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RESUMO



Introducé@o: As BMP’s abriram novas perspectivas nas reconstrugdes Osseas; sdo indutoras
da reparacdo do tecido 6sseo e necessitam de carreadores para transporte e liberagdo de forma
controlada. O carreador utilizado foi o gel de polissacarideo, que é biocompativel, de baixa
toxicidade e apresenta caracteristicas fisicas e quimicas adequadas para a fungdo de enxertos.
Objetivos: Avaliar as propriedades do gel de polissacarideo de melagco, como carreador das
Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMP) na reparacéo de defeitos criticos na calvaria de ratos.
Meétodos: Trinta e seis ratos machos adultos Wistar foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, um grupo controle positivo e um grupo controle negativo, com seis animais
cada grupo. Foi realizado defeito critico de 11 mm na calvéria dos animais sob condicdes de
assepsia e anti-sepsia. Nos animais experimentais foram enxertados: gel+matriz orgéanica do
osso liofilizado cortical (gen-ox-org®)+proteina morfogenética do 0sso (genpro®) um grupo
com membrana biolégica de origem bovina (genderm®) e um grupo sem membrana; gel +
0ss0 bovino inorganico liofilizado esponjoso (gen-ox-inorg®) + proteina morfogenética do
0ss0 (genpro®) um grupo com membrana biolégica de origem bovina (genderm®) e um
grupo sem membrana; o grupo controle positivo utilizou o enxerto com 0sso organico e
membrana, sem gel, o grupo controle negativo com confeccdo do defeito e sacrificio
imediato. O sacrificio ocorreu 180 dias apds a cirurgia. As cabecas foram fixadas em
formaldeido a 10% tamponado. Para obtencdo das imagens foi utilizado um aparelho
tomografo iICATVision (cone-bean 3D), que permitiu, apos reconstrucdo das imagens e
tratamento com Photoshop 10.0 CS3, o célculo das areas radiolucidas. Os defeitos residuais
foram medidos com paquimetro; a partir da metade do defeito foi realizada seccao da calota e
utilizado o segmento caudal para andlise histologica qualitativa, apds serem corados com
hematoxilina e eosina. Foi realizado estudo histomorfometrico para avaliar a intensidade da
angiogénese. Resultados: Os grupos que utilizaram o gel+0sso bovino inorganico liofilizado
esponjoso (gen-ox-inorg®)+proteina morfogenética do 0sso (genpro®), 0 grupo com
membrana bioldgica de origem bovina e o grupo sem membrana foram os que apresentaram
menor area radiollicida, melhor reparacdo na observacdo qualitativa histologica, com
diferenca significativa a 5% comparada ao controle positivo na analise do nimero de artérias
e veias. Conclusdo: Os resultados sugerem que o gel de polissacarideos, associado ao 0Sso
liofilizado inorganico, pode ser usado como carreador eficiente para a BMP na estimulacéo da
cicatrizacdo Gssea. Descritores: Biopolimeros; Polissacarideos; Regeneracdo Ossea;

Transplante Osseo; Ratos.



ABSTRACT



Introduction: Bone morphogenetic proteins (BMPs) have opened up new perspectives in
bone reconstruction as they induce bone healing. BMPs need a carrier for their proper
transport and release. A biopolymer of polysaccharide was used in the bone graft, which is
biocompatible, has low toxicity and presents physical and chemical characteristics suitable for
use in bone grafting. Objetives: To assess the properties of polysaccharide gel as a carrier of
BMP in the healing of severe bone defects on the calvarium of rats. Method: Thirty-six male
adult Wistar rats were divided into four experimental groups, one positive control group and
one negative control group composed of six rats. A severe 11-mm wound was made in the rat
skulls under perfect infection control conditions. The experimental groups were divided as
follows: Group 1: gel + organic matrix of the cortical lyophilized bone (gen-ox-org®) +
BMP(genpro®) but no membrane; Group 2: gel + bovine trabecular inorganic bone (gen-ox-
inorg®) + BMP (genpro®) but no membrane; Group 3: gel + organic matrix of the cortical
Iyophilized bone (gen-ox-org®) + BMP (genpro®) + bovine biologic membrane (genderm®);
Group 4: gel + bovine trabecular inorganic bone (gen-ox-inorg®) + BMP (genpro®) + bovine
biologic membrane (genderm®). In the positive control group the same organic bone graft
was used but without gel, and the animals were put down after 180 days. In the negative
control group the wound was made in the rat skulls, but the animals were put down
immediately. The rats in the experimental group were put down 180 days after operation. 10%
tampon formaldehyde was used to fix the head tissues. The CT scanner iCATVision (cone-
bean 3D) was used for obtaining the radiographic images that made possible the measurement
of the radiolucent areas after the reconstruction of the images and their treatment with
photoshop 10.0 CS3. The residual defects were measured using a pachometer. A section of
the skull from the middle of the residual defect and the caudal segment was used for a
qualitative histological analysis after staining with hematoxilin and eosin. To assess the
intensity of angiogenesis a histomorphometric study was performed. Results: Group 4 (gel +
bovine trabecular inorganic bone /gen-ox-inorg®) + BMP (genpro®) + bovine biologic
membrane (genderm®) and group 2 (bovine trabecular inorganic bone /gen-ox-inorg®) +
BMP (genpro®) but no membrane presented the lowest radiolucent area on the radiograph,
i.e. the best repair as observed on the qualitative histological study, presenting a 5%
significant difference when compared with the positive control when the number of arteries
and veins formed was analyzed. Conclusion: The results suggest that polysaccharide gel in
association with inorganic lyophilized bone can be used as an efficient carrier for the BMP in
stimulating bone healing.

Keywords: Biopolymers; Polysaccharides; Bone Regeneration; Bone Transplantation; Rats



INTRODUCAO



Um dos maiores desafios aos cirurgidoes e pesquisadores, que atuam na
drea de reabilitacdo tem sido a reconstrucdo de perdas dsseas. O objetivo
de aumentar a longevidade com qualidade de vida tem despertado a
busca por alternativas para reparar e substituir tecido dsseo.!

A utilizacdo de subst@ncias que promovem a reparacdo 6ssea de
forma mais répida’s sdo resultados de pesquisas e estudos iniciados na
década de 60 por Uristé, e em publicacdes que se sucederam. 7-?

Essas perdas ésseas podem resultar de tfraumas, processos infecciosos,
neoplasias, anomalias de desenvolvimento, doenca periodontal, extracdoes
traumdadticas, cirurgias ressectivas, doencas osteoliticas, deformidades
dentofaciais, pseudo-artrose congénita ou processos tumorais 1011, Tais
perdas em condicdes normais sdo reparadas através de processo bioldgico
natural, respeitando os limites de extensdo, desde que o agente causador
tenha sido eliminado. A extensdo e a velocidade desses processos estdo na
dependéncia da localizacdo anatbmica do agente etioldgico, das
dimensdes da lesdo e das caracteristicas bioldgicas de cada individuo.

A necessidade do suprimento sanguineo adequado, a formacdo e a
manutencdo do codgulo sdo fatores prementes para desencadear a
cascata de eventos inflamatdrios que levardo ao reparo de um defeito
osseo. Esta reparacdo tecidual possui limitacdes quando o defeito excede o
tamanho critico para a regido, idade e espécie a ser fratada. Estas restricoes
geram dificuldades na resolucdo de fratamentos na tfraumato-ortopedia e
odontologia.213

As abordagens convencionais para a resolucdo de defeitos criticos
Osseos incluem o uso de enxertos 6sseos autdgeno, aldgeno ou xendgeno,
substitutos Osseos e implante de materiais alopldsticos. Nenhum material se
iguala ao osso autdgeno como material de enxerto, no entanto seu uso esta
associado a problemas como limite de volume, custo, morbidade,
possibilidade de complicacdes, aumento do tempo operatdrio e perda
sanguineaq.4

A reconstrucdo de grandes deficiéncias esqueléticas representa um

problema desafiante. Em geral, os esforcos tém sido feitos no senfido de



encontrar um material que promova a reparacdo nas perdas significativas
do arcabouco esquelético facial, além de evitar a reabsorcdo do 0sso
residual, estimulando e acelerando o processo de reparo deste tecido tGo
especializado. Para a reconstrucdo total ou parcial de estruturas ésseas
acometidas por lesdes extensas, foram desenvolvidas técnicas com o
objetivo de diminuir a ocorréncia de infecgcdo secunddria, favorecer a
cicatrizacdo, prevenir a invaginacdo de tecidos moles para o interior dos
defeitos dsseos, favorecer a formacdo de tecido dsseo, recuperar o
contorno anatdbmico e restaurar sua funcdo. Diferentes métodos sdo
utilizados na tentativa de resolver este problema, sendo dos mais comuns Os
que envolvem a coleta e implantacdo de enxertos autdlogos e heterologos,
associados ou ndo aos biomateriais, como nos casos dos polimeros.14.15

Os biomateriais ideais apresentam propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, ou leito receptor, de modo a
estimular uma resposta adequada. Atuam de trés formas, através da
osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo, podendo, desta forma,
concomitantemente, participar do processo de consolidacdo do tecido
Osseo. 1617

Outra forma de material muito utilizada nas técnicas de enxerto € a
técnica da repacdo tecidual guiada, na qual se utiliza uma membrana de
0sso cortical bovino, de coldgeno ou de ftetrafluoretiieno, entre outros
materiais. Nessa fécnica a membrana € chamada de barreira bioldgica, pois
impede mecanicamente a invaginacdo do tecido conjuntivo ou do epitélio
juncional para o interior da cavidade &ssea. Na prdtica cirdrgica,
freqUentemente constata-se dificuldade de reparacdo de defeitos Osseos,
dado o rapido crescimento de tecido conjuntivo para o interior dos defeitos.
Esse fato impede a formacdo de tecido &sseo, causando alteracdoes
anatdémicas e perturbacdes funcionais, exigindo novos procedimentos
operatdrios reconstrutivos, que tém na enxertia ossea seu principal método
de tfratamento.!!.14

Assim pode-se afirmar que o objetivo primdario da enxertia 6ssea € o de

preencher ou unir o defeito com material osteoindutivo e/ou osteocondutivo.



O sucesso da enxertia depende da participacdo ativa do enxerto no
processo da osteogénese reparativa.

Urist, em 1965, ao implantar matriz dssea desmineralizada no
subcut@neo e no musculo de ratos, induziu a formacdo de 0sso
heterotépico¢, processo que foi entdo chamado de osteoinducdo?. Foi
postulado entdo que células-tronco mesenquimais pluripotentes sdo atraidas
por quimiotaxia para o sitio de implantacdo por algum fator ainda
desconhecido e induzem a formacdo de osso e cartiagem.8 Esses fatores
foram posteriormente isolados e clonados, sendo entdo denominados de
Proteinas Morfogenéticas Osseas ou BMP’s (do inglés Bone Morphogenetic
Proteins)?. A descoberta das BMP’s por Urist¢ abriu novas perspectivas nas
reconstrucoes dsseas, tanto na drea odontolégica quanto na drea médica.

Um novo material, de estrutura quimica polimérica, foi obtido por
sintese a partir do melaco de cana-de-acuUcar na Estacdo Experimental de
Cana-de-AcUcar de Carpina - EECAC-UFRPE. O biopolimero é
biocompativel, de baixa toxicidade e apresenta caracteristicas fisicas e
quimicas adequadas para a utilizacdo em enxertias. O novo material estd
sendo pesquisado em diferentes formas de implantacdo, com resposta
positiva  por parte dos organismos, demonstrando biointegracdo,
caracteristica esperada, com possibilidade de aplicacdo futura.

O desafio no estudo dos biomateriais € obter um material com
caracteristicas proximas ao tecido vivo, de forma que o organismo passe a
reconhecé-lo como parte de sua estrutura e ndo como agente agressor e
estranho. Que o material contribua para a restauracdo da anatomo-
morfologia funcional e estética, e participe ativamente nas etapas

din@micas da reparacdo celular.



OBJETIVOS



OBJETIVO GERAL

. Avaliar as propriedades do gel de polissacarideo associado as Proteinas
Osseas Morfogenéticas e osso liofilizado na reparacdo de defeitos

criticos na calvdria de ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avadliar, através de tomografia, a drea dos defeitos dsseos 180 dias apds

a cirurgia pelo estudo das imagens radiolUcidas;

e Andlisar qualitativamente através da histologia a angiogénese,
reabsorcéo da membrana cortical, reorganizacdo do peridsteo e

formacdo do tecido 6sseo e tecido integrador;

e Anadlisar quantitativamente através da histomorfométria artérias e veias

presentes no defeito osseo.



LITERATURA



1 . Necessidade da Utilizacdo dos Enxertos

Apesar de aparentar um estado estdtico, o osso é um tecido
altamente dindmico e complexo, no qual osteoblastos e osteoclastos, numa
harmoniosa cooperacdo, garantem o equiliorio durante o crescimento,
manutencdo e reparacdo do tecido &sseo. As pesquisas na drea da
gendmica e da protedma tém ampliado os horizontes sobre a descoberta
de fatores de crescimento que contfrolom ou induzem a osteogénese,
possibilitando novas alternativas terapéuticas.

O tratamento de grandes perdas de tecido &sseo'0-17, verificadas
principalmente nas altas incidéncias de traumas em face's, confere hoje um
capitulo desafiador para a odontologia e a medicina. O enxerto autdégeno’®-
17, realizado em grande escala atualmente, com 450.000 procedimentos
realizados em 2000 nos EUA!?, &€ de alta morbidade, custo e muitas vezes os
resultados sdo imprevisiveis.

Pode-se explicar o interesse pelos morfogenes e seus produtos, como
as proteinas osseas morfogenéticas (BMP) e seus carreadores, os quais
interferem positivamente com o equilibrio do processo de ossificacdo,
favorecendo a aposicdo de 0sso novo. Por esta razdo diversas pesquisas tém
estudado a utilizacdo das BMP’s, naturais ou recombinantes, como elemento
terapéutico, pois hd uma grande necessidade de avaliar estes materiais

quanto a sua citoftoxicidade, biocompatibilidade e efeito bioldgico.

2. Proteinas Osseas Morfogenéticas (BMP's)

As BMP’'s surgiram a partir dos trabalhos de LEVANDER em 19382,
LACROIX em 19452" e em 194722, HEINENZ et al. em 1949, que estudaram o
comportamento de fragmentos désseos autdlogos vivos implantados em
regides ectopicas, cujos resultados serviram de subsidios para as pesquisas

relacionadas aos fatores osteogénicos.



Na década de 1950, a utilizacdo de modelos de estudo mais
sofisticados foi possivel para se comprovar a existéncia e agdo dos fatores
osteogénicos. Consistia em implantacdo em ante-cdmara do olho e de
filtros em subcutdneo contendo osso de calvdria de rato. Num periodo
compreendendo duas a oito semanas, Nnovo 0sso era evidenciado nestes
locais ectopicos, presumivelmente em resposta a difusGo osteoindutora de
componente contido na calvaria.24 25

O mecanismo de calcificacdo nos tecidos extra-dsseos era disputado
por diversos pesquisadores no inicio da década de 60. Numa programada
série de pesquisas objetivando testar a teoria da calcificacdo, em 1965, URIST
et al(Fig 1) readlzaram a descoberta, na qual amostras de 0sso
descalcificadas e ndo tratadas, implantadas em musculo de coelhos e ratos,
resultaram na formacdo ectépica de novo osso e nova cartilagem. 6

Em contrapartida, apesar de ndo ter sido Uristé o primeiro a especular
sobre a existéncia da substéncia responsdvel pela osteoinducdo, atribui-se a
ele grande parte dos frabalhos iniciais relacionados ao isolamento da

proteina éssea morfogenética.

Fig 1. Marshall R. Urist, MD, PhD

Van de Putte e Urist partiram do principio de que, para haver uma

avaliacdo adequada da capacidade indutora 6ssea de um implante de



tecido desmineralizado, o enxerto deveria ser inserido no tecido celular
subcuté@neo ou no tecido muscular, distante do osso ortotdpico. Diversas
espécies animais foram utilizadas, os implantes tratados com diferentes
agentes quimicos em concentracoes, temperaturas e tempos de exposicdo
varidveis, apresentaram respostas diferentes. Os ossos descalcificados com
dcido citrico e EDTA ndo apresentavam resposta osteogénica. No entanto,
os implantes descalcificados com dacido hidrocloridrico induziram «
osteogénese. Quando o dacido nitrico era utilizado, ocorria intensa reacdo
inflamatdéria, com rdpida desintegracdo do implante e auséncia de
formacdo o6ssea. Usando o EDTA em baixas concentracdes a 4°C em pH
neutro, havia limitada formacdo déssea em ratos e coelhos e auséncia de
ossificacdo em porcos.26

No final da década de 60, existia a evidéncia de que a substancia
responsdvel pela inducdo éssea mantinha intima relacdo com o coldgeno
do 0ss0. Havia incerteza sobre se a propriedade de inducdo ocorria devido
As caracteristicas quimicas ou se a estrutura fisica do coldgeno direcionava,
de «alguma forma, o mecanismo de diferenciacdo de células
mesenquimais.?’” Em 1971 Urist e Strates” nomearam o fator capaz de induzir
formacdo de novo osso ectdpico, de “Proteina Morfogenética do Osso”.

Em 1984, Urist et al.28 isolaram e purificaram uma proteina de 0sso
bovino desmineralizado, a proteina éssea morfogenética, e comprovaram a
sua capacidade osteoindutora com a inducdo da formacdo de 0sso em
animais de laboratério e em humanos.

No final da década de 80, com os resultados dos estudos acumulados
em 20 anos, verificou-se que ndo era uma Unica proteina mas um grupo de
proteinas, da matriz éssea, o responsavel pela osteoinducdo.??30 Desde
entdo, mais de 16 BMP's humanas diferentes foram identificadas com o
auxilio de técnicas da biologia molecular,2?.30.31,32.33

A obtencdo das BMP’s, o isolamento e purificacdo foram dificeis, pelo
fato da pequena quantidade presente no o0sso quando comparado com

outras proteinas ndo colagénicas.34 Existem aproximadamente 1-2ug de



BMP’s nativas/kg de osso cortical, desta forma sdo necessdrias grandes
quantidades de o0sso para produzir BMP's para experimentos.3>

O principal avanco ocorreu em 1988 quando, através de SDS-
poliacriamida gel de eletroforese, um grupo de proteinas de 30kDa de osso
bovino foram identificadas e clones recombinantes desenvolvidos, para
cada proteina. Foram utilizadas seqUéncias de aminodcidos de 16, 18 e 30
kDa para realizar varreduras de bibliotecas de DNA complementar (cDNA)
bovino. Os resultados da obtencdo dos clones recombinantes eram utilizados
para a varredura de bibliotecas de cDNA humanas correspondentes. Assim
foram obtidas as recombinantes humanas BMP-1, BMP-2A e BMP-3, com suas
caracteristicas bioguimicas e biolégicas, além da determinacdo das suas
seqUéncias de aminodcidos.30

Até o estudo de Ozkaynak e Schnegelsbergs33, nove BMP’'s foram
idenftificadas, estando oito destas relacionadas entre si. Com excecdo da
BMP-1 , devido & sua seqUéncia de aminodcidos, as BMP-2 a BMP-9 sdo
classificadas como pertencentes a superfamilia do fator de crescimento
transformador beta- TGF-B, derivados das cadeias precursoras polipeptidicas
com tamanho que varia entre 396 e 513 aminodcidos33. Este grupo de
fatores de crescimento e diferenciacdo desempenha um papel importante
durante a embriogénese e reparo de tecidos por toda a vida.30.31.33,3¢,37.38.39

Um estudo de Termaat et al., de 2005, ressaltou a designacdo das
BMP’s em BMP-1 a BMP-16 com divisdo em vdarios subgrupos, de acordo com
a semelhanca estrutural entre as moléculas no interior de cada subfamilia.40

O estudo realizado em 1996 por RABIE; DAN; SAMMAN#4! foi voltado
para identificar as células envolvidas no reparo de enxertos Osseos
autdgenos de origem inframembranosa e endocondral. Em 18 coelhos da
Nova Zeldndia, foram realizados 36 defeitos nos cranios. Os defeitos foram
preenchidos com enxerto &sseo inframembranoso (IM), enxerto &sseo
endocondral (EC) e matriz 6ssea desmineralizada (DBM) ou a combinacdo
de IM-DBM e EC-DBM. Foi utilizada microscopia optica e eletrbnica na
identificacdo das células apds 7 e 14 dias. Nos espécimes utilizando IM pré-

osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos foram observados sem estagio



intermedidrio cartilaginoso; no grupo que utilizou EC, condroblastos e
condrécitos estavam presentes. Nos enxertos com DBM e IM-DBM foi
encontrado um estdgio cartilaginoso. Chegaram & conclus@o de que o0 0sso
IM reparava por meio de uma ossificacdo osteogénica enquanto que o 0sso
EC reparava com uma ossificacdo endocondral, na presenca da matriz
desmineralizada, e o 0550 IM induziu um padrdo de ossificacdo endocondral.

A formacdo de cartilagem e osso induzida pela BMP &€ um processo
complexo e de vdarios estdgios, o qual envolve a acdo de diversos fatores de
crescimento produzidos localmente, além de hormbnios disponiveis
sistemicamente.42

Em 1992 Rutherford et al.® ressaltaram que ainda ndo era
completamente entendido, mas o mecanismo de acdo das BMP’s
compreendia a diferenciacdo de células mesenguimais indiferenciadas em
osteoblastos e condroblastos com subseqUente formagcdo dssea.

As proteinas morfogenéticas &sseas iniciam a condrogénese e
osteogénese com grau variado de intensidade. A familia das BMP's trabalha
em conjunto para regenerar o tecido ésseo. Este estudo demonstrou, pela
primeira vez, que uma Unica BMP recombinante (rhBMP-2) reconstituida com
ICBM (matriz éssea colagenosa insoluvel) foi suficiente para reparar defeitos
por craniofomia em ratos.44

Os estudos de Xiang et al.4> demonstraram a neoformacdo éssea no
local da implantacdo das BMP's, apresentando todas as caracteristicas de
0sso normal, com formacdo de cartilagem e ossificacdo endocondral.

A BMP atua basicamente de duas formas, provocando quimiotaxia de
células indiferenciadas para o local da implantacdo, e promovendo
diferenciacdo destas células em células responsdaveis pela producdo de
matriz 6ssea. Condroblastos, derivados de células mesenquimais, secretam
componentes da matriz extracelular para formar uma estrutura cartilaginea.
A cartilagem hipertrofiada e a matriz extracelular tornam-se vascularizadas
por células hematopoiéticas e endoteliais; osteoblastos e osteoclastos

aparecem localmente e a cartilagem é reabsorvida e substituida por osso.

46,47



Cheng et al. demonstraram, em células mesenquimais osteobldsticas e
progenitoras infectadas pelo adenovirus, mediando a transferéncia de
genes de BMP’s, a relativa osteoinducdo de diferentes BMP's em diversas
etapas do processo de diferenciacdo.4 As BMP’s-2, 6 e 9 desempenham um
papel importante na fase inicial da diferenciacdo de células progenitoras
mesenguimais em pré-osteoblastos, enquanto as demais familias de BMP's
promovem a diferenciacdo terminal destes pré-osteoblastos em
osteoblastos. Estes achados poderiom indicar que a BMP-2, 6 e 9 podem ser
mais eficazes numa situacdo em que estdo presentes células pluripotentes,
na aplicacdo de um transplante ésseo autdlogo ou recrutamento destas
células no tecido muscular adjacente. Nas fraturas com cicatrizacdo sem
intercorréncia, em que os pré-osteoblastos séo predominantes, a maioria das
BMP’s sGdo adequadas para a promocdo da osteogénese. No entanto, a
relevancia clinica desta cascata, em que diferentes BMP's sdo importantes
em diversos estagios da diferenciacdo no processo conducente a formacdo

6ssea, permanece desconhecida.40

3. Utilizacao de Carreadores na terapia com BMP

A eficiéncia do material de transporte, chamado carreador, é
importante para determinar o sucesso ou fracasso dos enxertos
osteoindutores em cirurgias de reconstrucdo. Entre os fatores que tornam um
carreador ideal estdo o aumento da exposicdo dos tecidos do hospedeiro a
subst@ncia de crescimento e a seguranca de uma distribuicdo uniforme.
Deve ser biocompativel, biodegraddavel e reabsorvido d medida que vai

ocorrendo a formacdo 6ssea .



O processo de osteoinducdo in vivo ocorre pela oferta gradual de
BMP's, assim a utilizacdo de carreadores que oferecam uma liberacdo
controlada otimiza a acdo das BMP's com esta finalidade.%0

A presenca de um carreador vai influenciar tanto o volume de 0sso
formado, quanto diminuir a quantidade de BMP's necessdria para a inducdo
de 0sso nos defeitos.4?

A cinética de um carreador tem um significativo efeito sobre a rapidez
e a eficdcia da inducdo déssea. A funcdo primdria desses materiais € o
aumento da eficdcia das BMP's, impedindo a sua difusdo rdpida.> Com a
utilizacdo de um sistema tampdo de entrega, menos de 5% da dose de BMP
permanece no local de aplicacdo; por outro lado combinacdes de BMP's
com espuma gelatina, coldgeno ou pasta de fosfato de cdilcio aumentam
a retencdo em 15% a 55%.52 O carreador propicia uma estabilidade na
liberacdo da matriz osseocondutora das BMP's e, assim, reduz sua
quantidade ideal para aplicacdo.53

Ainda é necessdria investigacdo adicional para determinar o melhor
tipo de material carreador na liberacdo das BMP's nas indicacoes clinicas.
Para o tratamento do reparo das fraturas, a liberacdo deve ser conjugada
com um material que degrade de forma rdpida, para atender a nova taxa
de formacdo dssea, evitando que a presenca do material comprometa a
cicatrizacdo. Para o tratamento das faltas de unido e para a fusdo espinhal,
o carreador deve apresentar uma lenta liberacdo de BMP's, com suficiente
tempo de permanéncia e promovendo suporte da matriz osteocondutora
para que haja infilfracdo das células osteogénicas e prevenir a invasdo dos
tecidos moles.>!

Diversos e diferentes materiais carreadores tém sido usados em
experimenftos  animais.  Estes  incluem  matriz  6ssea  colagena
desmineralizada,>45556.57 produtos de coldgeno,s!5558 polimeros reabsorviveis
como os polilaticos®¢ e  polildticos-co-glicolicos,¢1.6263.64.¢5  hidrogéis
gelatinosos ¢4.¢7 fosfatos de cdlcio cerdmicos como os fosfatos tricdlcicos 6867
e hidroxiapatitas,’071  cimento fosfato de cdlcio reabsorviveis’2 e

combinacdes destes materiqis.”3.74.7576



4. Defeito de tamanho critico em calvaria

Como a capacidade regenerativa da calvdria € baixa, este tem sido
um dos locais de escolha para pesquisas com agentes que estimulem a
reparacdo’’. Assim, diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo
de observar a resposta bioldgica e poder indutor da combinacdo de
enxertos em defeitos dsseos induzidos na calvdria de ratos. 7883

Defeito em tecido 6sseo € um desafio para diversas dreas da Medicina
e da Odontologia, principalmente nas especialidades de ortopedia,
neurocirurgia, cirurgia pldstica, cirurgia buco-maxilo-facial, periodontia,
protese e implantodontia. O reparo de defeitos € um bom modelo para o
estudo da regeneracdo do 0sso e possui grande semelhanca com o reparo
primdrio de fraturas. Ao contrdrio destas Ultimas, os defeitos sGo menos
sujeitos a fatores mecdnicos e a obstrucdes do aporte sangulineo. Este
modelo tem sido utilizado em muitos experimentos cldssicos que analisam a
influéncia de medidas cirdrgicas e farmacoldégicas para melhorar a
regeneracdo 0sseq.s4

Conforme afirmativas de Schmitz e Hollinger, um defeito &sseo
experimental deve ser tdo grande que ndo ocorra reparo espontdneo, pois
s6 nesta situacdo o potencial osteogénico do implante, enxerto ou
medicamento pode ser considerado real.8s

Instituiu-se o conceito de defeito dsseo de tamanho critico para
minimizar diferencas relacionadas a idade, espécie e sitio anatdbmico em
animais experimentais, padronizando-se os defeitos para possibilitar a
comparacdo dos resultados dos vdarios estudos, além de se poder considerar
sem erro o potencial osteogénico do material em teste .86

Defeitos criticos utilizados em diversos experimentos sdo de 8 mm?7881.8283 g
de 5 mm#0, estes Ultimos baseados em URIST8?, Em crénio de ratos defeitos de 0,8

cm de didmetro sdo incapazes de reparo espontdneo.8” No entanto existem



estudos com defeitos maiores, com 9 mm de didmetrods. Tamanhos de defeitos
criticos sdo bem caracterizados na regido craniomandibulofacial em vdarias

espécies animais.8>87.90.91

5. Reparacdo Ossea Guiada

Os estudos acerca da osteopromocdo iniciaram-se com o trabalho de
Murray, Holden, Roachlau??2 (1957), que protegeram o codgulo sanguineo
com um envoltorio pldstico fenestrado, que foi preenchido de osso de fémur,
ilio e coluna espinhal. Concluiram o estudo afimando que, para o
crescimento do tecido 6sseo, eram necessdrios trés fatores: presenca de
codgulo sanguineo, osteoblastos preservados e contato com tecido vivo.

Desde entdo, na década de 50, o selamento fisico de um sitio
anatdbmico através de barreira mecdnica com a funcdo de excluir células
ndo desejdveis da drea da ferida e favorecer a proliferacdo de células
especificas para a regeneracdo tecidual tem sido utilizado na cirurgia
reconstrutiva e regeneracdo neural. Foram utilizados filtros semipermedveis
de acetato de celulose (Milipore) para a regeneracdo de feixes nervosos e
tenddes.?3.94

A viabilidade da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG), na restauracdo
de lesdes Osseas perenes, na espinha dorsal e na porcdo cortical de 0ssos
longos, foi demonstrada por Hurley?> e colaboradores em 1959, com uma
barreira fisica de filiros semipermedveis de acetato de celulose (Millipore).
Um estudo de Linghorne? de 1960 mostrou que o tratamento de lesdes
segmentares de 15 mm em fibula de cdes, cobertas com fubos de polietileno
e preenchidas com codgulo sanguineo e enxerto 6sseo medular, resultou na
reparacdo completa da lesdo, enquanto no lado controle ocorreu apenas
fiborose. Boyne?”, em 1964, obteve regeneracdo de osso alveolar na regido

buco-facial com a RTG.



O principio da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) é utilizar uma
barreira fisica para criar um ambiente adequado, protegido da invasdo de
células. Isolar a drea de células menos diferenciadas e proliferativas dos
tecidos vizinhos, principalmente fibroblastos e células epiteliais, promovendo
a proliferacdo de células originariamente caracteristicas da regido para a
regeneracdo do tecido natural da drea.?

A partir dos trabalhos de Nyman et al.?? (1982) e Dahlin et al.'® (1989)
foram definidos os tfermos RTG, para o tratamento de defeitos periodontais, e
ROG (Regeneracdo Ossea Guiada) ou Osteopromocdo, para defeitos
&sseos ndo periodontais.

Uma variedade de experimentos em modelos animais mostrou o
sucesso na ROG, tendo sido observado reparo completo de defeitos de
tamanho critico em mandibulas de ratos!®!, bem como em calvdria de
ratos’02; apicectomias em macacos'®3; em alvéolos apds exodontias; na
correcdo de rebordos ou defeitos residuais; em defeitos do tipo deiscéncia,
produzidos no ato da instalacdo de implantes dentais e na recuperacdo de
implantes afetados por perimplantite.104

A neoformacdo dssea se desenvolve por meio do peridsteo e de
células derivadas da medula 6ssea que apresentam potencial osteogénico.
Com a utilizacdo de membranas ha facilitacdo na selecdo das células com
potencial osteogénico da populacdo celular dos canais haversianos e de
Volkman e, principalmente, da medula dssea e do enddsteo. Desta forma, o
peridsteo €& excluido porque fica readaptado na superficie externa da
membrana.!0s

Conforme Buser, Dahlin, Schenk (1994), a membrana possui
caracteristicas ideais proporcionando: permeabiidade que permite a
difusdo de plasma e nutfrientes, mas ndo a passagem de células;
biocompatibilidade; prevencdo do colapso do espaco necessdrio para a
formacdo o&ssea, funcionando como suporte fisico ao tecido mole
circundante; criar e manter um espaco preenchido com codgulo sanguineo

no qual células osteogénicas possam migrar; proteger a delicada rede



vascular durante a organizacdo do codgulo; excluir células ndo
osteogénicas e prevenir a formacdo da cicatriz tecidual.!05

Schimtz et al., em 1990, através da andlise por microscopia de luz e
microscopia eletrénica de transmissdo, observaram reparo de defeitos 6sseos
na calvdria de ratos com dimetro de 3, 4 e 8 mm. Relataram que apenas os
defeitos de 3 e 4 mm regeneraram, apresentando maior formacdo 6ssea. Os
defeitos de 8 mm apresentaram formacdo déssea apenas na periferia da
lesdo, enquanto na regido central formou-se uma unido ndo éssea de tecido
conjuntivo fibroso, possivelmente em virtude da caréncia de fatores dsseos
de crescimento e diferenciacdo, ndo havendo estimulo & diferenciacdo e
maturacdo de células para produzir e calcificar a matriz ésseq. 106

A osteopromocdo foi utilizada com sucesso para o aumento da
quantidade de tecido dsseo na calvdria de ratos. Os autores utilizaram uma
membrana rigida em forma de cuUpula, com 5 a 8 mm de di@metro na
calvdria de ratos, criando um espaco para a migracdo de células
osteogénicas oriundas da calvdria através do codgulo mantido em posicdo.
A andlise histoldgica chegou a comprovar 80% de neoformacdo éssea em
termos volumétricos. Foi observado que a quantidade de osso neoformado
dependeu da qualidade da membrana, tipo, porosidade, rigidez e o tempo
de reparo. Este importante estudo demonstrou que a osteopromocdo pode
ser um fator de grande valia para a cirurgia reconstrutival®’, o que foi
confirmado posteriormente num estudo com coelhos.108

Hodiernamente, as bases da RTG e da Osteopromocdo/RGO baseiam-
se na utiizacdo de duas formas de barreiras, as absorviveis e as ndo
absorviveis. A indicacdo de que classe de membrana utilizar estd
diretamente ligada ao fipo de defeito escolhido, a relacdo custo-beneficio e
a disponibilidade ou interesse do paciente em fazer a cirurgia de reentrada
para a remocdo da membrana ndo absorvivel.

Trabalhos cientificos utilizando modelos em animais de laboratério e em
humanos tém sido amplamente relatados na literatura com sucesso na
RGO.109-112 Estudos comprovaram que a utilizacdo de enxertos dsseos para

criacdo e manutencdo de espaco tende a melhorar os resulfados na ROG.



Estes estudos ressaltaram uma dificuldade marcante, quando da utilizacdo
de membranas ndo absorvieis, decorrente da alta incidéncia de deiscéncia,
exposicdo da membrana e/ou remog¢do prematura da mesma, causando
impacto negativo na quantidade de osso regenerado pela ROG. 113118

Em um estudo para avaliar a estrutura de membrana composta por
coldageno, fabricada no Brasil, concluiu-se, através da andlise microestrutural,
que a presenca de poros compativeis com os canais de Harvers e Volkman
conferiu a qualidade de ser biocompativel e biodegraddvel. A membrana
favoreceu o reparo 6sseo por ter permanecido integra por tempo suficiente
para a reorganizacdo do codgulo e a osteopromocdo, com a formacdo de
novo 0sso a partir das bordas do defeito, além de ter exibido propriedades
de osteoconducdo, favorecendo a neoformacdo dssea nas  suas

superficies.?!

6. Gel de Biopolimero

A partir de 1990 na Estacdo Experimental de Cana de AcuUcar de
Carpina — Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, foram
iniciados os estudos de um produto flocoso colhido em tanques de
fermentacdo de dlcool. Dessas formacdes, foram isoladas bactérias,

classificadas como Zoogloea sp no Departamento de Antibidticos da

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. A partir das bactérias isoladas,
foram obtidas, de forma sistemdtica, membranas, quando as colénias eram
submetidas a um processo controlado em diversos meios de cultura obtidos
a partir de produtos derivados da cana-de-acucar.

O estudo sistemdtico da sintese do biopolimero levou a producdo de
membranas com caracteristicas fisicas como flexibilidade e resisténcia a
ruptura. Em 2000 foi determinada a composicdo quimica deste biopolimero,
ndo existindo percentuais de residuos desconhecidos na sua esfrutura
quimica, encerrando uma composicdo centesimal absoluta de mondmeros

orgdnicos biocompativeis, ndo desenvolvendo nenhuma reacdo de



incompatibilidade biolégica. O biopolimero encerra na sua composicdo
centesimal: Glicose 87,57; Xilose 8,58; Ribose 1,68; Acido Glucurdnico 0,83;
Manose 0,82; Arabinose 0,37; Galactose 0,13; Fucose 0,01; Ramnose 0,01,
caracterizando-o assim como um polissacarideo com diferentes bases
monoméricas. O referido estudo resultou na definicdo de uma pureza
absoluta do exopolissacarideo, constituido apenas de compostos orgdnicos
biocompativeis.!?

Em 2002, j@ com uma producdo sistemdtica estabelecida, foram
iniciados os primeiros ensaios clinicos controlados na Clinica de Pequenos
Animais do Hospital Veterindrio da UFRPE. A observacdo consistiv do
tfratamento de feridas acidentais em cdes com as membranas do
biopolimero. O tratamento resultou em granulacdo precoce das feridas e
epitelizacdo no quinto dia, demonstrando aceleracdo do processo
cicatricial e controle da infeccdo com efeito bacteriostdtico e
bactericida.!'?0

Em 2003 foram divulgados os estudos da determinacdo da cinética de
producdo do exopolissacarideo a partir do melaco da cana-de-acucar.!?!

No Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE) - do Departamento de
Cirurgia da UFPE, no Lika e no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
foram utilizados, em diferentes experimentos!?2-12?, nos quais se definiram sua
biocompatibilidade e sua citotoxicidade, testes indispensdveis para avaliar a
aplicabilidade bioldgica e experimental em diferentes subdreas da cirurgia,
como cirurgia geral'?2, urologial?3127, cirurgia buco-maxilo-faciall?8-127,
tfraumato-ortopedia’3o, otorrinolaringologia’3! e cirurgia cardiovascular!s?,
entre outras.

Em estudos para comprovacdo da citotoxicidade in vitro, em testes
comparativos com materiais utilizados em préteses cirdrgicas, o biopolimero
ndo apresentou reacdo citotdxica. Os resultados foram semelhantes aos
produtos de Ultima geracdo disponiveis no mercado para aplicagcdo clinica.
Foi demonstrado que a purificacdo deste biopolimero produzia tecido

homogéneo, estdvel e de elevada histocompatibilidade. Neste ensaio a



viabilidade das células expostas as membranas de e-PTFE foi de 91,2%,
enguanto a das expostas ao biopolimero foi de 95,3%.130

As membranas de biopolimero de cana-de-agucar foram também
empregadas na reconstrucdo ureteral em cdes, comprovando a sud
capacidade de substituir tecidos bioldgicos com boa tolerabilidade e
pequeno grau de reacdo inflamatoria. 123127

A membrana de biopolimero de cana-de-agucar empregada como
enxerto livre em meringoplastias em Chinchilla laniger apresentou uma
resposta semelhante a dos enxertos de fascia autdloga. 13

Em estudo recente, com base nos resultados obtidos com o modelo
experimental utilizado, durante o periodo de observacdo de 180 dias,
concluiu-se que a membrana do biopolimero de cana-de-acucar constitui-
se em um substituto arterial adequado quando utilizado sob forma de
remendos em artérias femorais de cdes.132

Em todos os estudos, observacional e analitico em ratos, coelhos e
cdes por periodos de trés meses a 18 meses, acerca da biocompatibilidade,
o biopolimero tanto na apresentacdo de membranas, fios de sutura como a
de gel apresentou biointegracdo aos tecidos.122-129. 131,132

As amostras do biopolimero para os ensaios clinicos sdo produzidas e
tfratadas sob controle de qualidade e de boa prdtica de producdo,
acondicionadas em fime de polipropileno ou acetato de poliéster e na
apresentacdo de gel em seringas para aplicacdo Unica. As membranas e
fios de sutura sdo mantidos hidratados em solucdo de dlcool isopropilico a
70%. Os modelos de utilidades sdo esterilizados em irradiacdo gama.

Na drea de bioguimica, com vistas a producdo de bio-sensores, as
membranas do polissacarideo foram utilizadas para a fixacdo de
enzimas.133.134

Entre os principais produtos ja testados e em desenvolvimento pode-se
ressaltar:

a) Membranas continuas para correcdo de defeitos cardiovasculares,

tratamento de perfuracdes timpdanicas, miringoplastia.127.131.135



b) Membranas micro perfuradas para correcdo de hérnias e defeitos na
cavidade peritoneal.!3¢

c) Gel para a suspensdo e condutor na aplicacdo de células-tronco.
Como suporte para a liberacdo controlada de medicamentos € como
biomaterial de preenchimento na confeccdo de valvulas para o tratamento
da incontinéncia urindria, do refluxo vésico-ureteral.123.126, 133,137

d) Fios de sutura confeccionados a partir do biopolimero estdo sendo
testados em diferentes aplicacdes cirdrgicas.12?

e) Novos projetos, como em engenharia de tecidos, estdo em
desenvolvimento. As membranas e o gel estdo sendo utilizados como
condutores de células, em cultura e em co-cultura com células-tronco, para
reimplante na reconstrucdo de tecidos e oérgdos, como urotélio na
reconstrucdo de bexiga, tecido &sseo, epitélio estratificado e tecido
nervoso.126

A producdo de membranas, o gel e o0s respectivos modelos de
utilidades estdo patenteados pela UFPE, IP0206132-5, IP0O301912-8.



MATERIAIS
E
METODOS



1. Consideracdes Eticas

Este estudo seguiu os principios que regem o Cbdigo de Etica
Experimental e as Leis de protecdo dos animais, especialmente a Lei n°® 9.605
—art. 32 e o Decreto n® 3.179 — art. 17 de 21/09/1999, que tratam da questdo
do uso de animais para fins cientificos. Portanto foi realizado de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com as normas
internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care
and Use of Laboratory Animals. Com base nesses critérios de avaliacdo e
julgamento, a ComissGo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
UFPE, emitiu parecer favordvel através do Oficio n° 01/06 em 13 de fevereiro
de 2006. (Anexo 2)

2. Populacao e Local do Estudo

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 36 (trinta e seis) ratos
Wistar adultos, com peso médio de 311 gramas e provenientes do biotério do
Departamento de Antibidticos da UFPE. Cada grupo foi composto por 6 (seis)
animais, em um total de seis grupos; quatro grupos experimentais, um grupo
conftrole positivo e um grupo controle negativo. Os procedimentos cirdrgicos,
manutencdo dos animais e sacrificio foram realizados no Nucleo de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da UFPE. As imagens
tomogrdficas foram obtidas na Clinica de Radiologia Boris Berenstein. As
preparacoes histologicas e a histomorfometria foram feitas no Laboratério do
Curso de Mestrado em Anatomia Patologica do Departamento de Anatomia
(Setor de Morfologia Aplicada) do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE. A
andlise histolégica foi realizada no Laboratério de Patologia Bucal do Curso
de Especializacdo em Patologia Bucal do Curso de Odontologia da UFPE.

3.Tipo do Estudo




Trata-se de um estudo analitico, experimental, prospectivo.

4. Constituicao dos Grupos

Grupo 1 (G 1): GEL + Proteina Morfogenética do Osso/BMP (Genpro® ) +

Matriz orgdnica do Osso Liofilizado Cortical (Gen-ox-org®) 180 dias;

Grupo 2 (G 2): GEL + Proteina Morfogenética do Osso/BMP (Genpro®) + Osso

Bovino Inorgdnico Liofilizado Esponjoso (Gen-ox-inorg®) 180 dias ;

Grupo 3 (G 3): GEL + Proteina Morfogenética do Osso/BMP (Genpro®) +
Matriz orgdnica do Osso Liofilizado Cortical (Gen-ox-org®) + Membrana

Bioldgica de Origem Bovina (GenDerm®) 180 dias;

Grupo 4 (G 4): GEL + Proteina Morfogenética do Osso/BMP (Genpro®) + Osso
Bovino Inorgdnico Liofilizado Esponjoso (Gen-ox-inorg®) + Membrana

Bioldgica de Origem Bovina (GenDerm®) 180 dias;
Grupo Controle Positivo (G 5): Proteina Morfogenética do Osso/BMP
(Genpro®) + Matriz orgdnica do Osso Liofilizado Cortical (Gen-ox-org®) +

Membrana Bioldgica de Origem Bovina (GenDerm®) 180 dias;

Grupo Controle Negativo (G 6): Confeccdo do defeito, com sacrificio

imediato.

5. Procedimentos




5.1 Ambiente

Os animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do NCE,
com refrigeracdo constante, mantidos com luz programada a cada doze
horas, alimentados com racdo sdlida ( Labina® ) e dgua ad libitum durante

todo o periodo experimental.

5.2 Procedimento CirUrgico

Os animais foram pesados, submetidos a anestesia geral por meio de
injecdo por via intraperitoneal de Hidrato de Cloral a 10% (1mL = 100 mg -
Farmdcia de Manipulacdo ARTFARMA), na dose de 0,4 mL/100 g de peso. A
indicacdo do anestésico teve como base a manutencdo da perfusdo
tecidual. Na sequUéncia, readlizava-se antissepsia com polivinilpirrolidona
iodada e tricotomia do campo operatério, regido craniana dos animais
,drea a ser incisada. Repetia-se a antissepsia da pele com polivinilpirrolidona
iodada, em seguida os animais eram colocados sobre a mesa cirdrgica e
cobertos com campos cirdrgicos estéreis. Era infiltrada uma solucdo de
anestésico local de Cloridrato de Lidocaina 2% com vasoconstrictor 1:200.000
de Epinefrina, de 1(um) mL da solucdo, Astra®. Com o auxilio de bisturi
Barder-Parker n° 3 montado com I&mina n° 15, era readlizada incisdo eliptica
sobre as porcdoes anteriores do crdnio envolvendo a pele, fascia muscular e

peridsteo (Fig 2).




Fig. 2. Incisdo eliptica sobre as porcdes anteriores do crénio envolvendo a pele, fdscia
muscular e peridsteo

O peridsteo foi descolado com um esculpidor Hollemback, os tecidos
foram afastados lateralmente, expondo o plano &sseo. Utilizando-se uma
ponta reta (Dabi Aflante) montada em micro-motor (Vector) e uma broca
trefina de 11 mm de di@metro (Fig 3) era delimitada a drea para a realizacdo
da ostectomia. Em seguida, com uma broca esférica Carbide® n° 0,5, era

realizada a complementacdo da ostectomia, sempre sob irrigacdo externa

abundante por controle térmico com soro fisioldgico 0,9% (Drogasil) (Fig 4 e
5).

Fig. 3. Broca trefina de 11 mm para demarcacdo do defeito

Fig. 4. Broca esférica Carbide® n° 0,5 durante a complementacdo da ostectomia



Fig. 5. Preservacdo do seio sagital apds complementacdo da ostectomia

Era removida a por¢cdo da calota craniana(ostectomia) com preservacdo
do seio sagital, com um instrumental odontolégico Hollemback e cureta
alveolar (Fig. 6a e éb). As cavidades 6sseas tinham, aproximadamente, 11
mm de di@mefro e a dura-mdater era descolada da calota, evitando sua

remocado (Fig. 7).

Fig. 6. Remocdo da porcdo da calota craniana(ostectomia) com 11 mm de diémetro (a),
com um instrumental Hollemback e cureta alveolar (b).

~Fig. 7. A dura-mdater era descolada da calota evitando sua
remocdo; visdo do seio sagital.



Os enxertos eram pesados em uma balanca digital BIOPRECISA®,
modelo JA3003N, seguindo a seguinte constituicdo conforme determinacdo
do fabricante: enxertos liofilizados orgdnico ou inorgdnico (Empresa Baumer
S/A) 77ug; proteina éssea morfogenética (BMP)(Empresa Baumer S/A) 8 ug e
gel de polissacarideo 535 ug. Em seguida, o defeito era preenchido com o
enxerto, utillizando-se uma cureta alveolar (Fig. 8a e 8b) e coberto com
membrana bioldgica bovina(Empresa Baumer S/A) previamente hidratadas
com solug¢do salina a 0,9% (Drogasil). (Fig. 9)

A pele era suturada com fio de poligalactina - Vycri® 6-0 (Ethicon —
Johnson&Johnson, New Brunswick, New lJersey), em pontos separados.
Antibioticoterapia profildtica foi realizada 30 (trinta) minutos antes do ato
operatdério e 6 horas apds o inicio da cirurgia, com cefalotina sédica

correspondente a 1 g de base, carbonato dcido de sdédio 30 mg, diluido

para 5 mL com dgua para injecdo (EUROFARMA®).

inorgdnico (b)

%a 9b
Fig. 9. Maleabiidade da membrana bioldgica de origem bovina apods
hidratacdo(a), aplicacdo e adaptacdo(b)



Realizada a cirurgia os animais eram alojados em gaiolas individuais
por um periodo de sete primeiros dias, quando foram redistribuidos, em
numero de 3 (trés) por gaiola, onde permaneceram por todo o periodo dos

experimentos.

5.3 Sacrificio dos animais

Os animais foram sacrificados 180 (cento e oitenta) dias apds o
procedimento cirdrgico por meio de administracdo de dose letal de

pentobarbital sédico, por via intraperitonial.

5.4 Obtengdo da regido de interesse ao estudo

Apds o sacrificio, os animais eram submetidos & decapitacdo através
de tesouras cirdrgicas do tipo Mayo e Idmina de bisturi n° 22 montada em
cabo n° 4. Realizou-se cuidadosamente a disseccdo por planos teciduais,
utilizando-se tesouras tipo lIris, pinca de Mead e bisturi cabo n° 3 e [Gminas N°
15. A pele era separada do tecido subjacente (Fig. 10a e 10b) e em seguida
dissecado o plano muscular do tecido &sseo. Nesse procedimento era
preservado o pericrdnio, visando as estruturas intactas na regido do enxerto.
Os cranios foram fixados em formaldeido a 10%, tamponado com fosfato de
soddio monobdsico e fosfato de sdédio dibdsico, numa proporcdo de 6,5 e 4,0
gramas, respectivamente, para um litro da solucdo, com pH

aproximadamente em torno de 7,0.



, 10a 10k
Fig. 10. Visdo lateral do crdnio apds dissecado (a), defeito critico com preservacdo
do periésteo (b)

6. Imaginologia do Estudo

As imagens foram obtidas com um aparelho tomdgrafo ICATVision
(cone-bean 3D), que permitiu a reconstrucdo das dreas de enxerto.

As imagens tomogrdficas foram obtidas em conjunto por grupos. Os
crénios foram fixados em depressdes em uma placa de isopor e
acondicionados em reservatérios pldsticos tipo Tupperware®, permitindo
posiciond-los uniformemente em um plano.

Para tratamento das imagens, permitindo movimentd-las em todos os
sentidos, corrigindo a posicdo, e realizar a medicdo das dreas de interesse,
foram utilizados os programas:
1.iICAT Vision 1.6.2
2. Photoshop 10.0 CS3
3. Sistema operacional: Windows XP 32 bits

Foi utilizado o programa iCATVision da empresa Imaging Sciences
International; apds padronizada a drea do enxerto, utilizou-se a escala das
dimensdes que o programa forneceu.

Para o cdlculo da drea em questdo, a imagem foi salva no formato
jpg em uma resolucdo padronizada de 2680x2680 pixels.

Foi seguida a seguinte sequéncia que permitiu obter as imagens
desejadas para quantificar a formagdo 6ssea, dentro da drea radiolUcida

encontrada:



Em primeiro lugar, executou-se o programa iCATVision € o grupo desejado foi
selecionado (Fig. 11):
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i e ' Z alsae=Fig. 11. Execucdo do programa iCATVision
e selecdo do grupo

Apds a selecdo do grupo, foi utilizado o modo de visualizar as imagens como

radiografia (Fig. 12):
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e [E @sass Fig. 12. Selecdo da op¢do de visualizar as

imagens como radiografia

O modo de visdo foi selecionado para se observar os trés planos das
imagens e selecionar o tamanho da imagem dos cortes para 2.10 mm em
todos os planos (planos: vermelho axial, verde — sagital, azul coronal); foi
utilizado o plano axial para aferir a regido relacionada ao enxerto (Fig. 13 e

Fig. 14).
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Fig. 13. Visualizac&o dos trés planos das imagens
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Fig. 14. Selecdo do famanho da imagem dos cortes para 2.10 mm

As imagens foram rotacionadas para melhor visualizacdo do plano desejado
para aferir a regido da calota craniana onde ndo houve atuacdo do
enxerto (Fig. 15):
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Fig. 15. Utilizacdo das ferramentas que permitiram a rotacdo das imagens
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Apods ajuste da melhor visualizacdo da drea do enxerto, foi criada uma
legenda em unidades de milimetros para determinar a escala da imagem,
com o botdo direito do mouse para abrir © menu e selecionar “Distance”,
com o objetivo de criar uma medida padrdo de 6 mm (Fig. 16).
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Fig. 16. Criacdo de uma legenda em unidades de milimetros para determinar a escala da
imagem

Foi fracada uma linha reta até o valor de 6 mm que serviu de padrdo para

medicdo das dreas radiolUcidas (Fig. 17):
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Fig. 17. Tracada a linha com 6 mm, padrdo para medicdo das dreas

7. Foram exportadas as imagens no formato jpg, na resolucdo padronizada de
2680x2680 pixels (Fig. 18).
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Fig. 18. Salvas as imagens selecionadas no formato jpog

8. Foi utilizado o programa Photoshop CS3 para abrir as imagens salvas e deixar

aregido da calota craniana em evidéncia (Fig. 19).
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Fig. 19 Evidenciacdo das imagens da calota com o programa Photoshop CS3

Pixels foram transformados em milimetros, calculando-se em nUmero de pixels
o valor da linha fracada com 6 mm. O primeiro procedimento foi marcar a
medida da imagem, com a linha em milimetros. Foi feito indo ao menu
andlise, selecionado-se “configurar escala de medida” e em seguida “a
medida” (Fig. 20).
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Fig. 20. Marcacdo da linha de 6 mm para obter o nUmero de pixels

Esta linha foi fracada para que pudesse utilizar ferramenta que jd tinha

afericdo em certa parte da imagem, no caso a régua de 6,0 mm pré-



1.

12.

determinada no iICATVision. Entdo foi selecionada essa regido com a

ferramenta de afericdo (Fig. 21):
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Fig. 21. Utillizac&o da escala de medidas com valores conhecidos

Foi digitado o nuUmero e unidade de medida correspondente aos pixels da

imagem (no caso, 102 pixels correspondem a é milimetros) (Fig. 22).
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Fig. 22. Em uma drea de é mm foi calculado o valor de 102 pixels

Padronizacdo da escala para utilizacdo nas imagens subsequentes,

chamada de "escala enxerto” (Fig. 23):
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Fig. 23. Foram padronizados os valores em pixels que foram usados nos passos seguintes

13.  Foi utilizada a ferramenta de selecdo rdpida do Photoshop CS3 para realizar

afericdo da drea da calota craniana radiolUcida (Fig. 24):
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Fig. 24. Selecdo da drea radiolUcida

14.  Aposs aselecdo, foi utilizada a ferramenta “degradé” para deixar a drea

radiolUcida em evidéncia (Fig. 25):
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Fig. 25. Destaque da drea radiolucida

Com aregido selecionada, novamente foi acessado o menu “andlise” e em

seguida “gravar medidas” (Fig. 26):
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Fig. 26. Gravacdo das medidas da area radiolUcida

Foram anotados os valores das dareas para andlise apds o surgimento da
caixa de didlogo, que mostrou a drea da regido de interesse, em milimetros

quadrados, (Fig. 27).
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Fig. 27. Caixa de didlogo com o resultado da drea de interesse

7. Processamento histolégico

O processo de descalcificacdo consiste na remocdo de sais de cdicio
depositados nos tecidos orgdnicos a fim de facilitar o seu corte e coloracdo.
138

Por meio do método descrito por Aires et al.’¥® em 2005, o agente
descalcificador € composto por uma solucdo de dcido cloridrico e dcido
formico, ambos a 8% (solucdo comercial), partes iguais. Os crénios foram
imergidos na solucdo e permaneceram em temperatura ambiente por 24
horas.

Apds a descalcificacdo, os crdnios foram examinados e realizada a
macroscopia pos-descalcificacdo, nesta fase utilizando um paquimetro
Vonder®. Os defeitos foram medidos no sentido cr@nio-caudal (Fig. 28) e as
pecas cortadas no ponto médio do defeito enconfrado, com |&minas de

micréotomos (Fig. 29).



Fig. 28. Medicdo dos defeitos criticos

Fig. 29. Corte da calvdria no ponto médio do defeito
Desta forma foram obtidos dois segmentos do crénio, o segmento

anterior denominado de segmento frontal e um segmento posterior
denominado de segmento caudal (Fig. 30a e 30 b). Em seguida o

processamento histoldgico foi realizado no segmento caudal.

. T R 300 ' L - 30b
Fig 30. Visdo do segmento frontal (& direita) e do segmento caudal (& esquerda) (a); visdo
macroscopica da peca, apds corte, de interesse d histologia (b).

Em seguida, as pecas foram lavadas em solucdo tampdo de sulfato de
sédio a 5% depois lavadas em H2O corrente, desidratadas em alcodis em
concentragcdes crescentes ( 70 — 80 — 90 — 100%) por uma hora. Apds este

procedimento, foram diafanizadas em xilol | e ll, por 30 minutos cada, em



temperatura ambiente. Incluidos em parafina | e Il por 30 minutos cada, em
temperatura de 56 °C.137.140

Os blocos foram cortados em um Microtomo Rotativo Leyka®, ajustado
para 4 micra. Os cortes obtidos foram montados em I&dminas de vidro e

corados pela técnica da Hematoxilina — Eosina e Picro Sirius (Sirius Red).

Andlise microscopica e histomorfométrica

A avaliacdo microscopica foi realizada por meio de microscopio
binocular de luz branca (Zeiss), procurando-se avaliar aspectos morfoldgicos
do reparo d6sseo do defeito experimental, bem como a evolugcdo do
fechamento, procurando-se comparar estes dados entre os quatro grupos
experimentais e o grupo controle positivo. Realizado por um patologista do
servico de Patologia Oral da UFPE. Esta andlise foi qualitativa, na qual se
observaram:

- infensidade da angiogénese;

- presenca de tecido de granulacdo;

- reabsorcdo da membrana cortical dssea boving;

- reorganizacdo do peridsteo;

- formacdo do tecido 6sseo / tecido integrador.

A avaliacdo histomorfométrica quantitativa foi realizada com a
finalidade de proceder d contagem de vasos presentes no defeito, veias e
artérias, utilizando-se aumento original de 25x e 40x. Para além de uma
descricdo subjetiva, as Idminas dos grupos experimentais e controle positivo,
foram avaliadas por dois revisores, patologistas professores do Curso de
Mestrado em Patologia da UFPE, avalioram a quanfidade de vasos
diferenciando veias e artérias para cada espécime. Em seguida, foi

procedido com o tratamento estatistico.



METODOS ESTATISTICOS

Para andlise dos dados imaginolégicos foram obtfidas as medidas
estatisticas: média, mediana, desvio padrdo, coeficiente de variacdo, valor
minimo e valor maximo, técnicas de estatistica descritiva, e foram utilizados os
testes de Kruskal-Wallis como comparacoes pareadas de Conover, 1980, e
Mann-Whitney, técnicas de estatistica inferencial. Ressalta-se que a escolha
dos testes ndo paramétricos foi devida ao nUmero de casos, especialmente
No grupo controle.'41.142

O nivel de significancia utilizado para definicdo dos testes estatisticos foi
de 5,0%. Os dados foram digitados na planilha Excel e o “software” estatistico
utilizado para a obtencdo dos cdlculos foi o SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) na versdo 13.

Nos estudos imaginoldgicos, observou-se em cada tempo de avaliagdo
se existiu ou ndo diferenca significante entre os grupos em relacdo & média
da drea radiolUcida. Em cada grupo foi verificado se existiu ou ndo
diferenca significante entre os fempos de avaliacdo em relacdo a média da
drea radiolucida encontrada nestes exames.

No estudo histomorfométrico, observou-se em cada tempo de
avaliacdo se existiu ou ndo diferenca significante entre os grupos em relacdo
d média de cada uma das varidveis, nUmero de artérias e nimero de veias.
Foi verificado se existiu ou ndo diferenca significante entre os tempos de
avaliacdo em relacdo d média de cada uma das varidveis, nUmero de

artérias e niUmero de veias nos grupos com membrana.



RESULTADOS



RESULTADOS DOS ESTUDOS IMAGINOLOGICOS

Tabela 1 — Estatistica da &rea radiollcida conforme o grupo

Estatisticas

Média Mediana
Grupo Desvio Coeficiente Minimo Maximo
(mmg2) (mm2)
padréo Variagao(%)
Gel + BMP + ORG 50,51 51,37®W 8,10 16,04 39,88 62,67
(G1)
Gel + BMP + ORG + Membrana 53,96 54,44® 6,17 11,43 4524 62,27
(G3)
Gel + BMP + INORG 26,65 26,57® 2,92 10,96 22,36 29,73
(G2)
Gel + BMP + INORG + Membrana 14,98 15,39© 3,65 2437 8,55 18,82
(G4)
Controle positivo 35,81 30,95® 19,74 55,12 13,49 64,46
BMP + ORG + Membr
(G5)
Controle negativo 92,96 92,90 0,62 0,67 92,04 93,94
(G6)
Valor de p p(l) <0,001*

(*): Diferenca significativa a 5,0%.

(1): Através do teste Kruskal-Wallis com comparacdes pareadas segundo a metodologia apresentado no Conover.
Obs.: Se as letras entre parénteses sdo distintas comprova-se diferencga significativa entre os grupos correspondentes.
-Os valores devem ser lidos em mm?, pois referem-se as areas que receberam o enxerto

RESULTADOS DOS ESTUDOS QUALITATIVOS HISTOLOGICOS



Tabela 2 — Avaliacdo da intensidade da angiogénese conforme o grupo

Tempo de avaliacdo Grupo Leve Moderada TOTAL
¢ 180 dias Gel + BMP + ORG (G1) 3 3 6
Gel + BMP + INORG (G2) 2 4 6
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 3 3 6
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 1 5 6
Controle positivo (G5) 5 1 6

BMP + ORG + Membr

Tabela 3 — Ocorréncia da reabsorcéo integral da membrana cortical 6ssea conforme o

grupo
Tempo de avaliagdo Grupo Sim N&o TOTAL
¢ 180 dias Gel + BMP + ORG (G1) - - -
Gel + BMP + INORG (G2) - - -
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 6 - 6
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 6 - 6
Controle positivo (G5) 6 - 6

BMP + ORG + Membr




Tabela 4 — Ocorréncia da reorganizacdo do periésteo conforme o grupo

Tempo de avaliagdo Grupo Sim Né&o TOTAL
¢ 180 dias Gel + BMP + ORG (G1) 6 - 6
Gel + BMP + INORG (G2) 6 - 6
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 6 - 6
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 6 - 6
Controle positivo (G5) 6 - 6

BMP + ORG + Membr

Tabela 5 — Ocorréncia da formacdo do tecido 6sseo e tecido integrador conforme o

grupo
Tempo de avaliagdo Grupo Sim N&o TOTAL
¢ 180 dias Gel + BMP + ORG (G1) 6 - 6
Gel + BMP + INORG (G2) 6 - 6
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 6 - 6
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 6 - 6
Controle positivo (G5) 6 - 6

BMP + ORG + Membr




RESULTADOS DOS ESTU

DOS HISTOMORFOMETRICOS.

Tabela 6 — Estatistica do nUmero de artérias confome o grupo
Estatisticas
Mediana Desvio Coeficiente
Grupo Média Minimo Maximo
Padrdo Variagdo
Gel + BMP + ORG (G1) 39,83 40,00 W 3,13 7,85 35 44
Gel + BMP + INORG (G2) 38,50 38,00 W 4,59 11,93 32 45
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 41,33 43,00 ™ 432 10,45 35 46
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 42,33 42,50 W 10,56 24,94 26 57
Controle positivo (G5) 23,00 23,00 ® 3,10 13,47 18 27

BMP + ORG + Membr

Valor de p

p® =0,005*

(*): Diferenca significativa a 5,0%.

(1): Através do teste Kruskal-Wallis com comparacdes pareadas segundo a metodologia apresentado no Conover.
Obs.: Se as letras entre parénteses sdo distintas comprova-se diferencga significativamente os grupos correspondentes.



Tabela 7 — Estatistica do niUmero de veias conforme o grupo

Estatisticas

Grupo Média Mediana Desvio Coeficiente Minimo Maximo
Padrdo Variagdo
Gel + BMP + ORG (G1) 93,33 96,00® 6,62 7,09 81 99
Gel + BMP + INORG (G2) 161,67 166,50 @ 31,63 19,57 104 193
Gel + BMP + ORG + Membr (G3) 78,83 80,00 @ 10,17 12,93 63 90
Gel + BMP + INORG + Membr (G4) 166,83 156,50 ¥ 60,82 36,46 101 247
Controle positivo (G5) 122,17 123,50 © 27,07 22,15 89 155

BMP + ORG + Membr

Valor de p p®<0,001*

(*): Diferenca significativa a 5,0%.
(1): Através do teste Kruskal-Wallis com comparacdes pareadas segundo a metodologia apresentado no Conover.
Obs.: Se as letras entre parénteses séo distintas comprova-se diferenca significativamente os grupos correspondentes.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DOS GRUPOS ESTUDADOS



Fig 31Controle Positivo (codgulo+bmp+org+memlbrana 180 dias- G5) com aspecto
geral da regido do defeito que se vé apenas tecido conjuntivo fibrilar e delicado.
10X

Fig 32 (Gel+bmp+org 180 dias- Gl1) tecido conjuntivo fibroso organizado em
atividade proliferativa em que se observa espacos vasculares congestos. 20X



Fig 33 (Gel+bmp+org 180 dias- G1) borda do defeito cirlrgico em que se vé a
formacdo de pequenas ilhas de 0sso neoformado. 20X

Fig 34 (Gel+bmp+orgtmembrana 180 dias- G3) ilhas de osso neoformado, tecido
conjuntivo bem organizado. 20X

Fig 35 (Gel+bmp+org+tmembrana 180 dias- G3) diversas iihas de osso neoformadas.
20X



Fig 36(Gel+bmp+inorg 180 dias-G2) grdnulos do enxerto &sseo inorgdnico com
neoformacdo &éssea dispostos em ilhotas, bem celularizadas, e dreas com
condensacdo do tecido conjuntivo sugerindo formacdo de ostedide. 20X

Fig 37 (Gel+bmp+inorgtmembrana 180 dias- G4) presenca de inUmeras ilhas de
neoformacdo éssea, em tecido conjuntivo bem organizado. 20X

Fig 38 (Gel+bmp+inorgtmembrana 180 dias- G4) ilhas de neoformacao 6ssea, ao
redor do 0sso inorgdnico com formacgdo éssea. 40X



Fig 39 (Gel+tbmp+inorg+tmembrana 180 dias- G4) diversos focos de reparacdo com
neoformacdo dssea em ilhas. 40X

Fig 40 (Gel+bmp+inorg+tmembrana 180 dias- G4) marcante neoformacdo éssea, ao
centro osso inorgdnico, distintos estdgios de calcificacdo. 40X

Fig 41 (Gel+tbmp+inorgtmembrana 180 dias- G4) formacdo &ssea expressiva,
reparacdo de parte do defeito experimental. 40X



DISCUSSAO



Uso dos Enxertos

O presente estudo avaliou, através da histologia, da histomorfometria e
da imaginologia, a capacidade de osteopromocdo da associacdo do gel
de polissacarideo a proteina &ssea morfogenética, enxertos &sseos
liofiizados, orgdnicos e inorgdnicos, e da membrana coldgena, no
tratamento de defeitos criticos na calvdaria de ratos, 180 dias apds a cirurgia.

Uma das caracteristicas biolégicas do tecido dsseo € a sua alta
capacidade de reparacdo espontdnea quando lesionado, repondo, depois
de breve intervalo de tempo, toda a porcdo perdida. No entanto, em
alguns casos, defeitos 6sseos extensos, produzidos por tfrauma, processos
patoldgicos ou anomalias do desenvolvimento, ndo tém a capacidade de
repararem-se espontaneamente, havendo necessidade, nesses casos, de se
utilizar vdrias técnicas cirdrgicas e materiais na tentativa de reparacdo da
deficiéncia éssea.

O conhecimento da fisiologia, dinGmica de crescimento e reparo do
tecido 6sseo é de fundamental importéncia para compreender as etapas
necessdrias no restabelecimento funcional e morfoldgico deste tecido; as
influéncias que podem sofrer durante os estdgios de reparo e remodelacdo;
a partficipacdo de subst@ncias que promovam de forma mais rdpida e
efetiva seu restabelecimento compilam preceitos que embasaram este
estudo e forneceram meios para descobertas, alicercadas em publicacdes
cldssicas.-?

Concordar com autores'®1? que afiirmaram que o ‘grande desafio aos
pesquisadores e profissionais que realizam reconstrucdo, sobretudo de tecido
6sseo, com perdas significativas e nUumero crescente de pacientes
acometidos por fatores que resultem nesta problemdatica’, seria buscar
formas de resolutibilidade através de novos materiais. Diversas publicacdes
inerentes ao assuntfo demonstraram a caracteristica invasiva, a dificuldade e
o alto custo destes procedimentos.!0-1?  Assim, esta pesquisa escolheu as

alternativas que tém surgido de métodos e técnicas para a reparacdo de



tecidos perdidos, utilizando-se dos conhecimentos da drea da genémica e
do protedbma (BMP), ampliando os horizontes quanto a descoberta de
fatores de crescimento, controlando ou induzindo a osteogénese. 1-7.20-77
Logo, ao corroborar com esta visdo de forma significativa na resolugcdo
desta dificuldade e adicionar um polimero em estudos desenvolvidos na
UFPE € exercer contribuicdo para a sociedade.

O uso das proteinas relacionadas ao protedma, associadas a
polimeros, objetivando estimular a regeneracdo &éssea pode representar
terapia promissora para a Medicina e a Odontologia, além de ser uma
alternativa vidvel para se evitar enxertos autdlogos ou homdlogos e,
consequentemente, os inconvenientes destes procedimentos. Enfim, o uso
de biomateriais para restaurar a funcdo de tecido traumatizado e
degenerado ou para substituir a perda de tecido mineralizado tem ampla
aceitacdo em cirurgias odontolégicas e ortopédicas. Além disso, o uso de
biomateriais em doencas crénicas, como artrites, osteoartrites e osteoporose,
pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes e restaurar a mobilidade

normal, entre outros beneficios.

Modelo do Estudo

Animal

Os modelos animais sdo utilizados durante décadas, em experimentos,
para testar medicamentos, materiais cirdrgicos e técnicas de tratamento.
Atualmente, os modelos animais criados em condicdes de laboratdrio
totalmente padronizados seguem condicdes éticas pré-estabelecidas e
aprovadas, com confianca, pela comunidade cientifica. Protocolos
experimentais adequados para determinadas pesquisas surgiram a partir de
tentativas e erros, os quais levavam em consideracdo a semelhanca das
respostas entre humanos e modelos animais. Assim, os modelos animais de

laboratério de pequeno porte apresentaram maior capacidade



regenerativa 6ssea que em humanos. Diversas pesquisas estudadas
demonstraram a confiabilidade e resposta consistente ao utilizarem-se deste
fipo de modelo.4450.56,63,65,78,80-83,86,88,90.91,102107 Nesta pesquisa, foi avaliada a
associacdo de polimero de polissacarideo de melaco de cana-de-agucar a
subst@ncias de enxerto de origem bovina com proteinas morfogenéticas do
0sso, através de defeitos de tamanho critico em crénio de ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar), por estar sedimentado este modelo de pesquisa

e apresentar-se economicamente vidvel.

Localizacao e Tipo do Defeito

Foi eleita a regido da calvdaria para confeccdo dos defeitos dsseos, por
se tratar de uma regido de capacidade regenerativa baixa. A calvaria € um
dos locais de escolha para pesquisas com agentes que estimulem a
reparacdo’’. Diversos trabalhos’883 tiveram por objetivo a observacdo da
resposta bioldgica e poder indutor da combinacdo de enxertos em defeitos
6sseos, produzidos na calvdria de ratos. A utilizacdo da calvdria na
realizacdo de defeitos criticos deve-se O pobre vascularizacdo e a relativa
deficiéncia de medula dssea em comparacdo a outros 0ssos, além de ser
assaz similar a da regido maxilo-facial. Em termos embrioldgicos e
morfoldgicos, a calvaria desenvolve-se por ossificacdo inframembranosa,
semelhante aos ossos da arquitetura facial. A calvdria, anatomicamente,
consiste em duas tabuas corticais, delimitando a delgada regido central
medular, semelhante ao osso alveolar.'% Nela, os defeitos sGdo menos sujeitos
a fatores mecdnicos e a obstrucdes do aporte sanguineo.

A escolha na realizagcdo dos defeitos no centro da calvdria teve como
fatores determinantes: a inclusdo da sutura sagital, por ndo sofrer a
interferéncia da musculatura da orelha; a disponibilidade de uma drea maior
de 0s50; a permissdo de criar um defeito de maior didmetro; a facilidade na
obtencdo das imagens de avaliacdo e a cicatrizacdo dos tecidos moles

incisados, sem a interferéncia com a reparacdo dos defeitos do tecido duro.



Ndo foram realizados defeitos bilaterais em cada animal para andlise
pareada entre o defeito controle e o teste, por acreditar que eles ficam
muito proximos, podendo a reparacdo de um defeito interferir no defeito
contralateral e mesmo haver a intercomunicacdo entre os defeitos por
reabsorcdo da fina faixa diviséria de osso, transformando-o em um Unico
grande defeito, conforme colocacdo de alguns pesquisadores. 102

O reparo de defeitos € um bom modelo para o estudo da
regeneracdo do 0sso e possui grande semelhanca com o reparo primdrio ou
direto de fraturas. Considerando que os defeitos sGo menos sujeitos a fatores
mecdnicos e a obstrucdes do aporte sanguineo, este modelo reparacional é
utilizado em muitos experimentos cldssicos, o qual analisa a influéncia de
medidas cirirgicas e farmacoldgicas para melhorar a regeneracdo
65580.84'87'89

Os defeitos criticos foram utilizados neste estudo por serem defeitos
6sseos experimentais e terem dimensdes grandes para Ndo ocorrer reparo
espont@neo, pois, sé nesta situacdo, o potencial osteogénico do implante,
do enxerto ou do medicamento pode ser considerado real.85 Desta forma,

pode-se considerar sem erro o potencial osteogénico do material em teste .86

Tipo de Incisao

A incisdo realizada na calvdria possuiu caracteristica que facilitou a
visdo do leito cirdrgico, com retalho de fdacil manejo, manteve o peridsteo
intfegro, deteve o material em experimentacdo no local e permitiu maior
praticidade na sutura. O processo de reparacdo pode ser desvirtuado nos
Casos em que a incisdo € realizada em cima da sutura sagital, pois a
coaptacdo do retalho e peridsteo ficam sobre o defeito, fazendo com que
os dois processos de regeneracdo, o do tegumento e do 0sso, fiquem
sobrepostos, possibilitfando interferéncia entre eles. Nesse caso, se a sutura for
realizada sem cuidados, pode haver deslocamento do material enxertado

ou, se ocorrer ruptura, haverd exposicdo do material em experimento e



aparecimento de processo infeccioso, com alteracdo do resultado final.104
Desta forma, neste trabalho, foi realizada a incisdo semi-lunar?!, deixando o
retalno e o periésteo integros sobre o defeito, localizando a sutura ao lado
do defeito a uma distGncia segura, sem a possibilidade de deslocamento do

material pesquisado.

Utilizacao de Membranas

A falta de formacdo de novo tecido duro nos defeitos dsseos deve-se
d rdpida invasdo e ao preenchimento da drea por células altamente
proliferantes de origem ndo &ssea, advindas de tecidos conjuntivos
circunjacentes, como resposta obtida em estudos anteriores.85 Foi utilizado o
principio da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) e Regeneracdo Ossea
Guiada (ROG), com a utilizacdo da membrana coldgena. Esta técnica
consiste em utilizar membrana bioldgica, para formar uma barreira fisica,
criar um ambiente adequado, protegido da invasdo de células
competidoras, menos diferenciadas e assaz proliferativas dos tecidos
vizinhos, principalmente, fibroblastos e células epiteliais, além de promover a
proliferacdo de células originariamente caracteristicas da regido para a
regeneracdo dos tecidos naturais da drea. Todo esse embasamento,
encontrado em pesquisas, ressalta técnicas operatdrias, o qual consistiu em
grande valia para este estudo.109-118

Esta pesquisa baseada na viabilidade da RTG e ROG, na restauracdo
de lesdes dsseas perenes, teve como suporte os primeiros estudos realizados
por Hurley et al.?> em 1959, os quais utilizaram na espinha dorsal e cortical de
0ssos longos, como barreira fisica, filfros semipermedveis de acetato de
celulose (Millipore). Atfravés dos diversos estudos iniciqis?2?%7 Qs pesquisas
recentes,?198118  com modelo animal e humano, demonstraram-se a
necessidade e a objetividade do uso de barreiras mecdnicas na intencdo
da formacdo de tecido d6sseo, sem interferéncia de células que ndo facam

parte deste tecido duro e que componham tecidos adjacentes moles. Nos



animais dos grupos experimentais e controle positivo, os quais fizeram uso de
membranas bioldgicas, foi evidenciado um tecido conectivo mais
organizado, espesso e de melhor qualidade. Traduz-se como uma resposta a
barreira, a membrana de cortical bovina, a qual ndo permitiu que houvesse
interferéncia dos tecidos moles, pois recobriu com eficiéncia a associacdo
de enxertos utilizados.

O emprego das barreiras bioldgicas nos procedimentos cirdrgicos
reconstrutivos facilita a selecdo das células com potencial osteogénico da
populacdo celular dos canais haversianos e de Volkman e, principalmente,
da medula 6ssea e do enddsteo. Destarte, peridsteo é excluido porque estd
readaptado na superficie externa da membrana, conforme citacdes da
literatura.’%5 Nos animais estudados por Dahlin et al.1091-103, foi observada, em
todos os grupos, a reorganizacdo mais acentuada do peridsteo, pois a
membrana fez parte da protecdo ao defeito dsseo. Ndo foi constatada
reacdo inflamatdria traduzida por edema e elementos figurados do sangue,
nem infeccdo. Permitindo, assim, reafirmar os mesmos eventos neste corrente
estudo, desenvolvido com a utilizacdo do gel de polissacarideo, enxertos e
membranas.

A metodologia que regeu o estudo de Linde et al.'%” influenciou a
metodologia deste estudo ora desenvolvido, a qual resultou em sucesso No
aumento da quantidade de tecido 6sseo, osteopromocdo na calvdria de
ratos, assemelhando-se também aos seus resultados. Esta corrente pesquisa
corrobora com a andlise histolégica conforme Linde et al. 197, que chegou a
comprovar 80% de neoformacdo o6ssea em termos volumétricos, logo foi
observado 84% de neoformacdo &ssea no grupo experimental G4, que
utilizou gel+BMP+o0sso inorgdnico+tmembrana. Pode-se ressaltar que, além do
gel e dos materiais de enxerto que promoveram a diferenciacdo celular,
propiciando formacgdo 6ssea, a quantidade de osso neoformado dependeu
da qualidade da membrana, tipo, porosidade, rigidez e do tempo de
reparo. A osteopromocdo € um fator de grande valia para a cirurgia

reconstrutiva, confirmado em um estudo que utilizou coelhos.108



Os resultados obtidos dos grupos experimentais resultaram em maior
formacdo o6ssea naqueles onde foram utilizadas as membranas como
barreiras, demonstrando maior formagdo éssea nas imagens tomogrdficas e
na andlise qualitativa histoldgica, com formacdo de tecido &sseo mais
distante das bordas da lesdo, mais proximo ao centro. Comparando-se com
estudos anteriores,19-112 pbservou-se que houve sinergismo comprobatério na
intencdo de ganho maior de tecido 6sseo, adotando esta técnica.

A membrana utilizada nesta pesquisa, membrana bioldgica liofilizada
de corfical dssea bovina desmineralizada (Gen-derm®), constitui-se
basicamente de fibras coldgenas o6sseas e foi submetida a andlise
microestrutural,’’ em que foi observada a presenca de poros compativeis
com 0s canais de Havers e Volkman, o que |he conferiu qualidade de ser
biocompativel e biodegraddvel. Por essas razdes, favoreceu o reparo 6sseo
por ter permanecido integra por tempo suficiente para a reorganizacdo do
codgulo e da osteopromocdo, com a formacdo de novo osso a partir das
bordas do defeito, além de ter exibido propriedades de osteoconducdo,
favorecendo a neoformacdo déssea nas suas  superficies.  Assim,
fundamentou-se a escolha desta barreira bioldgica, que melhor se adequou
a esta pesquisa.

As membranas utilizadas eram cortadas em um formato igual ao
defeito, circular, sem dangulos nas bordas. As margens das membranas
ficaram a uma disténcia de 2 ou 3 mm além da borda do defeito, como
preconizado na ulilizacdo de membranas para a osteopromocdo.’o4 Os
angulos retos, principalmente, nas membranas ndo absorviveis, podem
causar dilaceracdo no retalho e no peridsteo, expondo o leito cirdrgico, o
material de enxerfto ou mesmo a membrana ao meio ambiente,
favorecendo a formacdo de coldnias bacterianas e iniciando o processo
infeccioso com consequente inflamacdo na regido, prejudicando, assim, o

processo regenerativo requerido.

Utilizacdo das BMP’s




Esta pesquisa foi embasada nos estudos relativos aos protedmas, 545592
tema submetido a diversas investigacoes cientificas.8891.143.144 A reparacdo
6ssea nos casos de fratura € semelhante 4 reparacdo de enxertos
biocompativeis, contudo daqueles que ndo despertam uma exacerbada
reacdo de corpo estranho, semelhante as respostas observadas nas IGminas
histoldgicas examinadas. Nesta condicdo, a reparacdo € uma mimetizacdo
dos eventos embriondrios de formacdo &ssea, a qual inclui interacoes
complexas de fatores de crescimento e respostas das populacdes celulares
presentes no local.

E obtida como resposta, geralmente, a regeneracdo da estrutura
6ssea que fisiolodgica e biomecanicamente configuram-se indistinguiveis do
original. Todos estes eventos sdo dependentes dos fatores de crescimento e,
em particular, das Proteinas Osseas Morfogenéticas, conforme observado
nesta pesquisa e em outros estudos anteriores3s-37.39-41,

A descobertqé720:2634 e reconhecimento da acdo e influéncia da
BMP’'s no tecido ésseo foram exaustivamente pesquisadas, 128927-3339 no
intuito de se obter o mecanismo de calcificacdo, induzido por esta proteina.
Nomeada em 1971, por Urist e Strates’, de “Proteina Morfogenética do Osso”,
verificou-se, no fim da década de 80, que ndo era uma Unica proteina, mas
um grupo de proteinas, na matriz dsseq, responsavel pela osteoinducdo.29-33

Apenas em 1984, as BMP’s foram, por Urist et al.28 isoladas e purificadas
a partir de 0sso bovino desmineralizado, comprovando a capacidade
osteoindutora, com a formacdo de o0sso em animais e humanos,
confirmando os resultados desta pesquisa, que ulilizou o gel de
polissacarideo em associacdo.

Para integrar as BMP's nesta pesquisa, levou-se em consideracdo a sua
relacdo com a inducdo de tecidos 0sseos e propriedades na angiogénese.
As BMP’s possuem efeitos sobre a direcdo da diferenciacdo celular, também
atuam como sinais de posicdo e proveem bases necessdrias para o padrdo

de informacdes. Considerando estas caracteristicas, as BMP's se ajustam



apropriadamente na categoria de morfogénes, sendo oportuna sua
associacdo nos enxertos adicionados ao gel de polissacarideos.

Outro conhecimento que permitiu esta associacdo com as BMP's
foram as informacdes da genética recombinante, que confirmaram a acdo
destas na formacdo embriolégica e participacdo na reparacdo de tecido
65580.30'33' 44,46-49,52,54,56,58,63

Até entdo se entendia que as proteinas morfogenéticas osseas
iniciavam a condrogénese e osteogénese com grau variado de poténcia e
que a familia das BMP’s frabalhava em conjunto para regenerar 0sso. Mas,
pela primeira vez, em 1994, foi demonstrado que uma Unica BMP
recombinante (rhBMP-2), reconstituida com ICBM (matriz éssea colagenosa
insolUvel), foi suficiente para reparar defeitos por craniotomia em ratos. 44

O mecanismo pelo qual as BMP's aceleram a regeneracdo &ssed
pode ser explicado pela conversdo de células pluripotenciais em
osteoblastos, as quais estejam diretamente relacionadas d dose de proteina
osseoindutiva®é, ndo diferindo a forma de inducdo das BMP's ndo
recombinantes e recombinantes. Estudos com protocolo semelhante ao da
presente pesquisa com o gel utilizaram BMP’s recombinantes(rhBMP-2) para
reparo de defeitos Osseos em calotas66381.82 oy em outros 0ss0s3453-5557,
obtendo também, como resposta, osteoinducdo significativa e satisfatoria
Nnas reparacoes observadas.

A presente pesquisa ufilizou o que se denomina na literatura de “pool”
de BMP’s, que compreende uma mistura deste fator sem separacdo das
subfamilias2?-33.40, Diversos estudos experimentais trabalharam com diferentes
espécies animais para demonstrar que a BMP purificada (recombinante)44-
47.56,57.61 @ a semipurificada (mistura)70.71.83, extraidas de 0sso bovino, possuem
alta capacidade de estimulo na formagcdo de tecido 6sseo, para promover
o reparo de vdrios tipos de defeitos 0sseos criticos. A BMP extraida do 0sso
bovino mostrou-se quimicamente homologa a BMP humana, afravés da
demonstracdo da clonagem do DNA.70

O que foi observado analisando os resultados desta pesquisa com o

gel de polissacarideos estd em consondncia com Ripamonti et al.”!, quando



da sua afimacdo: “a estratégia de adsorcdo de BMP's em substratos
porosos inorgdnicos Ndo imunogénicos pode ajudar a projetar sistemas e
dispensacdo adequados para funcdo osteogénica nas aplicacdes

craniofaciais e ortopédicas em humanos”.

Dose de BMP’'s Utilizada

As BMP's foram utilizadas em uma diluicdo de uma parte de Gen-Pro®

(BMP) para dez partes de osso orgdnico ou inorgdnico (Gen-Org® ou Gen-
inorg®). A diluicdo foi feita com base na recomendagcdo do fabricante. A
dose de BMP muito baixa acarreta formacdo dssea insuficiente; se for
demasiada, haverd formacdo &ssea elevada e mais rdpida que a
osteoinducdo desejada.?’ Em contrapartida, outros estudos40.62.63.66  relatam
que, com doses elevadas de BMP's, a reabsorcdo éssea localizada
inicialmente pode ser vista como resultado de aumento da atividade
osteocldstica, por estimular a osteoclastogénese e assim despertar a
atividade osteocldstica.

Reforcando este principio, outros autores40.66.68 relataram que uma
dose mais elevada de BMP ndo tem efetividade, pois, apds determinado
limite, j@ ndo ocorre aceleracdo da formacdo &ssea. Desse modo, o
protocolo desta pesquisa associou d BMP's o gel de biopolimero, observando
com precisdo, através da utilizacdo de balanca eletrbnica, a quantidade
correta e recomendada para mistura dos componentes do enxerto.

Diversas pesquisas! 45892404548 de renome formam um verdadeiro
compéndio de descobertas das acdes das BMP's no estimulo molecular,
através de eventos ocorridos no meio intracelular, resultando na inducdo e
formacdo de tecido &sseo, inclusive com descobertas recentes que
demonstram a utilizacdo de equipamentos modernos e de alta tecnologia,

as quais forneceram importantes informacdes e base para esta pesquisa.

Utilizacao do Gel como Carreador




A BMP é uma proteina difusivel e, para iniciar o processo osseoindutivo
in vivo, € necessdrio que haja liberacdo gradual desta, que pode ser obtida
com a utilizacdo de carreadores ideaqis.”® Portanto, a associacdo com
subst@ncias Osseas liofilizadas de origem orgdnicas e inorgdnicas é
necessdria, e este estudo teve o propdsito de adicionar o gel de
polissacarideo para estabilizar esta associacdo de enxertos.

Levou-se em consideracdo que a cinética de um carreador tfem um
profundo efeito sobre a rapidez e a eficdcia da inducdo 6ssea. A funcdo
primdria do carreador € o aumento da eficdcia das BMP's, impedindo a
difusGo répida do agente indutivo para longe do local do implante, com
uma sustentada liberacdo da proteina, base e principios relatados em
publicacdes anterioress!-53, eventos que foram observados neste processo de
reparo com a associacdo do gel de biopolimero, resultfando em aumento da
formacdo déssea.

Vale salientar que as investigacdes crescem no sentido de determinar
o melhor tipo de material carreador na liberacdo das BMP's nas indicacoes
clinicas. Para o tratamento do reparo das fraturas, a liberacdo deve ser
conjugada com um material que atenda a nova taxa de formacdo 6sseaq, a
fim de que tfransporte o material e nGdo comprometa a cicatrizacdo. Para o
fratamento das faltas de unido%4555? e para a fusdo espinhal,é® o carreador
deve possuir caracteristicas que incluam uma lenta liberacdo de BMP's, com
suficiente tfempo de permanéncia e suporte da matriz osteocondutora para
infiltracdo das células osteogénicas e prevencdo da invasdo dos tecidos
moles.51'59'<'>8

Assim, ao observar as respostas obtidas com a associacdo do gel de
biopolimero, descortina-se um horizonte com um leque muito amplo de
pesquisas e observacdes a serem implementadas acerca da aplicacdo
nesta liberacdo, que deve ser gradual e programada.

Diversos materiais foram pesquisadoss’747681-8386 ng tentativa de se
obter o melhor carreador para estas proteinas, BMP's, que possuem
caracteristicas por serem extremamente Idbeis quando inseridas nos tecidos

orgdnicos sem substancias que a estabilizem e a mantenham protegidas.



As hBMP's disponiveis para aplicacdo clinica sdo carreadas através
de coldgeno bovino fipo-l, pela esponja de coldgeno (utilizado com BMP-
2)81.63.6465 oy particulas de coldgeno (utilizado com BMP-7). Os atuais
carreadores clinicos de coladgeno liberam BMP em altas doses e isso requer
também altas doses de BMP para produzir os efeitos. Os carreadores a base
de coldgenos’47¢ sdo eficazes para a primeira e atual geracdo desses
produtos, mas eles terdo de ser substancialmente melhorados, a fim de
alcancar eficdcia clinica em doses mais baixas e, portanto, a um custo mais
baixo. Ainda ndo se sabe se uma liberacdo sustentada de BMP's do osso €
necessdria ao longo de todo o processo de cicatrizacdo, e esta questdo
deve ser esclarecida por investigacoes futuras.

Neste sentido, materiais que possam melhorar a estabilidade da BMP
no meio do qual serd enxertada servirdo de incremento nas propriedades
qualitativas da formacdo déssea. O gel de polissacarideo foi associado aos
enxertos, utilizados no intuito de observar seu comportamento neste tipo de
tecido, como também sua funcdo de liberacdo controlada de BMP's. E um
material recente, ainda ndo usado como carreador no tratamento de lesdes
4sseas, e tem demonstrado biocompatibilidade e baixa citotdéxidade nos
estudos que antecederam esta pesquisa.117-137

A ampla potencialidade de aplicacdes do biopolimero de cana-de-
acucar, particularmente, nas dreas de ciéncias da saude, bioldgica e
farmacotécnica permite predizer o seu alto valor agregado, favorecendo
sua producdo em escala, e confrmando o seu potencial em agregar valor a
um produto regional de baixo valor, 0 melaco da cana-de-acucar, haja vista
a alta taxa de conversdo.'?! Do ponto de vista socioecondmico, a sua
producdo em escala e comercializacdo resultard na geracdo de emprego e
de capital pela reducdo da importacdo de similares com alto valor
agregado.

A partir do polimero, foram desenvolvidos modelos de utilidades nas
apresentacdoes de membranas, telas, tubos, fios de sutura e gel, os quais vém
sendo testados em cdes, ratos e coelhos, com bom resultado na reposicdo

de tecidos para a correcdo de falhas funcionais e tratamento de doencas.



Entre as principais aplicacdes, pode-se ressaltar a utilizacdo das
membranas e telas para a correcdo de defeitos, como hérnias,22 retalhos
para reparos de lesdes vasculares de artérias e veias,'32 slings para o
tratamento da incontinéncia urindria, 23126 timpanoplastia no tratamento das
perfuracdes do timpano!d! e fios de sutura com utiizacdo em tecidos
viscerais'3¢ e cut@neos.'?” A aplicacdo de gel estd sendo testada com
sucesso no tratamento de refluxo vésico ureteral e na incontinéncia urindria,
preenchimento de espacos na cirurgia pldstica e na suspensdo de
medicamentos para a sua liberacdo controlada em farmacotecnia.

Em todos os seguimentos das pesquisas realizadas com o biopolimero,
a resposta dos animais é significativamente biocompativel. Naqueles que
permaneceram com o polimero por mais de um ano ocorreu uma
biointegracdo expressa por intensa neoformacdo vascular no interior do
polimero, definindo uma incorporacdo do polimero ao organismo receptor.
Nos ratos que permaneceram com o biopolimero na apresentacdo de gel,
telas e fios de sutura ndo foram detectados quaisquer efeitos
colaterais.!22129.131 Estyudos comparativos observacionais em animais, entre o
polimero e outros materiais, j& de uso corrente em humanos, muito embora,
aginda sem dados para conclusdo dos estudos estatisticos, revelaram
superioridade do biopolimero.129.132.135

Nesta pesquisa de reparacdo o6sseaq, foi observado que, durante os
procedimentos cirdrgicos, quando o gel foi incorporado as substé@ncias de
enxerto, na forma de carreador, o sangramento transcirdrgico era
evidentemente controlado. Assim, revela-se mais uma propriedade a ser
pesquisada com a utilizacdo deste gel. Além disso, ressalta-se que os grupos
que utilizaram o gel de biopolimero fiveram reparacdo oéssea de boa
qualidade e quantidade, sem observacdo histoldgica de células reacionais

multinucleadas.

Dos Resultados Estatisticos



Resultados da Imaginologia

Os defeitos criticos foram avaliados por meio de tomografia
computadorizada volumétrica de feixe conico. Este método permitiu obter
imagens rotacionais, assim, consentiu girar as calotas no sentido desejado e
uniformizar a metodologia de obtencdo dos dados, uma vez que girar a
calota no sentido antero-posterior e latero-lateral foi de importancia para
obter os cortes desejados e padronizados. Isto evitou a sobreposicdo da
base do crdnio nas tomadas radiogrdficas convencionais, a qual deixaria
obscura a formacdo 6ssea dos defeitos nas calotas, consequentemente, os
resultados. Esta metodologia foi superior as descritas na literatura
estudadaq.70.83.1

Os resultados revelaram que a associacdo da membrana como
barreira, a BMP e o osso inorgdnico foram carreados de forma bastante
efetiva pelo gel de polissacarideo, pois apontaram os grupos de maior
formacdo dssea, com diminuicdo dos defeitos criticos.

Para andlise dos dados, foram obtidas as medidas estatisticas: média,
mediana, desvio padrdo, coeficiente de variacdo, valor minimo e valor
maximo (técnicas de estatistica descritiva) e foram utilizados os festes de
Kruskal-Wallis, como comparacdes pareadas de Conover'42 e teste de Mann-
Whitney (técnicas de estatistica inferencial)4!. Ressalta-se que a escolha dos
testes ndo paramétricos foi devido ao numero de casos em cada grupo.

O nivel de significGncia utilizado na decisdo dos testes estatisticos foi
de 50%. Os dados foram digitados na planilha Excel e o “software”
estatistico ufilizado para a obtencdo dos cdilculos estatisticos foi o SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) na versdo 13.

Os resultados quantitativos do estudo imaginoldgico, observados nos
tempos de 180 dias, indicaram que as medidas média e mediana foram
correspondentemente mais elevadas nos grupos com material orgdnico que
nos grupos com material inorgdnico, o grupo controle positivo apresentou
valor intermedidrio. Para os grupos com material orgdnico, as meédias
variaram de 50,51(G1) a 53,96(G3) e as medianas de 51,37(G1) e 54,44(G3),



enguanto nos grupos com material inorgdnico, as médias variaram de 14,98
(G4) a 26,65 (G2) e as medianas variaram de 1539(G4) a 26,57(G2)
respectivamente. Diferencas significativas foram registradas entre os grupos (p
< 0,001) e através das comparacdes pareadas, com excecdo dos pares
Glcom G3 e do G2 com Controle positivo(G5); para todos os demais pares,
comprova-se diferenca significativa. Pode-se afirmar que, ao exame
imaginolégico, a ocorréncia de maior formacdo éssea apresentou-se nos
grupos em que foi empregado o o0sso inorgdnico carreado pelo gel de
polissacarideo, G4 e G2.

Todos os grupos estudados tfiveram diferenca significativa quando
comparados ao grupo confrole negativo(Gé), tiveram reparacdo 6ssea e
mudanca no seu padrdo de defeito com neoformacdo de tecido duro. Foi
de importdncia a realizacdo deste grupo controle negativo para
comparacdo com 0s grupos experimentais que receberam os enxertos, pois
revelou quantitativamente a drea inicial medida em milimetros quadrados,
sem formacdo nenhuma de o0sso, partindo-se de um referencial para o
ganho obtido por cada grupo, em neoformacdo de tecido dsseo.

O grupo controle positivo teve um ganho ésseo intermedidrio quando
comparado aos grupos experimentais que ufilizaram os enxertos 6sseos de
origem orgdnica e inorgdnica, tanto em associacdo com a membrana
bioldégica quanto sem a associacdo com esta membrana. Os enxertos que
utilizaram o osso orgdnico associado, ou ndo d membrana e ao gel e BMP’s
tiveram menor ganho 6sseo em comparacdo aos demais grupos. Foram
observados nos grupos que utilizaram o 0sso inorgdnico associado, ou Nndo d
membrana e ao gel e BMP's os maiores ganhos apresentados entfre os
grupos pesquisados.

O gel € uma substGncia que demonstrou em diversas pesquisas
bioinfegracdo com neoformacdo vascular no interior do polimero.122.129.131
Esta propriedade foi confimada nesta pesquisa sendo de importéncia
relevante na reparacdo dos defeitos criticos, os quais foram confeccionados
com tamanho significativo de perda estrutural para a regido anatémica

operada.



Houve sinergismo desta propriedade em prover neoanginogénese na
associacdo do gel de polissacarideos com as BMP’s, que também possuem
propriedades semelhantes.”3.81

Em adicdo d manutencdo necessdria de uma estrutura que forme um
arcabouco que impeca a proliferacdo de tecidos moles na drea de
reparacdo do tecido 6sseo, demonstrou ser a mistura osso inorgdnico,
membrana, BMP e gel de polissacarideos a melhor resposta experimental, no
intfuito de reparar, com formacdo o6ssea eficiente, o defeito. O gel de
biopolimero ocupou uma funcdo de destaque, pois manteve em suspensdo,
com liberacdo controlada, as BMP’s em conjunto com o 0sso inorgdnico,
promovendo a diferenciacdo celular principal para a formacdo dssea.

O osso inorgdnico e o gel promoveram protecdo destes morfogenes e
de uma estrutura complexa formada pelo material de enxerto. Essa porcdo
inorgdnica objetivou conter e impedir o colapso dos tecidos moles,
ocupando a drea destinada a formacdo de tecido &sseo. Onde a
membrana agiu impedindo a invasdo dos tecidos moles adjacentes, por
consequéncia, evitando a interferéncia das células do tecido conjuntivo e
pericrdnio em todo o material enxertado, inclusive o material osteocondutor,
o complexo formado pelo gel e osso inorgdnico. Portanto, foi a tfraducdo de
uma formacdo o6ssea expressiva, com diminuicdo das dreas radiolUcidas,
expressando na radiopacidade, obtida através de tomografia, a formacdo

de tecido duro requerido.

Resultados Qualitativos Histolégicos

O modelo ulilizado na presente pesquisa foi para avaliar a
capacidade da associacdo de substdncias classicamente indutoras da
osteogénese, carreadas pelo gel de biopolimero. Essa associacdo de
subst@ncias era composta por matriz dssea xenogénica orgdnica ou
inorgdnica, em sitio ortotopico, ou seja, em sitio dsseo, onde as condicdes

microambientais sdo mais favordveis a ocorréncia de osteogénese induzida.



Como todos os defeitos &sseos, mantiveram-se sem fechamento
completo, os resultados obtidos fiveram alta relevdncia, uma vez que o
reparo 6sseo que ocorreu nos defeitos criticos tratados sé pdde ser atribuido
d associacdo de substéincias contendo o Gel de polissacarideos como
carreador para BMP’s, com matriz dssea xenogénica orgdnica ou
inorganica, utilizada no preenchimento das lesdes.

A histotécnica usada neste trabalho diferiv da literatura observada no
que concerne ao processo de descalcificacdo utilizado. Em pesquisa com
tecido Osseo, particularmente, com o uso de enxertos, o processo de
descalcificacdo, quando ndo bem executado, desvirtua os resultados. Os
principais descalcificadores utilizados em laboratérios de histotecnologia sdo
constituidos de dcidos orgdnicos fortes diluidos. Durante o processo de
descalcificacdo, o material pode sofrer alteracdes morfoldgicas, dificultando
a interpretacdo histolégica. Frente as dificuldades encontradas quanto ao
processamento na descalcificacdo de cabecas de ratos, foi utilizada a
padronizacdo de uma técnica mais vidvel para essa etapa do tfrabalho.
Empregou-se um agente descalcificador para que garantisse a preservacdo
das estruturas morfohistolégicas, ndo comprometendo a sensibilidade dos
diferentes tipos de tecidos encontfrados nas cabecas dos ratos, como
também considerando o fator tempo, diminuindo de forma muito
significativa o periodo necessdrio para uma completa descalcificacdo, visto
que alguns descalcificadores de rotina necessitam de até 30 dias para a
completa descalcificacdo, conforme citado em algumas pesquisas. 70.83.91

Por meio do método descrito por Aires et al.’3® em 2005, o agente
descalcificador foi composto por uma solucdo de dcido cloridrico e dcido
formico, ambos a 8% (solucdo comercial), em partes iguais. Esta técnica
permitiu  diminuir o tempo de descalcificacdo, além de garantfir a
preservacdo das estruturas histologicas estudadas. Esta etapa foi de
importdncia para a correta obtencdo das calotas regeneradas sob
influéncia dos enxertos, mantendo a qualidade morfolégica das estruturas
estudadas, a qual requereu esforcos na procura de uma fécnica com as

caracteristicas descritas.



O estudo histolégico teve, como principais parémetros para avaliagcdo,
a intensidade da angiogénese, reabsorcdo da membrana cortical éssea
bovina, reorganizacdo do peridsteo e formacdo do tecido &sseo/tecido
infegrador, de acordo com estudos que avaliaram a intensidade de
formacdo dssea com utilizacdo de enxertos.83.91

Como houve uma variacdo evidente no item da intensidade da
angiogénese, foi realizada histomorfometria, utilizando-se do numero de
vasos por drea de defeito, o qual representou um diferencial para o estudo.
A angiogénese € um pardmetro utilizado para avaliar a neoformacdo éssea
e nos ensaios de avaliacdo das BMP's como osteoindutor.40. 4348 A presenca
de neovasos e fibroblastos € importante no estdgio inicial de reparacdo
6sseq 27091 Esta observacdo nos estdgios mais adiantados denotaram a
intensdo de reparacdo por completo do defeito residual, traduzindo as
propriedades do gel de polissacarideos e das BMP's em sinergismo,
conforme observacdo em ensaios de pesquisas anteriores com o gel
entremeado por vasos.

A reabsorcdo da membrana cortical éssea bovina foi observada em
todos os grupos, visto que se trata de uma membrana de origem bioldgica
reabsorvivel. Aos 90 dias, as membranas ja teriam passado por esse
processo.’!

A formacdo do tecido o6sseo e a do tecido integrador foram
analisadas em conjunto, pois, em todos os grupos, houve a formacdo de um
tecido conjuntivo fibroso, conectando as bordas do defeito &sseo
remanescente. Ocorreu grau variado de formacdo 6ssea em ftodos os
grupos, com formacdo de ilhas de tecido duro e evidente formacdo éssea a
partir das bordas, quantificadas no estudo da imaginologia, apesar de ndo
ter ocorrido o fechamento completo do defeito ésseo, o que o caracteriza
como defeito critico, promovendo seguranca ao trabalho quanto qos
resultados obtidos, conforme embasamento na literatura.84-8é

Ndo se podem descartar alguns eventos que ocorram durante esse
reparo, os quais devem ser salientados, considerando o processo de reparo

de lesdo, induzido por matriz 6ssea alogénica desmineralizada, 43 tais quais:



atraso nos eventos que levam ao processo de osteogénese; uma menor
intensidade osteoindutiva ou osteocondutiva, uma vez que a espessura da
cortfical 6ssea formada € menor que a originalmente existente na regido e a
ndo ocorréncia de fechamento completo dos defeitos. Essas diferencas
talvez se devam aos componentes imunoldgicos presentes na matriz éssea
bovina, apesar do fabricante proceder a liofilizacdo do material, diminuindo
a anfigenicidade que, de alguma maneira, atuaria modulando os eventos
em cascata que ocorrem durante a inducdo da osteogénese.

A utilizacdo da membrana bioldgica para funcionar como barreira
protetora da zona do defeitp9.98.100-105107-018,110-115 & de suma importdncia,
visto que o defeito foi muito extenso na calota e a membrana era
reabsorvivel, podendo ter sido reabsorvida em um momento de reparacdo
ossea relevante para a regido.

Os carreadores foram seguramente ideais, pois um estudo de Ferreira
et al.;83 utilizando hidroxiapatita(HA) misturada & BMP, demonstrou que a
utilizacdo de BMPb-HA no tratamento de defeitos dsseos cranianos em ratos
promove a formacdo de reacdo granulomatosa, tipo corpo estranho, que
inilbe profundamente a neoformacdo ésseq, sugerindo que a hidroxiapatita
sintética microgranular ndo € um bom carreador para as BMP's expressarem
o seu potencial indutor. Contudo, ao final de seis meses, os focos de reacdo
granulomatosa diminuiram em numero e tfamanho, e os defeitos diminuiram
a sua darea em 22% em relacdo ao confrole 0 hora, devido d neoformacdo
ossea nas suas bordas. Ao confrdrio do que foi obtfido neste estudo
experimental com o gel de polissacarideos, onde ndo foi observado reacdo
granulomatosa de corpo estranho e foi obtida reparacdo 6ssea de até 84%
da drea experimental, nos defeitos criticos.

Em convergéncia aos resultados observados, Mendoncasé utilizou o
Gen-Ox inorgdnico e demonstrou a maior capacidade osteocondutora
dentre os materiais testados. O enxerto utilizado na presente pesquisa, além
de 0ss50 inorgdnico esponjoso ou 0sso orgdnico corfical, utilizou o gel de
polissacarideos para conduzir as BMP's. Dessa forma, ao comparar as areas

radiolUcidas na imaginologia dos grupos experimentais ao grupo controle



negativo, evidenciou-se a formacdo o6ssea significativa em todos estes
grupos experimentais. Foi possivel afiimar que os enxertos utilizados
constituem material biocompativel, com capacidade osteogénica. Em
particular, os enxertos com 0sso inorgdnico esponjoso, permitiram que o
tecido 6sseo neoformado mantivesse contato com suas particulas, o que
caracteriza atividade osteocondutora. Este quadro pdde ser observado nos
cortes histoldgicos, onde foram encontradas particulas de osso inorgénico
junto ao osso neoformado, na drea mais central do defeito e nas bordas.
Apesar de Uristé afirmar que a utilizacdo de osso desmineralizado
apresenta potencial osteoindutivo, devido & presenca de fatores de
crescimento solUveis no seu interior, foi evidenciado que houve menor
formacdo de tecido dsseo neste grupo, em comparacdo com o Uso do 0sso
inorg@nico na mistura do enxerto. Com a metodologia empregada neste
trabalho, foi possivel confirmar esta afimacdo, porque o estudo da
osteoinducdo, para ser comprovado, necessita de um sitio diferente de uma
cavidade d6ssea, em que haverd o reparo ésseo promovido pelas células
osteoprogenitoras locais, salvo em defeitos criticos. Assim, demonstra-se a
importéncia de misturar as BMP's a substéncias mais estdveis, e a melhor
forma de avaliacdo de osteoinducdo € afravés de estudos com defeitos

criticos.

No estudo de Schimiz et al., % ndo foram utilizados fatores de
crescimento, mas ufilizou membrana, foi comparado reparo de defeitos
6sseos na calvaria de ratos com didmetro de 3, 4 e 8 mm. Concluiram que
apenas os defeitos 3 e 4 mm regeneraram completamente, apresentando
maior formacdo 6ssea. Os defeitos de 8 mm, apresentaram formacdo éssea
apenas na periferia da lesdo, enquanto, na regido central formou-se uma

unido ndo 6ssea de tecido conjuntivo fibroso.

Diferentemente  desta presente  pesquisa, que demonstrou,
qualitativamente, formacdo dssea em diversos grupos experimentais e em

dreas mais distantes das bordas, mesmo readlizando  defeito



significativamente maior, de 11 mm. Desta forma, pode-se confirmar a
importdncia da ufilizacdo de membranas e dos principios da
osteopromocdo'97.108, mas a presenca de fatores de crescimento e a escolha
de condutor que seja efetivo na drea aplicada sdo fundamentais na

promocdo da reparacdo do tecido dsseo.

Resultados Quantitativos Histomorfométricos

A presente pesquisa avaliou a intensidade da angiogénese por ter sido
um item do estudo histoldgico qualitativo que apresentou variacdo entre os
grupos estudados. No intuito de fornecer dados detalhados, foi feito um
levantamento de artérias e veias, ndo se considerando apenas a presenca
do nUmero de vasos, por se tratar de um achado de valia na pesquisa da
formacdo dssea e avaliacdo de enxertos.80.88

Os dados histomorfométricos observados na avaliacdo do nimero de
artérias com 180 dias foram a média e a mediana, sendo essas as menos
elevadas no grupo Controle(GS5); as médias dos outros grupos variaram de
38.50(G2) a 42,33(G4) e as medianas variaram de 38,00(G2) a 43,00(G3)). Foi
registrada diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05), sendo
comprovada diferenca significativa entre o grupo controle positivo com
cada um dos outros grupos. Foi observado maior niUmero de artérias no grupo
G4, o qual se utilizou osso inorgdnico, membrana, BMP e gel.

Nos dados histomorfométricos observados na avaliacdo do nUmero de
veias com 180 dias, destacam-se a media e a mediana mais elevada, as
quais ocorreram no grupo G4 e foram menos elevadas no grupo G3; as
médias variaram de 78,83(G3) a 166,83(G4) e as medianas variaram de
80,00(G3) a 166,50(G2), com diferencas significativas entre os grupos (p<
0,05), com excecdo dos grupos G2 e G4 comprova-se diferenca significativa

enfre os demais pares de grupos. Ficou patente que o maior nUmero de



veias também foi no grupo que foi utilizado osso inorgdnico, membrana, BMP
e gel.

Esta pesquisa desperta para a avaliagcdo e distincdo da formacdo de
artérias e veias durante a formacdo de tecido 6sseo, quando se utiliza
enxertos. Apesar dos estudos encontrados na literatura80838s?1 — gvaliarem
apenas a angiogénese de forma indistinta, os dados desta experiéncia sdo
de relevancia, conforme anteriormente descrito pela comparacdo realizada
no decorrer do processo de reparo do tecido dsseo.

Assim, como as proteinas ésseas morfogenéticas, outros fatores de
crescimento estGo envolvidos na osteogénese e podem abrir uma nova
perspectiva para o fratamento de fraturas e regeneracdo de grandes
perdas 6sseas. O PRP extensamente estudado demonstrou ser Util na
formacdo vascular de feridas cirdrgicas, mas ndo foi efetivo quando utilizado
em associacdo com material de enxerto inorgdnico,'#4 da mesma origem e
marca comercial que esta presente pesquisa, pois, ao contrdrio dos
resultados obtidos na associacdo com o gel e BMP, quando associado ao
PRP, ndo demonstrou eficdcia.

As células-alvo das BMP's sdo as células mesenguimais ndo
especializadas do ftecido conjuntivo. Como parte da superfamilia dos TGF,
participam também dos processos de reparacdo, tém grande espectro de
acdo nas atividades celulares, incluindo controle da proliferacdo e da
atividade metabdlica de células precursoras mesenguimais 6sseas, tais como
condrdcitos, osteoblastos e osteoclastos, assim como potente acdo
quimiotdatica para macréfagos, além de estimular a angiogénese.

Perante a literatura consultada¢36581-83 e tendo em vista o grande
potencial clinico das BMP's, verificam-se os avangos nos estudos clinicos que
avaliam o emprego destas substGncias osteoindutoras no emprego de dificil
resolucdo, uma vez que diversas pesquisas experimentais em varias espécies
jd demostraram eficdcia e seguranca na sua utilizacdo. Sob este aspecto, os
pesquisadores vém adotando o uso de agentes osteoindutores,
principalmente BMP's e seus carreadores, € a avaliacdo dos resultados

parciais aponta alta eficadcia. Muitos carreadores j& foram testados



experimentalmente, mas o material ideal para carrear as BMP's ainda ndo foi
definido, dependendo, provavelmente, da indicacdo clinica para o uso da
proteina morfogenética. O gel de polissacarideo, associado as substancias
testadas, mostrou-se biocompativel, com boas propriedades para servir
como carreador. Estudos imuno-histoquimico e de biodegradabilidade

devem ser realizados futuramente.



CONCLUSOES



Com base no modelo experimental, metodologias empregadas e os
resultados obtidos, analisados com uma margem de seguranca de

95%, se conclui que:

e O Gel de polissacarideo de melaco de cana de acgucar é

biocompativel e carreador das proteinas dsseas morfogenéticas;

e A associacdo gel de polissacarideo de melaco de cana de acucar,
proteina éssea morfogenética e osso liofilizado, € uma preparacdo
indutora de angiogénese e reparacdo 6ssea em defeitos criticos em

calvaria de ratos;
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ANEXO 2

Comité de Etica em Pesquisa

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

wWww.ccb.ufpe.br

Oficio n°® 01/06 Recife, 13 de fevereiro de 2006

Da Comisséo de Etica em Experimentac&o Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof. José Lamartine Aguiar
Departamento de Cirurgia - UFPE

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram a resposta de V.
Sa. referente ao primeiro parecer da CEEA sobre o projeto de pesquisa intitulado
“REGENERACAO DO TECIDO OSSEO NOS DEFEITOS CRITICOS EM CALVARIA DE
RATO”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentac&o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliac&o e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da quest&o do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

Atenciosamente,
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Presidente CEEA
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