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Barud HGO. Biomateriais multifuncionais aplicados em reparo ésseo na odontologia [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia UNESP; 2017.

RESUMO

A regeneragdo dssea caracteriza-se por ser um processo fisioldgico complexo que envolve a
participacdo coordenada entre angiogénese e osteogénese. Envolve um processo de multiplas
etapas que inclui migracdo, proliferagdo e diferenciacdo de varios tipos de células, como
células endoteliais, fibroblastos, osteoblastos e osteoclastos. Sabe-se que o0s biomateriais
sintéticos tém demonstrado ser uma excelente alternativa ao reparo 6sseo. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do Biosilicato de sédio (BS) e dos compésitos 3D de 30% de
hidroxiapatita e acido polilactico (3D 30% HA / PLA) e 30% hidroxiapatita e &cido poli
(&cido lactico-co-glicolico) (30% HA / PLGA), e em defeitos criticos na calvéria de ratos.
Cento e vinte ratos machos de 90 dias com 350g de massa corporal em média foram
aleatoriamente divididos em grupos de acordo com materiais de enxerto e tempo de anélise,
apresentando 6 animais em cada um. Os defeitos de tamanho critico foram criados
empregando-se uma trefina de 8 mm de diametro interno e preenchidos com o0s materiais
mencionados ou apenas 0 codgulo sanguineo como controle. Apés 14 (T1), 30 (T2), 60 (T3),
90 (T4) e 120 dias (T5) dias do procedimento cirdrgico, a regeneracao éssea foi avaliada por
radiografia, microtomografia computadorizada (u-CT) e histologia. A avaliacdo macroscopica
mostrou biocompatibilidade em torno da area de interesse entre os biomateriais e 0ss0S
adjacentes. As imagens de p-CT e de raios-x revelaram uma consideravel formagdo 6ssea em
relacdo ao PLGA e ao scaffold 3D, sendo que este Gltimo demonstrou uma maior extensdo do
tecido 6sseo neoformado, mesmo dentro dos poros do scaffold. Por outro lado, os compositos
3D 30%HA/PLA e 30% HA/PLGA nédo foram totalmente degradados permanecendo um
remanescente do biomaterial em torno do reparo 0sseo. Quanto ao BS, este apresentou

formacgéo Ossea similar ao grupo controle.

Palavras Chave: Regeneracdo Ossea. Materiais biocompativeis. Engenharia tecidual.

Impresséo tridimensional. Microtomografia por Raio-X.



Barud HGO. Multifuntional biomaterials to be applied in bone repair in dental field. [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia UNESP; 2017.

ABSTRACT

The process of bone regeneration requires a coordinated coupling between osteogenesis and
angiogenesis involveing a multistep process that includes migration, proliferation, and
differentiation of several types of cells such as endothelial, fibroblasts, osteoblasts and
osteoclasts. It is known that synthetic biomaterials have been proven to be an excellent
alternative to bone repair. Thus, the aim of this study is to evaluate the effect of calcium and
sodium Biosilicate (BS), a 3D scaffold of hydroxyapatite and polylactic acid (30% HA / PLA)
and a hydroxyapatite and poly (lactic-co-glycolic acid) (30% HA / PLGA) composites in
critical-sized calvarial defects. One hundred and twenty 90 days old male rats with 350g of
body mass on average were randomly divided into groups (n = 6) according to graft materials
and analysis time. Critical-size defects were created by means of a 8 mm inner diameter
trephine bur and were filled with a 3D 30% HA/PLGA scaffold, 30% HA/PLA, BS or blood
clot as control. After 15 (T1), 30 (T2), 60 (T3), 90 (T4) and 120 (T5) days of the cirurgical
procedure, bone regeneration was evaluated by histology, x-ray and micro-computed
tomography (U-CT). Macroscopic evaluation showed no significant inflamation around the
interest area. u-CT results indicates that 30% HA/PLA and 3D 30% HA/PLGA composites
were not fully degraded and images revealed considerable bone formation in 90 days and 120
days in relation to these materials. On the other hand, BS presented a bone formation similar

to control groups.

Key words: Bone regeneration. Biocompatible materials. Tissue engineering. Printing, three-

dimensional. X-Ray microtomography.
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1 INTRODUCAO

O processo de reparacdo tecidual compreende dois mecanismos: a regeneracéo e a
cicatrizagdo. A regeneragdo ocorre através da reposi¢ao tecidual “original”. A cicatrizagdo
abrange uma série de estagios complexos, interdependentes e simultaneos, e representa o
esforco do corpo para restaurar a funcéo e a estrutura natural de um tecido injuriado (Santos®,
2000), o que resulta no fechamento do defeito por um tecido diferente do original.

Em relagdo ao tratamento de injdrias ou defeitos no tecido 6sseo, este pode variar de
acordo com a localizagéo, tamanho e funcdo do osso lesionado. Em defeitos pouco extensos, o
préprio codgulo de sangue resultante da hemorragia local pode ser suficiente para promover a
reparacdo. No entanto, a regeneracdo de defeitos ou fraturas mais extensas, exige técnicas
especificas de enxertia, para preencher o espaco entre os fragmentos de 0sso, garantindo o
suprimento sanguineo, viabilizando e conduzindo os diferentes processos do reparo tecidual.

Os enxertos podem ser realizados com 6sseos autégenos (Misch et al. ®, 2011; Rana
etal. 8, 2011; Rogers et al. %', 2011), alégenos (Barone et al. ¢, 2009) e xenégenos (Hatano et
al. 3, 2004; Santis et al. , 2011; Hallman et al. *, 2001), ou biomateriais sintéticos (Aradjo et
al.®, 2010; Xu et al. "2, 2011; Kohgo et al. *°, 2010).

O enxerto Gsseo autdgeno ainda é considerado o padrdo-ouro para a reconstrucao
Ossea, pois apresenta algumas vantagens em relacdo aos demais: é o Unico osteoindutor,
osteocondutor e osteoprogenitor. (Block, Kent®, 1997; Crespi et al. '°, 2006; Gerressen et al.
26 2009; Shordone et al. %, 2009). Contudo, é de pleno conhecimento que 0s autoenxertos
apresentam algumas limitacGes, como: hematoma, ruptura dos tecidos moles, dor, quantidade
e areas doadoras limitadas; potencial de morbidade da area doadora; consideravel reabsorcao;
viabilidade limitada por causa da escassez de vascularizagdo (enxertos nao vascularizados) e
tempo cirGrgico adicional (Buchardt, 1983). Além disso, cada &rea anatomica oferece

desafios especificos para reconstrucdo 0ssea em relacdo a forma e funcao, sendo que alguns
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sitios de doacdo de enxertia (como fibula, escapula, radio e crista iliaca) podem levar a uma
maior morbidade da area doadora (Ayub et al.>, 2011; Hench®’, 2006).

Deste modo, o desafio das pesquisas mais recentes esta voltado para o
desenvolvimento de substitutos 6sseos (sintéticos) que reproduzam as muitas funcdes das
matrizes extracelulares naturais, uma vez que elas regulam as respostas do hospedeiro. Esta
propriedade é denominada biomimetismo (Barrere et al.’, 2008).

Outra questdo importante no desenvolvimento dos enxertos biomiméticos é o
controle da biodegradabilidade, ja que o material ndo deve deteriorar antes da recuperacdo da
regido onde foi implantado, mas deve ser substituido gradativamente a medida que o processo
ocorre (Freyman et al.?®, 2001).

A aplicacdo de biomateriais sintéticos na regeneracdo do tecido 6sseo como uma
alternativa aos enxertos € relevante, pois eles ndo causam dano aos tecidos saudaveis, ndo
aumentam o0s riscos de contaminagfes virais e bacterianas e, por serem disponibilizados
comercialmente, sdo padronizados e regulamentados por 6rgdos competentes para tais fins.
Adicionalmente, de forma geral, apresentam facil dissolucéo e absor¢cdo, a0 mesmo tempo em
que permitem e estimulam a formacéo 6ssea (Wan et al.’*, 2006; Chen et al.*?, 2009).

Os biomateriais a serem utilizados para reconstrugdo 0ssea devem obedecer aos
principios bioldgicos que norteiam a cicatrizacdo 0ssea, uma vez que o tecido 0sseo nao
lesionado esta em constante remodelacéo e sua massa total depende da relagcdo de equilibrio
existente entre a formacéo e a reabsorcéo 6ssea (Silva et al.**, 2007). Neste ponto, vale a pena
ressaltar que a consolidacdo do reparo neste tecido esta relacionada a alguns fatores, tais
como: amplo suprimento sanguineo, possibilidade de migracédo celular, estabilidade mecanica,
presenca de um arcabouco tridimensional, além de se considerar o tamanho do sitio lesionado.
Em situagdes em que a morfologia e a dimens&o do defeito séo extensas e criticas ao reparo, 0
mecanismo regenerativo pode tornar-se limitado resultando em uma cicatriz fibrosa (Kim et

al.*®, 2006). Por conseguinte, os biomateriais a serem utilizados como substitutos do tecido
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0sseo precisam ser dotados de caracteristicas peculiares como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e osteocondutibilidade, para serem capazes de proporcionar a condugao de
osteoblastos ou de células precursoras de osteoblastos para o sitio lesado e de fatores
regulatérios que promovam esse recrutamento, assim como o crescimento celular neste sitio
(Liu, Ma®*, 2004; Wan et al.*®?, 2006; Chen et al.*?, 2009).

Ademais, outro ponto relevante que atuard como suporte para neoformacéo 0ssea é a
configuracdo morfoldgica do enxerto de biomaterial (Precheur’®, 2007). Estes devem possuir
funcdo imediata apds a implantacdo, apresentar habilidade de se integrar ao organismo, para
sustentar e proteger o reparo das forcas fisioldgicas que incidem sobre a area danificada
(Vunjak-Novakovic, Kaplan'®™ 2006).

De forma geral, os estudos in vitro contribuem significativamente para avaliar a
resposta celular direta ao biomaterial, suas propriedades mecanicas e de degradacédo, contudo
ndo dispensam a necessidade dos testes in vivo, que representam um passo intermediario e
fundamental no desenvolvimento para viabilizar a aplicacdo em humanos (Li et al.*®, 2015).

O modelo de experimentacdo animal, entdo, apresenta-se como extremamente
relevante neste processo para compreender as propriedades bioldgicas, fisico-quimicas bem
como a degradacdo dos materiais, observando a interacdo destes com os tecidos circundantes
ao implante (Li et al. >, 2015).

Uma grande variedade de espécies diferentes de mamiferos ja foi usada em estudos
relacionados ao reparo do tecido 0sseo. Os roedores sao animais pequenos, de baixo custo e
faceis de manusear, 0 que 0s torna ideais para os estudos pré-clinicos. Apesar de existirem
algumas limitagdes relacionadas ao tamanho reduzido dos 0ssos longos e a cortical muito fina
e fréagil estas caracteristicas ndo sdo impeditivas para que os roedores sejam aplicados com
sucesso como modelo animal de reparo 6sseo (Gomes, Fernandes®’, 2011).

Para testes de viabilidade e performance de enxertos para grandes lesdes 0sseas, 0

modelo de defeito critico (DC) na regido da calvaria de ratos tem sido frequentemente
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aplicado, pois mimetiza "a menor ferida dssea que ndo pode ser reparada espontaneamente
pelo organismo" segundo Schmitz e Hollinger®, em 1986.

Este modelo tem se demonstrado muito adequado e popular entre os pesquisadores
devido as seguintes razdes: a estrutura 0ssea da calvaria permite que seja realizado um defeito
critico uniforme, padronizado e reprodutivel que pode ser facilmente avaliado pela técnica de
raios-x e pela histologia. Sua localizacdo anatdmica oferece um acesso cirdrgico adequado
para manuseio; a dura-mater e a cobertura da meninge oferecem um suporte adequado para 0s
materiais a serem implantados sem a necessidade de fixacdo adicional tanto externa como
interna. Além disso, por ser um modelo extensivamente utilizado e estudado, favorece a
comparacdo de resultados e o desenvolvimento de materiais e técnicas (Hollinger,
Kleinschmidt®, 1990; An, Friedman?, 1999).

No que tange a substituicdo de tecido 0sseo, substancias contendo calcio/fosfato séo
preferiveis, tais como a hidroxiapatita (HA), ceramicas e vidros bioativos (Matsumoto et al.®,
2012).

Vidros bioativos tém sido amplamente utilizados como material de substituicdo
Ossea, principalmente devido a sua capacidade Unica de se ligar ao tecido vivo, e a sua
biocompatibilidade e propriedades osteocondutoras. Apesar dos seus efeitos estimulantes bem
conhecidos na osteogénese, a utilizacdo de vidro bioativo monolitico para aplicacdes de
engenharia tecidual 0ssea tem sido limitada, devido ao baixo desempenho das propriedades
mecanicas (Hench®’, 2006; Hollinger et al.**, 2008).

O biosilicato (BS) foi desenvolvido no intuito de melhorar as propriedades
mecanicas dos vidros bioativos. Moura et al.®® (2007) e Granito et al.?** (2009, 2011)
reportaram que o BS apresenta satisfatoria atividade osteogénica induzindo com eficiéncia a
neoformacéo 0ssea.

Compostos de fosfato de calcio, tais como hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcico

(TCP) também tém sido largamente utilizados como substitutos 0sseos devido as suas
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excelentes propriedades de biocompatibilidade, osteocondutividade, e bioafinidade ao tecido
em questdo. No entanto, estes compostos também sdo mecanicamente deficientes, mostrando-
se frageis e propensos a fraturas, ndo oferecendo o suporte mecanico necessario para 0sS
grandes defeitos 6sseos. (Hayakawa et al.>*, 2010).

Poliésteres biodegradaveis, tais como o &cido polilatico (PLA), Acido poliglicélico
(PGA) e os seus copolimeros de poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA), tém boa
biocompatibilidade, boa resisténcia mecanica, bom modulo de elasticidade e podem ser
conformados termicamente, de modo a satisfazer os requisitos basicos de materiais de
transporte/condutores em engenharia tecidual 6ssea e cartilaginosa (Villalobos et al.*®, 2007;
Weng et al.*®, 2001)

Compésitos que associem nanoparticulas de HA com PLA ou PLGA tém atraido
consideravel atencdo como substitutos de 0sso por apresentarem boa osteocondutividade, e
biodegradabilidade, associada a alta resisténcia mecanica (Shikinami et al.”, 1999; Petricca et
al. ", 2006; Kim et al.*, 2006; Wei et al.%", 2004; Watanabe et al.’%, 2004; Hasegawa et
al.®®, 2005; Shikinami et al.*®, 2005). Adicionalmente, matrizes de PGA e PLGA tém
apresentado similaridade no suporte de crescimento de tecidos dentérios altamente
organizados (Duailibi*®, 2004). Este fato indica que os materiais que apresentam aplicacdes
em reparo de tecido 6sseo, provavelmente tem potencial para também serem utilizados no

reparo dos tecidos dentarios.

1.1 Biosilicato (BS)

A mais recente vitroceramica bioativa disponivel foi desenvolvida por Ravagnani e
colaboradores, do Laboratério de Materiais Vitreos da Universidade Federal de S&o Carlos,
Brasil (Ravagnani’®, 2003), cuja composicao baseia-se no sistema SiO,-CaO-Na,O-P,05 Esta
vitro-ceramica foi patenteada e registrada como Biosilicate® em 2003 e apresenta
bioatividade muito similar ao Bioglass® 45S5, ainda considerado o padrdo ouro de materiais

bioativos (Hench®’, 2006; Jones*, 2013).
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O Biosilicate® (BS) caracteriza-se por ser um vidro ceramico cristalino cujas
propriedades osteogénicas, osteoindutivas e biomecanicas sao consideradas satisfatorias. O
BS ndo é citotoxico ou genotéxico e possui propriedades antibacterianas (Moura et al.®®,
2007; Granito et al.®®?°, 2009, 2011). Estudos in vitro, in vivo e clinicos, testaram o
desempenho do BS para aplicacdes médicas e odontolégicas (Zanotto et al.''®, 2006;

Zanotto™®, 2010; Tirapelli et al.*®, 2011; Granito et al.?®*%*, 2009, 2011; Renno et al.*°, 2010;

Boccaccini, Gough®, 2007; Williams''°, 2009; Kokubo®!, 2008).
1.2 Acido Polilatico (PLA)

O é&cido polilatico (PLA) caracteriza-se por ser um poliéster derivado do acido
lactico configurando o principal polimero biodegradavel utilizado em aplicacGes biomédicas
nas ultimas cinco décadas. Suas ligacbes éster podem ser hidrolisadas em fragmentos bem
menores cuja metabolizacdo € segura sendo facilmente degradados pelo organismo humano
(Lasprilla et al.>*, 2012). Adicionalmente, estes polimeros s&o hidrofébicos, semi cristalinos,
com propriedades mecanicas e térmicas apreciaveis, sendo considerados materiais de base
ideais para a fabricacdo de biomateriais, cuja obtencdo industrial ocorre através da
polimerizacdo do 4cido latico ou da polimerizagdo de abertura do anel (Cheng et al.*3, 2009;

Lim et al.*°, 2008), cuja unidade estrutural esta representada na Figura 1.

Figura 1- Representagdo da sintese do PLA. Araraquara, 2017.
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Dentre as vias de obtencdo do PLA, este pode ser produzido a partir de materiais ndo
fosseis e/ou recursos naturais renovaveis a partir da fermentacdo de polissacarideos extraidos
da cana de agucar, milho, batata, melaco da cana e beterraba acucareira. Outras fontes
alternativas bio-baseadas de acucares fermentaveis, tais como: biomassa celuldsica nédo
alimentar, residuos agricolas, culturas ndo-alimentares e gramineas também podem ser
consideradas na obtencdo de PLA (Vink, Davies'®, 2015).

Atualmente, novas formulacdes do PLA e de seus copolimeros, produzidos por
"bioengenharia verde™ de baixo custo e de alto valor agregado, tem atraido grande atencédo de
pesquisadores, devido as excelentes possibilidades de desenvolvimento de solugdes
inovadoras na biomedicina, pois sdo biodegradaveis, bioreabsorviveis e ndo toxicos (Pawar et
al.”®, 2014; Lasprilla et al.>*, 2012).

Em aplicacdes ortopédicas e dentarias, materiais baseados em PLA tém sido
utilizados como dispositivos de fixacdo em cirurgias reconstrutivas, incluindo as da
articulacdo mandibular, toracica, mdo, perna, dedo e fraturas dos dedos do pé; em
procedimentos de reconstru¢do do ligamento; em fixacGes de tecidos moles e duros; no
alinhamento de osteocondral e fragmentos 6sseos; em reparo do menisco; fixacdo de
cartilagem hialina e até em aplicacdes estéticas de preenchimento facial (Middleton, Tipton®,
2000).

Devido as propriedades térmicas, o PLA pode ser facilmente moldado em diferentes
conformacdes, resultando em muitos tipos de matrizes para suporte e crescimento de tecidos.
Essa propriedades permitem que enxertos ou scaffolds de PLA possam ser construidos por
manufatura aditiva, conhecida popularmente por impressdo 3D associada a sistemas de
fabricacéo assistida por computador (CAD /CAM), favorecendo de modo Unico a obtengéo de
dispositivos personalizados que apresentem uma geometria adequada e estavel, possibilitando

o0 desenvolvimento de estruturas de PLA altamente complexas com a incorporacdo de
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diversos tipos de fatores de crescimentos, alguns tipos de células e farmacos para liberagédo
controlada (Xiong et al.**, 2002; Yan et al.™**** 2003, 2005; Farahani et al.”°, 2014).

As desvantagens do PLA estdo relacionadas a propriedades mecanicas ainda
deficientes, que podem ser melhoradas pela associacdo com outros materiais e fibras de
reforco.

Dentre as diversas possibilidades de combinacbes de materiais que podem ser

associados ao PLA, tem crescido o interesse nos compdsitos baseados em HA/PLA.

1.3 Poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA)

O é&cido polilatico quando copolimerizado com 4&cido glicolico resulta em um
polimero amorfo denominado poli (&cido latico-co-glicolico) (PLGA), dotado de diferentes
propriedades fisicas e mecanicas bem como diferentes taxas de degradacdo, dependendo da
proporcdo entre as unidades glicolicas e laticas, da organizacdo do copolimero e peso
molecular quando comparado ao PLA (Zhou et al.**8, 2004; Wang et al.'®, 2006). A Figura 2
ilustra a estrutura deste polimero.

Figura 2- Esquema representativo da estrutura quimica do PLGA. N representa o nimero de
unidades de &cido latico e M, as unidades de acido glicolico. Araraquara, 2017.
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Devido a semelhanca em composicdo e por ser derivado do PLA, o biopolimero
PLGA apresenta propriedades fisico-quimicas e biologicas semelhantes, com a vantagem de
maior controle da degradacdo, ao se variar as proporcGes de mondmeros, pois apresenta
melhor equilibrio entre os constituintes hidrofobicos / hidrofilicos e na cristalinidade (Lanao
et al.>®, 2013).

A aplicacdo do biopolimero PLGA na forma pura é dificultada pela baixa
osteocondutividade, exibindo propriedades mecanicas insatisfatorias no que tange o suporte
de carga, sendo frequentemente utilizado em combinagcdo com outros materiais, tais como
ceramica, vidro bioativo, ou outras modificacdes estruturais para torna-lo mais biomimético
(Pan, Ding ™, 2012). Adicionalmente, a superficie ligeiramente hidrofébica do PLGA é tida
como inadequada para a adesédo e proliferacdo celular, de acordo com alguns pesquisadores
(Chun et al.'*, 2004; Park et al. %, 2007).

Compostos de HA/PLGA também tém sido propostos como forma de melhorar o
desempenho mecanico do enxerto. Neste composto o PLGA atuaria como um suporte para
gue a HA seja depositada, reduzindo a fragilidade mecanica e controlando a taxa de
reabsorcdo enxerto (Kim, Kim*, 2008; Asti et al.*, 2010; Zhang et al.**’, 2011).

Apesar de os estudos mostrarem que BS, HA/PLA e HA/PLGA apresentam
isoladamente potencial para serem utilizados como enxertos/scaffolds para reparacdo Ossea e
de outros tecidos humanos, ainda nédo existem estudos comparando a performance destas trés

formulagdes em defeitos criticos de calvaria de ratos.

Da mesma forma, ndo se sabe se a impressao aditiva de biomateriais termicamente
fundidos (3D), na formulacdo proposta pelo estudo, apresentaria vantagens em relacdo as

técnicas tradicionais de producéo utilizadas nos demais materiais do estudo.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se gque a hipdtese nula deve ser rejeitada uma vez que existem diferencas
significativas na composicdo e desempenho dos biomateriais testados. A caracterizacdo
quimica dos materiais realizada por EDS, FT-IR e morfologica por MEV mostrou diferencas
relevantes em especial quando consideramos os scaffolds 3D 30% HA/PLA e 30%
HA/PLGA, nos quais foi evidente uma superficie ndo porosa e pouco favoravel ao reparo,

enguanto o BS apresentou particulas irregulares dispersas.

Quanto a resposta histologica, nota-se uma progressdo da organizacdo tecidual,
organizacdo das fibras colagenas e deposicdo de matriz mineralizada, revelando a boa
biocompatibilidade de todos os tratamentos, com a maior tendéncia de maturacdo de fibras

colagenas e tecido 6sseo para os scaffolds 3D 30% HA/PLA e 30% HA/PLGA.

Em relacdo a taxa de reparo 0sseo, 0s materiais que apresentaram o desempenho
estatisticamente superior foram o 3D 30% HA/PLA e 30% HA/PLGA quando analisados por
radiografia e micro-ct. O conjunto destas analises indica que os tratamentos 3D 30% HA/PLA
e 30% HA/PLGA configuram uma excelente opcdo em termos de reparo em defeitos 6sseos

criticos.
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