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“‘Nao importa o quao ruim a vida possa ser, ha sempre alguma coisa

que vocé pode fazer e ter sucesso. Enquanto ha vida, ha esperanca.”
- Stephen Hawking -



Resumo

O Capitulo | apresenta uma revisdo bibliografica, onde foram coletadas
informacdes sobre reparo 6sseo e a utilizacdo de biomateriais e osso autélogo. O
reparo de defeitos 6sseos ainda é considerado um grande desafio clinico, ja que
nenhum meétodo de reconstrucéo disponivel ou o uso de biomateriais provaram ser
completamente eficazes. Além disso, os defeitos neurocraniais ocasionam grande
impacto na qualidade de vida dos pacientes, pois o tempo entre o estabelecimento
da lesdo e o reparo € longo. O reparo do defeito cranial regulariza anomalias
encefalograficas, disturbios de fluxo sanguineo cerebral, a frequéncia de episddios
epilépticos, além de reduzir o dano psicossocial com a corregéo estética da lesdo. O
material mais utilizado para o preenchimento de defeitos pequenos é o enxerto
0sseo autédlogo retirado da crista iliaca, costelas ou da prépria calvaria. Porém, a
quantidade necessaria para o tratamento de grandes defeitos pode tornar estas
fontes inadequadas, além de aumentar os riscos inerentes aos procedimentos
cirurgicos. Nosso objetivo foi avaliar o potencial terapéutico regenerativo do
Biopolimero de Fibrina (BF), produzido pelo CEVAP (UNESP - Botucatu, SP,
Brasil), isolado ou associado a diferentes percentuais de enxerto dsseo autdlogo
fragmentado (100%; 50% e 25%) em defeitos criticos (15mm) na calvaria de
coelhos. No Capitulo Il apresentamos um artigo cientifico, mostrando os resultados
e conclusdes obtidos a partir do estudo realizado. Foram utilizados 30 coelhos
machos e adultos da raga New Zealand, divididos em 05 grupos de tratamento, de
acordo com o tipo de preenchimento. Apds 56 dias de observacao, foi realizada
tomografia computadorizada para avaliagdo da area e perimetro do defeito, area de
cobertura do enxerto e densidade éssea do preenchimento, seguida da eutanasia.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos com relagcéo a area do defeito. Nas
demais analises houve diferenca entre grupos especificos. Dentre os grupos com
menor percentual de enxerto, o grupo 50% OSSO + BF apresentou a menor
mediana de perimetro e maior mediana de area de cobertura do enxerto. A andlise
histolégica quantificou a composi¢cao do tecido de preenchimento do defeito. Com
relacédo a formagéo de tecido 6sseo, nao foi possivel observar diferenga estatistica
significante entre os grupos. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos com
relacédo a formagado de novos vasos sanguineos e a quantificagdo de colageno por
area. A utilizacdo do BF foi bem tolerada, sem efeitos adversos.E possivel
considerar a utilizagdo de menores quantidades de fragmentos 6sseos associados
ao BF para a realizagédo de cranioplastia. Considerando também a facilidade de uso
e alta integracdo com o enxerto, o BF permitira um procedimento mais rapido e
menos invasivo para o paciente, reduzindo os riscos e custos, além do uso da
menor quantidade de osso autdlogo proposta (25%), associado ao BF, poder
viabilizar o procedimento para pacientes com areas doadoras escassas.

Palavras — chave: Biopolimero de fibrina, tecido 6sseo, regeneragdo éssea, enxerto
autologo.



Abstract

In Chapter | present a review of the Literature showing a background of bone repair
and the use of autologous bone grafts and biomaterials. The repair of bone defects
is still considered a significant clinical challenge as neither available reconstruction
methods nor the use of biomaterials have proved to be completely effective.
Besides, cranial injuries cause great impact on the quality of life of patients because
time between injury and repair is often long. The repair of cranial defects regularizes
encephalographic abnormalities, impaired cerebral blood flow, frequency of epileptic
seizures and reduces psychosocial damage with aesthetic correction of the injury.
The most used material for small defects is the autologous bone graft from iliac
crest, ribs or the calvarial bone itself. However, the quantity needed to treat large
size defects may turn these sources unavailable as also as increase risks inherent to
surgical procedures. Our objective was to evaluate the regenerative and angiogenic
potential of Fibrin Biopolymer produced by CEVAP (UNESP — Botucatu, SP, Brazil)
isolated or associated with different quantities of fragmented autologous bone grafts
(100%; 50% and 25%) in critical size (15mm) rabbit calvarial defects. In Chapter Il
we present a research article embodying the results and conclusions of our study.
There were used 30 male New Zealand rabbits divided in 05 groups according to
defect filling. After 56 days of observation, computerized tomography (CT) was
performed to evaluate area and perimeter of the defect, graft cover area and bone
density of the filling, followed by euthanasia. Area of defect showed no statistical
difference among groups. Other CT analysis showed statistical differences between
specific groups. Among groups with lower graft percent, the group with 50% bone
and fibrin biopolymer showed the lowest graft perimeter median and the highest graft
area cover median. Histological analysis quantified filling tissue composition but
there were no statistical differences among groups in terms of bone tissue formation,
angiogenesis and collagen quantity per area. Fibrin biopolymer was well tolerated
with no adverse events. It is possible to consider using lower quantities of bone
fragments associated with fibrin biopolymer for cranioplasty. Also considering its
ease of use and high graft integration, fibrin biopolymer may allow a faster and less
invasive procedure, reducing risks and costs for patients. Besides, the lower use of
autologous bone graft, proposed in group with 25% associated with fibrin biopolymer
can make the procedure feasible for patients with no or poor donor areas.

Keywords: Fibrin biopolymer, bone tissue, bone regeneration, autologous graft.
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REVISAO DA LITERATURA

A frequéncia de danos e disturbios 6sseos acidentais esta aumentando em
todo o mundo. A porcentagem da populagéo idosa continua a crescer, o que resulta
em um aumento no numero de doengas 6sseas degenerativas. Este envelhecimento
da populagdo aumenta a necessidade de implantes 6sseos artificiais que empregam
especificamente materiais biocompativeis’.

A perda éssea provocada por traumas ou doencgas tem sido um problema de
saude cada vez mais recorrente. O reparo de defeitos dsseos ainda é considerado
um grande desafio clinico, ja que nenhum método de reconstrugao disponivel ou o
uso de biomateriais provaram ser completamente eficazes?.

No ambiente militar, o desenvolvimento de equipamentos de protecao
individual mais avancados permitiu 0 aumento na sobrevida de soldados e policiais
de tropas de elite a projéteis e artefatos explosivos caseiros, casos que
frequentemente requerem craniotomia descompressiva de emergéncia ou resultam
em perda significativa de massa 6ssea, ocasionando um aumento exponencial na
demanda por reconstrug¢ao do tecido 6sseo cranial®.

A craniotomia € um procedimento cirurgico amplamente utilizado para a
reducdo da pressao intracraniana aumentada, por exemplo, por trauma, edema
cerebral agudo, aneurisma hemorragico subaracnoideo ou acidente vascular
cerebral isquémico, reduzindo o tempo de dependéncia de ventilacdo mecanica e
estadia em unidade de cuidados intensivos®. A craniotomia também pode ser
necessaria para a ressec¢ado de tumores de sistema nervoso central, retirada de
tecido necrosado ap6s radioterapia local ou processos infecciosos”’.

A cranioplastia é o procedimento de reparagao cirurgica de um defeito no
cranio, visando restaurar a fungao protetora e estética da calota craniana sendo que
frequentemente o periodo de tempo entre o estabelecimento do trauma e sua
respectiva reparagdo é mais longo quando comparado a outros ossos do corpo6’7. @)
reparo do defeito na calota regulariza anomalias encefalograficas, disturbios de fluxo
sanguineo cerebral e disturbios neurolégicos como, por exemplo, a frequéncia de
episédios epilépticos. A reparacdo estética da lesdo também reverte o impacto
psicossocial, especialmente nos casos de efeitos adversos e/ou complicagdes
causadas por tratamento médico, aumentando a qualidade de vida destes
pacientes®.

No processo natural de regeneragdo éssea, imediatamente apds a fratura,



ocorre a formacao de hematoma constituido, tanto de células do sangue periférico
quanto intramedular®. A lesdo dispara uma resposta inflamatéria aguda que é
essencial para a regeneragdo Ossea. Esta resposta, por sua vez, causa a
coagulacdo do hematoma ao redor do local lesionado, nas extremidades da fratura
e dentro da medula, formando o molde para a formagao do calo 6sseo®. Ao mesmo
tempo, ocorre a formagao de tecido cartilaginoso para estabilizar mecanicamente a

lesgo ',

A osteogénese, também chamada de ossificacdo, é a formagao do tecido
0sseo e pode ser do tipo intramembranosa ou endocondral. Na osteogénese
intramembranosa, o tecido 6sseo é depositado diretamente sobre o tecido
conjuntivo primitivo. Ja na osteogénese endocondral, o tecido ésseo substitui uma

cartilagem ja existente'> "> '*.

No caso de ossos longos, depois de aproximadamente 02 ou 03 semanas
apos a lesdo, o hematoma é substituido por matriz extracelular formada por
fibroblastos e condroblastos derivados de células progenitoras recrutadas,
desenvolvendo o calo mole que é caracterizado pela diminuicdo do movimento dos
tecidos moles, dor e inchago local. Ao longo de 03 a 04 meses, o calo mole é
lentamente substituido pelo calo duro. A osteogénese endocondral comega
perifericamente e progride para o centro, com o tecido ésseo preenchendo a lacuna
e unindo as extremidades da fratura. Apés a conclusdo do calo duro, 0 0osso é
remodelado em osso lamelar ao longo de meses a anos, restaurando por completo

o canal e suas propriedades 6sseas'®.

A osteogénese intramembranosa é realizada a partir da diferenciacédo de
células mesenquimais em osteoblastos maduros. Estes osteoblastos depositam
matriz dssea levando a formacgao de espiculas. Essas espiculas se desenvolvem e
se fundem para formarem trabéculas. A medida que as trabéculas aumentam em
tamanho e numero, elas se interconectam formando osso imaturo, com estrutura
fraca, desorganizada e alta proporgéao de osteécitos. Posteriormente, o osso imaturo
sera substituido por osso lamelar, organizado e mais forte. Este tipo de
osteogénese ocorre durante o desenvolvimento embrionario e a partir dela s&o
formados os ossos laminares do cranio, varios ossos faciais, partes da mandibula e
clavicula. Além disso, também é importante para o crescimento de ossos curtos e

aumento da espessura de ossos longos'? '3



Apesar da alta capacidade regenerativa do tecido 0Osseo, este processo
biolégico pode falhar ou ser limitado por fatores como tamanho do defeito, atraso no
reparo ou até mesmo o desenvolvimento de pseudoartrose e naojungao da fratura'®.

Cerca de 30% dos pacientes com traumatismo craniano apresentam
hematoma subdural'’. Nestes casos, a formacdo do hematoma decorrente da
fratura frequentemente ocasiona aumento da pressao intracraniana com danos ao
tecido neurolégico'®. A reversdo destes quadros ocorre com a drenagem precoce
dos hematomas e coagulos intracranianos, o que previne a extensdo da lesdo
cerebral, mas por outro lado desregula os mecanismos de regeneragédo 6ssea. O
procedimento de drenagem pode ser realizado por craniotomia parcial ou
craniotomia descompressiva, podendo retirar grande area da calota craniana para
permitir a expansao do tecido cerebral edemaciado, resultando em um defeito critico

cranial de grande extensao'”8.

Um defeito critico €& anatomicamente um defeito d&sseo especifico
de tamanho suficiente para torna-lo incapaz de cura sem qualquer cicatriz fibrética
ou possivel pseudoartrose nas margens do defeito, durante o periodo de vida de um
animal. Os tamanhos de defeitos criticos variam entre diferentes espécies animais e
dependem da idade do animal e da localizagdo anatémica do defeito. Em coelhos
machos e adultos, por exemplo, o diametro especifico para o defeito critico na
calvaria é de 15mm'"9%.

O material mais utilizado para o preenchimento de defeitos pequenos é o
enxerto 6sseo autdlogo retirado da crista iliaca, costelas ou da propria calvaria.
Entretanto, a quantidade necessaria para o tratamento de defeitos de grande
extensdo pode tornar estas fontes inadequadas® ?'.

O uso de enxerto o6sseo autdlogo apresenta vantagens como a alta
biocompatibilidade; forca e elasticidade semelhantes ao original; osteocondugao
(capacidade de crescimento 6sseo em diregao ao interior da lesao); resisténcia a
infeccao; extrusao e sua relativa disponibilidade. Todavia, algumas desvantagens do
uso de osso autdlogo incluem propensao a reabsorgdo, pouca maleabilidade,
decréscimos subsequentes na forca e na estética do contorno, e morbidade local
variavel entre os doadores, o que faz com que ainda nao sejam os arcabougos

ideais para a regeneracao de grandes lesdes®.



A principal fungdo dos arcabougos € a de fornecer estrutura e sustentacao
para a migracao e especializagao das diferentes populagdes celulares envolvidas no
reparo. Esta estrutura de sustentagdo deve permitir a adesado celular, fixacao,
diferenciacao, proliferagdo e fungao bioldgica para o restauro da fungao do tecido
lesionado?. O nimero de novos arcaboucos tem aumentado devido, em parte, a
visdo otimista de que encontrar o design e material certos levara a regeneragao
dssea in vivo®.

Varios materiais tém sido utilizados para reparar defeitos cranianos. O
material ideal para ser usado em cranioplastia deve ser 1) radioltucido, 2) resistente
a infecgbes, 3) termoisolante, 4) resistente a processos biomecanicos, 5) maleavel,
para se ajustar completamente aos defeitos, 6) de baixo custo, e 7) pronto para
uso®.

A engenharia de tecidos tem se apresentado como uma area multidisciplinar
que tem por objetivos a regeneracao de tecidos e a restauracdo da fungao de
orgaos, pela combinagédo de células vivas com um arcabougo sintético ou natural
para produzir um tecido vivo tridimensional que é funcionalmente, estruturalmente e
mecanicamente igual ao tecido original®> %%’

A escolha do arcabouco ideal deve levar em consideracdo materiais que
equiliborem a fungdo mecanica temporaria juntamente com propriedades
arquitetdnicas para ajudar na comunicagao biolégica e regeneragao de tecidos, tal
como forma dos poros, tamanho e interconectividade®.

Vérias estratégias tém sido empregadas para atingir esse objetivo, como por
exemplo, o uso de arcabougos de polimeros com diferentes estruturas de poros29 e
tecnologia de entrelagamento tridimensional resultando em uma estrutura
microporosa com diametro controlado dos poros. Esta estratégia foi utilizada com
sucesso no restabelecimento de lesdes no ligamento cruzado anterior, principal
estrutura articular do joelho®.

Igualmente importante para a engenharia do tecido 6sseo é a capacidade
osteocondutora de um arcabougo:”. A hidroxiapatita, um dos biomateriais mais
utilizados para regeneracdo Ossea, possui propriedade osteocondutora, ja que
absorve os fatores de crescimento osteogénicos do meio local e da circulagao,
criando condicdes locais adequadas para a formagao 6ssea. Também tem sido
considerada um excelente arcabougo para diferenciacdo osteogénica de células

tronco mesenquimais. Porém, ndo possui a propriedade de osteoindugéo, ja que



nao é suficiente para induzir a diferenciagdo de células osteogénicas quando
implantadas em tecido ndo dsseo, como pele ou musculo®?32,

O selante de fibrina, em sua concepgao, € um agente hemostatico, utilizado
inicialmente em cirurgias vasculares, para minimizar a necessidade de reposicao de
fatores e a perda sanguinea em grandes cirurgias, especialmente em pacientes com
disturbios de coagulaggo®.

No inicio dos anos 90, o biomaterial de fibrina produzido pelo CEVAP foi
denominado cola de fibrina em funcdo de suas propriedades hemostaticas
semelhantes a das colas de fibrina comerciais®. Entretanto, a hemostasia ndo é sua
unica fungdo. A partir do inicio dos anos 2000, passou a ser denominado de adesivo
de fibrina, por ter se apresentado como 6tima alternativa a sutura convencional, em
cirurgia periodontal®.

O biomaterial é preparado pela combinagcdo de um concentrado de
fibrinogénio e trombina, reconstituido em solugéo de cloreto de calcio. O principio da
adesividade esta relacionado com a formagao da rede de fibrina que, no momento
da reacdo dos compostos, mimetiza a ultima fase da cascata da coagulagdo. O
fibrinogénio é convertido em fibrina, na presenca de ions calcio, originando um
coagulo estavel e reforcado pela ativagao do fator XIll, que também participa da
proliferacéo de fibroblastos e sintese de colageno, contribuindo para a cicatrizagao
dos tecidos®" 38394041,

A fibrina também atua como matriz para adesdo de outras células como
células endoteliais, que levam a neoangiogénese e a remodelagédo tecidual. Os
fibroblastos entdo remodelam a estrutura de fibrina e sintetizam colageno, dando
forma e estabilidade aos capilares*?.

A partir de 2009, a denominacdo do biomaterial passa a ser selante de
fibrina, em referéncia a sua propriedade hemostatica inicial, apesar de sua
aplicabilidade ter sido ampliada e demonstrada em animais e humanos, tornando-se
ferramenta Util para a area clinica, devido a sua flexibilidade e diversidade de
aplicagdes?**. A mistura de fragmentos de osso autélogo e cola de fibrina humana
alogénica € uma técnica muito conhecida e foi relatada pela primeira vez em 1997,

por Sawamura et al.*

, onde foram obtidos resultados promissores para a
osteorregeneragao, porém, foi sugerida a adigdo de algum fator de crescimento ou

adjuvante similar para aumentar ainda mais o valor clinico da técnica®.



No ano de 2015, o biomaterial passou a ser denominado selante heterélogo
de fibrina, por nao utilizar sangue humano em sua composigéo46. A possibilidade de
utiizacdo de um biomaterial de fibrina, cujo fator polimerizador € derivado de
veneno de serpente, abre uma importante opgéo biotecnoldgica visto que a enzima
trombina-like derivada do veneno de serpente é mais potente que a trombina
bovina*’. No biomaterial de fibrina derivado de veneno de serpente, desenvolvido
por pesquisadores do CEVAP (UNESP, campus de Botucatu), ndo ha utilizagao de
sangue humano em sua composigao, possibilitando maior padronizagéo, produgao
em maior escala e formulagcdo personalizada as necessidades clinico-cirurgicas,
controlando o tempo de coagulagdo e degradagdo. Com o andamento das
pesquisas, principalmente do seu uso como scaffold para células tronco, adotou-se
entdo a denominacéo de Biopolimero de Fibrina. Esta € mais adequada devido a
grande plataforma de uso em saude que a fibrina pode gerar como: Selante, Cola,

Scaffold, Drug Delivery, Biocurativo, entre outros a serem investigados.

O fato de nao utilizar insumos de origem humana também reduz o risco de
infeccdo por doencas transmissiveis pelo sangue*’ e seu custo de produgdo é
inferior aos selantes comerciais*®, devido a ampla disponibilidade de matéria-prima.
E, além disso, tem sido utilizado em diversas aplicagdes da Medicina, como

48, 49, 50, 51 52,53 & no tratamento de Ulceras

regeneragao nervosa , reparacédo oOssea
venosas em humanos®. O uso em Medicina Regenerativa resultou em nova
alteracdo da nomenclatura, agora para a denominagao de biopolimero de fibrina,
posicionando o produto corretamente junto aos demais biomateriais em

desenvolvimento.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico da associagao entre
o Biopolimero de Fibrina (BF), produzido pelo CEVAP, e enxerto ésseo autdlogo na
regeneragdo 6ssea de defeitos criticos em calvaria de coelhos, a fim de verificar a

influéncia do BF nos processos de regeneracéo 6ssea e neovascularizagao local.
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Resumo

O reparo de defeitos 6sseos ainda é considerado um grande desafio clinico,
ja que nenhum método de reconstrugcdo disponivel ou o uso de biomateriais
provaram ser completamente eficazes. As lesbes craniais, iatrogénicas ou
traumaticas, ocasionam grande impacto na qualidade de vida dos pacientes, pois o
tempo entre o estabelecimento da lesdo e o reparo € longo. O reparo do defeito
cranial regulariza anomalias encefalograficas, disturbios de fluxo sanguineo
cerebral, a frequéncia de episddios epilépticos e reduz o dano psicossocial com a
correcao estética da lesdo. O material mais utilizado para o preenchimento de
defeitos pequenos é o enxerto 6sseo autdlogo retirado da crista iliaca, costelas ou
da propria calvaria. Entretanto, a quantidade necessaria para o tratamento de
defeitos de grande extensdo pode tornar estas fontes inadequadas, bem como
aumentar os riscos inerentes aos procedimentos cirurgicos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o potencial terapéutico regenerativo do Biopolimero de Fibrina (BF),
produzido pelo CEVAP (UNESP - Botucatu, SP, Brasil), isolado ou em associagao
com diferentes percentuais de enxerto 6sseo autdlogo fragmentado (100%; 50% e
25%) em defeitos criticos (15mm) na calvaria de coelhos. Foram utilizados 30
coelhos machos da raca New Zealand, divididos em 05 grupos de tratamento, de
acordo com o tipo de preenchimento do defeito: 100%0O — 100% de enxerto;
100%0O+BF - 100% enxerto + BF; 50%0+BF — 50% enxerto + BF; 25%0+BF — 25%
enxerto + BF; e BF — sem enxerto, somente BF. Foram utilizados 02mL de BF em
todos os grupos. Apds 56 dias de observagdo, foi realizada tomografia
computadorizada para avaliagdo da area e perimetro do defeito, area de cobertura
do enxerto e densidade 6ssea do preenchimento, seguida da eutanasia. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos com relacdo a area do defeito. Nas demais
analises houve diferenga entre grupos especificos. Dentre os grupos com menor
percentual de enxerto, o grupo 50% OSSO + BF apresentou a menor mediana de
perimetro e maior mediana de area de cobertura do enxerto. A andlise histoldgica
quantificou a composicdo do tecido de preenchimento do defeito. Com relacédo a
formagao de tecido 6sseo, nao foi possivel observar diferenga estatistica significante
entre os grupos. Nao houve diferengca estatistica entre os grupos com relagao a
formagdo de novos vasos sanguineos e a quantificagdo de colageno por area. A
utilizacdo do BF foi bem tolerada, sem efeitos adversos. E possivel considerar a
utilizacdo de menores quantidades de fragmentos 6sseos associados ao BF para a
realizacdo de cranioplastia. Considerando também a facilidade de uso e alta
integracdo com o enxerto, o BF permitird um procedimento mais rapido € menos
invasivo para o paciente, reduzindo os riscos e custos, além do uso da menor
quantidade de osso autdlogo proposta (25%), associado ao BF, poder viabilizar o
procedimento para pacientes com areas doadoras escassas.

Palavras — chave: Biopolimero de fibrina, tecido dsseo, regeneragéo dssea, osso autdlogo.
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1. Introducgao

A perda éssea provocada por traumas ou doencgas tem sido um problema de
saude cada vez mais grave. O reparo de defeitos 6sseos ainda é considerado um
grande desafio clinico, ja que nenhum método de reconstrugao disponivel ou o uso
de biomateriais provaram ser completamente eficazes’.

A craniotomia € amplamente utilizada para a reducdo da presséo
intracraniana ocasionada, por exemplo, por trauma, edema cerebral agudo, acidente
vascular cerebral isquémico ou hemorragico, reduzindo a dependéncia de ventilagao
mecanica e estadia em UTI%. A craniotomia também pode ser necessaria para a
resseccao de tumores, retirada de tecido necrosado apods radioterapia local ou
processos infecciosos®.

A cranioplastia € o procedimento que visa restaurar a fungao protetora e
estética da calota craniana, regularizando anomalias encefalograficas, disturbios de
fluxo sanguineo cerebral e a frequéncia de episddios epilépticos*®. A reparacao
estética da lesao também reverte o impacto psicossocial, aumentando a qualidade
de vida destes pacientes®. Entretanto, o periodo de tempo entre o estabelecimento
do defeito e sua respectiva reparagédo é longo, o que pode resultar em um defeito
critico.

Um defeito 6sseo critico € anatomicamente uma perda éssea de tamanho
suficiente para torna-la incapaz de cura sem qualquer cicatriz fibrética ou
pseudoartrose nas margens do defeito. Os tamanhos de defeitos criticos variam
entre diferentes espécies animais e dependem da idade e da localizagdo anatémica
do defeito. Em coelhos machos e adultos, por exemplo, o diametro especifico para
o defeito critico na calvaria é de 15 mm’?®.

O material mais utilizado para o preenchimento de defeitos pequenos é o
enxerto 6sseo autdlogo retirado da crista iliaca, costelas ou da propria calvaria.
Entretanto, a quantidade necessaria para o tratamento de defeitos de grande
extensdo pode tornar estas fontes inadequadas® *

O uso de enxerto Osseo autdlogo apresenta vantagens comoa alta
biocompatibilidade; forca e elasticidade semelhantes ao original; osteoconducéo;

resisténcia a infecgdo; extrusdo e sua relativa disponibilidade. Todavia, algumas
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desvantagens do uso de osso autdlogo incluem propensao a reabsor¢do, pouca
maleabilidade, decréscimos subsequentes na forca e na estética do contorno, e
morbidade local variavel entre os doadores®.

Varios materiais tém sido utilizados para reparar defeitos cranianos. O
material ideal para ser usado em cranioplastia deve ser 1) radiolucido, 2) resistente
a infecgdes, 3) termoisolante, 4) resistente a processos biomecanicos, 5) maleavel,
para se ajustar completamente aos defeitos, 6) de baixo custo, e 7) pronto para
uso'®.

A principal fungdo dos arcabougos é a de fornecer estrutura de sustentacao
para a migracao e especializagao das diferentes populagdes celulares envolvidas no
reparo. Esta estrutura deve permitir a adesao celular, proliferacédo, diferenciacao e
funcdo biolégica para o restauro do tecido lesionado'’. O numero de novos
arcabougos tem aumentado devido, em parte, a visdo otimista de que encontrar o
design e material certos levara a regeneragao ossea in vivo'?.

A escolha do arcabouco ideal deve levar em consideracdo materiais que
equiliborem a funcdo mecanica temporaria juntamente com propriedades
arquitetonicas, tal como forma dos poros, tamanho e interconectividade, para ajudar
na comunicacao bioldgica e regeneracao de tecidos .

A mistura de fragmentos de osso autélogo e cola de fibrina humana alogénica
€ uma técnica muito conhecida e foi relatada pela primeira vez em 1997, por

Sawamura et al'4

onde foram obtidos resultados promissores para a
osteorregeneragao, porém, foi sugerida a adigdo de algum fator de crescimento ou
adjuvante similar para aumentar ainda mais o valor clinico da técnica'®.

O selante de fibrina, em sua concepg¢éao, € um agente hemostatico, utilizado
inicialmente em cirurgias vasculares, para minimizar a necessidade de reposicao de
fatores e a perda sanguinea em grandes cirurgias, especialmente em pacientes com
disturbios de coagulacéo’®.

No processo natural de regeneracdo Ossea, a lesdo dispara uma resposta
inflamatdéria aguda que causa a coagulagdo do hematoma nas extremidades da
fratura e dentro da medula, formando o molde para a migragao celular e formacéao
do tecido 6sseo®'" 181,

A fibrina também atua como matriz para adesdo de outras células como
células endoteliais, que levam a neoangiogénese e a remodelagédo tecidual. Os

fibroblastos entdo remodelam a estrutura de fibrina e sintetizam colageno, dando
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forma e estabilidade aos capilares?.

No Biopolimero de Fibrina (BF) derivado do veneno de serpente,
desenvolvido por pesquisadores do CEVAP (UNESP, campus de Botucatu), ndo ha
utilizacdo de sangue humano em sua composicdo, possibilitando maior
padronizagdo, producdo em maior escala e formulagdo personalizada as
necessidades clinico-cirurgicas, controlando o tempo de coagulagdo e
degradacao?’.

O fato de néao utilizar insumos de origem humana também reduz o risco de
infeccao por doencas transmissiveis pelo sangue47 e seu custo de produgado €
inferior aos selantes comerciais®’. E, além disso, tem sido utilizado em diversas

aplicacdes da Medicina, como regeneracéo nervosa®® 2 2% 2 27, 28

, reparagcao Ossea
e no tratamento de Ulceras venosas em humanos?°.

A utilizacdo do Biopolimero de Fibrina podera se apresentar como uma
importante alternativa cirargica, quando associado a osso autélogo. O seu uso esta
altamente recomendado, por ndao apresentar efeitos adversos sobre a viabilidade
celular’® e ter se mostrado uma matriz adequada para osteogénese?®, podendo
assim contribuir para o conhecimento e melhora das terapias teciduais.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico da associagao entre
o Biopolimero de Fibrina (BF), produzido pelo CEVAP, e enxerto ésseo autélogo na
regeneragdo 6ssea de defeitos criticos em calvaria de coelhos, a fim de verificar a

influéncia do BF nos processos de regeneragéo éssea e neovascularizagéo local.
2. Material e Métodos

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacéo Animal
da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) sob n° 1198/2016 (Anexo 01), e seguiu, de maneira estrita, os critérios e
principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentagao Animal.

2.1. Animais
Foram utilizados 30 coelhos machos da raca New Zealand, pesando entre 3 e
3,5Kg e divididos em 05 grupos experimentais. Todos os procedimentos de

eutanasia foram realizados com tiopental sddico na dose de 100mg/Kg, em infusao
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venosa rapida, e, apds o animal atingir o plano anestésico profundo, infusdo venosa
rapida de 05mL de solugéo de cloreto de potassio a 19,1%.

O peso dos animais foi utilizado como indicador de bem-estar e foi calculado
imediatamente antes do procedimento cirurgico e no momento da eutanasia, apos
56 dias.

2.2. Desenho experimental

Em todos os grupos foi realizado um defeito de 15mm de diametro e de
espessura total da calvaria. Cada grupo recebeu preenchimento nos defeitos
conforme descrito no quadro 01. A dose do Biopolimero de Fibrina utilizada em
todos os grupos experimentais foi preestabelecida pelo CEVAP, resultando em 2mL

de volume final.

Quadro 01- Distribuicdo dos grupos experimentais por tipo de tratamento (06
animais por grupo).

GRUPO
TIPO DE PREENCHIMENTO

(SIGLA)

100% O 100% do osso autdlogo fragmentado

100% O +BF  100% do osso autélogo fragmentado + 2mL de BF

50% O + BF  50% do osso autélogo fragmentado + 2mL de BF

25% 0 +BF  25% do osso autélogo fragmentado + 2mL de BF

BF Somente 2mL de BF

O = osso autélogo do coelho; BF = Biopolimero de Fibrina

Apos 56 dias de observag:éo“, os animais foram anestesiados para
realizacao da analise tomografica, seguida da eutanasia, e por fim, foi realizada a

retirada da amostra tecidual para posterior analise morfométrica.
2.3. Obtencao do Biopolimero de Fibrina
O Biopolimero de Fibrina foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudos de

Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), FMB, UNESP - Botucatu, cujos
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componentes e formula de aplicacdo constam em suas patentes (Numeros do
registro:. BR1020140114327 e BR1020140114360). No momento do uso os
componentes foram previamente descongelados, reconstituidos, misturados e

aplicados de acordo com o protocolo do presente projeto?®2%32,

2.4. Procedimento cirurgico para a realizacdao do defeito critico em
calvaria de coelhos

Em cada coelho foi realizado um defeito critico cranial de espessura total da
calvaria e 15mm de didmetro. Cada animal foi anestesiado com xilazina (3,0mg/Kg)
e quetamina (30mg/Kg), via acesso venoso na veia marginal da orelha. O acesso foi
mantido durante todo o procedimento cirurgico, caso houvesse necessidade de
reforco da medicagao anestésica.

Apds a anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral e foi
realizada uma incisdo arqueada ao longo da linha média longitudinal, com a
finalidade de evitar formacao cicatricial no centro do defeito. Apds exposicdo do
tecido 6sseo, um defeito critico de 15mm de diametro foi realizado com a utilizagao
de broca de 1,0mm de didametro acoplada a um minimotor de alta rotagdo, mantendo
a integridade da dura-mater (Figura 01). Durante todo o processo de perfuragéo do
0ss0, o local foi irrigado com solugéo de cloreto de sédio 0,9%, estéril, para evitar o

superaquecimento do 0sso.

Figura 01 — Defeito critico ja realizado (sem tratamento).
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Nos grupos em que o defeito foi preenchido com osso autdélogo, o osso foi
retirado intacto da calvaria dos coelhos, e em seguida, foi fragmentado em
particulas de tamanhos semelhantes, utilizando instrumental cirurgico especifico
(sacabocado). O material fragmentado foi pesado e o percentual de osso a ser
utilizado no preenchimento do defeito foi calculado para os grupos que receberam
50% e 25% de osso autdlogo, sendo imediatamente retornado ao local do defeito.
No grupo 100% todo o material fragmentado foi imediatamente retornado ao local do
defeito.

No grupo preenchido apenas com BF foram aplicados 2mL do biopolimero,
dose pré-estabelecida pelo fornecedor. Nos grupos preenchidos com osso autélogo
associado ao BF, além do percentual correspondente de enxerto 6sseo, foram
aplicados 2mL de BF.

A sutura foi realizada apdés aproximadamente 03 minutos para a correta
polimerizagcdo e fixacdo do BF no local do defeito. Ao término do procedimento
cirargico, os animais foram mantidos individualizados em observagéao, até o retorno
anestésico completo e receberam Tramadol (5mg/Kg), via intramuscular, a cada 12
horas por 03 dias, e Enrofloxacino (10mg/Kg), via intramuscular, a cada 24 horas
por 03 dias.

2.5. Analises pés-operatoérias

2.5.1 Acompanhamento pés-operatério dos animais

Nos sete dias subsequentes ao procedimento cirurgico, os animais foram
avaliados diariamente quanto a eventos adversos. A partir do D+8, os animais foram

avaliados a cada 48h até o término do periodo experimental.

2.5.2. Tomografia computadorizada tridimensional

Os exames tomograficos foram realizados com os coelhos em decubito
ventral, com a coluna cervical e o cranio estendidos de forma que o palato duro
estivesse paralelo a mesa. As imagens foram obtidas em tomografo single-slice CT
scanner, modelo SCT-7800CT (Shimadzu, Kyoto, Japao), no corte transversal e
posteriormente reconstruidas com software de pds-processamento Voxar® (Barco,
Kortrijk, Bélgica) em cortes longitudinais/sagitais e coronais/dorsais. As imagens

foram avaliadas com ferramentas do sistema PACS SINAPSE®
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(Fujifilm, Tokyo, Japao), quanto ao preenchimento da falha éssea e a aparéncia
tomografica dos enxertos® 34,

Foram avaliados a area (mm?) e o perimetro (mm) do defeito, a area de
cobertura do enxerto (mm2) e a densidade do tecido expressa como o valor médio

de unidades Hounsfield no foco (UH).

2.5.3. Analise histolégica

Os ossos foram coletados e fixados em formalina tamponada a 04%, por 48h
e em seguida descalcificados em EDTA 10% diluido em PBS por 30 dias. Apos
descalcificagdo, foi mantida apenas a area receptora do implante e uma pequena
regidao de osso intacto. As amostras foram lavadas em agua corrente overnight,
desidratadas em série crescente de alcool etilico, diafanizadas em xilol e,
finalmente, incluidas em Paraplast® (Sigma Co., Saint Louis, MO). Os cortes foram
confeccionados de maneira que as analises sempre fossem realizadas nas regides
de maior area de leséo.

Os cortes histolégicos, com 5um de espessura, foram corados pela
Hematoxilina e Eosina para visdo geral da morfologia 6ssea e por Picrossirius para
quantificagao de colageno.

Nas andlises estereoldgicas foram determinadas, nos diferentes grupos
experimentais, as porcentagens dos diferentes compartimentos teciduais
compreendidos na area de lesao (vasos sanguineos, tecido adiposo, tecido fibroso e
area de formagao 6ssea). Para estas analises, foi utilizada a metodologia proposta
por Weibel com uma grade com 168 pontos de teste®®. Foram analisadas, em
média, 10 fotos de cada lamina por animal, utilizando a objetiva de 20X. Para se
determinar a quantidade de colageno, as laminas coradas com a técnica de
picrossirius foram fotografadas no aumento de 20X. Foram capturadas, em média,
10 fotos de cada lamina por animal. A area ocupada pelo colageno foi detectada

automaticamente pelo software LeicaQWin versdo 3.0, e expressa em porcentagem.

2.6. Anadlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism® (versdo 5.00; GraphPad Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (teste de KRUSKAL-WALLIS) seguida do teste

de Dunns pareado (pos-teste). Os resultados foram expressos como mediana,
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percentis (25 e 75) e valores minimo e maximo, e foram considerados

estatisticamente significantes quando p <0,05.

3. Resultados

3.1. Avaliagao pos-operatéria

Nao foram observados eventos adversos ou quaisquer alteragdes fisioldgicas
em decorréncia do procedimento cirurgico. Os animais mantiveram alimentacéo e
ciclos de claro-escuro inalterados durante todo o periodo. Nao foram observadas
rupturas de suturas ou processos infecciosos/inflamatérios.

A figura 02 apresenta a diferenca das médias de peso dos coelhos entre o
periodo de procedimento cirurgico e eutanasia. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos. A analise da mediana demonstrou ganho de peso durante o
periodo de observagado, indicando que o0s animais continuaram alimentando-se

normalmente, mesmo depois do procedimento cirurgico.
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100%0: 100% enxerto 6sseo; 100%0+BF: 100% enxerto + BF; 50%0+BF: 50% enxerto + BF; 25%0O+BF: 25%
enxerto + BF; BF: somente Biopolimero de Fibrina.

Figura 02. Diferenga da média dos pesos dos animais entre procedimento cirdrgico e
eutanasia. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05).

3.2. Tomografia computadorizada tridimensional
Os valores de area e perimetro do defeito, area de cobertura do enxerto e a
densidade do enxerto expressa em valor médio de unidades Hounsfield no foco

(UH) estao apresentados a seguir.
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100%0: 100% enxerto 6sseo; 100%0+BF: 100% enxerto + BF; 50%0+BF: 50% enxerto + BF; 25%0O+BF: 25%
enxerto + BF; BF: somente Biopolimero de Fibrina.

Figura 03. Area e perimetro do defeito (acima); area de cobertura e densidade do enxerto
(abaixo) apos 56 dias. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante
(p<0,05).

Na figura 03 nao foi possivel observar diferenga estatistica entre os grupos
com relagao a area do defeito. Em relacdo ao perimetro do defeito, foi possivel
observar que o grupo tratado com 50%O+BF apresentou diferenga estatistica
significante em relagdo aos grupos 100%0 e 100%0O+BF. Os demais grupos nao
apresentaram diferenca estatistica entre si.

O grupo 100%0O apresentou maior valor de mediana da area de cobertura do
enxerto com diferenga estatistica significante em relagédo aos grupos 25%0O+BF e
BF. O grupo 100%0+BF também apresentou diferenga significante em relagcéo aos
grupos 25%0+BF e BF. E os grupos 50%0+BF, 25%0+BF e BF ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si.

Quanto a densidade do enxerto, foi possivel observar que o grupo 100%0
apresentou diferenga estatistica significante em relagdo aos grupos 50%O+BF,
25%0+BF e BF, porém nao apresentou diferenca estatistica quando comparado ao
grupo 100%0O+BF.
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3.3. Analise histologica

Na figura 04 é possivel observar alguns fragmentos dsseos ao longo da area
da lesao, presencga de tecido fibroso entre eles e tecido adiposo na camada mais
interna, no grupo 100% OSSO.

Figura 04. Sequéncia de imagens microscopicas (20x), coradas com H&E, demonstrando a
lesdo de trés dos animais do grupo 100% OSSO, onde: TO = tecido 6sseo; TF = tecido
fibroso; TA = tecido adiposo; VS = vaso sanguineo.

Na figura 05 observa-se a presenca de tecido ésseo distribuido pela leséo,

intercalado com tecido fibroso e adiposo, no grupo 100% OSSO + BF.

Figura 05. Sequéncia de imagens microscopicas (20x), coradas com H&E, demonstrando a
leséo de trés dos animais do grupo 100% Osso + BF, onde: TO = tecido 6sseo; TF = tecido
fibroso; TA = tecido adiposo; VS = vaso sanguineo.

Na figura 06, podemos notar alguns fragmentos Gsseos na area de leséo,

porém com predominéancia de tecido fibroso, no grupo 50% OSSO + BF.



Figura 06. Sequéncia de imagens microscopicas (20x), coradas com H&E, demonstrando a
leséo de trés dos animais do grupo 50% OSSO + BF, onde: TO = tecido 6sseo; TF = tecido
fibroso; TA = tecido adiposo; VS = vaso sanguineo.

No grupo 25%0SSO +BF (figura 07), a quantidade de fragmentos 6sseos é

menor do que nos grupos anteriores.

Figura 07. Sequéncia de imagens microscopicas (20x), coradas com HE, demonstrando a
lesdo de trés dos animais do grupo 25% OSSO + BF, onde: TO = tecido 6sseo; TF = tecido
fibroso; VS = vaso sanguineo.

A figura 08, do grupo tratado com BF, mostra a maior quantidade de tecido
adiposo e a menor quantidade de tecido de formacédo dssea, quando comparado

aos demais grupos.

Figura 08. Sequéncia de imagens microscopicas (20x), coradas com H&E, demonstrando a
lesdo de trés dos animais do grupo BF, onde: TO = tecido 6sseo; TF = tecido fibroso; TA =
tecido adiposo; VS = vaso sanguineo.



3.4. Quantificagao dos diferentes tipos de tecidos
A quantificacdo dos diferentes tecidos presentes na area do defeito permitiu
calcular a porcentagem média de cada tecido. Os valores da quantificagdo de tecido

osseo, tecido fibroso, vasos sanguineos e tecido adiposo estdo apresentados

abaixo.
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100%0: 100% enxerto 6sseo; 100%0+BF: 100% enxerto + BF; 50%0+BF: 50% enxerto + BF; 25%0O+BF: 25%
enxerto + BF; BF: somente Biopolimero de Fibrina.

Figura 09. Percentual de tecido 6sseo (superior esquerdo), tecido fibroso (superior direito),
vasos sanguineos (inferior esquerdo) e tecido adiposo (inferior direito) apds 56 dias. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (p<0,05).

Nao houve diferenga estatistica significante entre os grupos de tratamento
com relagao a todos os tipos de tecidos observados e quantificados.

Vale destacar em formacado de tecido 6sseo, o alto valor da mediana
apresentada pelo grupo 50%0+BF, e sua proximidade com o valor da mediana do

grupo 100%0, utilizado como padrao ouro.
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3.4.1. Quantificagao de colageno

Na figura 10 foi possivel observar que ndo houve diferenga estatistica entre

0s grupos com relagao a quantificagao de colageno.
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100%0: 100% enxerto 6sseo; 100%0+BF: 100% enxerto + BF; 50%0+BF: 50% enxerto + BF; 256%0O+BF: 25%

enxerto + BF; BF: somente Biopolimero de Fibrina.

Figura 10. Porcentagem de colageno por area, nos grupos experimentais. Letras diferentes
indicam diferencga estatisticamente significante (p<0,05).

3.4.2. Composicao histologica média

A composicdo histoléogica média do preenchimento nos diferentes grupos

experimentais esta demonstrada na Figura 11 a seguir:

60
50 -
a0 | % VASOS SANGUINEDS
30 . E%TECIDO ADIPOSO
20 i % TECIDO FIBROSO
10 - i
% FORMACAO 1EQIDO
0 - OSSEO
(?‘l :g§< s§{ xqg< <b(<
',Q e‘po g 0\9
RS o N

100%0: 100% enxerto 6sseo; 100%0+BF: 100% enxerto + BF; 50%0+BF: 50% enxerto + BF; 256%0O+BF: 25%

enxerto + BF; BF: somente Biopolimero de Fibrina.

Figura 11. Composicao histolégica média (%) de vasos sanguineos, de tecido adiposo, de
tecido fibroso e de formagéao de tecido 6sseo, nos grupos experimentais.



4. Discussao

O desenvolvimento de um biopolimero abre um grande leque na sua
utilizagcdo, seja em procedimentos cirurgicos invasivos, ou ainda em curativos
superficiais. Considerando que o Biopolimero de Fibrina € um polimero heterdlogo,
poderia existir a possibilidade de reagéo alérgica ou de corpo estranho, o que nao
foi observado em nossos experimentos. A aplicacdo do BF, na concentracao
proposta pelo CEVAP, foi bem tolerada pelos animais ja que nao foram observados
sinais de reacgdo inflamatéria nem sangramento no local, assim como visto por
Oliveira Gongalves et al., 2016°%¢. Além disso, estudos anteriores demonstraram nao
haver citotoxicidade causada pelo BF®%, sendo bem aceito no tratamento continuo
de feridas crénicas em pacientes humanos®.

A pequena variagao da média no peso dos animais entre os grupos nao foi
estatisticamente significante. Sendo o peso um dos indicadores de bem-estar,
nossos dados demonstram que o processo cirurgico foi bem padronizado e que o
manejo dos animais foi adequado.

Fragmentos, particulas ou pd de osso sao frequentemente coletados
anteriormente a cranioplastia e misturados com polimeros de fibrina comerciais,
Uteis para o preenchimento de defeitos cranianos’.Os selantes de fibrina tém sido
utilizados com frequéncia para diminuicao de sangramento37 e de espaco “morto”
em campos cirurgicos, bem como para evitar extravasamento de conteudo, como,
por exemplo, em cirurgias do trato gastrointestinal38. O uso do selante de fibrina
pode proporcionar a redugdo do tempo de cirurgia visto que, a diminuicdo do
sangramento permite uma melhor visualizacdo do sitio cirurgico. Adicionalmente,
suas propriedades adesivas favorecem a estabilizagdo e a fixagdo dos enxertos,
especialmente no uso de material particulado como o enxerto autélogo fragmentado
ou substitutos Osseos sintéticos de alto valor agregado, evitando a perda de
material, em especial, em areas com alto fluxo sanguineo e de dificil acesso. Nos
casos de pacientes com poucas areas doadoras e escassez de material para
compor o enxerto 6ésseo autdélogo, esta caracteristica torna-se ainda mais relevante.

Os grupos tratados com diferentes quantidades de fragmentos de osso
autdlogo associados ao BF nao apresentaram diferenga estatistica entre si em
relacédo a formacao de tecido 6sseo. Tais resultados podem estar relacionados ao

fato do BF ter atuado inicialmente como uma barreira fisica entre os fragmentos
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0sseos, impedindo maiores taxas de osteoconducdo e osteoindugdo. Mesmo
mimetizando a fase final da cascata de coagulacao, a presenga de uma malha de
fibrina extremamente densa pode ser prejudicial para a mobilidade das células
responsaveis pela regeneracdo e modelacdo éssea a ponto de impedir que diversas
atividades celulares acontecam naturalmente™®.

O BF pode atuar preenchendo espacos vazios, diminuindo a formacao do
hematoma natural fibrina-trombina-plaqueta, que contém fatores de crescimento
derivados de plaquetas. Outra explicacdo pode ser que o crescimento vascular no
osso enxertado e no tecido fibroso circundante possa ser retardado pelo BF. No
entanto, sabemos que o processo biolégico de como o polimero de fibrina parece
atrasar a ossificacdo permanece desconhecido e necessita de um estudo mais
aprofundado’.

A concentracao de fibrina no BF pode ser otimizada para melhor atender a
aplicacdo clinica proposta. Em nosso trabalho, utilizamos a concentracdo
previamente padronizada para aplicacao topica em ulceras dérmicas®, a qual requer
uma rapida polimerizacédo e grande densidade para a protecédo da ulcera. Embora o
mecanismo fisiolégico de reparo seja semelhante e o estudo anterior tenha
apresentado resultados positivos, a concentragao utilizada nao foi adequada para a
aplicacdo proposta, que visava acelerar o processo regenerativo ou reduzir a
quantidade de osso necessaria. Estudos demonstraram que a concentracdo de
fibrinogénio nos selantes de fibrina alteram o didametro das fibras e dos poros da
rede o que altera as caracteristicas fisicas de adesividade as bordas da lesdo e de

40,41

migracéo celular™"". Uma nova padronizagdo da concentragdo de fibrina podera

resultar em uma malha menos densa, propiciando o desenvolvimento de tecido
dsseo observado em estudos anteriores?”*.

Em nosso estudo, mesmo nao havendo diferenga estatistica entre os grupos
de tratamento quanto a formagédo de tecido Osseo, vale destacar o alto valor da
mediana apresentada pelo grupo 50%0O+BF, e sua proximidade com o valor da
mediana do grupo 100%0, utilizado como padrdo ouro na realizacdo de
cranioplastias42. Além disso, o grupo 50%0O+BF apresentou os menores valores de
mediana para a area e perimetro do defeito.

Baseando-se nestes resultados € possivel considerar a alternativa da
utilizacdo de menores quantidades de fragmentos ésseos quando associados ao

BF, para a realizacao de cranioplastias. Com isso, o procedimento podera se tornar
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mais rapido e menos invasivo, reduzindo os riscos inerentes aos procedimentos
cirurgicos e a morbidade no pés-operatério, além de otimizar o custo do
procedimento.

Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos 50%O+BF e
25%0+BF, em relacédo a formagédo éssea, embora o segundo grupo apresente
mediana de area e perimetro do defeito maiores que o grupo 50%O+BF. O uso da
menor quantidade de osso autdlogo proposta (25%), em associagao ao BF, podera
viabilizar o procedimento para pacientes sem areas doadoras ou com areas
doadoras escassas, reduzindo ou evitando o uso de enxertos 6sseos heterdlogos ou
mesmo substitutos 6sseos comerciais.

A fragmentacdo do tecido 6sseo influencia no processo de
remodelagéo/reabsorgdo visto que, mesmo nos grupos onde 100% do material
retirado da area do defeito foi implantado, ndo houve regeneracdo completa, e até
mesmo, reducdo do tecido désseo na area de preenchimento. Isto pode estar
associado a implantacdo de 100% do enxerto no local da lesdo, o qual também
possa ter atuado como uma barreira fisica, impedindo a formacdo do hematoma
natural, e, consequentemente, reduzindo a migragao celular, a oferta de citocinas e
de matriz para a condugéo do processo regenerativo normal.

N&o houve diferenga entre os grupos em relagdo a angiogénese. Isto pode
estar relacionado a outras caracteristicas fisiolégicas ndo avaliadas em nosso
modelo como, por exemplo, a vascularizagéo do tecido adjacente ao leito da ferida.
Observamos que a mediana do grupo BF foi inferior aos demais grupos, indicando
um retardo na angiogénese. Apesar de nao ser um efeito benéfico para este modelo
de estudo, esta caracteristica do BF pode ser vantajosa para regeneragdo de
tecidos onde a baixa vascularizagdo € necessaria para a correta diferenciagcao

celular, como por exemplo, tecido cartilaginoso.
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5. Conclusoes

A utilizagao do Biopolimero de Fibrina na concentragao proposta pelo CEVAP
foi bem tolerada, sem efeitos adversos.

A associagdo do BF ao enxerto ésseo autdlogo permite a redugédo da
quantidade de material 6sseo utilizado, mantendo as mesmas taxas de regeneragao
6ssea, o que foi evidenciado pela formacao de tecido 6sseo, redugao da area e
perimetro da lesao.

E possivel considerar a condugdo de ensaios clinicos utilizando menores
quantidades de fragmentos Osseos associados ao BF para a realizacdo de
cranioplastia. Considerando também a facilidade de uso e alta integragcdo com o
enxerto, o BF permitira um procedimento mais rapido e menos invasivo para o
paciente, reduzindo os riscos e custos da cranioplastia.

O uso da menor quantidade de osso autdlogo proposta (25%), em associagao
ao BF, podera viabilizar o procedimento para pacientes sem areas doadoras ou com
areas doadoras escassas. Estas caracteristicas permitem ampliar as aplicacdes

terapéuticas e abrem novos campos de aplicacao para o Biopolimero de Fibrina.
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ANEXO Il —Material adicional

MATERIAL E METODOS (versdo expandida)

Animais

Foram utilizados 30 coelhos machos da raga New Zealand, pesando entre 1,5
e 2,0Kg, quando fornecidos pelo Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu -
Sao Paulo. Foram divididos em 05 grupos de 06 animais cada. Os coelhos foram
mantidos individualmente, em gaiolas suspensas de ago inox no Biotério da Unidade
de Pesquisa Experimental (UNIPEX), da FMB, UNESP — Botucatu.

Durante o periodo experimental, os animais ficaram aclimatados a
temperatura controlada de 21 + 2°C, ciclo de claro-escuro de 12 horas e foram
alimentados com racdo de manutencéo Labina-Purina® e agua ad libitum. Os
procedimentos cirurgicos foram realizados quando os animais atingiram o peso de
3,0 a 3,5Kg.

Todos os procedimentos de eutanasia foram realizados com tiopental sddico
na dose de 100mg/Kg, em infusdo venosa rapida, e, apds o animal atingir o plano
anestésico profundo, infusdo venosa rapida de 05mL de solugdo de cloreto de
potassio a 19,1%.

O peso dos animais foi utilizado como indicador de bem estar e foi calculado
imediatamente antes do procedimento cirdrgico e no momento da eutanasia, apos
56 dias.

Desenho experimental

Em todos os grupos foi realizado um defeito de 15mm de didmetro e de
espessura total da calvaria. Cada grupo recebeu um tratamento e/ou preenchimento
nos defeitos conforme descrito no quadro 01. A dose do Biopolimero de Fibrina
utiizada em todos os grupos experimentais foi preestabelecida pelo CEVAP,
resultando em 02mL de volume final (0,4mL Fracao O1(crioprecipitado extraido de
bubalinos) + 1mL Fragado 02 (serinoprotease extraida de veneno de serpente) + 0,6

mL Diluente (cloreto de calcio)).
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Quadro 01— Distribuicdo dos grupos experimentais por tipo de tratamento (06

animais por grupo).

GRUPO
TIPO DE PREENCHIMENTO
(SIGLA)
100% O 100% do osso autdlogo fragmentado
100% O
BE 100% do osso autélogo fragmentado + 2mL de BF
+

50% O + BF 50% do osso autélogo fragmentado + 2mL de BF

25% O + BF 25% do osso autdlogo fragmentado + 2mL de BF

BF Somente 2mL de BF

O = osso autélogo do coelho; BF = Biopolimero de Fibrina

Apos 56 dias de observacdo', os animais foram anestesiados e
encaminhados ao Departamento de Reprodugédo Animal e Radiologia Veterinaria, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP - Botucatu, para
serem obtidas imagens de tomografia computadorizada (TC) tridimensional. Apds o
retorno imediato ao laboratério de pesquisa, os animais foram eutanasiados, para a

retirada da amostra tecidual e posterior analise morfométrica.

Obtengéao do Biopolimero de Fibrina

O Biopolimero de Fibrina foi gentilmente cedido pelo Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), FMB, UNESP - Botucatu, cujos
componentes e formula de aplicagédo constam em suas patentes (Numeros do
registro:. BR1020140114327 e BR1020140114360). No momento do uso os
componentes foram previamente descongelados, reconstituidos, misturados e

aplicados de acordo com o protocolo do presente projeto2’ 3.4

Procedimento cirurgico para a realizagdo do defeito critico em calvaria de
coelhos
Em cada coelho foi realizado um defeito critico cranial de espessura total da

calvaria e 15mm de didmetro. Cada animal foi anestesiado com xilazina (3,0mg/Kg)
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e quetamina (30mg/Kg), via acesso venoso na veia marginal da orelha. O acesso foi
mantido durante todo o procedimento cirurgico, caso houvesse necessidade de
reforco da medicagao anestésica.

Apds a anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral e foi
realizada uma incisdo arqueada ao longo da linha média longitudinal, com a
finalidade de evitar formacgao cicatricial no centro do defeito. Apds exposi¢cao do
tecido 6sseo, um defeito critico de 15mm de diametro foi realizado com a utilizagao
de broca de 1,0mm de didmetro acoplada a um minimotor de alta rotacdo, mantendo
a integridade da dura-mater (Figura 01). Durante todo o processo de perfuragéo do
0ss0, o local foi irrigado com solugao de cloreto de sédio 0,9%, estéril, para evitar o

superaquecimento do 0sso.

Figura 01 — A. Marcagdo cirurgica da linha média longitudinal. B. Marcacao
cirargica da area do defeito critico de 15mm de diametro. C. Defeito critico ja
realizado (sem tratamento). D. Realizagao da sutura.

Nos grupos em que o defeito foi preenchido com osso autélogo, o osso foi
retirado intacto da calvaria dos coelhos, e em seguida, foi fragmentado em
particulas de tamanhos semelhantes, utilizando instrumental cirdrgico especifico
(sacabocado). O material fragmentado foi pesado e o percentual de osso a ser
utilizado no preenchimento do defeito foi calculado para os grupos que receberam
50% e 25% de osso autdlogo, sendo imediatamente retornado ao local do defeito.
No grupo 100% todo o material fragmentado foi imediatamente retornado ao local do
defeito.

No grupo preenchido apenas com BF foram aplicados 02mL do biopolimero,
dose pré-estabelecida pelo fornecedor. Nos grupos preenchidos com osso autélogo
associado ao BF, além do percentual correspondente de enxerto dsseo, foram
aplicados 02mL de BF.



A sutura foi realizada apos aproximadamente 03 minutos para a correta
polimerizacdo e fixacdo do BF no local do defeito. Ao término do procedimento
cirdrgico, os animais foram mantidos individualizados em observagéao, até o retorno
anestésico completo e receberam Tramadol (05mg/Kg), via intramuscular, a cada 12
horas por 03 dias, e Enrofloxacino (10mg/Kg), via intramuscular, a cada 24 horas

por 03 dias.

Analises poés-operatoérias
Acompanhamento pos-operatério dos animais

Nos sete dias subsequentes ao procedimento cirurgico, os animais foram
avaliados diariamente quanto a eventos adversos (ruptura da sutura, sangramento),
sinais e sintomas de infeccdo e inflamacédo (edema, eritema, extrusdo purulenta),
evidéncia de lesbes neurolégicas (alteragbes de comportamento, falha na
deambulagao, alteragbes de propriocepgao) e sinais de estresse (perda de apetite,
agressividade). A partir do D+8, os animais foram avaliados a cada 48h até o

término do periodo experimental.

Tomografia computadorizada tridimensional

A analise tomografica foi realizada no Departamento de Reprodug¢ao Animal e
Radiologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), UNESP -
Botucatu.

Os exames foram realizados com os coelhos em decubito ventral, com a
coluna cervical e o cranio estendidos de forma que o palato duro estivesse paralelo
a mesa (Figura 02). As imagens foram obtidas em tomografo single-slice CT
scanner, modelo SCT-7800CT (Shimadzu, Kyoto, Japao), no corte transversal e
posteriormente reconstruidas com software de pds-processamento Voxar® (Barco,
Kortrijk, Bélgica) em cortes longitudinais/sagitais e coronais/dorsais. As imagens
foram avaliadas com ferramentas do sistema PACS SINAPSE® (Fuijifilm, Tokyo,
Japao), quanto ao preenchimento da falha 6ssea e a aparéncia tomogréafica dos

enxertos® ©.
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Figura 02 (A e B) — coelho em posigdo de decubito ventral, para realizagédo do
exame tomografico.

As medidas foram realizadas nos cortes coronais, devido a possibilidade de
observacao de todo o defeito em uma Unica imagem, utilizando os demais planos
como referéncia para determinacdo da maior area do defeito, utilizada nas
mensuracoes.

Foram avaliados a area (mm?) e o perimetro (mm) do defeito, a area de
cobertura do enxerto (mmz) e a densidade do tecido expressa como o valor médio
de unidades Hounsfield no foco (UH). A area de cobertura do enxerto se apresentou
acentuadamente irregular, portanto para quantificacdo da area total de cobertura,
foram excluidas as regidbes de menor densidade, selecionadas através da
ferramenta de desenho livre, que possibilita sele¢do de contorno livre dos bordos da
area desejada e calculo de éarea, perimetro e média de atenuagdo da selegao
(Figura 03).
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Figura 03 (A, B, C e D) — Quantificacao da area de cobertura do enxerto utilizando
tomografia computadorizada.

Na avaliagdo do exame tomografico, as janelas sao ferramentas de pos-
processamento utilizadas para evidenciar os tecidos alvos no diagndstico desejado,
através da escolha de uma faixa de densidade para ser focada na imagem. Tecidos
0sseos ou que contém muito ar possuem densidades extremas e sdo analisadas em
janelas amplas, portanto, apresentam menos detalhes de diferencas de atenuacao
entre as estruturas presentes.

Por isso neste trabalho utilizou-se a janela de tecidos moles (menor variagao)
para que as por¢cdes do enxerto que apresentassem atenuacdo préxima, porém
menor que o tecido 6sseo (proximo de 1000UH), fossem visualizadas e fossem
somadas a area total de cobertura do enxerto.

A densidade do tecido € quantificada pelo valor de UH sendo que quanto
maior o valor, maior a densidade do tecido. O tecido 6sseo possui densidade maior
ou igual a 1000UH.



2.5.3. Analise histolégica

As analises histolégicas foram realizadas no Laboratério de Matriz
Extracelular (LabMEC), do Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB), UNESP - Botucatu.

Apds a eutanasia, os ossos foram coletados e fixados em formalina
tamponada a 04%, por 48h e em seguida descalcificados em EDTA 10% diluido em
PBS por 30 dias. Apds descalcificagao, a area da lesao foi separada do restante do
0sso, mantendo-se apenas a area receptora do implante e uma pequena regiao de
osso intacto. As amostras foram lavadas em agua corrente overnight, desidratadas
em série crescente de alcool etilico, diafanizadas em xilol e, finalmente, incluidas
em Paraplast® (Sigma Co., Saint Louis, MO). Os cortes foram confeccionados de
maneira que as analises sempre fossem realizadas nas regides de maior area de
leséo.

Os cortes histologicos, com 05um de espessura, foram corados pela
Hematoxilina e Eosina para visdo geral da morfologia 6ssea. Em seguida, as
laminas foram analisadas em microscépio de luz convencional LeicaDM2500 (Leica
Microsystems, Nussloch, Germany), acoplado a camera digital e software de andlise
de imagem (Leica Qwin.V3).

Nas andlises estereoldgicas foram determinadas, nos diferentes grupos
experimentais, as porcentagens dos diferentes compartimentos teciduais
compreendidos na area de lesao (vasos sanguineos, tecido adiposo, tecido fibroso e
area de formagao 6ssea). Para estas analises, foi utilizada a metodologia proposta
por Weibel com uma grade com 168 pontos de teste’. Foram analisadas, em média,
10 fotos de cada lamina por animal, utilizando a objetiva de 20x. Os valores relativos
foram determinados por contagem dos pontos coincidentes na grade e dividindo-os
pelo numero total de pontos (Figura 04). Para se determinar a quantidade de
colageno, as laminas coradas com a técnica de picrossirius foram fotografadas no
aumento de 20X. Foram capturadas, em média, 10 fotos de cada Iamina por animal.
A édrea ocupada pelo colageno foi detectada automaticamente pelo software

LeicaQWin versao 3.0, e expressa em porcentagem.
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Figura 04 - Imagem de lamina corada com HE, observada em aumento de 20x, com
sobreposi¢ao da grade de Weibel, para contagem dos pontos.

Anidlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPadPrism® (versdo 5.00; GraphPadinc., San Diego, EUA). Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (teste de KRUSKAL-WALLIS) seguida do
teste de Dunns pareado (pds-teste). Os resultados foram expressos como mediana,
percentis (25 e 75) e valores minimo e maximo, e foram considerados

estatisticamente significantes quando p <0,05.
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