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Almeida LCQ. Avaliacdo do reparo 0sseo em defeitos criticos preenchidos com
bioceramicas sintéticas e uma membrana sintética a base de polidioxanona [Tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

O uso de materiais regenerativos € uma das técnicas indicadas para a reconstrucao
de defeitos 0Osseos, com resultados mais eficazes e previsiveis, gracas ao
desenvolvimento da bioengenharia. O objetivo deste trabalho foi avaliar o processo
de reparo 0sseo utilizando bioceramicas sintéticas e membrana absorvivel a base de
polidioxanona (PDO) em defeitos dsseos criticos, realizados em calvaria de ratos. Os
resultados foram formatados em 3 artigos cientificos. Sendo, que os dois primeiros
estdo relacionados as bioceramicas e o terceiro artigo, com a regeneracdo 0ssea
guiada por meio da membrana de polidioxanona. Em todos os artigos foram realizadas
analises de histometria, microtomografia computadorizada, imunoistoquimica e PCR.
Neste estudo foram utilizados 185 animais, com a confeccao de dois defeitos criticos
por animal, divididos em 10 grupos experimentais, preenchidos da seguinte forma: G1:
Plenum® Oss HA (PHA), G2: coagulo sanguineo (CG); G3: Plenum® Oss B-TCP, G4
(PB): Cerasorb® (CS) G5: Plenum® Oss hp (PO), G6: BoneCeramic® (BC), G7:
Plenum® Oss hp + Plenum® Guide (PG), G8: Plenum® Guide + coagulo (PC), e G9:
Bio-Gide® + Plenum® Oss (BG) hp e G10: Bio-Gide® + coagulo (BC). Os animais foram
submetidos a eutanasia apos os periodos de 07, 15, 30 e 60 dias. As amostras foram
coletadas e preparadas para todas as andlises propostas. Na comparacéo entre 0s
grupos PO e BC, ndo observamos diferencas estatisticamente significantes entre a
formacao de tecido conjuntivo, tecido 6sseo e os remanescentes do biomaterial entre
0s grupos. Na comparacdo entre os grupos PB e CS, dentro dos parametros
avaliados, ndo houve diferenca estatistica entre si, contudo, as condi¢des celulares
iniciais foram mais favoraveis para o grupo PB, ao avaliar as analises de biologia
molecular. Quando comparados os grupos PG e BG, ndo observamos diferencas
significativas pelas andlises de histometria e microtomografia computadorizada,
porém, o grupo PG apresentou uma imunomarcac¢ao melhor em relacao ao grupo BG.
Concluimos que os materiais testados pelas analises propostas neste estudo
apresentaram resultados satisfatorios e ndo apresentaram diferencas em comparacao
aos demais materiais comparadores, sendo, portanto, considerados uma opc¢ao viavel
como substituto 6sseo sintético, bem como barreira na regeneracdo éssea guiada.

Palavras chave: Substitutos 6sseos. Polidioxanona. Materiais biomédicos.



Almeida LCQ Evaluation of bone repair in critical defects filled with synthetic
bioceramics and a synthetic membrane based on polydioxanone [Tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

The use of regenerative materials is one of the techniques indicated for the
repair/reconstruction of bone defects, with more effective and predictable results,
thanks to the development of bioengineering. The objective of this work was to
evaluate the bone repair process using synthetic bioceramics and a polydioxanone
(PDO)-based resorbable membrane in critical bone defects in rat calvaria. The results
were formatted in 3 scientific articles. The first two are related to bioceramics and the
third article, with bone regeneration guided by a polydioxanone membrane. Histometry,
computed microtomography, immunohistochemistry, and PCR analyzes were
performed in all three articles. 185 rats were used in this study, with two critical defects
per animal, divided into 10 experimental groups as follows: G1: Plenum® Oss HA
(PHA), G2: blood clot (CG); G3: Plenum® Oss B-TCP, G4 (PB): Cerasorb® (CS) G5:
Plenum® Oss hp (PO), G6: BoneCeramic® (BC), G7: Plenum® Oss hp + Plenum®
Guide (PG), G8: Plenum® Guide + clot (PC), and G9: Bio-Gide® + Plenum® Oss (BG)
hp and G10: Bio-Gide® + clot (BC). The animals were euthanized after periods of 07,
15, 30, and 60 days. The samples were collected and prepared for all proposed
analyses. Comparing the PO and BC groups, we did not observe statistically significant
differences between the formation of connective tissue, bone tissue, and biomaterial
remnants amongst the groups by the proposed analyses. In the comparison between
the PB and CS groups, within the evaluated parameters, there were no statistical
differences between them, however, the initial cellular conditions were more favorable
for the PB group by the molecular biology analyses. When comparing the PG and BG
groups, we did not observe significant differences by histometry and computed
microtomography analyses, however, the PG group presented better immunostaining
in relation to the BG group. We conclude that the materials tested by the analyzes
proposed in this study presented satisfactory results and did not present differences
compared to the other control materials, therefore, considered viable options as
synthetic bone substitutes, as well as a barrier in guided bone regeneration.

Keywords: Bone substitutes. Polydioxanone. Biomedical materials.
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1 INTRODUCAO

Defeitos 0sseos criticos séo classificados como aqueles em que o reparo 0sseo
nao se completa espontaneamente, havendo necessidade da utilizacdo de enxertos
para o preenchimento ou reconstrucdo e concomitante estimulacdo da neoformacao
6ssea’. Esses enxertos podem variar conforme sua origem entre autélogos,
homogenos, heterdgenos ou substitutos 0sseos sintéticos (materiais aloplasticos),
sendo utilizados separadamente ou de maneira combinada??.

Fatores fisiol6gicos, traumaticos, patoldgicos ou congénitos podem condicionar
ou agravar a reabsorcdo O0ssea das cristas alveolares, levando a uma situacao
clinicamente limitante, inviabilizando a reabilitacdo oral por meio de implantes
osseointegraveis®4. Além disso, a regeneracdo 6ssea é um processo fisiolégico
complexo que visa a restauracdo ou manutencdo da funcdo 6ssea®®. Esse processo
envolve multiplas fases que incluem a reabsorcédo do tecido 6sseo necrosado e do
coagulo subsequente ao trauma e desenvolvimento de processo inflamatério que
propicia a liberagéo de fatores de crescimento que irdo auxiliar na diferenciagao celular
e consequente formacao do tecido 4sseo.

Embora bastante semelhantes em varios aspectos a outros processos de
reparo no organismo, o tecido 6sseo demanda a presenca de células osteogénicas
progenitoras, sinalizacdo osteoindutora, matriz osteocondutiva e adequado aporte
sanguineo, pois a vascularizacdo local representa um importante fator no reparo
0sseo em que ha a liberacdo de fatores de crescimento, facilitacdo de oxigenacéo
local e afluxo de nutrientes” 89,

A osteoconducédo € a capacidade do enxerto ou substituto 6sseo em auxiliar o
reparo tecidual, permitindo a infiltracdo vascular e a quimiotaxia de elementos
celulares envolvidos na formagdo do o0sso como células mesenquimais
indiferenciadas, osteblastos, osteoclastos e outros. A osteoindugdo consiste no
processo de inducdo da diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas e de
células osteoprogenitoras em osteoblastos ap0s a exposicdo a moléculas
provenientes do enxerto ou substituto 6sseo®’.

Tal cascata de eventos celulares é mediada por iniumeros fatores de
diferenciacdo, entre eles fator de crescimento de transformacdo-f (TGF-B,

Transforming Growth Factor-f) e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP’s, Bone
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Morphogenetic Protein). Por fim, a osteogénese € a formacdo de novo 0sso a partir
de células mesenquimais indiferenciadas e células osteoprogenitoras oriundas do
enxerto ou do hospedeiro. Essas células desempenham papel importante como
progenitoras de osteoblastos e sdo responsaveis por parte do equilibrio homeostatico,
além de participarem da regulacao da osteoclastogénese por meio da expressédo do
RANK-L (Receptor Activator, Nuclear Kappa — Ligand) e do OPG (osteoprotegerina)®.

As bioceramicas representam uma classe de materiais regenerativos
desenvolvidas no intuito de servir de arcabouco mineralizado para proliferacdo de
células progenitoras ésseas, principalmente pelo fato de apresentarem em sua
composicao fosfato de célcio e por possuir uma composi¢ao quimica similar ao tecido
0sseo. As bioceramicas sintéticas apresentam caracteristicas osteocondutivas em
testes in vitro e in vivo, servindo ndo apenas como arcabougo, mas também
estimulando a migracgéo celulart011.12.13,

A combinacéo de ions calcio e fosforo em suas apresentacdes mais estaveis,
a hidroxiapatita (HA) e os fosfatos tricalcicos a-TCP e B-TCP, constituem uma
estrutura quimica de ceramicas mais bioativas4°>. Estes compostos sintéticos séo
quimica e estruturalmente similares a matriz 6ssea mineral dos mamiferos, o que pode
ser priorizado seu uso como substituto 6sseo para a reparacéo 6ssea'st’.

Neste contexto, um substituto 6sseo ideal deve apresentar variedade de forma
e tamanho, e adequadas propriedades mecanicas e biolégicas, além disso, deverdao
ser biocompativeis, osteocondutivos, bioativos e preferencialmente absorviveis, para
que possam ser substituidos por osso neoformado. Em geral, materiais absorviveis
aloplasticos sdo os mais escolhidos para a regeneracdo 6ssea, pois funcionam como
uma matriz para o aumento de volume e para a manutencdo do espaco do defeito,
sendo gradualmente substituidos pelo osso neoformado®®.

Nery, em 1975, foi pioneiro no uso de bioceramicas em defeitos 0sseos
periodontais induzidos em animais, desde entao diversos estudos buscaram otimizar
as aplicacdes das bioceramicas na regeneracdo 6sseall121519,

Dentro do escopo das pesquisas realizadas com HA e B-TCP foi observado
gue, enquanto a primeira apresentava uma reabsor¢cdo mais lenta, o segundo tinha
uma alta taxa de reabsorcao nos primeiros dias apos a aplicagcdo em defeitos 6sseos
em animais'®2021, A reabsorgdo do B-TCP esta relacionada diretamente as fases de

fosfato de célcio, que é a sua respectiva razdo molar Ca?*/P, a qual esta diretamente
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relacionada a sua taxa de degradacéo, ou seja, quanto maior a razdo molar Ca?*/P,
menor serd a taxa de degradacéo in vitro ou in vivo!822,

Devido a sua lenta taxa de reabsorcédo, a HA também apresenta deficiéncias
no processo de neoformacdo 0ssea, no entanto € capaz de manter a estrutura e o
arcabouco por um periodo duradouro?. Por outro lado, o B-TCP apresenta alta
solubilidade e rapida reabsorc¢éo, favorecendo a neoformacgéo 6ssea, mas dificultando
a manutencdo do arcabouc¢o'*'’. Contudo, a taxa de degradacdo também esta
diretamente relacionada ao tamanho das particulas e a cristalinidade da bioceramica.
Particulas nanométricas degradam mais rapidamente do que as particulas submicron
e micrométricas, devido as nanoparticulas favorecerem a acdo mais rapida dos
osteoclastos ou macréfagos sobre a superficie do biomaterial. A cristalinidade também
altera a taxa de degradacdo, uma vez que estruturas altamente cristalinas sdo mais
resistentes a dissolucéo do que estruturas amorfas ou semi-cristalinas?*.

Mais recentemente, as evolugdes ocorridas no processo de fabricacdo
permitiram a sintese de B-TCP com porosidades interconectadas, nao interferindo nas
propriedades mecanicas do material. O B-TCP Cerasorb® tem, multi poros abertos
interconectados, com micro, médio e macroporos (5 ym - 500 ym) e uma porosidade
geral de aproximadamente 65%. Os granulos sao poligonais, com formato irregular e
aumentam a intercalacéo e o travamento no interior da cavidade do defeito417:25,

Em contrapartida, na tentativa de melhorar os resultados obtidos com 3-TCP
novas associacfes tém sido implementadas na area das bioceramicas. Desta forma,
as bioceramicas bifasicas (HA/B-TCP) tém sido desenvolvidas por combinarem as
propriedades favoraveis das duas ceramicas, promovendo ao mesmo tempo uma
reabsorcdo mais lenta, mas permitindo a manutencdo do arcabouco para a
neoformacdo éssea em percentuais maiores'?13:15.17.20.21,

Inicialmente o processo de fabricagao da bioceramica bifasica (HA/B-TCP) por
sinterizagdo, em temperaturas elevadas, limitou sua utilizagdo nos procedimentos de
enxertiall1417.26 Este processo ndo permitia a formacédo de micro e nanoporosidades
no material, necesséarios para a migracdo celular e vascular e a incorporagdo do
enxerto?.

A bioceramica Straumann® BoneCeramic™, é uma bioceramica bifasica
sintética, composta por 60% de hidroxiapatita e 40% de B-fosfato tricalcio, sinterizado
a uma temperatura de 1100 — 1500°C, com porosidade de 90%, sendo esses poros

interconectados de 100 a 500 um de diametro, considerado como um biomaterial
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osteocondutor. Novos compostos de HA/B-TCP tém sido lancados comercialmente
desde entdo, e a proporcado entre os componentes tém sido objeto de pesquisa
constante. Proporgdes de HA/B-TCP: 20/80, 30/70, 40/70, 50/50, 60/40,70/30 e 80/20
ja foram testadas na literatural?13.15.19.21.27,

Uma nova bioceramica bifasica foi desenvolvida pela empresa Plenum®, sob
o nome comercial de Plenum® Osshp®, constituida de hidroxiapatita e B-fosfato de
tricalcio (HA: B-TCP) na proporcdo 70:30. A macro e microporosidade garante um
crescimento celular osteogénico eficiente promovendo a regeneragao 6ssea no sitio
do defeito 6sseo. Por sua vez, a microporosidade e rugosidade superficial facilitam a
difuséo de fluidos biolégicos e a adeséo celular. Além disso, a macro e microestrutura,
apresenta area superficial de 1,85 m?/g, porcentagem de porosidade de 52,32%, com
diametro médio interno de 0,34 um e densidade real 3.5870 g/cm?3, que conferem alta
propriedade hidrofilica ao produto, tornando-o facilmente manipulavel em fluidos (soro
fisiologico, plasma rico em plaquetas e fibrina ou sangue do proprio paciente) em
diversas aplicacGes para reconstrucao o0ssea.

Foram realizados estudos pré-clinicos com modelo animal, em ratos, para a
bioceramica Plenum® Osshp, testes relacionados a sensibilidade dérmica maximizada,
reatividade intracutanea e toxicidade aguda, atendendo a todas as normas
internacionais, e com resultados satisfatérios para cada teste. Fonte: M3Health Ind.
Com. De Prod. Odont. e Correlatos SA, Jundiai, Sdo Paulo, Brasil.

Em geral, os materiais regenerativos sintéticos absorviveis sdo 0s materiais
de escolhas para reparacdo 6ssea; visto que, estes materiais sdo isentos de possiveis
contaminantes ou moléculas organicas advindas dos enxertos homégenos e
heter6genos, os quais possam induzir respostas imunoldgicas?®.

Ainda ndo h& um consenso sobre a proporcdo mais indicada para
procedimentos de enxertia 0ssea, devendo provavelmente tal proporcdo ser ajustada
de acordo com as condicbes de cada individuo, para pacientes que necessitem da
manutenc¢ao do arcabouco por mais tempo, a proporcao de HA deve ser maior do que
a de B-TCP e para o paciente que ja possui um arcabouc¢o e necessitam de uma maior
taxa de neoformacao a proporgao de B-TCP deve ser maior que a de HAY.

Além do uso de substitutos 0sseos, as técnicas de regeneracdo 0ssea guiada
(ROG;) também apresentam alta relevancia clinica®22%3, A ROG é uma abordagem
terapéutica que induz a osteopromocao pelo uso de membranas, absorviveis e ndo

absorviveis, como barreiras mecanicas. As membranas tém como funcéo evitar a
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migracdo de células epiteliais para o interior defeito, promovendo a manutengéo do
espaco do defeito 6sseo e novos estudos sugerem mais um novo papel para a
utilizacdo de membranas, com evidéncias celulares e moleculares do comportamento
bioativo, ao invés de uma barreira passiva das membranas, contribuindo com maior
eficacia para favorecer a neoformacéo 6ssea3?31:32,

Enquanto as membranas absorviveis, usualmente fabricadas com colageno,
apresentam como vantagem a permeabilidade e nutricdo do tecido adjacente,
apresentam a desvantagem de serem rapidamente absorvidas, antes do tempo
necessario para incorporacéo do enxerto?®:3%, Por outro lado, as membranas baseadas
em polimeros sintéticos, ndo absorviveis ou absorviveis, mantem o espa¢co ou
substituto 6sseo de preenchimento/reconstrucdo no local desejado por um periodo
mais prolongado, com previsibilidade clinica desejavel até sua remocdo ou
reabsorcdo. No entanto, as membranas ndo absorviveis apresentam a desvantagem
de ndo permitir a nutricdo do tecido adjacente e necessitarem de um procedimento
cirtrgico adicional para a sua remocédo®33, Nesse aspecto, se faz necessaria
pesquisa e desenvolvimento de novas membranas sintéticas absorviveis para ROG,
as quais refletem em resultados clinicos com boa previsibilidade. Dentre as
propriedades requeridas para uma membrana com finalidade para ROG incluem:
bioatividade, adequado tempo de reabsorgcédo, biocompatibilidade e habilidade de
manutencdo do espaco durante o processo de reparacéo do defeito 6sseo3*.

Adicionalmente, dependendo do processo empregado na producdo de
membranas baseada em polimeros sintéticos, estas membranas podem promover
excelente bioatividade, devido a sua composicdo quimica, area e topografia
superficial, favorecendo uma melhor interacédo célula/material.

Dentre os polimeros sintéticos, o polidioxanona (PDO) tém emergido como
uma excelente alternativa para producdo de materiais para engenharia tecidual, pela
sua excelente resposta celular em relacdo a proliferacdo/diferenciacdo e
biocompatibilidade, além de possuir elevada forga mecénica e moderada taxa de
degradacéo in vivo3536,

A polidioxanona € um polimero sintetizado pelo mondémero precursor p-
dioxanona, onde possui um oxigénio do grupo éter na estrutura de cadeia polimérica,
conferindo flexibilidade ao material e sdo degradados por hidrélise.

A maioria dos materiais regenerativos poliméricos sofrem degradacéo

enzimatica, principalmente os de origem animal, como as membranas a base de
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coladgeno, ja os polimeros degradaveis por hidrolise, como a PDO, sao polimeros que
possuem ligacbes quimicas hidroliticamente labeis em sua cadeia. Os grupos
funcionais suscetiveis para hidrolise incluem ésteres, anidridos, carbonatos, amidas,
entre outros. A degradacao dos polimeros a-ésteres, ocorre por meio de uma ciséo
ndo especifica destas ligacdes éster e essa degradacdo depende da porosidade,
cristalinidade, peso molecular, e area superficial, sendo que 0s grupos terminais
acidos aumentam a propriedade hidrofilica e catalisam a reacdo. Os subprodutos
finais sdo excretados principalmente na urina, sendo o restante eliminado por meio de
digestéo celular ou exalado como didxido de carbono®’.

Rowland et al.®, relataram que scaffolds a base de PDO apresentaram
resultados superiores a scaffolds de poli-latico-glicdlico (PLGA) em relacdo a
diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em células osteoblasticas e
condrogénicas®®. Além disso, o PDO tem sido amplamente utilizado como material
absorviveis de sutura, com aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA), além
de apresentar um perfil seguro para aplicacdo em dispositivos médicos, como em
placas para o fechamento de comunicacdo oronasal, perfuracdo de septo,
reconstrucao de soalho de érbita pela taxa de leve a moderada reacao inflamatoria de
corpo estranho e completa degradacao dentro de 5 a 12 meses, dependo do método
e condicGes do processo de manufatura3®4°. Contudo, os relatos na literatura em
relacdo a seguranca biolégica e as propriedades quimicas e mecéanicas do PDO,
permite confiabilidade no desenvolvimento de novos produtos a base de PDO para
aplicacdes em reparacao/regeneracao tecidual.

Neste estudo, foi avaliada uma nova membrana sintética e absorvivel, a base
de polidioxanona, sob nome comercial de Plenum® Guide (M3 Health Ind. Com. de
Prod. Med. Odont. e Correlatos S.A, Jundiai, Brasil), apresentando cristalinidade de
55%, formada por filamentos com diametros entre 500 nanémetros a 2 micrémetros.

Foram realizados testes mecanicos, teste de intumescimento e de resisténcia
a tragdo, bem como estudos pré-clinicos, em modelo animal com ratos, para avaliar a
sensibilizacdo dérmica maximizada e teste de toxicidade sistémica aguda, todos de
acordos as normas internacionais, e com resultados satisfatorios para todos os testes
realizados®’.

Os materiais regenerativos atuais disponiveis no mercado, sdo de origem
animal ou sintética, e em sua maioria, produzidos a partir de materiais importados, o

gque aumenta o custo devido ao uso de tecnologia estrangeira e das taxas de
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importagéo, custos esses, que sao repassados para 0s pacientes, aumentando o valor
do procedimento.

Com o desenvolvimento de novos materiais regenerativos sintéticos, de origem
nacional, obtidos por novos processos de fabricacdo, estes custos podem ser
reduzidos, devido ao uso de tecnologia nacional, e, por ser de origem sintética, tera
uma disponibilidade em menor tempo, pois n&do depende das etapas de
processamento das quais 0s materiais regenerativos de origem animal necessitam ser
submetidos. A partir desses aspectos, portanto, a producao pode ser em maior escala,
atendendo todo o mercado nacional e internacional, gerando desenvolvimento ao pais
em todas as esferas de mercado.

Para a insercdo de novos materiais regenerativos no mercado deve ser
precedida por pesquisas bem delineadas e, preferencialmente, em modelo animal,
com avaliagbes completas, como a andlise de microtomografia computadorizada, a
qual permite avaliar a arquitetura dos tecidos e dos remanescentes de biomateriais
sem a destruicdo das amostras, permitindo que outras andlises possam ser
realizadas, como a histometria e analises de biologia molecular, como a
imunohistoquimica e a expressdo génica, a fim de determinar sua previsibilidade,

eficacia e seguranca.
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4 CONCLUSAO

Por meio da metodologia empregada neste estudo, foi possivel concluir que:

1. O Plenum® Osshp, demonstrou ser eficaz no processo de reparo 6sseo,
além de preencher com maior facilidade os defeitos criticos, sendo
semelhante ao controle comercial, sendo considerado uma opc¢éao eficaz

como substituto 6sseo sintético na clinica em implantodontia.

2. O Plenum® Oss B-TCP, dentro dos parametros avaliados, apresentou
resultados semelhantes na comparagcdo com o biomaterial padrao,
demonstrando condi¢cfes celulares iniciais mais favoraveis que o

controle positivo.

3. A membrana Plenum® Guide, € uma op¢do de membrana sintética,

absorvivel e eficaz na regeneracéo 6ssea guiada.
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