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Resumo

PEREIRA, FP. Avaliacdo do copolimero de &cido polilatico e poliglicélico
associado ao vidro bioativo no processo de regeneracdo Ossea. Analise
histomorfométrica e imunoistoquimica em ratos [dissertacdo]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2007.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a interacdo do copolimero de
acido polilatico e poliglicélico (PLGA) associado ou ndo ao vidro bioativo no
processo de regeneracao 6ssea em defeitos criados cirurgicamente. Materiais e
método: Foram utilizados quarenta ratos (rattus norvegicus albinus, Wistar)
machos, nos quais foram confeccionados dois defeitos cirlrgicos criticos de 5
mm com broca trefina na regido da calota craniana. Os animais foram divididos
em 4 grupos de acordo com o preenchimento do defeito experimental: Grupo C
preenchido por coagulo, grupo VB por vidro bioativo (Biogran 3i) ®, grupo POLI
pelo copolimero de PLGA e grupo POLIVB pela associagdo do copolimero de
PLGA ao vidro bioativo. Nos periodos de 7 e 30 dias pos-operatério os animais
foram sacrificados por meio de sobredose anestésica, obtendo-se as pecas que
receberam o processamento laboratorial de rotina, com cortes de 6um de
espessura, que foram corados em hematoxilina e eosina (H.E.), Tricrdmico de
Masson e processamento para andlise imunoistoquimica, através da expressao
das proteinas VEGF, BMP2, Cbfal e osteocalcina (OC), as quais estdo
envolvidas nos processos de vascularizagdo, osteoinducdo e mineralizacédo
O0ssea. Resultados: O grupo C apresentou imunomarcacfes positivas mais
expressivas para as proteinas Cbfal, BMP2 e OC, apresentando o melhor
comportamento, seguido pelos Grupos VB, POLIVB e POLI. Aos 7 dias em
todos os grupos estudados observou-se a presenca de tecido conjuntivo e
discreta neoformacdo Ossea restrita as bordas do defeito, estatisticamente
insignificante (p=0,106). Aos 30 dias os grupo C e VB apresentaram maior

neoformacao 0ssea, estatisticamente significativa em relacdo ao POLI e POLIVB
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(p=0,002), visualizando-se no VB a permanéncia de grande quantidade de
particulas do material, envoltas por tecido 0sseo pouco diferenciado.
Conclusbes: Conclui-se que o grupo C apresentou melhor comportamento
durante o processo de regeneracdo Ossea, todos 0s materiais testados
apresentaram-se biocompativeis, mas somente o VB apresentou propriedades

osteocondutoras.

Palavras-Chave: Regeneracdo o6ssea. Substitutos 6sseos. Vidro bioativo.

Polimeros. Imunoistoquimica.



Abstract

PEREIRA, FP. Evaluation of the polylactic polyglycolic acid copolymer
associated to bioactive glass in bone regeneration process. Histomorphometric
and immunoistochemistry analysis in rats. [dissertation] Aracatuba: UNESP -
Séo Paulo State University; 2007.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the interaction between
polylactic polyglycolic acid copolymer (PLGA) associated or not to the bioactive
glass in bone regeneration process of surgically created defects. Material and
methods: Were used 40 male rats (rattus norvegicus albinus, Wistar), in which
were made two critical-size defects of 5 mm by trephine drill in rat calvaria.
Animals were divided in 4 groups according to the experimental defect filled:
Group C defect filled with blood clot, group VB defect filled with bioactive glass
(Biogran 3 | ®), group POLI defect filled with PLGA copolymer and group
POLIVB defect filled with the association of PLGA copolymer and bioactive glass.
Rats were euthanized at 7 and 30 post-operative days by anesthetic's overdose.
After that, were obtained the pieces that received laboratorial processing routine,
sections of 6 um thickness were stained with hematoxylin-eosin (H.E.), Masson’s
Trichrome and processed to immunoistochemistry analysis, by means of the
expression of proteins VEGF, BMP2, Cbfal and osteocalcin, that are involved in
vascularization, osteoinduction and bone mineralization process. Results: The
Group C presented more expressive positive imunostained to proteins Cbfal,
BMP2 and OC, presenting better behavior, followed by groups VB, POLIVB and
POLI. At 7 days in all groups were observed the presence of connective tissue
and discreet and restricted new bone formation only in the edge of the defect, no
statistically significant (p=0,106). At 30 days, groups C and VB presented
significantly more new bone formation than POLI and POLIVB, statistically
significant (p=0,002), was observed in group VB the permanence of great

amount of materials’ particles, involved with not well differentiated bone tissue.
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Conclusions: It was concluded that group C showed better behavior during
bone regeneration process. However, all tested materials were biocompatible

and only the bioactive glass presented bone conductive properties.

Keywords: Bone regeneration. Bone substitutes. Bioactive glass. Polymers.

Immunoistochemistry.
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AON = Area de Osso Neoformado

AVB = Area de Vidro Bioativo
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C = Controle

CBFAl/ = Fator de Trascricdo, Transcription Factor

Runx 2

cm = Centimetro(s)

DAB = Diaminobenzidina

DTC = Defeito(s) de Tamanho Critico

EDTA = Acido Etilenodiaminotetracético

g = Grama(s)

H.E. = Hematoxilina e Eosina

oC = Osteocalcina, osteocalcin

PGA = Acido Poliglicélico, polyglycolic acid

PLA = Acido Polilatico, polylactic acid

PLGA = Copolimero de acido palilatico e poliglicdlico, polylactic and polyglycolic acid
copolymer

POLI = Copolimero de &cido polilatico e poliglicélico (PLGA)

POLIVB = Copolimero de PLGA e vidro bioativo

PVPI = Polivinil Pirrolidona lodo

VB = Vidro bioativo

VEGF = Fator de crescimento angiogénico, angiogenic growth factor

Mm = Micrometros
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1 INTRODUCAO*

tecido 6sseo tem um grande potencial para regeneracéo e pode
restaurar completamente sua estrutura e funcdes originais. Porém,
freqlientemente os defeitos de grandes propor¢cdes néo reparam totalmente com
tecido 0sseo, principalmente quando apresentam grandes proporc¢des. A fim de
facilitar e/ou promover a regeneracéo, diversos tipos de enxertos ou substitutos
0sseos devem ser colocados no interior dos defeitos (Lang et al.1999).

Devido as limitacfes relacionadas aos enxertos bioldgicos, a engenharia
tecidual tem surgido como alternativa para se obter materiais que possuam
propriedades capazes de induzir ou auxiliar no processo de neoformacgéo 0ssea
(Yao, et al.2005; Carvalho, et al. 2004). Nesta busca por alternativas ao enxerto
autogeno, surgiram materiais de preenchimento, dentre estes os materiais
aloplasticos ou sintéticos (Carvalho et al. 2004).

Os materiais aloplasticos tém origem sintética, sdo biocompativeis e
apresentam-se como alternativas promissoras frente a eminente necessidade de
se encontrar um composto com todas as caracteristicas ideais para um
substituto 0sseo. Apresentam-se disponiveis em quantidade, além de
dispensarem a necessidade de um sitio doador. Dentre estes compostos
encontram-se as ceramicas, os vidros bioativos e os polimeros (Carvalho et

al.2004).

*Segundo as normas do periédico “Clinical Oral Implants Research” (Anexo G)
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O vidro bioativo formulado por Hench (1970), teve seus potenciais de
neoformacao 0ssea e resisténcia mecanica testados em varios estudos animais,
comprovando o potencial promissor como substituto dsseo, pelas propriedades
bioativas e osteocondutivas (Hench et al. 1971; Schepers et al.1991; Wheeler et
al.1997).

Outro substituto 6sseo sintético estudado desde o final da década de 70
sao os polimeros derivados do acido polilatico (PLA) e poliglicélico (PGA) e seus
copolimeros (PLGA), os quais apresentam boas propriedades mecanicas, baixa
capacidade alergénica, baixa toxicidade, facil manipulacdo, excelente
biocompatibilidade e cinética previsivel de biodegradacdo, o que desperta a
atencdo de varios pesquisadores nas areas médicas e farmacéuticas (Fialho et
al. 2003; Day et al. 2004 b; Ueki et al. 2003; Yao et al. 2005).

A estrutura altamente porosa do copolimero de PLGA permite que
desempenhe a funcédo de agir como arcabouco temporario quando utilizado em
defeitos 6sseos, possibilitando a infiltragdo de células e vasos ao redor dos
tecidos, concomitante ao seu processo de degradacao e substituicdo por tecido
regenerado (Day et al. 2004 b; Yao et al. 2005). Devido a este comportamento
bioldgico, pesquisas sugerem que possua propriedades osteocondutivas,
funcionando como arcabouco para substituicdo da matriz extracelular (Rimondini
et al. 2005; Imbronito et al. 2005).

Estes materiais podem ser utilizados isoladamente ou em associacdo na

prética clinica, como dispositivos de fixacdo (Ferreti & Reyneke 2002, Peltoniemi
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et al. 2002; Kiely et al. 2006), membranas (Crump et al.1996, Hammerle & Lang
2001), enxerto solido/poroso, aplicagdo possivel como veiculo de drogas,
carregadores de fatores de crescimento, proteinas osteomorfogenéticas ou
proteinas de adesado (EI-Amin et al.2003; Saito et al., 2003; Day et al. 2004 a;
Imbronito et al.2005; Enislidis, et al.2005; Fialho et al. 2003; Yao et al. 2005;
Ueki et al. 2003).

Estudos recentes mostram que a incorporacdo de vidro bioativo ao
copolimero de acido poliladtico e poliglicdlico (PLGA), poderia resultar na
formacéo de uma estrutura capaz de agir como arcabouco de sustentacdo para
deposicdo de novo 0sso e sua vascularizacdo, além de possibilitar a proliferacédo
e diferenciacdo de osteoblastos e células osteoprogenitoras (Yao et al. 2005;
Day et al. 2004a; Boccaccini & Notingher 2003).

A possibilidade de formacdo de compostos reabsorviveis com
propriedades bioativas, do controle da velocidade de degradacéao,
biocompatibilidade e de melhores propriedades mecanicas e estruturais, sédo
algumas das vantagens que justificam a associacdo entre o copolimero de
PLA/PGA e o vidro bioativo (Day et al. 2004a; Lu et al. 2003; Verrier et al. 2004).

Yao et al. (2005) demonstraram que a incorpora¢éo do vidro bioativo ao
copolimero aumentou a reatividade da superficie do polimero e promoveu a
transformacdo de sua superficie em uma camada bioativa rica em ions Ca e P
(camada de fosfato de célcio). Apds 2 semanas de imersdo, as microparticulas
de Ca e P foram formadas dentro dos compdésitos, facilitando a adesédo e

diferenciacéo celular.
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O estudo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos durante o
processo de ossificacdo pode ser melhor compreendido e justificado através de
técnicas imunoistoquimicas, que atuam como ferramentas metodoldgicas,
possibilitando a andlise da dindmica do tecido 6sseo em defeitos preenchidos
com materiais sintéticos, por meio da imunomarcacdo de proteinas presentes
durante o processo de regeneracdo 0ssea.

Uma dessas proteinas, presente nos periodos iniciais do processo de
ossificacdo € a VEGF ou fator de crescimento angiogénico expressa em células
endoteliais, que indica 0 aumento da vascularizacdo da area (Day et al. 2004a;
Leach et al. 2006). As BMPs representam um grupo de proteinas com
caracteristicas morfolégicas proprias e de proliferacdo celular, expressando-se
também no inicio da regeneracdo. (Owen et al. 1990; Yamaguchi et al. 2000).

O fator Cbfal ou Runx 2 é um fator de transcricdo que atua induzindo e
modulando a diferenciacdo de osteoblastos e é observado nas fases de
proliferacdo celular, maturacdo e mineralizacdo do tecido 6sseo (Yamaguchi et
al. 2000).

A osteocalcina (OC), destaca-se por ser a mais abundante proteina néo-
colagenosa no 0sso, que indica o0 processo de mineralizagcdo na formacéo
0ssea, implementada pela calcificagdo dos ostedcitos na camada de colageno.
(Lieberman et al. 2002; Thorwarth et al. 2005).

A busca de biomateriais tem sido alvo de inumeros estudos, mas é
necessario também o conhecimento das respostas celulares que ocorrem

durante o processo de regeneracdo 6ssea apOs o implante nos tecidos.
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2 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi avaliar a resposta tecidual, durante o

processo de regeneracao 0ssea, do implante de copolimero de acido polilatico e
poliglicélico associado ou ndo ao vidro bioativo em defeitos de tamanho critico
criados cirurgicamente, através da expressao de proteinas (VEGF, Cbfal, BMP2
e osteocalcina), que podem atuar como marcadores de resposta celulares

durante o processo de regeneracdo 0ssea.
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3 MATERIAL E METODO*

CIRURGIA EXPERIMENTAL

fste estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), tendo sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus Aracgatuba, com protocolo n° 2007-005223 (Anexo A).

Foram utilizados quarenta ratos (n=10) (Rattus norvegicus albinus,
Wistar) adultos machos, de aproximadamente 3 a 4 meses de idade e peso
corporal variando de 250 a 300 g, em bom estado de saude, provenientes do
Biotério da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais com dieta padrdo, racdo solida e agua a
vontade, em condi¢Bes climatizadas no Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP.

Os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de oito horas e
anestesiados, via intramuscular, com Cloridrato de Ketamina (Francotar — Vibrac
do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) associado & Xilazina (Rompum — Bayer AS —
Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem de 0,7mlI/Kg e 0,3ml/Kg,
respectivamente. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a

esterilizacdo do instrumental utilizado, delimitagdo da area a ser operada com

*Figuras referentes a metodologia cientifica experimental sdo ilustrados no Anexo B.
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campos estéreis, uso de aventais e luvas cirargicas estéreis. Todos 0s
procedimentos cirargicos foram realizados na sala cirdrgica do Biotério da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Em seguida foi realizada a
tricotomia na regido da calota craniana, anti-sepsia com Polivinil Pirrolidona lodo
Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o José do Rio
Preto,Brasil), associado ao PVPI tépico (PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sao
José do Rio Preto,Brasil) e aposicao de campos estéreis.

Foi realizada uma incisdo vertical linear sentido occipito-frontal
(interparietal) de aproximadamente 2 (dois) cm, na linha média da calota com
lamina n° 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japd o) montada em cabo de
bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) e o descolamento dermoperiostal. Em
seguida com auxilio de broca trefina de 4 mm de diametro interno (3i Implant
innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA) acoplada em baixa-rotacdo sob
irrigacdo abundante com solucdo de cloreto de sédio 0,9% (Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil), confeccionaram-se dois defeitos cirurgicos criticos de 5 mm de
diametro (Bosch et al. 1998; Meinel et al. 2005) em cada lado da sutura sagital
na regido parietal, préximo a sutura posterior, mantendo-se a integridade da
dura-mater. De acordo com o preenchimento dos defeitos constituiram-se o0s
grupos de estudo:

Grupo I:

Grupo coagulo (C) — O defeito do lado direito foi preenchido por coagulo

sanguineo, com auséncia de material de implante.
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Grupo Vidro Bioativo (VB) — O defeito do lado esquerdo foi preenchido por

vidro bioativo (Biogran) ®, 3i.
Grupo Il

Grupo Polimero (POLI) — O defeito do lado direito foi preenchido pelo
copolimero de PLGA na propor¢ao de 50:50 (VETEC Quimica Fina Ltda, Rio

de Janeiro, Brasil) aquecido entre 100 e 150C.

Grupo Polimero + Vidro Bioativo (POLIVB) — O defeito 6sseo foi preenchido
com o copolimero de PLGA associado ao vidro bioativo (Biogran 3i) ®,
acrescentando-se as particulas de vidro bioativo durante a preparagdo do

material.

Ap6s o preenchimento, os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel
(poliglactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos,
Brasil) no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon, Ethicon,
Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil), obtendo-se o fechamento
primario da ferida. ApOs a sutura, nhovamente foi realizada a anti-sepsia da area
com Polivinil Pirrolidona, lodo Tépico.

No pos-operatorio imediato cada animal recebeu dose Unica
intramuscular de 0,2 ml de Penicilina G-benzatina (Pentabidtico Veterinario

Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda., Campinas, SP). Nenhuma
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restricdo alimentar ou de movimentacao foi imposta aos animais, 0os quais foram

mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento.

PROCESSAMENTO TECIDUAL

Os animais (n=10) foram divididos em dois tempos de sacrificio, aos 7 e
30 dias pos-operatorios, por meio de sobredose anestésica, seguida da
remocao da calota de cada animal com os dois defeitos cirirgicos e eliminacao
do tecido mole excedente. As pecas foram fixadas em solucéo de formol neutro
a 10%, lavadas e descalcificadas em solucdo de Acido Etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A.) a 16%. Apds descalcificacdo as pecas foram reduzidas, separando-se
as duas cavidades e em seguida dividindo-as ao meio no sentido transversal,
através da mensuracao de 2,5mm por meio de um paquimetro, obtendo-se duas
pecas de cada defeito, as quais passaram pelas etapas de processamento
laboratorial, incluindo-se as duas metades de cada defeito em um mesmo bloco
de parafina. As pecas foram incluidas de maneira que na realizagdo dos cortes
estes foram iniciados a partir do centro do defeito. Realizaram-se cortes seriados
de 6 um de espessura, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE
Merck & Co., Inc.) e Tricrdmico de Masson. Em alguns cortes de parafina foi
realizado o processamento imunoistoquimico, através da expressao das
proteinas VEGF, Cbfal, BMP2 e osteocalcina (OC) para analise qualitativa das

reacOes celulares durante o processo de regeneracdo 6ssea.
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3.1. ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA**

Foi realizada analise através da quantificacdo de tecido 0sseo
neoformado das bordas e do centro do defeito criado cirurgicamente, bem como
a quantidade de VB remanescente.

Para analise histomorfométrica utilizou-se o programa ImagelLab 2000
(Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil), versdo 2.4,
calibrado em escala métrica (micrometros - um). A imagem foi capturada atraves
de um microscépio Optico com objetiva de aumento de 2,5x acoplado a uma
camera de captura de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems,
Heerbrugg, Switzerland) e conectado a um microcomputador Pentium [l com um
software analisador de imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box, Leica
Imaging Manager - IM50 Demo Software). As imagens foram mensuradas
através das fungbes “selecionar regido” e “célculo de regides”. Delineou-se a
area total em mm? (AT) a ser analisada, correspondente a 100% da area do
defeito cirdrgico original. Em seguida, dentro da AT, foram delineadas a Area de
Osso Neoformado (AON), bem como as areas ocupadas pelos remanescentes
do vidro bioativo (AVB) que foram calculadas como porcentagem (Furlaneto et
al. 2007). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o
programa Sigma Stat versédo 3.0 de acordo com o Teste de Tukey e ANOVA e

expressos na forma de gréficos e tabela.

**Ejguras referentes a andalise histométrica sao ilustrados no Anexo C
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3.2. ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Para o processamento imunoistoquimico, utilizaram-se cortes incluidos
em parafina dos mesmos animais que foram realizadas as coloracdes para
analise histologica. Como anticorpos primarios, foram utilizados o anticorpo para
VEGF (VEGF, Rabbit polyclonal anti-vegf - Santa Cruz Biotechnology, SC7269),
anticorpo para Cbfal (Goat polyclonal anti-PEBP2a - Santa Cruz Biotechnology,
SC8566), anticorpo para BMP (Goat polyclonal anti-BMP — Santa Cruz
Biotecnology, SC6895) e anticorpo para OC (OC, Goat polyclonal anti-oc —
Santa Cruz Biotecnology, SC18319). O anticorpo secundario biotinilado foi anti-
cabra (goat) produzido em coelhos (Pierce Biotechnology). A Streptavidina
Biotina foi utilizada como amplificador do sinal (Dako). O método de deteccéo foi
por imunoperoxidase e a 3,3 diaminobenzidina (Dako) foi utilizada como
cromogeno, seguida da contra-coloragcdo com hematoxilina. Foram realizados
procedimentos de controle por meio da omissdo dos anticorpos primarios
(controle negativo), para avaliar a especificidade e efetividade das reacdes
Para realizacdo da andlise qualitativa da expressao das proteinas foi utilizado
um microscopio Optico com objetiva de aumento 20X Leica Aristoplan 47
Microsystems (Leitz, Benshein, Alemanha) acoplado a uma camera de captura
de imagem (Leica DFC 300FX, Leica microsystems, Heerbrugg, Switzerland) e
conectado a um microcomputador Pentium Ill com um software analisador de
imagens digitalizadas (Leica Camera Software Box, Leica Imaging Manager -

IM50 Demo Software).
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4 RESULTADQOS *

4.1 ANALISE CLINICA

odos os animais foram observados clinicamente durante todo o
periodo experimental e as pecas analisadas macroscopicamente, nas quais ndo
foram constatadas a presenca de inflamacdo, necrose ou outras lesdes
atingindo os tecidos moles e 6sseos, permanecendo 0s animais saudaveis

durante todo periodo experimental.

4.2 RESULTADOS HISTOLOGICOS

ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

7 DIAS

GRUPO C (Controle) — Adjacente as bordas do defeito cirdrgico notaram-se em
alguns casos, pequenas espiculas 0sseas neoformadas ao lado de tecido
conjuntivo com discreto numero de fibroblastos (Fig. 25A). Em outros,
evidenciou-se nesta mesma regido apenas a presenca de tecido conjuntivo com
as mesmas caracteristicas acima. Em areas mais distantes das bordas do
defeito cirdrgico, observou-se também pequeno numero de fibroblastos e raros

macrofagos e linfécitos (Fig. 25B).

*Figuras ilustrativas dos resultados histolégicos e imunoistoquimicos nos Anexos D, E e F.
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GRUPO VB (Vidro bioativo) — Em todos os espécimes observou-se a presenca
de material de implante ocupando extensa &rea do defeito cirurgico (Fig. 25C).
Em alguns casos notaram-se entre o material, delgadas faixas ocupadas por
tecido conjuntivo neoformado. Em outros evidenciou-se maior volume de tecido
conjuntivo no espaco acima referido, apresentando moderado numero de
fibroblastos e alguns linfdcitos. Junto as bordas do defeito cirdrgico evidenciou-
se, na maioria dos casos discreta neoformacdo dssea ocupando pequeno
espaco (Fig. 25D).

GRUPO POLI (Polimero) — Em todos os espécimes notou-se auséncia de
neoformacdo 6ssea ao nivel das bordas do defeito cirdrgico . Em um dos casos,
no entanto, evidenciou-se discreta neoformacdo Ossea em area situada
lateralmente a borda de tecido 6sseo (Fig. 25E). O material de implante
encontrou-se ausente em todos os espécimes e o tecido conjuntivo neoformado
apresentou discreto numero de fibroblastos ao lado de alguns macréfagos e
linfécitos (Fig. 25F).

GRUPO POLIVB (polimero + vidro bioativo): Junto as bordas do defeito
cirdrgico, com excecao de dois espécimes, notou-se auséncia de neoformacéo
O0ssea. Nas proximidades, observou-se a presenca de tecido conjuntivo
neoformado exibindo moderado nimero de fibroblastos e alguns macrofagos e
linfocitos. O material de implante, geralmente encontrava-se em pequena
guantidade em areas afastadas das bordas do defeito cirdrgico (Fig. 25G). Em
dois casos foram observados juntos as bordas do defeito, discreta neoformacgéo

0ssea exibindo osteoblastos em niumero moderado (Fig. 25H).
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ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

30 dias
GRUPO C (Controle): Na maioria dos espécimes observou-se neoformacao
Ossea bastante pronunciada, no entanto recobrindo parcialmente o defeito
cirirgico (Fig. 26A). O tecido conjuntivo sem diferenciagdo 6ssea apresentou
discreto numero de fibroblastos e vasos sanguineos (Fig. 26B). Alguns
macroéfagos e linfocitos foram observados nesta regido.
GRUPO VB (Vidro bioativo) - Em todos os espécimes o material de implante
ocupava extensas areas do defeito cirlrgico que apresenta a espessura da
parede 6ssea. O tecido conjuntivo entre o material exibiu moderado nimero de
fibroblastos e mostrou-se bem vascularizado. Em um dos casos, notou-se nas
proximidades da parede 0ssea maior quantidade de tecido conjuntivo adjacente
ao material. Por outro lado, a neoformacédo 6ssea junto as bordas apresentou-se
discreta em todos os espécimes (Fig. 26C).
GRUPO POLI (Polimero): Em alguns espécimes notaram-se nas proximidades
das bordas do defeito cirdrgico, extensas areas ocupadas pelo material (Fig.
26D). Recobrindo o defeito cirdrgico evidenciou-se tecido conjuntivo exibindo
feixes de fibras colagenas. Em outros, o material de implante encontrou-se
ausente e o defeito cirdrgico encontrava-se recoberto por delgada faixa de tecido
conjuntivo fibroso (Fig. 26E). Ocasionalmente foram notados pequenos

fragmentos do implante na area central do defeito. Em todos os casos, a
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neoformacdo dssea restringiu-se a pequenas areas junto as bordas do defeito
cirargico (Fig. 26F).

GRUPO POLIVB (Polimero + Vidro bioativo): Em todos os espécimes
observou-se adjacente a borda do defeito cirargico discreta neoformacgéo 6ssea.
Recobrindo a superficie do defeito notou-se em todos os casos, delgada faixa de
tecido conjuntivo fibroso (Fig. 26G). Em um dos casos, evidenciou-se a presenca

de material na area central da ferida cirargica (Fig. 26H).

4.3 RESULTADOS HISTOMETRICOS E ESTATISTICOS

As médias e o0s desvios-padrdo de AON de 7 e 30 dias estédo
apresentados na tabela e graficos, assim como os resultados da comparacéo
entre os grupos estudados. Na figura 3 observa-se a evolucdo da reabsorcéo
das particulas de VB nos periodos experimentais estudados. Comparando-se a
neoformacdo oOssea (Tabela 1), aos 7 dias ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p=0,106)( Figura 1), enquanto aos 30 dias
observou-se melhores resultados no Grupo C e VB e que foram considerados
estatisticamente significativos em relagdo aos demais (p=0,002) (Figura 2) Em
relacdo a presenca de remanescentes de particulas do material no grupo VB aos
7 e 30 dias os resultados ndo apresentaram significancia estatistica (p=0,259)

(Figura 3)
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Tabela 1: Médias (%) e desvios-padréo da Area de Osso Neoformado (AON)

aos 7 e 30 dias entre 0s grupos experimentais.

Grupo | n Médias de AON Desvio- Médias de AON Desvio-
(%) Padréo (%) Padréo
7 dias* 7 dias 30 dias ** 30 dias
C 10 12,10 +5,16 32,5a +6,51
VB 10 9,46 *+ 4,06 33,93 a +11,44
POLI 10 7,34 4,71 149b +4,75
POLIVB | 10 4,22 12,27 18,01 b +10,79

* estatisticamente ndo significativo (p =0,106)

**|_etras diferentes indicam que hé& diferencas estatisticamente significativa entre

0s grupos (p=0,002)

EC VB @pPoOLI @POLIVB

Média (%) da AON
'—\
o

Fig. 1: Médias (%) e desvios-padrdo da Area de Osso Neoformado (AON) aos 7

dias entre os grupos.
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OC mVvVB @POLI @POLIVB
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Fig. 2: Médias (%) e desvios-padréo da Area de Osso Neoformado (AON) aos

30 dias entre os grupos.
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Fig. 3: Média (%) e desvios-padrao dos remanescentes de particulas de VB
(AVB) aos 7 e 30 dias
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4.4 RESULTADOS IMUNOISTOQUIMICOS

Foram realizadas reacfes imunoistoquimicas utilizando-se anticorpos
primarios contra as proteinas VEGF, BMP2, Cbhfal e OC, analisadas durante o
processo de regeneracao 0ssea de defeitos criados cirurgicamente em calota de
ratos.

Observaram-se os seguintes resultados qualitativos:

7 dias

VEGF: Observaram-se marcacfes positivas em células endoteliais do
tecido conjuntivo e nos espacos medulares, tanto nas bordas como no centro do
defeito, ndo havendo diferenca na expressdo dessa proteina entre 0s grupos
experimentais estudados.

Cbfal: Observou-se no grupo C maior expressdo dessa proteina no
tecido conjuntivo subjacente em relacdo aos demais grupos estudados. No
grupo VB foram notadas discretas marcacdes positivas nas bordas do defeito e
ao redor das particulas do material. No grupo POLI observaram-se auséncia de
marcacbes e a presenca de um tecido desorganizado disforme, com
caracteristicas biologicas alteradas. No grupo POLIVB notaram-se algumas
imunomarcagdes positivas, dispersas no tecido conjuntivo e ao redor de

pequenas areas com caracteristicas de tecido ésseo imaturo.
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BMP2: No grupo C houve imunomarcacdes positivas discretas
espalhadas pelo defeito. No grupo VB observou-se grande quantidade de
marcagOes inespecificas dispersas no interior e ao redor das particulas do
material, com poucas marcacdes positivas. No grupo POLI as raras marcacdes
permaneceram restritas as bordas do defeito. No grupo POLIVB visualizaram-se
marcagdes positivas no defeito em areas semelhantes a ilhotas de tecido 6sseo
neoformado dispersas no tecido conjuntivo. Em todos os grupos experimentais
observou-se menor expressdo da proteina BMP2 em relacdo a Cbfal, uma vez
gue estudos na literatura relatam que as respostas desencadeadas pela BMP2
envolvem uma via intracelular que atua através da proteina Cbfal (Gersbach et
al. 2004).

Osteocalcina (OC): Por esta proteina estar expressa em osteoblastos e

ostedcitos de o0sso pre-existente, localizados principalmente nas bordas do
defeito, as imunomarcacfes positivas foram mais observadas no grupo C,

seguido do POLIVB e do VB respectivamente, estando ausente no grupo POLI.

30 dias
Cbfal: O Grupo C apresentou intensas marcacdes em toda a extensao
do defeito, principalmente na matriz 6ssea. No grupo VB visualizaram-se poucas
células positivas expressas em pré-osteoblastos e auséncia de marcacdes no
grupo POLI e POLIVB.
BMP2: No grupo C e POLIVB notaram-se marca¢des positivas, sendo

estas mais expressivas no grupo C, em areas da matriz 6ssea. No grupo VB
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visualizaram-se marcacfes positivas principalmente ao redor das particulas do
material. No grupo POLI notou-se uma melhor disposicdo do tecido conjuntivo
na regido do defeito, com discretas imunomarcagdes nas bordas do defeito.

Osteocalcina (OC): No grupo C notaram-se muitas imunomarcacoes

positivas em células da linhagem osteoblastica, tanto na regido do defeito
cirdrgico, como nas bordas do remanescente 6sseo. O grupo VB apresentou
discretas marcacdes positivas no tecido 6sseo pré-existente e ao redor das
particulas de vidro bioativo. O grupo POLIVB apresentou raras imunomarcacoes
positivas restritas ao centro de defeito, estando estas ausentes no grupo POLI.
Em relacdo aos grupos experimentais nos diferentes periodos analisados,
0 grupo C apresentou imunomarcacOes positivas mais expressivas para as
proteinas Cbfal, BMP2 e OC. Em relacdo aos demais grupos, o POLIVB
apresentou-se mais expressivo, seguido pelo VB, uma vez que o Grupo POLI
apresentou um tecido com caracteristicas bioldgicas alteradas, e por isso

considerado o pior resultado quanto a expressao das proteinas.
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5 DISCUSSAO

O grande desafio da engenharia tecidual € obter um material
sintético reabsorvivel, com propriedades mecanicas mais proximas do 0sso
cortical e elasticidade suficiente para suportar a transferéncia das cargas e
forcas. Por isso, fatores como o método do preparo, composi¢ao e tamanho das
particulas interferem nas caracteristicas dos substitutos 6ésseos sintéticos
(Koleganova et al. 2006; Jones et al. 2006).

Neste estudo avaliou-se a influéncia dos biomateriais em defeitos
considerados de tamanho critico. A pequena e desorganizada formacao 6ssea
do Grupo C, em ambos os periodos de analise, confirmaram a natureza critica
dos defeitos de 5 mm de diametro criados cirurgicamente em calvaria de ratos
(Bosch et al. 1998; Furlaneto et al. 2007; Meinel et al 2005). Este tipo de defeito
€ considerado ideal para avaliagdo de biomaterias, por ndo ocorrer a
osteogénese espontanea durante toda a vida do animal, exceto seja implantado
um material com capacidades osteocondutiva e ostoindutivas que possibilite a
formacdo de tecido Osseo, obliterando a é&rea ostectomizada (Schimitz &
Hollinger 1986).

Apesar de inUmeras técnicas e concentracdes disponiveis para sintese do
vidro bioativo (Chen et al., 2006), optou-se pelo da marca comercial Biogran (3i),
por apresentar resultados clinicos satisfatorios e ser objeto de estudo de
inUmeras pesquisas, testado isoladamente ou em associacdes (Melo et al. 2005;

Furlaneto et al. 2007).
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Quando em contato com fluidos tissulares, as particulas de VB
desencadeiam uma série de reacdes quimicas resultando na formagédo de
camadas de hidroxicarbonatoapatita (HCA) na superficie das particulas.
Proteinas orgénicas como sulfato de condroitina e glicosaminoglicanas
incorporam-se a camara de hidroxicarbonatoapatita (HCA). Osteoblastos e
constituintes organicos sao atraidos pelas camaras formando-se um substrato
com composi¢ado quimica semelhante ao tecido 0sseo, mas com diferencas
estruturais (Hench et al., 1971; Huygh et al. 2002).

Como no presente estudo, Vogel et al. (2001) observaram a diferenciacéo
0ssea apoés implante de VB, principalmente ao redor das particulas, de forma
centripeta (da periferia para o centro), significativamente mais expressiva no
periodo final, confirmando a caracteristica osteocondutiva do material (Moreira-
Gonzalez et al. 2005; Melo et al. 2005) Contudo, o efeito osteoestimulatorio
descrito na literatura (Schepers et al. 1991; Schepers & Duckeyne 1997), néo foi
observado neste estudo nos periodos experimentais analisados.

Com relacéo ao tempo de reabsorcdo completa das particulas de VB, ndo
h& consenso na literatura, por isso sdo necessarias pesquisas a longo prazo, a
fim de elucidar essa questdo e aproveitar melhor as caracteristicas de
degradacdo, uma vez que a neoformacdo Ossea ocorre concomitante ao
processo de reabsor¢cdo do material, o qual fornece um arcabougo para a
proliferagcéo celular e sintese de matriz organica (Nishida et al. 2006; Melo et al.

2005; Furlaneto et al. 2007).
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O copolimero de PLGA ¢é considerado um material osteocondutor,
biocompativel e reabsorvivel (Imbronito et al. 2005; Rimondini, et al.2005), no
entanto os resultados deste trabalho mostraram nos periodos analisados, uma
guantidade minima de formacéao 0ssea tanto no grupo POLI quanto no POLIVB.

O copolimero de PLGA, implantado em calvéria de ratos, ndo apresentou
reacdes indesejaveis intensas nos periodos analisados, diferente de estudos em
subcutdaneo que mostraram aos 7 dias, intensa reagdo inflamatéria com
auséncia de células gigantes de corpo estranho (Fulzele et al. 2003). Sugere-se
que esta reacao possa ser benéfica por possibilitar a liberacdo de fatores de
crescimento necessarios a proliferacdo tecidual (Day et al. 2004b), visto que,
apresentou-se ausente em periodos tardios, comprovando a biocompatibilidade
do material (Shi et al. 2002).

Kang et al. (2005) ao testar a biocompatibilidade e a degradacao do
copolimero de PLGA, denominado comercialmente de InnoPol ® observaram
gue apods 24 semanas 0 material havia sido completamente degradado, com a
presenca de células gigantes ao redor da matriz remanescente. Clinicamente o
local de implante desse material apresentou reacdo inflamatéria local,
com a presenca de eritema e formacdo de cicatriz durante o processo de
cicatrizacdo, causada pela diminuicdo do suprimento sanguineo da derme e
epiderme.

A andlise imunoistoquimica possibilitou avaliar as reacdes celulares que
ocorrem durante o processo de regeneracao 6ssea (Owen et al 1990). O grupo

C foi o que apresentou melhores resultados, associando-se a expressdo das
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proteinas Cbfal, BMP2 e OC com o0s eventos observados na analise
histomorfométrica.

A proteina Cbfal € considerada um fator de osteoindugéo e teve maior
expressdo aos 7 dias, possivelmente em células mesenquimais que podem
diferenciar-se em osteoblastos e/ou condrdcitos (Karsenty et al. 1999; Gersbach
et al. 2004 Yamaguchi et al. 2000).

A BMP2 é um dos fatores que atua na diferenciacédo de osteoblastos e no
processo de ossificagdo (Owen et. al 1990; Urist et al. 1983; Yamaguchi et
al.2000), predominando aos 7 dias, no entanto, como a Cbfal, pode apresentar-
se expressa também nos estdgios mais tardios da regeneracdo 0ssea, como
marcadores de osteoblastos mais diferenciados (Meinel et al.2005). Estudos
mostram que dentre o grupo das BMPs, a BMP2 apresentou maior expressao no
0sso humano de origem endocondral (Suttapreyasri et al. 2006).

A OC foi observada principalmente aos 30 dias, estagio em que finaliza a
proliferacdo de osteoblastos e inicia a mineralizacdo da matriz 6ssea (Owen et
al. 1990; Wiltfang et al. 2004). Esta proteina é observada em regibes de
implantes que possuem células viaveis com capacidade de acelerar tanto a
ativacdo de osteoblastos quanto de osteoclastos nesse processo (Meinel et. al.
2005).

Ao contrario dos resultados deste trabalho, em que nao foram
encontradas diferencas entre os grupos na expressao de VEGF, estudos in vitro,
mostraram um aumento significativo da secrecdo de VEGF em compostos de

PGA associados ao VB, observando-se in vivo (subcutdneo) o aumento da
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vascularizagao. Isto sugere que a presenca do VB pode agir na revascularizacéao
dos tecidos ao redor das particulas, ao estimular a secrecdo de VEGF e fornecer
nutrientes e oxigénio para o desenvolvimento dos tecidos neoformados (Day et
al.2004a).

Estudos avaliando a bioatividade in vitro dos compostos formados a base
de PLA e PGA associados ao VB observaram a formagdo de camadas de
fosfato de calcio (Ca-O) em sua superficie, sugerindo que a maior concentragao
de VB no polimero foi responsavel pela neutralizacdo dos acidos liberados
durante a degradacdo com a consequente alcalinizacdo do meio, 0 que
influenciou diretamente na adesao, crescimento, diferenciacdo e migracao das
células (Verrier et al.2004; Yao et al. 2005; Lu et al. 2003, 2005; Yang et
al.2006).

Em poucos espécimes foi possivel observar nos defeitos criados
cirurgicamente, a permanéncia do copolimero de PLGA ou sua associagdo ao
VB, isto provavelmente ocorreu porque a composi¢cdo quimica do composto
obtido favoreceu a répida degradacdo por hidrélise, imediatamente apds o
contato com os fluidos tissulares.

A alta absorcdo de agua pelos copolimeros de PLGA pode facilitar a
hidrélise do material através da interacdo entre as moléculas de agua e a matriz
do polimero, levando a uma degradacdo mais rapida. Dessa forma, o VB pode
agir como uma protecao a hidrolise, retardando o processo de decomposicao

(Verrier et al. 2004).
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A proporcdo entre o PLA e PGA também pode influenciar na velocidade
de degradacdo do copolimero de PLGA, pois devido ao PLG apresentar-se
menos estavel que o PLA, quanto maior a sua quantidade, mais rapida a
degradacao do biomaterial ( Rezende & DueK 2003).

A adicao do vidro bioativo melhorou as caracteristicas do biomaterial de
PLGA, no entanto, acredita-se que seja necessario aumentar a proporcao de
vidro bioativo adicionada a este copolimero, para que se atinja a proporc¢ao ideal
de acordo a area receptora (tecidos moles ou 0sseo0), aproveitando ao maximo
suas vantagens no processo de regeneragdo e impedindo que concentracdes
muito altas do VB aumentem a porosidade do composto formado (Yang et al.
2006; Day et al. 2004a).

Apesar do PLGA ser indicado clinicamente como biomaterial na
engenharia tecidual, caracteristicas como a baixa resisténcia mecanica,
porosidade e propriedades hidrofobicas da superficie podem limitar seu uso, no
entanto, o tratamento da superficie com materiais naturais ou associacdo a
outros materiais pode facilitar a capacidade de adesao, proliferagcdao e
diferenciacdo de osteoblastos (Wu et al. 2006).

E necessario que mais pesquisas sejam realizadas testando as
caracteristicas dos novos materiais, tanto in vitro como in vivo, analisando as

respostas teciduais que possibilitem ou ndo sua indicacao clinica.
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6 CONCLUSAO

iante da metodologia empregada, conclui-se que:

1) A técnica imunoistoquimica, através da expressdo das proteinas,
apresentou resultados satisfatérios para avaliacdo das respostas celulares no
processo de regeneracdo 0ssea em defeitos criticos de calvaria de ratos;

2) O vidro bioativo, o copolimero de PLGA e associacdo do copolimero de
PLGA ao vidro bioativo, apresentaram-se biocompativeis, no entanto somente o
vidro bioativo atuou como material osteocondutor.

3) O grupo C e VB apresentaram neoformacdo 6ssea mais pronunciada,
no entanto, grande quantidade de particulas do VB permaneceu no defeito nos
periodos analisados.

4) O grupo C apresentou imunomarcacdes positivas mais expressivas
durante o processo de regeneracdo 0ssea de defeitos em calvaria nos periodos

analisados.
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Anexo A — Autorizacio da Comissio de Etica
em Experimentagio Animal (CEEA)
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Fig. 1- Ratos machos, com peso corporal Fig. 2—. Ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar)
aproximado de 250 gramas. acondicionados em gaiolas no Biotério e Centro
Cirargico “llidio Teodoro” - UNESP.

Fig. 3— Cloridrato de Xilazina e Ketamina. Fig. 4 - Anti-sepsia com PVPI.

Fig. 5. Incisdo sagital mucoperiostal com lamina Fig. 6 — Confeccao dos defeitos cirdrgicos com
n° 15. auxilio de broca trefina.
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Fig. 7 — Regido anatdbmica da calota craniana. Fig. 8 - Esquema da obtencdo dos defeitos
cirdrgicos de 5 mm de didmetro.

Fig. 9 — Ostectomia para obtencédo dos defeitos Fig. 10 — Obtencado de dois defeitos cirlrgicos de
cirdrgicos. tamanho critico na calota.

Fig. 11 — Material de implante utilizado: vidro Fig. 12 — Preparo do vidro bioativo através da
Bioativo (Biogran) ®. mistura com soro fisioldgico.
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Fig. 13 — Copolimero de PLGA. Fig. 14 — Copolimero de PLGA associado ao VB.

Fig. 15— Copolimero reduzido ao tamanho dos Fig. 16 - Preenchimento dos defeitos com
defeitos cirrgicos . material de implante (vidro bioativo).

Fig. 17 — Sutura. Fig. 18 — Antibidtico utilizado.
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Fig. 19 — Delimitacdo da Area Total (AT). Fig. 20— Selecéo da Area Total (AT).

Fig. 21 — Selecdo da Area de Osso Neoformado Fig. 22 — Planilha de célculos e valores.
(AON).

Fig. 23. Delimitacdo da Area de Vidro Bioativo Fig. 24 — Selec&o da Area de Vidro Bioativo
(AVB). (AVB).
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Figura 25: Resultados histoloégicos no periodo de 7 dias. (A) Grupo C: Pequenas espiculas
Osseas neoformadas e tecido conjuntivo com discretos fibroblastos e linfécitos proximos a
borda do defeito (H.E.; original de 160 X); (B) Grupo C: Fibroblastos e raros macréfagos e
linfocitos, distantes das bordas do defeito (H.E.; original de 63 X); (C) Grupo VB: Tecido
conjuntivo entre as particulas do material (H.E.; original de 63X); (D) Grupo VB: Discreta
neoformacédo 6ssea (H.E.; original de 160X) (E) Grupo POLI: Discreta area de neoformagéo
Ossea (H.E.; original de 63X); (F) Grupo POLI: Tecido conjuntivo com discretos fibroblastos,
macréfagos e linfocitos (H.E.; original de 160 X); (G e H) Grupo POLIVB: Material de implante
remanescente e discreta neoformacgéo 6ssea (H.E., original de 63X).




Anexo D: llustragdes dos Resultados Histoldégicos 87

- G | A S “"ap&

Figura 26: Resultados histologicos no periodo de 30 dias. (A) Grupo C: Neoformacado éssea
pronunciada recobrindo parcialmente o defeito; (B) Grupo C: Tecido conjuntivo sem
diferenciagdo 6ssea com fibroblastos e vasos sanguineos; (C) Grupo VB: Remanescentes de
particulas do material e neoformagédo 6ssea discreta junto as bordas; (D) Grupo POLI: Extensas
areas ocupadas pelo material (PLGA); (E) Grupo POLI: Defeito cirdrgico com auséncia de
neoformacdo Gssea e recoberto por tecido conjuntivo fibroso; (F) Grupo POLI: Discreta
neoformacao 6ssea proximo as bordas do defeito; (G) Grupo POLIVB : Delgada faixa de tecido
conjuntivo fibroso; (H) Grupo POLIVB: Remanescente do copolimero associado ao vidro
bioativo no centro do defeito (H.E., original de 63X) .
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Figura 27: Imunomarcacgdes positivas para VEGF em células endoteliais distribuidas no centro
do defeito cirargico. Periodo de 7dias. (A) Grupo C; (B) Grupo VB; (C) Grupo POLI; (D) Grupo
POLIVB (DAB, original de 160 X).
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Figura 28: Imunomarcacfes positivas para Cbfal aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d:
Marcacdes positivas dispersas na matriz ssea (B) Grupo VB - 7 d: Marcagdes positivas
dispersas ao redor das particulas do material; (C) Grupo POLI - 7d: Auséncia de
marcacdes positivas e presenca de um tecido desorganizado; (D) Grupo POLIVB — 7 d:
Imunomarcacgdes dispersas no tecido conjuntivo; (E) Grupo C — 30 d: Marcagdes dispersas
pelo defeito; (F) Grupo VB - 30 d: Marcacdes expressas em pré-osteoblastos; (G) Grupo
POLI — 30 d: Auséncia de marcagdes; (H) Grupo POLIVB — 30 d: Auséncia de marcacdes
(DAB, original de 160 X).
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Figura 29: Imunomarcagdes positivas para BMP2 aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d:
Marcag0Oes positivas dispersas no centro do defeito; (B) Grupo VB - 7 d: Marcagfes positivas
dispersas ao redor das particulas do material, com grande quantidade de marcacdes
inespecificas; (C) Grupo POLI - 7 d: Auséncia de marcagdes no centro do defeito; (D) Grupo
POLIVB — 7 d: Imunomarca¢gBes em areas semelhantes a ilhotas dispersas no tecido
conjuntivo; (E) Grupo C — 30 d: Marcacdes dispersas em areas de matriz 6ssea; (F) Grupo
VB - 30 d: Marcagdes ao redor das particulas do material; (G) Grupo POLI — 30 d: Tecido do
centro do defeito apresenta disposi¢do mais organizada e marcagfes expressas nas bordas
do defeito; (H) Grupo POLIVB — 30 d: Marcagdes expressas nas bordas do defeito

(DAB, original de 160 X).
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Figura 30: Imunomarcag8es positivas para OC aos 7 e 30 dias (A) Grupo C - 7 d: Marcagbes
positivas expressas em osteoblastos e ostedcitos nas bordas do defeito; (B) Grupo VB - 7 d:
Marcacdes positivas expressas em pré-osteoblastos nas bordas do defeito; (C) Grupo POLI - 7
d: Auséncia de marcagdes; (D) Grupo POLIVB — 7 d: Marcagdes dispersas nas bordas do
defeito; (E) Grupo C — 30 d: Marcacdes positivas em células da linhagem osteoblastica; (F)
Grupo VB - 30 d: Marcacdes ao redor das particulas do material e no 0sso pré-existente nas
bordas do defeito; (G) Grupo POLI — 30 d: Auséncia de marcacdes positivas; (H) Grupo
POLIVB — 30 d: Auséncia de marcagdes nas bordas do defeito (DAB, original de 160 X).
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Tabela 2: Escore dos resultados qualitativos da analise imunoistoquimica para

0s grupos estudados, aos 7 e 30 dias pés-operatorio.

PROTEINA GRUPO 7 DIAS 30 DIAS
C ++++ --
VEGF VB ++++ --
POLI ++++ -
POLIVB ++++ --
C ++++++ +++++
CBFA1l VB ++++ ++++
POLI + +
POLIVB ++++ +
C +++++ ++++
BMP2 VB ++++ ++
POLI ++ ++
POLIVB ++++ ++
C +++++ ++++++
ocC VB +++ ++++
POLI ++ +
POLIVB ++++ ++
ESCORE
Ausente: +

Muito discreta: ++
Discreta: +++
Moderada: ++++
Pouco intensa: +++++

Intensa: ++++++
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implications of the findings and their limitations. Cite other relevant studies.

Acknowledgements - Acknowledge persons who have made substantive contributions to
the study. Authors are responsible for obtaining written permission from everyone
acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data and

conclusions. Sources of financial support may be acknowledged.

Short communications -Short communications, limited to two printed pages including
illustrations and references, will be considered for rapid publication. Such papers must be
based on work that is of special importance or has the potential for great impact. Short
communications need not follow the usual division into Material and methods, etc., but

should have an abstract.

References - in the text should quote the last name(s) of the author(s) and the year of
publication (Black & Miller 1988). Three or more authors should always be referred to

as, for example, (Fox et al. 1977).

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the

recommendations in Units, symbols and abbreviations: a guide for biological and



Anexo G - Normas do Periddico 97

medical editors and authors (1988), p. 52, London: The Royal Society of Medicine.a)

The arrangement of the references should be alphabetical by author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:

(1) for journal references:

name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last
page numbers.

(ii) for book references:

name(s) of author(s), year, title of book, edition, volume, chapter and/ or page number,
town of publication, publisher.

c) Author's names should be arranged thus: Daniels, J.A., Kelly, R.A. & Til, T.C.
Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Author's names when

repeated in the next reference are always spelled out in full.
d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1966).
c) The title of the paper should be included, without quotation marks.

f) The journal title should be written in full, italicised (single underlining on typescript),
and followed by volume number in bold type (double underlining on typescript), and

page numbers.

Examples - Tonetti, M. S., Schmid, J., Hammerle,C. H. & Lang, N. P. (1993)
Intraepithelial antigen-presenting cells in the keratinized mucosa around teeth and

osseointegrated implants. Clinical Oral Implants Research 4: 177- 186.

Poole, B., Ohkuma, S. & Warburton, M. (1978). Some aspects of the intracellular
breakdown of erogenous and endogenous proteins. In: Segal, H.S. & Doyle, D.J., eds.

Protein turnover and lysosome function, 1st edition, p. 43. New York: AcademicPress.

llustrations - All figures should clarify the text and their number should be kept to a
minimum. Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size.
Illustrations should preferably fill a single-column width (81 mm) after reduction,

although in exceptional cases 120mm (double-column) and 168 mm (full page) widths
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will be accepted. Micrographs should be designed to be reproduced without reduction,
and they should be dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows,
and other designators as needed. Submit at least one original set of illustrations,
identifying each with a label on the back which indicates the number, author's name, and
the top. Alternatively, arrange micrographs into plates fitting the space appropriately.
Copies of the original illustration maybe submitted with the second and third copies of
the manuscript. Line drawings should be professionally drawn; halftones should exhibit
high contrast. Figure legends must be typed double-spaced on a separate page at the end
of the manuscript. Colour illustrations in small numbers may be accepted free of charge
to the authors at the discretion of the Editor. Otherwise the author must pay for the
illustrations at a rate to be quoted by the publisher. Authors must submit the original

colour transparencies and 2 sets of colour prints with the manuscript.

Tables - Tables should be numbered consecutively with Arabic numerals. Type each
table on a separate sheet, with titles making them self-explanatory. Due regard should be
given to the proportions of the printed page.

Scientific names - Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined on the typescript. The full proper name (e.g., Streptococcus sanguis) must be
given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first
letter of the genus (e.g., S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause

confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e.g.,

streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalised and the
name is not underlined. Use of two letters of the genus (e.g., Ps. for Peptostreptococcus)
is incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names
should be used instead of proprietary names. If a proprietary name is used, it must be

attached when the term is first used.

Abbreviations and symbols - The symbol % is to be used for percent, h for hour, min
for minute, and s for second. In vitro, in vivo, in situ and other Latin expressions are to be
italicised. Use only standard abbreviations. All units will be metric. Use no roman

numerals in the text. In decimals, a decimal point and not a comma will be used. Avoid
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abbreviations in the title. The full term for which an abbreviation stands should precede
its first use in the text unless it is a standard unit of measurement. In cases of doubt, the

spelling orthodoxy of Webster's third new international dictionary will be adhered to.

Author material archive policy - Please note that unless specifically requested,
Blackwell Publishing will dispose of all hardcopy or electronic material submitted two
months after publication. If you require the return of any material submitted, please
inform the editorial office or production editor as soon as possible if you have not yet
done so.

Proofs - Page proofs only will be sent. Only minor corrections are allowed without extra

cost.

Offprints - The senior authors are given 50 offprints of their article. Additional offprints
can be ordered from the publisher by using the offprint order form accompanying the

proofs when page proofs are returned.
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