RESSALVA

Atendendo solicitacdo do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 21/02/2024



AAYay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/Y
u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba

BARBARA RIBEIRO RIOS

Analise do potencial do reparo 6sseo atraves da
reconstrucao de resseccdes segmentares por meio da
associacao de scaffolds de Polidioxanona ou Malha de

Titanio e rhBMP-2: Estudo in vivo

Aracatuba - SP
2022



BARBARA RIBEIRO RIOS

Analise do potencial do reparo 6sseo atraves da
reconstrucao de resseccdes segmentares por meio da
associacao de scaffolds de Polidioxanona ou Malha de

Titanio e rhBMP-2: Estudo in vivo

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Aracatuba da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP, como parte
dos requisitos para obtencao do titulo de
Mestre em Cirurgia e Traumatologia
Bucomaxilofacial.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Perez
Faverani

Coorientador: Prof. Associado. Edilson
Ervolino

Aracatuba - SP
2022



Catalogacao na Publicacéo (CIP)
Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacéo — FOA / UNESP

Rios, Barbara Ribeiro.

R5686a Analise do potencial do reparo 6sseo através da
reconstrucéo de resseccdes segmentares por meio da
associacéo de scaffolds de polidioxanona ou malha
De titdnio e rhBMP-2 : estudo in vivo / Barbara Ribeiro
Rios. — Aracatuba, 2022

841 il

Dissertacido (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Orientador: Prof. Leonardo Perez Faverani

Coorientador: Prof. Edilson Ervolino

1. Polidioxanona 2. Proteina morfogenética dssea-2
3. Reconstrucéao mandibular | T.

Black D7
CDD 6176

Claudio Hideo Matsumoto CRB-8/5550



A minha familia, com gratiddo e respeito, pelo
inesgotdvel incentivo, apoio incondicional e
amor destinado a mim, ndo so durante a

elaboragdo desse trabalho, como por toda vida.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP na pessoa
do diretor da Faculdade de Odontologia de Aracatuba Prof. Glauco Issamu Miyahara
e vice-diretor Prof. Alberto Carlos Botazzo Delbem pela estrutura, suporte técnico,
intelectual e sobretudo pelo carinho e respeito pela formacdo dos alunos que por
aqui passam. Me orgulho por ter concluido minha graduacdo e em breve, pos-

graduacéo, em uma instituicdo tdo humana e qualificada.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia, da Faculdade de Odontologia
de Aracgatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” com o

atual Coordenador Prof. Associado Wirley Goncalves Assuncao.

Aos funcionarios da Pés-graduacao da Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
UNESP pela disponibilidade e paciéncia em todas as etapas do mestrado. Pelo

trabalho honesto e sempre agil.

Aos funcionarios da Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —

UNESP pela prontiddo em nos atender e carinho.

Aos funcionéarios do Departamento de diagnéstico e Cirurgia (Paulo Gratéo,

Renato e Marco). Muito obrigado pelo carinho e respeito.

A empresa Plenum Bioengenharia na pessoa do Prof. Dr. Jamil Awad Shibli pelo
fornecimento dos materiais teste e vasta assisténcia durante toda a execucdo do

trabalho.

Ao instituto IPEN na pessoa do Prof. Dr. Paolo Bartolini pelo fornecimento do
material osteoindutor e pela parceria que também contempla outras pesquisas do

NOSSO grupo.

A instituicdo de fomento FAPESP Processo n° 2019/27237-7, Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Séao Paulo (FAPESP) pelo apoio financeiro

concedido através de bolsa de iniciacao cientifica da aluna Stefany Barbosa.



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) - Codigo de Financiamento 001, pela concessdo da Bolsa de Mestrado
durante o curso. Meus sinceros agradecimentos por promover o apoio financeiro

durante o curso e com isso, permitir que fosse possivel a realizagdo do mestrado.

Ao meu orientador Prof. Dr. Leonardo Perez Faverani nos agradecimentos do meu
TCC disse 0 quanto te admiro e no dia da minha formatura te disse que é uma honra
representar a minha sala te homenageando, hoje, apdés 2 anos trabalhando com
vocé a gratiddo s6 aumenta, pela paciéncia inabalavel, pela oportunidade de
aprender diariamente com sua vasta experiéncia clinica, académica e cientifica que
tanto engrandeceram minha trajetéria até aqui, e por nos mostrar diariamente
através de seu exemplo que quando se ama o que faz, o sucesso é uma certeza! Te
admiro imensamente e tenho muito respeito pelo seu trabalho e sua historia. Me

sinto honrada por ser orientada por alguém tdo grandioso e que tanto me inspira.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Edilson Ervolino pela disposicao e atencéo dedicada
a mim durante o desenvolvimento da metodologia, realizacdo das eutanasias e
analises. Me sinto honrada por contar com seu conhecimento para a execucao

desse trabalho.

A professora Leticia Theodoro por prontamente aceitar participar da arguicdo
deste estudo e por todo o auxilio prestado ao nosso grupo de pesquisa no
desenvolvimento de outros projetos. Sua contribuicdo € de suma importancia para

aprimorar nossos trabalhos.

Ao Prof. Mario Jefferson Quirino Louzada, professor querido, que antes mesmo
de me conhecer se prontificou muito gentilmente a nos auxiliar com as alteracoes
metodolodgicas do trabalho, sem poupar simpatia e disposicdo foi peca essencial
para o sucesso do referido estudo, cedendo-nos as caixas para a suspensao dos
animais, orientando os cuidados necessarios para manutencdo dos mesmos e nos
oferecendo inUmeras alternativas para as analises imaginoldgicas, contornando
adversidades como a pandemia e quebra de equipamentos, Toda a viabilizagdo do

desenho experimental desse trabalho se deve a ele. Sou profundamente grata.



Aos professores Prof. Dra. Ana Paula Farnezi Bassi, Profa. Dra. Alessandra
Aranega, Osvaldo Magro Filho, Francisley Avila de Souza, Idelmo Rangel Garcia
Junior, Daniela Ponzoni, por tantos ensinamentos clinicos durante os ambulatorios,
clinicas da graduacéo, clinica PET e atendimentos no CAOE. Sou imensamente
grata pela oportunidade de aprender com vocés.

Ao meu professor de especializacdo Prof. Dr. Edgard Franco de Moraes por
acreditar no meu potencial, por todo incentivo e ensinamentos clinicos que
engrandecem ainda mais minha vivéncia cirargica. Vocé € minha inspiracao!
Cirurgido impecavel; atencioso com seus pacientes, ético e eximio docente. Vocé
consegue o equilibrio entre amizade e profissionalismo, cobranca e respeito,
atencao e liberdade! Sou imensamente grata pela oportunidade de aprender com
alguém grandioso como vocé e espero um dia ser um terco do profissional que é,

através de tudo que me ensina.

Aos colegas de pos-graduacdo: Jodo Matheus Fonseca e Santos, Mirela Caroline,
Anderson Maikon de Souza Santos, Tiburtino José de Lima Neto, Eduardo Dallazen,
Mateus Pavelski, Leonardo Alan Delanora, Winicius Arildo Ferreira Aradjo, muito
obrigada pelo companheirismo e pela troca de experiéncia, € muito enriquecedor

dividir a minha formacg&o com pessoas tao especiais.

Aos alunos de iniciacdo cientifica Maria Eloise Simon, Gabriela Baccaro, Larissa
Campos, Letycia Carpaneji, Milenni Buzo, Monigque Gongalves, Nathalia Pereira,
Victor Sachi, Rafaela Stuque, lago Guerra, Gustavo Ribeiro vocés nos enchem de
orgulho diariamente pela seriedade e comprometimento com os trabalhos e
pacientes. Nao sei agradecer o quanto me ajudaram no desenvolvimento desse
trabalho. Nada, absolutamente nada, disso teria saido do papel sem o trabalho de
vocés, a responsabilidade com que cuidam dos nossos animais, dos materiais para
as nossas cirurgias, a assisténcia e carinho que oferecem aos nossos pacientes no
pos-operatorio, no capricho e empenho que executam qualquer tarefa que

confiamos a vocés. Eterna gratidao.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus pela vida, saude, por ter me amparado nos momentos de angustia, me
concedido coragem para enfrentar minhas limitagcbes e sobretudo pelas inUmeras
béncdos a mim concedidas: pelas oportunidades e gratos encontros com pessoas
impares que trilharam comigo o caminho até aqui, permitindo a conclusdo desse

trabalho.

Aos meus pais e irm&o: Tania Cristina Duchatsch Ribeiro da Silva, Marcos Rios da
Silva e Gustavo Ribeiro Rios tudo por vocés! Sdo minha fortaleza, minhas origens,
minha motivacdo e todo o meu amor. Sou infinitamente grata pelo privilégio de ter
uma familia tdo sensacional... Pai e mae, a 25 anos vocés abrem mao de tanto por
nds, para investir nos estudos, para nos educar da melhor maneira possivel nos
transmitindo bons principios, com todo amor, atencdo e respeito... s6é cheguei até
agui por vocés e farei minha parte para ir mais além, para honrar todo o esfor¢o
dedicado a mim! Cresci com exemplos lindos de for¢ca, honestidade, paciéncia e
determinacao, e espero me tornar metade do que vocés sao. Irmao, vocé é a minha
motivacdo para, diariamente, tentar me tornar alguém melhor, assumi essa
responsabilidade quando me tornei irma mais velha, e me surpreendi muito com
esse papel; é vocé quem me ensina, me inspira € me incentiva. Nao me canso de
dizer que é lindo te ver crescer, te ver fazendo escolhas, trilhando seus préprios
caminhos e ndo tenho ddvidas do quanto sera feliz através deles. Guardo no
coracao o refrdo da musica que marcou minha formatura ” Son in life you're gonna
go far, if you do it right, you'll love where you are. Just know that wherever you go,
you can always come home”. Sou extremamente feliz por amar o que fago, e ainda
mais feliz por ir atrds de um sonho, tendo um lar e vocés me esperando chegar.

Meu amor por vocés é além dessa vida e s6 sou, porque vocés sao!

Aos demais membros da minha familia: Geraldo Ribeiro, Mario Goncalves e
Guilherme Donizetti — in memorian, Marta Duchatsch, Patricia Duchatsch, Mauro
Souza, Francine Duchatsch, Caroline Duchatsch, Victor Ito, Luzia Rios, Simone Rios,
Vinicius Zotto, Bruna Rios, Beatriz Rios, Marcia Rios, Frederico Santarosa, Thiago
Rios, Diego Rios, Paula Coelho, Isabella Rios, Otavio Rios. Vocés representam a

minha histéria, minhas raizes. Mesmo de longe exercem papel essencial na minha



vida, me oferecendo amor e incentivo. Apesar dos 200km que nos separa a 7 anos,
meu amor por vocés é imenso e me doi demais ndo estar por perto para ver os
primos construindo suas familias, as avos envelhecendo, as tias se tornando avoés e
tantas outras etapas da vida. A pandemia nos tirou muito, restringiu nosso contato,
nos tirou o toque, o abraco, mas nada disso se compara a dor que nos causou
tirando o nosso Guilherme, minha garganta embarga toda vez que penso na injustica
que é ver alguém tao jovem partir, parte de mim ndo vé mais alegria em comemorar
aniversario, por nao ter mais vocé pra brigar comigo pelo miolo do bolo, a pascoa
perdeu o brilho, desde que vocé se foi, 0s natais e anos novos jamais serédo 0s
mesmos, sem a sua alegria e toda vez que me vejo comemorando alguma
conquista, me lembro do tanto de vida que vocé ainda tinha pela frente e as lagrimas
me consomem. Seguimos daqui, juntando os pedacos e buscando aceitacdo na sua
partida, confiando nos planos de Deus, e tendo a certeza de que foi amparado pelos
nossos anjinhos que ja& moravam no céu: v Geraldo, v Mario e muitos outros

espiritos de luz.

Ao meu namorado Gustavo Antonio Correa Momesso te gosto e te admiro desde
quando éramos sé bons amigos, sempre foi meu colo, minha melhor companhia,
parceiro para absolutamente toda hora: do trabalho exaustivo, aos dias de cerveja e
risada até a barriga doer. Obrigada por me incentivar, incansavelmente, a me
dedicar a pos-graduacdo, a valorizar nossa formacédo, a correr atras dos meus
sonhos... obrigada por acreditar no meu trabalho e potencial, pelas oportunidades,
por tornar essa fase mais leve e prazerosa e por me ensinar tanto, sobre odontologia

e ainda mais sobre companheirismo, te amo.

A minha amiga e aluna de iniciacdo cientifica Stefany Barbosa, de longe a
pessoa mais dedicada que eu conheco, sO tenho a te agradecer por toda a ajuda
nesse projeto, ndo sei 0 que seria de mim, sem vocé... se desdobrou em mil,
trabalhou com tanto capricho que o resultado n&o poderia ser diferente, foi aprovada
no mestrado e agora também comemoramos sua bolsa Fapesp e vai chegar muito
mais longe. Também sou muito grata pela amizade que estamos construindo, sua
presenca no departamento tornou a rotina muito mais leve e agradavel, obrigada por
me ouvir, me ajudar e me aconselhar. Que possamos estreitar ainda mais esse lago

e compartilhar muitas outras comemoracgdes nos proximos anos. Vocé é especial.



Ao meu amigo e colega de pos-graduacao William Phillip Pereira da Silva, como
costumamos brincar: o responsavel por arruinar a minha vida ou salva-la, depende
do ponto de vista hahaha, brincadeiras a parte, minha mae sempre me disse que
fica surpresa de ver como Deus € tdo cuidadoso em selecionar as pessoas que
cruzam meu caminho e inclusive 0 momento exato em que iSso acontece e voceé foi
uma delas. Nos conhecemos da maneira mais inusitada possivel, e um dia, poucos
meses antes da minha formatura, me vi num café, contando meus planos para
alguém que eu pouco convivia, e em trinta minutos de conversa, meus planos eram
outros! Obrigada por isso, essa conversa me trouxe até aqui, e que experiéncia
louca vocé me meteu... confesso que quando me via escrevendo 50 prontuarios,
dirigindo com 30 ratos no banco do carro ou acordando pela Terceira vez na
madrugada para atender um chamado no hospital, eu questionei se deveria mesmo
ter tomado aquele café que mudou o rumo da minha vida, mas ndo posso negar que
aguela escolha me trouxe muita vivéncia, muitas oportunidades e extremo
aprendizado. Além disso, ganhei um amigao, para toda hora, para me ouvir chorar,
para decifrar meus mistérios de um jeito bem sagaz, para me contar boas fofocas e

para fazer a melhor gin tdnica que ja tomei. Obrigada por tanto!

Aos meus amigos Lourencgo Vieira Tereza Canevari e Hiskell Francine Fernandes e
Oliveira meus fieis amigos desde a graduagao e que permaneceram parte da minha
rotina no mestrado. Estiveram ao meu lado por 5 longos anos, vivendo o pior e 0
melhor da faculdade e agora o pior e 0 melhor da pés-graduacao. Vejo vocés como
irméos e fico com o coragcdo cheio de orgulho de vé-los buscando mais
conhecimento sobre si proprio, melhorando a cada dia sua relacdo consigo e com as
outras pessoas, buscando desenvolvimento profissional e mantendo sempre suas
esséncias. Sao pessoas que tenho profunda admiracdo e respeito e que torgo

genuinamente pelo sucesso e felicidade! Amo vocés.

Ao meu cachorro Snoppy vocé escolheu o dia da minha defesa para ir morar com
0 papai do céu e apesar da dor horrivel que senti te vendo partir, SO posso ser grata
pela oportunidade te dar um ultimo cheiro e por ser agraciada durante 13 anos com
esse amor tdo puro! Vocé vive em mim, meu menininho, jamais me esquecerei do

Seu amaor.



"Resiliéncia, inventividade e sobrevivéncia refletem qualidades
que emanam primeiro daqueles que lutam contra as doencas e

S0 entdo espelham aqueles que as tratam.”

- Siddhartha Mukherjee



Rios BR. Analise do potencial do reparo 6sseo através da reconstrucdo de
resseccdes segmentares por meio da associacao de scaffolds de Polidioxanona ou
Malha de Titanio e rhBMP-2: Estudo in vivo [dissertacdo]. Aracatuba: Universidade
Estadual Paulista; 2022.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial bioativo de um “scaffold” de
Polidioxanona (PDO) com associacdo da rhBMP-2, nas reconstrucdes apoés
simulacdo de resseccdo 0ssea em fémures de ratos. Para tanto, 24 ratos, machos,
adultos, com 6 meses de idade, foram submetidos a ressecc¢éo e reconstrugdo 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¢cdo de um
“‘gap” de 2mm. A reconstrucdo foi realizada com rhBMP-2 (Infuse) carreada em
esponja de colageno (3,25 pg), 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 ug), 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 andlise. Os animais
foram submetidos a eutanasia (n=6 por grupo) nos periodos de 14 e 60 dias ap6s a
cirurgia de reconstrucao tiveram seus 6rgdos de metabolizacdo (cérebro, rim, figado
e musculo) removidos para analise anatomopatologica e seus fémures também
foram removidos, reduzidos, radiografados para analise da densitometria
radiografica posteriormente os fémures passaram por descalcificacdo e em seguida
todas as pecas foram submetidas ao processamento para obtencdo de laminas com
cortes de 5 ym de espessura, para avaliagao histologica, com avaliacdo 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 poés-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

analise 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 inflamatério e maior nimero de
vasos sanguineos aos 14 dias. Com relagcdo as imunomarcacdes, BMP-2 nao
apresentou marcacOes 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 6rgdos de metabolizacéo
apresentaram aspectos de higidez dentro da normalidade para ambos grupos. Os
resultados deste trabalho demonstram um padrdo reparacional mais favoravel a
associagdao 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; 2022.

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 pm 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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parametros pré-determinados; (C) Ferramenta “Drawing” para esquadrinhamento e



imagem representativa dos respectivos pinceis para selecao da regiao de cunha e
para selecao da regiao de interesse no tecido 0sseo

FIGURA 9 — Visédo geral do programa ODR — ATA, representando a area de
interesse selecionada (quadrado em amarelo) e o simulador tridimensional gerado a
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FIGURA 12 - Imagem representativa da metodologia utilizada para analise
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diferentes areas do defeito e no software Image J utilizou-se as ferramentas “Grid”
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FIGURA 17 - Imagens representativas da area de tecido 0sseo neoformado,
demonstrando maior area para os grupos PDO. As setas em vermelho representam

o Scaffold de PDO e sua absorcdo gradativa nos diferentes
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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



22

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.



75

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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