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RESUMO

Constantemente, o cirurgido-dentista envolvido na area de reabilitacdo oral se
depara com situacdes onde a instalacdo de implantes 6sseo-integrados se encontra
dificultada, principalmente devido a atrofia 6ssea. Para viabilizar a instalacdo de
implantes dentais em areas de atrofia do rebordo alveolar, diferentes técnicas para
reconstrucdo Ossea envolvendo biomateriais podem ser empregadas. Atualmente,
existem diversas opcdes de materiais alternativos ao enxerto autégeno, como 0S
aloenxertos, xenoenxertos e enxertos aloplasticos. Tendo em vista os riscos da
manipulagéo tecidual, o conhecimento dos mecanismos moleculares e celulares da
fisiologia 6ssea, bem como o processo de remodelacdo Ossea associado aos
biomateriais € de suma importancia para a sua adequada utilizacdo. Neste contexto,
0 objetivo deste projeto de pesquisa foi avaliar in vitro o efeito dos materiais Geistlich
Bio-Oss® e Cerasorb M Dental® na expressdo de mediadores associados a
remodelacdo Ossea em células mononucleares humanas. Os biomateriais foram
incubados com meio de cultura e o sobrenadante adicionado a células
mononucleares de sangue periférico humano com e sem estimulo de
Porphyromonas gingivalis. As frequéncias de mondcitos totais e mondcitos CD14"
produtores das citocinas interleucina-6 (IL-6), IL-8, IL-10, IL-12 e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) foram determinadas por imunomarcagao e citometria de fluxo.
O teste ANOVA um critério com repeticdo seguido pelo teste post hoc de Tukey
mostrou que a estimulacdo com P. gingivalis alterou a expresséao de IL-6, IL-8 e
TNF-o em relagdo ao grupo controle negativo (meio de cultura). A adicdo do
sobrenadante dos biomateriais ndo afetou significativamente a expressao de
nenhuma das citocinas avaliadas, tanto na auséncia quanto na presenca de estimulo
bacteriano. Nossos dados sugerem que Bio-Oss® e Cerasorb M Dental® néao
estimulam a producdo de citocinas por mondécitos humanos e nao interferem nos
mecanismos de comunicacdo celular mediado pelas citocinas avaliadas durante

estimulacdo com P. gingivalis.

Palavras-chave: Mondcitos. Citocinas. Bio-Oss. Cerasorb. Biomateriais.

Porphyromonas gingivalis.



ABSTRACT

Often, the dentist involved in oral rehabilitation area are faced with situations where
the installation of bone-integrated implants is difficult, mainly due to bone atrophy. In
order to facilitate the installation of dental implants in areas of atrophy of the alveolar
ridge, different techniques for bone reconstruction involving biomaterials can be
employed. Nowadays, there are several options of alternative materials to autograft,
like allografts, xenografts, and alloplastic grafts. Given the risks of tissue
manipulation, knowledge of the molecular and cellular mechanisms of bone
physiology, as well as the process of bone remodeling associated with biomaterials is
very important for its proper use. In this context, the aim of this study was to evaluate
in vitro the effect of bone graft materials in the expression of mediators associated
with bone remodeling in human mononuclear cells. Biomaterials Geistlich Bio-Oss®
and Cerasorb M Dental® were incubated with culture medium and the supernatant
added to human peripheral mononuclear blood cells with and without stimulation of
Porphyromonas gingivalis. The frequencies of total monocytes and CD14"
monocytes producing the interleukin-6 cytokine (IL-6), IL-8, IL-10, IL-12 and tumor
necrosis factor alpha (TNF-a) were determined by immunostaining and flow
cytometry. Statistical analysis was performed using a one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey post hoc test showed that stimulation with P.
gingivalis altered the expression of IL-6, IL-8 and TNF-a in the control group. The
addition of the supernatant of biomaterials did not significantly affect the expression
of any of the cytokines evaluated, both in the absence and in the presence of
bacterial stimulus. Our data suggest that Bio-Oss ® and Cerasorb M Dental® do not
stimulate cytokine production by human monocytes and do not interfere with cellular
communication mechanisms mediated by stimulation with cytokines measured for P.

gingivalis.

Keywords: Monocytes. Cytokines. Bio-Oss. Cerasorb. Biomaterials. Porphyromonas

gingivalis.
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1 INTRODUCAO

Constantemente, o cirurgido-dentista envolvido na area de reabilitacdo oral se
depara com situacdes onde a instalacdo de implantes 6sseo-integrados se encontra
dificultada, principalmente devido a atrofia éssea. Um dos principais desafios para
este profissional consiste na reconstrucao destes defeitos 6sseos, que podem ser
causados por trauma, infeccdo, neoplasias (ZHANG et al., 2012), carie, doenca
periodontal (NEWMAN; CARRANZA, 2007). Outra causa muito comum desta atrofia
€ a perda dentaria. Um estudo demonstrou que a perda 6ssea média pode variar de
40% a 60% do volume 6sseo em um periodo relativamente curto de 2 a 3 anos apos
a extracdo (DUTTENHOEFER et al., 2013).

Com o avanco das técnicas reconstrutivas, diferentes materiais se encontram
a disposicdo do profissional: osso autdégeno, aloenxertos, xenoenxertos, proteinas
morfogenéticas e enxertos aloplasticos. Varios estudos apontam taxas de sucesso
satisfatorias quando da utilizacdo desses materiais, inclusive a longo-prazo
(CHIAPASCO; CASENTINI; ZANIBONI, 2009; ALOY-PROSPER et al.,, 2015;
BOWLER; DYM, 2015). O osso autdgeno ainda é considerado padrdo-ouro, devido
as suas propriedades singulares: osteoconducao, osteoindugcdo e caracteristicas
osteogénicas (GALINDO-MORENO et al., 2011). No entanto, este material também
apresenta desvantagens: tratamento mais invasivo pela necessidade de um sitio
doador e consequente morbidade; producédo de complicacdes pos-operatérias para a
area doadora; intensa remodelacdo 6ssea levando a reabsorcdo excessiva do
enxerto; quantidade limitada de material (KURZ; GARFIN; BOOTH, 1989; GALINDO-
MORENO et al., 2011; BOWLER; DYM, 2015).

Estas desvantagens estimularam pesquisadores a desenvolverem outros
materiais para substituicido 6ssea (GREENWALD et al., 2001), que facilitam a
reducdo do tempo cirdrgico pela obtencdo descomplicada de material (virtualmente
ilimitada), além de eliminar a necessidade de um sitio doador (SCHILLING et al.,
2004). Dentre estes materiais, pode-se relacionar como op¢des o Cerasorb M
Dental® (Riemser Inc., Research Triangle Park, North Carolina, USA) e Bio-Oss®
(Geistlich, Wolhusen, Switzerland), que serdo os produtos utilizados na presente
pesquisa.

Ja foi demonstrado na literatura que o Cerasorb M Dental®, material

constituido por B-tricalcio fosfato (B-TCP), é conhecido pela sua alta
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biocompatibilidade, e propriedades favoraveis quanto a osteocondutividade e de
reabsorcéo (XIN et al., 2005; HORCH et al., 2006). Quando comparados a outros
substitutos 6sseos, B-TCP possui excelentes propriedades fisico-quimicas, como
sua uniformidade quanto a composicado e alta pureza, conferindo a este material
uma boa confiabilidade quando analisadas as reacfes fisioldgicas provocadas
(HORCH et al.,, 2006). Ja o Bio-Oss® é obtido através de um processo de
desproteinizacéo e esterilizacdo de osso bovino, e € bastante semelhante ao 0sso
humano sob o ponto de vista quimico e fisico (HALLMAN; LUNDGREN;
SENNERBY, 2001). Sua &rea de superficie permite que fatores angiogénicos atuem,
formando um arcabouco para osteogénese, sob um indice muito baixo de
reabsorcdo (YOU, T.-M. et al., 2007). Este biomaterial é utilizado com sucesso
significativo no ganho vertical através da elevacdo do soalho de seio maxilar,
comprovado em estudo com longo acompanhamento (SARTORI, STEFANO et al.,
2003).

Entretanto, existe o risco de problemas de biocompatibilidade, além do
potencial para transmissdo de doencas infecciosas (SCHILLING et al., 2004). O
contato destes biomateriais pode gerar uma reacdo de corpo estranho por parte do
sistema imune, levando a liberacdo de citocinas e recrutamento das células de
defesa, que em ultima andlise levaria a reabsorcdo e perda do biomaterial (LANGE
et al., 2009). Isto embasa a importancia de se compreender a fisiologia do tecido
0sseo, e particularmente a osteoclastogénese (ZHANG et al., 2012). Contudo, ainda
S80 escassos na literatura artigos que avaliam os aspectos celulares, estruturais e
particularmente moleculares do osso alveolar quando exposto a materiais de
enxertia.

Sabe-se que a interagdo entre bactérias anaerdbias periodontopatogenas
(dentre elas, a Porphyromonas gingivalis) com as células epiteliais do hospedeiro, é
fundamental na iniciacdo e progressao da degradacédo 6ssea, observada na doenca
periodontal e perda de enxerto devido a infeccdo. Este processo é modulado através
do aumento na producdo de RANKL, como também na maior liberacédo de citocinas
pré-inflamatérias para o meio, dentre elas a IL-6 e a IL-8 (YEE et al., 2014). Estas
bactérias produzem fatores de viruléncia importantes, como lipopolissacarideo (LPS,
um componente da parede celular das bactérias gram-negativas), além de proteases
capazes de degradar matéria proteica do hospedeiro (SCHERES et al., 2011). Estes
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mesmos autores, em um estudo in vitro, demonstraram que P. gingivalis estimulam a
neoformacéo de osteoclastos de forma direta e indireta.

Devido a compreensao limitada, sob o ponto de vista molecular, quanto ao
papel de diferentes materiais utilizados na reconstrucdo de rebordos alveolares
atroficos e seus efeitos na fisiologia e fisiopatologia 6ssea, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito dos materiais para enxerto ésseo Geistlich Bio-Oss® e
Cerasorb M Dental® na expressao de citocinas associadas a remodelacdo 0ssea em

monaocitos humanos com e sem estimulagéo por periodontopatégeno.

1.1 Materiais de enxertia 6ssea

Atualmente, a prétese sobre implante é considerada a primeira escolha na
terapia de reabilitacdo em pacientes parcialmente ou totalmente edéntulos, tanto por
parte do profissional quanto pelo préprio paciente (BOWLER; DYM, 2015). Esta
modalidade de protese ja se tornou consagrada na odontologia, pois ja foi
extensivamente estudada, apresentando altas taxas de sucesso inclusive em longos
periodos de acompanhamento (BUSER et al., 1997; LEKHOLM et al.,, 1999;
BECKTOR; ISAKSSON; SENNERBY, 2004). Entretanto, a atrofia volumétrica do
rebordo ésseo alveolar € um dos fatores que impedem a instalacdo de implantes
dentarios, ou permitem que estes sejam inseridos apenas em uma posicao incorreta,
do ponto de vista estético e funcional (CHIAPASCO; CASENTINI; ZANIBONI, 2009).
Para que esta situacdo fosse resolvida, varias técnicas de reconstrucdo alveolar
foram desenvolvidas, onde diferentes materiais possam ser escolhidos para atingir
tal objetivo.

Chiapasco, Casentini e Zaniboni (2009) relatam que cinco métodos ja foram
descritos na literatura para aumento do volume 0sseo: osteoinducao, através do uso
devido de fatores de crescimento; osteoconducao, pela utilizacdo de materiais de
enxerto que assumiriam o papel na formagdo de um arcabougo na neoformacgao
0ssea; distracdo osteogénica, onde um dispositivo € instalado cirurgicamente, e
separa lentamente dois fragmentos 0sseos do proprio paciente, com formacéo
espontanea de tecido 6sseo entre eles; regeneracdo 6ssea guiada (ROG), na qual
uma membrana é utilizada como barreira em um espago em que se espera que
ocorra preenchimento 0sseo; enxertos vascularizados, onde um segmento 0Sseo

vital contendo células viaveis (potencial osteogénico) € removido do paciente e
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imediatamente ligado a um suprimento sanguineo no leito receptor, 0 que exclui a
necessidade de remodelamento e substituicdo 6ssea (SOUTAR; MCGREGOR,
1986; REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987; DAHLIN et al.,, 1988;
ILIZAROV, 1989).

O material ideal para enxertia 6ssea deve possuir algumas caracteristicas:
similaridade com a estrutura 6ssea humana, biocompatibilidade, osteocondutividade
(contato direto osso-biomaterial), completa auséncia de antigenicidade, servir de
suporte mecanico para regeneracao tecidual, na qual o material sera remodelado em
um osso neoformado (ARTZI et al., 2004; ZHANG et al., 2012). O enxerto autdégeno
ainda é considerado o padrdo ouro. Por mais de 100 anos o enxerto autdgeno €
utilizado, com a vantagem de possuir propriedades osteocondutivas (atua como um
arcabouco fisico na qual o osso pode proliferar), osteogénicas (fonte de células
precursoras e células ésseas diferenciadas para promocao da neoformacdo 6ssea)
e também osteoindutivas (estimula a formacéo 6ssea através de sinais bioquimicos),
sem provocar respostas imunologicas indesejadas (ARAUJO et al., 2002; SEN;
MICLAU, 2007; SCHUCKERT; JOPP; OSADNIK, 2010; MARKEL et al., 2012).
Entretanto, este material apresenta algumas desvantagens: necessidade de um sitio
doador e consequente aumento da morbidade cirdrgica, alta reabsorcdo dssea
(pode haver uma reducédo de até 40% em volume), aumento do tempo de cirurgia,
além da quantidade limitada de biomaterial que pode ser obtido (SCHLEGEL et al.,
2003; ABUKAWA et al., 2006; BROWAEYS; BOUVRY; DE BRUYN, 2007; NKENKE;
STELZLE, 2009; MARKEL et al, 2012). Devido a estas caracteristicas,
pesquisadores se empenharam no desenvolvimento de materiais que pudessem vir
a substituir esta modalidade de tratamento.

Biomateriais alternativos apresentam como vantagens: facil obtencdo de
material necessario para o ganho planejado; quantidade virtualmente ilimitada;
exclusdo de um sitio doador; reducdo do tempo cirtrgico (STEVENS et al., 2008;
MORDENFELD et al.,, 2010). Como desvantagens, 0s enxertos xendgenos e
aloplasticos necessitam de um tempo maior para formagdo Ossea quando
comparados aos enxertos autdégenos: de 5 a 9 meses (HANDSCHEL et al., 2009).
Além disto, podem desencadear uma reacdo de corpo estranho por parte do
hospedeiro, inflamacéo e formacgédo de tecido de granulacdo (FIGUEIREDO et al.,
2013). Devido a extensa gama de opc¢les existentes no mercado, a escolha do

profissional exige o conhecimento dos complexos eventos que compdem a fisiologia
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0ssea, bem como as reagBes que estes biomateriais causam quando em contato
com os tecidos receptores.

Nenhum biomaterial é biologicamente inerte, ou seja, todos induzem algum
grau de reacao inflamatéria (MARKEL et al., 2012). Pesquisas ja foram conduzidas
na tentativa de aumentar o nimero de células potencialmente osteogénicas nas
enxertias realizadas com biomateriais de origem ndo autégenas. Se este objetivo
fosse alcancado, seria possivel reduzir a morbidade poOs-operatdria através da
remocao de um menor fragmento 0sseo, completando-se o volume desejado com o
biomaterial alternativo. Conduziu-se entdo um estudo in vitro seguindo esses
moldes, e este experimento indicou que quando esta mistura é feita ndo hd aumento
significativo da neoformacédo éssea (SIMUNEK et al., 2008).

A integracdo Ossea de materiais substitutos 6sseos (MSO) depende da
atividade das células que os circundam no leito receptor. A migracéo e diferenciacédo
das células responsaveis pela neoformacdo 6ssea, os osteoblastos, € influenciada
pelas interacbes entre a sua membrana celular com a superficie dos MSO
(CORNELL, 1999). Estas células sédo responsaveis pela producdo de um amplo
espectro de moléculas, que exercem diferentes papéis da fisiologia 6ssea: fatores de
crescimento, de proliferacdo e migracdo de osteoblastos, proteinas morfogenéticas
do osso (BMPs), célcio para deposicdo na matriz éssea, e também pequenas
proteinas chamadas citocinas. Estas estabelecem comunicacdes entre células de
diferentes regifes, regulando o processo inflamatério, a proliferacdo e reacdes
imunoldgicas (KNOTHE TATE et al., 2004), além de modular a inflamacé&o na perda
0ssea apos intervencdes cirurgicas e destruicdo dos tecidos na doenca periodontal
(GRAVES, 2008).

1.1.1 Cerasorb

Tricélcio fosfatos (TCPs) sdo substitutos 6sseos aloplasticos conhecidos pela
sua osteocondutividade, alta biocompatibilidade e propriedades de reabsorcéo
favoraveis (KOEPP et al., 2004). Ha cerca de 40 anos, sdo utilizados em larga
escala em cirurgias por dentistas e ortopedistas (DOROZHKIN; EPPLE, 2002), com
excelentes resultados clinicos (JAFFE; SCOTT, 1996; KNOP et al., 2006). Os TCPs

existem em duas formulagbes diferentes: uma que € produzida em temperaturas
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acima de 1125°C (a-TCP), e outra formulacdo chamada de beta tricalcio fosfato de
fase pura (B-TCP), produzida abaixo desta temperatura.

O Cerasorb® se encontra no mercado desde 1997, e possui algumas
semelhancas com o 0sso humano, como composi¢cdo quimica, aspectos fisicos,
porosidade e cristalinidade (HORCH et al., 2006). Ele € composto por beta tricalcio
fosfato de fase pura (B-TCP), e se caracterizada pela sua alta uniformidade fisica,
com granulos que variam de 1000 a 2000 pm em tamanho (com porosidade
variando de 45% a 50%), excelente nivel de uniformidade quimica, altamente puro,
além de induzir uma reacdo de reabsorcdo mais lenta do que outros TCPs e
promover um efeito osteocondutor no sitio receptor (ZERBO et al., 2004; HORCH et
al., 2006). Sabe-se que este biomaterial atua como um agente para manter o volume
durante o periodo de remodelacdo (BREITBART et al., 1995), j4 que apds 2 anos de
90 a 95% das particulas ja foram reabsorvidas (MERTEN et al., 2001; ARTZI et al.,
2004). Em um experimento utilizando cées, verificou-se que a neoformacdo 6ssea
acontece no sentido centripeto em relacédo as bordas do defeito 6sseo (ARTZI et al.,
2004). Outros estudos demonstram que o B-TCP esta associado a atividade
osteoclastica e ativacdo de macrofagos (KNABE et al., 2000; NAITO et al., 2010).
Estes macréfagos também sdo ativados pela IL-1, seguida pela producéo de IL-4,
gue € uma citocina antiinflamatoria, capaz de reduzir a expressado de TNF, IL-1, IL-6
e IL-8 (RAMAN; PAPE; GIANNOUDIS, 2003; NARAYAN et al., 2011).

Em um estudo in vitro realizado por Lange et al. (2009), comparou-se 0
potencial inflamatério da hidroxiapatita (HA) e B-TCP, quando em contato com
células mononucleares. Num periodo de incubacéo pequeno de 6 horas, ndo houve
aumento significante das citocinas investigadas (TNF-a, IL-18 ou IL-8). Porém, apés
um periodo maior de incubacdo (18h), houve um aumento significativo das trés
citocinas para os dois biomateriais. Isto ocorreu devido a diminuicdo na producéo de
citocinas do grupo controle, pois existe uma perpetuacdo do estimulo inflamatorio
por parte das amostras contendo biomaterial. Através da analise do potencial de
osteoclastogénese pelo aumento na expressdo de fator de fator nuclear kappa B
(RANKL) e fator estimulador de colénias de macréfagos e monocitos (GM-CSF).
Concluiram que B-TCP possui uma chance menor de conduzir os eventos
inflamatorios, a osteoclastogénese e a ostedlise, pois este biomaterial ndo induz a

expressdo de RANLK, ao contrario da HA.
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GM-CSF é fundamental no processo de diferenciacdo das células dendriticas,
responsaveis pela fagocitose de particulas e iniciagdo do processo inflamatorio,
apos apresentar tais particulas para as células T (LEBRE; TAK, 2008). Além disso,
as células dendriticas sob a acdo do receptor ativador do RANKL podem se
transdiferenciar em osteoclastos, de forma até mais eficiente do processo quando
estas células sdo originadas a partir de precursoras indiferenciadas (RIVOLLIER et
al., 2004). Os resultados dos estudos in vitro de Lange et al. (2009) corroboram com
0os encontrados por Zerbo et al. (2005), que verificaram a pouca expressao de
RANKL nas amostras contendo B-TCP quando comparadas a amostras com
hidroxiapatita. Neste experimento, apdés 6 meses da inser¢cdo de B-TCP em seios
maxilares, foram observados osteoblastos, mas n&o osteoclastos.

Lange et al. (2009) investigaram a influéncia do tamanho das particulas de B-
TCP na producao de TNF-q, IL-1B e IL-8. Observou que particulas maiores que 32
pm tendem a induzir maior expressao destas citocinas. Isto embasa a afirmacgao
feita pelos mesmos autores em um experimento anterior a este, onde observou-se
que particulas pequenas de B-TCP induzem a inflamacdo de forma leve, e
consequentemente menor potencial osteoclastogénico (LANGE et al., 2009).
Segundo os pesquisadores, isto ocorre porque ha uma tendéncia de potencializacédo
do processo inflamatério na auséncia ou ineficacia do processo de fagocitose
causado pelo tamanho da particula do biomaterial.

A biodegradacao de B-TCP pode acontecer de duas formas: fagocitose de
particulas ndo apenas por osteoclastos, mas também pelos macroéfagos; dissolucéo
pelo aumento da solubilidade do biomaterial, devido a redugéo do pH do meio pela
atividade osteoclastica a (XIA et al., 2006; DUARTE CAMPOS et al., 2014). Apés a
dissolugéo, foi investigado e sabe-se que os ions de calcio possuem um papel
importante na adeséo e proliferacéo celular, enquanto os ions de fosfato atuam na
manutencdo dos osteoblastos (TAKEICHI, 1977; BELLOWS; HEERSCHE; AUBIN,
1992; DVORAK et al., 2004). A taxa de degradagéao do B-TCP pode ser controlada,
através de modificacbes no processo de sinterizacdo, alteracdes no tamanho e
namero de porosidades, tamanho da particula, de forma diretamente proporcional a
sua permanéncia nos tecidos receptores (GHANAATI et al., 2010).

A ativacdo de macrofagos pode acontecer quando microrganismos
expressam lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana celular de

bactérias gram-negativas (GORDON, 2003). Tal ativacdo também pode ocorrer por
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vias alternativas, como pela producao de IL-1 e IL-4 pelos macrofagos quando em
contato com B-TCP (MCNALLY; ANDERSON, 1995; NARAYAN et al., 2011).
Entretanto, quando ha a presenca de IL-4 em excesso, esta citocina pode induzir a
apoptose dos macrofagos pelo aumento da secrecdo de IL-1 (NARAYAN et al.,
2011). Macrofagos ativados pela IL-4 possuem uma capacidade de fagocitose
reduzida quando comparados aos osteoclastos (DUARTE CAMPOS et al., 2014).

Tai et al. (2014), em um experimento no qual B-TCP foi injetado via
subcutanea em camundongos, verificaram que o biomaterial promove um aumento
significativo da migracéo de células do sistema imune ao redor da area da injecao
(inicialmente neutrofilos, seguidos por linfocitos, macrofagos, fibroblastos, finalizando
com células gigantes multinucleadas). Neste mesmo estudo, B-TCP foi incubado
com células da linhagem de mondcitos e macréfagos, e apurou-se o aumento dos
niveis de producdo de citocinas pro-inflamatorias: fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e proteina inflamatéria de macréfago 1 alfa (MIP-1a). Estes fenbmenos
podem explicar o aumento das células inflamatérias no experimento in vivo. A MIP-
1a é conhecida por recrutar diversas células do sistema imune e é sintetizada por

macrofagos, células epiteliais e fibroblastos (TAl et al., 2014).
1.1.2 Bio-Oss

Bio-Oss® é um material altamente osseocondutivo a base de hidroxiapatita,
obtido através de um processo de desproteinizacdo, remocdo de toda a matéria
organica, seguida de esterilizacéo do osso de origem bovina (AYBAR et al., 2004). E
bastante semelhante a fase mineral do osso esponjoso humano sob o ponto de vista
quimico e fisico (HALLMAN; LUNDGREN; SENNERBY, 2001; TADJOEDIN et al.,
2003; PALMIERI et al., 2010; BERNHARDT et al., 2011). Composto por granulos
com tamanho médio de 1500pm, sua area de superficie alcanca em média 100 m?/g,
e permite a organizacdo de um arcabouco favoravel a osteogénese, no qual havera
proliferacdo e migracdo de osteoblastos, além de angiogénese, com um indice muito
baixo de reabsorcao (YILDIRIM et al., 2000; MAIORANA et al., 2003; TADJOEDIN et
al., 2003; ARTZI et al., 2004; YOU, T. M. et al., 2007; MATSUSHIMA et al., 2009).
Este biomaterial é biocompativel e possui diversos estudos que evidenciam sucesso
em varios procedimentos para corre¢cdo de defeitos alveolares e perimplantares
(SPECTOR, 1994; ARTZI; NEMCOVSKY:; TAL, 2001), preservacao de alvéolos pos-
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extragcdo (ARTZI; NEMCOVSKY; TAL, 2001; ARAUJO; LINDHE, 2009; AZiZl;
MOGHADAM, 2009; AVILA-ORTIZ et al., 2014) e, especialmente, no ganho vertical
em regido posterior de maxila, por meio da elevacdo do soalho de seio maxilar
(FUKUTA et al., 1992; ARTZI; NEMCOVSKY; TAL, 2001; SARTORI, S. et al., 2003;
ABUSHAHBA et al., 2008; CORDARO et al., 2008).

Um experimento demonstrou que Bio-Oss® induz a neoformacdo Ossea
devido a presenca de fator de crescimento B (TGF-B), o que levanta a hipétese de
este biomaterial possui alguma proteina residual decorrente do processo de
fabricacdo (SCHWARTZ et al., 2000). Entretanto, em uma investigacdo conduzida
por Benke, Olah e Mohler (2001), ndo havia qualquer evidéncia de proteina nas
amostras analisadas.

Estudos com enfoque histolégico evidenciaram que a maior parte do Bio-
Oss®, ap6s um periodo de maturagdo, se encontra rodeado de osso neoformado,
maduro, compacto, composto por 6steons bem organizados (PIATTELLI et al., 1999;
MAIORANA et al., 2003). A reabsorcao deste material acontece de forma muito lenta
e continua, fato esse verificado em estudo com acompanhamento de 10 anos
realizado por Sartori et al. (2003). Esses autores apontaram que a taxa de absorgéao
é de 3.6 % ao ano nos dois primeiros anos, seguido por uma redu¢éo do processo a
partir deste periodo, a uma taxa de 0.58% ao més. Um experimento in vitro
comparando Bio-Oss® e 0sso autégeno, onde avaliou-se a expressdo de citocinas
guimiotaticas para células precursoras de osteoblastos, ndo se verificou diferenca
entre as duas condicbes (CHAVES et al., 2012). Pesquisadores investigaram
materiais de diferentes origens e seus efeitos na osteoclastogénese, e observaram
gue um biomaterial com formulagéo e origem semelhante ao Bio-Oss® (Tutobone® -
Tutogen Medical, Neunkirchen, Alemanha) ndo aumenta a formagao de osteoclastos
maduros (KELLER et al., 2012). Carinci et al. (2006) investigaram as alteracdes que
Bio-Oss® causa na expressao de genes relacionados aos osteoblastos e reportaram
gue este biomaterial simula de forma quase idéntica a matriz 6ssea do proprio
individuo, quanto ao processo de migracdo celular, adesdo e diferenciacdo de
células precursoras em osteoblastos.

Amerio et al. (2010) avaliaram, in vitro, a influéncia do Bio-Oss® na expressao
de RNAmM de fatores de crescimento e outros genes relacionados formacgao de
osteoblastos e citocinas envolvidas na inflamacdo, osteogénese e remodelagao

O0ssea. Observaram que o biomaterial ndo influencia a expressédo de osteonectina
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(proteina secretada pelos osteoblastos, responsavel pela mineralizacao inicial do
0ss0). Neste estudo, verificou-se que dentre as proteinas morfogenéticas do 0sso
avaliadas (BMPs), houve menor expressdo de BMP-2, que é um dos mais potentes
agentes de formacdo Ossea. Os autores inferiram que este fato pode explicar a
menor proliferacdo e diferenciacdo das células em contato com Bio-Oss®, quando
comparadas a outros biomateriais. Entretanto, os principais resultados encontrados
neste estudo envolvem citocinas pro-inflamatorias. Demonstrou-se que este
biomaterial xen6geno possui uma forte tendéncia a diminuir a expressao de TNF-a e
IL-6. A baixa producdo de citocinas pré-inflamatérias levaram o0s autores a
recomendarem a utilizacdo de Bio-Oss® em pacientes portadores de doencas auto-
imunes que acometem o tecido conjuntivo e 6sseo (artrite reumatoide, por exemplo).
Arzti et al. (2004), utilizando caes, compararam areas enxertadas com 3-TCP e Bio-
Oss®. Verificaram que no periodo de maturacao tardia do enxerto (6 a 12 meses),
havia maior neoformacdo Ossea nas areas enxertadas com 0sso bovino quando
comparadas as areas que receberam (B-TCP. Este mesmo estudo constatou que
apos 24 meses, todo beta-tricalcio fosfato havia sido reabsorvido e substituido por
0SS0, inclusive mais organizado do que o que havia sido formado em qualquer
periodo do enxerto de origem bovina. Neste, 0 0sso esponjoso neoformado era
permeado por uma quantidade substancial de biomaterial. Discutiu-se que o Bio-
Oss® € sim totalmente reabsorvido pelo tecido nativo, porém em uma taxa muito
baixa. Isto acaba por aumentar a densidade do tecido 6sseo neoformado para futura
instalacdo de um implante Osseointegrado, 0 que é bastante vantajoso. Outros
autores também corroboram com as conclusdes do estudo de Artzi et al. (2004), de
gue este biomaterial permanece por grandes periodos nas areas enxertadas
(SCHLEGEL; DONATH, 1998; SCHLEGEL et al., 2003).

Em um estudo realizado em calvaria de camundongos para investigacao da
relacdo de células osteoprogenitoras e Bio-Oss®, Trentz et al. (1998) concluiram
gue o biomaterial influencia de forma negativa a proliferacdo e diferenciacao de
osteoblastos. Verificou-se resultado semelhante em outras pesquisas, na qual Bio-
Oss® foi incubado com estas células (TURHANI et al., 2005; WIEDMANN-AL-
AHMAD et al., 2005).

Em um outro experimento executado em calvaria de coelhos, comparando o
padréo de formacdo 6ssea entre Bio-Oss® e B-TCP, os autores observaram que 0

tecido Osseo prolifera de forma mais rapida com xenoenxerto de origem bovina,
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porém a longo prazo ha mais osso neoformado nas areas enxertadas com 3-TCP do
gue Bio-Oss® (MARTINEZ et al., 2015).

Em uma analise de biocompatibilidade do Bio-Oss®, observou-se que houve
menor proliferacdo celular nas amostras contendo este biomaterial. Entretanto, os
autores enfatizaram que ndo se verificaram efeitos citotéxicos (TURHANI et al.,
2005). Kubler et al. (2004) e Handschel et al. (2009) avaliaram, in vitro, a viabilidade
celular apGs o contato de diferentes materiais de enxerto, e verificaram uma menor
proliferacéo e diferenciacéo osteoblastica quando cultivadas com Bio-Oss®. Sabe-se
também que h& uma menor adesdo de células que estdo em contato com este
xenoenxerto (ASTI et al., 2008). Ha algumas evidéncias cientificas que afirmam que
0 Bio-Oss® pode atrasar ou até mesmo obstruir a formacéo éssea in vivo (BELOTI
et al., 2008; ARAUJO; LINDHE, 2009).

Dentre os substitutos encontrados no mercado, Bio-Oss® e Cerasorb® ja sao
consagrados pela literatura cientifica (JAFFE; SCOTT, 1996; KNOP et al., 2006;
YOU et al.,, 2007; MATSUSHIMA et al., 2009), e sdo utilizados com sucesso
principalmente em cirurgias de levantamento de soalho do seio maxilar (ZERBO et
al., 2005). Entretanto, sédo escassos na literatura trabalhos que avaliam o potencial
inflamatério destes biomateriais sob uma otica molecular, avaliando as citocinas
envolvidas no processo. A compreensdo dos eventos envolvidos na remodelacao
0ssea € importante, em especial a osteoclastogénese, a fim de se entender melhor
problemas como a perda do material de reconstrucdo 6ssea ou do implante ali

inserido, ou até mesmo reabsor¢cao de parte do leito receptor apds reconstrucao.

1.2 Papel das citocinas naremodelacdo 6ssea

A remodelacdo 0ssea possui fortes semelhancas com o processo inflamatorio
e de reparo, quando analisados os aspectos celulares e moleculares (SODEK;
MCKEE, 2000). Sob controle de uma cascata de eventos celulares (envolvendo
diferentes citocinas, hormonios e fatores de crescimento) as células-tronco comecam
a se diferenciar e a produzir fatores osteogénicos (SODEK; MCKEE, 2000). Além
disso, fatores de crescimento secretados por osteoblastos modulam a diferenciagéao
osteoclastica, e consequente atividade de reabsor¢cdo éssea (DUCY; SCHINKE;
KARSENTY, 2000).
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A formacdo Ossea é regulada por fatores que afetam tanto a producédo de
células osteoblasticas como a atividade das mesmas. Muitos destes fatores afetam a
reabsorcdo 6ssea direta ou indiretamente. Dos diferentes fatores que influenciam a
neoformacdo Ossea, as proteinas morfogenéticas do 0sso sdo aqueles que as
afetam de maneira mais profunda (WOZNEY, 1992). Estas citocinas, que pertencem
a familia TGF-B, induzem a diferenciacao osteogénica e condrogénica das células
mesenquimais indiferenciadas (REDDI; WIENTROUB; MUTHUKUMARAN, 1987).

A reabsorcdo de tecidos mineralizados requer o recrutamento de células
especializadas, os osteoclastos, que sdo produzidas na linhagem de macréfagos e
mondcitos das células hematopoéticas, que ocorre no interior da medula Gssea
(BARON, 1995). Os osteoclastos se desenvolvem a partir de uma célula precursora
mononuclear indiferenciada, que é estimulada a se diferenciar sob a influéncia de
varios agentes, como o fator estimulador de colénias de macrofagos, fatores de
crescimento, hormdnios sistémicos, e até o0s proprios osteoblastos. Estudos
elucidaram o papel que o gene c-Fos possui na diferenciacdo dos osteoclastos
(BOYCE et al., 1999). Receptor ativador de fator nuclear kappa B ligante (RANKL,
ou osteoprotegerina ligante) se liga nos receptores ativador de fator nuclear kappa B
(RANK), localizados na superficie dos pré-osteoclastos, induzindo a diferenciacéo
destes em osteoclastos. Este processo € regulado pela osteoprotegerina (OPG), que
compete com o RANKL, blogueando a sinalizacdo e consequentemente a
diferenciacdo de novos osteoclastos. No local onde acontecera a reabsor¢cédo 6ssea,
0s pré-osteoclastos se fundem, e o receptor CD44 é fundamental neste evento
(STERLING; SAGINARIO; VIGNERY, 1998). Ocorre a polarizacdo dos osteoclastos
e enrugamento das suas bordas, local este onde acontecera a reabsorgdo 0ssea
(BLAIR, 1998). ApGs a reabsorcédo, os osteoclastos sofrem apoptose, 0 que ativa um
mecanismo que interrompe a atividade absortiva (HUGHES et al.,, 1995). A
manutencao dessas células pode ser influenciada por fatores como estrogeno, TGF-
B, e bifosfonatos, os quais induzem a apoptose. Por outro lado, outros fatores como
o horménio paratireocideano e a interleucina 1 (IL-1) inibem a apoptose (SODEK;
MCKEE, 2000).

Dentre os fatores que estimulam a diferenciacdo osteoclastica e reabsorcao
0ssea, encontram-se: horménio paratireoideano, vitamina D3, IL-1, IL-6, TNF-a e
TGF-a. Aqueles que geram um estimulo contrario, ou seja, de inibicdo da

reabsorcdo 6ssea, incluem: calcitonina, TGF-B, estrégeno e interferon-y (SODEK;
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MCKEE, 2000). As citocinas podem atuar no eixo regulador OPG/OPGL/RANK,
afetando a diferenciacdo e atividade dos osteoclastos (HORWOOQOD et al., 1998).

A comunicacdo entre as ceélulas por meio de citocinas € diferente daquelas
reguladas por horménios enddcrinos, que promovem a homeostase de todo o
organismo a grandes distancias. Citocinas normalmente agem apenas no sitio
inflamatério, e a composi¢cdo de quais citocinas estdo presentes no local ir4
determinar se havera perda 6ssea ou ndo (SCHETT, 2011; RAEBURN et al., 2002).
A compreensdo das citocinas e seus mecanismos envolvidos no processo de
remodelacdo 0ssea pode auxiliar na determinacdo do melhor tratamento de perda
O0ssea apos enxertia realizada em pacientes com doencas auto-imunes, nos quais
estas moléculas ja se encontram em excesso (LAMAZZA et al., 2009).

A presenca de particulas estranhas ao organismo induz o recrutamento de
células mononucleares e fagocitos. Ocorre entdo o englobamento de fragmentos do
biomaterial, e subsequente producédo de mediadores pré-inflamatérios envolvidos na
diferenciacéo e atividade osteoclastica, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), a IL-1, IL-4 e IL-6, e isto pode culminar na reabsorcdo do enxerto e falha do
implante (AL SAFFAR; REVELL, 1994; GOODMAN et al., 1997; KAJI et al., 2001,
LANGE et al., 2009). Além disto, existe a hipétese de que a propria degradacéo
fisica e celular destes biomateriais pode levar a respostas imunoldgicas indesejadas,
pelo mesmo processo envolvendo recrutamento de células e liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios (JIRANEK et al., 1993; AL SAFFAR; REVELL, 1994;
LANGE et al., 2009).

As primeiras ceélulas fagocitarias a colonizar o sitio inflamatorio séo os
monaocitos, e sdo responsaveis por sintetizar metaloproteinases (que degradam a
matriz 0ssea extracelular) e citocinas como TNF-a e IL-6, que estdo associadas a
atividade osteoclastica (VAES, 1988; JIRANEK et al, 1993). Ja outras citocinas
possuem um carater anti-inflamatério, dentre as quais a IL-10, que inibe a atividade
de citocinas pro-inflamatorias e auxilia na regeneragéo tecidual (TRINDADE et al.,
2001). As caracteristicas fisicas dos biomateriais (topografia tridimensional e
aspectos fisico-quimicos) parecem influenciar na resposta celular e na producao de
citocinas (LAQUERRIERE et al., 2003). Inclusive, para particulas maiores e mais
irregulares, a producao de citocinas anti-inflamatorias parece ser menor (HARADA et
al., 1996; LAQUERRIERE et al., 2003).
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Numerosos fatores de crescimento e citocinas controlam a taxa de
reabsorcdo do tecido 6ésseo por macréfagos e osteoclastos. Neste cenéario, TNF-a é
uma das citocinas pro-inflamatérias mais estudadas, sendo responsavel pelo
recrutamento direto e indireto de um amplo espectro de células do sistema imune no
sitio inflamado, estimulando a expressao de fatores quimiotaticos para mondcitos e
neutrofilos e a fagocitose. As células do endotélio também sofrem alteracdes no seu
citoesqueleto sob a influéncia do TNF-a, culminando em vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular (CAMUSSI et al., 1991). Estudos in vitro, concluiram que
TNF-a estimula a reabsorcdo Ossea, além inibir a atividade osteoblastica
(BERTOLINI et al.,, 1986; TANI-ISHII et al., 1999). Outros autores afirmaram que
TNF-a estimula de maneira direta a formagdao de osteoclastos, aumentando a
reabsorcdo Ossea, e esta relacionado aos danos causados pela inflamacdo nos
quadros de peri-implantite (KONTTINEN et al., 2006). Esta citocina também possui a
capacidade de ativacdo de osteoclastos de maneira semelhante a IL-1 (CURRAN;
GALLAGHER; HUNT, 2005). Novas alternativas de tratamento de doencas
caracterizadas por destrucdo e remodelacdo 6ssea pelo aumento de TNF-a, como
artrite reumatoide e artrite psoriética, sdo tratadas com sucesso com anticorpos anti-
TNF-a (PATIL et al., 2008).

Ja a IL-1, cuja fonte principal sdo os macréfagos e células do endotélio, além
da ja citada atividade sinérgica ao TNF-a, € um agente pro-inflamatorio pirégeno
enddgeno, e sua sintese também € estimulada pela inducdo de TNF-q,
cicloxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel — iINOS. A IL-8 se encontra
ao lado destas citocinas com papel pro-inflamatorio. Esta citocina é produzida
principalmente pelos macréfagos e é um importante fator quimiotatico para
recrutamento e ativacdo de neutrofilos (RAEBURN et al., 2002).

Osteoclastos quando ativados liberam para o meio algumas citocinas pro-
inflamatodrias, dentre elas a IL-6 (GONZALEZ;, SMITH; GOODMAN, 1996).
Entretanto, estudos indicam que a IL-6 possui um efeito paradoxal. Esta citocina
pode ter uma funcédo na inflamacao clinica apés o enxerto, na remodelagéo 6ssea, e
na homeostase dos osteoblastos (PATIL et al., 2008). IL-6 estimula as células
mesenquimais a se diferenciarem em osteoblastos, além de ser um potente agente
anti-apoptoético para estas células (TAGUCHI et al., 1998). Porém, o efeito direto
desta citocina em osteoclastos € inibitorio (YOSHITAKE et al., 2008), enquanto o

efeito indireto € de estimulacdo da osteoclastogénese através da ativacdo de
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diferentes vias, por exemplo da IL-1 e do TNF-a (KURIHARA et al., 1990; TAMURA
et al., 1993).

Quando mondcitos estdo em atividade fagocitaria, estes liberam IL-10 para o
meio. Esta é uma potente citocina antiinflamatoria, sintetizada também por linfécitos
T, capaz de inibir a producdo de IL-6, TNF-a e IL-1B (FIORENTINO et al., 1991;
TRINDADE et al.,, 2001; RAEBURN et al., 2002), aumentar os efeitos de
glicocorticéides (RAMAN; PAPE; GIANNOUDIS, 2003), além de estimular a
degradacéo de citocinas pro-inflamatorias (ADIB-CONQUY et al., 1999).

Em um estudo realizado em camundongos, pesquisadores avaliaram o papel
da IL-12 na formacdo de osteoclastos, e os tipos celulares envolvidos no processo.
Afirmaram que esta citocina expressa por células dendriticas € capaz de inibir a
osteoclastogénese in vitro, estimulando a diferenciacdo de linfocitos T de forma
sinérgica com a IL-18 (HORWOOD et al., 1998; SCHETT, 2011). IL-12 também é
capaz de promover a ativagdo de neutrofilos, sintese de citocinas pro e
antiinflamatérias (funcédo reguladora) e producdo de interferon gama (IFN-y) por
células natural killer, o que estimula o combate aos patdgenos por meio da
fagocitose (HORWOOD et al., 1998; RAMAN; PAPE; GIANNOUDIS, 2003).

A fim de elucidar o comportamento que materiais provocam nos tecidos in
vivo, a biologia molecular tem sido uma importante ferramenta, no intuito de
identificar quais genes e moléculas que participam na diferenciacdo e sintese das
células désseas. Entretanto, sdo escassos ha literatura os trabalhos que
correlacionam estes eventos com o0 processo da osteoclastogénese. Uma melhor
compreensao deste processo poderia auxiliar na identificagdo de fatores que
resultam na reabsorcdo destes materiais de enxerto e parte do sitio receptor, o que
possibilita o desenvolvimento de novas formas de tratamento mais efetivas contra

estes problemas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito dos materiais para enxerto 0sseo Geistlich Bio-Oss® e
Cerasorb M Dental® na expressdo de citocinas envolvidas na remodelacdo 6ssea

em monadcitos humanos.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar o efeito dos biomateriais na percentagem de mondcitos produtores das
citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-q;

b) avaliar o efeito dos biomateriais na percentagem de mondcitos produtores das
citocinas IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a, apds estimulo com Porphyromonas
gingivalis;

c) comparar o efeito na producdo das citocinas entre os dois biomateriais

avaliados, na auséncia e presenca do periodontopatégeno.
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3 ARTIGO

Evaluation of the effect of Bio-Oss® and Cerasorb® biomaterials

on the expression of mediators of bone remodeling in human monocytes

Os resultados desse trabalho foram compilados na forma de artigo a ser
submetido a revista Journal of Biomedical Materials Research Part A (Qualis A2).

De acordo com as normas do periédico, que podem ser acessadas em:
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)15524965/homepage/ForAuthors
.html
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ABSTRACT

In contemporary Dentistry, several techniques have been employed for bone
reconstruction using biomaterials. This study aimed to evaluate the effect of the bone
grafting materials Geistlich Bio-Oss® and Cerasorb M Dental ® on the expression of
cytokines associated to bone remodeling by human monocytes in vitro. Geistlich Bio-
Oss® and Cerasorb M Dental® were incubated in culture medium and the
supernatant added to mononuclear cells of human peripheral blood with and without
the stimulation with Porphyromonas gingivalis. Frequencies of total monocytes and
CD14+ monocytes producing cytokines interleukin 6 (IL-6), IL-8, IL-10, IL-12 and
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) were determined by flow cytometry. The
repeated measurements ANOVA followed by Tukey’s post hoc test has shown that
stimulation with P. gingivalis changed the expression of IL-6, IL-8 and TNF-a when
compared to the control group. Adding biomaterial supernatants has not affected
significantly the expression of any cytokine evaluated, both in the absence and in the
presence of bacterial stimulation. Our data suggest that Bio-Oss® and Cerasorb M
Dental® have not stimulated the production of cytokines by human monocytes and
do not interfere with the mechanisms of cell communication mediated by the

evaluated cytokines during stimulation with P. gingivalis.

Key Words: monocytes. cytokines, bio-oss, cerasorb, biomaterials.
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INTRODUCTION

Dental surgeons, involved in the area of oral rehabilitation, are constantly
faced with situations where the installation of bone-integrated implants is difficult,
mainly because of bone atrophy. One of the main challenges for this professional is
the reconstruction of these bone defects, which may be caused by trauma, infection,
neoplasms and periodontal disease.'? The autogenous bone is still regarded as gold-
standard, due to its unique properties: osteoconduction, osteoinduction, osteogenic
features, and a relatively fast time of revascularization.® However, this material has
important disadvantages: more invasive treatment due to the need of a donor site
and consequent morbidity; development of postoperative complications for the donor
site; intense bone remodeling leading to an excessive reabsorption of the graft;
limited amount of material.*®

Due to these disadvantages, alternative materials to the autogenous bone
graft have been developed, presenting facilities such as the reduction of surgical time
by easily obtaining the material, eliminating the need for a donor site and reduction of
the surgical time.°® Among these materials, we may mention beta-tricalcium
phosphate ceramics and particulate bovine bone.

Cerasorb M Dental ® (Riemser Inc., Research Triangle Park, North Carolina,
USA) is a material consisting of B-tricalcium phosphate (B-TCP) known for its high
biocompatibility and favorable properties as for osteoconductivity and
reabsorption.®*? Its use is described in several bone surgeries both in Dentistry and
in Medical Orthopedics.' Bio-Oss® (Geistlich, Wolhusen, Switzerland) is another
widely used biomaterial in surgical procedures of osseous graft in maxillary bones,
with significant success in vertical gain in techniques to lift the maxillary sinus floor,

verified in a study with a long follow-up.*? It is obtained from a process of
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deproteinization and sterilization of the bovine bone, and it is very similar to the
human bone from the chemical physical point of view.3

In sites of bone grafting, particles of biomaterials are primarily involved by a
blood clot, which is dissolved by inflammatory cells recruited from the blood.
Macrophages colonize the inflammatory site and synthetize metalloproteinases,
enzymes that degrade extracellular matrix, and pro-inflammatory cytokines such as
TNF-a, IL-1 and IL-6, which are associated to osteoclastic activity and increased
inflammatory infiltrate.™>*” Other cytokines also secreted by monocytes/macrophages
are IL-8, with an important chemotactic activity for neutrophils, and IL-12 also
involved in the regulation of bone remodeling and mainly in the activation of
mechanisms of acquired immunity during microbial infection.*®*'® Among anti-
inflammatory cytokines, IL-10 reduces the activation of monocytes/macrophages, the
secretion of pro-inflammatory cytokines and helps in the tissue regeneration.?
Physicochemical characteristics of biomaterials, such as tridimensional topography,
size of particles and chemical composition seem to influence the cell response and
the production of cytokines.?*#

Bacterial infection by periodontopathogens is frequent in maxillary bone sites
submitted to the establishing of osseointegrated dental implants, causing
periimplantitis.?®> Mechanisms to combat these microorganisms, as well as to destroy
peri-implant tissues involve immunocompetent cells and cell communication, mainly
mediated by cytokines?* Due to limited understanding, with a molecular perspective,
as for the role of different materials used in the reconstruction of atrophic alveolar

ridges and their effects on bone physiology and physiopathology, the objective of the

present study was to evaluate the effect of bone grafting materials Geistlich Bio-
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Oss® and Cerasorb M Dental ® on the expression of cytokines associated to bone

remodeling by human monocytes with and without stimulus by a periodontopathogen.

MATERIALS AND METHODS
Preparation of biomaterials

Portions of Cerasorb M Dental® (Curasan, Frankfurt/Main, Germany) and
BioOss® (Geistlich Pharma AG, Wohlhusen, Switzerland) were placed in wells of a
96-well plate, in equal volumes and then they were weighed. The amount of each
biomaterial was determined by a fixed volume, so that the biomaterial was enough to
occupy the whole volume of a well of a 96-well plate. Thus, the final values were
achieved: 0.136g of Bio-Oss and 0.230g of Cerasorb M Dental®. Each biomaterial
was transferred to a culture flask and incubated for 72 hours with 20mL of medium,
Rosewell Park Memorial Institute (RPMI 1640) (Sigma Aldrich), containing 100UI/ml
of penicillin G potassium and 100 ug/ml of streptomycin, in an incubator at 37°C, 5%
of CO2, relative humidity of 95%. The supernatant was collected to be used in the
experiments, so it would simulate events of biomaterial dissolution, which occur in

clinical practice.

Preparation of inactivated Porphyromonas gingivalis

Colonies of Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) were grown in Brucella
agar supplemented with 5% blood, 5% yeast extract and hemin/menadione 0.1%, by
means of incubation in anaerobic jars containing a gas mixture of 90% N, and 10%
CO,, at 37°C, for 48h. Then, in order to verify the absence of contamination of

bacterial colonies, a smear was prepared in glass slide for Gram staining.
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For bacterial inactivation by means of inhibiting their metabolism, bacteria
were heated for 30 minutes at 100°C, following a protocol similar to that described by

Jia et al.”® Then, bacteria were frozen at -20°C to be used in experiments.

Obtaining peripheral blood mononuclear cells

This study was approved by the Ethics Committee in Research of PUC Minas
(CAAE 42680115.6.0000.5137) and was conducted according to current regulations.
In order to obtain peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), 10 health individuals
were selected (6 males and 4 females, 28.2+4.6 years of age). Exclusion criteria
were: conditions that might influence the immune response to periodontopathogens
(periodontitis, diabetes, acquired immunodeficiency syndrome), as well as the use of
immunosuppressive and anti-inflammatory drugs.

About 20mL of blood was obtained by puncture of peripheral vein, and stored
in tubes containing heparin (Becton Dickinson Vacutainer®, New Jersey, USA).
Afterwards, blood was diluted in the same volume of phosphate buffered saline
(PBS) solution. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were then separated
from the other components of the blood by centrifugation in Ficoll-Paque gradient
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) 200g, for 40 min at 20°C. PBMCs were
washed by centrifugation, twice with PBS, counted in the hemocytometer chamber
and resuspended in complete RPMI medium (2mM of L-glutamine, 5% of normal

human serum, 100ug/ml of streptomycin and 100Ul/ml of penicillin G potassium).

Stimulation of PBMC with biomaterials and P. gingivalis
PBMCs of each patient, at a final concentration of 1X106 cells/mL, were

submitted to 6 experimental conditions in 96-well plates:
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1) Control (PBMCs incubated only with complete RPMI medium);

2) Bio-Oss (PBMCs incubated with 1.02mg/mL of Bio-Oss);

3) Cerasorb (PBMCs incubated with 1.725mg/mL of Cerasorb M Dental®);

4) Pg (PBMCs incubated with 1x108 UFC of P. gingivalis/mL);

5) Bio-Oss + Pg (PBMCs incubated with 1.02mg/mL of Bio-Oss + 1x108 UFC
of P.gingivalis/mL);

6) Cerasorb + Pg (PBMC incubated with 1.725mg/mL of Cerasorb M Dental®

+ 1x108 UFC of P. gingivalis/mL).

For the control group, PBMCs were incubated only with half of the whole
RPMI. In groups Bio-Oss and Cerasorb, the supernatants of the biomaterials were
added in the proportion corresponding to 1.02mg/mL and 1.725mg/mL, respectively,
maintaining the proportion initially obtained of weight/volume of each biomaterial. In
the Pg group, P. gingivalis inactivated by the heat were added in the proportion of
100UFC/PBMC, according to Kinane et al.?®. In Bio-Oss + Pg and Cerasorb + Pg
groups, in addition to the supernatant of biomaterials, inactivated P. gingivalis were
added, in the same proportions described for the previous groups. In these groups,
the bacterial stimulus was added 1 hour before adding the supernatant of the
biomaterial. The plate was incubated in an incubator (37°C, 5% CO2, relative
humidity of 95%) for 20 hours. In order to avoid that cytokines were secreted by other
cells and so they would remain concentrated in intracytoplasmic vesicles, each well
received 10uL of Brefeldina A (1ug/ml) solution (E Bioscience, San Diego, USA), four

hours before the end of the incubation.
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Reactions of immunofluorescence and cytometric analysis
After 20 hours of incubation, PBMCs were centrifuged (1400 RPM, 4°C, 8 min)
and the supernatant was discarded. For the reaction of immunofluorescence, a

similar protocol to that described by Souza et al.?’

was adopted. After that, 20uL of a
solution of anti-CD14 monoclonal antibody, APC or FITC conjugate (clone M5EZ2,
BioLegend, San Diego, USA) diluted in PBS with 0.2% bovine serum albumin
(Sigma-Aldrich, Milwaukee, USA), and the plate was incubated at 4°C, for 15 min.
Then, cells were washed with PBS and fixed with formaldehyde at 2%. For the
intracytoplasmic labeling, cells were incubated with saponin solution at 0.5%, for 20
minutes at room temperature and then, they were incubated with a solution
containing com monoclonal antibodies diluted in saponin buffer: anti-IL-6 APC
conjugate (clone HQ2-13A5, Biolegend); anti-IL-8 PE conjugate (clone 6217, RD
Systems); anti-IL-10 PeCy7 conjugate (clone JES3-9D7, Biolegend); anti-IL-12 PE
conjugate (clone eBioHP40O, E-bioscience); anti-TNF-a APC conjugate (clone
Mabl1l, Biolegend). After 30 minutes of incubation at room temperature, cells were
washed and resuspended in buffer PBS/BSA so that flow cytometry might be read.
Isotype controls (negative controls) were used conjugated with the same
fluorochromes used in all reactions of immunofluorescence.

In order to quantify immunolabelings, flow cytometry FACSCanto Il (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) was employed with data acquisition of 70,000 cells
per tube. Cytometric data were analyzed using FlowJo 7.6.5 software (Tree Star Inc.,
Ashland, USA), determining the population of monocytes according to the location of
its population in the chart size versus granularity. Then, populations of CD14+
monocytes were determined. Data were expressed as percentage of total monocytes

and CD14+ monocytes expressing each one of the cytokines evaluated.
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Statistical analysis

Data were initially submitted to the D'Agostino & Pearson normality test, which
showed a normal distribution. The repeated measurements one way ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test was used to evaluate if there are differences,
among groups, in the frequency of cells expressing each one of the markers. This
analysis was carried out separately for each one of the markers. The level of
significance was established at 5%. Analyses were carried out by means of the

GraphPad Prism 6.05 software (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

RESULTS

With the purpose of verifying whether biomaterials Bio-Oss and Cerasorb M
Dental® are able to interfere with the function of monocytes, which are found in sites
of bone grafting in the very first days, we evaluated the effect of substances released
by the biomaterials on the expression of cytokines by human monocytes. After 20
hours of incubation, there were no significant differences in the frequencies of total
monocytes, or in the frequencies of CD14+ monocytes expressing each one of the
cytokines evaluated, when compared to groups Control, Bio-Oss and Cerasorb
(Table 1).

Considering that in sites of bone grafting, after installing dental implants, a
periimplantitis may possibly occur, we have verified whether biomaterials would be
able to interfere with the production of cytokines by monocytes in response to an
important periodontopathogenic bacterium, P. gingivalis. Thus, mononuclear cells of
the peripheral blood were stimulated by P. gingivalis for one hour before adding the
supernatant of biomaterials. Our analyses have shown that the stimulation with P.

gingivalis decreased significantly the frequencies of CD14+ monocytes expressing
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TNF-a and increased significantly the frequencies of total monocytes and CD14+
monocytes expressing cytokines IL-6 and IL-8 when compared to the control group
(Table 1). However, adding the supernatant of Bio-Oss® and of Cerasorb M Dental®
to cells stimulated with P. gingivalis has not changed significantly the frequencies of
cells expressing IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 or TNF-a both in the population of total
monocytes and in the population of CD14+ monocytes, when compared to group Pg
(Table 1).

When comparing frequencies of monocytes expressing the cytokines
evaluated between groups Bio-Oss and Cerasorb, both in the presence and in the
absence of bacterial stimulus, we have verified the absence of significant differences

(Table 1).

DISCUSSION

The present study has had the objective of evaluating the effect, in vitro, of
Geistlich Bio-Oss® and Cerasorb M Dental® biomaterials for bone graft in the
expression of cytokines involved in the bone metabolism by human monocytes.
These cells were chosen because it was previously shown in the literature that they

play an active role in the inflammatory process caused by biomaterials, in those

28,29 21,30

calcium phosphate derivatives, both in vivo and in vitro.

The topic biocompatibility is common in discussions on biomaterials. The
concept of this topic is not limited to only the lack of antigenicity, but it also deals with
the positive effects desired for these materials, both in terms of promoting biological

processes and of the desired functionality.®* In this context, the knowledge of

cytokines involved in the inflammatory process is relevant. These molecules are able
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to modulate bone damages of inflammation after surgical procedures or in the
periodontal disease.*

The following cytokines were evaluated in the present study: tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), IL-8, IL-10 and IL-12. TNF-a is a well-known
pro-inflammatory cytokine, with a fundamental role in the expression of chemokines,
leukocyte activation, promotion of angiogenesis, decreased activity of regulatory T
cells, in addition to being able to sensitize nociceptors.*® Studies have shown that
this cytokine stimulates the differentiation of new osteoclasts, by increasing levels of
macrophage colony stimulating factor (M-CSF) and of the receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand (RANKL).>**® As this cytokine increases bone loss, it
seems to play a fundamental role in typical damages of periimplantitis and
periodontal disease.®® RANKL is also able to act on dendritic cells,
transdifferentiating them into osteoclasts, even more effectively than the
differentiation from mesenchymal cells.*” IL-6 is involved in the start and progression
of periodontal disease, and it is found in high levels in patients with periodontal
lesions.® It is produced by mature and immature osteoblasts and is able to stimulate
the proliferation and activity of osteoclasts.* IL-8 is also a potent pro-inflammatory
cytokine, able to recruit neutrophils and leukocytes for inflamed periodontal tissues,
influencing these cells to release superoxides, proteases and reactive lipids.*®** This
cytokine is synthetized by macrophages, fibroblasts, chondrocytes and osteoblasts,
and acts synergistically with IL-6."%%® Different from the cytokines previously
mentioned, IL-10 has anti-inflammatory properties. It is produced by B cells, mast
cells, eosinophils, macrophages and dendritic cells.** In the bone tissue, it is able to
reduce the expression of TNF by the increase of differentiation of helper T

lymphocytes 1, able to synthetize other anti-inflammatory cytokines and to inhibit the
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production of anti-inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6 and TNF-a.*>* |L-10
also inhibits osteoclastogenesis by the increase in the level of osteoprotegerin (OPG)
and the decrease of RANKL.*” This cytokine is related to the stimulation of
osteoblastic differentiation.*® 1L-12, an important cytokine for the activation of T
lymphocytes, is also able to inhibit osteoclastogenesis.®

Our results have shown that adding the supernatant of Bio-Oss® and
Cerasorb M Dental® biomaterials has not changed significantly the frequencies of
total monocytes and CD14+ monocytes expressing each one of the cytokines
evaluated (Table 1). These data suggest that, although these biomaterials have a
distinct constitution and nature, substances possibly released by both are not able to
influence the expression, by monocytes, of cytokines directly involved in the
processes of bone remodeling. Thus, in addition to previous studies showing that
both biomaterials do not produce significant inflammatory responses in the tissues,
our data suggest that their solubilized products do not interfere with the mechanisms
related to bone neoformation that occurs in grafting sites.

Flow cytometry is a method in which a computerized equipment creates a fluid
flow containing cells and is able to measure the fluorescence, size and granularity of
cells or particles, in a fast and effective way.*®

Lange et al.*®

conducted a study in vitro with the purpose of observing whether
the size of particles of B-TCP influences the inflammatory potential of the biomaterial,
during the incubation period. As a parameter of this potential, levels of TNF-a, IL-1
and IL-8 were analyzed in the supernatant of PBMC. After 6h of incubation, only
large particles had a significant increase in the level of cytokines. After 18h of

incubation, regardless the size of the particle, significantly higher levels of cytokines

were found. Furthermore, under the same circumstances, larger particles reached
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cytokines up to 3 times larger when compared to particles of 1lum. Authors
formulated the hypothesis that larger particles are more difficult to be phagocytized,
which might boost the inflammatory response. It has already been shown that only
particles smaller than 20pm in diameter may be phagocytized.®* Our results are in
conflict with those obtained by Lange et al.*>® having in mind that we have shown that
Cerasorb M Dental®, a B-TCP ceramic, has not changed the expression, by
monocytes, of cytokines involved in the bone metabolism, even when the mean

1.5° . It is worth

diameter of the particles was larger than those used by Lange et a
mentioning that these authors incubated mononuclear cells in direct contact with
particles of the biomaterial, whereas our study performed the incubation with the
supernatant of the biomaterials. We have chosen this kind of incubation as the
purpose was to analyze the behavior of biomaterials after their dissolution in the
medium, simulating the dissolution that occurs clinically after the grafting with these

biomaterials. In addition, Lange et al.*

guantified total cytokines released into the
supernatant by all mononuclear cells, without identifying the subpopulations
responsible for its production and secretion. In our study, by means of flow
cytometry, it was possible to identify subpopulations of monocytes, phenotypically
identified, responsible for the production of each cytokine. The studies evaluated B-
TCPs from distinct manufacturers, which may influence the results.

No studies were found in the English literature analyzing the influence of Bio-
Oss® or Cerasorb® (or other brands of biomaterials with a similar composition) in the
production of cytokines IL-10 and IL-12, or of Bio-Oss® and its relationship with IL-8.
Nevertheless, Gradjean-Laquerriere et al.*® studied the effects that different sizes

and shapes of hydroxyapatite particles (material with a chemical structure similar to

B-TCP) in the production of cytokines (IL-6, IL-8 and IL-10) by human monocytes in
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vitro with periods of incubation of 6h and 18h. A significant increase of cytokines IL-
10 was observed, mainly of hydroxyapatite particles with a pointed shape, when
compared to the control group at any of the times of incubation. Canuto et al.>
evaluated a material based on hydroxyapatite in the induction of inflammatory
mediators in alveoli after extraction in humans, among them IL-10. No significant
increase of this cytokine was verified in any variant of time on the patients’ mucosa, a
similar result to that found in the present study, when analyzing samples containing
B-TCP.** Interleukin 12 (IL-12) is a cytokine with immunoregulatory functions,
involved in the start and regulation of cell immune responses. This cytokine was
produced by macrophages, monocytes and B lymphocytes in response to damages
caused by microorganisms from different sources. The expression of proinflammatory
cytokines (for example, IL-4 and IL-10) for this cytokine is also able to assist in
maintenance and differentiation of helper T lymphocytes 1, producers of anti-
inflammatory cytokines.>®

Bone grafts performed intraorally are particularly susceptible to bacterial
contamination, since the normal oral microbiota already contains a significant number
of microorganisms for the development of such event.** The early exposure of the
graft to these microorganisms may lead to a contamination, and consequently
develop an infection with a potential graft loss.”® Staphylococcus aureus is a
bacterium which is very commonly found in bone infections.”® Sanchez et al.>’
observed the effect that the biofilm of this bacterium on osteoclasts, and concluded
that this biofilm reduces the feasibility and differentiation, in addition to inducing a
greater expression of RANLK, responsible for recruitment and differentiation of
osteoclasts. Although it is not a very rare event, in the literature there are few studies

that address this issue.®”°8
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In this context, and considering that in sites of bone grafting, periimplantitis
may occur after implants are installed, we verified if the biomaterials evaluated would
be able to interfere with the production of cytokines by monocytes in response to an
important periodontopathogen (Porphyromonas gingivalis). Thus, mononuclear cells
of peripheral blood were stimulated for 1 hour with P. gingivalis before adding the
supernatants of biomaterials. P. gingivalis is a gram-negative bacterium that is part of
the microbiota associated to the development of a chronic periodontal disease in
humans and its use in models of infection is widely employed for the study of
immunological reactions and of bone reabsorption.>*®° The use of this bacterium in
our study has the purpose of simulating an infection in the receptor site of the
candidate patient to bone graft with biomaterial. Our results have shown that the
stimulation with P. gingivalis increased significantly the frequencies of total
monocytes and of CD14+ monocytes expressing cytokines IL-6 and IL-8, when
compared to the control group (Table 1). This result is in accordance with previous
studies, which have shown an increase in the mRNA transcription and in the
expression of IL-8 and IL-6 in epithelial cells of oral mucosa, in the presence of P.
gingivalis.®*®? However, our results have also shown that the stimulation with P.
gingivalis reduced significantly the frequency of CD14+ monocytes expressing TNF-
a, which might be explained by the fact that immunocompetent cells, when
stimulated, may have a negative feedback, reducing the expression of a certain
cytokine. As our study evaluated at only one time (20h), it is possible that the
production of TNF-a increased in the first 6 hours and then decreased. Our results
have also shown that adding the supernatant of Bio-Oss® and of Cerasorb M
Dental® to P. gingivalis-stimulated cells has not significantly changed the frequencies

of cells expressing IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 or TNF-a both in the population of total
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monocytes and in the population of CD14+ monocytes, when compared to those
frequencies observed in group Pg (Table 1). These results show that, even in the
presence of periodontopathogenic bacteria, substances released by the biomaterials
evaluated are not able to influence the expression, by monocytes, of cytokines
associated with processes of bone remodeling. The functional activity of monocytes
by means of cytokine production is fundamental to produce an immune response,
which is appropriate to eliminate pathogens. These cytokines take part in the
activation of microbicidal mechanisms and also stimulate cell mechanisms which
cause tissue destruction, such as bone reabsorption. Thus, the influence of
biomaterials on this process might significantly affect the response to microorganisms
and may change the balance between the protection against pathogens and the
maintenance of the tissue integrity, directly influencing the final result of the graft.

Nevertheless, it is important to highlight that our study has certain limitations.
Samples were analyzed at only one time, which may reduce the sensitivity of the
experiment to collect data, as well as to detect variations on the levels of cytokines.
Only one species of bacterium was used in the experiment, as well as a single cell
type (monocytes). The oral environment is colonized by a wide range of bacteria that
interact among each other and with other cell types immersed in the saliva, which
was not present in this experiment either. Further studies in vitro with different times
of observation and different cell populations of the immune system, in addition to in
vivo studies are important to confirm data found in the present paper.

In conclusion, our data suggest that Bio-Oss® and Cerasorb M Dental® do not
stimulate the production of cytokines by human monocytes and do not interfere with
the mechanisms of cell communication mediated by the cytokines evaluated, even in

the presence of periodontopathogenic bacteria such as P. gingivalis.
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TABLE 1 - Mean and standard deviation of the frequency (%) of cells expressing each of the markers, followed by a

comparison between groups

Bio-Oss + Cerasorb + Comparison between groups "
Control (1) Bio-Oss (2) Cerasorb (3) Pg (4)
Pg (5) Pg (6) 1x2 1x3 | 2x3 1x4 | 4x5 | 4x6 | 5x6
TNF total 5.85+2.76 9.06 +4.74 9.46 +6.09 217+1.74 243+1.73 2.84 +2.62 Ns ns ns ns ns ns ns
TNF in CD14 6.71 +3.23 10.43 +£5.17 11.55+6.35 1.72+1.59 2.23+1.80 2.31+2.18 Ns ns ns * ns ns ns
IL-6 total 3.02 +1.37 10.37 £ 18.05 3.76 £ 1.57 43.65+18.70 | 44.40+18.63 | 43.17 +£18.80 Ns ns ns * ns ns ns
IL-6 in CD14 418 +1.88 12.72 + 21.53 487 +1.71 49.30 £19.77 | 50.96 +20.40 | 49.80 £ 20.44 Ns ns ns * ns ns ns
IL-8 total 5.66 £ 0.83 7.16 +4.44 9.39+3.24 47.39+19.25 | 47.53+17.93 | 51.33 £19.56 Ns ns ns * ns ns ns
IL-8in CD14 7.82 £0.69 9.69 +5.89 1257 +4.26 | 55.89+22.30 | 56.68+19.87 | 61.25+ 19.80 Ns ns ns * ns ns ns
IL-10 total 2.87+1.55 3.02+1.44 253+1.21 3.39+243 5.16 +3.92 346171 Ns ns ns ns ns ns ns
IL-10in CD14 4.19+2.25 4.38+1.76 4.15 + 2.06 5.04 £ 3.69 7.55 + 4.46 5.85+4.13 Ns ns ns ns ns ns ns
IL-12 total 3.34+1.56 4.92 £ 4.96 5.89+5.77 3.54 £ 1.57 3.21+£1.55 3.65+2.48 Ns ns ns ns ns ns ns
IL-12 in CD14 5.24 £ 2.07 7.29 £6.59 8.94+7.70 526 +2.11 4.76 + 2.30 5.49 +3.18 Ns ns ns ns ns ns ns

T Comparison made by one way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. All groups were compared with each other, but only the biologically relevant
comparisons were inserted into the table.

*p <0.05

ns = not significant (p > 0.05)
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FIGURE 1. Cytokines in total monocytes and CD14 + monocytes. After 20 hours of incubation, there was no significant differences in total
monocytes frequencies (A, C, E) or CD14 + monocytes (B, D, F) expressing each of the evaluated cytokines. After stimulation with P. gingivalis,
a significant reduction in the frequency of CD14 + monocytes expressing TNF-a (B) was observed, while there was a significantly increase of
the frequencies of total monocytes and monocyte CD14 + expressing IL-6 and IL-8 cytokine (C, D, E , F). Analyzing the frequency of monocytes
expressing cytokines between groups of biomaterials, both in the presence and absence of bacterial stimulation, no significant differences were
found. * p < 0.05.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos estudos sobre biocompatibilidade de materiais odontolégicos,
incluindo os biomateriais de enxertia 0ssea, avalia a viabilidade de diferentes tipos
celulares e a resposta tecidual por meio da caracterizacao do infiltrado inflamatério
associado. Essa caracterizacdo € importante para determinar a interacdo tecidual
com o0s materiais. Entretanto, embora os materiais possam ndo desencadear
reacoes inflamatdrias ou citotoxicidade relevantes, estes podem influenciar os
processos de comunicacdo celular, afetando os mecanismos imunoinflamatérios e
de renovacgéao tecidual. Nesse sentido, a avaliacdo da influéncia dos materiais em
concentracfes nao citotéxicas na expressdo de moléculas relacionadas a esses
processos torna-se relevante.

Nossos resultados mostraram que Bio-Oss e Cerasorb M Dental nao
alteraram significativamente as frequéncias de mondcitos expressando citocinas pro-
e anti-inflamatérias, envolvidas no processo de remodelacdo 6ssea, mesmo em
condi¢des infecciosas mimetizadas pela estimulagdo in vitro com P. gingivalis.
Andlises de outras subpopulac¢des leucocitérias e de células mesenquimais quanto
ao efeito desses biomateriais podem contribuir para melhor compreenséo sobre o
efeito dos mesmos nos processos biologicos relacionados a inflamagéo e reparo

tecidual, que ocorrem nos sitios de enxertia.
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