existe uma série de fatores quimicos libertados a partir do plasma, das células ou do tecido
lesionado que medeiam a resposta inflamatoria (Anderson, 2001; Ratner et al., 2004). O tipo
de células predominantemente presentes na resposta inflamatdria varia com a idade da lesao
(figura 8). Em geral, os neutréfilos predominam durante os primeiros dias ap6s a lesdo sendo
depois substituidos, maioritariamente, por monadcitos, que rapidamente se diferenciam em
macrofagos, as principais células responsaveis pela cicatrizagdo normal na reacdo ao corpo
estranho (Anderson, 2001).
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Figura 8: Variagdo temporal na resposta inflamatéria aguda, resposta inflamatéria cronica e desenvolvimento do
tecido de granulagéo a biomateriais implantados. Adaptado de (Anderson, 2001).

O tamanho, a forma e as propriedades quimicas e fisicas do biomaterial podem ser
responsaveis por variagdes na intensidade e duracéo do processo inflamatério ou cicatrizagéo
das lesdes. Assim, a intensidade e/ou tempo de duracdo da reacdo inflamatoria pode modular
a biocompatibilidade de um biomaterial (Ratner et al., 2004).

No ambito do processo inflamatério, o controlo rigoroso do seu inicio e término séo
cruciais. Este controlo é mediado, maioritariamente, por proteinas solGveis, como as citocinas
e os fatores de crescimento, que atuam entre as células inflamatdrias e as células nao
hematopoiéticas, tais como os fibroblastos e as células endoteliais vasculares, no interior do
tecido lesado (Villarreal et al., 2001).

A resposta inflamatdria aguda, no caso dos biomateriais e dependendo da extensao
da leséo e do local do implante, tem uma duracéo relativamente curta, normalmente menos de
uma semana, e inicia-se alguns minutos, ou no maximo, algumas horas ap6s a leséo
(Anderson, 2001; Villarreal et al., 2001; Anderson et al., 2008; Onuki et al., 2008;
Boccafoschi et al., 2012). Este tipo de inflamagcdo tem como caracteristicas principais a
exsudacdo de fluidos e proteinas plasméaticas (edema) e a migracdo de leucocitos
polimorfonucleares (PMNSs), predominantemente neutrofilos e, em menor grau, eosinéfilos
(Anderson, 2001; Ratner et al., 2004; Onuki et al., 2008; Anderson e McNally, 2011;
Boccafoschi et al., 2012). O principal papel dos neutréfilos na inflamacdo aguda é a
fagocitose de microrganismos e materiais estranhos. No processo de fagocitose os neutrdfilos

reconhecem o agente estranho, ligam-se a ele e envolvem-no de modo a proceder a sua morte
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ou degradacdo. No caso dos biomateriais o processo de envolvéncia e degradagdo nem sempre
ocorre, tudo depende das propriedades do biomaterial (Anderson, 2001; Ratner et al., 2004).
Existe uma variedade de fatores que colaboram na migracao dos leucdcitos da circulacdo para
0 local da lesdo. Para além das alteracGes no fluxo sanguineo e o aumento da permeabilidade
vascular, as células endoteliais promovem a localizacdo e retengdo dos leucdcitos pela
expressdo de moléculas de adeséao e agentes quimiotaticos (Villarreal et al., 2001).

Em geral, a resposta inflamatdria cronica é caraterizada pela presenca de monacitos,
macrofagos, e linfocitos, com a proliferacdo de vasos sanguineos e tecido conjuntivo que
reestruturam a &rea lesada. Este tipo de resposta é proveniente da persisténcia de estimulos
inflamatorios, tais como a presenca permanente de um corpo estranho. Histologicamente a
resposta inflamatoria cronica € menos uniforme que a aguda (Anderson, 2001; Ratner et al.,
2004; Anderson et al., 2008; Onuki et al., 2008; Morais et al., 2010; Anderson e McNally,
2011; Boccafoschi et al., 2012). A resposta inflamatdria cronica produzida pelos biomateriais
tanto pode ser provocada pelas suas propriedades fisicas e quimicas, quanto pelo movimento
dos mesmos no local do implante. Esta resposta é confinada ao local do implante (Anderson,
2001; Ratner et al., 2004). Devido ao elevado nimero de produtos biologicamente ativos que
produzem, os macréfagos sdo provavelmente as células mais importantes da inflamacédo
cronica (Anderson, 2001). As classes mais importantes de produtos produzidos pelos
macrofagos incluem as proteases neutras, os fatores quimiotaticos, os metabolitos do &cido
araquidénico e de oxigénio reativo, os componentes do complemento, os fatores de
coagulacdo, os fatores promotores de crescimento e as citocinas (Anderson, 2001). Nas
situacBes em que as células macrofagicas sdo incapazes de fagocitar o material, fundem-se
originando células gigantes multinucleadas, as células gigantes de corpo estranho (FBGC)
(Fournier et al., 2003; Boccafoschi et al., 2012).

A formacdo do tecido de granulacédo, é caraterizada pela formacdo de novos vasos
sanguineos (angiogénese), por células endoteliais vasculares e pela producdo de matriz extra-
celular por mondcitos, macrofagos e fibroblastos no local do implante (Anderson, 2001;
Ratner et al., 2004; Boccafoschi et al., 2012). Os fibroblastos sdo 0s responsaveis pela sintese
de proteoglicanos, que predominam numa fase inicial, e de colagénio, predominante numa
fase posterior, especialmente o colagénio tipo I que constitui a capsula fibrosa (Anderson,
2001; Fournier et al., 2003; Anderson e McNally, 2011). Dependendo da extensdo da lesao, o
tecido de granulagdo pode ser observado trés a cinco dias apds o implante do biomaterial

(Anderson, 2001; Ratner et al., 2004). O tecido de granulacdo apenas se forma quando ha
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perda ou perturbacdo da arquitetura do tecido, de tal modo, que o processo de cicatriza¢cdo ndo
possa restaurar completamente a area lesada (Anderson e McNally, 2011)

A reacdo ao corpo estranho (FBR) é composta por células gigantes do corpo
estranho e os componentes do tecido de granulacdo (como por exemplo; os macrofagos, os
fibroblastos, e os capilares em quantidades variaveis, dependendo da forma e da topografia do
material implantado) (Anderson, 2001; Ratner et al., 2004; Anderson e McNally, 2011). O
grau e a extensao desta reacdo dependem das propriedades do dispositivo, tais como: a forma,
0 tamanho, a quimica e a rugosidade da superficie, a morfologia, a porosidade, a composic¢éo,
as questdes de esterilidade, a duracéo do contato e a degradacéo (Onuki et al., 2008; Morais et
al., 2010; Boccafoschi et al., 2012). Em geral, os biomateriais de superficie lisa ou plana
exibem uma fina camada de macréfagos com fibrose, em comparacdo com biomateriais de
elevada rugosidade e biomateriais porosos, que apresentam maior nimero de macrofagos e
FBGC (Anderson e McNally, 2011).

Em geral, a fibrose/desenvolvimento da cépsula fibrosa é a etapa final da reparacéo
de uma lesdo provocada pelo implante de um biomaterial (Anderson, 2001; Ratner et al.,
2004; Boccafoschi et al., 2012). Esta capsula, como ja foi referido anteriormente, é
constituida por colagénio e proteoglicanos. Embora esta capsula ndo signifique um estado de
ndo biocompatibilidade, a sua presenca é altamente indesejavel, uma vez que dificulta o
fornecimento de oxigénio e nutrientes para as células encapsuladas (Fournier et al., 2003;
Morais et al., 2010).

Os fatores locais e sistémicos podem intervir na resposta de reparacdo de lesdes
provocadas por biomateriais ou implantes. Os fatores locais incluem o local do implante, o
adequado suprimento do fluxo sanguineo e o potencial da infecdo. Os fatores sistémicos
incluem a nutricdo, distdrbios hematoldgicos e imunoldgicos e doencas pré-existentes como a

aterosclerose e a diabetes (Anderson, 2001).

1.3 Diabetes

A prevaléncia mundial de diabetes mellitus aumentou drasticamente nas Gltimas duas
décadas, passando de aproximadamente 30 milhGes de casos em 1985 para 177 milhGes em
2000. Para 2030 prevé-se a existéncia de mais de 360 milhdes de individuos com diabetes
(Fauci et al., 2009).
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A diabetes mellitus engloba um grupo de doencas caracterizada por uma hiperglicemia
plasmética provocada: pela deficiéncia da producdo de insulina e/ou da a¢do da insulina
(Kuzuya et al., 2002; Fauci et al., 2009; Association, 2011). Das mdltiplas causas que estdo na
origem da diabetes os fatores genéticos e ambientais (sedentarismo, obesidade, dieta
hipercaldrica) sdo os que apresentam um papel mais relevante na sua etiologia (Duarte, 2002;
Kuzuya et al., 2002). Pacientes com hiperglicemia ligeira podem ser assintomaticos enquanto
pacientes com uma evidente hiperglicemia apresentam como sintomas: a poliuria, a polidipsia
e a perda de peso muitas vezes acompanhada de polifagia e visao turva (Kuzuya et al., 2002;
Association, 2011; Subramani et al., 2012). Em casos extremos de hiperglicemia podem
ocorrer a cetoacidose ou a hiperglicemia-hiperosmolar que se ndo forem tratadas de uma
forma adequada podem conduzir ao coma ou até mesmo a morte. Esta acidez do sangue, a
cetoacidose, é resultante da formacdo de corpos cetonicos, compostos quimicos toxicos,
provenientes da decomposicdo das células gordas. A diabetes acelera e agrava a ocorréncia da
arteriosclerose, aumentando o risco da ocorréncia de enfartes do miocéardio e cerebrais, sendo
estas complicacdes as principais causas de morbilidade e mortalidade em pacientes diabéticos
(Kuzuya et al., 2002; Altman et al., SD).

1.3.1 Tipos de diabetes

Segundo a sua etiologia a diabetes pode ser classificada em diabetes tipo 1, diabetes
tipo 2, diabetes gestacional e outros tipos especificos que incluem defeitos genéticos das
células B e defeitos genéticos da acdo da insulina entre outros. Embora exista esta diversidade
de tipos de diabetes, atualmente, os dois principais tipos de diabetes séo a diabetes tipo 1 e a
diabetes tipo 2. Cerca de 85 a 90% dos pacientes com diabetes tem diabetes tipo 2 e apenas 5
a 10 % tem diabetes tipo 1(Kuzuya et al., 2002; Chatzigeorgiou et al., 2009). Apesar de se
verificar um aumento de ambos os tipos de diabetes, devido ao aumento da obesidade e
sedentarismo, tem-se verificado um aumento mais rapido do tipo 2 (Fauci et al., 2009). Ainda
que a etiopatogenia dos dois tipos de diabetes seja diferente, ambos o0s tipos estdo
relacionados com caracteristicas geneticas do individuo sendo a carga deste fator muito
superior na diabetes tipo 2 (Duarte, 2002; Association, 2011).

A diabetes tipo 1 é caracterizada por uma deficiéncia absoluta de insulina devida, na
sua maioria, a destrui¢do autoimune das células B pancreéticas, que sdo mais numerosas nos

ilhéus de Langerhans, embora também possa ser provocada pela perda de tecido pancreatico
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(Duarte, 2002; Kidambi e Patel, 2008; Association, 2011; King, 2012). Esta destruicdo
irreversivel das células B provoca uma insuficiente insulino-secre¢do, sendo indispenséavel a
insulinoterapia para a sobrevivéncia do paciente (Duarte, 2002; Altman et al., SD). Os
marcadores de destruicdo imunolodgica das células B podem ser os autoanticorpos das células
de ilhéus, os autoanticorpos para a insulina, os autoanticorpos do &cido glutdmico
descarboxilase (GAD), e os autoanticorpos para a tirosina fosfatase 1A-2 e IA-2p. Dos
individuos em que a hiperglicemia de jejum € inicialmente detetada, 85-90% apresentam um
ou mais destes autoanticorpos (Chatzigeorgiou et al., 2009; Kirsten et al., 2010; Association,
2011). Apesar deste tipo de diabetes ser mais comum em individuos com menos de 30 anos
de idade, o processo auto-imune destrutivo das células  pode instalar-se em qualquer idade
(Fauci et al., 2009; King, 2012; Altman et al.,, SD). A taxa de destrui¢do das células P
pancreaticas pode ser muito variavel, podendo ser rapida em pacientes mais jovens, como 0S
bebés e as criangas e lenta em adultos. Normalmente, em criangas e adolescentes a primeira
manifestacdo da doencga é a cetoacidose. Os adultos podem manter os niveis residuais de
funcao das células B prevenindo assim o aparecimento da cetoacidose por alguns anos
(Association, 2011). Pacientes com este tipo de diabetes apresentam uma maior
suscetibilidade para desenvolver complicagfes microvasculares e macrovasculares (Kidambi
e Patel, 2008).

A diabetes tipo 2 caracteriza-se por uma combina¢do da diminuicdo da secrecdo de
insulina e diminuicdo da sensibilidade a insulina. Para que se possa confirmar o diagndstico
da diabetes tipo 2 é necessario que ambas as condicGes estejam presentes (Kuzuya et al.,
2002; Association, 2011). Existem inumeras e complexas causas de resisténcia a acdo de
insulina entre elas destacam-se: a produgdo de insulina anormal pelas células B, a circulagdo
de antagonistas da insulina e os defeitos nas células alvo (Duarte, 2002). Numa fase inicial da
doenca e mesmo ao longo da sua vida, muitas vezes, 0s pacientes ndo necessitam de
tratamento com insulina para sobreviverem. Alguns pacientes conseguem obter um controlo
glicémico adequado apenas com alteracdes no estilo de vida, tais como a perda de peso e a
pratica de exercicio fisico (Kidambi e Patel, 2008; Association, 2011). A diabetes tipo 2 é
mais frequente a partir dos 30 anos de idade mas recentemente tem aparecido em criangas e
adolescentes, devido ao aumento da obesidade (King, 2012; Altman et al., SD). Os pacientes
que apresentam este tipo de diabetes sdo por norma obesos o que potencia o desenvolvimento
de algum grau de resisténcia a insulina. Espontaneamente estes pacientes ndo apresentam
cetoacidose, mas quando presente ela esta, normalmente, associada a outras patologias como

infecdes (Kuzuya et al., 2002; Association, 2011).
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1.3.2 Regulagéo do metabolismo da glucose

Existem multiplos fatores que regulam o nivel de glucose no sangue, entre estes
fatores destacam-se como reguladores chave: a insulina e o glucagon, duas hormonas
produzidas nos ilhéus de Langerhans (Duarte, 2002; Layden et al., 2010). A producdo de
glucose no figado é também regulada por estas duas hormonas, o glucagon ativa o processo,
quer por degradacdo do glicogénio em glucose quer por sintese de novo da glucose, ja a
insulina suprime-o bloqueando a nivel hepatico a neoglicogénese (figura 9) (Duarte, 2002)
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Figura 9: Regulacédo da glicemia pelo pancreas e figado. A-Glucagon, B-Insulina. Adaptado de (Duarte, 2002).

Para promover a libertacdo de insulina as células B pancreaticas captam a glucose
através do transportador de glucose GLUT?2 presente na sua membrana. A metabolizacdo da
glucose no interior das células f conduz ao aumento da producdo de ATP, que por sua vez,
aumenta a razdo de ATP/ADP. O aumento desta razdo provoca o fecho dos canais de potassio
(K) na membrana das células e subsequente despolarizacdo da célula. O fecho dos canais de K
e a despolarizacdo celular permite que haja a abertura dos canais de célcio e consequente
fluxo de calcio para o interior das células. Esta acumulacdo de calcio provoca a secre¢do de
insulina para a corrente sanguinea (figura 10) (Duarte, 2002; Layden et al., 2010; Skelin et al.,
2010). A insulina libertada vai atuar sobre as células de uma variedade de tecidos,

nomeadamente do figado, musculo e adipdcitos.
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Figura 10: Mecanismo de produgdo de insulina nas células B pancreaticas. O aumento da glucose intracelular
conduz ao aumento da producdo de ATP, e de um aumento da razdo ATP/ADP (1), o aumento da razdo de
ATP/ADP leva ao fecho dos canais de potéssio (K) e despolarizacdo da célula (2), com a despolarizagdo da
célula ha abertura dos canais de célcio (3) que levam a secrecdo de insulina (4). Adaptado de (Layden et al.,
2010).

1.3.3 Fisiopatologia da diabetes mellitus

A diabetes tipo 1 € uma das doencas autoimunes mais comuns, resultante da destruicdo
das células B produtoras de insulina (Culina et al., 2013). Embora a etiologia da diabetes tipo
1 seja extensamente estudada, os mecanismos envolvidos na iniciagdo e progressdo da
destruigdo autoimune das células B ainda ndo estdo totalmente elucidados (Yoon e Jun, 2005;
Culina et al., 2013). No entanto, o papel de varias células do sistema imunoldgico envolvidas
neste processo parece estar esclarecido, nomeadamente dos linfécitos T (CD4" e CD8"),
linfocitos B, auto-antigénios das células B, macréfagos e células dendriticas (Yoon e Jun,
2005). Tem sido proposto que as células B apoptoticas possivelmente participam na iniciacao
da resposta autoimune, particularmente na apresentacdo do auto-antigénio (Vega-Monroy e
Fernandez-Mejia, 2011). Nos ilhéus pancreaticos 0s auto-antigénios das células  ativam as
células apresentadoras de antigénio. Estas células por sua vez v&o ativar as células T CD4"
auto-reativas no sistema linfoide periférico (Yoon e Jun, 2005; Vega-Monroy e Fernandez-
Mejia, 2011). Estas células T CD4" auto-reativas sio ativadas e segregam citocinas, as quais
podem ativar as células T CD8" citotoxicas especificas das células B. As células T ativadas
séo recrutadas para os ilhéus pancreaticos onde produzem citocinas inflamatdrias, que ativam
ainda mais macrofagos e outras células T que contribuem para a destrui¢ao das células P
(Yoon e Jun, 2005; Culina et al., 2013). A ativacao dos fatores de transcrigdo NFkf ¢ STAT-

1, pelas citocinas inflamatdrias, conduzem a uma diminuicdo da expressdo da PDX1 e dos
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GLUT2, levando a uma insuficiente producgéo e secrecdo de insulina. A ativagdo dos fatores
de transcri¢ao NFkf e STAT-1 também desencadeia stress do reticulo endoplasmético (RE),
processos apoptoticos e libertacdo de citocinas (IL1P e o IFNy) pelas células B, conduzindo
assim a um ciclo vicioso de inflamacdo/destruicdo das células B, que mantém e,
eventualmente, amplificam o ataque autoimune (figura 11) (Vega-Monroy e Fernandez-Mejia,
2011)

Ilhéns pancreaticos Célal g apresentadoras
/ de antizénio (APCs)
TNFu _ _ 0.7
B | L, h-\“. A

IFN O
nD 5 Células T naive
Antizénios e
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§reat,
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- Infectes virais . Citocinazs
- Citocinas & @ ILIE
Serer i RE 'E‘ Ny ° o Linfonodo pancreatico
- Stressdo RE = FNy @ [ ] INE
- orN
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Figura 11: Mecanismo de destrui¢do das células B produtoras de insulina na diabetes tipo 1. Adaptado de (Vega-
Monroy e Fernandez-Mejia, 2011).

1.3.4 Efeito da diabetes no metabolismo e reparacao/regeneracao 6ssea

A diabetes mellitus est4 associada a multiplas complicacdes que envolvem quase todos
0s tecidos do organismo, incluindo os ossos. Clinicamente e experimentalmente, tem sido
demostrado que esta patologia afeta o metabolismo e a remodelacdo d6ssea, bem como a
reparagdo do tecido dsseo lesado. Na clinica humana, muitas vezes a diabetes, é associada a

reducdo da massa 0ssea, a uma maior probabilidade de fraturas e a um atraso na recuperagdo
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das mesmas. Experimentalmente, animais diabéticos, apresentam uma cicatrizacdo demorada
e menor resisténcia mecanica, quando comparados com animais controlo (Funk et al., 2000;
Graves et al., 2011). O impacto da diabetes nos acontecimentos celulares da reparacdo das

fraturas encontram-se resumido na tabela 1 (Graves et al., 2011).

Tabela 1: Alteracdes provocadas pela diabetes na reparacdo de fraturas.Adaptado de (Graves et al., 2011).

Alteracdes a nivel estrutural Alteracdes a nivel molecular
* Reduzida formacdo 6ssea « Reduzida expressdo dos fatores de crescimento
* Reduzida formacdo de cartilagem « Reduzida expressao das proteinas da matriz
« Perda acelerada de cartilagem « Expressdo aumentada de genes pré-inflamatérios
* Reduzida vascularizacao e angiogenese « Expressdo aumentada de genes pré-apoptoéticos

« Expressdo aumentada de fatores pré-osteoclastogénicos

A osteopenia é uma das principais complicacGes em pacientes diabéticos e ocorre em
associacdo com a diabetes tipo 1. Pacientes com esta patologia apresentam alteracfes no
metabolismo e nas propriedades biomecanicas do tecido 6sseo (Santana et al., 2003; Parizi et
al., 2010). Parizi e seus colaboradores (2010), relatam que a presenca de diabetes retarda a
regeneracdo de lesdes dsseas e ainda que a hidroxiapatite tem um efeito positivo na
regeneracao dessas mesmas lesoes.

A diabetes também provoca alteraces na funcéo leucocitaria, debilitando o processo
inflamatério, o que acaba por comprometer o processo de cicatrizacdo, formacdo e
remodelagdo Ossea em pacientes diabéticos (Sakakura et al., 2005). A atividade dos
neutréfilos encontra-se alterada devido a diminuicdo da quimiotaxia, aderéncia, fagocitose e
destruicdo intracelular. Estas alteracfes sdo provocadas, em parte, pela hiperglicemia e
acumulacdo de AGEs (produtos finais de glicosilacdo avancgada), que provocam a ativagdo
continua dos leucdcitos polimorfonucleares, com ativacdo espontanea da cadeia oxidativa e
libertacdo de mieloperoxidase, elastase e outros elementos dos granulos neutrofilicos (Alba-
Loureiro et al., 2007; Alves et al., 2007).

1.3.5 Modelos animais de diabetes experimental

Os modelos animais de diabetes tém sido amplamente usados para a aumentar o

esclarecimento sobre esta doenga. A diabetes tipo 1 pode ser induzida cirurgicamente,
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quimicamente ou utilizando modelos experimentais de diabetes espontaneo (Etuk, 2010;
Kirsten et al., 2010). Embora a remogdo cirargica do pancreas seja um método eficaz, para
induzir diabetes, pelo menos 90-95% do péancreas deve ser removido (Abeeleh et al., 2009).
Além disso, esta técnica requer um elevado conhecimento técnico e adequado a cirurgia, para
além do elevado risco de infecdo dos animais (Etuk, 2010).

A inducdo quimica da diabetes, em animais experimentais, ocorre apos a destruicéo
quimica seletiva das células B pancreaticas (Kirsten et al., 2010; King, 2012). O aloxano e a
estreptozotocina (STZ) sé@o as substancias mais utilizadas para a indugdo quimica nos ratos,
murganhos e coelhos (Kirsten et al., 2010). Estes farmacos, que apresentam toxicidade
seletiva, sdo administrados em doses que dependem da espécie do animal, da via de
administracdo e do peso do animal (Etuk, 2010; Kirsten et al., 2010; Rohilla e Ali, 2012;
Sakata et al., 2012). Ambos os farmacos podem ser administrados por via parenteral
(intravenosa, intraperitonial ou subcutanea) (tabela 2) (Etuk, 2010; Rohilla e Ali, 2012).

A STZ é semelhante a glucose na medida em que é transportado pelo transportador de
glucose GLUTZ2, mas nédo é reconhecido pelos outros transportadores (Sakata et al., 2012). A
acdo intracelular da STZ provoca alteragdoes no DNA das células p conduzindo a sua
fragmentacédo (Szkudelski, 2001). A STZ pode ser administrada por dois métodos: uma Unica
administracdo ou multiplas administracfes com dose baixa (Szkudelski, 2001; King, 2012;
Sakata et al., 2012). Embora o método de administracdo Unica seja mais pratico, este método
é instavel em termos de condicdes diabéticas e causa a morte subita a cerca de 10% a 20% dos
animais devido a elevacdo de glucose no sangue e a toxicidade da STZ. Em contrapartida o
método de multiplas administracGes permite obter um estado de hiperglicemia, minorando a
mortalidade (Sakata et al., 2012).

O aloxano é um derivado da ureia que provoca a necrose seletiva das células f. Com
este agente, € possivel induzir diferentes graus da doenca, variando a dose de aloxano
utilizada (Etuk, 2010; Rohilla e Ali, 2012). A semelhanca de forma entre a glucose e o
aloxano, permite que esta Ultima seja facilmente transportada para o citosol pelo transportador
de glucose GLUT2 existente na membrana plasmatica das células B (King, 2012; Rohilla e
Ali, 2012). O aloxano provoca o aumento dos radicais livres oxigénio, que tém como alvo o
DNA dos ilhéus de Langerhans. Uma vez fragmentado o DNA as células f ficam mais

expostas a acdo do aloxano (Etuk, 2010).
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Tabela 2: Doses de STZ e aloxano administradas em roedores.

Espécie/ Quimico Dose Dose Unica/ Via de Referéncias
Estirpe (mg/Kg) Dose miltipla administracao
animal
Murganho STZ 95 Dose Unica i.p (Kim, 2012)
ICR — :
Aloxano 100 Dose Unica i.p (Yang et al., 2012)
Murganho STZ 150 Dose Unica i.p (Ulugol et al., 2012)
BALBI/c - . .
50 Dose maltipla i.p (Li et al., 2012)
(5 dias)
Aloxano 100 Dose Unica i.p (Yeap etal., 2012)
Rato STZ 40 Dose multipla i.p (Arambasic et al., 2012)
Wistar (5dias)
60 Dose Unica iv (Akbarzadeh et al., 2007)
Aloxano 42 Dose Unica iv (Claudino et al., 2007)
150 Dose Unica i.p (Akinola et al., 2012)
Rato STZ 65 Dose Unica i.p (Talbot et al., 2012; Tirgan et
Sprague- al., 2012)
Dawley . : o
50 Dose multipla iv (Pizzi et al., 2012)
(6 dias)
Aloxano 150 Dose Unica Subcuténea (Elgazar et al., 2013)
150 Dose Unica i.p (Osinubi et al., 2006)

Os ratos BB (Biobreading) e os murganhos NOD (Non Obese Diabetic) séo dois
excelentes modelos animais espontaneos para a diabetes tipo 1 sendo, de longe, 0os mais
utilizados (Chatzigeorgiou et al., 2009; Kirsten et al., 2010; King, 2012). O facto de os
murganhos NOD terem um genoma bem definido, maior quantidade de anticorpos
monoclonais para a analise de componentes do sistema imune e um custo razoavelmente
baixo, torna este modelo preferencial quando comparado com a utilizacéo de ratos (Kirsten et
al., 2010).
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Os murganhos NOD exibem autoimunidade espontanea que causa a diabetes através
da destruicdo das células produtoras de insulina, de forma semelhante a observada em
humanos (Kirsten et al., 2010). A destruicdo autoimune é caraterizada por insulite, isto &,
infiltrado leucocitario, composto predominantemente por células dendriticas, macrofagos e
células T (CD4" e CD8") e B, nos ilhéus de Langerhans (Chatzigeorgiou et al., 2009; Kirsten
et al., 2010). Neste modelo experimental, o inicio da diabetes € marcado por glicosuria
moderada e glicemia maior que 250mg/dl (Kirsten et al., 2010). Estes murganhos, tal como
acontece em humanos, tém a capacidade de desenvolver auto-anticorpos para a insulina, GAD
e tirosina fosfatase 1A-2 (Chatzigeorgiou et al., 2009). Os murganhos NOD possuem um
sistema imune que € estimulado pelos agentes patogénicos ambientais, esta estimulagdo leva
ao desenvolvimento de um sistema imune mais normal e menos suscetivel aos diabetes.
Assim, estes animais tém de ser alojados em condic@es livres de agentes patogénicos de modo
a expressarem o fenotipo da diabetes (Chatzigeorgiou et al., 2009; Kirsten et al., 2010).

Os ratos BB, tal como os murganhos NOD, desenvolvem diabetes autoimune
dependente das células T, que é também caracterizada por auto-anticorpos das células de
ilhéus e de GAD. No entanto, em contraste com 0s murganhos NOD, o fendmeno de insulite €

mais semelhante com o dos humanos (Chatzigeorgiou et al., 2009).
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2.0Dbjetivos

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a biocompatibilidade de uma suspensao
de nanoparticulas de hidroxiapatite (NanoXIM*HAp102®) em ratos diabéticos.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

e Inducdo e manutencdo de um modelo de diabetes experimental.

e Caracterizar a resposta bioldgica a implantacdo subcutdnea de nano-HAp,
recorrendo a analise histopatologica e hematologica.

e Auvaliar a toxicidade das nanoparticulas de hidroxiapatite no organismo,
nomeadamente nos rins e figado, com auxilio da andlise bioguimica da ureia e
creatinina, e das enzimas ALT (alanina aminotransferase) e FA (fosfatase

alcalina).
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3.Material e Métodos

3.1 Animais

Para a realizacdo deste trabalho experimental, foram utilizados 16 animais, da espécie
Rattus norvegicus, da estirpe Wistar, do sexo masculino e com 4 meses de idade e peso médio
de 395 g, adquiridos a empresa Harlan-Interfauna (Barcelona, Espanha).

O estudo foi iniciado apos a realizacdo de um periodo de 1 semana de quarentena, de
modo a que os animais se adaptassem as condic¢Oes experimentais.

A metodologia deste trabalho foi aprovada pela Direcdo Geral de Alimentacdo e
Veterinaria (DGAV). Todos os procedimentos experimentais foram executados de acordo

com a diretiva Europeia 2010/63/UE, sobre a protecdo do uso de animais de experimentacéo.

3.2 Nanohidroxiapatite

A nanohidroxiapatite (NanoXIM*HAp102®) avaliada neste estudo, foi obtida por
tecnologia NETmIix® pela empresa portuguesa Fluidinova, Engenharia de Fluidos S.A. Este é
um produto sintético de hidroxiapatite nanocristalina com elevada pureza sob a forma de
pasta em 15 % (peso/volume) de agua pura, e com uma relacdo estequiométrica de Ca / P
igual a 1,67 + 1%. As nanoparticulas que constituem a NanoXIM<HAp102® tém um tamanho
tipicamente menor que 100 nm, conforme determinada pela microscopia eletronica de
transmissdo (TEM). Antes da sua utilizacdo, in vivo, a nano-HAp foi submetida a esterilizacéo

por radiacdo gama.

3.3 Condigdes experimentais

3.3.1 Alojamento
Os animais foram distribuidos, ao acaso, por 4 grupos e colocados em gaiolas de
policarbonato com superficies lisas, adequadas a sua espécie. Todos o0s animais foram

marcados, numericamente, na cauda, utilizando-se para esse fim uma caneta Faber-Castell
(OHP-CD Plus 1513 permanent) (figura 12).
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dddde

Figura 12: Esquema da marcacdo numérica na cauda dos animais.

Para revestir a gaiola utilizou-se uma cama de carolo de milho, guardada em local seco
e fora do alcance de possiveis contaminacGes. As gaiolas foram devidamente identificadas e
enriquecidas a nivel ambiental, com tubos de PVC.

Os animais permaneceram alojados, durante todo o tempo de experiéncia, no biotério
do Hospital Veterindrio da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD) com
condigdes padronizadas de luminosidade (12h de luz e 12h de escuro) e climatizacgéo, sendo a
humidade 55+5%, a temperatura 22+2°C e a renovacdo do ar de 10 a 20 ventilagdes por hora.

A limpeza das gaiolas e a substituicdo das camas foi efetuada uma vez por semana nos
grupos controlo e trés vezes por semana nos grupos diabéticos, uma vez que estes excretavam

maior quantidade de urina.

3.3.2 Alimentacéo

A 4gua e a dieta foram disponibilizadas ad libitum para todos os grupos. Utilizou-se
agua corrente do sistema de abastecimento municipal. A dieta fornecida aos animais foi uma
dieta standard em forma de pellets, para roedores (Mucedola, Itdlia), com a seguinte
constituicdo: trigo, milho, extrato de soja tostado, gliten de milho, palha de trigo, farinha de
peixe, farinha de luzerna, carbonato de calcio, cloreto de sddio, soro de leite em po, dleo de
soja, leveduras e peles de aveld. Esta dieta tem ainda na sua constituicdo aditivos nutricionais,

nomeadamente vitamina A e D3, ferro, manganés, zinco, cobre, iodo e cobalto.
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3.4 Protocolo experimental

Inicialmente os 16 animais foram divididos ao caso por 4 grupos, dois grupos com 3
animais e outros dois com 5 animais de acordo com o protocolo experimental apresentado na
figura 13. Os animais do grupo 2 e 4 foram sujeitos a inducéo da diabetes com STZ.

Duas semanas apo6s a inducdo da diabetes, foi realizada a implantacdo subcuténea da
nanohidroxiapatite (nanoXIMsHAp102®, Fluidinova, Portugal) nos animais de todos os
grupos.

Decorridos os periodos experimentais, dependentes do grupo, as 48 horas e 3 semanas,

0s animais foram sacrificados e submetidos a uma necropsia cuidadosa.

0 1 2 3en, 4 3 6
I Semanas

Grupo 1:(CTR 48h) | | [ ] | ] Quarentena

(3) (3)

Indugdo da diabetes

Grupo 2- (DIAB 48h) | | ] ;

(5) (3) . Implanta¢do danano-HAp
Grupo 3:(CTR 3s) |{3} ! . {.3} B sacrificio dos animais
Grupo 4-(DIAB 3s) | . . () Nimero de animais

(5) {5)

Figura 13: Cronograma do protocolo experimental.

3.5 Procedimentos experimentais

3.5.1 Inducéo da diabetes

Todos os animais dos grupos 2 e 4 foram submetidos a inducéo da diabetes com uma
Unica administracdo de STZ (Sigma) por via intraperitonial. O STZ foi preparado numa

concentracdo de 55 mg/Kg em tampao citrato 0,1M (pH 4,5).

3.5.2 Pesagens dos animais e da alimentacéo

Foram realizadas pesagens semanais e individuais do peso corporal de todos os
animais. O consumo de agua e de comida dos grupos controlo foram registados uma vez por

semana enquanto o consumo dos grupos diabéticos foram registados trés vezes por semana.
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Estes dados visam verificar possiveis variagdes quer a nivel de peso, quer a nivel de consumo

de comida e &gua. Para estas pesagens utilizou-se uma balanca METTLER PM 4000.

3.5.3 Medicao dos niveis séricos de glucose

Uma semana apods a inducdo da diabetes dos grupos 2 e 4, mediram-se os valores de
glucose no sangue de todos os animais desses mesmos grupos. Para este procedimento, foi
realizado um pequeno corte nas caudas dos ratos, de modo a obter uma gota de sangue que foi
colocada numa tira de glicemia (Precision Xtra plus®) e levada ao aparelho medidor de
glucose (Precision Xceed®).

Foram considerados diabéticos todos os animais que apresentavam um valor de

glicemia acima de 200 mg/dl.

3.5.4 Cirurgia para implantacdo subcutaneo da nano-HAp

3.5.4.1 Anestesia

Os animais foram pesados, individualmente, na balanca METTLER PM 4000, de
modo a calcular a dose de anestésico a administrar. Em seguida foi administrada, por via
intraperitonial uma solugcdo combinada por dois agentes anestésicos, 90 mg/Kg Ketamina
(Imalgene 1000®) e 9 mg/Kg Xilazina (Rompum 2%®).

3.5.4.2 Procedimento cirdrgico

Na area dorsal dos animais, paralela a linha média dorsal, foi realizada a tricotomia, de
modo a expor a pele. Nesta zona foi realizada a assepsia com uma gaze embebida em solucao
de iodopovidona (Betadine®).

Os animais foram colocados, cuidadosamente, sobre uma mesa operatoria previamente
aquecida e mantida a temperatura adequada durante todo o processo cirurgico.

Com o auxilio de um bisturi com ldamina namero 15 foi realizada uma incisdo reta, ao
longo da linha média dorsal, com aproximadamente 1,5 cm de comprimento, expondo assim o
tecido subcuténeo (figura 14 A). Em seguida, foi realizado o desbridamento do espaco

subcutaneo de modo a formar uma bolsa para a colocacdo da nano-HAp (figura 14 B).
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Uma vez formada a bolsa, afastaram-se as margens da incisdo e introduziu-se no
espaco subcutaneo, aproximadamente a 1,5 cm de distancia da incisdo, 0,5 ml de suspensao
de nano-HAp (figura 14 C). Em cada animal foram introduzidas 3 amostras de nano-HAp e
uma amostra de soro fisioldgico que funciona como controlo (figura 14 D). A incisdo foi
suturada com fio de seda entrancado (Silkam® 4/0) e limpa com solugdo de iodopovidona
(Betadine®).

Figura 14: Algumas etapas do procedimento cirdrgico: A) Incisdo da regido dorsal; B) Desbridamento do
espaco subcutaneo; C) Implantagdo da nano-HAp; D) Esquema de implantacdo da nano-HAp (N) e do soro
fisioldgico (C).

3.5.4.3 Recobro/ recuperacéo da anestesia

Apbs a cirurgia, foi administrado o antibiético Amoxicilina (Clamoxyl®) 150 mg/Kg a
todos os animais. Colocou-se ainda sobre a sutura um penso em spray para feridas cirargicas
(Opsite Spray®). Os animais foram colocados em gaiolas limpas, sem cama, revestidas com
papel absorvente. Estas foram colocadas num local silencioso, com temperatura adequada, e
constante monitorizacdo da recuperacdo anestésica, tendo-se ainda o cuidado de alternar a
posicdo dos animais. Terminada a sua recuperacdo anestésica, os animais, foram transferidos

para as respetivas gaiolas padrao.
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3.5.5 Sacrificio dos animais e recolha das amostras

3.5.5.1 Sacrificio e colheita de sangue

Decorridos os periodos experimentais, os animais foram novamente anestesiados,
seguindo o procedimento ja descrito anteriormente, e sacrificados pelo método de
exsanguinacdo cardiaca. O sangue recolhido neste processo foi transferido para um tubo sem
anticoagulante (Eurotubo® Serum Separation, DeltalLab) para a realizacdo de anélise
bioguimicas, e 0 sangue para a realizacdo da hematologia foi transferido para tubos com
anticoagulante, o EDTA. Em seguida todos os tubos da avaliacdo bioquimica foram colocados
numa centrifuga Labofuge® onde foram submetidos a uma centrifugacdo de 3000 rpm durante

10 minutos.

3.5.5.2 Recolha de 6rgaos e da nano-HAp implantada

Apb6s o sacrificio dos animais, os &rgdos internos foram cuidadosamente
inspecionados e removidos. Posteriormente, o figado, o coragdo, os pulmdes, 0 baco, 0 rim
direito e o rim esquerdo foram pesados individualmente numa balanga KERN PLJ 750.

Na area dorsal dos animais foi realizada a tricotomia para facilitar a localizacdo da
nano-HAp por palpagdo. De seguida, realizaram-se incisbes com margens de seguranca, de
modo a ndo danificar as amostras, e retirou-se cuidadosamente o biomaterial com o tecido
adjacente.

Imediatamente apds a remocao do tecido com o biomaterial, este foi fixado e imerso

em solucdo de formol tamponado a 10% para a fixacao dos tecidos.

3.6 Métodos de analise

3.6.1 Anélise hematoldgica

Na analise hematologica efetuou-se, manualmente, a contagem total e diferencial dos

leucdcitos presentes nas amostras de sangue de todos os animais do protocolo experimental.
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3.6.1.1 Contagem total dos leucocitos

Para a contagem total de leucdcitos utilizou-se a cdmara de Neubauer. A diluicdo

utilizada foi de 1:20. Este procedimento envolveu 0s seguintes passos:

Homogeneizagdo do sangue;
Enchimento da pipeta diluidora de leucécitos com 0,5 ml de sangue;
Aspiracdo da solucdo de Turk, até perfazer 11 ml;

Agitacdo durante 5 minutos manualmente e 2 minutos no agitador;

o ~ w D P

Colocacéo na camara de Neubauer, tendo o cuidado de ndo colocar excesso de
sangue e evitando a formacéo de bolhas de ar;

6. Repouso da suspensdo para sedimentacdo, durante cerca de 5 minutos,

7. Contagem dos leucocitos num microscopio o6tico binocular (Olympus Optical
CO, LTP), com uma ampliacéo de 100X.

O numero total de leucdécitos foi determinado por contagem de todos os leucdcitos
existentes nos quatro quadrantes (marcados com L) da camara de Neubauer (figura 15 A),

aplicando a regra do L (figura 15 B), e calculado pela aplicacdo da seguinte formula:

LeucTotal (leucdcitos/mm?) =Total de leucécitos nos 4 quadrantes x 50

Figura 15: A) Esquema da camara de Neubauer para contagem total de leucocitos; B) Regra do L — Sistema de
contagem de células: as células que tocam a linha central tripla (representada pela linha grossa) da esquerda e
inferior sdo contadas. As células que tocam a linha superior ou a linha direita ndo sdo contadas. Adaptado de
(Viana, 2010).

33



Material e Métodos

3.6.1.2 Contagem diferencial de leucécitos

Para a contagem diferencial dos leucécitos recorreu-se ao esfregaco sanguineo, uma
vez que, esta contagem foi efetuada manualmente.

A realizacdo do esfregaco sanguineo envolveu o seguinte procedimento:

1. Colocou-se uma gota de sangue ligeiramente afastada das extremidades da
lamina (figura 16 A);

2. Pegou-se numa segunda lamina, e colocou-se sobre a primeira lamina, na
extremidade oposta & gota de sangue, formando um angulo de 45° (figura 16
A);

3. Com a segunda lamina realizou-se um ligeiro movimento para tras até encostar
na gota de sangue, permitindo assim, por capilaridade, uma difusdo uniforme
ao longo da borda da lamina (figura 16 B);

4. Em seguida, cuidadosamente, movimentou-se a lamina, num Unico movimento,
para a frente de modo a estender o sangue numa fina e uniforme camada
(figura 16 C);

5. Deixou-se secar todas as laminas durante 24 horas;

6. Seguidamente, as mesmas foram coradas utilizando-se a coloragédo de Diff-
Quick. As laminas foram mergulhadas cinco vezes em cada uma das trés
solucdes de corantes (azul claro, vermelho-alaranjado e azul violeta);

7. Adicionou-se adgua destilada tamponada e deixou-se atuar 3-5 minutos;

8. Lavou-se com agua destilada e por fim deixou-se secar os esfregacos na

posicao vertical.

— a7 g

Figura 16: Representacdo esquematica da realizacdo de um esfregaco sanguineo. Adaptado de (Baptista, 2011).

Para a contagem diferencial dos leucocitos, utilizou-se um microscopio otico binocular
com uma ampliacdo de 1000x (objetiva de imersdo de 100x) e um contador de células

manual. Foi realizada a contagem de 100 células brancas, sendo estas classificadas de acordo
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com as suas caracteristicas morfologicas e de coloragdo em linfdcitos, neutréfilos, mastocitos
e eosindfilos. Uma vez obtida a percentagem de cada grupo celular, estabeleceu-se a férmula
leucocitaria em funcgéo das contagens de leucdcitos totais, usando a seguinte formula, em que

Y € o nimero de células de cada grupo celular:

%Y X Leucdcitos totais

Y(células/ul) = 100

3.6.2 Analise bioquimica

Para a determinacdo dos valores séricos dos marcadores de uncdo renal, creatinina e
ureia, e das enzimas hepaticas FA e ALT, utilizaram-se Kits comerciais (Randox Laboratories
Limited, United Kingdom). Esta analise foi realizada no laboratorio de andlises clinicas do
hospital veterindrio da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. A concentracdo de
ureia e creatinina expressa em mg/dl, e a atividade da FA e ALT em UI/L foram estimadas

num aparelho RX Dayota Analyser.

3.6.3 Processamento das amostras e analise histoldgica

Apbs fixacdo, durante 24h, o material foi processado de acordo com o procedimento
de rotina para a microscopia de luz. Dos blocos de parafina foram realizados cortes de 2um de
espessura num micrétomo de rotacdo Leica® 20035. As preparacdes foram desparafinadas
em xilol, hidratadas numa série de alcoois de concentracao decrescente e coradas pelo método
convencional de Hematoxilina-Eosina, apds o qual se procedeu a avaliacdo histologica. Para a
identificacdo de depositos de sais de calcio nos tecidos foi efetuada a coloracdo histoquimica

de Von Kossa (anexo ).

3.6.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do programa informatico Statistical
Pachage for the Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, USA) versdo 20.0. Foram calculadas as
médias (X) e os desvios padrdo (DP) do peso corporal, do consumo de comida e dgua, do peso
dos 6rgdos de todos os grupos experimentais e dos parametros da analise bioquimica e
hematoldgica. Em primeiro lugar, realizou-se o teste de Levene, de forma a verificar a
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homogeneidade das variancias. Quando se observou uma homogeneidade de variancias
utilizou-se o teste de Bonferroni ou 0 ANOVA e quando verificada uma heterogeneidade das
variancias efetuou-se o teste de Games O’Well. Os valores obtidos foram considerados

estatisticamente significativos para valores de p<0,05.

3.7 Férmulas utilizadas
3.7.1 Taxa de sucesso de inducéo da diabetes

A taxa de sucesso de indugéo da diabetes foi calculada tendo em conta a relacdo entre
0 numero de animais que sobreviveram e que apresentaram um valor glicémico superior a 200

mg/dl (NAD) apo6s a administracdo de STZ e o numero total de animais nos quais foi
administrado STZ (NASTZ).

Equacéo 1: Formula matematica para o calculo da taxa de sucesso de indug&o da diabetes.

* 100

N
Taxa de sucesso de inducio da diabetes = NASTZ

3.7.2 Indice de perdas

No final da experiéncia calculou-se o indice de perdas (IP), ou seja, a percentagem de
animais que foram excluidos deste estudo.
Equacéo 2: Formula matematica para o calculo do indice de perdas.

n2 animais excluidos
= *

IP = 100

n? animais iniciais

3.7.3 Percentagem de peso ganho e indice de homogeneidade ponderal

Para cada grupo experimental foi calculado a percentagem de peso ganho (%PG)
tendo em conta o peso médio final (Pf) e o peso médio inicial (Pi) dos animais. Também foi
calculado para cada grupo o indice de homogeneidade ponderal (IHP), na qual se teve em
consideracdo o peso médio mais baixo (Pmb) e 0 peso médio mais alto (Pma) de todo o grupo

experimental.
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Equacdo 3: Formulas matematicas para o calculo da percentagem de peso ganho (%PG) e do indice de
homogeneidade ponderal (IHP).

Pf — Pi 2 x Pmb

Pma + Pmb

%PG = ( ) * 100 IHP =
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4.Resultados

Para analise dos resultados apenas serdo realizadas comparacdes entre os grupos CTR
48h e DIAB 48h, grupos CTR 3s e DIAB 3s, grupos CTR 48h e CTR 3s e grupos DIAB 48h e
DIAB 3s.

4.1 Taxa de sucesso da inducéo da diabetes, Glicemia e Indice de perdas

Durante o ensaio experimental foram excluidos do trabalho dois animais do grupo
DIAB 48h. Um dos animais morreu ap06s indugdo dos diabetes e o outro foi rejeitado por
apresentar um valor de glicemia inferior a 200 mg/dl. Assim, a nossa taxa de sucesso da
inducdo da diabetes foi de 80 % e 0 nosso indice de perdas total foi de 12,5 % (tabela 3). Os
animais do grupo DIAB 48h apresentaram um valor médio de glicemia de 397 mg/dl, e os do
grupo DIAB 3s de 365 mg/dl. Os valores de glicemia dos animais de ambos 0s grupos

controlo apresentaram valores < 125 mg/dl (tabela 3).

Tabela 3: indice de perdas e valores médios de glicemia.

Inicio da Inicio do Final do indice de perdas %  Valor médio
Grupo quarentena estudo estudo (IP %) de glicemia
n° de animais n° de animais n° de animais (mg/dl)
CTR 48h 3 3 3 0 <125
DIAB 48h 5 5 3 40 397
CTR 3s 3 3 3 0 <125
DIAB 3s 5 5 5 0 365

4.2 Variacgao do peso corporal
Pela analise do grafico da figura 17, verifica-se uma gradual perda de peso dos

animais dos grupos CTR 48h, DIAB 48h e DIAB 3s, enquanto o grupo CTR 3s sofreu um

ligeiro aumento de peso.
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Figura 17: Evolucdo do peso médio corporal dos animais de todos os grupos do protocolo experimental.
*Diferencas estatisticamente significativas do grupo CTR 3s (p < 0,01).

Para o periodo experimental de 48 horas, os animais de ambos 0s grupos perderam

peso, sendo essa perda mais significativa no grupo diabético (DIAB 48h). Em relacdo ao

periodo experimental de 3 semanas apenas se verificou uma perda acentuada de peso nos
animais diabéticos (DIAB 3s), enquanto o controlo (CTR 3s) sofreu um ligeiro aumento de

peso. Segundo os valores do IHP, verificou-se a elevada homogeneidade dos grupos, sendo

esta superior nos grupos controlo (tabela 4).

Tabela 4: Média do peso corporal inicial e final, diferenca de pesos, %PG (% de peso ganho) e IHP (indice de
homogeneidade ponderal) dos respetivos grupos.*- Diferenga estatisticamente significativo do grupo CTR 3s

(p<0,05).

Grupo (ndmero

- inicial (g)
de animais) (X) +DP
CTR 48h (3) 386+44,14

DIAB 48h (3) 385+62,29

CTR 35 (3) 398+25,15

DIAB 3s (5) 390+57,77

Peso corporal

Peso corporal

Final (g)
(X) +DP
374+48,52
322+16,17

417+32,05

296+38,18*

Diferenca de
pesos (g)

-12

19

%PG

-3,21

-19,57

4,56

-31,76

IHP

0,98

0,91

0,97

0,86
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4.3 Consumo médio de comida e de dgua

A tabela 5 expressa 0 resumo do consumo médio de dgua e comida para cada grupo
durante o periodo experimental. Relativamente ao consumo medio de comida, 0s animais
diabéticos (grupos DIAB 48h e DIAB 3s) consumiram mais comida que os animais nédo
diabéticos (grupos CTR 48h e CTR 3s), sendo que estes valores apenas sdo estatisticamente
significativos entre DIAB 48h e DIAB 3s (p<0,001). O consumo médio de &gua, tal como a
comida, também foi superior nos grupos diabéticos comparativamente com 0S grupos
controlo. Os valores sdo estatisticamente significativos entre os grupos CTR 48h e DIAB 48h
(p<0,001) e entre CTR 3s e DIAB 3s (p<0,001).

Tabela 5: Consumo médio de comida e 4gua consumida por rato por semana.*- Diferenga estatisticamente

significativa do grupo DIAB 48h (p<0,001). **- Diferencas estatisticamente significativas do grupo CTR 48h
(p<0,001).***- Diferenca estatisticamente significativa do grupo CTR 3s (p<0,001).

Grupo (n° animais) Comida(%rjg)ésemana) Agua (?)/Tr)aicgssmana)
CTR 48h (3) 142,39+17,12 215,63+13,48
DIAB 48h (3) 154,16+20,61 980,42+189,85"

CTR 3s (3) 163,91+10,91 230,19+25,23
DIAB 3s (5) 224,75+66,51" 1164,30+258,66

4.4 Peso dos 0rgaos

4.4.1 Peso absoluto dos 6rgaos

Analisando a tabela 6, que expressa as médias do peso absoluto dos 6rgéos, verificou-
se que o0 peso absoluto do rim direito e do rim esquerdo do grupo DIAB 48h sdo superiores
em comparacdo com o grupo CTR 48h. Comparando os grupos CTR 3s e DIAB 3s, este
ultimo apresenta um peso absoluto inferior, tanto para no rim direito como para 0 rim
esquerdo. Os valores de peso absoluto do figado sdo superiores nos grupos controlo (CTR 48h
e CTR 3s) comparativamente com os grupos diabéticos (DIAB 48h e DIAB 3s). Embora estes

valores ndo sejam estatisticamente significativos. Em relacdo ao peso dos pulmdes o valor €
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estatisticamente significativo entre os grupos CTR 48h e CTR 3s (p<0,01) e entre 0s grupos
CTR 3s e DIAB 3s (p<0,01). Para o bago, os valores sdo estatisticamente significativos entre
0s grupos CTR 48h e DIAB 48h (p<0,05) e os grupos CTR 3s e DIAB 3s (p<0,01).

Tabela 6: Médias do peso absoluto dos érgdos dos grupos experimentais.*- Diferenca estatisticamente
significativa do grupo CTR 48h (p<0,01). **- Diferengas estatisticamente significativas do grupo CTR 3s
(p<0,01).***- Diferengas estatisticamente significativas do grupo CTR 48h (p<0,05).

Grupos (n° animais)

CTR 48h (3) DIAB 48h (3) CTR 35 (3) DIAB 3s (5)
(X)xDP (X)xDP (X)xDP (X)xDP
Figado 12,11+1,50 11,37+0,98 13,79+1,61 10,07+1,34
Coracéo 1,06+0,16 0,94+0,04 1,13+0,10 0,85+0,12
Pulmaoes 1,43+0,18 1,52+0,03 1,85+0,05* 1,43+0,12**
Bago 0,73+0,07 0,52+0,08*** 0,75+0,06 0,54+0,05**
Direito 1,44+0,23 1,56+0,20 1,39+0,07 1,38+0,23
Rim
Esquerdo 1,39+0,13 1,48+0,21 1,32+0,08 1,28+0,21

4.4.2 Peso relativo dos érgaos

Na tabela 7 encontram-se expressos os resultados do peso médio relativo dos 6rgaos
recolhidos por cada grupo experimental. Verificou-se que apenas existem diferencas
estatisticamente significativas, quanto ao peso relativo do rim direito e do rim esquerdo, entre
0s grupos CTR 48h e DIAB 48h (p< 0,05) e ainda entre os grupos CTR 3s e DIAB 3s (p<
0,01). De uma forma geral, os restantes 0rgaos apresentaram maior peso relativo nos grupos

diabéticos, comparativamente com o respetivo grupo controlo.
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Tabela 7: Peso médio relativo dos érgdos dos grupos experimentais. *- Diferenca estatisticamente significativa
do grupo CTR 48h (p<0,05).** - Diferenca estatisticamente significativa do grupo CTR 3s (p<0,01).

Grupos (n° animais)

CTR 48h (3) DIAB 48h (3) CTR 3s (3) DIAB 3s (5)
(X)xDP (x107%) (X)xDP (x10%%) (X)xDP (x107%) (X)+DP (x107%)
Figado 3,190,16 3,52+0,13 3,3020,24 3,40+0,22
Coragéo 0,280,01 0,29+0,02 0,27+0,01 0,29+0,01
Pulmdes 0,3820,02 0,47%0,02 0,44%0,03 0,49+0,08
Baco 0,19+0,01 0,1620,02 0,18%0,03 0,18+0,01
Direito 0,3820,01 0,4820,04* 0,330,02 0,46+0,03**
Rim
Esquerdo 0,370,04 0,4620,04* 0,32%0,02 0,43+0,03**

4.5 Analise sérica da funcéo renal e hepatica

A concentracdo sérica dos marcadores da funcédo renal, ureia e creatinina, encontram-
se ligeiramente elevados nos animais diabéticos em comparagdo com os controlo (figura 18 A
e B). No entanto, quer para a ureia quer para a creatinina, estas diferencas de valor ndo sao

estatisticamente significativas,
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Figura 18: Concentracdo sérica dos marcadores de fun¢do renal: A)Ureia e B)Creatinina.

Os resultados relativos a analise da atividade das enzimas hepéaticas ALT e FA,
revelam que ambas as enzimas se encontram elevadas nos animais diabéticos
comparativamente com os ndo diabéticos. Estes valores sdo estatisticamente significativos
paraa ALT (p<0,05) e para a FA (p<0,01) entre os dois grupos, CTR e DIAB (figura 19).
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Figura 19: Atividade das enzimas hepaticas ALT e FA. *Diferencas estatisticamente significativas do grupo
CTR (p<0,05);**Diferengas estatisticamente significativas do grupo CTR (p<0,01).
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4.6 Avaliagdo da implantagao de nano-HAp
4.6.1 Avaliacdo macroscopica

Macroscopicamente, as 48 horas, observou-se, em ambos 0s grupos, a presenca de
pequenos nodulos das nanoparticulas de hidroxiapatite (figura 20 A e B). As 3 semanas,
observou-se um elevado grau de reabsor¢do das nano-HAp no grupo CTR 3s (figura 20 C)
comparativamente com o grupo DIAB 3s (figura 20 D). O tecido subcutaneo envolvente
apresentou ligeiro edema e hemorragia as 48h, ndo sendo observadas alteracdes

macroscopicas significativas as 3 semanas.

Figura 20: Imagens macroscoépicas do tecido subcutdneo com a nano-HAp implantada. Presenca de pequenos
n6dulos de nano-HAp (Circulos a preto) A) CTR 48h; B) DIAB 48h; C) CTR 3s; D) DIAB 3s.
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4.6.2 Andlise histopatoldgica

Na analise histopatoldgica avaliou-se qualitativamente o infiltrado inflamatério e os
tipos celulares presentes (tabela 8). Analisou-se ainda qualitativamente a fibrose, a
neovascularizacdo e a agregacdo de particulas de calcio nas nanoparticulas de hidroxiapatite, e
0 tecido adjacente tendo em conta a presenca ou auséncia de edema, mucinose, inflamacéao e
necrose muscular, hemorragia e desorganizacédo das fibras de colagénio (tabela 9).

Tabela 8: Caraterizacdo do infiltrado inflamatério e dos tipos celulares presentes na resposta biolégica a nano-
HAp (-Ausente; +Escasso; ++Moderado; +++Intenso; ++++ Severo).

Grupos Tipos celulares
Material Infiltrado
implantado inflamatorio

Neutrofilos  Linfocitos Mastdcitos Macrofagos IR
gigantes
Soro
CTR 48h  fisioldgico + - + + _ )
Nano-HAp
++/+++ ++/+++ ++/+++ + + -
Soro
DIAB N
48h fisiolégico + - +++ 4+ + )
Nano-HAp
++ ++ ++ + + -
Soro
CTR3s fisioldgico + - + + o )
Nano-HAp
++++ - ++ -1+ ++++ ++++
Soro
DIAB 3s  fisiol6gico + - + + o )
Nano-HAp
+++ - ++ -1+ ++ +++

No grupo CTR 48h, as amostras controlo apresentaram um infiltrado inflamatorio
escasso, caraterizado pela presenca de nimero reduzido de linfécitos e mastocitos (tabela 8 e
9). Neste grupo as amostras com implantacdo de nano-HAp, apresentaram um infiltrado
inflamatério moderado a intenso, composto maioritariamente, por neutréfilos e linfécitos,
sendo observados escassos mastocitos e macrofagos (tabela 8 e figura 21 A). As células

inflamatdrias localizaram-se em redor dos aglomerados de nano-HAp, estes de tamanho
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variavel, verificando-se degenerescéncia e necrose das células inflamatdrias nas areas centrais
do biomaterial. Observou-se tecido de granulacdo envolvente, caraterizado por proliferacédo de
fibroblastos e neovasos, associado a edema, mucinose, hemorragia e desorganizacdo das
fibras de colagénio (tabela 9). O tecido muscular exibiu areas de inflamacdo e necrose.
Através da coloracdo de Von Kossa comprovou-se a calcificagdo dos agregados de nano-HAp
(figura 21 C).

Figura 21: Reacdo do tecido 48 horas apds a implantagdo das nano-HAp: A) CTR 48h- Presenca de
aglomerados da nano-HAp, envolvidos por células inflamatérias. Objetiva de 10x. B) DIAB 48h- Presenca de
aglomerados de nano-HAp, envolvidos por células inflamatérias. Presenca de tecido de granulacdo. Objetiva de
10x. C) CTR 48h- Marcacdo positiva para a coloragdo de VVon Kossa, com evidéncia dos sais de célcio (a negro).
Obijetiva de 10x. * Regido das nano-HAp.

As amostras controlo do grupo DIAB 48h, exibiram um infiltrado inflamatério
escasso constituido maioritariamente por linfécitos e mastécitos. Estas amostras exibiram
ainda moderada neovascularizacdo e edema (tabela 8 e 9). Ja o infiltrado inflamatdrio
presente nas amostras com implante de nano-HAp, foi classificado como moderado, sendo
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este constituido predominantemente por neutréfilos e linfdcitos, localizados em redor dos
aglomerados do biomaterial, observando-se degenerescéncia e necrose central (tabela 8 e
figura 21 B). Em redor das nanoparticulas foi notoria a presenca de tecido de granulacéo,
sendo visivel edema, mucinose, hemorragia e desorganizacdo das fibras de colagénio. O
tecido muscular exibiu areas de necrose. Neste grupo o numero de agregados de nano-HAp
foi ligeiramente superior aos do grupo CTR 48h (tabela 9 e figura 21 B).

Figura 22: Reacdo do tecido 3 semanas apos o implante de nano-HAp: A) CTR 3s- Presenca de aglomerados de
nano-HAp envolvidos por fibrose. Objetiva 4x. B) CTR 3s- Presenca de infiltrado inflamatério constituido
maioritariamente por células gigantes e macrofagos. Objetiva 20x. C) DIAB 3s- Presenca de fibrose em redor
das nano-HAp, e de necrose e fibrina no centro do implante. Objetiva 4x. D) DIAB 3s- Presenca de aglomerados
de nano-HAp envolvidos por células inflamatérias, maioritariamente células gigantes. Objetiva 20x.

No grupo CTR 3s, as amostras controlo apresentaram um infiltrado inflamatério
escasso composto por linfocitos, mastocitos e macrofagos. Foi ainda visivel nesta amostra a
presenca de neovascularizagdo moderada (tabela 8 e 9). As amostras com implantacdo de
nano-HAp exibiram um infiltrado inflamatorio severo, constituido maioritariamente por
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macrofagos e células gigantes, apresentando também em menor quantidade linfocitos e
mastdcitos, localizados em redor dos aglomerados do biomaterial (tabela 8 e figura 22 B). Os
implantes apresentaram envolvimento por capsula do tecido conjuntivo, sendo visiveis alguns
neovasos. O tecido adjacente, apresentou mucinose e desorganizacao das fibras de colagénio.
O tecido muscular exibiu areas de inflamacéo e necrose. A agregagdo das nanoparticulas foi
superior a verificada nos grupos das 48 h (tabela 9 e figura 22 A).

As amostras controlo do grupo DIAB 3s, exibiram um infiltrado inflamatério escasso
composto por linfocitos, mastocitos e macréfagos. Estas amostras apresentaram ainda ligeira
neovascularizagédo e presenca de edema no tecido adjacente (tabela 8 e 9). Nas amostras com
implantacdo de nano-HAp, classificou-se o infiltrado inflamatorio como intenso, sendo a sua
constituicdo maioritariamente células gigantes, alguns macréfagos e linfécitos e em menor
guantidade mastocitos (tabela 8 e figura 22 D). Observou-se, em torno das nanoparticulas a
presenca de fibrose, sendo esta inferior a observada no grupo CTR 3s, associada a presenca de
escassos neovasos. No tecido adjacente apenas se detetou a desorganizacdo das fibras de
colagénio. No centro dos implantes de nano-HAp observou-se a presenca de fibrina e de
necrose (tabela 9 e figura 22 C e D). Este foi 0 grupo no qual se encontrou maior agregacao
das nanoparticulas de hidroxiapatite, quer em tamanho, quer em numero. Este facto foi
comprovado pela coloragcdo histoquimica de Von Kossa, que se revelou mais intensa

comparativamente aos grupos das 48h e ao grupo CTR 3s (figura 23 A e B).
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Figura 23: Marcagdo positiva para a coloracdo de Von Kossa, com evidéncia dos sais de célcio (a negro): A)
CTR 3s. Objetiva 10x; B) DIAB 3s. Objetiva 10x.
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Tabela 9: Caracterizacdo da fibrose, neovascularizacdo, agregagdo das nano-HAp, edema, mucinose, inflamacéo
e necrose muscular, hemorragia e desorganizacao das fibras de colagénio.

Grupos

CTR 48h DIAB 48h CTR 3s DIAB 3s

Soro Nano- Soro Nano- Soro Nano- Soro Nano-
fisiolégico HAp fisiolégico HAp fisioldgico HAp fisioldgico HAp

Fibrose = = = = = ++ = +++
Neovasos - ++ ++ + ++ =F =F +
Agregacéo das
- +/++ - ++ - +++ - ++++
nano-HAp
Edema - Presente ~ Presente  Presente - - Presente -
Mucinose - Presente - Presente - Presente - -
Inflamacéo
- Presente - Presente - Presente - -
muscular
Necrose
- Presente - Presente - Presente - -
muscular
Hemorragia - Presente - Presente - - - -

Desorganizacio P " - .
L. - resente = resente - Pr n Pr n Pr n
do colagénio esente esente esente

Fibrose (- auséncia de capsula fibrosa; + presenga de poucas células inflamatdrias com pouco ou nenhum tecido
conjuntivo organizado; ++ tecido da capsula granulomatoso e denso, contendo fibroblastos e algumas células
inflamatérias; +++ tecido da cépsula fibroso, porem imaturo, apresentando fibroblastos e pouco colagénio; ++++
capsula fibrosa madura, densa e bem estabelecida). Neovascularizagdo (-auséncia de capilares sanguineos; +
presenca de poucos capilares sanguineos; ++ presenca moderada de capilares; +++ presenca de varios capilares
sanguineos; ++++ presenca de muitos capilares sanguineos em redor do implante). Agregacéo das nano-HAp (-
auséncia de agregacdo; + ligeira; ++ moderada; +++ intensa; ++++ severa). Edema, mucinose, inflamacéo e
necrose muscular, hemorragia e desorganizagdo das fibras de colagénio: presenca (Presente) ou auséncia (-).

4.7 Analise hematoldgica

Tendo em conta, os dois periodos experimentais do trabalho, 48h e 3 semanas, 0s
resultados relativos a analise hematologica (figura 24), revelaram uma maior concentragdo de
leucdcitos totais nos grupos controlo comparativamente com o grupo diabético
correspondente a cada periodo experimental. Ainda assim, a concentracao de leucocitos totais

foi superior no grupo CTR 48h comparativamente com o grupo CTR 3s. A concentracdo de
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linfcitos foi ligeiramente superior no grupo CTR 3s, de 2394,96 células /mm?®, embora os
valores ndo tenham variado muito entre grupos, uma vez que, O Qgrupo com menor
concentracdo, o0 CTR 48h, apresentou um valor de 2218,54 células /mma3. A concentracdo de
neutrofilos foi superior no grupo CTR 48h comparativamente com o grupo DIAB 48h.
Relativamente aos mastdcitos e eosindfilos os valores ndo diferiram muito entre grupos.

Nenhum dos valores apresentou diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 24: Concentracdo dos leucdcitos (leucdcitos totais, linfécitos, neutréfilos, mondcitos e eosinéfilos)
presentes no sangue doa animais dos diferentes grupos.
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5. Discussao

A hidroxiapatite tem sido considerada um material biomédico biocompativel e estavel,
que pode ser utilizado, entre outras funcdes, como sistema de libertacdo de farmacos e para a
reparacdo 0ssea (Queiroz et al., 2005; Ding et al., 2012). Com o desenvolvimento de técnicas
de producdo de materiais nanoestruturados ou de nanoparticulas, as nanoparticulas de HA
foram sintetizadas, tendo em vista uma aplicacdo biomédica. Estas particulas parecem
apresentar um aumento da bioatividade, favorecendo a sua biodegradacdo e promovendo a
proliferacdo e migracdo celular, a vascularizagdo dos tecidos e a difusdo dos nutrientes,
comparativamente com materiais convencionais (Navarro et al., 2008; Ding et al., 2012). No
entanto, os dados relativos ao seu perfil de biosseguranca sdo ainda escassos, existindo o risco
de toxicidade associado ao tamanho de particula, dose de exposi¢cdo e modo de contacto
(Motskin et al., 2009; Abdel-Gawad e Awwad, 2010; Cardoso et al., 2012; Ding et al., 2012).

A avaliacdo da biocompatibilidade e toxicidade da nano-HAp e 0 seu comportamento
de biodegradacédo in vivo ainda ndo estdo bem esclarecidos. Neste contexto, é fundamental
avaliar novos parametros que permitam o desenvolvimento de biomateriais mais adequados
ao uso clinico.

A biocompatibilidade é uma das questdes criticas na pesquisa de biomateriais, esta
reflete 0 grau de interacdo entre os biomateriais e o0s tecidos do hospedeiro. A
biocompatibilidade consiste basicamente em dois elementos: a) biosseguranca, isto &,
apropriada resposta do hospedeiro ndo so sistémica mas também local (tecido circundante),
auséncia de citotoxicidade, e/ ou carcinogénese e b) biofuncionalidade, ou seja, a capacidade
de o material desempenhar a funcdo para a qual se destina (Morais et al., 2010).

Os modelos animais sdo utilizados para prever o comportamento clinico, seguranca e
biocompatibilidade de dispositivos médicos em humanos (Anderson, 2001). Os roedores tém
conquistado um lugar de destaque na investigacdo, sendo os mais utilizados até hoje, o que se
deve ao facto de terem: um tamanho reduzido, um ciclo reprodutivo curto, gerarem uma
descendéncia numerosa, adaptarem-se facilmente a ambientes variados, serem animais ddceis
e sociaveis e de facil manipulagdo (Andrade et al., 2002). No nosso estudo foi utilizado o rato
wistar do sexo masculino, uma vez que, a maioria dos estudos de biocompatibilidade
realizados, foram efetuados nestes animais, o que nos facilita a comparacéo dos resultados.

No que diz respeito a biocompatibilidade, a implantacdo subcutdnea em ratos é o
método mais utilizado devido as seguintes vantagens: uso de area limitada para a manutencédo

dos animais e facil manutencdo da mesma; € uma metodologia de facil execucdo que ndo
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envolve tecidos duros, acelerando assim o processo laboratorial; permite comparar a resposta
dos tecidos, para diversos materiais implantados, no mesmo animal e tem um custo
relativamente baixo (Neto et al., 2008). Outras razdo pela qual optamos por este modelo, foi o
facto da obtencédo de quantidades representativas de tecido tanto para a inclusdo quanto para a
analise histopatologica.

Este estudo envolveu ainda o estudo da biocompatibilidade na situacéo da diabetes,
uma vez que, ndo existe nenhum estudo relatado na literatura que procure avaliar a resposta
bioldgica da nano-HAp em condicdes diabéticas. Isto é relevante pelas alteragdes metabolicas
que a doenca implica e que poderdo ter influéncia na abordagem terapéutica com
nanoparticulas. Assim, procuramos pela primeira vez avaliar a resposta bioldgica sistémica a
implantacdo de nanoHAp, num modelo de diabetes experimental. Para induzir a diabetes nos
animais, foi utilizada a administracdo de STZ, uma vez que é um farmaco mais seletivo para
as células beta e apresenta uma toxicidade reduzida comparativamente ao aloxano (Hoftieze e
Carpente, 1973; Pinheiro et al., 2011). O modelo da inducéo da diabetes com STZ em ratos,
tem sido amplamente estudado desde 1963. Este modelo tem a vantagem de ser altamente
reprodutivel, de se conhecer bem o tempo que diversas complicacdes demoram a desenvolver-
se e do facto de apresentar semelhancas em algumas alteragfes estruturais, funcionais e
bioquimicas com a doenca humana (Ugarte et al., 2012). As vias de administracdo da STZ
podem ser intravenosa, intraperitonial ou subcutanea (Etuk, 2010; Rohilla e Ali, 2012). Neste
estudo a via i.p para a administracdo do STZ, foi selecionada tendo em conta a experiéncia do
grupo de trabalho quer na administracdo quanto na dose administrar. E tendo em conta o facto
de que a administracdo por via i.v provoca maior taxa de mortalidade do que por via
intraperitonial. Embora na inducdo da diabetes por via i.p ocorra mais facilmente a reversédo
espontanea da doenca, se apds duas semanas de inducdo o animal permanecer diabético, a
reversdo do estado hiperglicémico € rara (Delfino et al., 2002; Elias et al., 2008).

No nosso estudo, obteve-se um indice de perdas total de 12,5 % e uma taxa de
sobrevivéncia de 80 % para 0s animais diabéticos induzidos com STZ. Esta taxa de
sobrevivéncia € superior & obtida por Al-Kushi (2013), que usando uma concentracao de STZ
a 60 mg/Kg, pela mesma via de administracdo, obteve uma taxa de 66,6%. Num estudo
realizado por Elias et al (2008), para uma concentracdo de STZ de 60 mg/kg estes autores
obtiveram uma taxa de mortalidade de 53%. Em outros estudos realizados no nosso grupo de
trabalho, usando uma concentracdo de STZ superior & usada neste estudo (55 mg/Kg), foram

obtidas também menores taxas de sobrevivéncia. Concluimos assim, que a dose por nés
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selecionada permite obter uma maior taxa de sobrevivéncia mantendo uma taxa razoavel de
inducéo.

Ap0s a inducdo da diabetes, comecgou-se a observar, nos animais diabéticos, sintomas
caracteristicos da doenca registados na literatura, tais como a perda de peso, a polifagia, a
polidipsia e a poliuria (Kuzuya et al., 2002; Howarth et al., 2005; Subramani et al., 2012; Al-
Kushi, 2013). Os animais dos grupos diabéticos (DIAB 48h e DIAB 3s) registaram ao longo
de todo o periodo experimental perda de peso, tendo esta sido mais intensa nas primeiras duas
semanas. Ja 0s animais dos grupos controlo (CTR 48h e CTR 3s), até ao implante da nano-
HAp, tiveram uma gradual aumento de peso. Apo6s o implante, o grupo CTR 48h registou uma
gradual perda de peso, 0 mesmo néo se verificou no grupo CTR 3s que registou um gradual
aumento de peso ao longo de todo o periodo experimental. Este facto pode ser explicado
tendo em conta que os animais do grupo CTR 48h foram sacrificados 48 horas apds a
implantacdo das nano-HAp, que podera corresponder ao periodo de recuperacdo da cirurgia,
periodo na qual os animais consomem menos comida. J& no grupo CTR 3s, o periodo de
recuperacdo da cirurgia fica dissimulado no registo dos valores de peso, uma vez que este
valor, neste grupo, sé foi registado uma semana apds o implante. Outra razdo possivel é o
facto de no grupo CTR 48h ser mais evidente o efeito agudo das nano-HAp. Os resultados
relativos a perda de peso vdo ao encontro de outros resultados encontrados na literatura em
que, animais diabéticos perdem peso comparativamente com animais controlo (McCracken et
al., 2006; Al-Kushi, 2013). Esta descrito na literatura que animais diabéticos perdem peso até
ao estabelecimento da doenca, mas apos este periodo os animais retomam um gradual ganho
de peso (Santana et al., 2003; Howarth et al., 2005). Este facto foi também ja observado em
varios protocolos experimentais realizados pelo nosso grupo de trabalho. No entanto, o
mesmo ndo aconteceu no nosso estudo, pois 0s animais de ambos os grupos diabéticos
perderam peso ao longo de todo o protocolo experimental, 0 que nos leva a suspeitar que
havera neste fator e na presenca da diabetes algum efeito das nano-HAp.

Os animais diabéticos (DIAB 48h e DIAB 3s) consumiram uma maior quantidade de
agua e comida que os animais controlo (CTR 48h e CTR 3s). Estes resultados estdo de acordo
com a literatura, em que animais diabéticos consomem maior quantidade de agua e comida
comparativamente com o grupo controlo (Akbarzadeh et al., 2007; Okon et al., 2012). Na
diabetes o limiar renal para a glucose é excedido e a glucose é excretada na urina. Esta
glucose excedente vai atuar como soluto osmdtico na urina, produzindo uma diurese
osmotica, ou seja, a poliuria. Como consequéncia desta excessiva perda de adgua na urina,

ocorre uma diminuicdo do volume de fluido extracelular e desidratacdo. Devido a este estado
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hiperosmotico, o centro de sede é ativado resultando em sede excessiva, a polidipsia (Okon et
al., 2012). A polifagia pode ser explicada segundo a teoria glucostética da regulacdo de
alimento. Segundo esta teoria, as diferencas de glucose no sangue sdo detetadas por
glucorecetores no centro hipotalamo, que afetam o consumo de energia. Assim, 0 aumento
dos niveis de glucose resulta num aumento da sensacdo de saciedade, enquanto que a
diminuicdo dos niveis de glucose no sangue tem o efeito oposto. Como na diabetes a glucose
ndo se consegue mover para dentro das células a sensacdo de fome esta sempre ativada, o0 que
explica a ocorréncia da polifagia (Chaput e Tremblay, 2009; Okon et al., 2012)

A toxicidade de novos biomateriais é frequentemente avaliada por monitorizacdo da
resposta dos Orgdos vitais distantes do implante, nomeadamente, o baco, os pulmdes, o
coracdo, o figado e os rins (Sabri et al., 2012). Quanto ao peso relativo dos 6rgaos recolhidos,
apenas os rins apresentam diferencas estatisticamente significativas. Os rins dos animais
diabéticos apresentam um maior peso relativo quando comparados com o grupo controlo do
respetivo tempo de experiéncia. Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos
relatados na literatura (Vats et al., 2004; Zafar e Naqvi, 2010). Vats e seus colaboradores,
relacionam este aumento de peso com a hipertrofia renal mostrada por animais cuja diabetes é
induzida com STZ. A entrada de glucose no tecido renal ndo é dependente da acdo da
insulina, e consequentemente, no caso da hiperglicemia, hd um aumento da entrada de
glucose. Desta forma ocorre uma maior deposicdo de glicogénio intra-renal, o que conduz a
glicosilacdo do colagénio da membrana basal do rim (Vats et al., 2004). A analise bioguimica
dos niveis séricos dos marcadores da funcdo renal, ureia e creatinina, revelou que ambos os
marcadores se encontram elevados nos animais diabéticos (Ureia=53,43+17,66 e
Creatinina=0,83+0,13 mg/dl) em comparacdo com o0s ndo diabéticos (Ureia=42,43+3,67 e
Creatinina=0,74+0,10 mg/dl), embora as diferencas ndo seja estatisticamente significativas
para ambos 0s marcadores. Em outros estudos relatados na literatura, ambos os marcadores se
encontram elevados em animais diabéticos. A tendéncia dos nossos resultados vai de encontro
a relatada na literatura. Saeed et al, (2008), em ratos wistar machos (270-315g) obteve, para
animais controlo, um valor médio da concentracdo de ureia de 52,50 + 2,1 (mg/dl) e de
creatinina de 0,85 £ 0,1 (mg/dl). Neste mesmo estudo, para animais diabéticos, induzidos com
uma concentracdo de 65 mg/Kg de STZ, por via i.p, os resultados obtidos da ureia foram de
84,85 + 2,4 (mg/dl) e para a creatinina de 1,40 £ 0,3 (mg/dl). No estudo realizado por Ding e
seu grupo de trabalho (2012) em que avaliaram a biocompatibilidade de duas nano-HAp de
diferentes diametros (10-20 e 20-40 nm), em animais saudaveis, estes autores verificaram que

a nano-HAp de menor tamanho pode causar toxicidade renal. Segundo eles isto deve-se ao
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facto que nanoparticulas de menor tamanho estdo em maior concentragdo no rim uma vez que
sdo mais facilmente captadas por meio de endocitose, e como possuem maior area de
superficie, ttm uma atividade mais elevada. Estes autores sugerem que o principal 6rgdo de
excrecdo destas particulas podem ser os rins. Tendo em conta estes resultados e o facto de que
as alteragcbes dos niveis de ureia e creatinina s6 ocorrem quando a funcdo renal é
comprometida acima de 50% (Cologna et al., 2008), podemos concluir que a concentragao de
STZ por nés administrada € menos agressiva para 0s rins, e que as nossas nano-HAp néo
contribuem para um agravamento da funcdo renal.

O peso relativo do figado também foi superior nos animais diabéticos,
comparativamente com o respetivo grupo controlo, embora estas diferencas ndo sejam
estatisticamente significativas. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores
(Ohno et al., 2000; Vats et al., 2004; Zafar e Naqvi, 2010). Onho e seus colaboradores (2000)
e Zafar e Nagvi (2010) relataram que esta hipertrofia do figado pode ser devida a um aumento
da acumulacdo de triglicéridos no figado induzida pela hipoinsulinemia e pela baixa
capacidade de excrecdo de secre¢do das lipoproteinas do figado, resultante de uma anomalia
na sintese da apolipoproteina B. As andlises bioguimicas das enzimas hepaticas ALT e FA
mostraram um aumento significativo dos niveis séricos de ambas as enzimas nos animais
diabéticos (ALT=111,13+55,02 e FA=505,50+210,49) em compara¢do com 0s ndo diabéticos
(ALT=45,33+£8,17 e FA=103,00£29,07). Estes valores sdo estatisticamente significativos para
a ALT (p<0,05) e para a FA (p<0,01) entre os dois grupos, CTR e DIAB. Em seus estudos,
Saeed et al.(2008) e Zafar et al.(2009) , verificaram que a administracdo, por via i.p, de 65
mg/kg e 45 mg/Kg, respetivamente, de STZ em ratos wistar causou danos histopatoldgicos no
figado e 0 aumento dos niveis séricos das enzimas hepaticas. A enzima FA esta localizada no
citoplasma e sera libertada para a circulacdo apds dano celular. J& a ALT, uma enzima
soltvel, é libertada quando a lesdo envolve organelos como as mitocdndrias (Saeed et al.,
2008) . No estudo realizado por Abdel Gawad e Awwad (2010) em que avaliaram a
biocompatibilidade de diferentes concentracfes (150, 300, 600, 1200, 1800 e 2400 mg/kg) de
uma nano-HAp (40nm), injetada por via intravenosa em animais controlo, ou autores nédo
verificaram alteracdes significativas nos valores de ALT. J& Ding e seus colaboradores (2012)
ao avaliarem a biocompatibilidade de duas nano-HAp de diferentes didmetros (10-20 e 20-40
nm), em animais saudaveis, verificaram que a ALT, no caso das nano-HAp de 20-40 nm,
mostrou diferencas estatisticamente significativas do grupo controlo, sendo o seu valor mais
baixo. Embora as diferencas de valores da FA ndo fossem estatisticamente significativas os

seus valores apresentaram-se aumentadas para ambas as nano-HAp, sendo este valor superior
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para as nano-HAp de menor dimensdo. Num outro estudo realizado no nosso grupo de
trabalho, em que avaliaram a biocompatibilidade de uma membrana de colagénio, em animais
saudaveis e diabéticos, os valores obtidos para ambas as enzimas foram aproximadamente
iguais ao deste estudo. Uma vez que esta membrana de colagénio é bastante biocompativel,
segundo estudos relatados na literatura, e perante 0s nossos resultados podemos presumir que
as nano-HAp néo contribuem para o aumento significativo das enzimas hepaticas.

Em geral, a biocompatibilidade de um novo biomaterial com o tecido € avaliada com
base nas respostas inflamatdrias in vivo bem como a fibrose formada em torno do implante. A
inflamagcdo é esperada para todos o0s materiais externos ao organismo, incluindo os
biomateriais, e é reconhecida como parte da resposta do organismo ao corpo estranho (Sabri
et al., 2012). No presente trabalho, a analise histopatologica do tecido subcutaneo no qual foi
implantado a nano-HAp, demonstrou a presenca de uma reacdo inflamatoria aguda para as
amostras das 48 horas, com presenca predominante de neutréfilos, e uma resposta
inflamatoria crénica caracterizada pela presenca de macrofagos e células gigantes, para as
amostras das 3 semanas.

Em 2012, Lopes realizou um estudo no qual avaliou, in vivo, a biocompatibilidade de
uma nano-HAp. Neste estudo, foram inoculadas 0,30 gramas de nano-HAp (em forma de
pasta) no tecido subcutaneo de ratos wistar saudaveis com aproximadamente 90 dias. O tecido
subcutaneo foi avaliado em microscopia 6tica aos 3, 7, 14, 21, 45 e 60 dias. Aos 3 dias foi
observado que o material formou aglomerados de tamanhos variados, promoveu necrose local
e intensa migracdo de células inflamatorias. Aos 21 dias, foi observado que o volume do
implante reduziu acentuadamente, e que os restos de material se encontravam envolvidos por
macrofagos e células gigantes. No nosso estudo observamos algo semelhante, sendo que a
nossa reacdo inflamatorio foi menos intensa para ambos 0s tempos e ndo observamos intensa
necrose local. A ligeira necrose por nos observada, pode ndo estar associada com a toxicidade
do material, mas com o procedimento cirdrgico que conduz a uma desintegracao dos tecidos.

Em 1993, Oliveira et al implantaram uma hidroxiapatite microgranular (30 mg) no
tecido subcutaneo de rato wistar de modo a avaliarem o seu comportamento bioldgico. As 24
horas ap6s o implante observou-se uma inflamacgéo aguda intensa caracterizada por edema e
elevado numero de polimorfonucleares (PMNs). Aos 21 dias verificaram a presenca de
granulomas do tipo corpo estranho, com predominancia de macrofagos e células gigantes
envolvendo as particulas de hidroxiapatite. Estes autores compararam os seus resultados com
outro estudo, realizado por Tanaka e seu grupo de trabalho, no qual foi implantado discos

densos de hidroxiapatite e verificaram que a inflamag@o aguda induzida pela hidroxiapatite
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microgranular foi mais exuberante, 0 que segundo eles, provavelmente, ocorreu devido ao
tamanho das particulas.

Em ambos os periodos experimentais do nosso estudo, a respetiva reacdo inflamatoria,
foi maior nos animais controlo comparativamente com os animais diabéticos. Segundo a
literatura, na situacdo de diabetes, existe uma diminuicdo das respostas microvasculares para
os mediadores inflamatérios, uma reduzida interacdo entre os leucocitos e o endotélio e um
reduzido ndmero de leucdcitos nas lesbes inflamatorias (Alba-Loureiro et al., 2007;
Sakuljaitrong et al., 2012), o que explica o facto de, nos grupos diabéticos, ter ocorrido menor
reacdo inflamatdria e ainda o facto de os leucdcitos totais, da analise hematoldgica, estarem
ligeiramente diminuidos nestes mesmos grupos comparativamente com o grupo controlo do
respetivo tempo de experiéncia. Uma explicacdo possivel para a anormal funcdo leucocitaria
pode ser uma sub-regulacdo das moléculas de adesdo e recrutamento de leucocitos no decorrer
do processo inflamatério (Alba-Loureiro et al., 2007). Nos seus estudos, Sakuljaitrong et al
(2012) obteve valores de leucdcitos totais muito semelhantes aos nossos para animais controlo
(3,64x10° células /mm®) e ligeiramente inferiores para os animais diabéticos (2,15x10° células
/mm?3).

Tem sido demostrado que os neutrofilos de pacientes com diabetes tém a capacidade
de fagocitose, de libertacdo de enzimas lisossomais e de producdo de espécies reativas de
oxigénio diminuidas. Estudos em ratos diabéticos também demonstraram uma reducdo na
migracdo de neutrofilos e da sua capacidade fagocitica (Alba-Loureiro et al., 2007; Alves et
al., 2007). Estas conclusbes justificam o0s nossos resultados, em que a quantidade de
neutrofilos € menor no grupo DIAB 48h e maior no CTR 48h. E ainda o facto de a reabsorgdo
das nanoparticulas ter sido mais intensa no grupo CTR 48h.

No grupo DIAB 3s observou-se menor gquantidade de macrofagos comparativamente
com o respetivo grupo controlo, tal facto, pode estar associado com alteraces na morfologia
e capacidade de adesdo destas células (Kaverina et al., 2002; Grando, 2007). Em 2007,
Grando realizou um estudo em que avaliou a morfologia e funcionalidade dos macréfagos de
ratos wistar diabéticos. Este autor observou que, na situacdo da diabetes, os macréfagos
apresentaram-se em forma esférica, com reduzido nimero de filopodios e lamelipédios,
carateristicas de células ndo ativadas. Os filopodios e lamelipddios estdo envolvidos no
processo de migracdo celular, como tal, a diminuicdo do nimero destas estruturas apresenta
consequéncias para a capacidade da célula em migrar (Kaverina et al., 2002). Grando,
observou ainda que os macrofagos perdiam 54% de capacidade de adesdo comparativamente

com o grupo controlo. Uma vez que a principal fungdo dos macrdfagos € a de fagocitose, o
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facto de existir menos quantidade de macréfagos no grupo DIAB 3s, levou a uma menor
reabsorcao das nanoparticulas neste mesmo grupo.

A formacdo de uma capsula fibrosa é sinal de uma reacdo bem estabelecida para 0s
biomateriais implantados e é reconhecida como fase final da reacdo ao corpo estranho (Sabri
et al., 2012). No nosso estudo observou-se a existéncia de uma capsula fibrosa de espessura
meédia para os grupos CTR 3s e DIAB 3s, sendo esta ligeiramente mais espessa no grupo CTR
3s. A capsula fibrosa observada no nosso grupo controlo CTR 3s apresentou menos espessura,
comparada com a observada por Lopes (2012) aos 21 dias. Segundo Fournier et al. (2003) e
Morais et al. (2010), a presenca de céapsula fibrosa ndo representa um estado de néo
biocompatibilidade, no entanto a sua presenca é altamente indesejavel, uma vez que dificulta
o fornecimento de oxigénio e nutrientes para as células encapsuladas.

Observou-se ainda alguma agregacdo das nano-HAp, sendo que esta foi maior nos
grupos diabéticos comparativamente com o respetivo grupo controlo. O grupo DIAB 3s
mostrou uma maior intensidade de agregagéo de nano-HAp que o grupo DIAB 48h. Este facto
pode estar associado com a lenta reabsorcdo das nanoparticulas nos grupos diabéticos, e
consequentemente uma maior agregacao das particulas. Verificou-se também a evidéncia de
sais de calcio, que podem estar associados com a agregacdo das nano-HAp ou com a possivel
deposicdo de célcio externo, sendo que pela técnica por nos utilizada (Von Kossa) ndo é
possivel saber concretamente a sua proveniéncia. Existem varias hipéteses, relatadas na
literatura, para a ocorréncia da deposicdo de sais de calcio. Uma delas pode estar associada
com a desvitalizacdo celular e acumulacédo de detritos celulares ap6s a implantacdo. Uma vez
que as células do tecido sdo desvitalizadas, o fosforo das membranas reage com o fluido
extracelular que contém calcio, resultando assim na formacdo de cristais fosfato de calcio
(Onuki et al., 2008). Tendo em conta que observamos necrose no centro das nanoparticulas no
grupo DIAB 3s, esta é uma hipdtese possivel de ter ocorrido. Uma outra hipotese possivel
para 0 mecanismo de calcificacdo, no caso dos materiais a base de fosfato de calcio, é que a
libertacdo de Ca?*, PO,> e HPO,” para os tecidos circundantes pode aumentar a saturagio
local do fluido bioldgico, causando a precipitacdo de apatite carbonatada que incorpora calcio,
fosfato e proteinas (Fricain et al., 2013). Quanto maior a capacidade de o biomaterial absorver
agua maior a taxa e a extensdo da calcificacdo (Golomb, 1992). Teriam de ser feitos outros
estudos adicionais, de modo a confirmar a proveniéncia dos sais de calcio. Segundo a
literatura, a formagdo de estruturas calcificadas neste modelo estudado é um sinal de

osteoindutividade do material (Parirokh et al., 2011).
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Discussao

A biocompatibilidade de um biomaterial deve ser avaliada tendo em conta trés fatores.
O primeiro é que a resposta especifica do individuo ao material pode variar dependendo do
local da sua aplicacdo, ou seja, a biocompatibilidade é definida quer pelas caracteristicas do
material quer pela localizacdo na qual o mesmo € implantado. O segundo fator é que o
material deve reagir especificamente com os tecidos e ndo ser ignorado por eles. A reacdo
inflamatoria inicial observada na andlise das nossas amostras, confirma a ocorréncia deste
fator com as nanoparticulas de hidroxiapatite por nos testadas. O ultimo fator refere-se a
degradacdo do biomaterial, este ndo deve permanecer indefinidamente no organismo mas ser
degradado ao longo do tempo (Williams, 2008; Lopes, 2012). A fagocitose de particulas de
hidroxiapatite por células como macréfagos, fibroblastos e osteoblastos foi ja& demonstrada in
vivo e in vitro (Oliveira et al., 1993). Assim sendo, a elevada reducdo, as 3 semanas, da
quantidade de nano-HAp implantadas no nosso grupo controlo pode ser associada a uma
possivel biodegradacdo do material. Nos grupos diabéticos ndo se observou tdo elevada
reducdo da quantidade de nano-HAp, o que podera ser devido ao facto de a capacidade
fagocitica dos macrdéfagos se encontrar diminuida nesta patologia (Khanna et al., 2010).
Segundo o estudo realizado por Lopes (2012), € presumivel que por volta dos 40-60 dias toda
a nano-HAp tivesse sido absorvida nos grupos controlo. Num outro estudo realizado com
hidroxiapatite microgranular, aos 60 dias ainda existiam microparticulas de hidroxiapatite,
completamente envolvidas por macrofagos e células gigantes (Oliveira et al., 1993).

A reabsorcdo € uma caracteristica desejada para biomateriais nos quais o processo de
degradacdo é concomitante com a reposicdo do osso em formacdo. Varios estudos tém
demonstrado que a reabsorcdo gradual da hidroxiapatite s6 se inicia 4 a 5 anos ap6s a
implantacdo, o que tem limitado o seu uso clinico (Guastaldi e Aparecida, 2010). Como tal,
podemos supor que o uso de particulas de menor dimensdo, para aplicacdo na regeneracao
Ossea, € mais vantajoso devido a sua maior rapidez de absorcdo, pois particulas

nanoestruturadas sdo mais facilmente fagocitadas que particulas com estrutura microgranular.
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Conclusbes

6. Conclusoes

Este estudo envolveu a utilizacdo de testes in vivo para determinar a
biocompatibilidade geral da nano-HAp como um biomaterial na condicdo de diabetes.
Utilizando o modelo de implante subcutaneo em ratos wistar, estudou-se a resposta
inflamatdria aguda e cronica em dois pontos temporais distintos, respetivamente, 48 horas e 3
semanas.

Os resultados na andlise bioquimica permitem concluir que, para as condi¢des
estudadas, as alteracbes verificadas nas concentracbes das enzimas hepéaticas e dos
marcadores de funcdo renal estdo relacionadas com a diabetes e ndo com a toxicidade das
nano-HAp.

De acordo com a andlise hematoldgica e dos eventos histopatoldgicos ocorridos nos
periodos de observacdo propostos neste estudo, é possivel concluir que as nano-HAp néo
causaram reacdo inflamatdria exacerbada em nenhum dos periodos experimentais e que
ocorreu reabsorcdo do biomaterial ao longo do periodo experimental, sendo que esta foi mais
lenta nos animais diabéticos. O fato de ocorrer reabsorcdo do biomaterial € indicativo de que
ndo houve rejeicdo do material, o que reforca a biocompatibilidade do material e possibilita o
seu uso clinico no futuro.

Os resultados do nosso trabalho sugerem a necessidade de um estudo mais
aprofundado, nomeadamente, num periodo de tempo mais longo, de modo a melhor
compreender 0s processos envolvidos na interacdo da nano-HAp com 0 organismo,

especialmente na patologia da diabetes.
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Anexo |

Processamento histoldgico e Inclusdo em Parafina

1. Fixa¢ao das amostras em solugdo de formol tamponado, durante 24 h;
2. Desidratacdo em séries etanolicas crescentes até etanol absoluto;

3. Diafanizagdo em xilol

4. Pré-embebicao em parafina liquida;

5. Inclusdo em parafina.

Método de coloracao Hematoxilina-Eosina

1. Desparafinag@o dos cortes em xilol;
. Hidratagdo em alcoois de concentragdes decrescentes;
. Lavagem em agua destilada;
. Coloragao por 2 minutos em hematoxilina;

. Lavagem em agua corrente;

2
3
4
5
6. Passagem rapida por dgua destilada;
7. Passagem rapida por alcool a 70%;
8. Coloracao por 2 minutos em eosina;
9. Lavagem em agua corrente;

10. Desidratagdo em série alcoolica de concentragdes decrescentes;
11. Diafaniza¢ao em xilol;

12. Montagem da lamina com Entellan®.

Analise histoquimica

1. Desparafinacao dos cortes em xilol,

2. Hidratagcdo em séries alcodlica de concentracdes decrescentes;

3. Imerséo dos cortes em solucdo de nitrato de prata a 5% sob luz forte durante 40 minutos;
4. Lavagem das laminas em agua destilada por dois minutos;

5. Tratar pela solucéo de tiossulfato de sddio a 5%, durante 2 a 3 minutos;

6. Corar pelo vermelho neutro a 1%, por 1 minuto;

7. Lavagem em &gua destilada;



AnNexos

8. Desidratacdo das laminas em série alcodlicas de concentragdes crescentes
9. Diafanizacao em xilol;

10. Montagem da lamina com Entellane.



