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Oliveira JCS. Avalia¢dao do efeito osteoindutivo do PDGF-BB associado a diferentes
carreadores na regeneracdo Ossea em cavidades cirurgicamente criadas [dissertacdo].

Aragatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2015.

Resumo

Objetivos Defeitos 0sseos extensos em regido maxilo-facial podem ser corrigidos com
enxerto autégeno, no entanto as desvantagens desta modalidade terapéutica levam a
pesquisa por novos substitutos 6sseos. Com isso, avaliamos o comportamento bioldgico
e osteoindutivo do PDGF-BB associado a diferentes carreadores, por meio de andlise
histologica, histométrica e imunoistoquimica em defeitos criticos realizados em calotas

cranianas de ratos.

Materiais e método 96 defeitos criticos de 5 mm de didmetro foram criados em calotas
cranianas de ratos. Cada defeito foi aleatoriamente dividido em 8 grupos experimentais
(AUT, COA, TCP, TCP+PDGF, END, END+PDGF, BIO, BIO+PDGF), avaliados aos

15 e 30 dias pds-operatorios com relag@o a histomorfometria e imunoistoquimica.

Resultados Os resultados mostraram que houve neoformagdo dssea em todos os grupos
analisados, independentemente do tempo pos-operatorio. Aos 30 dias, o grupo TCP s6
nao diferiu do grupo BIO na neoformacao ossea (p = 0,1403). Em nenhum dos grupos
de biomateriais analisados, o fator de crescimento estimulou o aumento da neoformacao

ossea (p > 0,05).

Conclusdo Com a metodologia utilizada, o fator de crescimento associado com os

biomateriais testados ndo induziu neoformacao ossea.

Relevancia clinica Baseado nestes resultados, ¢ necessario desvendar os mecanismos
osteoblasticos nas fases iniciais da cicatrizagdo 6ssea e o seu desfecho em longo prazo,
para que a concentracdo adequada do PDGF-BB possa ser bem empregada com o

arcabouco 0sseo que mais o favorece para as reconstrucdes maxilofaciais.

Palavras chaves: regeneragcdo 0ssea; implantes dentarios; fator de crescimento derivado

de plaquetas; materiais biocompativeis; ratos.



Oliveira JCS. Evaluation of the osteoinductive effect of PDGF-BB associated with
different carriers in bone regeneration in bone surgical defects [dissertation]. Aracatuba:

UNESP — Sao Paulo State University; 2015.

Abstract

Objectives Extensive bone defects in maxillofacial region can be corrected with
autograft, however the disadvantages of this type of therapy lead to the search for new
bone substitutes. Thus, we evaluated the biological behavior and osteoinductive PDGF-
BB associated with different carriers, by histological analysis and immunohistochemical

histometric critical defects performed in rats calvaria.

Materials and method 96 critical defects were created with 5 mm diameter calvaria of
rats. Each defect was randomly divided into eight experimental groups (AUT, COA,
TCP, TCP + PDGF, END, END + PDGF, BIO, BIO + PDGF), evaluated at 15 and 30

postoperative days for histomorphometry and immunohistochemistry.

Results The results showed new bone formation in all groups, independent of
postoperative time. At 30 days, the TCP group just did not differ from BIO group in the
new bone formation (p = 0.1403). In none of the groups analyzed biomaterials, growth

factor stimulated increase in bone formation (p > 0.05).

Conclusion With the methodology used, the growth factor associated with the tested

biomaterials did not induce new bone formation.

Clinical relevance Based on these results, it is necessary to unravel the osteoblastic
mechanisms in the early stages of bone healing and their outcome in the long term, so
that the appropriate concentration of PDGF-BB may be well employed with the bone

structure that most favors for maxillofacial reconstructions.

Keywords: bone regeneration; dental implants; platelet-derived growth factor;

biocompatible materials; rats.
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1 INTRODUCAO

O osso ¢ um tecido mineralizado que confere multiplas fungdes mecanicas e
metabdlicas para o esqueleto, possuindo dois tipos principais distintos de células, os
osteoblastos, ou células que formam osso e os osteoclastos, ou células que reabsorvem
0sso [1-3]. A migragdo de células no intuito de formar e/ou reabsorver tecido 6sseo ¢

um evento importante que ocorre durante varias situagdes fisioldgicas e patologicas [4].

Apesar do nivel de esclarecimento e educacional que a populagdo recebe sobre a
importancia de visitas periddicas ao cirurgido-dentista, sobre programas de prevencdo
de acidentes, ainda hd um niimero significativo de perdas dentérias precoces, sejam eles
provocados por traumas, doengas periodontais e carie. A exodontia ainda ¢ um dos
procedimentos mais realizados na clinica e quando os pacientes ndo sao reabilitados
imediatamente, as consequéncias sdo negativas desarranjando o sistema

estomatognatico.

Quando o processo fisiologico de reabsor¢do dssea atinge um nivel intenso, em
que hd maior atuacdo das agdes dos osteoclastos frente aos osteoblastos, a simples
instalacdo de implantes dentarios torna-se invidvel, necessitando de procedimentos
cirtirgicos auxiliares para recompor a estrutura 0ssea perdida. Embora o osso autogeno
seja ainda considerado o mais eficaz potenciador da cicatrizacdo 6ssea [5], a incidéncia
de complicagdes e o desconforto pos-operatdrio [6-9] fazem com que a engenharia
tecidual desenvolva novas tecnologias que sdo promissoras para a regeneragao Ossea

[7,10,11].

Virias proteinas tém sido mostradas que possuem resposta quimiotatica para os
osteoblastos, e mais recentemente, o fator de crescimento derivado de plaquetas do tipo

BB (PDGF-BB) foi reportado [4,7,12,13]. Os fatores de crescimento sdo mediadores
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bioldgicos que regulam a chave celular dos eventos que sdo parte do processo de reparo
e regeneracdo celulares [14,15]. Originalmente, o PDGF foi identificado como
constituinte do soro de sangue total que estava ausente de células livres derivadas do
plasma. Subsequentemente, foi purificado a partir de plaquetas humanas, e que apesar
dos granulos a de plaquetas serem um importante local de armazenamento, estudos
recentes sugerem que o PDGF pode ser sintetizado por diferentes tipos de células

(mondcitos, macréfagos, células endoteliais e osteoblastos) [8,16].

Na realidade, PDFG ¢ uma familia de fatores de crescimento, que inclui o
PDGF-A, B, C e D. A proteina, no entanto, ¢ biologicamente ativa apenas na forma de
um dimero [8,12]. Ambos, o PDGF-A e o PDGF-B sao capazes de formar homodimeros
e heterodimeros, enquanto que o PDGF-C ¢ o PDGF-D s6 podem existir como
homodimeros [17]. Todas as combinagdes das moléculas de PDGF se ligam via dois
receptores de superficie celular, conhecidos como PDGF-a e PDGF-B apesar de o
PDGF-BB ser o Unico isomero que se liga a todos os receptores isotopicos do PDGF
[12]. Com isso, o PDGF-BB ¢ considerado o isoforma universal para o

desenvolvimento de terapias estratégicas de regeneragao dssea [8,11,18].

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento bioldgico e
osteoindutivo do PDGF-BB associado a diferentes carreadores, por meio de analise
histoldgica, histométrica e imumoistoquimica em defeitos criticos realizados em calotas

cranianas de ratos.
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2 MATERIAL E METODO
2.1 Etica e desenho do estudo

Ap6s a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Estadual Paulista, Brasil (protocolo n°02402-2012), 96 ratos machos da raca Wistar
(entre 250-350g de massa corporal) foram adquiridos no Centro de Animais da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP e mantidos durante a execu¢do da
pesquisa no Biotério do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada a uma
temperatura de 22°C em um ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro com agua e racdo a
vontade. Em cada animal foi realizado um defeito critico na regido parietal da calota
craniana (5 mm de didmetro) e cada animal foi aleatoriamente distribuido em 8 grupos
experimentais com um total de 12 defeitos por grupo de tratamento (n = 12). Os grupos
estudados foram: [1] codgulo, controle negativo; [2] autdgeno, controle positivo; [3]
matriz de beta-tricalcio fosfato (TCP) (Cerasorb®M, Curassan Ltda, Alemanha); [4]
TCP mais 0,3 mg/ml de PDGF-BB (R&D Systems, Inc., USA); [5] matriz de ceramica
de hidroxiapatita (END) (Endobon®, Biomet 3i Ltda, Bélgica); [6] END associado ao
PDGF-BB; [7] matriz de osso bovino mineralizada (BIO) (Bio-Oss®, Geistlich Pharma

Group Ltda, Suiga) e [8] BIO acrescido de PDGF-BB.

2.2 Procedimento cirargico

Ap6s 12 horas de jejum, os animais foram anestesiados com cloridrato de
xilazina (0,03 ml/100 g de peso corporal [pc] / intraperitoneal [ip]; Dopaser®
Laboratdrios Calier AS, Espanha) e ketamina (7 pl / kg pc / ip; Fort Dodge Saude
Animal Ltda, Brasil) via intramuscular. Além disso, receberam uma infiltracdo de

solucdo anestésica local contendo cloridrato de mepivacaina (0,3 ml / kg, Scandicaine
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2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franga) para hemostasia do campo
operatorio. Em seguida foi realizada tricotomia e antissepsia da regido da calota
craniana, incisdo e descolamento do retalho total para a realizagdo dos defeitos 6sseos
de tamanho critico, obtidos por meio da utilizagdo de uma broca trefina de 5 mm de
diametro (31 Implant Innovations, Inc., EUA). Cada defeito foi preenchido de acordo
com o grupo a qual pertencia, de acordo como especificamente anteriormente € o0s
tecidos moles devidamente reposicionados e suturados. No pds-operatério imediato,
cada animal recebeu uma dose unica de 24.000 UI de Penicilina G-Benzatina
(Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Satide Animal Ltda., Brasil). Os
animais foram sacrificados aos 15 e 30 dias pos-operatérios por meio de uma

sobredosagem anestésica.

2.3 Processamento em parafina

As pecas de interesse foram coletadas e fixadas em formol a 4%. Apos trés dias,
foram colocadas em solucdo de EDTA a 18% para sofrerem o processo de
descalcificagdo por aproximadamente seis semanas. Durante esta fase, as pecas foram
devidamente reduzidas, permanecendo apenas a regido a ser analisada. Em seguida,
foram desidratadas por uma sequencia de alcoois e realizada a diafanizacdo com xilol
sendo incluidas em parafina posteriormente. Os blocos foram entdo cortados com um
auxilio de micrétomo obtendo-se cortes com 5 um de espessura € montados em laminas.
Algumas dessas laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e o restante

foram utilizadas para as reagdes de imunoistoquimica.
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2.4 Analise histomorfométrica

As mensuragdes foram realizadas pela examinadora E. R. L. As laminas coradas
foram inspecionadas no microscopio Optico (Leica® DMLB, Suiga) e as areas de
interesse foram registradas por uma camera de captagdo de imagem (Leica® DC 300F
Microsystems Ltda., Suica) acoplado ao microscopio e conectado a um
microcomputador Pentium III com um software analisador de imagens digitalizadas
ImagelLab 2000 (Software de Processamento ¢ Analise de Imagens, Canadd). A analise
se restringiu ao espaco compreendido entre as duas bordas do defeito 6sseo. De acordo
com as imagens coloridas falsas desenhadas sobre a imagem do defeito (Adobe
Photoshop, Adobe, EUA), o tecido dsseo e os substitutos 6sseos foram medidos com o
software apropriado, Image J (National Institutes of Health, EUA). A area de tecido
6sseo neoformado por area total do defeito (AON / AT) e a area do substituto 6sseo por

area total do defeito (ASO / AT) foram calculados a partir das amostras histoldgicas.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de homocedasticidade, ndo apresentando
distribui¢do normal, portanto foi realizado um modelo linear generalizado através do
Proc Genmod do programa SAS University Edition. O nivel de significancia foi p <

0,05.
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2.6 Analise imunoistoquimica

Para cada anticorpo utilizado, foi avaliada a expressdo das proteinas semi-
quantitativamente pela atribuicdo de escores de acordo com o nimero de células
imunomarcadas na calota craniana. A imunoperoxidase foi o método de deteccao
utilizado. A atividade da peroxidase endogena foi inibida com peroxido de hidrogénio.
As laminas foram submetidas a fase de recuperagdo dos antigenos com o tampao de
citrato fosfato (pH = 6,0). Os anticorpos primarios foram utilizados contra runx-2,
fosfatase alcalina (ALP), osteopontina (OP), osteocalcina (OC), colageno tipo I (COL-
1) e TRAP (Santa Cruz Biotecnologia, Brasil), que estdo envolvidas nos processos de
osteoindugdo, mineralizacdo e reabsorcdo Ossea. Utilizou-se o anticorpo secundario
biotinilado produzido em cabra (Pierce Biotecnologia) e um kit amplificador Avidin e
Biotin (Vector Laboratério). O cromdgeno utilizado foi diaminobenzidina (Dako) e o
fim da reagdo foi corado contra os cortes de coloracdo de hematoxilina de Harris. As
analises foram realizadas utilizando um microscopio optico (Leica® DLMB, Suica). Os

controles negativos foram realizados para avaliar a especificidade dos anticorpos.

3 RESULTADOS

3.1 Analise histologica

Grupo Coagulo

Aos 15 dias pés-operatorios, a fina camada de tecido dsseo neoformado ocupava
parcialmente o defeito cirtrgico. Presenca do tecido conjuntivo, mas sem diferenciagao
entre as células inflamatorias, com numero discreto de fibroblastos, macrofagos e

linfocitos.
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Aos 30 dias, observou-se fina camada de tecido 6sseo neoformado, ocupando
toda a extensdo do defeito. De um modo geral, evidenciavam-se neoformagdes dsseas
proximas aos cotos do defeito cirirgico, mas ainda com bastante tecido conjuntivo ao

redor com predominancia maior de fibroblastos em relagao as células inflamatorias.

Grupo Autdgeno

Aos 15 dias pds-operatorios, observou-se uma discreta presenca de tecido 6sseo
neoformado préoximo as bordas dos defeitos e circunscrevendo algumas particulas do
enxerto autdégeno. Apesar disso, ndo se notava a presenca dos ostedcitos o que

caracteriza osso maduro.

Aos 30 dias poés-operatorios, notou-se maior quantidade de tecido 0Osseo
neoformado presente em praticamente todo o defeito 6sseo. Em geral, observou-se
maior quantidade do osso utilizado como enxerto. Presenga de tecido conjuntivo ainda

em algumas areas do defeito.

Grupo TCP e TCP + PDGF-BB

Em ambos, aos 15 dias pds-operatérios, a formagdo de osso foi observada
principalmente nas bordas do defeito Osseo e entre os granulos do biomaterial
circundado por tecido conjuntivo, observado em algumas laminas. Ja aos 30 dias pos-
operatdrios, observou-se maturacdo 6ssea do tecido neoformado entre as particulas do
biomaterial, além da presenga do tecido 6sseo neoformado nas extremidades do defeito
(Fig. 1). A adicao do PDGF-BB nao demonstrou maior formag¢ao dssea em comparacao

ao grupo TCP sem o fator de crescimento.



27

Grupo END e END + PDGF-BB

Aos 15 dias pos-operatdrios, observa-se pouca formagdo dssea, restringindo-se
basicamente nas bordas do defeito 6ssea. Presenca marcante de células inflamatorias,
incluindo macréfagos e linfocitos circundando os granulos do biomaterial. Com 30 dias
pos-operatorios, notam-se pontes de formacdo ossea das bordas ao centro do defeito
(Fig. 1). As mesmas caracteristicas do grupo sozinho sdo observadas com a adi¢do do

PDGF-BB.

Grupo BIO e BIO + PDGF-BB

Aos 15 dias pds-operatorios, nota-se uma ligeira neoformagdo 6ssea seguindo o
mesmo padrdo proveniente do osso trabeculado existente nas bordas do defeito.
Presenga de tecido conjuntivo fibroso, com particulas do biomaterial por toda extensao

do defeito.

Com 30 dias pds-operatorios, foram identificadas as particulas do biomaterial,
com maior formagao de tecido mineralizado se estendendo desde as bordas até o centro
do defeito (Fig. 1). As caracteristicas histoldgicas sdao as mesmas do grupo BIO com o

fator de crescimento, comparado ao grupo BIO sozinho.

3.2 Analise histométrica

Com relagdo a formacdo de tecido 6sseo, todos os grupos analisados, nos dois

tempos pos-operatorios, apresentaram neoformagado ossea.



28

Apoés 15 dias pos-operatérios, os grupos TCP e END apresentaram maior
formagao de tecido 6sseo por area total do defeito (AON / AT). O grupo TCP sozinho
obteve uma neoformagdo Ossea maior quando comparamos 0 mesmo biomaterial
adicionado com o fator de crescimento derivado de plaquetas, sendo também
estatisticamente significante aos grupos BIO+PDGF e END+PDGF (p < 0,05). O grupo
BIO teve um desempenho um pouco melhor comparado ao grupo BIO+PDGF, mas sem
diferir estatisticamente (Fig. 2). O grupo autégeno ndo diferiu de todos os demais

grupos analisados.

No que tange a quantidade de biomaterial por area total do defeito (ASO / AT),
o TCP+PDGEF apresentou maior quantidade do biomaterial, estatisticamente significante
aos grupos BIO, BIO+PDGF, END ¢ END+PDGF (p < 0,05), demonstrando que o fator
de crescimento ndo estimulou a fagocitose do TCP. O biomaterial BIO+PDGF
apresentou menor quantidade de biomaterial presente no defeito dsseo, inclusive

diferindo dos demais grupos, exceto grupo codgulo que ¢ desprovido de biomaterial

(Fig. 3).

Aos 30 dias pds-operatorios, o grupo TCP apresentou maior quantidade de osso
neoformado por area total (AON / AT), sendo estatisticamente significantes aos grupos
autogeno, coagulo, BIO+PDGF, END, END+PDGF e ao proprio TCP com o fator de
crescimento (p < 0,05) (Fig. 4). Em nenhum dos grupos de biomateriais analisados, o
fator de crescimento estimulou o aumento da neoformacao o6ssea. Ja em relagdao a ASO /
AT, o grupo TCP teve a maior quantidade de biomaterial ndo sendo estatisticamente

significante aos demais grupos (p > 0,05) (Fig. 5).
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3.3 Analise imunoistoquimica

As avaliagdes imunoistoquimicas foram realizadas através de analise qualitativa
ordinal, onde a partir da atribuicdo de escores (tabela 1), foi caracterizada a
imunomarcagdo para diferentes proteinas que sinalizam o processo de formagdo e

reabsor¢ao Ossea, bem como o fendtipo osteoblastico (Figs 6, 7, 8,9, 10e 11).

O grupo BIO mostrou aos 15 dias pos-operatorios, imunomarcacgao leve para
ALP e moderada para OP, caracterizando etapa precoce para a mineralizagao do tecido
0sseo. A proteina COL-1, que representa a principal proteina da matriz do tecido 6sseo,
apresentou-se de forma moderada. J4 a RUNX-2 e a OC, proteinas que caracterizam o
fendtipo osteoblastico, apresentaram-se com marcagao moderada. A reabsor¢do dssea

foi caracterizada pela marcacao positiva para TRAP de forma leve.

Aos 30 dias, o grupo BIO apresentou escore moderado e intenso para ALP e OP,
respectivamente, evidenciando que a atividade de mineralizacdo manteve-se, de modo
mais intenso. O COL-1 mostrou marcagdo leve, indicando pouca formagao dssea em
atividade. O fenotipo osteoblastico, marcado por RUNX-2 e OC mostrou-se de forma
evidente, no entanto, a RUNX-2 foi moderadamente marcada e a OC marcada de forma

intensa, como proteina que sinaliza a fase tardia da mineralizagao.

A associagdao BIO mais o fator de crescimento, aos 15 dias, mostrou escore
intenso para ALP e moderado para OP. J4 o COL-1, onde o cdlcio ira precipitar para a
formacao de osso mostrou imunomarca¢do moderada. Com relagdo a RUNX-2 e OC,
essas proteinas obtiveram escores leve e moderado, respectivamente e a proteina que
sinaliza a atividade dos osteoclastos obteve marcagdo leve (TRAP), portanto, houve

uma maior formacdo 6ssea. Aos 30 dias pds-operatorios, o BIO+PDGF-BB obtiveram
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escore intenso para ALP, e leve para as proteinas OP, COL-1, RUNX-2 ¢ OC, com

atividade moderada da TRAP, sinalizando um turnover para reabsor¢do dssea.

Em se tratando do grupo TCP, inicialmente, observou-se imunomarcagao
moderada para ALP e intensa para OP, além do escore leve para o COL-1. J& com
relacdo a RUX-2 e OC, proteinas que representam o fendtipo osteoblastico, sendo uma
etapa tardia do processo de formagdo dssea, houve uma marca¢do moderada com a
TRAP obtendo uma imunomarcag¢ao leve. Com 30 dias, as proteinas ALP, OP, COL-1 e
OC apresentaram escore intenso. A RUNX-2 e a TRAP obtiveram uma marcagao

moderada.

No grupo TCP+PDGF-BB, aos 15 dias, houve marca¢do moderada para ALP,
COL-1 e TRAP. As proteinas que obtiveram uma imunomarca¢do mais intensa foram
OP e RUNX-2. A OC mostrou escore leve. O turnover representado por OC versus
TRAP demonstrou maior atividade de reabsor¢do 6ssea. Com 30 dias, este grupo
apresentou marcacdo moderada para ALP, OP e TRAP; marcagdo leve para COL-1 e

RUNX-2; e marcagdo intensa para OC, evidenciando maior formacao de tecido dsseo.

Com 15 dias pos-operatorios, o grupo END apresentou imunomarcagao
moderada para ALP, COL-1, OC e RUNX-2, estas duas ultimas representando o
fenotipo osteoblastico; a OP e a TRAP apresentaram marcagao leve. Aos 30 dias, este
mesmo grupo mostrou marcagdo intensa para ALP e leve para OP, sinalizando o inicio
de neoformacdo 6ssea. O COL-1 mostrou escore intenso, demonstrado pelas proteinas
anteriores. OC e RUNX-2 obtiveram marca¢do moderada em contraposi¢cdo a TRAP,

que obteve marcagdo leve.

O biomaterial END+PDGF-BB, com 15 dias, apresentou marcagdo leve para

ALP, COL-1 ¢ RUNX-2 com OP mostrando escore leve. O tunover se mostrou
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equilibrado, ja que OC e TRAP obtiveram marca¢ao leve. Com 30 dias, o tunover dsseo
ainda se mostrou equilibrado, com a RUNX-2, proteina do fenotipo osteoblastico,

obtendo um escore moderado.

O grupo controle positivo, autdogeno, aos 15 dias pods-operatdrios, apresentou
escore moderado para ALP, OP, COL-1 e OC; escore intenso para RUNX-2 e leve para
TRAP. J4 aos 30 dias, mostrou marcagao moderada para ALP, COL-1 e TRAP e intensa
para OP, OC e RUNX-2. Portanto, nos dois tempos analisados, houve maior turnover

para a neoformagdo dssea neste grupo.

Ja no grupo controle negativo, coagulo, inicialmente os escores foram leve para
COL-1, OP e TRAP; moderado para ALP e RUNX-2 e intenso para OC. Apos 30 dias,
a imunomarcacao foi moderada para ALP, COL-1 e TRAP e intensa para OP, OC e

RUNX-2.

4 DISCUSSAO

Varias técnicas ¢ biomateriais tém sido testados no intuito de fornecer condi¢des
para a instalagdo de implantes dentarios em reconstrugdes 0sseas, € para isso, modelos
experimentais de estudo sdo largamente empregados para estudar suas aplicabilidades
clinicas [19,20]. Neste estudo, avaliamos se o PDGB-BB exercia alguma influéncia no
processo de neoformacdo dssea com diferentes tipos de carreadores. A partir dos nossos
resultados, ndo notamos uma acgdo consideravel na diferenciagdo osteoblastica e na

formagdo de matriz de coldgeno no processo de mineralizagao Ossea.

Em resposta a proposicao do nosso trabalho, os efeitos do PDGF-BB reportados

na literatura, parecem ser mais significantes durantes os periodos precoces da
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cicatrizagdo 0ssea, como em outros modelos animais [21-23] ¢ em um estudo clinico
[24], por isto, optamos em analisar este fator de crescimento em periodos tardios, para
desvendar quais beneficios ocorrem nos periodos de tempo analisados. No que concerne
a presenga do biomaterial com o PDGF-BB, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos, portanto, ndo existe correlacdo entre o fator de crescimento e os diferentes tipos
de Dbiomaterial, considerando composi¢do quimica, cristalinidade, forma de
apresentacdo e porosidade, varidveis que podem influenciar no desempenho bioldgico

[25,26], apesar da maior quantidade por area total do TCP aos 30 dias pos-operatorios.

De um modo geral, com relacdo as analises histomorfométrica e
imunoistoquimica, ambas em consonancia, mostraram que houve um “start” inicial na
cicatriza¢do 6ssea com neoformagdo nas bordas do defeito, mas ndo se manteve até o
final do processo como demonstrado pela dindmica da marcagdo das proteinas. Nesse
caso, ¢ totalmente valido testar o PDGF-BB em vaérias situacdes de enxertia 6ssea € com
outros biomateriais, ou até mesmo, variar as concentracdes empregadas do fator de
crescimento como realizado em um trabalho experimental [10], apesar de um grupo de
estudo ja ter observado a concentragdo ideal de 0,3 mg/ml a partir de alguns estudos

[14,18,27].

Células osteoprogenitoras, fatores osteoindutores e arcabougos 0sseos sao os trés
elementos principais para o estudo da engenharia tecidual [10,28], empregados
principalmente em defeitos criticos de calotas cranianas de ratos. O defeito de tamanho
critico [29,30], como utilizado neste trabalho, ndo permite a avaliagdo da cicatrizacao
Ossea sob condicdes fisiologicas / biomecanicas de carga, além da limita¢do na andlise
de quantidade de tecido disponivel para histologia (por exemplo, genoma),
especialmente durante os periodos precoces de cicatrizacdo [19], além de que a

integragdo das variaveis nao pode ser cumprida em um unico modelo sozinho [20].



33

Os autores acreditam que o modelo animal utilizado pode ter influenciado no
desempenho do fator de crescimento. Uma sugestdo para trabalhos futuros ¢ avaliar o
PDGF-BB em cirurgias de levantamento de seio maxilar de coelhos, uma vez que esses
animais ndo sdo tdo caros, sdo de facil anestesia além de que a membrana do seio
maxilar contém muitas glandulas serosas, sendo uteis na determinagao da perfuracao da
membrana, caso ocorra. Isso porque o sitio perfurado na membrana regenerada possui

tecido conectivo ao invés de glandulas serosas [31].

Neste estudo, avaliamos o PDFG-BB em tempos considerados tardios, avaliando
quais eventos celulares poderiam acontecer, demonstrando que ndo houve uma resposta
satisfatoria em relacdo ao processo de neoformagdo éOssea. Entretanto, ndo sabemos
ainda se pode haver algum estimulo inicial no que tange a diferenciagdo mais intensa
das células osteoblasticas ou se houve ¢ ndo se manteve durante a cicatrizagdo, sendo

mais bem avaliado nos periodos iniciais, aos trés e/ou sete dias, por exemplo.

Por meio do estudo imunoistoquimico realizado, independente do tempo pds-
operatdrio, notamos que todos os grupos com o PDGF-BB tiveram uma boa sinalizagdo
para ALP, OP e OC, evidenciando que osteoblastos diferenciados sintetizam e secretam
fosfatase alcalina e proteinas da matriz 6ssea como osteopontina e osteocalcina [32], o
que nos leva a supor que o fator de crescimento apresenta alguma agdo chave no

estimulo e diferenciacao osteoblastica corroborando com outros estudos [8,10].

O Bi0-Oss® ¢ uma biomaterial constituido de osso bovino desproteinizado de
baixa reabsor¢ao, quimica e fisicamente idéntico ao osso humano [33], entretanto, assim
como demonstrado que a proteina morfogenética dssea recombinante humana tipo 2

(rhBMP-2) possui um efeito negativo quando associado ao biomaterial Bio-Oss® [34],
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no nosso trabalho, este biomaterial teve desempenho aquém do esperado aos 30 dias,

quando acrescentado ao PDGB-BB, que ¢ outro tipo de fator de crescimento.

Diferentemente do BIO, o TCP, um derivado da hidroxiapatita que ¢ um
componente inorganico do osso [9], como publicado em outros estudos do nosso grupo
de pesquisa [35,36], mais uma vez apresentou um desempenho relevante, nos dois
tempos operatorios avaliados, inclusive tendo mais formagdo dssea que o BIO aos 30
dias. Além disso, o PDGF-BB parece ndo ter interferido nas caracteristicas
osteocondutoras do TCP, uma vez que este biomaterial ainda se apresentava com
quantidade consideravel na area regenerada, mantendo o volume do defeito [28],
provavelmente devido a configuragdo tridimensional de suas macro e microparticulas

que resultam em melhor osteoconducgao [9].

Apesar das vantagens do modelo animal empregado neste estudo como a
padronizacdo dos defeitos, facil acesso cirtirgico, e suporte para implantacdo do
biomaterial [19,20], este trabalho possui limitagdes, como qualquer outro, que podem
ter influenciado na atuacdo do PDGB-BB. Os objetivos iniciais do estudo foram
alcangados, mas ¢ necessario ampliar o arsenal de pesquisa, no intuito de determinar o

tamanho ideal da amostra e quais tipos de biomateriais a serem associados.

5 CONCLUSAO

A associacdo dos biomateriais testados com o fator de crescimento PDGF-BB
ndo contribuiu para uma maior neoformagdo 6ssea na metodologia empregada neste
estudo. Como sugestdo para trabalhos, a partir de outras metodologias, tentar desvendar

0s mecanismos osteoblasticos nas fases iniciais da cicatriza¢do ossea ¢ o seu desfecho
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em longo prazo, para que a concentragdo adequada do PDGF-BB possa ser bem

empregada com o arcabougo dsseo que mais o favorece.
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Tabela 1 — Escores assinalados de forma semi-quantitativa, apresentando uma variagao de
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11313

para

nenhuma marcacgao, e “+”, “++” ¢ “+++” para menos, moderada e intensa marcacao, respectivamente.

15 dias
BIO
BIO+PDGF
TCP
TCP+PDGF
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+ + + +

++
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Abreviagdes: ALP, fosfatase alcalina; COL-1, colageno tipo I; OP, osteopontina; RUNX-2, fator de

transcri¢do; TRAP, fosfatase acida tartarato resistente; BIO, osso bovino desmineralizado; PDGF, fator de

crescimento derivado de plaquetas; TCP, beta tricalcio fosfato; END, hidroxiapatita.
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Figuras:

Fig. 1 Imagens histologicas dos defeitos de calotas cranianas de ratos tratados com AUT, COA, TCP,

END, BIO aos 30 dias pds-operatorios. (coloracdo de HE, e magnificagdo de 125x).



44

END + PDGF TCP + PDGF

BIO + PDGF

Fig. 2 Imagens histologicas dos defeitos de calotas cranianas de ratos tratados com TCP + PDGF, END +
PDGF, BIO + PDGF aos 30 dias pos-operatorios, em que observamos que a adicdo do fator de
crescimento ndo proporcionou aumento da formag@o dssea com os biomateriais testados comparado com

a figura anterior. (coloragdo de HE, e magnifica¢do de 125x).
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Distribuicio Osso Neoformado por Grupo com 15 dias
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Fig. 3 Gréafico da area de osso neoformado por area total do defeito (AON / AT) nos defeitos de calotas
cranianas de ratos aos 15 dias pds-operatorios. Analise estatistica indicou significancia estatistica de 5%
entre BIO e END (p<0,039); BIO+PDGF e TCP (p<0,007); BIO+PDGF e COA (p<0,019); BIO+PDGF e
END (p<0,0004); TCP e TCP+PDGF (p<0,035); TCP ¢ END+PDGF (p<0,014); TCP+PDGF ¢ END

(p<0,010); END e END+PDGF (p<0,002). Modelo linerar generalizado.
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Distribuicio Biomaterial por Grupo com 15 dias
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Fig. 4 Grafico da area de biomaterial por area total do defeito (ASO / AT) nos defeitos de calotas

cranianas de ratos aos 15 dias pos-operatdrios. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05). Modelo linear

generalizado.
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Distribuicio Osso Neoformado por Grupo com 30 dias
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Fig. 5 Grafico da area de osso neoformado por area total do defeito (AON / AT) nos defeitos de calotas
cranianas de ratos aos 30 dias pds-operatorios. Analise estatistica indicou significncia estatistica de 5%
entre AUT e BIO (p<0,0001); AUT e BIO+PDGF (p<0,0033); AUT e TCP (p<0,0001); AUT e
TCP+PDGF (p<0,0012); AUT e COA (p<0,0307); BIO e BIO+PDGF (p<0,0001); BIO e TCP+PDGF
(p<0,0001); BIO e COA (p<0,0004); BIO ¢ END+PDGF (p<0,0005); BIO+PDGF e TCP (p<0,0001);
BIO+PDGF e COA (p<0,0001); BIO+PDGF e END (p<0,0021); TCP ¢ TCP+PDGF (p<0,0001); TCP e
COA (p<0,0001); TCP e END (p<0,0048); TCP e END+PDGF (p<0,0001); TCP+PDGF e COA

(p<0,0001); TCP+PDGF e END (p<0,0001). Modelo linear generalizado.
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Fig. 6 Grafico da area de biomaterial por area total do defeito (ASO / AT) nos defeitos de calotas

cranianas de ratos aos 15 dias pds-operatorios. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05). Modelo linear

generalizado.
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Fig. 7 Analise imunoistoquimica da fosfatase alcalina (ALP) do BIO, END e TCP sozinhos e associados

ao PDGF aos 30 dias pos-operatdrios. (magnificagdo de 400x).

BIO+PDGF

9 .‘

Fig. 8 Analise imunoistoquimica da osteopontina (OP) do BIO, END e TCP sozinhos e associados ao

PDGF aos 30 dias pos-operatorios. (magnificagdo de 400x).
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Fig. 9 Analise imunoistoquimica do colageno tipo I (COL-1) do BIO, END e TCP sozinhos e associados

ao PDGF aos 30 dias pos-operatdrios. (magnificagdo de 400x).

Fig. 10 Analise imunoistoquimica da osteocalcina (OC) do BIO, END e TCP sozinhos e associados ao

PDGEF aos 30 dias pos-operatorios. (magnificacdo de 400x).
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Fig. 11 Analise imunoistoquimica da RUNX-2 do BIO, END e TCP sozinhos e associados ao PDGF aos

30 dias pds-operatorios. (magnificagdo de 400x).

Fig. 12 Analise imunoistoquimica da TRAP do BIO, END e TCP sozinhos e associados ao PDGF aos 30

dias pos-operatorios. (magnificagdo de 400x).
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ANEXO B — Normas da revista selecionada para a publicacdo do artigo.
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Instructions for Authors 5
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# The name(s) of the author(s)
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# The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
# The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract
Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following

sections:

= Objectives (stating the main purposes and research question)
& Materials and Methods

= Results

# Conclusions

# Clinical Relevance

These headings must appear in the abstract.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

+ Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
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# Use the automatic page numbering function to number the pages.

+ Do not use field functions.
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Tables 5

# All tables are to be numbered using Arabic numerals.
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# Supply all figures electronically.
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= Name your figure files with "Fig” and the figure number, e.g., Fig1.eps.
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ANEXO C — Ilustragdes da fase cirtirgica.

Fig.1: Tricotomia da regidio da calota  Fig.2: Antissepsia da regido da calota
craniana craniana

Fig.3: Lamina de bisturi posicionada para
realizacdo da incisdo

Fig.5: Descolamento do retaltho para Fig.6: Defeito 0sseo realizado
exposicdo de toda a regido da calota
craniana
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ANEXO D — Suplemento de imagens da analise histologica - coloragao HE (400x).
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