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RESUMO

Diante dos desafios da reconstrugcao de defeito 6sseos extensos, o uso de enxertia
O0ssea ou biomateriais € indicado, sendo necessario o estudo de materiais sintéticos
que possibilitem a viabilidade dos processos regenerativos e reparadores, a fim de
compreender seu mecanismo no processo de reparo 6sseo. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos biologicos de um biovidro nacional (Osteoglass-
OrthoTrauma®) no reparo de defeitos dsseos criticos, criados na calvaria de ratos, por
meio de analise histologica, histomorfométrica e imunoistoquimica. Para tanto, foram
utilizados 54 ratos machos adultos da espécie Rattus norvegicus, variagéo albinus,
Wistar, com idade de 3 a 4 meses, divididos em 3 grupos: OG (grupo Osteoglass-
OrthoTrauma®), BO (grupo Bio-Oss®) e CO (grupo coagulo). Foi realizado defeitos
0sseos criticos, com 8mm de diametro interno, e posteriormente preenchidos com
coagulo ou com os biomateriais. Os grupos foram subdivididos em 3 grupos contendo
6 animais cada um, de acordo com o periodo de eutanasia: 7, 15 e 30 dias. Decorridos
os periodos experimentais, os animais foram eutanasiados e a calvaria foi removida
para realizacdo das analises. Os dados histomorfométricos foram submetidos a
analise por ANOVA Two-Way, complementado com pés-teste de Tukey. O nivel de
significancia foi de 5%. A analise histomorfométrica demonstrou potencial de
neoformacéo dssea semelhante para os biomateriais em todos os periodos de tempo
avaliados, mas sem diferengca estatistica significativa (p>0,05). Na analise
imunoistoquimica, aos 7 dias: o grupo CO foi o unico a apresentar marcagao para
RUNX2 (fator de transcricdo run-related), de forma discreta; a proteina PECAM
(molécula de adesao celular endotelial plaquetaria) marcou de forma discreta somente
para CO e BO; OPN (osteopontina) marcou de forma discreta para CO e BO, e
moderada para OG. Aos 15 dias: a proteina PECAM marcou de forma moderada para
o CO, discreta para BO e de discreta a moderada para o grupo OG; OPN marcou
apresentou marcacgao discreta nos 3 grupos; por fim, aos 30 dias, OCN (osteocalcina)
apresentou marcagao somente para BO e OG, de forma moderada; uma vez que a
TRAP (fosfatase acida resistente em tartarato) marcou de forma discreta no grupo OG
e BO. Portanto, o Osteoglass® demonstrou comportamento osteocondutor no reparo
0sseo de defeitos criticos.

Palavras — chave: Substitutos 6sseos. Materiais biocompativeis. Modelos animais.
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ABSTRACT

Given the challenges of reconstructing extensive bone defects, the use of bone grafting
or biomaterials is recommended, requiring the study of synthetic materials that enable
the viability of regenerative and reparative processes, in order to understand their
mechanism in the bone repair process. This study aimed to evaluate the biological
effects of a national bioglass (Osteoglass-OrthoTrauma®) in the repair of critical bone
defects, created in the calvaria of rats, through histological, histomorphometric and
immunohistochemical analysis. To this end, 54 adult male rats of the species Rattus
norvegicus, albinus variation, Wistar, aged 3 to 4 months, were used, divided into 3
groups: OG (Osteoglass-OrthoTrauma® group), BO (Bio-Oss® group) and CO (clot
group). Critical bone defects, measuring 8mm in internal diameter, were created and
subsequently filled with clot or biomaterials. The groups were subdivided into 3 groups
containing 6 animals each, according to the euthanasia period: 7, 15 and 30 days.
After the experimental periods, the animals were euthanized and the calvaria was
removed for analysis. Histomorphometric data were analyzed using Two-Way ANOVA,
complemented with Tukey's post-test. The significance level was 5%. The
histomorphometric analysis demonstrated similar bone neoformation potential for the
biomaterials in all time periods evaluated, but without a statistically significant
difference (p>0.05). In the immunohistochemical analysis, at 7 days: the CO group was
the only one to show discrete labeling for RUNX2 (run-related transcription factor); the
protein PECAM (platelet endothelial cell adhesion molecule) marked discreetly only for
CO and BO; OPN (osteopontin) marked mildly for CO and BO, and moderately for OG.
At 15 days: PECAM protein was moderately marked for CO, mild for BO and mild to
moderate for the OG group; OPN marked showed discrete marking in the 3 groups;
finally, at 30 days, OCN (osteocalcin) showed moderate staining only for BO and OG;
since TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) was slightly marked in the OG and
BO groups. Therefore, Osteoglass® has demonstrated osteoconductive behavior in the
bone repair of critical defects

Keywords: Bone substitutes. Biocompatible materials. Models, animals.



Lista de Figuras

Figura 1 — Apresentacao clinica do Osteoglass®...............cccccoccveeuennnn. 27
Figura 2 — Marcacao longitudinal do centro da calvaria ...................... 29
Figura 3 — Procedimento cirargico experimental ...............ccocccieeeernne 30
Figura 4 — Espécimes histolOgiCOS .............uuuiiiimiiiiiiiiiiiiiiie e 31
Figura 5 — Corte representativo do defeito 6sseo critico ...................... 33
Figura 6 — Corte representativo dos blocos de parafina....................... 33

Figura 7 — Fotomicrografia da reconstrugdo panoramica de
corte hiStOlOGICO ........uuuiiiiiiiiiiieeeee e 34

Figura 8 — Corte histologico no software Imaged..............cccccevniiinnins 35

Figura 9 — Reconstrugdo panoramica das fotomicrografias dos

00 o Lo J TP PPRRPRPPPPPPPPPPPPPN 37
Figura 10 - Cortes histologicos dos grupos no aumento de 40X......... 40
Figura 11 — Imunomarcagao da proteina Runx2 ..............ccccoevvveeeennnnn. 45
Figura 12 - Imunomarcagéo da proteina OPN............cccoooiiiiiiiiiiiinnnne. 46
Figura 13 — Imunomarcacgao da proteina PECAM..............ccciri. 47
Figura 14 — Imunomarcacgao da proteina OCN.........ccccooeieeiiiiiiiiiiinnnne. 48

Figura 15 - Imunomarcagéo da proteina TRAP ..., 48



Lista de Tabelas e Quadros

Quadro 1 — Distribuigdo amostral segundo grupo e periodo de eutanasia......22
Tabela 1 — Escores de imunomarcagéo do grupo Osteoglass®....................... 33
Tabela 2 — Escores de imunomarcagao do grupo Bio-0ss®.............c.cccceueene. 33

Tabela 3 — Escores de imunomarcagao do grupo Coagulo................cceeveeeeeee. 34



Lista de Graficos

Grafico 1 — Analise de osso neoformado...

Grafico 2 — Analise de particulas residuais

Grafico 3 — Analise de contagem de células..............cccccoeeiiiiiiiiiiinnns

Grafico 4 — Analise de contagem de vasos sanguineos......................



Lista de abreviaturas
ad libutum — expressao em latim que significa “a vontade”
BO - grupo bio-oss®
BV — biovidro
Ca — calcio
CaO - oxido de calcio
CEUA — comisséo de ética no uso de animais
CO — grupo coagulo
EDTA — acido etilenodiamino tetra-acitico
H/E — hematoxilina e Eosina
HTR — material polimérico microporoso
MGP - proteina Gla da matriz
Na — sodio
Na20 — oxido de sodio
OCN - osteocalcina
OG - grupo osteoglass®
OPN - osteopontina
P — fésforo
PECAM — molécula de adesao celular endotelial plaquetaria
P205 — pentodxido de fésforo
RPM — rotagdes por minuto
RUNX2 — fator de transcricédo 2 relacionado a runt
Si — silicio
Si02 — diéxido de silicio

TRAP — fosfatase acida resistente ao tartarato



SUMARIO

O 111120 010 037 o TR 17
p 21 21 L0] 20 17 [0 Y o 1S 19
3 REVISAO DA LITERATURA.........oooeeeetreeee e e sa s eas e sas e enens 20
4 MATERIAL E METODO .....coouieieeeeceteneeeeseeseeessseesassesessssssesenns 26
4.1 Material ... ———————————— 26
4.2 Biomateriais ..........ccooriimmmmmnmnicee s 27
4.2.1 Osteoglass®........cccvrirrmrieriersnisn s 27
4.2.2 BiO-OSS® .....eeieeeccrceerir e e ee s et sne e ene e ne e 27
4.3 Procedimento CirlrgiCo.......ccccceeriiiiiiiiniiccnsssssisssssssnsss s 28
4.4 Manipulagao das AmOStras ... 30
4.4.1 Processamento histolégico e imunoistoquimico.................... 31
4.4.1.1 Andlise histologica e histométrica...........ccocovmmmmmrrrrinieeennnn, 34
4.4.1.2 Analise imunoistoquimica ...........ccccoiiiiiiinrr s 35
4.5 Analise Estatistica.........ccccmmmimmemmncccci s 36
5 RESULTADO ... nnssssss s sssss s s sssss s s s mmnn e 37
5.1 Analise Histologica........ccccceerrriiiiiiiiiiiiieeerrn e 37
5.1.1 Grupo Osteoglass®..........cccrrrrrrmrnmrsenssis s s 37
5.1.2 Grupo Bio-0SS®.........oocoireirceircircecrser et s e s e ne s 38
5.1.3 Grupo CoAgUIO........emmmmierirrrre e 39
5.2 Analise Histomeétrica ... 41
5.2.1 Osso neoformado e particulas residuais ..........ccccevvrrveeennnnnees 41
5.2.2 Contagem de células e vasos ..........cccccvmmmmmmmmmmnnnennnnnnnnnnn. 42
5.3 Analise ImunoistoquIimMICa ........ccuviiiieemmmecccr s 43
(o 0] £ o4 8 E-1-7 .Y o L 49
7 CONCLUSAQ ...t sae e s e sas e sas e eas e as e eae s ne e saenes 53

REFERENCIAS ..ottt e seesssesesssss e s sssssseesssssesssasanas 54



17

1 INTRODUGAO

Tendo em vista a necessidade de estratégias terapéuticas para auxiliar o
tratamento de defeitos Osseos, isso foi possivel com o advento da engenharia de
tecidos, que permite a substituicdo e reconstrucdo tecidual. Assim, sdo adotadas
abordagens condutivas, que consiste no uso de biomateriais afim de facilitar o
crescimento ou regeneragao tecidual, além de abordagens indutoras, que consiste na
ativagao celular através de sinais bioldgicos, proximas da regido de defeito’. Dessa
maneira, a fim de auxiliar no reparo de grandes defeitos, uma variedade de enxertos
0sseos e materiais sintéticos tém sido empregada, como por exemplo: enxertos
0sseos autdogenos, homodgenos, heterdégenos, e também, substitutos Osseos
sintéticos?.

Para reabilitar defeitos 6sseos, o material ideal deveria possuir propriedades
osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutivas; estimular angiogénese; ndo causar
reacado de corpo estranho; ser reabsorvido ao longo do tempo de modo que seja
substituido por osso neoformado; estabilidade mecénica adequada; livre de
complicagdes, além de disponibilidade, facil manuseio e baixo custo?.

O substituto ésseo heterégeno atualmente mais utilizado clinicamente para
reabilitar defeitos 6sseos é o Bio-Oss®, obtido da parte mineral do osso bovino. Esse
material possui caracteristicas estruturais e morfolégicas que favorece a angiogénese
e migracao de células osteogénicas, além de ser biocompativel e possui propriedade
osteocondutoraZ.

Uma alternativa de material para a reparagédo 6ssea, € o uso de substitutos
0sseos sintéticos (ou chamados de aloplasticos). Em geral, os materiais sintéticos
absorviveis para reparacdo o0ssea sao os materiais de escolha, visto que estes
funcionam como uma matriz tanto para o aumento de volume/reconstru¢cao do tecido
0sseo quanto para a manutengdo do espaco, e gradualmente sdo substituidos por
osso neoformado®.

Nesse sentido, o biovidro (BV) € um dos diversos biomateriais desenvolvidos
com intuito de ser um arcabougo mineralizado para proliferacdo de células
progenitoras désseas, composto por hidroxiapatita carbonada, possui composi¢cao
quimicamente e estruturalmente equivalente ao tecido 6sseo®. O BV é um material
bioativo a base de silica sintética, com capacidade de formar ligagbes duraveis com

os tecidos vivos por meio da formacédo de uma camada de apatita semelhante ao osso
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biologicamente ativo em sua superficie, apresentando um dos maiores indices de
bioatividade, sendo capaz de estimular o crescimento 6sseo®’.

Assim, os biovidros se apresentam como alternativa devido a sua composi¢cao
quimica inorganica osteoindutora e capacidade osteocondutivas*. No entanto, a
introducédo de novos biomateriais no mercado deve ser precedida por pesquisas bem
delineadas e, preferencialmente, em modelo animal a fim de determinar sua

previsibilidade e segurancga.
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7 CONCLUSAO

A partir desses resultados, foi possivel concluir que o Osteoglass® possui
propriedades osteocondutora, osteoindutoras e uma boa permeabilidade vascular
durante o reparo de defeitos 6sseos, além de apresentar adequada reabsor¢céo ao
longo do tempo, tornando-se uma opgéo terapéutica para tratamento de defeitos

0sseos.
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