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TAVARES, P. M. H. Osteopromog¢ao com uso de membranas de latex
incorporadas com beta-tricalcio fosfato nas escalas micrométrica e nanométrica
em defeitos criticos em calvaria de coelhos. 2023. 48 f. Dissertacado (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
2023.

RESUMO

A incorporagao de beta-tricalcio fosfato (3-TCP) a membrana de latex representa um
avango no desenvolvimento de biomateriais que podem ser empregados na
regeneragao 0ssea guiada. O objetivo deste trabalho foi avaliar o processo de reparo
0sseo em defeitos criticos tratados com membrana de latex e membrana de latex
incorporada com B-TCP nas escalas micrométricas e nanométricas. Foram utilizados
trinta e seis coelhos (Nova Zelédndia) e criou-se 4 defeitos criticos de 8 mm de didmetro
na calvaria de cada animal que foram separados em 4 grupos de acordo com a
terapéutica empregada: coagulo sanguineo (GC), membrana de latex (ML),
membrana de latex + B-TCP microparticulas (ML+Micro), membrana de latex + 3-TCP
nanoparticulas (ML+Nano). A eutanasia ocorreu em 2, 4 e 8 semanas poés-cirurgia. No
estudo dos tecidos mineralizados, realizou-se analise microtomografica e
histométrica, e nos tecidos desmineralizados, realizou-se analise histologica
qualitativa e quantitativa. Na analise microtomografica, a porcentagem de volume
0sseo (BV/TV) em 4 semanas foi maior para ML+micro (7,02%) e ML+nano (5,77%)
em comparagao a GC (2,83%) (p < 0,001; p =0.018) e ML (4,29%) (p = 0.032), e em
8 semanas, GC (2.25%) apresentou menor valor de BV/TV quando comparado a ML,
ML+micro e ML+nano (6,68, 6,79, 7.01%) (p < 0,001). Nos tecidos desmineralizados,
o Grupo ML+Nano evidenciou maior percentual de area de osso neoformado nos 3
periodos de avaliagédo (14,8%) (15,5%) (21,8%), com diferenca estatistica entre
ML+Nano (14,8 + 5,64) e GC (4,3 + 1,36) (p=0,002), ML+Nano (14,8 + 5,64) e ML (6,8
1 3,59) (p=0,029) em 2 semanas, ML+Nano (15,5 £ 4,79) e GC (8,1 £ 2,08) (p=0,049)
em 4 semanas, e ML+Nano (21,8 + 5,89) e ML+Micro (14,2 = 2,44) (p=0,044) em 8
semanas. A incorporacao de 3 -TCP nas escalas micro e nanométrica as membranas

de latex proporcionou maiores niveis de neoformacgao 6ssea na periferia dos defeitos.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea. Materiais Biocompativeis. Hevea.

Membranas. Latex.



TAVARES, P. M. H. Osteopromotion using latex membranes incorporated with
beta-tricalcium phosphate at micrometric and nanometric scales in critical
defects in rabbit calvaria. 2023. 48 f. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

The incorporation of beta-tricalcium phosphate (B-TCP) to the latex membrane
represents na advance in the development of biomaterials that can be used in guided
bone regeneration. The aim of this study was to evaluate the bone repair process in
critical defects treated with latex membrane and latex membrane incorporated with (3-
TCP in the micrometric and nanometric scales. Thirty-six rabbits (New Zealand) were
used and 4 critical defects of 8 mm in diameter were created in the calvaria of each
animal and separated into 4 groups according to the therapy used: blood clot (GC),
latex membrane (ML), latex membrane + B-TCP microparticles (ML+Micro), latex
membrane + B-TCP nanoparticles (ML+Nano). Euthanasia occurred at 2, 4, and 8
weeks post-surgery. In the study of mineralized tissues, a microtomographic and
histometric analysis was performed, and in the demineralized tissues, a qualitative and
quantitative histological analysis was performed. In the microtomographic analysis, the
percentage of bone volume (BV/TV) at 4 weeks was higher for ML+micro (7.02%) and
ML+nano (5.77%) compared to GC (2.83%) (p <0.001; p = 0.018) and ML (4.29%) (p
= 0.032), and at 8 weeks, GC (2.25%) had a lower BV/TV value when compared to
ML, ML+micro and ML+ nano (6.68, 6.79, 7.01%) (p < 0.001). In demineralized tissues,
the ML+Nano Group showed a higher percentage of neoformed bone area in the 3
evaluation periods (14.8%) (15.5%) (21.8%), with a statistical difference between
ML+Nano (14 .8 + 5.64) and GC (4.3 + 1.36) (p=0.002), ML+Nano (14.8 + 5.64) and
ML (6.8 = 3.59) (p= 0.029) at 2 weeks, ML+Nano (15.5 + 4.79) and GC (8.1 + 2.08)
(p=0.049) at 4 weeks, and ML+Nano (21.8 + 5.89 ) and ML+Micro (14.2 + 2.44)
(p=0.044) at 8 weeks. The incorporation of $ -TCP in the micro and nanometric scales
to the latex membranes provided higher levels of bone neoformation in the periphery

of the defects.

Keywords: Bone Regeneration. Biocompatible Materials. Hevea. Membranes. Latex.
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18

1 INTRODUGAO

O reparo de defeitos 6sseos representa um grande desafio cirurgico para os
profissionais da area da saude, especialmente em casos de grandes falhas, onde sua
capacidade regenerativa fisiologica é excedida (BOSCH; MELSEN; VARGERVIK,
1998; BURG; PORTER; KELLAM, 2000; CARLISLE et al., 2019; GOTZ; WARNKE;
KOLK, 2015; PORTO et al., 2012; VAJGEL et al., 2014). O desenvolvimento de
biomateriais capazes de auxiliar na recuperagao dos tecidos humanos lesados tem
sido alvo de muitos estudos no ambito das cirurgias reconstrutivas (RODRIGUEZ-
CHANFRAU, 2020; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020).

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo que tem um alto potencial para
reparar sua estrutura lesada, entretanto, depende diretamente de uma adequada
vascularizacdo, estabilidade mecanica e competicdo com tecidos de alta atividade
proliferativa (LI et al., 2015; SCHENK et al., 1994). Em alguns casos os danos no
tecido 6sseo podem levar um tempo maior para concluir o reparo ou até mesmo nao
serem reparados normalmente pelo organismo, havendo a necessidade de se utilizar
diversas técnicas cirurgicas na tentativa de otimizar o reparo da falha éssea, como
nos casos de defeitos Gsseos extensos, os quais ndao tem a capacidade de se
repararem espontaneamente, podendo causar uma sequela temporaria ou definitiva
para o paciente (LI et al., 2015; PORTO et al., 2012).

O termo “defeito de tamanho critico” foi originalmente definido como “a ferida
intradssea de menor tamanho em um determinado 0sso e espécie de animal que nao
cicatrizara espontaneamente durante a vida do animal’” (SCHMITZ; HOLLINGER,
1986). A tentativa de reparo desse defeito resulta na formagéo de tecido conjuntivo
fibroso em vez de o0sso. No entanto, como a maioria dos estudos tem duracéo limitada
e nao se estendem por toda a vida do animal, novos estudos estabeleceram que “o
defeito de tamanho critico na pesquisa animal refere-se ao tamanho de um defeito

gue nao cicatrizara ao longo da duragao do estudo” (GOSAIN et al., 2000).

O defeito de tamanho critico tem sido usado como um modelo experimental
para avaliar a eficacia de biomateriais recentemente desenvolvidos (CARLISLE et al.,
2019; COOPER et al., 2010; HOLLINGER; KLEINSCHMIDT, 1990; SOHN et al.,
2010). Existem varios modelos de defeitos 6sseos utilizados para pesquisas sobre
regeneracao 6ssea em diferentes regides anatdémicas, incluindo os da tibia, radio,
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mandibula e cranio de animais (DELGADO-RUIZ; CALVO-GUIRADO; ROMANOS,
2015; SOHN et al., 2010; VAJGEL et al., 2014). Uma série de modelos de teste animal,
como rato, camundongo, coelho, cachorro, ovelha, cabra e porco, foram
desenvolvidos para simular o ambiente humano in vivo e avaliar a dindmica de reparo
com uso de biomateriais apds a indugao de uma lesao (LIU et al., 2020). Defeitos
cranianos sao amplamente utilizados em estudos com biomateriais, e o coelho &
comumente usado em experimentos com animais nas pesquisas das areas da saude.
Algumas de suas vantagens s&o que ele é facilmente manuseado, tem alta taxa de
renovagao 0ssea e esta alcanca a idade adulta em 6 meses. Além disso, o coelho
possui um cranio maior que o do rato, o que possibilita a criagdo de multiplos defeitos
em um cranio, o que reduz o tempo de operagao, o custo e os erros de observacao
entre os individuos. A cicatrizacdo do defeito de tamanho critico deve ser avaliada
correlacionando o tamanho da falha com o periodo de reparo, assim como a
quantidade e qualidade do tecido em cicatrizagdo. E, mais recentemente, tem sido
utilizado para estudos in vivo embrides de peixes e larvas (CACCHIOLI et al., 2006;
DELGADO-RUIZ; CALVO-GUIRADO; MIRANDA et al., 2022; ROMANOS, 2015; LI et
al., 2015; LIU et al; 2020; SOHN et al., 2010).

A reconstrucao de lesdes amplas em tecidos duros sempre foi uma situagao
dificil para os cirurgides, tendo sido sugeridos uma variedade de enxertos ésseos para
auxiliar no reparo desses defeitos, como o autégeno, homdgeno, liofilizado,
desmineralizado, e materiais artificiais ou sintéticos (SAULACIC et al., 2021). Dentre
essas opgoes, 0 0sso autdégeno tem sido considerado o “padrdo ouro” devido as suas
caracteristicas osteoindutoras, osteocondutoras e osteogénicas. No entanto, a
obtencao de tecido 6sseo suficiente da area doadora para preencher o defeito em sua
totalidade, se torna um desafio em algumas condigbes clinicas complexas que
requerem maior quantidade do substituto e seu uso esta associado a morbidade
significativa do local doador (PORTO et al., 2012; SAULACIC et al., 2021).

O avango na area das cirurgias reconstrutivas impulsionou a busca por
biomateriais que potencializem o reparo ésseo, substituam o osso autégeno, sejam
eficientes, economicamente acessiveis e com as vantagens de fornecimento ilimitado
sem necessidade de area doadora, o que reduziria as morbidades ao paciente (LI et
al., 2015).
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A seringueira Hevea brasiliensis € uma arvore nativa da bacia do rio Amazonas,
e o latex extraido dessa seringueira tem se mostrado promissor em aplicagdes
biomédicas (FERREIRA et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 2018). Membranas feitas
de Latex Natural (LN) tém sido usadas como proteses e enxertos médicos devido a
suas caracteristicas de biocompatibilidade e estimulo natural a angiogénese (ERENO
et al., 2010; FERREIRA et al., 2009; MIRANDA et al., 2022; MRUE; COUTINHO;
CENEVIVA, 2004). O latex é um cicatrizante, uma defesa natural da planta e pode ser
aplicado a tecidos biologicos sem causar reacdes de hipersensibilidade, se
processado corretamente (BORGES et al., 2017; FRADE et al., 2001; MRUE;
COUTINHO; CENEVIVA, 2004).

Estudos em animais comprovaram a possibilidade de selecionar células de
determinados tecidos e impedir que células de outros tecidos repopulassem uma
ferida por meio do uso de membranas, este processo foi denominado regeneracao
tecidual guiada. Posteriormente, estes estudos foram direcionados para o tecido
0sseo0 com o uso de membranas, utilizando-se da osteopromogdo como principio
bioldgico, sendo o processo denominado regeneragao 6ssea guiada (ROG) (DAHLIN;
ALBERIUS; LINDE, 1991; DAHLIN et al., 1994; LINDE et al., 1993; MOURA et al.,
2014). Nos ossos, as membranas de latex atuam seguindo este principio, atuando
como barreira protetora no local da lesédo, impedindo a invasdo de células nao
osteogénicas no defeito que se deseja reparar, protegendo o coagulo sanguineo e
promovendo a proliferacdo local de células osteoprogenitoras, permitindo que a
neoformacéo Ossea seja otimizada nos estagios iniciais apdés a lesdo. Além disso,
podem também ser utilizadas para liberagdo de compostos bioldgicos e
medicamentos (DIMITRIOU et al., 2012; MIRANDA et al., 2017; ZANCANELA et al.,
2019). Tendo em vista sua utilizagao na ROG, a incorporagao de um fosfato de calcio
deve potencializar os resultados promovidos pela membrana (BORGES et al., 2015;
DANIELETTO-ZANNA et al. 2020; HERCULANO et al., 2009, 2010, 2011;
NASCIMENTO et al., 2014; RETZEPI; DONOS, 2010; SCHENK et al.,1994).

Ceramicas de fosfato de calcio s&o os biomateriais sintéticos mais similares a
tecidos dsseos do corpo humano, sendo o biomaterial mais biocompativel conhecido
para aplicacbes Osseas (LEE et al., 2013; RODRIGUEZ-CHANFRAU, 2020;
RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020; UTARA; KLINKAEWNARONG, 2015). O Beta-

tricalcio fosfato (B-TCP) é uma fase do fosfato de calcio que apresenta alta
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biocompatibilidade, boa solubilidade, facil absor¢éo pela matriz 6ssea e atividades de
osteoinducdao e osteocondugdo (COSTA et al, 2016; RODRIGUEZ-CHANFRAU,
2020; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2020). E o mais utilizado na regeneracéo
O0ssea e amplamente estudado para aplicagdes biomédicas, pois apresenta estrutura
quimica mais estavel e maior taxa de degradag¢ao quando comparado a outra fase do
fosfato de caélcio. A possibilidade de se incorporar B-TCP as membranas de latex é
uma nova alternativa para auxiliar o reparo 6sseo, pois dessa forma € possivel
associar as propriedades osteopromotoras do latex as osteocondutivas e possiveis
osteoindutivas do CaP (COSTA-RODRIGUES et al, 2014; EFTEKHARI;
FARAHPOUR; MIRANDA et al., 2022; RABIEE, 2015; HOLLISTER, 2005; LOU et al.,
2015; ZOU et al., 2005).

A utilizagao de B-TCP no processo de reparo de defeitos ésseos associado a
utilizacdo de membranas na ROG tem sido proposta como método auxiliar na
regeneragao 0ssea, com resultados promissores. Porém poucos séo os estudos para
incorporar o 3-TCP as membranas, como método de liberagédo sustentada do material
nos defeitos dsseos. Sendo assim, o presente estudo tem o objetivo de avaliar o
processo de reparo em defeitos dsseos criticos tratados com membrana de latex,
membrana de latex incorporada com [(-TCP, nas escalas micrométrica e

nanomeétricas.
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6 CONCLUSAO

A membrana de latex mostrou-se biocompativel, permitindo neoformacéao
Ossea na periferia dos defeitos criticos. A incorporagao de B-TCP nas escalas micro e
nanomeétrica as membranas de latex potencializou sua propriedade bioldgica de

osteopromogédo permitindo maiores niveis de neoformagéo éssea.
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