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RESUMO

Objetivo: Avaliar a formacao éssea com diferentes substitutos ésseos, incluindo um
carreador de horménio rhGH (horménio do crescimento) em defeitos criticos em um
modelo animal.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 12 coelhos da ragca Nova Zeléndia, machos,
e adultos jovens (aproximadamente 10 meses). Para cada grupo foi utilizado 6
coelhos, sendo que em cada animal foram realizadas 4 cavidades teste com broca
trefina de 8mm de didmetro e espessura total da calota craniana. As cavidades teste
foram distribuidas em: Grupo | (a: coagulo, b: osso autdgeno triturado, c: PLGA (Poli
acido glicdlico latico) + rhGH (horménio do crescimento recombinante) e, d: 0sso
autdégeno triturado + rhGH) e Grupo Il (a: HA (hidroxiapatita), b: osso autdgeno
triturado, c: HA/TCP-f (hidroxiapatita/tricilcio ~ fosfato  beta) e d: HA/SIOzn
(hidroxiapatita/6xido de silicio). Os animais foram sacrificados apds 6 semanas, e as
amostras foram preparadas e coradas com coloracdo HE (hematoxilina e eosina).
Foi realizada uma andlise descritiva das amostras por MO (microscopia 6ptica).
Resultados: A avaliagdo mostrou que nas amostras com PLGA e rhGH n&o houve o
preenchimento total da cavidade, embora tenha sido observado neoformacao 6ssea.
Essas regibes apresentavam-se com as lacunas osteociticas preenchidas e em
processo de remodelacdo, evidenciando osso maduro e viavel. Com relacédo aos

biomateriais (HA, HA/TCP-g ¢ HA/ HA/SiO2n), todos apresentaram formagao 6ssea
com a incorporacao do biomaterial.

Conclusao: Os resultados do presente estudo demostraram a neoformacao 6ssea
com os diferentes substitutos ésseos (HA, HA/TCP-p, HA/SiO2n). Além disso, foi

observada a viabilidade do uso do carreador de horménio com a presenca de 0sso
maduro e viavel nas regides de teste desse.

Descritores: Biomateriais, neoformacdo o6ssea, Hidroxiapatita, Tricalcio Fosfato,
Horménio do Crescimento
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the bone formation with different bone substitutes, including a
rhGH hormone carrier (Growth Human Hormone Recombined) in an animal model.
Materials and Methods: A total of 12 rabbits (from New Zealand), males, young
adults (approximately 10 months old) were used. For each group, 6 rabbits were
used, being that in each animal, 4 test sites were performed with a 8 mm diameter
trephine, completing the total thickness of the skull. The test sites were distributed in:
Group | (a: clot, b: autogenous bone triturated, c: PLGA (poly lactic glycolic acid) +
rhGH (Growth Human Hormone Recombined), and d: autogenous bone + rhGH); and
Group Il (a: HA (hydroxyapatite), b: autogenous bone triturated, c: HA / B-TCP
(hydroxyapatite / tricalcium phosphate beta), and d: HA / SiO2n (hydroxyapatite /
silicium oxide). The animals were sacrificed after 6 weeks and the samples were
prepared and stained with HE (hematoxylin and eosin). A descriptive analysis of the
samples was performed with OM (optics microscopic).

Results: The evaluation showed that in the samples with PLGA and rhGH there was
not the complete filling of the sites, although it was observed inflammatory process
compatible with existing biomaterials. The bone formation regions presented filled
osteocytic gaps in remodeling process, showing mature and viable bone. In relation
to the sites with biomaterials (HA, HA/TCP-b e HA/ HA/SiO2n), all of them showed
bone formation with biomaterial incorporation.

Conclusion: The results of this study demonstrated the viability of different bone
substitutes (HA, HA / TCP-B, HA / SiO2n). In addition, bone formation was not
observed throughout the test region with the use of the hormone carrier. However, in
regions with neoformation, it was verified the presence of mature and viable bor~

Descriptors: Biomaterials, bone neoformation, Hydroxyapatite, Tricalcium Phosj
Growth Hormone.
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Figura 01: Desenho esquematico do grupo 1

Figura 02: Desenho esquematico do grupo 2.

Figura 03: Tabela com as especificacbes dos biomateriais fornecidas pelo
Grupo de Estudos da UDESC.

Figura 04: A — Canulagéo da veia marginal da orelha do coelho. B — Preparo
do campo cirurgico. C — Incisdo e descolamento periosteal. D — Cavidades
teste preparadas.

Figura 05: A — Matriz de PLGA+rhGH e biomateriais granulados sendo
embebidos em coagulo. B — Cavidades teste preenchidas com materiais do
Grupo 1. C — Cavidades teste preenchidas com materiais do Grupo 2. D —
Sutura.

Figura 06: Coagulo: A e B — MO mostrando formacéao (asteriscos pretos) e
remodelacdo Ossea (setas pretas) com presenca de ostedcitos (setas
vermelhas). Observa-se as fibras colagenas (triangulos brancos) e
osteoblastos margenado a formacdo Ossea (setas brancas). A — 50x e B —
100x.

Figura 07: Osso Autdgeno: A — Imagem de MO mostrando a remodelacéao
Ossea (setas pretas), aumento de 50x. B — area com presenca de tecido
6sseo maduro de um fragmento de enxerto (asterisco branco), com
neoformacao O6ssea na periferia (asterisco preto). Presenca de osteoblastos
(seta branca), osteécitos (seta vermelha) e lacunas osteociticas (seta
amarela), aumento de 400x.

Figura 08: PLGA + GH: A e B — MO mostrando remodelacdo 6ssea (setas
pretas), com presenca de infiltrado inflamatério (tridngulo preto) e nao
preenchimento total da cavidade teste. Aumento de 50x.

Figura 09: Autégeno + GH: A e B — Remodelagcao 6ssea (setas pretas) ao
redor dos granulos de osso autégeno (asterisco branco). Lacunas
osteociticas (setas amarelas) e ostedcitos (seta vermelha). Deposicdo de
fibras colagenas (triangulo branco). Aumento A 50x e B 100x.

Figura 10: HA: A e B — MO evidenciando boa formacéao e remodelagcao éssea
(setas pretas) ao redor do biomaterial (asterisco vermelho). Oste6cito (seta
vermelha). A — aumento de 50x. B — Aumento de 100x.

Figura 11: Autdgeno: A e B — Remodelacdo 6ssea (setas pretas) e deposicéao
Ossea (asteriscos pretos) ao redor dos grénulos do enxerto (asterisco
branco), em aumento de 50x e 400x, respectivamente. Ostedcito (seta
vermelha), lacunas osteociticas (seta amarela), osteoblastos (seta branca).
Figura 12: HA/TCP-:9M & R s evidenciando a incorporagdo do
biomaterial com deposicao e neoformacao 6ssea (setas pretas). Aumento de
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50x. B — Amostra com remodelacédo éssea ao redor dos gréanulos e
deposicao de fibras colagenas (tridngulos brancos) com discreto processo
inflamatorio (triangulo preto). Aumento de 100x.

Figura 13: HA/SiOzn: A — MO evidenciando neoformacgédo éssea (asteriscos
pretos) ao redor dos granulos de biomaterial (asterisco vermelho) em
processo de reabsorcdo. Aumento de 50x. B — Amostras semelhantes ao A
em aumento de 100x.
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1 - INTRODUGAO

A recuperacao de perdas 6sseas, que podem ser ocasionadas por traumas,
procedimentos cirdrgicos ou por processos patoldégicos, € um desafio para a
Odontologia'.

A absorcdo que se segue a exodontia muitas vezes compromete o volume
O6sseo remanescente, impedindo a instalacdo de implantes. Por essa razdo, a
reparacao e reconstrucao dssea sao necessarias, para permitir a posterior colocagao
de implantes em posicéo proteticamente adequada®.

A finalidade do enxerto se encontra em reparar o defeito, estimulando o
crescimento de novo tecido ésseo no local. Este novo tecido deve idealmente
apresentar a remodelacédo sequencial de um novo tecido 6sseo, com caracteristicas
morfolégicas e de dureza adequadas, permitindo que o local do reparo mantenha o
equilibrio ideal entre forma e funcéo®.

Devido aos inconvenientes da remocéo do 0osso autégeno, como a morbidade
de uma segunda area cirurgica para a remoc¢ao do enxerto e disponibilidade limitada,
é crescente o interesse por materiais alternativos'™.

Os biomateriais, por vezes utilizados, podem ser divididos em quatro classes
de acordo com seu comportamento fisioldgico:

- Biotoleraveis: materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados
dos tecidos adjacentes devido a formacdo de uma camada envoltéria de tecido
fiboroso. Essa camada é induzida por meio da liberacdo de ions do material
implantado. Quanto maior a espessura da camada de tecido fibroso, menor sera a
tolerabilidade dos tecidos circundantes ao material. Sdo exemplos grande maioria
dos metais e praticamente todos os polimeros sintéticos*”.

- Bioinertes: esses materiais sao tolerados pelo organismo, a formacédo da
camada de tecido fibroso € praticamente inexistente. Possuem caracteristicas como:
durabilidade, estabilidade e nenhuma reatividade quimica ou biolégica com os
tecidos onde sao implantados. Exemplos: alumina, zirconia estabilizada e algumas
formas de carbono*”.

- Bioativos: material em que ocorre uma forte ligacdo quimica estavel na
interface tecido 6sseo-implante. Esses materiais sdo recomendados nos locais onde
h& necessidade de estimular o crescimento do 0sso ou de outros tecidos. Na forma
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de pd ele pode servir para preenchimento. Como exemplo tem-se: hidroxiapatita
(HA), biovidros e vitro-ceramica contendo a fase apatita*”.

Os materiais bioativos, também, podem ser considerados osteocondutores
por apoiar a aposi¢ao direta de osso em suas superficies por osteoblastos maduros,
ou intrinsicamente. Ou osteoindutor com o estimulo para aceleracdo da aposicéo
Ossea, influenciando o recrutamento, diferenciacdo e maturacdo de células
mesenquimais em osteoblastos®.

- Bioabsorviveis: materiais que, apds certo periodo de tempo em contato com
os tecidos 6sseos, acabam sendo degradados ou fagocitados pelo organismo e
substituidos pelos tecidos adjacentes. Esses biomateriais sdo promissores em
aplicacbes meédico-odontolégicas, pela performance que apresentam em curto
espaco de tempo, na reconstituicdo dos tecidos ésseos. Os biomateriais que mais se
destacam sao o fosfato de calcio-a e B e a hidroxiapatita estequiométrica, porém
estes biomateriais ndo suportam cargas mecénicas elevadas, o que inibe a utilizacdo
dos mesmos em meios de solicitacdes mecanicas elevadas*®.

Ha também os materiais nanoestruturados que sao promissores e vém
tomando espaco em diferentes areas de aplicacdo termomecanica, aeroespacial,
nuclear e biomédica. Na area biomédica, as bioceramicas na composi¢cao e 0s
fosfatos de calcio (CA/P) tém se destacado, em razdo das caracteristicas
mineralogicas destes biomateriais serem semelhantes aos da apatita da estrutura
6ssea do esqueleto humano, e por apresentarem boa biocompatibilidade’. Os
biomateriais nanoestruturados de fosfato de calcio e os nanocompoésitos sdo uma
nova classe de biomateriais, promissores em aplicagdes cirdrgicas médicas-
odontolbgicas, na fixacdo de proteses, preenchimento 6sseo, em revestimentos, na
estabilizacado de implantes e como elemento matricial na reconstituicao da estrutura
6ssea’.

A hidroxiapatita microestruturada é considerada nao absorvivel (ndo esta
sujeita a dissolugdo quimica significativa ou mediada por células de absorcédo in
vivo), ou é considerada de dissolucdo lenta®. J4 o TCP-B (beta tricalcio fosfato)
microestruturado apresenta taxa de solubilidade superior a da hidroxiapatita,
apresentando melhor absorcdo quando aplicado in vivo®, podendo ser variado
dependendo da porosidade, do espécie e do tamanho do defeito®®.

Apesar das bioceramicas microestruturadas de fosfato de calcio serem
empregadas ha mais de 30 anos, estes biomateriais ainda apresentam resultado
clinico inferior quando comparado com substitutos ésseos de origem natural
(humana ou bovina)®.

Estudos desenvolvidos por diferentes autores com biomateriais
nanoestruturados de fosfatos de calcio vém demonstrando que esta nova classe de
biomateriais pode ser uma nova alternativa na substituicdo dos biomateriais
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autdgenos, aldégenos e exdgenos, nos tratamentos de reparo e de reconstrucéo de
formacdo 6ssea®'®''. Sabe-se dos esforcos de diferentes grupos de pesquisa no
pais, que vém se destacando na area de nanotecnologia, através do desenvolvendo
de nanoparticulas e de nanomateriais de fosfatos de calcio e nanocompoésitos para
aplicagbes biomédicas*'®'?'® mas mesmo assim, a producédo cientifica relativa &
biomateriais nanoestruturados de substituicdo &ésseos ainda € incipiente,
principalmente quando consideramos a sua aplicacao clinica.

Tendo em vista que todos os constituintes dos seres vivos sdo organizados
hierarquicamente a partir de nanocompésitos, é importante se desenvolver
biomateriais que mimetizem as caracteristicas morfoldgicas naturais do tecido a ser
reparado'®'®'. Em razdo disto, a sintese e elaboracdo de biomateriais
nanocompdsitos tem se expandido em diferentes laboratérios de pesquisa,
resultando na elaboracdao de novos biomateriais promissores como elemento
matricial no reparo e na reconstituicdo de tecido O6sseo, na traumatologia, na
ortopedia e na odontologia*'% 121722,

Tem-se, também, cada vez mais estudado o uso de biomateriais para levarem
medicacao a algum sitio especifico do organismo humano ou como auxiliares na
reparacao tecidual. O principal material hoje utilizado para esse objetivo € o polimero
biodegradavel PLGA (acido polilatico-co-glicolico). Ele € o mais comumente usado e
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)**?*. Uma das drogas que podem
ser utilizadas nesse tipo de veiculo € o horménio do crescimento (GH — growth
hormone).

O GH é um horménio regulador fundamental do crescimento 6sseo p6s-natal,
atuando no remodelamento 6sseo, que € regulado pelo balango entre a absorcéo e a
formacdo 6ssea®>?. Seus efeitos sdo mediados diretamente via receptores de GH
expressos na membrana celular, ou indiretamente, via um aumento da sintese de
Fator de Crescimento semelhante & insulina | (IGF-1)*’. No tecido 6sseo, observa-se
que sua acao promove a deposicdo aumentada de proteinas pelos condrocitos e
osteoblastos, aumento do numero de mitoses e a conversdo de condrdcitos em
osteoblastos?’. Atualmente, a sintese laboratorial do horménio de crescimento
humano recombinante (rhGH — recombinant human growth hormone) permite que
ele seja utilizado em adultos com deficiéncia desse horménio. Essa reposicao
acarreta ganho de massa muscular e 6ssea®®?°.

O hormoénio do crescimento (GH) é um peptideo com 191 aminoacidos
secretado pela glandula pituitaria anterior'''* que estimula o processo de
crescimento, atuando como um regulador metabdlico e mitogénico. Este hormdnio
afeta o desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos como figado, rins, musculos e
ossos'®. Seus efeitos sdo mediados principalmente pelo fator de crescimento
semelhante & insulina | (IGF-1)"""?°, um peptideo de 70 aminoacidos que é sintetizado
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em quase todos os tecidos, mas fundamentalmente no figado e no tecido condral
sob estimulacdo do GH?'.

O GH é uma das substancias que regulam o crescimento e a remodelacéo
6ssea in vivo™, podendo também atuar como um fator de crescimento produzido
localmente, sendo secretado por varios tipos de células, exercendo efeitos
endodcrinos, assim como paracrinos e autocrinos®'*2. O GH é capaz de estimular o
crescimento 6sseo através da estimulagao direta dos condrocitos e dos osteoblastos
tanto in vivo como in vitro®®. Este hormonio & considerado um dos principais
reguladores sistémicos do crescimento longitudinal do osso. Ele também aumenta a
sintese do IGF-1 e do IGF-Il, que estimula a proliferacdo e diferenciacdo dos
osteoblastos?’**. Consequentemente, é capaz de estimular a sintese de proteinas,
aumentar a remodelacdo e mineralizacéo 6ssea®>®.

Nesse contexto, foi desenvolvidona PUCRS um biomaterial que pode ser
utilizado como um enxerto na area de odontologia, medicina e veterinaria, o qual tem
0 objetivo de estimular a formagcdo 6ssea em um local especifico, realizando uma
regeneracdo Ossea guiada. Para isso, foi utilizado como arcabou¢co um polimero
biodegradavel e biocompativel, o PLGA, e foi feita a incorporacdo do rhGH, que tem
o papel de indutor de cicatrizacdo e formagédo 6ssea®*2.

O PLGA é um polimero relativamente hidrofobico, instavel em condicdes de
umidade e biodegradavel, sofrendo hidrélise para produzir mondémeros de acido
latico e glicolico, que sdo degradados nas mitocondrias pelo ciclo de Krebs?”2%°.

O rhGH (horménio do crescimento recombinante) € incorporado ao PLGA
para formar uma matriz. O scaffold (ou matriz) deve ser poroso, com uma relagao
superficie-volume alta, para permitir a fixacdo das células do crescimento, bem
como a troca de nutrientes in vitro ou in vivo®®3®*. Além disso, a natureza porosa da
matriz permitird angiogénese sobre a implantacdo no local do defeito. A matriz
atuara ainda como um suporte temporario para as células aderirem e proliferarem.
As matrizes devem imitar a matriz extracelular nativa tanto arquitetonicamente, como
funcionalmente®%¢41,

Nas situacbes de implante em alvéolo pés-exodontia, os padrbes de
remodelacdo éssea e procedimentos cirurgicos reconstrutivos para a manutengao
dos niveis 6sseos sao bastante discutidos na literatura, com indicacdes de
preenchimento do gap entre implante/alvéolo dentéario; ou preservacédo do alvéolo
apds a exodontia com substitutos 6sseos e membranas de colageno, que séo
alternativas de tratamento frequentemente recomendadas*'. Sendo que a utilizagao
do GH poderia ser uma alternativa coadjuvante em implantes dentarios,
reconstrucdes de alvéolo e outros procedimentos reconstrutivos tais como enxertos
em bloco, de seio maxilar, interposicionais, e outras aplicacdes de regeneracao
Ossea guiada associada a uma matriz polimérica.
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Vé-se com todas essas possibilidades de substitutos 6sseos duas linhas de
pesquisa possiveis, uma com o uso de derivados de fosfato e outra com o uso de
matriz associada a fatores de crescimento e/ou indutores. Sendo assim, optou-se
neste trabalho por avaliar ao mesmo tempo essas duas vertentes de pesquisa.
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2 - OBJETIVO GERAL

1- Este estudo teve como objetivo avaliar a neoformagéo 0ssea através do uso de
diferentes substitutos 0sseos em um modelo animal em calvaria de coelhos. Foram
avaliados in vivo, PLGA + rhGH e trés diferentes composi¢cées de biomateriais

nanoestruturados a base de fosfato de calcio: HA, bifasico HA/TCP-g e
nanocompdsito HA/SiOzn.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar a viabilidade de um carreador (PLGA) de horménio do crescimento e a
influéncia do horménio na neoformacdo Ossea através da analise descritiva
histologica.

2 - Avaliar a neoformacdo O0ssea com biomateriais derivados de fosfato in vivo
através da andlise descritiva histologica.
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| Revisdo da Literatura

3 — REVISAO DE LITERATURA

Os materiais substitutos devem responder a determinados requisitos, como
possuir estrutura estavel, rapidez na incorporacdo com o tecido 6sseo, promover
osteoconducdo e gerar pouca ou nenhuma complicagéo associada ao seu uso™.

As bioceramicas de fosfato de célcio, naturais ou sintéticas, tém sido
consideradas uma alternativa como biomateriais de substituicdo do tecido 6sseo ha
mais de 30 anos, com duas areas principais de pesquisa: 1) otimizacdo dos
processos cirargicos, com as novas caracteristicas fisicas e quimicas e a
capacidade que estes biomateriais podem oferecer de reparacao de tecido 6sseo; e
2) otimizacdo da morfologia de grédos e de microporos destes biomateriais,
procurando oferecer biomateriais com caracteristicas microestruturais e fisicas
favoraveis a molhabilidade, capilaridade, solubilidade, adeséo celular na superficie
de gréos e para o interior do biomaterial®.

Entre as principais bioceramicas de fosfato de célcio se destacam:
hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricalcio - B (TCP- B) (biomaterial absorvivel)**.

O método de sintese por via Umida permite a obtencdo de pds
nanoestruturados de fosfato de calcio e hidroxiapatita, com tamanho de particulas
inferiores a 100nm*. A elaboracdo de biomateriais granulados, através do método
em moinho atritor de alta energia, utilizando p6s nanoestruturados de fosfato de
célcio, conduz a obtencdo de biomateriais granulados microporosos, com
microporosidade interconectada, elevada area superficial de graos e de microporos,
condicbes favoraveis a molhabilidade, capilaridade, solubilidade, adesdo e
proliferacdo celular na superficie de grédos e microporos, melhorando as condicdes
de osseoindugao, osseointegracio e de reparacéo do tecido 6sseo precocemente*®.

Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que fosfatos de calcio porosos
nanoestruturados apresentam maior bioatividade, especialmente  maior
osteoindutividade do que os convencionais, sugerindo que quanto menores forem os
granulos e mais porosidades tiverem, melhor sera sua atividade na neoformacéo
ossea”’.

A alta absor¢cdo do TCP-B, com liberacédo rapida de ions calcio e fosfato
quando em meio fisiolégico, reduz drasticamente a area de superficie disponivel
para proliferacdo de células 6sseas e, portanto, limita sua aplicagao clinica quando
isolado™.
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Estudos recentes que avaliaram o uso do TCP-B como substituto 6sseo
revelaram melhores resultados para formacdo Ossea e na velocidade de
degradacdo, do que aqueles obtidos com a hidroxiapatita*®*°.

Assim, pesquisou-se a utilizacdo de compostos bifasicos com 60% de
hidroxiapatita e 40% de TCP-B para uso clinico, associando boa solubilidade com
maior resisténcia mecanica®'.

Autores ja tém sugerido o material bifasico em relacdo ao TCP-, uma vez
que porqgue o0 mesmo demonstrou boa bioatividade, mas com solubilidade mais
lenta, permitindo uma osteocondutividade®®".

As bioceramicas bifasicas e/ou nanocompositos surgiram pelo interesse em
melhorar as caracteristicas de solubilidade da hidroxiapatita e dos fosfatos de calcio
em meios biolégicos. Estudos realizados por diferentes autores sobre a proliferacéo
celular utilizando modelos in vitro e in vivo mostram superioridade desses materiais
se comparados aos biomateriais convencionais'®?. Esses estudos foram realizados
sobre a superficie de bioceramicas nanoestruturadas, formadas pela matriz cerdmica
de HA e HA/TCP-B com tamanho médio de graos inferior a 100nm, e constataram
uma proliferacdo superior das células de osteoblastos sobre a superficie
microporosa dos biomateriais nanoestruturados, se comparados com os resultados
obtidos para o0s biomateriais convencionais (microparticulados, biocimento
nanoestruturado e coagulo)'*®. Os autores constataram também que estes
nanomateriais permitem uma forte ligacdo na interface biomaterial/tecido ésseo, o
que pode contribuir em processos cirargicos na fixacdo implantes ortopédico-
dentais'"%2,

No caso da incorporacdo de silicato a estrutura cristalina das cerémicas,
relata-se uma resposta de cura acelerada. O silicio é essencial para o
desenvolvimento normal do esqueleto e a saude vascular. Também desempenha um
papel na mineralizacdo 6ssea e no metabolismo e sintese de colageno®.

Estudo recente comparou trés tipos de bioceramicas. A associacao HA/TCP-f3
foi superior as demais por apresentar velocidade de absorg¢do intermediaria em
relacdo a HA e ao TCP-f isolados, fornecendo ainda uma sustentacdo adequada ao
tecido neoformado. O biomaterial HA/AI,O3 (hidroxiapatita/6xido de aluminio) a 5%
se mostrou incompativel, provocando reacao de rejeicao por parte do hospedeiro e
apresentou insignificante formagéo de tecido 6sseo®.

O sulfato de célcio, também foi avaliado como cimento associado a ceramicas
(Pro Osteon 200R), e demonstrou ser osteindutivo, porém com pouca estabilidade.
No caso as ceramicas foram as responsaveis pela osteoconducao®.

Com relacdo as propriedades mecénicas, um estudo desenvolvido em tibias
de coelhos apontou para o uso de HA e HA/TCP, e concluiu que tanto o HA e
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HA/TCP (60/40) tém uma aplicacéo limitada no tratamento de suporte de carga de
defeitos 6sseos segmentais, mas ndo falham na fase inicial de implantacdo®.

Dados recentes demonstram que a forca mecénica fornecida pela
hidroxiapatita pode ser benéfica a longo prazo, dependendo da aplicagdo a que este
material esteja destinado. O composto bifasico 60% HA/40% TCP-B vem sendo
considerado o melhor material conhecido, uma vez que sua capacidade alia a rapida
solubilidade do TCP-B & superior biocompatibilidade da HA>®*®.

Como ja revisado o uso de material biocerdmico combinado, onde o TCP
funciona como precursor amorfo de osso e a HA é similar a parte mineral éssea,
resulta na formacdo de uma estrutura, mas que tem limitada aplicacdo em defeitos
amplos®’.

Ja com relacdo ao uso do GH, observou-se que é possivel incorporar o
horménio de crescimento humano recombinante em uma matriz de PLGA. Através
deste dispositivo, conseguiu-se quantificar a liberacdo do hormoénio, e pode-se
observar que a melhor técnica de confeccdo de uma matriz com a finalidade de
regeneracao tecidual € uma que crie estrutura o mais proximo possivel do tecido que
ela ird ajudar a regenerar. Este € um objetivo de extrema importéncia nas areas de
cirurgia bucomaxilofacial e implantodontia®’.

Diferentes técnicas podem ser empregadas para a confeccdo de matrizes
poliméricas. Também tem-se a técnica de co-precipitacdo e a de evaporagao de
solventes. Em um estudo sequencial, as matrizes de PLGA foram confeccionadas
por meio da técnica de evaporagao de solventes, que tem sido utilizada na industria
farmacéutica para a encapsulagdo de farmacos, como, por exemplo, a
carbamazepina®. Esse método é de simples execucdo e ndo necessita de
equipamentos sofisticados. O material geralmente empregado para essa técnica €
um polimero, e o PLGA esta entre os mais utilizados>®°8.

Outro fator relevante na escolha do método de fabricacdo das matrizes foi a
possibilidade de cria-las com caracteristicas favoraveis a regeneracao 6ssea. Assim
sendo, apesar de a técnica de co-precipitacdo apresentar a vantagem de aumentar a
area de superficie das matrizes (até 200%, justificado pela formacdo de estruturas
de nano ou microesferas*®, ao passo que a evaporacdo de solventes pode acrescer
apenas 40%), ela € menos eficaz no desenvolvimento de rugosidade superficial e
interconectividades, presentes nas matrizes confeccionadas previamente®’. Sabe-se
que essas propriedades sao imprescindiveis para auxiliar a migracdo e adeséao
celular e as trocas metabédlicas, além de proporcionar um suporte mecanico®®°8,

Com relacdo ao uso do GH, realizou-se um estudo em porcos avaliando o
reparo de feridas administrando-se o GH localmente, onde foi observado que ha um
maior aumento na producéao do IGF-I e de colageno tipo 1 no grupo experimental,
quando comparado ao grupo controle, sugerindo que o tratamento local com GH
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efetivamente acelera o reparo®®. Na area médica ha uma linha que preconiza o uso
de fatores de crescimento (BMPs: bone morphogenetic proteins) em fraturas de tibia,
por exemplo. Sustenta-se que esses fatores sdo uma alternativa ao uso de
enxertos, exceto o autdégeno, pois eles exerceriam a funcao de osteoindugao nesses
casos. Sugere-se 0 seu uso em reconstrucées de grandes defeitos, inclusive®*®’.

Ha, também, estudos que demostram que o uso tépico do hormdnio de
crescimento humano recombinante (rhGH) tem acelerado o processo de
osseointegracao, estimulando a osteogénese e também acelerando o processo de
remodelacdo 6ssea e maturacdo em volta dos implantes®® Outros autores
demostraram que a administracdo local de rhGH resultou em diferencas
histomorfométricas extremamente significantes entre os implantes tratados com o
horménio e os controles®’. Em geral, observou-se maior densidade 6ssea ao redor
do implante com rhGH em relacdo aos néo tratados com rhGH ap6s 14 dias®’.

Outra avaliagédo se deu com a administragéo local de rhGH em uma dose
Unica no momento cirurgico do implante e verificou-se uma aceleracdo do processo
de osseointegracdo®*. Esses autores demonstraram que o uso local de rhGH foi
capaz de melhorar a resposta 6ssea em implantes colocados em tibias de coelho
jovem em um nivel estatisticamente significativo®.

Em um estudo conduzido em cées, apds avaliacdo histolégica do efeito do
uso do GH ao redor de implantes colocados imediatamente em alvéolos pés-
exodontia, foi observado que a densidade Ossea foi maior e com uma melhor
orientacdo das fibras colagenas no sitio onde o GH foi administrado®.

Em estudo de 2009, autores mostraram que a aplicacdo topica de 4UI
(Unidades Internacionais) de GH na superficie de implantes apresentou um aumento
na formacéo 6ssea. Isso pode ser interpretado como um efeito direto do horménio
em células progenitoras mesenquimais, estimulando linhagens de osteoblastos.
Sugere-se que o efeito positivo se da durante o processo de integracdo Ossea
precoce. Assim, a possibilidade de aplicacdo do GH no momento da insercao dos
implantes poderia potencializar a previsibilidade do tratamento®’.

Outro trabalho evidenciou melhores resultados de defeitos 6sseos criticos
tratados com biomaterial associado ao GH. Foram realizados defeitos ésseos em
caes, e o grupo do TCP (biomaterial) associado ao GH mostrou melhores resultados
e estrutura na formacéo éssea, sugerindo ser uma opcéo em casos de regeneracao
6ssea guiada®.

Foi observado, também, que a administracdo local do GH, quando liberado a
partir de um biomaterial carreador tipo fosfato, € capaz de melhorar o processo de
substituicdo do biomaterial por 0sso, pela aceleragcao do processo de remodelacéao
6ssea®.
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Metodologia

4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

Optou-se por determinar uma amostra com n=6, totalizando 12 animais,
baseado nos artigos de Valiati R et al.(2012)%*, Walsh WR et al.(2008)'®, Walsh et
al.(2003)% e Stubbs D et al.(2004)>*.

A pesquisa foi realizada junto ao Programa de Poés-graduacdao em
Odontologia, area de concentracdo Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofaciais
(CTBMF), da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catélica do Rio
Grande do Sul (PUCRS), em conjunto com a Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC) — campus de Lages/SC e Joinville/SC (Termo de Cooperacao de
Pesquisa Cientifica, anexo 2) e com a Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da PUCRS
sob 0 niumero 13/00342.

4.2 Animais

O estudo foi desenvolvido em coelhos brancos da ragca Nova Zelandia,
espécie Oryctolagus cuniculus, da ordem Lagomorpha, género Oryctolagos, machos,
adultos jovens, com aproximadamente 10 meses de idade, pesando entre 4,0Kg a
5,0Kg cada.

Durante o estudo, a manutencdo dos animais foi feita sob condi¢cdes
satisfatorias, com temperatura, umidade e iluminacdo adequadas, no Biotério da
UDESC, de Lages/SC. Os animais permaneceram em gaiolas individuais
apropriadas ao tamanho de cada animal e suspensas, evitando assim o contato
direto com urina e fezes. A dieta foi instituida com racéo especifica para a espécie e
agua ad libitum.

Foi realizado, com o uso de brocas tipo trefina, 4 sitios para inclusdo do
material em estudo em cada calvaria de coelho. Os sitios tiveram didametro de 8mm
e espessura total da calota dos animais, sendo preservada a integridade da
duramater.

4.3 Organizacgao dos grupos experimentais

Os grupos foram organizados da seguinte forma:
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Grupo 1 — Avaliacao do carreador do horménio GH
- Cavidade A: foi mantido somente com o coagulo.
- Cavidade B: foi inserido o0 osso triturado.

- Cavidade C: PLGA com horménio do crescimento.

- Cavidade D: osso triturado com hormonio do crescimento.

Grupo 2 — Avaliacdo de 2 substitutos 6sseos com controle de biomaterial
(HA) e controle padréo (osso triturado autégeno)

- Cavidade A: HA

- Cavidade B: osso triturado
- Cavidade C: HA/TCP-

- Cavidade D: HA/SiOzn

Desenho esquematico dos Grupos:

Grupo 1

B A: coagulo
B: osso triturado
C: PLGA + rhGH
D: osso triturado + rhGH

rhGH local e a distancia

Figura 01: Desenho esquematico do grupo 1.
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Grupo 2

B A: HA
B: osso triturado

C: HA/TCP-B
D: HA/SiO_n

Figura 02: Desenho esquematico do grupo 2.

Os animais foram sacrificados apds 6 semanas, e as amostras foram
processadas para a analise no Laboratério de Pesquisa da Pés-graduacdo de
Odontologia da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

4 .4 Fornecimento dos materiais teste

Este projeto esta vinculado a pesquisas previamente realizadas na PUCRS .
O PLGA associado ao horménio do crescimento foi feito previamente pelos alunos
Ricardo Fernandes Garcia (Protocolo PUC/RS 076/2011) e Aline Adelaide Paz da
Silva Duarte. O PLGA utilizado no estudo foi o Purasorb®, comercializado pela
empresa Purac, na proporcao 50:50, igual proporcdo dos acidos latico e glicélico.
Vendido comercialmente como Purasorb® PDLG 5010.

As associacoes de materiais HA/TCP-B e HA/SiOzn foram fornecidas pelo
Grupo de Pesquisa em Biomateriais da UDESC — Campus Joinville (anexo 2 - Termo
de Cooperacao entre as Universidades). Estes foram elaborados seguindo o método
por via Umida descrito por Dalménico (2011).

Os biomateriais, fornecidos pela UDESC, utilizados no presente estudo se
apresentavam sob a forma de biomateriais granulados microporosos
nanoestruturados, com tamanhos variando entre 200um< d < 500um. A tabela 1
mostra os biomateriais e suas composicoes.

CONTROLE DE AMOSTRAS:

LOCAL: Joinville - SC, Lote: 16/10/2013

CcODIGO: DESCRICAO: COMPOSICAO: FORMA:
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Biomaterial Matriz Granulos
HA HA C2lPOsOR)2 | 500um<d<500um
° o Biomaterial Bifasico Cayo(PO4)s(OH)/ A
60%HA/40%TCP HA/TCP Cas(PO4)s- B Granulos 200um
<d<500um
. 5 Biomaterial : n
HA/SiO2 5% Nanocomposito Caio(PO4)s(OH)2/SiOn | Granulos 200um
<d<500um

Figura 3: Tabela com as especificacdes dos biomateriais fornecidos pelo Grupo de Estudos da
UDESC.

4.5 Procedimentos cirdrgicos

Para a realizacdo desta pesquisa foram obedecidos os principios de
biosseguranca e controle de infeccdo. Os procedimentos cirurgicos foram realizados
no Hospital Veterinario da UDESC (anexo Termo de Cooperacado — anexo 2).

Os animais foram submetidos a um periodo de jejum alimentar de 5 horas e
hidrico de 3 horas previamente ao procedimento experimental. Foi realizada
tricotomia da regiao da cabeca localizada entre a regido frontal, parietal e a
zigoméatica para o procedimento cirurgico; além da regido do pavilhdo auricular
dorsal, para canulacao da veia marginal da orelha (Figura 4A).

Na sala de pré-anestesia, ap6s a afericdo do peso e parédmetros clinicos
como frequéncia respiratoria, cardiaca e tempo de perfusdo capilar, os animais
foram pré-medicados com Tiletamina + Zolazepam (Zoletii 100®) na dose de
20mg/Kg e Xilazina (Anasedan®), 3mg/kg, administrados por via intramuscular.
AplGs o estabelecimento do efeito da medicacdo pré-anestésica, os animais foram
posicionados em decubito esternal sobre colchdo térmico ativo, sendo a veia
marginal da orelha canulada com cateter 24G para administracdo de NaCl 0,9% a 6
gotas/minuto. A manutencdo da anestesia foi realizada através de uma mascara
acoplada a um sistema sem reinalacdo de gases com administracdo de Isoflurano
(Isoforine® ) 1 a 1,5 CAM (concentracdo alveolar minima), diluido em oxigénio a
100%, com fluxo de 2L/min, através de um vaporizador universal (Oxygel®). Foi
realizada também a anestesia infiltrativa com 0,5ml de lidocaina (2%) (Xylestesin®)
na regiao frontopariental.

A antissepsia da pele foi realizada com aplicagdo topica de
polivinilpirrolidona-iodo a 1% (Povidine®), e os campos cirurgicos estéreis isolaram a
area operatéria (Figura 4B).

A incisdo foi realizada com espessura total até o periésteo com lamina
namero 15 com aproximadamente 5¢cm sobre a sutura sagital e centro do frontal, e
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apoés foi realizada a disseccéo dos tecidos moles com descolador freer (Golgran®)
(Figura 4C).

Duas cavidades foram realizadas em cada 0sso parietal, com cuidados para
se manter a integridade da dura-mater. Para a realizagéo de tais cavidades, utilizou-
se uma broca trefina com 8mm de didmetro (Neodent, Curitiba, Brasil), acoplada a
um contra-angulo redutor 20:1 montado em um motor elétrico, 0 que proporciona um
total de 800 rotacbes por minuto e torque apropriado para a remocao de blocos
0sseos do osso parietal. A refrigeracdo da broca e tecido 6sseo foi realizada por
meio de irrigacdo constante com solu¢do NaCl a 0,9%. Uma vez concluidas as
perfuracdes, a por¢cao 6ssea delimitada pela trefina foi delicadamente removida com
0 auxilio de um descolador de periésteo. Assim, ao término desta etapa, haviam sido
produzidas 4 cavidades em cada animal, onde os materiais teste foram depositados
(Figura 4D).

Figura 04: A — Canulagao da veia marginal da orelha do coelho. B — Preparo do campo cirargico. C —
Incisdo e descolamento periosteal. D — Cavidades teste preparadas.

Os fragmentos ésseos removidos foram triturados e usados como enxerto
autdgeno sozinho ou misturado ao rhGH.

Uma lamina de matriz de PLGA+rhGH, fornecida pela pesquisadora Aline
Paz da Silva (PUCRS) foi recortada para inser¢cao na cavidade (Figura 5A). Os
biomateriais granulados foram embebidos em sangue removido do acesso venoso
no momento da inser¢cao dos materiais (Figura 5A).
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ApOs a inclusdao com espatula dos materiais, conforme o item 3.3 (Figuras
5B e 5C), fez-se a sutura com nylon 5.0 em 2 planos, sendo o primeiro com pontos
isolados e o segundo intra-dérmico (Figura 5D).

Figura 05: A — Matriz de PLGA+rhGH e biomateriais granulados send embebidos em coagulo. B —
Cavidades teste preenchidas com materiais do Grupo 1. C — Cavidades teste preenchidas com
materiais do Grupo 2. D — Sutura.

Foi instituida antibioticoterapia com enflorafloxacina por via intramuscular na
dose de 5mg/Kg a cada 24h. A analgesia pOs-operatéria foi instituida com
meloxicam 0,1mg/kg a cada 24h. Em casos em que os animais manifestarem dor,
uma dose de resgate com tramadol 2mg/Kg foi administrada.

O procedimento foi repetido de forma idéntica para todos os animais e pelo
mesmo operador.

Ap6s o término das cirurgias, os animais permaneceram no biotério da
UDESC, sob cuidados dos pesquisadores e orientacdo de médicos veterinarios.

Os animais foram sacrificados apds 6 semanas. A eutanasia foi realizada
conforme a Resolucgago CFMV (Conselho Federal de Medicina Veterinaria) n
1000.2012, de 11 de maio de 2012. Para tal, foi utilizada uma superdose de mistura
anestésica contendo Ketamina e solucdo aquosa a 2% de cloridrato de 2-(2,6-
xilidino)-5,6dihidro-4-H-1,3-tiazin. Apds isto, procedeu-se com a remocao dos blocos
Osseos da calota com broca tronco-cénica, e as areas testes foram divididas para
termos um plano de incluséo e clivagem.
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4.6 Procedimentos laboratoriais e de analise

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Pesquisa
da Po6s-graduagao em Odontologia da UFSC.

Apbs a coleta, os espécimes foram mantidos em solucdo de formalina
tamponada a 10%. Em seguida as pecas foram submetidas a descalcificacdo por
imersao em solucdo de EDTA a 10%, em agitacdo constante até descalcificacao,
foram processadas e incluidas em parafina. Procedeu-se entdo para os cortes das
amostras e preparo das laminas para analise histologica.

Os cortes realizados com micrétomo foram no sentido longitudinal com
espessura de 3um. As laminas histologicas foram coradas pela técnica da
Hematoxilina e Eosina (HE).

4.7 Analise dos enxertos por Microscopia Optica

A andlise foi feita por histologia descritiva avaliando-se: remodelacéo éssea,
deposicao de fibras colagenas, preenchimento de lacunas osteociticas, incorporacéo
do enxerto, infiltrado inflamat6rio e presenca de osteoblastos. Essa avaliagcao foi
realizada seguindo parametros da pesquisa de Valiati R et al (2012)%*

As laminas foram avaliadas em toda a sua extensdo e a analise da éarea
teste feita com aumentos de 50x, 100x e 400x.
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5 - RESULTADOS

Um coelho do Grupo 2 teve alteragbes neurologicas, provavelmente por
lesdo de duramater, no poés-operatério imediato e foi submetido a eutanasia,
restando assim 5 coelhos neste grupo. Além disso, durante o preparo do material
para histologia ocorreu a perda de 2 amostras do grupo 1 (1c e 1d) no laboratério
durante o processamento. Assim, do material histolégico preparado foi realizado a
avaliacéo descritiva de cada grupo:

Grupo 1

1a: Coagulo

1b: Autégeno

1c: PLGA + GH

1d: Autégeno + GH

Grupo 2

2a: HA

2b: Autdgeno

2c: HA/b-TCP
2d: HA/ SiO2n

Os resultados da Figura 6 demonstram que no grupo 1a (coagulo) foi
possivel observar remodelacdo 6ssea, com lacunas osteociticas preenchidas em 4
das 6 amostras. Além disso, ocorreu deposicao de fibras colagenas (Figura 6B). Em
2 das 6 amostras, podem ser observados espacos medulares amplos e discreta
deposicao de fibras colagenas. Observou-se auséncia de infiltrado inflamatério nas
amostras.
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Figura 06: Coagulo: A e B — MO mostrando formagéo (asteriscos pretos) e remodelagéo 6ssea (setas

pretas) com presenca de ostedcitos (setas vermelhas). Observa-se as fibras colagenas (tridangulos
brancos) e osteoblastos margenado a formagéo 6ssea (setas brancas). A —50x e B — 100x.

A analise do grupo 1b (osso autbgeno) mostra remodelagdo 6ssea, com
lacunas osteociticas apresentando ostedcitos em 5 das 6 amostras (Figura 7A) e
osteoblastos em algumas regides. Em 1 amostra foi verificada deposi¢éo 6ssea, mas
com amplos espacos medulares. Ha deposicdo de fibras coldgenas em algumas
areas em todos os casos e discreto infiltrado inflamatério em 2 amostras analisadas.
E possivel observar claramente a incorporacdo do enxerto em 2 casos (Figura 7B).

Figura 07: Osso Autdgeno: A — Imagem de MO mostrando a remodelacao 6ssea (setas pretas),
aumento de 50x. B — area com presenca de tecido 6sseo maduro de um fragmento de enxerto
(asterisco branco), com neoformacgéo 6ssea na periferia (asterisco preto). Presenca de osteoblastos
(seta branca), osteécitos (seta vermelha) e lacunas osteociticas (seta amarela), aumento de 400x.

A andlise do grupo 1c (Figura 8) mostra remodelacdo 6ssea com lacunas
osteociticas preenchidas no grupo 1c (PLGA + GH), principalmente na periferia da
cavidade teste. Evidenciou-se o nao preenchimento total da cavidade em 3 das 5
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amostras, corroborando com os achados macroscopicos clinicos de ndo formacéo
Ossea em toda a cavidade, inclusive havendo aspecto borrach6ide em algumas
amostras. Também foi verificada a presenca de discreto infiltrado inflamato6rio em 3
amostras

Figura 08: PLGA + GH: A e B — MO mostrando remodelacéo Ossea (setas pretas), com presenca de
infiltrado inflamatério (tridngulo preto) e ndo preenchimento total da cavidade teste. Aumento de 50x.

A analise do grupo 1d (autdbgeno + GH) demonstrou remodelagéo 6ssea ao
redor dos granulos do enxerto, com deposicédo de fibras colagenas em todas as
amostras (Figura 9B). Foi observado discreto infiltrado inflamatério em algumas
areas em 2 das 5 amostras, e em duas amostras observou-se ndo preenchimento
total da cavidade teste. Além disso, foi verificada a presenca de material amorfo na
maioria das laminas (3 de 5) (Figura 9).
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Figura 09: Autégeno + GH: A e B — Remodelagéo 6ssea (setas pretas) ao redor dos granulos de osso
autdgeno (asterisco branco). Lacunas osteociticas (setas amarelas) e osteécitos (seta vermelha).
Deposicéo de fibras colagenas (tridangulo branco). Aumento A 50x e B 100x.
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Conforme ilustrado na Figura 10, a analise do grupo 2a (HA) demonstrou a
presenca de boa formacdo 6ssea ao redor do biomaterial em todas as 5 amostras,
com a incorporagao do biomaterial na quase totalidade da cavidade teste. Somente
em 1 amostra ha incorporacdo completa de todo o material, mas esta apresenta
amplos espagos medulares e ndo se visualiza deposicao de fibras colagenas. Duas
amostras apresentaram infiltrado inflamatério discreto. Verifica-se, assim como em
alguns casos do grupo 1 que essas areas sao as mais distantes do leito receptor,
sugerindo a nao estimulacdo local pela dificuldade de revascularizacdo. Foi
verificada pouca presenca de osteoblastos em todas as amostras (Figura 10).

Figura 10: HA: A e B — MO evidenciando boa formacao e remodelacao éssea (setas pretas) ao redor

do biomaterial (asterisco vermelho). Osteécito (seta vermelha). A — aumento de 50x. B — Aumento de
100x.

A andlise do grupo 2b (autégeno) revelou remodelacdo 6ssea em todas as 5
amostras, presenca dos granulos de enxerto autégeno com formacdo Ossea
periférica e espacos medulares em 1 amostra. Foi observada ainda a formacao de
tecido conjuntivo com discreto infiltrado inflamatério em 3 das 5 amostras, além da
presenca de osteoblastos margeando a neoformacédo 6ssea nas amostras (Figura
11).
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Figura 11: Autbgeno: AeB - Remodelacao 6ssea (setas pretas) e deposicdo Ossea (asteriscos
pretos) ao redor dos grénulos do enxerto (asterisco branco), em aumento de 50x e 400x,
respectivamente. Osteocito (seta vermelha), lacunas osteociticas (seta amarela), osteoblastos (seta
branca).

Conforme observado na Figura 12, o grupo 2c (HA/TCP-B) apresentou
presenca de formacéo 6ssea ao redor de grande parte do biomaterial em 3 das 5
amostras. Em 2 amostras, foi possivel verificar que uma area significativa néo
apresentava incorporagcdo do biomaterial. Nessas areas, ha deposicdo de fibras
colagenas e um infiltrado inflamatorio discreto. Nao se visualizam osteoblastos na
maioria dos campos de todas as amostras. Além disso, o biomaterial parece estar
em processo de reabsor¢cdao em todas as amostras (Figura 12).

' N 'é' A :
Figura 12: HA/TCP-B: A - MO evidenciando a incorporacdo do biomaterial com deposicdo e
neoformacéo 6ssea (setas pretas). Aumento de 50x. B — Amostra com remodela¢do 6ssea ao redor

dos granulos e deposicao de fibras coldgenas (tridngulos brancos) com discreto processo inflamatorio
(tridngulo preto). Aumento de 100x.

Por fim, a avaliacdo do grupo 2d (HA/SiOzn) demonstrou a presenca de
neoformacdo Ossea ao redor dos granulos do biomaterial, e observa-se que o
mesmo estd em processo de reabsorcdo. Nao ha formacdo de osso por toda a
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regido contendo biomaterial em 1 amostra, sendo que nessa regido foi possivel

observar a presenca de deposicéo de fibras coldgenas. Nas areas com deposicéo

O0ssea, ha remodelacdo em todas as 5 amostras. Ndo foi observado processo

inflamatério. Contudo, a presenca de reabsorcdo do biomaterial foi verificada, em

graus variados, comparando-se todas as 5 amostras (Figura 13).
5 vaEe
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Figura 13: HA/SIO.n: A — MO evidenciando neoformagdo Ossea (asteriscos preos) ao redor dos
granulos de biomaterial (asterisco vermelho) em processo de reabsor¢gdo. Aumento de 50x. B —
Amostras semelhantes ao A em aumento de 100x.
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6 — DISCUSSAO

Os biomateriais empregados neste estudo foram obtidos pelo método de
sintese por via Umida, sendo que os biomateriais granulados apresentavam-se com

uma microestrutura microporosa interconectada e granulos variando entre 200um e

500um. A HA obtida por este método possui caracteristicas similares as do tecido
6sseo e dentario, diferentemente da hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas®.

Ha estudos mostrando que, com o tamanho dos granulos variando entre 212
a 1000 micrédmetros, ocorre deposicao de tecido fibroso sobre os gréanulos de
hidroxiapatita, lenta reabsorcéo e baixa capacidade de formacdo 6ssea®. Nestes
mesmos estudos, foi observado que a HA nanoestruturada estd associada a
neoformacédo de tecido Osseo ao redor dos granulos, indicando boa
osteoconducdo®’. De acordo com os resultados do presente estudo, ndo foi
observada deposicao de fibras colagenas, e houve discreta presenca de infiltrado
inflamatério em 2 amostras, o que indica boa biocompatibilidade. A ndo formacgao
Ossea na regiao mais distante do leito receptor sugere dificuldade de vascularizacéo,
contudo isso pode nao ser significativo em um tempo de estudo maior.

Ja as bioceramicas bifasicas e/ou nanocompésitos, surgiram pelo interesse
de melhorar as caracteristicas de solubilidade da hidroxiapatita e dos fosfatos de
célcio em meios biolégicos®'® . Estudos prévios ja relataram uma proliferacdo maior
de osteoblastos sobre a superficie microporosa dos biomateriais nanoestruturados
de ceramica de HA e HA/TCP-B, e permitindo forte ligacdo na interface
biomaterial/tecido 6sse0'®®. No caso dos materiais testados neste trabalho,
conseguiu-se verificar a boa incorporagao dos materiais, mas em todos 0s casos néao
se verificou a presenca marcante de osteoblastos. Os dados obtidos no presente
estudo estdo de acordo com aqueles da literatura'®?®, uma vez que houve uma boa
formacao O6ssea ao redor dos granulos, sugerindo a forte interface biomaterial/tecido
0sseo, inclusive em toda a interface das paredes Osseas da cavidade teste com
biomaterial.

Como o TCP-B apresenta degradacdo rapida em meio fisioldgico, ha
diminuicdo da area de superficie para a proliferacdo 6ssea®. Ainda assim, este
material & considerado melhor para a formacdo 6ssea em relagcdo a HA®*®*. Desta
forma, pesquisou-se a utilizacdo de materiais bifasicos para associar a boa
solubilidade com maior resisténcia mecanica®.
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Diferentes autores ja tém sugerido o material bifasico em relagcdo ao TCP-f3
isolado por sua boa bioatividade associada a solubilidade mais lenta, permitindo uma
osteocondutividade®®®. Isso corrobora com os resultados obtidos no presente
estudo, onde o material bifasico, contendo o TCP-f3, apresentou-se em processo de
degradacao maior que a hidroxiapatita isolada.

Foi verificado, neste estudo, uma degradacao inicial do material bifasico
HA/TCP- B, e do HA/SiO2n, porém com formacgao de tecido 6sseo. Nesses casos,
utilizou-se a HA, que confere resisténcia mecanica.

No caso dos nanocompdsitos, presume-se que a deposicao dssea ocorra
em funcao da alta porosidade do biomaterial, que permite uma acentuada agregacéao
de prolongamentos celulares e proteinas diversas no interior do granulo, como etapa
normal do processo de cicatrizagao®’.

No caso da incorporacao de Silicato a estrutura cristalina das ceramicas, ha
um aumento da taxa de reabsorcdo in vivo em relacdo as hidroxiapatitas
estequiométricas tradicionais, e uma resposta de cura acelerada®. Nos materiais
testados, as amostras contendo o silicio mostraram incorporagdo do material e
neoformacéo éssea em praticamente todas as amostras, sugerindo assim, formacgao
6ssea condizente com o trabalho citado®. O silicio é essencial para o
desenvolvimento normal do esqueleto e a saude vascular. Também desempenha um
papel na mineralizacdo 6ssea e no metabolismo e sintese de colageno®. Em um
modelo de estudo, sugere-se que a silica incorporada mantém uma estrutura mais
estavel e permite o desenvolvimento mais rapido de osso funcional®. No presente
estudo, ndo foi possivel afirmar isso somente com um tempo de cicatrizacao.

Considera-se 0 composto bifasico 60% HA/40% TCP-B3, até o presente
momento, como o melhor material conhecido, pois sua capacidade alia a rapida
solubilidade do TCP-B & superior biocompatibilidade da HA®®®’. No atual estudo,
temos que o composto bifasico HA/SiO2.n apresentou resultados semelhantes em
relacdo a associacao HA/TCP- (3, indicando uma nova possibilidade de biomaterial
para a aplicabilidade clinica.

Com relacdo ao grupo que recebeu rhGH, tem-se parametros de avaliacédo
usados mais diretamente com o implante na maioria dos trabalhos pesquisados®’. O
presente estudo fez a associacdo de uma matriz polimérica com o rhGH com o
objetivo de avaliar uma possivel regeneracao éssea guiada.

Realizou-se, previamente, estudo avaliando reparo de feridas em porcos,
onde se mostrou que o uso local de rhGH aumentou a producéo de IGF-I e colageno
tipo 1*°. O rhGH funcionaria como um indutor de fator de crescimento. Estes ja
usados em fraturas de tibias, por exemplo, e inclusive sendo sugeridos em
reconstrucdes de grandes defeitos™®.
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Outra linha de pesquisa é na aceleracéo da osseointegracdo e melhora da
densidade ao redor dos mesmos*'. Sugere-se que o efeito positivo se d& durante o
processo de integracdo &ssea e, assim, aumentando a previsibilidade do
tratamento*'.

Ha estudo prévio que encontrou melhores resultados em biomateriais TCP
associados ao GH em relacdo a estrutura da formacédo 6ssea®’. E no processo de
substituicdo do biomaterial por 0sso, pela aceleragcao do processo de remodelacao
6ssea’’. Mas neste trabalho, foi realizada a avaliacdo sem o uso associado a
derivados de fosfato ou HA.

No atual trabalho, verificamos que nao houve diferenca observacional nos
achados microscépicos das cavidades teste de autdbgeno em relagdo ao autdégeno
com rhGH. A cavidade teste com a matriz de PLGA associada ao rhGH ndo mostrou
formacao 6ssea completando a cavidade teste macro e microscopicamente em 3
das 5 amostras. Notou-se que a matriz havia sido totalmente reabsorvida ao final
das 6 semanas desse estudo.

As matrizes utilizadas nesse estudo sdo resultados de pesquisa prévia®*
onde se determinou a taxa de perda de massa das matrizes com rhGH, a
concentracdo de horménio liberada, em um meio que simula o ambiente in vivo, e
também a estabilizacdo do pH*’.

Os resultados in vivo desse material neste estudo, apesar de nao formacéao
Ossea em toda a cavidade, mostraram neoformacdo éssea com as lacunas
osteociticas preenchidas. Isso significa presenca de osso maduro. Visualizou-se,
também, remodelacdo déssea nessas areas, condizente com a estimulacdo pelo
rhGH, conforme demonstrado nos estudos prévios citados, onde se atribui uma
aceleracdo desse processo®’.

Também deve-se considerar que, devido a degradacao do PLGA, néo havia
um material osteocondutor por um periodo semelhante aos biomateriais com HA. E
devido a isso, pode néao ter ocorrido a formacdo 6ssea em toda a cavidade. Outro
ponto que deve ser avaliado € que a presenca de granulos de biomaterias ocupando
espaco na area teste permite uma avaliagdo observacional como se houvesse maior
formacao 6ssea. Mas isso quantitativamente pode nao expressar a realidade, pois a
regiao teste com PLGA+GH teve formacdo Ossea sem a presenca de outros
componentes (no caso o0s granulos).

7
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A Conclusoes

7 - CONCLUSOES

1 — Neste estudo o carreador de horménio ndo mostrou completa
neoformacéo 6ssea na cavidade teste na maioria das amostras. Mas nas regides
com neoformacgado, 0 0sso apresentou-se com lacunas osteociticas preenchidas e
com remodelacédo, mostrando osso maduro e viavel.

2 - Este estudo mostrou a viabilidade de diferentes substitutos 6sseos (HA,
HA/TCP—@, HA/ SiOzn). Em todos os casos houve neoformacgao éssea.
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PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVAGAO E DESENVOLVIMENTO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

@ (EUA_ Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

Oficio 80/13 - CEUA Porto Alegre, 29 de outubro de 2013
Prezado Sr(a). Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 13/00342. intitulado “Avaliagdo comparativa
de substitutos dsseos e do PLGA/rhGH para enxertia em calvaria de coelhos”.

Sua investigagao, respeitando com detalhe as descrigbes contidas no projeto e
formularios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data

Informamos que é necessario o encaminhamento de relatorio final quando
finalizar esta investigagao. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso cientifico de animais, & funcdo da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados. realizando inspegdes periddicas nos
locais de pesquisa

Atenciosamente,

e T |
( D e N B A
Prof. Dr.Joao Batista Blessmann Weber

Coordenador da CEUA/PUCRS

limo. Sr
Prof. Rogério Miranda Pagnoncelii
FO

Nesta Universidade

Campus Central
Ijl k Ay ranga, 6681 - P. 99 - Portal Tecnopuc - sala 1512

C 19-900 - Porto Alegre/RS
Fone: (51) 3353-6365

E-mail: ceya@
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMISSAO CIENTIFICA E DE ETICA
DA FACULDADE DE ODONTOLOGIA DA PUCRS



ANEXO B — TERMO DE COOPERACAO ENTRE AS UNIVERSIDADES
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"RSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA

L SE RO DE CIENCIAS TECNOLOGICAS - CCY

S rigoama em Ciéneia ¢ Engenharia de Materiais-PGCEM
Grupe de Pesquisa em Eiomateriais - GPBIOMAT

TERMO DE COOPERAUAO DE PESQUISA CIENTIFICA

Acordo n® |

Cooperagdo de Pescu sa Cientifica entre a UNIVERSIDADE DO
ESTADO DE SANTA CATARINA - UDESC E PONTIFICIO
UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL —
PUC/RS, visando ¢ realizacéio de projetos de pescuisa e difusdo
Cientifica na drea e Flomateriais ¢ da Saude.

Em virtude aa necessidade legal de regularizar direitos e deveres dos envolvidas nesta
parceria, rosolvem estas celebrar o presente acordo de pesquisa, mediante as cliusulas ¢

condigdes seguintes:

CLAUSTLA PRIMEIRA - DO OBJETO

U abico do presente instrumento & 2xecusg 730 de um projeto de pesquisa para
realizacdo de sgivdos in vivo em calvasiz Ze coelhos. O irabalho intitulado ‘Avatiacio
Comparaiive de substitutos dsseos e do PLGA/hGH sobre o processo #a fersmacio
dssea”. Lswa proposta envelve os pesquisedores niestranda Fernanda Béing e Prof. Dr
Rogério Minunda Pagnoncelli PUC/RS (Frof. otizntador), Prof. Dr. Netson Feriberio
Almeida Camargo UDESC/Joinville-SC (Trof. cotaborador). Prof. Dr. Aury Nunes de ’
Moraes UDESC/Lages-SC e ProiDr. Nilson Oleskoviez UDESC/Lages (Prois.

Colaboradores .

Serfo realizados experimentos-cirirgizos na calvaria de coelhos, com o objetive de

avaliar a capacidade de neoformagio ¢ssea de biomnateriais a base de fosfatos de calcio ¢

destes bicmaieriais em diferentes tempos de zplicac2o in vive.
Serfio uttliza.os 24 animais. cosihos braicos da raga Nova Zelandia. espécie Oryerolugus i
cunticudes . de ordem Lagomorpha, género Oryctolages, machos, adultos jovens, coa idade
meédia de 10 meses e pesn médio de 4.0 & §,) kg Serfo criados quatro defeitos dss=0s na
ealveria de cada eoetho, com uma trefina ) Emm. aara stinalar um deleita eritico. Sendo
que, eaia um dos defeilos serd preenchico por um ; po de biomarerial diferente, de acorde
IO gIUpO 4 que 03 animals perfencen, () animais serdo alocades em 7 grapos ou mas. ‘@/
Lurngas Unlversitaric Frofl (ellne Mo scapms Born Rerir

Foe {47) 4004770 3 ASUS Tl - CEF #3273-100 -« toinville - 8 - Eras
Funepags: M Lweradoinvile adus. o @ ome L gemdinhie

Froinyille uzes: or



buscando testar a eficdcia das composigdes Hidroxiapatita/Fosfaio de calcio-p
(60%HA/40%TCP-B), Hidroxiapatita/SiOwrn 3% em volume ¢ PLGA + GHrh a titulo
comparativo entre as composigdes, visando avaliar o desempenho dos biomateriais sobre 0
processo da neoformacgfio Ossea. Aos 45 ¢ Y0 dias de pos-operatdrio os animais serdo
submetidos & cutandsia para realizacio das avaliagiies macroscopica e histologica (...) do

material de bidpsia recuperado das regides de enchimento com biomaterial.

CLAUSULA SEGUNDA - PRAZOS E VIGENCIAS
O experimento deverd ser implantado. conduzido e analisado com a participacio
dos professores da PUC/RS, UDESC/Jcinville e UDESC/Lages. no periodo de Julho de

2013 a dezeinbro de 2014, podendo ser prorrogado de comum acordo entre as partes.

CLAUSULA TERCEIRA - DAS RESPONSABILIDADES

O coordenador do Grupo de Biomaieriais da UDESC/Joinville . Prof. Dr. Nelson
Heriberto Almeida Camargo. fica responsivel pelo fornecimento dos biomateriais:
60HA/4OTCP-B e HA/SiO:n 5%.

A mestranda Fernanda Boing e seu orientador Prof. Dr. Rogério Miranda
Pagnoneelll, ambos da PUC/RS ficam responsaveis pela obtengio do produto PLGA -
GHrh, que serfo utilizados para realizagdo dos estudos comparativo entre os biomateriais
e coagulo. I'icam responseveis também por:

- Execussdo dos experimentos in vivo e coleta de material para realizagfio dos estudos de
caracterizacio das biopsias. _ w,
- Manter os Professeres da UDESC: Nelson Heriberto Almeida Camargo UDESC/Joinville
Prof. Aury Nunes de Moraes UDES(C/Lages e Nilson Oleskovicz UDESC/Lages. Prof.
Rogério Miranda Pagnoncelli PUC/RSe a aluna Fernanda Boing PUC/RSsobre o

andamento das pesquisas, através de relat6rios parciais dos estudos in vivo.

- As Instituwgoes. UDESC/Lages e PUC/RS ¢ os pesquisadores deverfio obedecer ao
PROTOCOLO e agir sempre em conformidade com as leis, regras. regulamentos e demais
normas govermnamentais que regem aos Estucos Clinicos.

- A PUC/RS e os pesquisadores ndo poderdo utilizar ou dispor dos biomateriais
60HA/40TCP-B e HA/SiOmn 5% para outra finalidade que ndo seja a especificada no
PROTOCOLO.



- A UDESC/ainville. UDESC/Lages ¢ os pesquisadores ndio poderiio utilizar ou dispor dos
biomateriais PLGA + GHrh para outra finalidede que ndo seja a especificada no

PROTOCOLO.

CLAUSULA QUARTA - DA PUBLICACAO

A PUC/RS e os pesquisadores concordam em ndo fornecer dados do estudo para
terceiros, no que se refere ao biomaterial 60HA/40TCP-B e HA/SiOz2n 5%, sem prévia
anuéncia do Prof. Nelson Heriberto Almeida Camargo UDESC/Joinville.

Comprometem-se em ndo utilizd-los em pesquisa comercialmente patrocinada ou
académicas internas e/ou externas, ou em publicacdes sem o consentimento prévio. por
escrito, dos professores participantes,

Os resulrados advindos do uso de 60HA/4OTCP-B e HA/SiO2n s6 poderio ser
apresentados pelos pesquisadores, pela PUC/RS e pela UDESC em simp6sios, encontros
profissionais regionais, nacionais e/ou internacionais, publicados em jornais, capitulo de
livros, periddicos, dissertagdes. mediante autorizagao pelos professores da UDESC e da
PUC/RS, envolvidos na pesquisa.

O professor orientador e/ou a mestranda da PUC/RS devem fornecer zos
professores colaboradores da UDESC, copia dos trabalhos a serem publicados por si. com
uma aniecedéncia minima de 30 (trinta) dias de sua apresenta¢fio ou submissdo a uma
revista cientifica, sendo a reciproca tambér saigida.

Os professores da UDESC ¢ a PUCRE, incuitios na pesquisa poderdo, ainda, decidir
pela ndo publicagdo dos resultados do estudo dependendo dos interesses de patente ou

produto.

CLAUSULA QUINTA - DA RESCISAQ

Constitui motivo para a rescisio dzste Convénio de C ooperacdo de pesquisa
cientifica a inadimplemento de quaisquer das Clausulas aqui pactuadas.
PARAGRAFO UNICO - O presente Conveanio também podera ser rescindido. de comum
acordo entre s partes, meadiante prévia notificagio escrita, com antecedéncia minima de 30

(trinta) dias.

CLAUSULA SEXTA - VIGENCIA




O prazo de vigéncia deste acordo de desenvolvimento de pesquisa cientifica entre
PUC/RS-UDESC/SC ¢ de 1(um) ano e serd contado a partir da data de sua assinatura, com

a possibilidade de prorrogacio.

CLAUSULA SETIMA - DO FORO
Fica cleito o Foro da cidade de Joinville-SC e/ou Porto Alegre para dirimir as
duvidas deste acordo de pesquisa cientifica, que ndo sejam resolvidas amigavelmente.

E, por estarem justas e acordadas as partes firmam o presente acordo de pesquisa cientifica

em 03 (trés) vias de igual teor e forma e para um s6 efeito.

Joinville-SC ¢ Porto Alegre- RS, 21 de maio de 2013.

be

clson 3 Prof. Aur}' Nunes de Mi_n‘nes
UDESC-CAV/Lages

Prof. Nilson Oleskovicz-

UDESC-CAV/Lages- Diretor do
Hospital Veterinario

S 4P

Rog.-:"riﬁﬁranda Pagnoncelli PUC/RS-
Prof. Orientador




