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Rios BR. Analise do potencial do reparo ésseo através da reconstrucdo de
ressecgOes segmentares por meio da associagéo de scaffolds de Polidioxanona ou
Malha de Titanio e rhBMP-2: Estudo in vivo [dissertacao]. Aracatuba: Universidade
Estadual Paulista; 2021.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial bioativo de um “scaffold” de
Polidioxanona (PDO) com associacdo da rhBMP-2, nas reconstrucdes apos
simulacdo de resseccdo 0ssea em fémures de ratos. Para tanto, 24 ratos, machos,
adultos, com 6 meses de idade, foram submetidos a resseccéo e reconstrucdo dos
fémures bilateralmente. Inicialmente foi realizada a estabilizacdo com fixacdo de
placas e parafusos de titanio do sistema 1.5mm e em seguida a confec¢do de um
“‘gap” de 2mm. A reconstrucdo foi realizada com rhBMP-2 (Infuse) carreada em
esponja de coladgeno (3,25 ug), tendo uma malha de titanio, para o grupo Titanio
(n=24 fémures) (grupo controle), atuando como um arcabouco. E para o grupo PDO
(n=24 fémures) (grupo teste), a reconstrucao foi realizada também com a rhBMP-2
carreada em uma esponja de colageno (3,25 pg), envolvido por um “scaffold” de
PDO. Desses animais, 16 (2 por tempo) receberam em seu dorso, no plano
subcutaneo, um fragmento do mesmo material testado em seu fémur, para analise
de biocompatibilidade, que foram removidos sob anestesia local, junto de fragmento
do tecido subcutaneo adjacente, aos 3, 5, 7 e 10 dias para analise. Os animais
foram submetidos a eutanasia (n=6 por grupo) nos periodos de 14 e 60 dias ap0s a
cirurgia de reconstrucao tiveram seus 6rgdos de metabolizacdo (cérebro, rim, figado
e musculo) removidos para analise anatomopatolégica e seus fémures também
foram removidos, reduzidos, radiografados para analise da densitometria
radiografica posteriormente os fémures passaram por descalcificagdo e em seguida
todas as pecas foram submetidas ao processamento para obtencao de laminas com
cortes de 5 ym de espessura, para avaliagdo histolégica, com avaliagdo da area
0ssea neoformada e perfil inflamatério e para analise imunohistoquimica através das
proteinas Runx2, OPG, RANKL, OCN e BMP2. Todos os dados quantitativos foram
submetidos ao teste ANOVA-2 fatores e quando p<0,05, o pos-teste Tukey foi
realizado. Os resultados da densitometria radiografica demonstraram maior
densidade para o grupo PDO, especialmente no periodo de 14 dias (p<0,05). Na

andlise histolégica observou-se reparo mais favoravel para o grupo PDO,



especialmente aos 60 dias quando comparado ao Titdnio, com diferenca estatistica
significativa (p = 0.002) bem como menor infiltrado inflamatorio e maior nimero de
vasos sanguineos aos 14 dias. Com relacdo as imunomarcacdes, BMP-2 néo
apresentou marcacfes para Titanio e dados expressivos para PDO, com diferenca
significativamente estatistica aos 60 dias (p<0.05). OPG e RANKL mostraram maior
marcacgao para titanio, principalmente aos 60 dias (p<0.05). J& Runx2 e OCN
apresentaram resultados superiores para PDO aos 14 dias, entretanto, aos 60 dias
titAnio demonstrou maior expressao. A analise de biocompatibilidade mostrou maior
processo inflamatério para o grupo titdnio. Os O6rgdos de metabolizacéo
apresentaram aspectos de higidez dentro da normalidade para ambos grupos. Os
resultados deste trabalho demonstram um padrdo reparacional mais favoravel a
associagdo do “Scaffold” de PDO com a rhBMP-2, quando comparado a

reconstrucdo com malha de titanio.

Palavras-chave: Polidioxanona. Proteina morfogenética Ossea-2. Reconstrucao

Ossea.



Rios BR. Bone potential analysis through segmental resection reconstruction using
Polydioxanone or Titanium Mesh scaffolds and rhBMP-2: In vivo study [dissertacao].

Aracatuba: Universidade Estadual Paulista; 2021.

ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the bioactive potential of a Polydioxanone
(PDO) scaffold with rhBMP-2 association, in reconstructions after simulating bone
resection in rat femurs. Therefore, 24 male, adult rats, aged 6 months, underwent
resection and reconstruction of the femurs bilaterally. Initially, stabilization was
performed with fixation of titanium plates and screws of the 1.5mm system and then
a 2mm gap was created. The reconstruction was performed with rhBMP-2 (Infuse)
loaded in a collagen sponge (3.25 ug), with a titanium mesh, for the Titanium group
(n=24 femurs) (control group), acting as a scaffold. And for the PDO group (n=24
femurs) (test group), the reconstruction was also performed with rhBMP-2 carried in a
collagen sponge (3.25 ug), surrounded by a PDO scaffold. Of these animals, 16 (2
per time) received on their back, in the subcutaneous plane, a fragment of the same
material tested in their femur, for biocompatibility analysis, which was removed under
local anesthesia, together with a fragment of the adjacent subcutaneous tissue, at 3,
5, 7 and 10 days for analysis. The animals were euthanized (n=6 per group) in the
periods of 14 and 60 days after the reconstruction surgery, had their metabolizing
organs (brain, kidney, liver, and muscle) removed for anatomopathological analysis
and their femurs were also removed, reduced, radiographed for analysis of
radiographic densitometry later the femurs underwent decalcification and then all the
pieces were submitted to processing to obtain 5 ym thick slices for histological
evaluation, with the evaluation of the newly formed bone area and inflammatory
profile and for immunohistochemical analysis through Runx2, OPG, RANKL, OCN,
and BMP2 proteins. All quantitative data were submitted to the 2-way ANOVA test
and when p<0.05, the Tukey post-test was performed. The results of radiographic
densitometry showed higher density for the PDO group, especially in the 14-day
period (p<0.05). In the histological analysis, a more favorable repair was observed for
the PDO group, especially at 60 days when compared to Titanium, with a statistically

significant difference (p = 0.002), as well as a lower inflammatory, infiltrate and a



greater number of blood vessels at 14 days. Regarding immunostaining, BMP-2 did
not show staining for Titanium and expressive data for PDO, with a statistically
significant difference at 60 days (p<0.05). OPG and RANKL showed higher staining
for titanium, mainly at 60 days (p<0.05). On the other hand, Runx2 and OCN showed
superior results for PDO at 14 days, however, at 60 days titanium showed greater
expression. The biocompatibility analysis showed a greater inflammatory process for
the titanium group. The metabolizing organs presented aspects of health within the
normal range for both groups. The results of this work demonstrate a more favorable
repair pattern for the association of the PDO scaffold with rhBMP-2, when compared

to reconstruction with titanium mesh.

Keywords: Polydioxanone. Bone morphogenetic protein-2. Bone reconstruction.
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1 INTRODUCAO

As reconstrucfes de grandes defeitos 6sseos apresentam-se como um desafio
médico e odontologico devido a morbidade e desconforto que gera ao paciente, bem
com sua dificuldade de execucdo. Esses defeitos podem ser advindos de anomalias
congénitas como as fendas palatinas, necrose devido irradiacdo ou associada ao uso
de medicagBes, malignidades orais, tumores, infeccbes ou até mesmo lesdes
trauméticas ou por arma de fogo. Portanto os procedimentos cirargicos de
reconstrucdo se incumbem de reestabelecer a estética facial, proporcionar a
regeneracao 0ssea no local apropriado e que essa atinja suficiente qualidade para
gue seja possivel suportar implantes garantindo que a restauracdo final tenha

funcionalidade além de manter o tecido circundante e sua vasculariza¢éo.(1, 2)

O enxerto autdgeno é eleito como padrdo ouro para regeneracdes 0sseas pois
oferece potencial de fornecer células osteoprogenitoras que com o estimulo
osteoindutivo adequado, elas podem mediar a reparacao 6ssea alveolar e podem ser
colhidas do proprio paciente de regibes como crista iliaca, sinfise, calvaria entre
outras.(3) Porém a necessidade de intervir em um segundo sitio cirdrgico oferece
algumas desvantagens a essa técnica como por exemplo a limitacdo de
disponibilidade de area doadora, além disso é uma intervengdo invasiva, causam
morbidades ao local doador incluindo dor, hemorragia, risco de infeccéo, inadequada
regeneracado Ossea, fratura déssea secundaria, parestesia, dificuldades clinicas e
defeitos de contorno 0sseo.(4) Além disso, um dos maiores desafios sdo as
reconstru¢cdes de maior magnitude que os enxertos mesmos autégenos na forma
“‘livre” sem pediculo vascular sado limitantes nos defeitos lineares extensos.
Adicionalmente, mesmo tendo bons resultados na forma microvascularizada, além da
grande morbidade, a necessidade de uma grande equipe de cirurgides especializados

séo fatores dificultadores para os autoenxertos.(5-7)

Diante disso, a engenharia tecidual tem se dedicado para apresentar
estratégias alternativas ao enxerto autégeno, mas que também favorecam a formacéao
0ssea, como por exemplo a combinacao de biomateriais (arcaboucos biodegradaveis)

com moléculas bioldgicas (fatores de crescimento).(8)

Sabe-se que para que haja uma consolidacdo de uma fratura 6ssea bem-

sucedida € necessario que se estabeleca um equilibrio das condicbées mecanicas e
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biolégicas(9) pois o tecido désseo sofre remodelacdo continua para garantir a
manutencdo global do volume 6sseo, forma e sua integridade estrutural e para isso
suas atividades metabdlicas sdo reguladas por multiplos fatores locais e sistémicos
gue controlam a atividade celular e dependem do fornecimento de oxigénio,
nutrientes, hormdnios, citocinas e células precursoras que advém da
vascularizacdo.(1) Durante a reparagdo Ossea normal, células osteoprogenitoras
oriundas das células estaminais mesenquimais, se diferenciam em osteoblastos
produzindo ostedcitos (matriz éssea) e a mineralizacdo dessa matriz ao longo do
tempo resulta na formacado de osso lamelar.(10) Em defeitos 6sseos de tamanho
critico h& poucas células osteoprogenitoras, dessa forma h4 uma reducéo do estimulo
a regeneracdo Ossea fazendo-se necessario suplementar o material de
preenchimento com células osteoprogenitoras. Nesse caso utiliza-se muito os fatores
de crescimento pois além de apresentarem propriedades especificas, espera-se que
promovam a angiogénese e osteogénese, através do estimulo das atividades

celulares, como adeséao, proliferacdo, diferenciacéo e expressao génica. (9,10)

Dentro desse contexto contamos com um importante fator de crescimento do
grupo das proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs) que a partir da técnica de
clonagem do DNA, tornou-se possivel sintetizar BMPs recombinantes, sendo que a
Unica aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) € a chamada Proteina
morfogenética 6ssea recombinante humana 2 (rhBMP-2) disponivel no mercado como
Infuse®, da empresa Medtronic (Minneapolis, MN, EUA).(11-14) Essas também estéo
presentes na fisiologia natural e desempenham atividades como angiogénese,
apoptose celular, inflamacéo e osteogénese. E eleito o fator osteogénico com melhor
capacidade de formacdo de osso trabecular e remodelacdo Ossea lamelar pois
cumpre todas as propriedades esperadas de um fator de crescimento atuando
especificamente na linhagem de células responsaveis pela remodelacédo Ossea e é
indicado para reconstrucdes de fratura fechada de tibia, fusédo vertebral, aumento do
rebordo alveolar e elevacdo do seio maxilar.(15) Por isso seu uso no tratamento de
defeitos o6sseos tem sido amplamente explorado ja oferecem propriedades
osteoindutoras semelhantes as do enxerto autdégeno, porém dispensando a
necessidade de um segundo sitio cirargico para a coleta do enxerto, reduzindo da
morbidade presente nessa modalidade cirargica, reducdo em estadia hospitalar e

consequentemente uma reducéo no custo do tratamento.(4, 5)
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Porém a rhBMP-2 tem meia-vida curta e liberacdo rapida quando aplicada
diretamente na area do defeito 6sseo, isso porque atua estimulando o circuito de
retroalimentacao atuando dentro de 24 a 48 horas e posteriormente sera eliminado do
organismo e de forma com que este responda induzindo a producdo de mais fatores

de crescimento enddgeno(15) e acarrete a formacéo e cicatriza¢do do tecido 6sseo.

Para suprir essa deficiéncia é realizado o carreamento da rhBMP-2 em uma
esponja de colageno absorvivel, que apresenta uma forma estrutural semelhante a
um favo de mel, o que proporciona uma melhor absor¢éo do fator de crescimento e
penetracdo das células osteoprogenitoras em sua superficie(16) e deve ser quebrada
em partes menores para que seja misturada com o material do enxerto e com isso
tenha melhor distribuicdo da sua acédo(5, 17) além de ser considerada como o
transportador ouro para moléculas de BMP ja que prolonga sua meia-vida(10, 18)
apresenta taxas previsiveis de reabsorcao e liberagdo de proteina, ser versatil,

biocompativel e ter baixa imunogenicidade.

Sua principal desvantagem € ndo ter propriedades adequadas para
manutencdo mecanica e do espaco podendo se deformar com facilidade quando
submetida a pressdo, pois nao apresenta rigidez o que pode ser prejudicial em
cirurgias craniomaxilofaciais ja que € incapaz de manter o volume, estabilizar o
coagulo sanguineo e bloquear a infiltracéo de tecidos moles(19) ja que a pressao das

bordas da ferida tendem a entrar em colapso na zona de regeneragé&o.(20)

A malha de titanio mostrou-se ideal para suprir tal dificuldade, atuando como
um guia para a formacéo do tecido 0sseo, pois sua rigidez garante que nao ocorra
colapso do espaco e evita invasdo e compressao pelos tecidos moles na regiao do
enxerto, além de ser inerte e apresentar propriedades aloplasicas, possuir alta

biocompatibilidade e uma superficie lisa que impede a adesao de bactérias.(21)

A associagdo de malha de titanio com esponja de colageno impregnada com
rhBMP-2 tém demonstrado bons resultados para reparacdo 6ssea tanto em modelos
experimentais animais, quanto em humanos.(19, 22) Porém sua principal
desvantagem é apresentar um historico de alta taxa de deiscéncia precoce e
exposicdo do enxerto na cavidade oral,(23) o que pode levar a uma infeccéo e
consequentemente o insucesso do enxerto 6sseo, além de apresentar a necessidade

de um segundo procedimento cirargico para a remoc¢éo da malha de titanio.(5)
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Atualmente, novas alternativas de reconstrucdoes com biomateriais
reabsorviveis tem sido alvo de pesquisas com o intuito de reduzir complicagfes e a
necessidade de uma segunda intervencéao cirdrgica, como realizada na utilizacdo das
malhas de titanio.(5) A vantagem de optar por um dispositivo biodegradavel é que ele
ndo necessita de uma segunda cirurgia para sua remoc¢ao, o que diminui 0 nimero de
visitas hospitalares do paciente assim como o tempo de internagdo e 0S custos
cirdrgicos, além disso esses dispositivos tendem a evitar uma resposta imune a longo
prazo.(24) A engenharia tecidual busca constantemente o desenvolvimento de
biomateriais para esta finalidade que seja de facil manipulagéo, lenta degradacao e
com resisténcia suficiente para garantir a reconstituicdo tridimensional destes defeitos

e permitir a reabilitacdo com implantes osseointegraveis.

Nesse contexto, uma opcado que vem sendo destacada nas reconstrucoes
O0sseas € a membrana de polidioxanona (PDO). A PDO é um polimero incolor,
cristalino e biodegradavel, biocompativel ndo antigénico e ndo pirogénico e induz a
minima reacdo no tecido durante sua absorcdo(24) apresentado no mercado
inicialmente como material para sutura, e apOs sendo disponibilizado com
conformacao de tela/membrana em diferentes espessuras, com ou sem perfuracéo.
As membranas de PDO podem ser utilizados em tecido 6sseo e cartilagem e a sua
degradacdo ocorre por meio de hidrolise, que se inicia apdés 10 semanas da
instalacdo e é finalizada apés 25 semanas, sem produzir metabdlitos que danifiquem
os tecidos circulantes e sem causar reacgao inflamatdéria de corpo estranho.(25, 26)

Essas membranas sdo amplamente utilizados em procedimentos envolvendo a
cartilagem nasal, servindo como arcabouco e estabilizador em septorrinoplastias
extracorpéreas, septoplastia endonasal reparo de perfuracdo septal e enxertos de
extensdo septal.(26) Além da boa acdo em cartilagens, tal polimero caracteriza um
bom meio auxiliar na regeneragéo do tecido 6sseo, devido a sua flexibilidade, baixa
toxicidade de seus produtos de degradacdo e um periodo de biodegradacdo que
condiz com o tempo de cicatrizagédo 0ssea.(27)

Poucos estudos avaliaram a capacidade de contribuicdo que este biomaterial
tem na reconstrucdo de defeitos 0sseos,(27, 28) mas sabe-se que ele melhora a
sintese de colageno, estimula a via neurovascular e melhora a elasticidade muscular,
induz a formacdo do tecido conjuntivo fibroso pela atividade dos miofibroblastos,

aumenta o numero de vasos e capilares proximos além disso induzem um aumento
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nos niveis de colageno tipo 1 e 3 além de TGF-B1 TGF-B2 e TGF-B3 e também atua

como um arcabouco.(29)

A técnica de “eletrospining” torna a superficie fisica dos polimeros com maior
peso molecular o que também facilita sua combinacdo com outras substancias, e sua
apresentacdo comercial oferece area maior de forma a facilitar a adesdo e
proliferacdo celular, sua estrutura porosa tridimensional é semelhante a matriz
extracelular o que melhora a biocompatibilidade e reduz a rejeicdo dos tecidos e por
fim, € um material hidrofilico o que o torna benéfico para a adsor¢cdo de outras
substancias especialmente se tiverem vida (til curta de forma a prolonga-la como é o
caso da rhBMP-2.(30) Esta associacao também demonstrou provocar maior atividade
da proteina Fosfatase Alcalina, que esta presente nos estagios iniciais do
desenvolvimento dos osteoblastos, consequentemente, tem-se maiores taxas de
diferenciacdo e ligacédo celular, o que indica que seu uso promove cicatrizagdo e

regeneracao 0ssea.(29)

Portanto, modelos experimentais de grandes defeitos 6ésseos do tipo longo,
apresentam-se como um meétodo interessante para avaliar o comportamento e as
respostas biolégicas da regeneracdo Ossea, através de membranas de PDO que
atuardo como material estabilizador para o conjunto rhBMP2 + esponja de colageno
oferecendo inclusive permeabilidade seletiva favorecendo as condicdes de migracéo
e proliferacédo de células essenciais para a osteogénese e atuando também como um
guia para neoformacéo 0ssea recobrindo a rhBMP-2. Além desta pesquisa apresentar
um carater de ineditismo, ressalta-se a importancia em realizar um estudo pré-clinico
dos biomateriais, na investigacdo de um meio viavel para a regeneracao dos grandes
defeitos 0sseos, com finalidade de reduzir a morbidade a qual o paciente esta

susceptivel.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do estudo é analisar o potencial bioativo de membranas de
Polidioxanona (PDO) através de grandes reconstrugbes enquanto material
estabilizador para rhBMP-2 atuando também como guia para neoformacédo éssea

apos resseccado em fémures de ratos.

A hipétese nula desta pesquisa € que independente do material a ser testado
(Malha de Ti ou Membrana de PDO), a terapia néo influenciaria nos parametros

reparacionais a serem analisados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Fornecimento dos Materiais

3.1.1 Fornecimento e utilizagdo da rhBMP-2

O fornecimento da rhBMP2- Infuse® (Medtronic) 1,5mg/ml esteve sob

responsabilidade da empresa Biosintesis em nome da Dra. Fabiana Medeiros.

Sua utilizacdo seguiu a risca o protocolo fornecido pelo fabricante e
colaborador (Biosintesis e IPEN) que sugere sua aplicacdo através de esponjas de
colageno contendo 3,25 pg de rhBMP-2 por defeito, dado obtido através da férmula

fisica de volume do cilindro: 1 x R? x Altura.

3.1.2 Fornecimento e sintese das membranas de Polidioxanona

As membranas de PDO (15mm x 10mm x 1mm) foram fornecidos pela
empresa Plenum Bioengenharia (Jundiai, Sdo Paulo, Brasil). A sintese da membrana
de PDO se baseou no protocolo de confeccdo realizado por Boland et al., em
2005(31). A obtencdo da membrana ocorreu através de um processo denominado
“eletrospinning” que consiste na formagcdo de uma estrutura similar a uma teia
formada por cadeias de polimeros emaranhados, para isso é necessario que a
solucéo polimérica seja armazenada em um reservatorio e separada de um alvo que
foi submetido a carga elétrica oposta formando um campo elétrico que, tendo a

tensdo superficial superada cria um jato de encontro ao alvo produzindo a membrana.

Para isso a PDO é obtida como fios de sutura de monofilamento violeta PDS I
de Ethicon, Inc. (Somerville, NJ). Antes do processamento, as agulhas sado removidas
e os fios levados em frascos herméticos contendo cloreto de metileno, por trés dias,
para que o corante seja removido de sua superficie. Apos a remocédo completa do
corante, os fios sdo secos ao ar, para completa evaporacédo do solvente e em seguida
sdo cortados em pequenas partes de 1-4 cm. Em seguida, é preparada uma solucéo
com os fios cortados e o 1,1,1,1,3,3,3,3 hexafluoro-2-propanol (HFP, Sigma Aldrich
ChemicalCo.) em concentragcbes de 50- 125 mg/ml de PDO em HFP. Para o
procedimento de eletrospinning, a solucdo é carregada em uma seringa Becton

Dickinson (3.0)10,0ml) e colocada em uma bomba de seringa KD Scientific para
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dosificagdo medida entre 4 e 12ml/h, sendo a taxa de dispersdo inversamente
variavel, de acordo com a concentracdo do polimero. Uma fonte de alta tensdao,
ajustada para 22kV é conectado a uma agulha de calibre 18 na seringa e um alvo é
colocado a 20 cm da ponta da agulha, sendo utilizada baixa rotacdo (L00RPM) para
produzir fibras dispostas aleatoriamente e uma rotagdo maior (400 RPM) para
produzir fibras alinhadas.

3.2 Desenho experimental: animais

Para que este estudo se enquadrasse nos Principios Eticos para
Experimentacdo Animal, do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), o
projeto foi enviado e obteve o parecer consubstanciado favoravel do Comité de ética
no uso de animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP através do protocolo de nimero
00539-2019.

Para melhor entendimento do desenho experimental no tocante do numero da
amostra, vale ressaltar que cada animal contribuiu para a realizacdo de 2
reconstrucdes distintas uma vez que foram operados bilateralmente totalizando n=2
por animal e que a distribuicdo dos grupos mediante aos fémures se deu através de
randomizacéo. (Figura 1) Em se tratando das orientagdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (Concea), o principio dos 3Rs (“replacement”:
substituicdes, “Reduction”: reducao e “refinement”: refinamento) deve ser seguido nas

pesquisas animais.

FIGURA 1 - Desenho explicativo do nUmero da amostra mediante a cirurgia bilateral
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Fonte: Autor, 2021

Portanto, para este estudo foram utilizados 24 ratos (N=48 fémures) (Rattus
novergicus albinus Wistar), machos, adultos (n=12 ratos, 24 fémures por grupo
experimental), com 6 meses de idade, com peso corporal variando de 250 a 300
gramas, de uma cepa mantida no Biotério do Departamento de Diagndstico e cirurgia
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba (FOA) — UNESP, que foram fornecidas
pelo Biotério Central da mesma instituicAo. O namero de animais por grupo foi
determinado pelo calculo de poder do teste utilizando o software Sigma Plot 12.0 (San
Jose, CA, EUA) considerando o estudo de Senoo et al. (32) cujo resultado primario
refere-se a area de osso neoformado portanto, para um poder desejado de 85% e alfa

de 5%, usando a diferenca minima detectavel nas médias = 8,50 e desvio padrao
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esperado = 4,50 dessa maneira obteve-se um numero amostral de 6 animais por
grupo experimental e a cirurgia de ambos grupos e tempos foram realizadas pelo

mesmo operador.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num
ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro), alimentados com racao sélida (Racdo Ativada Produtor®,
Anderson & Clayton S.A. — Laboratorio Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas

antecedentes aos procedimentos cirdrgicos.

3.3 Simulagcéo daresseccao e reconstrucao 0ssea

Os 24 animais (N=48 fémures) passaram por um periodo de adaptacdo ao
biotério, submetidos a jejum de 12 horas previamente ao procedimento cirdrgico, e
foram sedados pela combinacdo de 50mg/kg de ketamina intramuscular (Vetaset —
Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato
de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda — Osasco, Sdo Paulo, Brasil)
e receberam cloridrato de mepivacaina (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina
1:100.000, Septodont, Franca) para anestesia local e hemostasia do campo

operatério.

Apoés a sedacdo dos animais, foi realizada a tricotomia na porcao lateral do
fémur direito e esquerdo e, antissepsia da regido a ser incisada com Polivinil
Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Riogquimica, S&o
José do Rio Preto, Brasil), associado a PVPI tépico. Com uma lamina namero 15
(Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o) foi realizada uma incisdo de 4 cm de
comprimento na por¢ao lateral do fémur e assim, bilateralmente o osso do fémur foi
exposto do polo lateral do condilo do fémur, entre o musculo lateral e o muasculo

biceps do fémur.

Posteriormente, uma placa de fixacdo do sistema 1.5mm com 4 furos sem
intermediario, foi fixada em cada fémur do animal. ApGs a estabilizacdo da placa, foi
realizada a simulacdo de uma resseccdo, com o auxilio de uma serra circular com

cerca de 1mm de espessura, realizando-se a osteotomia na metafise epifisaria,
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distando 5mm da cartilagem articular epifiséria, realizando um GAP (33-35) de 2mm,
constituindo assim um defeito 6sseo critico (Figura 2), suportado por estudos

previamente publicados.(36-38)

FIGURA 2 - Imagem representativa da fixacdo femoral com placa 1.5, parafusos
bicorticais e confeccéo de gap de 2mm

Fonte: Autor, 2021

Foram utilizados quatro parafusos com o comprimento de 4mm (sistema 1,5)

parafusados para estabilizagdo dos cotos da resseccéo.

Foi realizada a reconstrucdo dos fémures, para estabilizacdo e manutencao
dos enxertos, de modo que, o mesmo animal teve seus dois fémures reconstruidos
com a malha de titanio (grupo Titanio) ou “scaffold” de PDO (grupo PDO) a depender

do grupo que pertenciam.

Para a reconstrucdo do Grupo Titanio/Infuse, foi realizado o preenchimento
do “gap” com rhBMP2 (Infuse) carreada em esponja de colageno (3,25 pg), em
seguida, a malha de titanio 15mm x 10mm x 0,04mm (Criteria Engenharia de
Implantes (Rio Claro, SP, Brasil) foi estabilizada com o auxilio de nylon (Nylon 3.0,
Ethicon, Johnson, Sao José dos Campos, Brasil) para acomodacéo e estabilizacdo da

malha. Para o Grupo PDO/Infuse, a reconstru¢cdo também se iniciou com o
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preenchimento do “gap” com a rhBMP2 (Infuse) carreada em esponja de coldgeno e
foi estabilizada com o uso de uma membrana de PDO, que foi fornecida pela empresa
Plenum Bioengenharia (Jundiai, Sdo Paulo, Brasil) que foi disposto de modo a atuar
como um arcabouco, sendo utilizado um fio monofilamentar (Nylon 3.0, Ethicon,
Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) nas duas extremidades da membrana para
auxiliar na sua estabilidade. Durante todo o procedimento, tanto para a osteotomia e
para a perfuracdo com as brocas cirargicas, as regifes foram irrigadas copiosamente
com solucéo salina fisioldgica (Fisiologico®, Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil), para evitar-se o aguecimento do tecido 6ésseo e assim, influenciar
negativamente no reparo 6sseo (Fig. 3 e 4). Os tecidos foram suturados em planos
empregando-se fio absorvivel (Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod.,
Sado José dos Campos, Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com fio
monofilamentar (Nylon 4.0, Ethicon, Johnson, S&o José dos Campos, Brasil) com

pontos interrompidos no plano mais externo.

Além disso, 8 animais de cada grupo (8 animais do grupo PDO e 8 do grupo
Malha de Ti) no dia da cirurgia da resseccao, foram submetidos a instalacdo do
mesmo material do grupo ao qual pertencia, em seu dorso, a nivel subcutaneo,
através de uma incisdo de 2cm na regido caudal direita, onde o fragmento do material
de recobrimento foi estabilizado através de uma sutura monofilamentar (Nylon 5.0,
Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil). Este mesmo

material foi utilizado para a sutura da pele para o ensaio de biocompatibilidade.

Durante os trés primeiros dias pos-operatério os animais foram medicados com

cloridrato de tramadol (5 mg / kg / dia, IM) para alivio da dor.(38)
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FIGURA 3 — Etapas do procedimento cirurgico de ressec¢cdo e reconstrugdo. (A)
Exposicdo da porgado lateral do fémur. (B) Fémur sendo fixado por mini placa e
parafusos do sistema 1,5mm (C) realizagcdo da osteotomia com serra circular para
marcacao das extremidades do “gap”. (D) Paquimetro com marcagdo de 2mm para o
“gap” (E) Defeito preenchido pela esponja com rhBMP-2 (3,25 ug) e malha de titanio
posicionada para envolver a regido de ressecc¢do. (F) Defeito preenchido pela esponja
com rhBMP-2 (3,25 pg) e scaffold de PDO posicionada para envolver a regido de
resseccdo. (G) Aspecto final da estabilizacdo da malha de Ti ao redor do defeito. (H)
Aspecto final da estabiliza¢cdo do scaffold de PDO ao redor do defeito.
3 . L ¥ » =
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FIGURA 4 - Imagem ilustrativa apés a realizacido do “GAP”. A) Fémur com a
demarcacdo em vermelho da &rea de interesse. B) Fixacdo da placa e parafusos antes
da remogdo do fragmento 6sseo. C) Confeccdo do “GAP” de 2 mm. D) Area de
aplicacdo da esponja de colageno carreada com Infuse (Grupos Titanio ou PDO). E)
Estabilizacdo e manutencdo dos enxertos, com a malha de titanio ou PDO como
arcabouco

Fonte: Autor, 2021

3.4 Suspenséo pela cauda

Com a finalidade de imobilizar as patas traseiras dos animais e evitar a
ocorréncia de fadiga das mini placas ou ma consolidacdo das fraturas, apdés as
cirurgias, os animais, ainda sedados, foram suspensos pela cauda, por meio de uma
modificacdo da técnica proposta por Meira.(39) A suspensdo foi realizada com o
auxilio de uma fita elastica adesiva (Kinesio Tape). Desse modo, apos colada ao rabo
do animal, a propria fita foi utilizada para confeccdo de uma espécie de alca, que
possibilitou sua apreensdo a uma presilha metalica, que se encontrava conectada a
uma barra de ferro, onde é possivel regular a altura da suspensdo. Para reforcar a
bandagem, utilizou-se de trés pedacos, de pequena largura, de esparadrapo, que
foram colados nas periferias e no centro da fita elastica adesiva presa ao rabo do
animal. Neste sistema de suspensdo, o0s animais tiveram liberdade para
movimentagdo dos membros toracicos, pois foram mantidos visualmente inclinados

em aproximadamente 30 graus em relacdo ao assoalho da caixa. (Figura 5)

Apesar de alguns estudos demonstrarem uma relacao direta entre a suspensao
e a ocorréncia de osteopenia e atrofia da musculatura, devido a falta de estimulos

mecanicos na regido das patas traseiras, (espera-se que isso nao influencie
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negativamente os resultados desse trabalho, visto que todos os animais foram
submetidos a mesma situacdo. Além disso, tem-se como objetivo simular uma
situacao critica e que se aproxime da realidade clinica, como o0 que se tem nas
fraturas de ossos longos, onde o0 paciente necessita de uma imobilizacdo até que se

tenha seguranca para que o membro volte a entrar em funcao.

Durante todo o periodo entre a cirurgia e a eutanasia, os animais foram
acompanhados todos os dias, onde foi verificada a integridade da suspenséo, a
disponibilidade de racdo e &gua, a saude geral e as feridas cirtrgicas. Além disso,
todos os dias realizou-se antissepsia das feridas cirlrgicas e uma vez por semana a
antissepsia da genitalia do animal para evitar ocorréncia de infeccdo urinaria, que
poderia ocorrer devido a dificuldade que o animal tem de fazer sua auto higiene pela

limitagdo de movimentag&o.

FIGURA 5 - Imagem ilustrativa do modelo de suspensdo dos animais pela cauda,
realizado através de fita de knesio tape fixada com esparadrapo, presa a alca movel ao
teto da caixa.

Fonte: Autor, 2021
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3.5 Eutanasia

Apés 14 e 60 dias da cirurgia de simulacdo de resseccdo e reconstrucdo
femoral, todos os animais foram submetidos a sedagdo com 50mg/kg de ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, Sao Paulo,
Brasil) e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratério Calier do Brasil Ltda
— Osasco, Sao Paulo, Brasil) e submetidos a perfusdo cardiaca de formaldeido para
fixacdo interna e posteriormente pecas foram encaminhadas para as respectivas

analises. (Figura 6)

FIGURA 6 - Imagem representativa de fémur coletado apOs eutanasia. Exemplar
correspondente ao grupo PDO com 14 dias de pés-operatério, demonstrando
integridade do “Scaffold” de PDO e auséncia de alteragdes teciduais visiveis a olho nu

Fonte: Autor, 2021

3.6 Analises

As andlises desse trabalho foram executadas pelo mesmo colaborador e com o
intuito de reduzir o viés, procedeu-se de maneira cega, tal qual ndo fosse possivel
identificar a qual grupo pertencia a referida peca.

3.6.1 Analise clinica
Durante eutanasia e coleta dos fémures foi observada integridade dos tecidos

moles, presenca ou ndo de infec¢do nos fémures reconstruidos, formagéo de calo

0sseo e integridade do material de recobrimento.
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3.6.2 Analise com tecidos calcificados
3.6.2.1 Radiografia

Os animais foram eutanasiados aos 14 e 60 dias e os fémures foram
submetidos a radiografias que foram realizadas por um mesmo operador, em um
mesmo dispositivo de captura por via de um sensor de imagem FIT tamanho 1 (Micro
imagem) por meio de um aparelho de raio-X Timex 70 E (Gnatus). Para evitar
quaisquer distorcbes entre as imagens, padronizou-se uma distancia de 8cm do
canhdo por onde se tem a saida dos feixes de raios x, até a peca, bem como um
tempo de exposicdo de 0,10s para todas as tomadas radiograficas. Posteriormente,
as imagens foram expostas ao programa ODR — ATA, afim de realizar uma analise da

densidade 6ssea presente nas amostras radiografadas.

3.6.2.2 Anadlise da densitometria radiografica por meio do programa
computacional ODR-ATA

O programa computacional ODR — ATA é um software livre, que tem como
objetivo realizar o célculo da densidade 6ssea, tendo como base a densitometria
radiografica.(40) Para isso, utiliza um modelo de cunha de aluminio, material que
possui absorcdo de raios — x semelhante ao tecido 6sseo, como método de

comparacao com a amostra.

Todas as radiografias dos fémures tiveram a imagem da cunha anexada a
radiografia por meio do aplicativo “Paint” e em seguida foram salvas em formato PNG
(Figura 7). Com o programa ODR-ATA em execucéo, realizou-se a selegdo da cunha
com os dados pré-determinados, denominada de “Cunha Teste”. Em seguida, a
imagem da radiografia digitalizada com a cunha anexada foi selecionada e aberta no
programa e como método de calibragdo, por meio da ferramenta “Drawing”, com o
auxilio do mouse, fez-se esquadrinhamento da imagem da cunha de referéncia, de
modo que o software realizou uma leitura pixel a pixel de todos os tons de cinza,
sendo presentes variagOes de 0 a 255 tons de cinza ao longo da cunha, gerando
entdo um grafico que representa a curva de densidade radiografica versus altura da

cunha.
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Finalizada a calibragcdo, a ferramenta “Drawing” foi novamente selecionada,
mas dessa vez com o pincel referente ao tecido 0sseo, e a regido de interesse foi
esquadrinhada, gerando um valor médio de densidade déssea em mmAl e um
simulador tridimensional da regido selecionada (Figura 8 e 9). Como o intuito de
reduzir erros no momento da selecdo da regido de interesse, padronizou-se a selegéo

da regido referente aos dois parafusos proximais ao defeito 6sseo.

FIGURA 7 — Radiografia antes (A) e apds anexar a imagem radiografica da cunha de
aluminio (B)

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 8 — Comandos do programa computacional ODR — ATA. (A) Local de selecao
da imagem radiogréfica em formato PNG; (B) Sele¢cdo da cunha com parametros pré-
determinados; (C) Ferramenta “Drawing” para esquadrinhamento e imagem
representativa dos respectivos pinceis para selecdo da regido de cunha e para selecao
da regido de interesse no tecido 6sseo
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Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 9 — Viséao geral do programa ODR — ATA, representando a 4rea de interesse
selecionada (quadrado em amarelo) e o simulador tridimensional gerado a partir desta
selecéo
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Fonte: Autor, 2021

3.6.3 Analises com tecidos descalcificados
3.6.3.1 Anadlise histologica

Nos periodos de 14 e 60 dias pOs-operatérios, seis fémures de cada grupo
(Grupo Titanio e Grupo PDO) foram encaminhados ao processamento laboratorial
para os tecidos descalcificados. O processamento se iniciou com a descalcificacdo
em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (10%), de modo que as pecas foram
imersas em solucdo para descalcificacdo, a qual foi trocada semanalmente até se
observar a diminuicdo da resisténcia a passagem de uma agulha para seringa
carpule, demonstrando que a peca estava descalcificada. Posteriormente, as pecas
foram desidratadas numa sequéncia de alcoois (70 a 100%). ApOs estas etapas, foi
feita a diafanizacdo com xilol e posterior inclusdo em parafina, seguida da obtencao

de laminas com cortes de 5 um de espessura.
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Antes que se realizar-se a inclusao propriamente dita as placas, os parafusos e
a malha de titanio foram removidos dos respectivos fémures. Apos a microtomia, as
laminas pares foram destinadas para coloracdo em hematoxilina e eosina (HE), sendo
analisada a cronologia do reparo 6sseo na interface do “gap” da simulagdo da
resseccao e reconstrugcédo, observando-se a diferenca entre os grupos experimentais
com énfase nos parametros de qualidade, com avaliagdo da maturidade do tecido
0sseo e quantidade de tecido 6sseo, assim como presenca de células do processo

inflamatorio e quantidade de vasos sanguineos.

Para isso, as laminas coradas em HE foram fotomicrografadas na regiao do
defeito 0sseo critico onde a area de interesse foi determinada de forma visual sendo
limitada lateralmente pelos cotos 6sseos compreendendo apenas a regido de GAP,
inicialmente em uma objetiva de 5x, que conferiu uma visdo ampla do defeito e
permitiu a mensuracdo da area de tecido 6sseo neoformado, a partir do software
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), por meio da ferramenta
“Free hands” (Figura 10). Ressalta-se que quando da presenca de areas 0sseas
descontinuas, realizou-se quantas mensuracdes fossem necessarias e em seguida,
somou-se todos os valores, obtendo a area total de cada amostra, com um resultado
em pixel/um. Para observacdo da maturacdo e das caracteristicas do tecido 6sseo

dos diferentes grupos, realizou-se fotomicrografias em um objetiva de 40x.

J4 para a avaliacdo do perfil inflamatério, com énfase em contagem de
linfécitos e contagem de numero de vasos sanguineos, realizou-se, para cada
amostra, trés fotomicrografias realizadas na porcao central do defeito, em objetivas de
100x, em diferentes regibes, sendo uma delas central e outras duas préoximas
préximas a cada coto 0sseo . Em seguida, tais imagens foram também submetidas a
analise por meio do software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA), utilizando a ferramenta “Grid”, com 130 pontos de intersec¢do, como meio de
facilitar a visualizagdo das células e dos vasos sanguineos. Além disso, foi utilizada a
ferramenta “Cell Counter Notice”, para a contagem propriamente dita das estruturas

mencionadas (Figura 11).
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FIGURA 10 - Imagem representativa da mensuracéo de tecido 6sseo neoformado, em
uma fotomicrografia com objetiva de 5x, por meio do software Image J. Observa-se
uma area 6ssea selecionada (amarelo) por meio da ferramenta “Free hands” (vermelho)
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FIGURA 11 - Imagem representativa da metodologia de contagem de células
inflamatérias, com énfase em linfécitos, e dos vasos sanguineos. Foram utilizadas
fotomicrografias realizadas em objetiva de 100X, em trés diferentes areas do defeito
0sseo e no software Image J, utilizou-se as ferramentas ”Grid” e ”Cell Counter Notice”
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3.6.3.2 Andlise Imunoistoquimica

Das laminas confeccionadas que foram descalcificadas e incluidas em
parafina, as de numero impar foram destinadas as reacdes de imunoistoquimica,
onde a atividade da peroxidase endogena foi inibida com peréxido de hidrogénio. A
seguir, as laminas passaram pela etapa de recuperagcdo antigénica com tampao
fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primarios utilizados foram: anti BMP-2, uma vez
gue expressa o potencial osteoindutor, osteoprotegerina (OPG), receptor ativador do
fator nuclear kapa B ligante (RANKL) para avaliar o comportamento de reabsorc¢ao,
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osteocalcina (OC) para evidenciar o a tendéncia de mineralizacao e anti RUNX2 com
o intuito de avaliar a diferenciacéo de células osteogénicas.

O anticorpo secundario utilizado foi o biotinilado anti-cabra produzido em
coelho (Pierce Biotechnology), o amplificador foi a Streptavidina e Biotina (Dako) e a
diaminobenzidina (Dako) como cromogeno. Para cada um dos anticorpos utilizados,
foi avaliada a expressdo das proteinas semi-quantitativamente (andlise qualitativa
ordinal) pela atribuicdo de diferentes “scores” de acordo com o numero de células

imunomarcadas no processo de reparo alveolar.

Para avaliacdo das reacdes imunoistoquimicas realizou-se uma analise
guantitativa, por meio da contagem das células marcadas.(41, 42) As imagens foram
fotomicrografadas em objetiva de 100x, em duas areas distintas na regido do defeito
0sseo, e para a contagem de células marcadas utilizou-se o software Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), com auxilio da ferramenta “Grid”
do tipo “Crosses”, com um total de 130 “crosses” por imagem. Para todos os grupos,
assim como a andlise histolégica, foram realizadas as analises de imunoistoquimica

nos periodos de 14 e 60 dias pos-operatorios (Figura 12).
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FIGURA 12 - Imagem representativa da metodologia utilizada para analise
imunoistoquimica. Foram realizadas capturas em objetiva de 100x, em trés diferentes
areas do defeito e no software Image J utilizou-se as ferramentas “Grid” no tipo
“Crosses” e a ferramenta “Cell Counter Notice”
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3.6.4 Bibpsiade orgaos de absorcao e metabolizacao

Com o intuito de avaliar os efeitos sistémicos dos materiais propostos realizou-
se a coleta dos 6rgaos responsaveis pela absor¢cdo e metabolizacdo: o musculo ao
redor da reconstrucdo 0ssea, figado, rim e cérebro. A coleta se deu imediatamente
apos a remocao dos fémures e foram fixados em formalina 10% tamponada. Posterior
a isso, essas pecas seguiram para o processamento de inclusao, microtomia e foram
coradas com HE e analisadas em microscopia Optica com o intuito de identificar
guaisquer alteracbes histopatolégicas causadas pelos materiais testados como:
deposicao de ions metdlicos, infiltrado celular, tecidos hiperplasicos, transformacdes

metaplasicas ou displasicas, foram analisadas entre 0s grupos experimentais.(43)



46

3.6.4. Andlise subcutanea

Dos 24, 16 animais receberam em seu dorso o0 mesmo material testado
referente ao grupo que pertenciam (8 animais para cada grupo) sendo posteriormente
submetidos a remocao do tecido subcutaneo para anélise em quatro tempos distintos,
3, 5, 7 e 10 dias, totalizando 2 amostras por tempo e por grupo. Para isso foram
submetidos a sedacdo seguindo o mesmo protocolo adotado para a cirurgia da
resseccao, os animais foram submetidos a uma incisao eliptica ao redor da regido de
interesse, onde se encontra o material, para sua remoc¢ao junto de uma amostra do
tecido subcutaneo adjacente. Posterior a isso realizou-se sutura por planos com fio
monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos
Campos, Brasil). O tecido coletado foi cuidadosamente manipulado para remocéo da
sutura estabilizadora do material, 0 mesmo foi removido e o tecido adjacente seguiu
0S mesmos protocolos de processamento laboratorial para confeccdo de laminas
histolégicas como mencionado anteriormente para obter cortes de 5um compondo 2
laminas por espécime destinadas a coloracdo de HE com o intuito de avaliar

biocompatibilidade.

3.6.4.1. Andlise de biocompatibilidade

Para avaliar a biocompatibilidade, 2 Ilaminas por espécime foram
fotomicrografadas no aumento de 100x (LeicaR DC 300F microsystems Itd,
Heerbrugg, Suica) (LeicaR DMLB, Heerbrugg, Suica) e em seguida analisadas no
software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) para contagem de

células inflamatérias e vasos sanguineos.

Além disso, realizou-se uma analise semiquantitativa baseada nos estudos de
Cintra et al. onde sdo determinados escores de acordo com o numero de células
inflamatorias, sendo: Escore 0 — auséncia de células inflamatorias; 1 — menos de 25
células inflamatorias; 2 — 25 a 125 células inflamatdrias; ou 3 — mais de 125 células
inflamatorias.(44)



47

3.7 Analise estatistica

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos obtidos através das
analises radiografica, histometria, analise histolégica e imunoistoquimica, em funcéo
dos grupos experimentais (Grupo Titanio e Grupo PDO) versus tempo (14/60 dias),
estes foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, os quais mostraram
homogeneidade dos dados (p>0,05). Assim, o teste ANOVA-2 fatores foi aplicado e
guando p<0,05, o poés-teste Holm-sidak foi realizado. Todos os testes foram
realizados no programa estatistico SigmaPlot 12.0 (Exakt Graph and Data Analysis,
San Jose, California, USA).
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao clinica

O grupo Titanio apresentou deiscéncia de sutura e infec¢cdo associada a 5
fémures, sendo 2 aos 14 dias e 3 aos 60 dias(Figura 13), enquanto que 0s animais do
grupo PDO apresentaram integridade de tecido mole e satisfatéria condicao de reparo
femoral. Além disso visualmente foi possivel observar a formacdo de um tecido
reparacional maior no grupo PDO do que no grupo Titanio, especialmente aos 60

dias.

FIGURA 13 — Imagem ilustrativa de colecéo purulenta evidenciando infeccdo em fémur
do grupo Titanio

Fonte: Autor, 2021

4.2 Analise com tecidos calcificados

4.2.1 Andlise da densitometria radiografica por meio do programa
computacional ODR-ATA

A andlise da densitometria nas radiografias, por meio do programa ODR-ATA,
demonstrou que para o grupo PDO (PDO 14D: 1,070 + 0,133813) (PDO 60D: 1,000 +
0,31042) houve uma superioridade com relacdo a densidade o6ssea, quando
comparado ao grupo titanio (Ti 14D: 0,346 + 0,157256) (Ti 60D: 0,952 + 0,215668),
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observando-se diferenca estatistica significante no periodo de 14 dias (p <0,001)
(Figura 14).

A reconstrugcdo da area de defeito Osseo critico por meio do “Simulador
tridimensional do objeto de estudo” possibilitou observar que para o grupo PDO, ja
nos primeiros 14 dias pds-operatorios ha a formacdo de uma ponte de tecido 6sseo
entre 0s cotos, a qual é finalizada aos 60 dias apds a cirurgia de resseccao e
reconstrucao no fémur. Ja o grupo titanio, além de apresentar menor formacao éssea
aos 14 dias, demonstrou ter um padrdo mais atrasado também aos 60 dias, sem ter a
formacdo completa de uma ponte de tecido 6sseo ao final do periodo observado
(Figura 15).

FIGURA 14 - Representacao gréafica dos resultados de densitometria radiogréafica, em
mmAl, evidenciando uma maior densidade 6ssea para o grupo PDO, com diferenca
significativamente estatistica aos 14 dias de pés-operatdrio*(p<0,001)
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FIGURA 15 - Imagens obtidas por meio do” Simulador tridimensional do objeto de
estudo”, ferramenta do programa computacional ODR- ATA, demonstrando tendéncia
do grupo PDO para formagao de uma ponte de tecido 6sseo ja aos 14 dias e finalizacéo
desta formacdo aos 60 dias poOs-operatorio, facilitando a visualizacdo do resultado
gréfico
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Fonte: Autor, 2021

4.3 Analise com tecidos descalcificados

4.3.1 Analise histologica
4.3.1.1 Area de tecido 6sseo neoformado

A avaliagdo quantitativa do tecido 6sseo demonstrou que nas amostras de 14
dias, tanto para o grupo Titanio (113744,8 + 89837,54) quanto para o grupo PDO
(170872 + 140801,2), ja existem regides de neoformacdo Ossea entremeadas nas
fibras da esponja de colageno, que serviu como carreadora da proteina rhBMP-2. Em
ambos grupos houve formacao 6ssea mais pronunciada ao tempo de 60 dias, quando
comparado a 14, inclusive apresentando maior maturacao do tecido 6sseo, com maior
namero de ostedcitos e maior volume de matriz mineralizada (Figura 18), observou-se

também diferenca estatistica em ambos grupos: grupo titdnio (P = 0,038) e grupo
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PDO (P < 0,001). Além disso, nota-se maior formacdo e maturagcdo Ossea para o
grupo PDO (1431613 + 322218), especialmente com relacdo a amostra de 60 dias,
guando comparado ao grupo Titanio para o mesmo tempo (170668,5 + 146354,8) (P =
0,002). (Figuras 16, 17 e 18).

Outro aspecto que se pode observar nas imagens representativas € uma
porcao do “Scaffold” de PDO proxima a regiao de defeito ésseo, com boa parte de
sua integridade aos 14 dias e em processo de absorcdo nas amostras de 60 dias
(Figura 17).

FIGURA 16 - Representagdo grafica dos resultados de area de tecido 0sseo
neoformado. Evidenciou-se reparo 6sseo superior para o grupo PDO, especialmente no
periodo de 60 dias, onde houve diferenca significativamente estatistica *(p < 0,001)
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FIGURA 17 - Imagens representativas da éarea de tecido 06sseo neoformado,
demonstrando maior &rea para os grupos PDO. As setas em vermelho representam o
Scaffold de PDO e sua absorc¢éo gradativa nos diferentes tempos

14 Dias

Fonte: Autor, 2021
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FIGURA 18 - Imagem em aumento de 40x demonstrando maior maturagdo e
organizacdao tecidual para o grupo PDO, em ambos os periodos

Fonte: Autor, 2021

4.3.1.2 Perfil inflamatério

A contagem de células inflamatérias, com énfase nos linfécitos, e do nimero de
vasos sanguineos em todos 0s grupos experimentais, possibilitou a avaliacdo do perfil
inflamato6rio. Com isso, observou—se que o grupo Titanio (Ti 14D: 13,49 + 5,057911)
(Ti 60D: 10,99333 + 0,665006) apresentou maior numero de linfécitos em ambos os
periodos quando comparado ao grupo PDO (PDO 14D: 11,798 + 4,804177) (PDO
60D: 5,495 + 4,165), especialmente aos 60 dias. Além disso, observou-se que para
ambos os grupos, aos 60 dias houve reducdo do processo inflamatério sem diferenca
estatistica para nenhuma das comparacgdes (Figura 19).

Nas imagens representativas € possivel observar que para o grupo Titanio, as
regides de tecido conjuntivo se apresentam com infiltrado inflamatério mais intenso,
bem celularizado e com fibras colagenas, caracteristicas presentes em um tecido em

reparo. Ja nas imagens do grupo PDO, se observa que mesmo na regido de tecido
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conjuntivo, ha regides com tecido 0sseo em desenvolvimento ou até mesmo
completamente desenvolvido, sem caracteristicas de reparo tecidual em andamento,
sendo encontrada baixa quantidade de células inflamatorias e fibras de colageno,

bem como caracteristica de um tecido mais organizado (Figura 20).

FIGURA 19 - Representacdo grafica do perfil inflamatério presente nos grupos
experimentais. O perfil tracado por meio da contagem de células inflamatorias,
principalmente de linfécitos, demonstrou que houve maior infiltrado inflamatério para o
grupo Titanio nos periodos de 14 e 60 dias sem diferenga estatistica.
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FIGURA 20 — Imagens representativa da contagem de células inflamatérias. Durante a
contagem, a prioridade de marcacdo foram os linfécitos (setas pretas). Imagens
realizadas em objetiva de 100x
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Fonte: Autor, 2021

Por sua vez, a contagem de niumero de vasos sanguineos, também associada
ao perfil inflamatério do tecido, demonstrou valores maiores para o grupo PDO aos 14
dias (PDO 14D 2,73 £ 1,657981) quando comparado ao grupo Titanio (Ti 14d 1,375 +
0,287228), e aos 60 dias é observado o oposto, com numeros mais expressivos de
vasos sanguineos para Titanio (Ti 60D 4 + 1) (PDO 60D 1,33 £ 0,33) sem diferenca
estatistica para ambas comparacdes. (Figura 21).

Nas fotomicrografias tem-se um reforco desses resultados, com presencga de
maior numero de vasos para o grupo PDO aos 14 dias e Titanio aos 60 dias (Figura
22).
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FIGURA 21 - Niumero de vasos sanguineos, demonstrando melhores resultados para o
grupo PDO, especialmente no periodo de 14 dias sem diferenca estatistica.
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FIGURA 22 - Fotomicrografias representativas do nimero de vasos sanguineos, por
meio de uma objetiva de 100x. Observa-se que aos 14 dias, a imagem representativa do
grupo PDO apresenta o dobro de vasos do que o grupo Titanio.
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Fonte: Autor, 2021

4.3.2 Analise Imunoistoquimica

Por meio da andlise imunoistoquimica através da avaliacdo das proteinas bmp-
2, RUNX2, osteocalcina (OCN), RANK-L e osteoprotegerina (OPG), na imagem
representativa, é possivel observar que, de um modo geral, houve resultados com
maiores areas de imunomarcacao para os anticorpos relacionados a osteogénese

para o grupo PDO, quando comparado ao grupo titanio (Figura 23).



FIGURA 23 Imagens
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representativas das marcagbes pela imunoistoquimica,

demonstrando o padréo de marcacdo para 0s grupos experimentais, em 14 e 60 dias.
As imunomarcagcoes sao representadas pela coloracdo amarronzadas nas células e

tecidos.
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Com relacéo a proteina bmp-2, observou-se que ndo houve marcagédo para 0s

grupos titanio, enquanto que para PDO (PDO 14D: 5

+

1,732051) (PDO 60D:

11,33333 £ 8,621678) houve marcacdo, com diferenca estatisticamente significante

aos 60 dias (p=0,014) (Figura 24).
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FIGURA 24 - Representacdo grafica dos valores medianos de imunomarcacao para
bmp-2, em células e matriz extracelular, demonstrando que ndo houve marcacgéo para o
grupo titanio, enquanto que para PDO ocorreu, inclusive com diferencga estatistica aos
60 dias *(p=0,014)
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Para RUNX2 houve uma marcacdo maior para PDO (PDO 14D: 1 + 1), em
relacédo ao titanio que nao apresentou marcacao no periodo de 14 dias , de modo que
esse quadro se inverte no periodo de 60 dias, com maior marcacao para 0 grupo
titdnio (Ti 60D: 13,66667 + 12,34234) em comparacdo ao PDO (PDO 60D: 11,66667 *
10,96966), sem diferenca estatistica (p>0,05) (Figura 25).
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FIGURA 25 - Representacdo grafica dos valores medianos de imunomarcacao para
runx2, em células e matriz extracelular, para os grupos titanio e PDO, nos periodos de
14 e 60 dias sem diferenca estatistica.
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Com relagdo a OCN, aos 14 dias ndo houve marcag¢do para 0 grupo titanio,
enquanto que para a PDO houve (PDO 14D: 3 + 1,732051), porém, aos 60 dias
ocorreu uma marcagao maior para o grupo Titanio (Ti 60D: 12,33333 + 4,725816) do
gue para PDO (PDO 60D: 10,66667 + 6,110101), mas sem diferenca estatistica
significante (p>0,05) (Figura 26).
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FIGURA 26 - Representacdo grafica dos valores medianos de imunomarcacdo para
OCN, em células e matriz extracelular, para os grupos titanio e PDO, nos periodos de 14
e 60 dias sem diferenca estatistica.
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As marcagOes para RANK-L foram semelhantes entre os grupos titanio (Ti 14D:
4,666667 = 4,041452) (Ti 60D: 14,33333 + 3,21455) e PDO (PDO 14D: 3,333333 +
0,57735) (PDO 60D: 10,66667 + 6,110101), entretanto se observa uma tendéncia de

maior marcacao para o grupo titanio, sem diferenca estatistica. (Figura 27).
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FIGURA 27 - Representacdo grafica dos valores medianos de imunomarcacdo para
RANK-L, em células ésseas, para os grupos titanio e PDO, nos periodos de 14 e 60 dias
sem diferenca estatistica.
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Para OPG, apesar de ndo ocorrer marcacao para o grupo titanio aos 14 dias,
no periodo de 60 dias (Ti 60D: 16,66667 * 0,57735) (PDO 14D: 1 + 1) houve
marcacgao superior ao PDO (PDO 60D: 6,666667 + 3,785939), também com diferenca
estatisticamente significante (p<0,001) (Figura 28).
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FIGURA 28 - Representacdo grafica dos valores medianos de imunomarcacdo para
OPG, em células 6sseas, para 0s grupos exerimentais, demonstrando marca¢do mais
acentuada para o grupo titdnio no periodo de 60 dias (p<0,001)
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4.4 Biopsia de orgaos de absorcao e metabolizacao

Através da andlise qualitativa dos espécimes de oOrgdos de metabolizacdo
biopsiados, evidenciou-se aspecto de normalidade para o cérebro, com presenca de
células da glia, corpos neurais, fibras nervosas, prolongamentos celulares e
substancia branca sem quaisquer alteracdes dignas de nota. O figado apresentou
estrutura celular caracterizando normalidade dos tecidos, com presenca de
hepatdcitos e lobulos hepaticos. O pulméo apresentou seus elementos estruturais
integros e dentro dos padrbes alveolares, com células e vaos sanguineos. O rim
mostrou normalidade de numero, distribuicdo e organizacédo de corpusculo e células
renais. Por fim, o tecido muscular adjacente a reconstru¢cdo femoral também foi
analisada com o intuito de avaliar se houve transferéncia de ions advindos da malha

de Titanio, ou presenca acentuada de tecido inflamatério em ambos grupos e
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evidenciou-se aspecto de normalidade de disposi¢cdo e numero de fibras musculares.
(Figura 29)

FIGURA 29 — Figuras representativas dos 6rgdos de absor¢cdo e metabolizacdo dos
grupos PDO e Malha — Aumento de 40x.
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Fonte: Autor, 2021

4.4 Analise subcutanea

Para analise de biocompatibilidade, através da avaliacdo quantitativa do
namero de células inflamatorias observou-se aos 3 dias, maior infiltrado inflamatoério
para o grupo PDO (PDO 3D: 11,75 + 2,474874), quando comparado ao grupo Titanio
(Ti 3D: 4,165 £ 1,180868) apresentando diferenca estatistica (p < 0,001), inclusive
guando comparado ao grupo PDO para os demais tempos: 5 dias (PDO 5D: 6,25 +
1,06066) (p = 0,009), 7 dias (PDO 7D: 2 + 0) (p < 0,001) e 10 dias (PDO 10D: 2,75 +
0,353553) (p<0,001).
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Aos 5 e 7 dias, o grupo Titanio (Ti 5D: 6,665 + 0,473762) (Ti 7D: 5,83 *
0,707107) apresentou maior infiltrado inflamatério quando comparado ao PDO para
0S respectivos tempos, obtendo diferenca estatisticamente significante apenas aos 7
dias (p = 0,015). Além disso observou-se valores expressivos para o grupo PDO aos 5
dias quando comparados ao mesmo grupo, nos tempos de 7 (p = 0,026) e 10 dias (p
= 0,044) com diferenca estatistica para ambos. Observa-se também uma reducédo
significativa de células inflamatdrias a medida que o tempo de andlise aumenta, para

ambos grupos.

Por fim, aos 10 dias observa-se uma inversao do perfil inflamatério, mostrando
a presenca mais expressiva de células inflamatérias no grupo PDO em relacdo ao
grupo Titanio (Ti 10D: 2,495 + 1,647559). (Figura 30 e 32)

Além disso, através de andlise semiquantitativa para avaliacdo de
biocompatibilidade observou-se equalidade dos escores para todos 0s grupos e
tempos, uma vez que todos eles apresentaram menos de 25 células inflamatérias por

regido amostral, configurando escore 1.
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FIGURA 30 — Representacdo grafica da média do numero de células inflamatorias no
tecido subcutaneo no tempo de 3,5, 7 e 10 dias
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Para analise quantitativa da biocompatibilidade também foi observado o
namero de vasos sanguineos. Dessa maneira, 0 grupo titanio obteve niumeros mais
expressivos quando comparado ao grupo PDO em todos os tempos, obtendo
diferenca estatisticamente significante para todos eles. (Ti 3D: 1,66 + 0) (PDO 3D: 0,5
+ 0,707107) (p= 0,033); (Ti 5D: 1,665 + 0,473762) (PDO 5D: 0,25 *+ 0,353553) (p=
0,033); (Ti 7D: 1,83 + 0,240416) (PDO 7D: 0,75 + 0,353553) (p= 0,033); (Ti 10D:
1,665 + 0,940452) (PDO 10D: 1,25 + 1,767767) (p= 0,033). (Figura 31 e 32)



67

FIGL 31 - Representacdo grafica da média do numero de vasos sanguineos no
tecit Ibcutaneo no tempo de 3, 5, 7 e 10 dias
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100x onde é possivel observar infiltrado inflamatério (setas amarelas) e namero de

FIGURA 32 — Figura representativa dos espécimes de tecido subcutédneo demonstrando
vasos sanguineos (setas vermelhas)

a biocompatibilidade dos materiais testados aos 3, 5, 7 e 10 dias em um aumento de
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo pré-clinico foi avaliar o potencial bioativo de “scaffolds”
de polidioxanona (PDO) associado a rhBMP-2, nas reconstrucbes 0sseas apods e
resseccdo de fémures em ratos. Observou-se que o grupo PDO apresentou uma
otimizacao no reparo do tecido 6sseo, com formacédo e maturacao tecidual adiantada
em comparacao ao grupo titanio, no qual também héa a presenca da proteina rhBMP-2
associada a uma malha de titdnio convencional. Por este motivo, a hipotese nula

apresentada pelo estudo foi rejeitada.

As reconstrucbes de grandes resseccbes Osseas sdao consideradas
probleméticas e de dificil resolugéo, tanto na ortopedia, cirurgia plastica, quanto na
cirurgia bucomaxilofacial, visto que as grandes perdas 0Osseas geralmente estéo
associadas ao comprometimento de funcdes essenciais a qualidade de vida do
individuo.(45) Nesse contexto, as perdas 6sseas em regido de maxila e mandibula,
gue podem ocorrer por diferentes etiologias, causam ao paciente dificuldades
principalmente relacionadas a fonacdo e a mastigacdo, levando a busca por
tratamentos seguros e eficazes com um objetivo final de reabilitar a funcéo e estética
e garantir que hajam melhores condicGes funcionais e psicologicas para o
paciente.(46)

Atualmente, a busca por materiais e terapéuticas que apresentem capacidade
osteoindutiva € exponencial, com o intuito de reduzir as morbidades associadas a
cirurgia, acelerar o periodo de recuperacédo do paciente, reduzir tempo de internacao,
reduzir os riscos de complicagfes e ter resultados mais satisfatorios.(47, 48) Diante
disso, a proteina rhbmp-2, tem sido grande objeto de estudo, uma vez que apresenta
caracteristicas osteoindutivas, favorecendo a regeneracédo 0ssea atraves da ativacao
de mitoses, quimiotaxia, diferenciacéo de linhagens de células mesenquimais além de

possuir propriedades imunoreguladoras.(49, 50)

Sua formulacéo é liquida e sua meia vida na corrente sanguinea é de apenas
alguns minutos,(51) dessa maneira deve ser administrada junto de outro material que
seja responsavel pela sua adsorcdo. Para isso a esponja de colageno é amplamente
utilizada para esse fim, uma vez que possui formato similar a um favo de mel,
favorecendo a incorporacédo de até 90% da proteina, garantindo sua liberacao lenta,

sendo concluida em até 10 dias, bem como a estabilizacdo do coagulo e migracao de
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células progenitoras para seu interior.(16) Porém sua desvantagem é a auséncia de
rigidez estrutural suficiente para manutencéo tridimensional dos materiais utilizados
na reconstrucdo, levando ao colabamento de tecidos moles e consequentemente

prejuizos no ganho de altura 6ssea.(20)

Dentro desse contexto, a malha de titanio vem sendo amplamente utilizadas
como arcabouco, com a finalidade de estabilizacdo dos materiais reconstrutores e
para atuar como guia para a neoformacao 6ssea. Ha na literatura inGmeros relatos da
associacao de rhBMP-2, com aloenxertos e malha de titanio(49) porém, além de ndo
possuir propriedades que favorecam a liberacdo lenta da rhBMP-2, a principal
complicacdo decorrente dessa associacdo € a deiscéncia de sutura, levando a casos
de infeccdo e consequente insucesso, além da demanda de um segundo estagio
cirargico para remocao do material, uma vez que € ndo-reabsorvivel, e também séo
responsaveis pela liberacdo de residuos metalicos e oferecem fraca adesao de sua
superficie ao tecido adjacente.(21) Essas complicacbes foram evidenciadas neste
estudo, através da analise clinica, onde foi possivel observar recorrentes casos de
deiscéncia de sutura no grupo titanio, seguido de quadros de infec¢cédo, com formacao
de abscessos. A andlise do perfil inflamatério corrobora com esse dado, uma vez que
se observou um expressivo numero de células inflamatorias aos 14 e 60 dias, quando

comparado ao grupo PDO.

Com o intuito de suprir essas deficiéncias sugere-se a PDO, seja capaz de
aumentar a adsorcdo da proteina e aumentar sua meia vida, devido as sua
caracteristica hidrofilica e o maior peso molecular atingido através da técnica de
eletrospinning, além de que, o controle dos poros obtidos por meio desta técnica torna
possivel controlar a distribuicdo dos filamentos do polimero, tornando sua superficie
similar a matriz extracelular, com caracteristica de semi-permeabilidade, atuando
como barreira seletiva para a migracdo de células do tecido mole em direcdo ao
defeito.(30) O eletrospinning torna possivel controlar a espessura desejada,
garantindo a estabilizacdo da arquitetura macroscopica da reconstrucdo, evitando
colabamento de tecidos moles, além de ser um material reabsorvivel, concluindo sua
hidrélise em aproximadamente seis meses, tempo esperado para a consolidacdo de
defeitos 6sseo0s.(27) Além disso, esta degradacdo n&do gera produtos toxicos, sendo

0s metabolitos excretados pelo trato respiratério e intestinal.(26)
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Apesar de ja se ter o conhecimento de que o uso de malha de titanio em
associacdo com rhbmp-2 gera bons resultados na reparacdo do tecido 6sseo, atribui-
se essa atividade osteoindutora totalmente a presenca do fator de crescimento, visto
gue a malha de titanio atua apenas como um arcabouco biocompativel mas que nao
apresenta qualquer bioatividade.(8, 19, 52) Estudos in vitro ja ttm demonstrado que
além de ter importantes fungdes fisicas, como a manutencdo do espagco em reparo,
impedindo colapso e invasao de tecidos moles, a PDO também possui uma atividade
osteocondutora, de modo a otimizar o reparo 6sseo quando comparado a malha de

titnio, como também confirmado no presente estudo.(26, 29, 53)

Clinicamente foi possivel observar que a PDO cumpre a proposta de realizar a
manutencao tridimensional do defeito e guiar a formacdo 6ssea, como foi visto nos
espécimes de fémur coletados apds eutanasia, onde o grupo PDO apresentou calo
0sseo bem delimitado. Além disso o potencial de acelerar o reparo 0sseo, foi
evidenciado nesse estudo, visto que ja aos 14 dias de pds-operatdrio observou-se,
histologicamente, a formacao de tecido 6sseo para ambos 0s grupos experimentais e
com uma maturacdo avancada para o grupo PDO, observada por meio da
caracteristica de reducao do nimero de células inflamatérias, aumento da deposicdo
de matriz e melhor organizacéao tecidual.(54, 55) Com relacdo a avaliacdo quantitativa
do tecido 6sseo, observou-se maior neoformacdo para o grupo PDO, em ambos 0s
tempos experimentais e com diferenca estatisticamente significativa no periodo de 60
dias.

Na avaliacdo da densidade do tecido 6sseo, observou-se que no periodo de 14
dias, o grupo PDO apresentou uma densidade radiografica significativamente maior
do que o grupo titanio. Isso demonstra que nos periodos mais iniciais do reparo 6sseo
ja se tem, para a associacao do “scaffold” de PDO com a rhBMP-2, um tecido 6sseo
mais mineralizado, de modo que essa caracteristica se mantém até os momentos
mais avancados do reparo. Este fato tem uma grande importancia clinica, visto que
um tecido 6sseo de maior resisténcia em periodos inicias pode garantir a manutencao
do volume tridimensional alcangcado pela reconstrugéo e por conseguinte permitindo
aceleracdo do processo reabilitador e retorno precoce das fungbes mastigatérias para

um paciente que sofreu reconstrucdo de um grande defeito em mandibula.

Com relagdo ao perfil inflamatério, com énfase na contagem de linfocitos e

verificagdo do numero de vasos sanguineos, observou-se que para 0 grupo titanio,
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houve maior nimero de linfocitos em ambos tempos. Embora a inflamacéo seja parte
do processo de reparo 0sseo, quando had a presenca de infiltrado inflamatorio
exacerbado, consequentemente havera a formacdo de um tecido reparacional
desorganizado levando a um atraso na cicatrizacdo, como foi observado também na
andlise histolégica para avaliacdo de maturacdo do tecido 6sseo. Além disso ha
estudos que apontam que a rhBMP-2 atua de forma imunomodulatéria, controlando a
resposta inflamatoria inicial. Dessa maneira podemos observar que o aumento da
meia vida da rhBMP-2 proporcionado pelo PDO repercutindo de forma positiva no

processo inflamatério e consequentemente na otimizagéo do reparo.(3, 49)

Apesar do titanio ser um material biocompativel, a liberacdo de ions metélicos
pode estar associada a um efeito de citotoxicidade, o que pode ser a causa desta
diferenca entre os grupos.(56, 57) Além disso, alguns estudos ja demonstraram que a
PDO apresenta um tecido reativo minimo, sem grandes infiltrados inflamatérios e sem

reacao de corpo estranho, tanto para periodos de 14 quanto para 60 dias.(58, 59)

Gollapudi et al.(60) observaram que além de ter uma resposta inflamatéria
minima, sem perturbar a funcéo fagocitica de mondcitos e neutrdéfilos, secrecdo de
citocinas por mondcitos e linfocitos e também as funcbes das células citotoxicas,
especulou-se que a PDO tenha um efeito anti-inflamatério, devido um aumento na
interleucina 10 no longo prazo, a qual corresponde a uma interleucina anti-inflamatéria

por inibir a sintese de citocinas inflamatorias.

Quanto ao nuamero de vasos sanguineos observou-se valores mais
significativos para o grupo PDO aos 14 dias, e para Titanio aos 60 dias. A literatura
mostra que a rhBMP-2 é responsavel pela liberacdo de Angiopoietina e fator de
crescimento fibroblastico nas primeiras 2 horas, caindo consideravelmente apds 8
horas, além do aumento da expressdo de VEGF ap6s 24 horas, criando um ambiente
favoravel a angiogénese, aumentando o numero de capilares no defeito 0sseo,
configurando um reparo adiantado em relagéo ao grupo titanio, que apenas expressou
maior angiogénese aos 60 dias. Dado esse, complementar ao anterior, uma vez que
ambos sugerem que a PDO atenda as expectativas de aumentar o tempo de
liberacdo da rhBMP-2.(1)

Os resultados da analise imunoistoquimica corroboram com o perfil

inflamatorio, visto que as proteinas associadas a atividade osteoclastica, a OPG e
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RANKL se apresentaram mais expressas no grupo Titanio. A atividade inflamatéria
gera uma resposta imunoldgica, com liberacdo de fatores pré-osteoclastogénicos,
incluindo RANKL.(61, 62) Com isso, ocorre uma reabsor¢cdo 6ssea maior do que o
gue ocorre em um turnover 6sseo normal, 0 que condiz com os resultados de menor
area de formacgdo Ossea observado no grupo Titanio. Com a ocorréncia de uma
reabsorcéo intensa, tem-se um aumento na liberacdo de OPG, como 0 que ocorreu
aos 60 dias de pds-operatério, onde a imunomarcacao de OPG teve uma diferenca

estatistica significante em comparacao ao grupo PDO.

Com relacdo aos resultados de imunomarcacao da proteina BMP-2, 0 que se
observa é que para o grupo Titanio, a BMP-2 aplicada na regido de defeito carreada
pela esponja de colageno, apresentou uma liberacédo rapida, com efeito concentrado
nos periodos iniciais do reparo 6sseo. Acredita-se que as perfuracdes presentes na
malha de titAnio acabam facilitando este escoamento da proteina do local de
interesse, o que difere bastante do “Scaffold” de PDO, que além de n&o possuir furos,
apresenta uma estrutura tridimensional que propicia a adesao de proteinas como a
BMP-2, que manteve-se no defeito por mais tempo e foi um fator importante para os
resultados satisfatorios associados ao grupo PDO.(30)

A expressdo de Runx2, que esta relacionada com a regulacdo de proteinas
importantes para a diferenciacdo de células da linhagem osteogénica,(63, 64) foi
ligeiramente maior para PDO nos primeiros 14 dias, entretanto, aos 60 dias o grupo
Titanio inverteu esse quadro, o que associado aos resultados de expressao de BMP-2
e a formacdo de tecido 6sseo, leva a especulacdo de que ha um atraso no reparo
para este grupo, que diferente de PDO ainda tem formacéo 60ssea em andamento. A
mesma coisa acontece com a Osteocalcina (OCN), proteina que aparece na fase final
do reparo 6sseo e que estd associada a mineralizagdo deste tecido. Como observado
nas imagens representativas de PDO, aos 60 dias ja se tem uma maturacdo e
mineralizacdo importante do tecido 6sseo, levando-se a acreditar que aos 60 dias, o
grupo titanio ainda estd em fases intermediarias e finais do reparo, enquanto para

PDO boa parte da mineralizacdo do tecido ésseo neoformado ja foi concluida.(65)

Além disso, a analise de observacédo do comportamento biolégico dos materiais
testados mostrou, atraves da observacdo anatomopatolégica que nenhum dos
materiais sozinhos, sem combinagdo com outro material osteoindutor, é capaz de

induzir a formacgéo de tecidos metaplasicos, de causar deposi¢cdo de particulas em
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orgaos de metabolizacao e tecidos adjacentes ou de produzir quaisquer residuos com

repercussao sistémica.

Quanto a analise de biocompatibilidade, observou-se que ambos grupos, nos
dois grupos testados, apresentaram baixo escore de inflamacdo em tecido
subcutaneo, contando com maior numero de células inflamatérias para o grupo PDO,
especialmente no dia 3, reduzindo gradativamente para os demais tempos, devido ao
inicio da hidrolise da cadeia polimérica, enquanto que o grupo titanio apresentou
nameros semelhantes para cada um dos tempos analisados, uma vez que configura
um material ndo reabsorvivel. JA no reparo 6sseo, observou-se comportamento
inverso, de maneira que a PDO aumenta a disponibilidade deste, que possui
propriedades anti-inflamatérias, reduzindo o processo inflamatério associado a esse
material. O mesmo comportamento inverso é observado a respeito do numero de

vasos sanguineos, devido a mesma propriedade da associacao da PDO ao rhBMP-2.

As limitacbes do presente estudo consistem na eleicdo de uma Unica
espessura do scaffold de polidioxanona, bem como uma Unica concentracdo da
rhBMP-2, apesar disso, os resultados apresentados neste estudo demonstram que a
associacao do “Scaffold” de PDO com rhBMP-2 em defeitos criticos em fémur de
ratos, gerou um padrdo reparacional bastante favoravel quando comparado a
reconstrucdo com malha de titanio e rhBMP-2, sendo observada maior formacéo e
maturacdo de tecido 6sseo, menor inflamacao tecidual e uma expressao positiva de

proteinas relacionadas a formacéao e ao turnover do tecido 6sseo.

Como proposta para estudos futuros, a influéncia das diferentes espessuras do
scaffold de polidioxanona deve ser testado quanto a sua capacidade de manutencao
tridimensional do defeito e o comportamento dessas espessuras no tocante da
disponibilidade de substancias sollveis como rhBMP-2. Além disso, outros estudos
acerca da qualidade do osso neoformado, da osseointegracdo e sobrevida de
implantes instalados na regido regenerada, bem como resisténcia tensional do
scaffold para possibilitar a execucdo de técnicas de enxertia 6ssea com aumento

vertical.
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6 CONCLUSAO

Diante das limitagcdes deste estudo in vivo, a associagdo do “Scaffold” de
Polidioxanona com a rhBMP-2 apresenta-se como uma excelente alternativa para a
reconstrucdes de grandes defeitos 6sseos na medicina e na odontologia devido a sua

manutencdao tridimensional do defeito e otimizacao das propriedades osteoindutoras.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Analise do potencial bioativo
em malhas de titdnio por meio da texturizagio de superficie por oxidacao por
plasma eletrolitico (PEO) e osteoindutivo de uma nova BMP-2 nas
reconstrugdes apés simulagio de ressecgdes osseas segmentares: Um
estudo pré-clinico”, Processo FOA n°® 00539-2019, sob responsabilidade de
Leonardo Perez Faverani apresenta um protocolo experimental de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugdo foi aprovada pela
CEUA em 30 de Julho de 2019.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 01 de Margo de 2022.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 01 de Abril de 2022.

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Analysis of the bioactive potential of titanium
meshes by surface texturisation by electrolytic plasma oxidation (PEO) and
osteoinduction of a new BMP-2 in reconstructions after simulation of
segmental bone resections: A preclinical study”, Protocol FOA n° 00539-2019,
under the supervision of Leonardo Perez Faverani presents an experimental protocol
in accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its

implementation was approved by CEUA on July 30, 2019.
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