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RESUMO

PRATI, Luciana Alves. Neoformacao 6ssea em um sistema guiado in vivo em
calvérias de coelhos com o emprego de hidroxiapatita, bio-oss® e bonefill®
associados ou ndo com plasma rico em plaquetas. 2023. 154 fls. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal — Area: Cirurgia Veterinaria) - Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal,
Lages, 2023.

A busca por condutas terapéuticas que potencializem o processo de reparacéo
0ssea, de forma prética, segura, pouco onerosa, com o emprego de substitutos
0sseos biocompativeis que sejam gradualmente absorvidos e substituidos por
novo tecido 6sseo, sem a ocorréncia de complicacdes, tem inspirado muitas
pesquisas. As bioceramicas nanoestruturadas de fosfato de calcio e os
nanocompositos com matriz de fosfatos de célcio tém se destacado na area de
biomateriais de reconstituicdo Ossea pela sua semelhanca quimica e
cristalografica com a apatita 6ssea do esqueleto. O plasma rico em plaquetas
(PRP) tem sido utilizado em diversas areas, como na cirurgia plastica
reconstrutiva, para auxiliar na hemostasia, estimular o crescimento de tecidos
moles e a cicatrizacdo 6ssea, para favorecer a aderéncia de enxertos cutaneos,
unido de enxertos 6sseos, fixacdo de implantes em cranio ou em 0ssos planos.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento in vivo durante o
processo de neoformacao 6ssea da hidroxiapatita, biooss® e bonefill® isolados
e com a associacao com plasma rico em plaguetas (PRP) em crescimento 6sseo
guiado em calvérias de coelhos, em diferentes tempos de evolugéo, 60 e 90 dias.
Foram estudados vinte coelhos mesticos, machos, com média de idade de oito
meses e peso médio de 4Kg, considerados saudaveis. Foram separados em
quatro grupos de cinco animais, dois para coleta de amostras aos 60 dias de
pbs-operatorio e dois para coleta aos 90 dias. O grupo 60 dias consistiu de 10
animais, destes 5 receberam o tratamento com os biomateriais somente, e 5
receberam os biomateriais acrescidos por plasma rico em plaquetas (PRP)
autdlogo. De forma analoga os dez animais do grupo 90 dias de avaliacao
receberam os mesmos tratamentos. Terminado o periodo proposto para o
estudo de cada grupo, 0s animais passaram por eutanasia para coleta de
amostras para: teste de dureza, estudos histolégicos e de histomorfometria, além
de microscopia eletrénica de varredura. Os dados obtidos através da analise
histoldgica foram analisados por meio do teste estatistico de Kruskal-Wallis. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% e, quando rejeitada a hipétese nula,
os tratamentos foram comparados pelo teste de comparacdo de mediana. Ja
para a variavel biomaterial remanescente (BR) os resultados foram analisados
pelo teste exato de Fisher (a=5%). Para isso, foi utilizado o programa estatistico
R Studio. Com relagcdo aos resultados oriundos da histomorfometria, as
preposicoes de normalidade e independéncia dos residuos, assim como a
homogeneidade das variancias foram previamente testados. Apés, foi realizada
analise de variancia satisfazendo o seguinte modelo estatistico: yik = n +
biomateriali + PRP;j + biomaterial x PRPj + €ik, no qual yik: variaveis analisadas
(area (um) e porcentagem); W: média geral de todas n observacgdes; biomateriali:
biomateriais utilizados (hidroxiapatita, biooss® e bonefill®); PRP;j: presenca ou
auséncia de PRP; biomaterial x PRPij;: interacdo entre biomaterial e presenta ou
auséncia de PRP e cik: erro experimental (N ~ (0, ¢?)). Como foi observada



diferenca estatistica, os tratamentos foram comparados por meio do teste de
Tukey, utilizando nivel de significancia de 5%. Para isso, foi utilizado o programa
estatistico R Studio. Concluiu-se que o delineamento e o modelo experimental
adotados permitiram a promocao do crescimento 6sseo guiado em calvarias de
coelhos para a comparacao de diferentes tratamentos; o acréscimo do plasma
rico em plaquetas aos diferentes biomateriais (HA, bio-oss® e bonefill®) néo
promoveu melhora no processo de reparacdo 0ssea, levando a uma maior
formacdo de tecido mieloide, menor formacdo de tecido O0sseo e piora na
infiltrag&@o celular entre os poros dos biomateriais; com relagéo aos diferentes
biomateriais, na comparacdo entre si sem PRP, 0 que proporcionou maior
percentual de osso neoformado mediante as analises empregadas, no periodo
de 90 dias foi 0 bio-oss®, sobre a variavel biomaterial remanescente o estudo
nao evidenciou diferencas significativas, muito embora para esta a comparacéo,
que diz respeito a absorcdo dos biomateriais sdo necessarios experimentos com
periodos mais prolongados de avaliacao.

Palavras-chave: Cicatrizacdo ¢6ssea. Biomateriais. Fatores de crescimento.
Histomorfometria. Microscopia eletrénica de varredura.



SUMMARY

PRATI, Luciana Alves. Bone neoformation in vivo guided system in rabbit
calvaria using hydroxyapatite, bio-oss®, and bonefill® associated or not
with platelet-rich plasma. 2023. 154 pages. Thesis (Doctorate in Animal
Science — Veterinary Surgery) — State University of Santa Catarina. Postgraduate
Program in Animal Science, Lages, 2023.

The search for therapeutic procedures that enhance the bone repair process in a
practical, safe, and inexpensive way, using biocompatible bone substitutes that
are gradually absorbed and replaced by new bone tissue without the occurrence
of complications, has inspired many studies. Calcium phosphate nanostructured
bioceramics and nanocomposites with calcium phosphate matrix have stood out
in bone reconstitution biomaterials due to their chemical and crystallographic
similarity with skeletal bone apatite. The PRP has been used in several areas,
such as reconstructive plastic surgery, to aid in hemostasis, stimulate soft tissue
growth and bone healing, favor the adhesion of skin grafts, the union of bone
grafts, and fixation of implants in the skull or flat bones. The objective of the
present work was to evaluate the in vivo behavior during the bone neoformation
process of hydroxyapatite, biooss® and bonefill® alone and with the association
with platelet-rich plasma (PRP) in guided bone growth in rabbit calvaria at
different times of evolution, 60 and ninety days. Twenty male crossbred rabbits,
with an average age of eight months and an average weight of 4 kg, considered
healthy, were studied. They were separated into four groups of five animals, two
for sample collection at 60 days postoperatively and two for collection at 90 days.
The 60 days group consisted of 10 animals, of which 5 received treatment with
biomaterials only, and five received biomaterials plus autologous platelet-rich
plasma (PRP). Analogously, the ten animals in the 90-day evaluation group
received the same treatments. At the end of the period proposed for the study of
each group, the animals underwent euthanasia to collect samples for hardness
tests, histological and histomorphometry studies and scanning electron
microscopy. Data obtained through a histological analysis were analyzed using
the Kruskal-Wallis statistical test. A significance level of 5% was considered, and
when the null hypothesis was rejected, the treatments were compared using the
median comparison test. As for the remaining biomaterial variable (BR), the
results were analyzed using Fisher's exact test (a=5%). For this, the statistical
program R Studio was used. Regarding the results from the histomorphometry,
the prepositions of normality and independence of the residues, as well as the
homogeneity of the variances, were previously tested. Afterward, analysis of
variance was performed satisfying the following statistical model: yijk = p +
biomaterial + PRPj + biomaterial x PRPij + €ijk , in which yijk: analyzed variables
(area (um) and percentage); : overall mean of all n observations; biomaterial:
biomaterials used (hydroxyapatite, biooss®, and bonefill®); PRPj: presence or
absence of PRP; biomaterial x PRPIj: interaction between biomaterial and
presence or absence of PRP and eijk: experimental error (N ~ (0, s2)). As a
statistical difference was observed, the treatments were compared using Tukey's
test, using a significance level of 5%. For this, the statistical program R Studio
was used. It was concluded that the experimental design and model adopted
allowed the promotion of guided bone growth in calvaria of rabbits for the
comparison of different treatments; the addition of platelet-rich plasma to
different biomaterials (HA, bio-oss®, and bonefill®) did not promote improvement
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in the bone repair process, leading to the more significant formation of myeloid
tissue, less formation of bone tissue, and worsening of cell infiltration between
the pores of biomaterials; concerning the different biomaterials, in the comparison
between themselves without PRP, which provided the highest percentage of
newly formed bone through the analyzes employed, in 90 days was bio-0ss®,
regarding the remaining biomaterial variable, the study did not show significant
differences. However, experiments with more extended evaluation periods are
necessary for this comparison, which concerns the absorption of biomaterials.

Key words: Bone healing. Biomaterials. Growt factors. Histomorphometry.
Scanning eléctron microscopy.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Histologia do tecido 0sseo, evidenciando os diferentes tipos
celulares, osteoblastos, 0stedCitos e 0Steoclastos...........c..eveveeiiriiiieeeennns
Figura 2: Terapias mais utilizadas na regeneracao e reparo 0Sseo..........
Figura 3: Arranjo anatdomico da hidroxiapatita................cccccvvvvrriieeeiieeeeennn.
Figura 4: Imagens representativas da superficie de granulos de
hidroxiapatita sinterizada a 1300°C durante 1 hora (A) e 4 horas (B).
Pode-se observar que a amostra tratada durante 1 hora teve uma boa
sinteriza¢do nos pontos de contato dos particulados, formando uma rede
de porosidade interconectada com tamanhos submicrométricos, servindo
de arcabouco para o desenvolvimento celular em meio fisiolégico...........
Figura 5: A- Aspecto do PRP autélogo processado a partir de 3ml de
sangue; B- O mesmo coagulo fracionado em trés partes para a
adequacao em trés campanulas com os diferentes biomateriais................

Figura 6: Alojamento de coelhos em gaiolas suspensas com racéo e
=T [0 = =T I 101 (0o o O EUURURRURR

Figura 7: A- Contencédo fisica do paciente para a administracdo de
medicacdo pré-anestésica; B- Acesso da artéria auricular mediante
anestesia e antissepsia para a coleta de sangue..............cccoevvvvvivvviiinnnnnnn

Figura 8: A- Paciente em decubito lateral direito, com acesso venoso
para fluidoterapia e administracdo de medicamentos e mascara inserida
e conectada ao sistema de Baraka. B- Modelo da mascara V-gel
empregada na intubacgéo,C- Paciente em decubito esternal, anestesiado
no sistema de baraka. D-Infiltracdo de anestésico local em campo
CIrdrgico apis @ aNtiSSEPSIA. .....ccceeeeeeieeiieeeeiiii s e e e e e e e e e e e e e e e ee e

Figura 9: A- Paciente posicionado, em plano anestésico, com campos
cirtrgicos fixados; B- Peridosteo sendo rebatido para a exposi¢cédo 6ssea,
mediante diérese de pele e subcutaneo prévias..........cccceeeeveeeiieeeeeeenneene,

Figura 10: A- Desenho representativo do dispositivo de nailon elaborado
com dimensdes de 5mm de altura e 10mm de didmetro interno, formando
um volume interno de 0,314cm3. B- Guia de crescimento de nailon.
Observar orificio central através do qual era conduzida a fixacdo 6ssea
mediante introducéo de parafuso cortical.............cccceeeeiieiieieeeiiiiieeeeeeeeee
Figura 11: A- Campanula preenchida por biomaterial, para o implante na
superficie 6ssea ja preparada; B- Fixacdo da campéanula com parafuso...
Figura 12: Sequéncia de campanulas fixadas contendo diferentes
biomateriais, pela ordem de rostral para caudal, hidroxiapatita, bioss®,
bonefill® (A, B, C); aspecto de trés campanulas fixadas e inicio da
aproximacéao cutanea (D) e dermorrafia concluida com fio mononailon 2.0

Figura 13: (A) Dispositivo empregado para microchipagem; (B)
Conferéncia do procedimento no pés-operatério imediado........................
Figura 14: Aspecto da amostra contendo as campanulas imediatamente
apés a coleta. Observar tecido cicatricial envolvendo o0s
AISPOSITIVOS. ... et e et e e e e e et e e e e e e et e e eeeeenn

28
44
48

53

85

86

87

88

89

90

91

91

92

93



Figura 15: A- Amostra fixada para remocao de parafusos e tecidos moles
adjacentes. Figura: B- Aspecto da amostra ap0s a remocao das
campanulas; C- Amostra fixada para afericdo de dureza..................cc.o....
Figura 16: A- Seccdo da amostra com disco diamantado acoplado a
motor elétrico; B- Pontos de sec¢do para a separa¢do dos crescimentos
0sseos guiados com os diferentes biomateriais; C- Seccdo de um
crescimento guiado para encaminhamento para estudos histolégicos,
hiStomorfOMEtricos € de MEV.........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e
Figura 17: A e B- Amostras fixadas em stubs; C- A andlise morfoldgica
através de micrografias obtidas em microscopio eletrénico de
(V2= L (=10 [0 PP PUSRUPRTRRR
Figura 18: Imagem de amostra preparada para processamento
histoldgico em vista longitudinal (A)) e transversal (B). Observar: seta azul
apontando o biomaterial, linha vermelha mostrando a integracdo do
biomaterial Junto a0 1€it0 OSSEO........ccceiiiiiiiiiie e
Figura 19: Aspecto macroscopico de amostras coletadas aos 60 dias de
evolucao. A- Unidade experimental C1-6P. Notar presencga de tecido com
aparéncia de fibroso circundando o crescimento (seta laranja); B-
Unidade experimental C3-6. Notar que parte do biomaterial permaneceu
no interior da campanula 3 bonefill (Seta azul); C- Unidade experimental
C3-6P. Notar que parte dos biomateriais permaneceram no interior das
trés campanulas (setas azuis, campanula 1, hidroxiapatita; campanula 2,
bio-0ss®; campanula 3, bonefill®) D- Unidade experimental C5-6P. Notar
gue parte dos biomateriais permaneceram no interior das trés
campanulas, (setas azuis campanula 1, idroxiapatita; campanula 2, bio-
0ss®; campanula 3, boONefill®)............oooveiiiiiiiiiii e
Figura 20: Imagem histologica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucao de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com
HA sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas azuis); matriz
Ossea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas); ostedcitos (setas
vermelhas). AUMENTO 40X..... ..o e e e
Figura 21: Imagem histologica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento
envolvendo HA acrescida de PRP. Observar biomaterial remanescente
(setas azuis); matriz 6ssea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas);
ostedcitos (setas vermelhas); tecido mieloide (setas pretas). Aumento

Figura 22: Imagem histologica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucao de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com
bio-oss® sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas azuis);
tecido conjuntivo (setas marrom); matriz 6ssea (setas verdes);
osteoblastos (setas amarelas); tecido mieloide (setas pretas). Aumento

Figura 23: Imagem histologica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento
envolvendo bio-oss® acrescido de PRP. Observar: biomaterial

94

94

97

97

102

106

107

107



remanescente (setas azuis); tecido conjuntivo (setas marrom); matriz
Ossea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas); ostedcitos (setas
vermelhas); tecido mieloide (setas pretas). Aumento 40X........ccccoeevveeeennnn.
Figura 24: Imagem histolégica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucao de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com
bonefill® sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas azuis);
tecido conjuntivo (setas marrom); osteoblastos (setas amarelas);
ostedcitos (setas vermelhas); tecido mieloide (setas pretas). Aumento

Figura 25: Imagem histologica com coloracdo de hematoxilina/ eosina
(HE) de fragmento de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho
em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento
envolvendo bonefill® acrescido de PRP. Observar: biomaterial
remanescente (setas azuis); tecido conjuntivo (setas marrom); matriz
Ossea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas); ostedcitos (setas
vermelhas); tecido mieloide (setas pretas). Aumento 40X..........ccccceevvinnne
Figura 26: Imagem obtida com coloracéo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com HA sem PRP. Onde:
setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Observar a presenca de
fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas umas as outras e sua
disposicdo em camadas concéntricas formando o sistema de Havers.
Notar a presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em
coloragéo vermelha e tecido 6sseo em coloracao verde. Aumento 40X...
Figura 27: Imagem obtida com coloracdo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com HA acrescida por PRP.
Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Notar a presenca
de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloracdo vermelha e
tecido 6sseo em coloragdo verde. Aumento 40X..........coeeeeeeeiccccnnnvnnnnnnnn.
Figura 28: Imagem obtida com coloracéo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com bio-oss® sem PRP.
Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Notar a presenca
de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloracdo vermelha e
tecido 6sseo em coloragéo verde. AUMeNto 40X.......ccccccvvvvrieiiieeeeeeeeeeeenn.
Figura 29: Imagem obtida com coloracéo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com bio-0ss® acrescido por
PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Notar a
presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloracao
vermelha e escasso tecido 6sseo em coloracao verde. Aumento 40X......
Figura 30: Imagem obtida com coloragcéo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com bonefill® sem PRP.
Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Notar a presenca
de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragdo vermelha e
tecido 6sseo em coloracao verde. AumMento 40X......ccooevveeeeeeeeeiieeeeeeeeinnnnns
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Figura 31: Imagem obtida com coloragéo Picrosirius de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo
de 60 dias (A) e 90 dias (B) com tratamento com bonefill® acrescido por
PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Notar a
presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragao
vermelha e tecido 6sseo em coloracao verde. Aumento 40X....................
Figura 32: Imagem de microscopia eletronica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugdo de 60 dias, do tratamento com HA sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis; proliferacdes citoplasmaticas (setas
amarelas); ostedcitos (seta laranja). Aumentos de 20x (A), 250x (B),
1000X (C). GrupO B0 QI8S......eeeeeerrrirnnriiiieaneee e e e e e e ee e et e e e e e e e e aaeeeeeees
Figura 33: Imagem de microscopia eletrénica de varredura de fragmento
de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolucdo de 60 dias, com tratamento com HA com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes);calvaria (setas vermelhas); tecido
de aspecto membranoso (setas azuis). Aumentos de 20x (A), 250x (B),
1000X (C). GrupP0 60 QIBS. ... .uuuvrriierieiiiiieeee e e e s e e e e e e
Figura 34: Imagem de microscopia eletrénica de varredura de fragmento
de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolucdo de 60 dias, do tratamento com bio-oss® sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
proliferacdes citoplasmaticas (setas amarelas); ostedcitos (seta laranja).
Aumentos de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 60 dias.............ccccceurrenee.
Figura 35: Imagem de microscopia eletrénica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolucdo de 60 dias, do tratamento com bio-oss® com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
crescimento tecidual disperso (setas brancas); presenca de emaranhado
desorganizado de formacao tecidual (setas roxas). Aumentos de 27x (A),
250x (B), 1000x (C). Grupo 60 di@s..........cevvvreeerriririiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeanans
Figura 36: Imagem de microscopia eletronica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugédo de 60 dias, do tratamento com bonefill® sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
formacao fibrocolagenosa (setas azuis); proliferacfes citoplasméaticas

Figura 37: Imagem de microscopia eletrbnica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugéo de 60 dias, do tratamento com bonefill® com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
formacéao tecidual de aspecto desorganizado (setas roxas). Aumentos de
20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grup0 60 di@S.......cevvveeereieeeeeeiiiiiiiiiiieeeee
Figura 38: Imagem de microscopia eletrbnica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugdo de 90 dias, do tratamento com HA sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
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fibrocolagenoso (setas azuis); proliferacdes citoplasmaticas (setas
amarelas). Aumentos de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.....
Figura 39: Imagem de microscopia eletrénica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugdo de 90 dias, do tratamento com HA com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferagbes citoplasméticas (setas
amarelas). Aumentos de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias......
Figura 40: Imagem de microscopia eletrbnica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugédo de 90 dias, do tratamento com bio-oss® sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferacdes citoplasmaticas (setas
amarelas); presenca de ostedcitos (seta laranja). Aumentos de 20x (A),
250x% (B), 1000x (C). Grup0 90 dia@sS........ccvrureriririrririeieeieieieisesiseseeeeseee e
Figura 41: Imagem de microscopia eletrénica de varredura de fragmento
de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolucdo de 90 dias, do tratamento com bio-oss® com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
crescimento tecidual disperso (setas brancas); presenca de emaranhado
desorganizado de formacao tecidual (setas roxas). Aumentos de 20x (A),
250x (B), 1000x (C). Grup0 90 di@S........ccccoevvvirereriieieiieieiieiee e
Figura 42: Imagem de microscopia eletronica de varredura de fragmento
de crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolugédo de 90 dias, do tratamento com bonefill® sem PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes) implantados em calvaria de
coelhos (setas vermelhas); tecido fibrocolagenoso (setas azuis);
presenca de ostedcitos (seta laranja marrom). Aumentos de 20x (A),
250x% (B), 1000X (C). GrupO 90 di8S.......uuvrrrrrrriiiiiiieeeeeeeee e
Figura 43: Imagem de microscopia eletrbnica de varredura de fragmento
de crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de
evolucdo de 90 dias, do tratamento com bonefill® com PRP. Observar:
granulos do biomaterial (setas verdes) implantados em calvaria de
coelhos (setas vermelhas), envolvidos por tecido fibrocolagenoso (setas
azuis); presencga de emaranhado desorganizado de formagéo tecidual
(setas roxas). Aumentos de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.
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1 INTRODUCAO

A consolidacdo 6ssea apOs ostectomias, alongamentos 0sseos, em
artrodeses e outras complicacfes do processo de reparacdo, como osteomielite,
nao unido Ossea, retardo na cicatrizacdo, continuam sendo um desafio em
traumatologia e ortopedia, devido a varios fatores, que podem ser divididos em
locais ou sistémicos. Fatores locais incluem grau de energia causadora do
trauma, vascularizacdo sanguinea da regido acometida, tipo de osso fraturado
(esponjoso ou cortical), presenca de infeccdo, falta de imobilizacdo rigida do
segmento 0sseo; como fatores sistémicos estdo: diabetes melitus, doencas
nutricionais e oncoldgicas, uso de corticosteroides, imunodepressao e idade.
Nessas situacdes podemos ter complicacdes frequentes ao tratamento como o

retardo de consolidacdo e pseudoartrose (CROCI et al., 2003).

Apesar da efetividade de enxertos 0sseos na consolidacdo 6ssea, quer
sejam do mesmo individuo ou ndo, 0s mesmos possuem algumas limitacdes
como: quantidade a ser obtida, maior tempo operatério e trauma adicional ao
local doador nos autoenxertos (esponjosos), risco de transmissdo de doencas,
reacoes imunoldgicas e necessidade de manutencdo de um banco de 0ssos em
casos de aloenxertos (corticais) (KIRKER-HEAD et al, 1995).

Varios materiais sintéticos ja foram estudados como alternativas para
substituir  enxertos 6sseos, incluindo: coral natural, hidroxiapatita,
fosfatotricalcico e polimeros sintéticos, em estudos experimentais e clinicos,

sendo estes considerados osteocondutores (EINHORN et al., 1984).

O processo de producdo de tecido 6sseo a partir de células
indiferenciadas, osteoinducédo, vem sendo muito estudado, principalmente no
gue tange ao emprego de proteinas indutoras de tecido 6ésseo e outros fatores
de crescimento, os quais poderéo ainda ser associados aos enxertos 0sseos e
biomateriais através da administracao local ou de maneira sistémica (KIRKER-
HEAD et al, 1995). O sistema de reacdo consiste de células do tecido
mesenquimal com capacidade de se tornarem osteoblastos (TUOMINEN et al.,
2001).

Proteinas de baixo peso molecular podem ser extraidas da matriz 6ssea

desmineralizada, as quais sdo nomeadas de proteinas 6sseas morfogenéticas
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(Bone Morphogenetic Proteins — BMP). As células mesenquimais nao
especializadas que se diferenciam em células formadoras de 0sso, em resposta
a estimulagdo das proteinas morfogenéticas sdo denominadas células
osteoprogenitoras indutiveis, estando presentes em abundancia nos tecidos
musculoesquelético e conjuntivo, locais onde a formacgéo de 0sso parece poder
ser induzida com maior facilidade (FORELL & STRAW, 1993).

Muitos estudos pesquisam o isolamento dos fatores osteoindutores e seu
uso individualmente ou associados com biomateriais. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a capacidade osteoindutiva do plasma rico em plaquetas autélogo em
associagdo com diferentes biomateriais (hidroxiapatita, bio-oss® e bonefill®)
durante o processo de neoformacdo 6ssea, em crescimento ésseo promovido
através do uso de campanulas em calvarias de coelhos, em diferentes tempos

de evolugao.

2 REVISAO DE LITERATURA
2- 1 Reparacao 6ssea

Em funcdo da sua capacidade regenerativa o tecido 0sseo é, em muitas
situacOes, capaz de restabelecer perfeitamente sua anatomia e suas
propriedades mecanicas. No entanto, a capacidade regenerativa do tecido 6sseo
tem limites podendo néo ser efetiva em certos casos. Algumas situacées como
falhas de vascularizacdo, defeitos de tamanho critico e a invasédo de tecidos

moles adjacentes podem explicar estas complicacdes (PIERI et al. 2010).

2-1- 1 Tecido 6sseo
2- 1- 2 Composicao 6ssea

O o0sso é constituido basicamente por dois tipos de componentes:
organicos e inorganicos. A porcao organica é formada por células (osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos), fibras colagenas e substancia base (proteoglicanos e
glicoproteinas). A parcela organica da matriz 6ssea é formada principalmente
pelos osteoblastos. O principal componente inorganico € o fosfato de calcio,
responsavel por dois tercos do peso 6sseo. O fosfato de calcio interage com o

hidroxido de calcio transformando-se em hidroxiapatita. Conforme ocorre a
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formacdo dos cristais de hidroxiapatita, outros materiais inorganicos como o
carbonato de célcio, sodio, magnésio e fluoreto vdo se incorporando a ele
(CONSTANTINESCU, 2002). A hidroxiapatita (HA) € um constituinte mineral
natural encontrado no o0sso, representando 30 a 70% da massa 0ssea e dentes
(COSTA et al., 2009; RIGO et al., 2007).

2- 1- 3 Anatomia 6ssea

No desenvolvimento dos ossos longos, chamamos o corpo do osso de
didfise e as extremidades de epifises. A diafise é formada por medula 6ssea
circundada por 0sso compacto, que constitui uma densa barreira protetora.
Geralmente mais larga que a diafise, a epifise € formada principalmente de 0sso
esponjoso, o qual é constituido por uma trama de 0ssos trabeculares e medula
0ssea amarela ou vermelha, bem como uma fina e externa camada de 0sso
compacto. Nos 0ssos em crescimento, o ponto de unido da diafise com a epifise
€ denominado metéfise. Nesta juncao, existe uma placa de crescimento formada
por cartilagem hialina, chamada de placa epifiseal ou fise de crescimento.
Quando o processo de desenvolvimento € finalizado, a placa epifiseal é
substituida pela linha epifiseal (MARIEB & MALLATTI, 2003; FOSSUM 2005).

A superficie articular é constituida por uma fina camada de cartilagem
hialina, a qual recobre a epifise dos dois 0ssos que mantém contato. A superficie
externa do 0sso ndo coberta por cartilagem articular esta envolta por periésteo,
que é constituido por membrana conjuntiva densa irregular e unido a base 6ssea
pelas fibras de Sharpey, oriundas das fibras presentes na matriz 6ssea. O
periosteo contém fibras nervosas, vasos linfaticos e sanguineos. A superficie
interna do 0sso € recoberta pelo endosteo, o qual envolve a cavidade medular
dos ossos longos e as trabéculas dos ossos esponjosos (CONSTANTINESCU,
2002; MARIEB & MALLATTI, 2003).

2- 1- 3- 1 Vascularizagdo 6ssea

A fisiologia Ossea interna bem como o0s processos de reparacao,

dependem de um suporte sanguineo adequado. Em 0ssos longos integros, a
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circulacao consiste de suprimento aferente da artéria nutriente principal, artérias
metafiseais proximal e distal e artérias periosteais que penetram no 0sso em
areas de forte ligacao fascial. O fluxo sanguineo segue do canal medular para o
periosteo, ou seja, em direcdo centrifuga e a pressdo medular, possivelmente,
restringira o fluxo sanguineo periosteal para o terco externo do cortex. Em
animais imaturos, encontramos inumeras artérias em sentido longitudinal, que
penetram no o0sso de formacéo recente, sobre a superficie periosteal. A metéfise
e a epifise recebem suporte sanguineo separadamente e ndo se comunicam
atraveés da fise cartilaginosa. A porcéo da circulacdo responsavel pela nutricdo
da zona celular da reserva cartilaginosa e células fiseais em crescimento € o
suprimento sanguineo da epifise. A interrupcdo do aporte sanguineo dessa
porcdo resulta na morte das células em crescimento e suspensao da funcao
fiseal. Entretanto, as células que participam da ossificacdo endocondral sdo

supridas a partir das artérias metafiseais (FOSSUM, 2005).

2- 1- 3- 2 Histologia 6ssea

A unidade estrutural do osso compacto € denominada Gsteon ou sistema
haversiano. Cada ésteon aparece como uma unidade cilindrica lamelar de matriz
0ssea que envolve os canais de Havers. O sistema haversiano corre paralelo ao
eixo longo do 0sso e carrega pequenas artérias e veias. O canal de Volkmann
se dispbe perpendicularmente ao eixo longo do 0sso, e esta ligado a circulacdo
sanguinea e aos nervos do periosteo atravées do canal de Havers. Os canais de
Havers e de Volkmann conectam a cavidade medular 6ssea a circulagdo por
intermédio dos vasos sanguineos, formando caminhos para que as células

sanguineas possam atingir a circulacdo (AKERS & DEBOW, 2008).

Encontramos nos 0ssos quatro principais tipos celulares (Figura 1): os
osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e as células osteoprogenitoras (ANDIA,
2006; AKERS & DEBOW, 2008.).
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Figura 1: Histologia do tecido ésseo, evidenciando os diferentes tipos celulares, osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos.
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Fonte: http://www. https://anatomia-papel-e-caneta. com/teC|d0 osseo/osteoclastos-e-
osteoblastos-3/ (acesso em 15/04/2023)

Osteoblastos séo células secretoras de matriz 6ssea extracelular, além de
colageno e substancias que constituem o osso ndo mineralizado. Durante a
formacao 6ssea, 0s osteoblastos secretam a matriz 6ssea. Porém, estas células
mantém contato com outra via de conexdes que contém juncdo comunicante.
Conforme a matriz endurece, os osteoblastos amadurecem e tornam-se
ostedcitos (ANDIA, 2006; AKERS & DEBOW, 2008).

Os ostedcitos sdo células 6ésseas maduras de maior populacdo, com
formato de aranha, encontradas em pequenas cavidades das juncdes lamelares
chamadas de lacunas. Somente um ostedcito € encontrado por lacuna e essas
células ndo podem se dividir. Numerosos processos alongam-se de cada
ostedcito para dentro dos canaliculos, passando rapidamente pela matriz de
mineralizacdo e se conectando a uma lacuna adjacente. Portanto h4 uma rede
de comunicacdo entre o canaliculo e a lacuna, fazendo com que 0 processo
ocorra em todo o 0sso mineralizado. O canaliculo & importante porque é dele
gue provém a rota pela qual o(s) processo(s) de um ostedcito pode(m) se
contactar aos outros adjacentes. Logo, todos 0s ostedcitos sdo capazes de se
comunicar entre si, carregando informacdes e nutrientes. Os osteocitos podem

sintetizar ou absorver a matriz 6ssea e, caso sejam destruidos, a reabsor¢céao da


https://anatomia-papel-e-caneta.com/tecido-osseo/osteoclastos-e-osteoblastos-3/
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matriz éssea ocorre devido a atividade do osteoclasto, que é sucedida pela
reparacdo ou remodelacdo através da atividade osteoblastica (AKERS &
DEBOW, 2008).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas gigantes envolvidas na
reabsorcdo do 0sso estando presentes em areas nas quais 0 0sso esta sendo
removido. O o0sso também contém um pequeno numero de células
mesenquimais conhecidas como células osteoprogenitoras, que estao
localizadas na camada celular do periésteo, no enddsteo e na linha vascular de
passagem da matriz medular. Sdo dessas células que se originam o0s
osteoblastos, sendo importantes para a reparacao das fraturas (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004; ANDIA, 2006; AKERS & DEBOW, 2008).

2- 1- 4 Fases da reparacao 6ssea

Histologicamente, em todos os animais nos quais a neoformacao 6ssea
foi observada, o0 o0sso recém-formado apresentou aspecto imaturo,
acompanhado de intensa formacéo vascular e fibras colagenas organizadas
irregularmente. Ao longo do tempo, 0 osso adquire aspecto de “osso maduro”,
podendo-se identificar a presenca de ostedcitos e uma aparente estabilidade
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). O osso consolida formando um regenerado
com basicamente todas as propriedades do tecido antigo, principalmente em

jovens, o que lhe confere uma caracteristica especial (EINHORN, 1998).

A consolidacdo indireta ou secundaria é a forma mais comum de
cicatrizacdo das fraturas, e consiste de uma cicatrizacdo 6ssea endocondral e
intramembranosa (GERSTENFELD & ALKHIARY 2006). E caracterizada pela
formacao de um calo intermediario antes da formacéo do calo ésseo. Nao exige
reducdo anatdmica e estabilizacdo do foco de fratura. Pelo contréario, o foco de
fratura é reforcado por micro movimentos. No entanto, muito movimento e/ou
carga pode resultar em um atraso na cicatrizacdo, ou até mesmo uma nao uniao
Ossea. A cicatrizacdo 0Ossea indireta ocorre normalmente no tratamento n&o
cirdrgico de fraturas, e em determinados tratamentos cirdrgicos em que ocorrem

alguns movimentos no local da fratura, como a fixacdo intramedular, fixacéo
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externa ou fixacdo interna de fraturas cominutivas complicadas (PERREN,
2002).

Na execucao dos estudos envolvendo regeneracdo 6ssea as avaliacoes
histomorfométricas sdo muito Uteis para a analise de regeneracdo 0ssea, de

modo analogo aos estudos de Borie et al. (2001) e Kim et al. (2012).

A consolidacao das fraturas segue uma sequéncia bem determinada de
fases continuas e que se superpdem, podendo resumidamente serem divididas
e quantificadas em termos do tempo total de consolidacdo em fase inflamatéria
(10%), fase de reparacao (40%) e fase de remodelacéo (70%) (FROST, 1989).

Inicialmente h& uma fase de resposta inflamatéria imediata que leva ao
recrutamento de células-tronco mesenquimais e subsequente diferenciacdo em
condrécitos que produzem cartilagens e osteoblastos, que formam o 0sso.
Depois € produzida uma matriz cartilaginosa, que mineraliza, e ocorre uma
transicdo para 0sso, com inicio da reabsorcdo da cartilagem mineralizada. A
formacao do osso primario € seguida por remodelacdo, em que o calo 6sseo
inicial € modificado por formacao e reabsorcdo 0ssea secundaria para restaurar
a estrutura anatdbmica capaz de suportar cargas mecanicas (GERSTENFELD,
2003).

Dessa forma, o reparo da fratura relembra o desenvolvimento embrionario
normal com a participacdo coordenada de varios tipos de células provenientes
do cortex, periosteo, tecidos moles circundantes e medula Ossea
(GERSTENFELD, 2003).

2- 1- 4- 1 Resposta inflamatdria aguda

Imediatamente apds o trauma, ocorre a formacado de um hematoma que
€ constituido por células do sangue periférico e intramedulares, bem como
células da medula 6ssea. Esta resposta inflamatéria inicial é fundamental para o
processo de cicatrizacdo. A resposta inflamatoéria faz com que o hematoma
coagule entre e ao redor das extremidades da fratura, e dentro da medula
formando um modelo para a formagéo do calo 6sseo. Embora esteja claro que

uma expressdo prolongada e cronica de citocinas inflamatérias tem um efeito
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negativo no 0sso, nas articulagdes e em presenca de materiais implantados, uma
secrec¢do rapida e bem regulada de moléculas pré-inflamatérias apés uma lesao
aguda é fundamental para a regeneracéo do tecido (CARANO & FIRVAROFF,
2003; GERSTENFELD, 2003).

A resposta inflamatéria aguda atinge seu pico nas primeiras 24 horas e se
completa apos sete dias, embora as moléculas pro-inflamatérias mais tarde
continuem desempenhando um papel importante no final da regeneracao (CHO
et al., 2006).

A resposta proé-inflamatoria inicial envolve a secrecao do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina (IL), IL-1, IL-6, IL-11 e IL-18, por macroéfagos,
células inflamatdrias e células de origem mesenquimais. Esses fatores recrutam
células inflamatorias, aumentam a sintese da matriz extracelular e estimulam a
angiogénese (GERSTENFELD, 2003).

Reiterando, o pico de concentragéao dessas citocinas pode ser observado
com 24 horas e retornam aos valores normais dentro de 72 horas apdés o trauma
(CHO et al., 2006; GERSTENFELD, 2003).

2- 1- 4- 2 Superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B)

na cicatrizacdo da fratura

Fatores de crescimento sdo proteinas secretadas por determinadas
células que agirdo em células alvo especificas, levando a uma ac¢éo igualmente
especifica. Existem trés tipos de acdo dos fatores de crescimento, de forma que
podem ser classificados em: a) autocrinos, nos quais os fatores de crescimento
agem nas células originais ou em outras células com o mesmo fendétipo, b)
paracrinos, nos quais os fatores de crescimento agem em células vizinhas,
porém com fendtipo diferente; e c¢) enddcrinos, nos quais os fatores de
crescimento agem em células com outro fenétipo e localizadas a distancia.
Portanto o fator de crescimento pode ter efeitos em multiplas células e induzir

varias fungdes em varios tecidos (LIEBERMAN et al., 2002).

Os fatores de crescimento que agem nha consolidacdo 6ssea sao as

proteinas morfogenéticas dsseas (BPMs), o fator de crescimento de fibroblastos
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(FGF), o fator de crescimento transformador tipo beta (TGF-B), o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento insulinico
(IGF), as prostaglandinas (PGE-1 e PGE-2), as somatomedinas, o fator de
crescimento epidermal, os fatores angiogénicos, a fibronectina, as interleucinas
1 e 2 (IL-1 e IL-2), o fator ativador de osteoclastos, as bradicininas e o fator de
necrose tumoral (LIEBERMAN et al., 2002; CROCI et al., 2003).

2- 1- 4- 2- 1 Proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs)

Durante o reparo da fratura, sdo produzidas BMPs por células
mesenquimais, osteoblastos e condrécitos. As diversas BMPs funcionam
independentemente ou em colaboragdo umas com as outras, bem como com
outros membros da superfamilia TGF-B, para desencadear uma cascata de
eventos que promovem a formacéo de cartilagem e 0sso. Os processos celulares
estimulados incluem quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais, angiogénese e sintese da matriz extracelular (BOSTROM et al.,
1996; SAKOU, 1998).

Apesar das diversas BMPs estarem estruturalmente e funcionalmente
relacionadas, elas exibem diferentes padrdes de expressao nos diferentes
estagios da consolidacéo da fratura, com base nos experimentos realizados em
animais. Em estudos com murinos a consolidacdo da fratura mostrou niveis
méaximos da expressdo de RNAm de BMP-2 dentro de 24 horas ap0s a lesao,
sugerindo que estas desempenham seu papel no inicio do reparo. Corroborando
com estes achados, estudos recentes mostram que a BMP-2 é necessaria para
a reparacao 0ssea pos-natal e esta geneticamente associada com a manutencao
da massa 6ssea normal. Ao contrario, a BMP-2 aparentemente n&o € necessaria

para a formac¢do embrioldgica dos ossos (TSUJI et al., 2006).

Outros estudos in vitro examinam a diferenciacao do estroma das células-
tronco medulares e mostram que a BMP-2 controla a expresséo de varios outras
BMPs e quando sua atividade € bloqueada, os estromas de células-tronco
medulares ndo conseguem se diferenciar em osteoblastos (KIRKER-HEAD,
1995).
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As BMP-3, BMP-4, BMP-7 e BMP-8 se expressam por um limitado periodo
durante a cicatrizacdo da fratura (14 a 21 dias), quando a reabsorcdo da
cartilagem calcificada e o recrutamento osteoblastico sdo ativados, e ocorre a
formacéo 6ssea. BMP-5 e BMP-6 e outros membros da superfamilia do TGF-3
sao expressos de trés a 21 dias durante a fratura em camundongos, sugerindo
gue tenham um efeito regulador em ambas as ossificacdes intramembranosa e
endocondral. Tem sido proposto que a BMP-2, BMP-6 e BMP-9 podem ser os
indutores mais potentes da diferenciacdo de células mesenquimais para
osteoblastos, enquanto as BMPs restantes promovem a maturagdo dos
osteoblastos comprometidos (CHENG & JIANG, 2003).

Os antagonistas de BMPs também desempenham um papel importante
na reparacao da fratura. Yoshimura et al. (2001) afirmaram que a expresséao de
noggin blogueia BMP-2, BMP-4 e BMP-7, e é modulada durante a consolidacéo
da fratura. O padrdo da expressdo de noggin é semelhante a de BMP-4,
sugerindo que o equilibrio noggin/ BMP-4 poderia ser um fator importante na
regulacdo da formacado de calos durante a cicatrizacdo da fratura. Na auséncia
de noggin, hd excesso de osso e formacdo de cartilagem durante o
desenvolvimento, indicando que o noggin desempenha um papel importante na

limitacdo da formacé&o destes tecidos (CHO et al., 2006).

2- 1- 4- 2- 2 Fator de crescimento transformador beta (TGF-B)

Todas as trés isoformas (TGF-B1, TGF-f2 e TGF-B3) deste grupo de
proteinas estdo envolvidas no reparo da fratura. Elas sdo produzidas por
degranulacao plaquetaria apds a leséo inicial, o que sugere o seu envolvimento
com o inicio da formacdo de calos (BOLANDER, 1992). Certas proteinas
também séo produzidas pelos osteoblastos e condrécitos em fases posteriores,
0 que aumenta a proliferacdo destas células, bem como a de células

mesenquimais e pre-osteoblastos (LIEBERMAN et al., 2002).

O TGF-B exerce um papel importante na condrogénese e formacao
endocondral. Ele também induz a expressao de proteinas da matriz extracelular.
Em ratos, expressdo de TGF-B2 e TGF-B3 atinge seu pico sete dias apos a

fratura, quando a expressdo de colageno tipo Il se eleva, e parece estar
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associada a formacdo de cartilagem. A expressdo de TGF-B1 permanece
constante durante todo o processo de cicatrizacao da fratura. Isto sugere que o
TGF-B2 e TGF-3 podem desempenhar o papel mais importante durante o
processo de cicatrizacao da fratura, uma vez que o pico de expressao ocorre

durante a fase critica da condrogénese (CHO et al., 2006).

2- 1- 4- 3 Recrutamento de células-tronco mesenquimais (MSCs)

Para o0 0sso se regenerar, células-tronco mesenquimais especificas
devem ser recrutadas, proliferar, e se diferenciar em células osteogénicas. O
local exato de onde essas células vém néo € totalmente esclarecido. A maioria
dos dados indica que estas MSCs sdo derivadas da medula 6ssea e de tecidos
moles adjacentes. Pesquisas recentes demostram que 0 processo de
recrutamento e circulacdo das MSCs para o local da injaria possa ser de grande
importancia para uma cicatrizacdo ideal (GRANERO-MOLTO et al., 2009;
KITAORI et al.,, 2009). A proteina 6ssea morfogenética-2 (BMP-2) tem um
importante papel neste recrutamento, sendo essencial para a reparacao 0ssea
(TSUJI et al., 2006; BAIS et al., 2009). Outras BMPs, tais como a BMP-7 podem
desempenhar um papel mais importante no recrutamento de células
progenitoras (BAIS et al. 2009). Sugere-se que o fator-1 de células derivadas do
estroma (SDF-1) e proteina-G acoplado ao receptor CXCR-4 formam um eixo
(SDF-1/CXCR-4) que é um regulador chave de recrutamento especifico das
MSCs para o local do trauma (GRANERO-MOLTO et al., 2009; KITAORI et al.,
2009).

Estudos mostram que a expressao de SDF-1 estd aumentada no local da
fratura, especialmente no periésteo presente nas bordas da solucdo de
continuidade 6ssea. A SDF-1 tem um papel especifico no recrutamento de
CXCR-4 expressando MSCs para o local da fratura durante a fase de
cicatrizagdo endocondral (KITAORI et al., 2009). A importancia deste eixo foi
verificada durante um tratamento utilizando um antagonista anti-SDF-1 ou uma
manipulacéo genética de SDF-1-4 e CXCR que demonstrou ser prejudicial para
a consolidacao da fratura (GRANERO-MOLTO et al., 2009; KITAORI et al.,
2009).
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2- 1- 4- 4 Formacao de calo 6sseo cartilaginoso e periosteal

Embora a consolidacdo da fratura consista de uma ossificacdo
intramembranosa e endocondral, ocorre a formacédo de um calo cartilaginoso,
que posteriormente sofre mineralizacdo, reabsor¢cdo e é entdo substituido por
0SSO que € a caracteristica principal deste processo. Apos a formacgdo do
hematoma primario, é formado um tecido de granulacao rico em fibrina. Dentro
desses tecidos, ocorre a formacao endocondral entre as extremidades da fratura
e 0 periosteo. Essas regibes sdo mecanicamente menos estaveis e o tecido
cartilaginoso forma um calo que promove maior estabilidade na regido da fratura
(DIMITRIOU & ELEFTHERIOS, 2005).

Em modelos animais (ratos, coelhos e camundongos) o pico de formacgao
de calos moles ocorre em 7 a 9 dias apos o trauma, com um aumento de pro-
colageno tipo Il e de marcadores nucleares de proteoglicanos de proteinas
extracelulares (EINHORN, 1998). Ao mesmo tempo, ocorre uma resposta
subperiosteal de ossificagdo intramembranosa diretamente adjacente as
extremidades distais da fratura, formando um calo duro. A transicdo do calo duro
para o centro da fratura, fornece uma estrutura semirrigida que permite a
sustentacao do peso (GERSTENFELD & ALKHIARY, 2006).

A formacdo dos calos é dependente do recrutamento de MSCs dos
tecidos moles adjacentes, cortex, periosteo e medula 6ssea, bem como da
mobilizacdo sistémica de células-tronco hematopoieticas. Uma vez recrutadas,
uma cascata molecular produz matriz de colageno tipo | e de colageno tipo Il e
sinaliza a participagdo de varias moléculas de peptideos. Neste processo 0s
integrantes da familia do TGF- tém se mostrado de grande importancia. O TGF-
B2, TGF-B3 e GDF-5 estdo envolvidos na condrogénese e na ossificacdo
endocondral, enquanto que BMP-5 e BMP-6 podem induzir proliferagéo celular
na ossificacéo intramembranosa do peridsteo local (CHO et al., 2006; MARSELL
& EINHORN, 2009).

Além disso, como mencionado anteriormente, a BMP-2 tem se mostrado
crucial no inicio do processo de cicatriza¢cdo, como observado em camundongos
com mutagdes inativadoras de BMP-2 que n&o s&o capazes de formar calos,

impedindo a cicatrizagéo das fraturas com sucesso (TSUJI et al., 2006).
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2- 1- 4- 5 Mineralizacao e reabsorcao do calo cartilaginoso

Para que a regeneracao 0ssea progrida, o calo mole principal precisa ser
reabsorvido e substituido por um calo 6sseo. Esta etapa da consolidacédo da
fratura, em certo ponto, lembra o desenvolvimento 6sseo embriol6gico com uma
combinacao de proliferacdo e diferenciacéo celular, com aumento do volume
celular e aumento da deposicéo de matriz (YUKO & HABAS, 2008).

A ligagdo entre a regeneracdo 0ssea e o desenvolvimento ésseo foi
reforcada por um recente entendimento do papel da familia de moléculas Whnt,
que é de grande importancia na embriologia e também mostrou ter um papel
relevante na cicatrizacdo Ossea. Acredita-se que familia Wnt regula a
diferenciacdo de MSCs pluripotentes em linhagem osteoblastica, e em estagios
mais avancados de desenvolvimento regula de forma positiva a formacéo 6ssea
osteoblastica (CHEN & ALMAN, 2009). A via de sinalizacdo Wnt (ou via de Wnt,
via de transducdo Wnt) regula diversos fenbmenos e eventos durante o
desenvolvimento embrionario como a organogénese, diferenciacédo, polarizacao
e migragao celular. Recentemente a via Wnt foi relacionada com a renovacéo de
células-tronco (YUKO & HABAS, 2008).

No calo de fratura proliferam condrécitos, que se tornam hipertréficos e a
matriz extracelular calcifica-se. O processo de cicatrizacdo € ativado
principalmente pelos seguintes fatores: fator estimulante de colénias de
macrofagos (M-CSF), receptor ativador do nucleo do fator kappa B ligante
(RANKL), osteoprotegerina (OPG), e TNF-a, iniciando a reabsorcdo da

cartilagem mineralizada (GERSTENFELD, 2003).

Durante este processo M-CSF, RANKL e OPG também ajudam a recrutar
células 6sseas e osteoclastos para formar o 0sso esponjoso. O TNF-a ainda
promove o recrutamento de MSCs com potencial osteogénico, mas seu papel
mais importante € iniciar a apoptose de condrdcitos (GERSTENFELD &
ALKHIARY, 2003).

O mecanismo de calcificagédo envolve a atividade mitocondrial que contém
granulos de calcio, criando hip6xia no local da fratura. Depois de preparar o
citoplasma, os condrécitos do calo da fratura e os granulos de calcio séo

transportados para a matriz extracelular onde se precipitam com o fosfato e
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iniciam a formacédo de depositos minerais. Esses depdsitos de calcio e fosfato
se agrupam e formam cristais de apatita. O pico de formacao do calo rigido é
atingido geralmente em 14 dias em modelos animais, conforme definido pela
histomorfometria de tecido mineralizado, mas também pela mensuracdo de
marcadores de matriz extracelular, como o colageno tipo |, osteocalcina,

fosfatase alcalina e osteonectina (EINHORN, 1998).

Com o tempo o calo rigido e a cartilagem calcificada sao substituidos por
0SSO esponjoso, tornando-se mais sOlido e mecanicamente rigido
(GERSTENFELD & ALKHIARY, 2006).

2- 1- 4- 6 Revascularizacdo e neoangiogénese no local a fratura

A consolidacao das fraturas requer um adequado suprimento sanguineo
e a revascularizagcdo é essencial para o0 sucesso da reparacdo Ossea
(KERAMARIS et al., 2008). Na cicatrizagdo da fratura endocondral, isso nao
envolve apenas as vias angiogénicas, mas também a apoptose de condrécitos
e a degradacao cartilaginosa, bem como a remocao de células e matrizes
extracelulares que sdo necessdrias para permitir que ocorra o crescimento de

vasos sanguineos no local do reparo (AI-AQL et al., 2008).

Pesquisas comparando o perfil da expressdo dos reguladores de
angiogénese demostraram que os fatores expressos mais prevalentes ao longo
do processo de cicatrizacdo 6ssea foram angiopoietina-2, fator derivado do
pigmento endotelial, pleiotrofina e o inibidor de crescimento vascular endotelial
(GERSTENFELD, 2003).

Depois da injaria, os vasos existentes sao primeiramente dissociados em
um pool de células endoteliais ndo divisiveis através da acdo da angiopoietina-2
e do inibidor de crescimento vascular endotelial, este ultimo limitando a
proliferacdo. No momento em que a reabsorcéo da cartilagem e a remodelacao
0ssea sdo iniciadas, ha um aumento dos niveis de VEGF, que estimulam células
deste grupo de progenitores e promovem a participacdo destas células
endoteliais na neoangiogénese. Estes resultados sugerem que a sinalizacdo do

TNF-a por condrdcitos controla a vascularizagdo da cartilagem através da
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regulacéo da angiopoietina e do fator inibidor de crescimento vascular endotelial,
gue desempenham as fungdes de contrabalancear a supresséo da indugéao do

crescimento e a apoptose de células endoteliais (AL-AQL et al., 2008).

Apesar da menor relacdo, o terceiro membro da familia do sistema de
sinalizacdo angiogénico € o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).
O PDGF compreende um grupo de fatores que pertencem estruturalmente a uma
maior familia que incluem o VEGF e o fator de crescimento plaquetario (HELDIN
& WESTERMARK, 1999). Os PDGFs sao secretados a partir de granulos alfa de
plaguetas, bem como de células endoteliais, de células vasculares do musculo
liso e de macréfagos (MEYER-INGOLD & EICHNER, 1995).

2- 1- 4- 7 Remodelacdo 6ssea

Embora o calo rigido seja uma estrutura que proporcione uma estabilidade
biomecanica, ele ndo restaura completamente as propriedades biomecéanicas do
0sso normal. Para alcancar isso, o processo de cicatrizacdo da fratura inicia uma
segunda fase de reabsorcéo, desta vez para remodelar o calo rigido em uma
estrutura de osso lamelar com uma cavidade central medular (GERSTENFELD,
2003).

Esta fase é bioquimicamente ativada por IL-1 e TNF-a, que mostram altos
niveis de expressao durante este periodo, em oposi¢cdo a maioria dos integrantes
da familia TGF-B, que diminuem sua expressao neste momento (Al-AQL et al.,
2008; MOUNTZIARIS & MIKOS, 2008). Contudo, algumas BMPs como BMP-2
também estdo aparentemente envolvidas nesta fase com niveis de expressao
razoavelmente altos (MARSELL & EINHORN, 2009).

O tempo de consolidagdo das fraturas varia muito conforme o0 0Sso
envolvido, e no mesmo 0sso conforme a localizac&o (epifisaria, metafisaria ou
diafisaria). O retardo de consolidacéo € definido como o aumento do periodo de
tempo para a consolidacdo de determinada fratura, ou seja, o processo de
consolidagdo ndao avanca no ritmo usualmente esperado para aquela fratura
(CROCI et al., 2003).



39

2-2 Crescimento 6sseo guiado

O modelo de crescimento 0sseo guiado in vivo € baseado na criacdo de
um espaco segregado no qual ha proliferacdo de neovascularizacdo e células
osteoprogenitoras, as quais criam uma barreira contra o crescimento de tecidos
alheios ao tecido ésseo que possuem velocidade de migracdo maior que as
células osteogénicas (DINATO et al., 2007). Basicamente, 0 método consiste na
implantacédo de barreiras mecanicas para isolamento do tratamento estudado e
do defeito 6sseo propriamente dito, permitindo, assim, que as células 0sseas
precursoras acessem um espaco isolado destinado a regeneracdo do tecido
0sseo (HADDAD et al., 2006; LEVANDOWSKI, 2009; KUCI, 2017). A técnica de
regeneracao 6ssea guiada (ROG) pode melhorar a qualidade 6ssea no processo
regenerativo (STOCKMAN et al., 2011).

ApOs o estabelecimento do crescimento ésseo guiado ocorre uma
sequéncia especifica de eventos. Nas primeiras 24 horas ap6s um enxerto
0sseo, 0 material de enxerto e 0 espaco criado pela barreira € preenchido por
coagulo, o qual libera fatores de crescimento, citocinas, interleucinas para
exercer quimiotaxia para neutréfilos e macrofagos. O coagulo é absorvido e
substituido por tecido de granulacdo caracterizado por intensa angiogénese.
Através destes vasos sanguineos nutrientes e células-tronco mesenquimais
capazes de diferenciacéo osteogénica podem ser transportadas e contribuir para
a formacao de matriz osteoide. A mineralizacéo da matriz forma o tecido 6sseo,
o qual mais tarde serve como modelo para a aposi¢cdo de osso lamelar (LIU &
KERNS, 2014).

Histologicamente, em todos os animais nos quais a neoformacéo éssea
foi observada, o0 o0sso recém-formado apresentou aspecto imaturo,
acompanhado de intensa formacéo vascular e fibras colagenas organizadas
irregularmente. Ao longo do tempo, 0 osso adquire aspecto de “osso maduro”,
podendo-se identificar a presenca de ostedcitos e uma aparente estabilidade
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Aloise et al. (1995) compararam a RO (regeneracdo 0ssea) em calvaria
de coelhos utilizando a técnica de ROG. Utilizaram trés grupos de seis coelhos

cada, o primeiro grupo (Grupo Teste - GT) com a utilizacdo de HA bovina



40

concomitantemente a CTMO cultivadas, o segundo grupo com 0sso autélogo
puro (Grupo Controle Positivo - GCP) e o terceiro grupo, com apenas HA (Grupo
Controle Negativo; GCN) utilizando em todos os animais, de forma randomica,
uma membrana coladgena em um dos lados das craniectomias realizadas (cada
animal teve duas craniectomias de 12mm, uma em cada 0SSO parietal).
Encontraram igualdade estatistica na quantidade de tecido mineralizado nos
grupos GT e GCP e, considerado o fato de que a utilizacdo de osso autélogo
ainda é o padréao ouro em regeneracao 0ssea, atribuiram o resultado as CTMO
cultivadas. Além disto, demonstraram que no grupo em que as CTMO foram
utilizadas, o uso de barreira mecéanica ndo propiciou uma maior quantidade de
tecido mineralizado vital ou nao vital na calvaria dos coelhos, inferindo que este
efeito se deva ao fato de que as CTMO exercam um papel de “barreira” contra
as células indesejadas; todavia ndo uma barreira fisica e sim uma barreira
fisiologica. Desta forma, sugeriram que mais estudos fossem realizados para

elucidar o papel das CT atuando como barreiras.

Nos defeitos denominados criticos, que ndo reparam espontaneamente,
a formacdo Ossea limita-se as areas periféricas, sendo preenchida, em toda
extensdo, por tecido conjuntivo fibroso. Isto faz com que a formacéo éssea total
seja retardada ou nem ocorra (NAIR & NAURENCIN, 2007 e ZHAO, 2011).

A definicdo do tamanho do defeito para que seja considerado critico ou
ndo, € determinada pela relacdo do tamanho da area do defeito em relacéo ao
tamanho da area total do osso onde ele foi realizado. Estudos baseados em
defeitos Gsseos criticos sdo 0s mais comuns para se analisar como atuam os
biomateriais na regeneracdo tecidual (CONSOLARO, 2013; ZIGDON et al.,
2014),

Os defeitos criticos na calvaria de coelhos podem chegar até 15mm de
didmetro, no entanto, com esta dimenséo, apenas um defeito por calvaria seria
possivel, uma vez que é imprescindivel permitir um suprimento sanguineo do
periésteo e um padrdo membranoso de regeneracdo 0ssea. Esse tamanho de
defeito foi aceito como um padrdo no uso de defeito critico no cranio de coelhos
(GUPTA et al., 1982; PALEY, 1986; CLOCKIE et al., 2002).
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Defeitos 6sseos com 8mm e 10mm de diametro, contudo ndo podem ser
considerados criticos, pois existe a formacdo éssea no centro do defeito, o que
o descaracteriza como um defeito critico (ZHAO, 2011).

Em estudos em que foram analisados defeitos criticos na calvaria de
coelhos de 15mm vazios (apenas coagulo sanguineo), por um periodo de oito
semanas verificou-se a formacédo de uma cicatriz fibrosa fina e flexivel sobre o
defeito, com pouca formacgédo 6ssea apenas na margem do defeito (WOLLF et
al., 1994).

Alguns autores tém empregado calvaria de coelhos como modelo
experimental utilizando diversas ceramicas para auxiliar o reparo 0sseo,
evidenciando capacidade osteogénica desses biomateriais, sendo considerados
osteocondutores (LEVANDOWSKI, 2009; KUCI, 2017; VARGAS, 2018).

Para experimentos com proposito de avaliar substitutos 0sseos séo
adequados desenhos metodoldgicos de investigacao experimental em animal
prospectivo, comparativo e aleatoério, antes dos ensaios clinicos (JENSEN et al.,
2011).

O estudo em coelhos apresenta vantagens, como facil manutencéo e
observacéo; o fato de possuirem ciclos vitais curtos, permitir o emprego de um
namero de animais grande, padronizando o ambiente e a genética; além de
possibilitar a realizacdo de transplantes e a existéncia de grande quantidade de
informacado disponiveis sobre esse modelo animal (ANDRADE & OLIVEIRA,
2002).

Apesar das diferencas entre 0 uso da calvaria de coelhos e a ossificacédo
em humanos, € muito frequente a sua utilizacdo, como nos experimentos de
Pelegrine et al. (2010) e Pelegrine et al. (2010)b. A calvaria de coelho tem as
mesmas caracteristicas que o 0sso da mandibula, como a sua origem
embriolégica intramembranosa, a presenca de duas camadas corticais
separadas por 0sso esponjoso e a fisiologia da reparacéao 6ssea (FRAME, 1980).
Além disso, o cranio tem estrutura similar a todas as espécies mais
desenvolvidas (FINDIKCIOGLU et al., 2009).
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A velocidade da regeneracdo 6ssea entre coelhos, outros animais e
humanos ¢é diferente, sendo o0 metabolismo o6sseo do coelho &,
aproximadamente, trés vezes mais rapido do que dos humanos (DODGE et al.,

2000; CLOKIE et al., 2002; GUO et al., 2012).

Ranganath et al. (2022) desenvolveram um modelo bilateral de defeito
0sseo de tamanho critico de duplo sitio (calvarial e mandibular) em coelhos para
avaliacdo de biomateriais. A calvaria € um 0sso plano sem carga com origem
mesodérmica paraxial embrionaria, enquanto a mandibula tem origem

embrionaria de células da crista neural.

Vérias técnicas foram propostas para regeneracdo Ossea vertical, e
muitas delas usam enxertos 0sseos e alogénicos 0sseos. Em seus estudos Lima
et al. (2018) compararam os aloenxertos 0sseos congelados desmineralizados
os aloenxertos congelados frescos com 0s enxertos 6sseos autdgenos para
encontrar diferencas entre o volume, a histologia da formacdo Ossea e a
dindmica do crescimento 0sseo vertical. Para isso um modelo 6sseo de
regeneracao tecidual vertical foi realizado em calvarias de coelho onde quatro
cilindros ocos de titanio puro foram parafusados. Cada um dos cilindros foi
preenchido aleatoriamente com uma intervencdo (aloenxertos 0sseos
congelados desmineralizados, aloenxertos congelados frescos, enxertos 0sseos
autdgenos) ou com coagulo sanguineo como controle. O volume vertical foi
calculado apés a medicdo, por meio de sonda milimetrada, do novo tecido
formado dentro dos cilindros e apés a remocdo dos cilindros de titanio.
Histomorfometria e coloracdo com fluorocromios foram utilizadas para analisar a
quantidade e a dindmica da formacao Ossea. Os resultados mostraram que
aloenxertos 0sseos congelados desmineralizados e osso fresco congelado
melhoraram a velocidade e a quantidade de deposicdo O0ssea em por¢des
distantes do plano basal de enxerto. O material remanescente nos grupos de
aloenxerto foi mais intenso do que em grupo autégeno. Ambos os aloenxertos
podem ser indicados como alternativas confiaveis para ganho de volume e

aumento 6sseo vertical.
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2- 3 Biomateriais substitutos 6sseos

O enxerto 0sseo autdgeno ainda € considerado o melhor para a
substituicdo de perdas 0sseas, acima do limite critico necessario a reparacao e,
apesar de suas vantagens indiscutiveis, tem-se também algumas desvantagens,
dentre elas uma maior morbidade e ser um recurso de fonte esgotavel,
motivando diversas especialidades a procurar biomateriais substitutos 0sseos
que aliem vantagens, minimizando as desvantagens (COSTA et al., 2009). A
capacidade regenerativa do tecido 6sseo tem limites podendo falhar em certos
casos. Como mencionado, algumas situacdes podem explicar estas
complicagBes como: falhas de vascularizagdo, defeitos de tamanho critico e a
invasao de tecidos moles adjacentes (ROKN & KHODADOOSTAN, 2011; PIERI
et al. 2010).

Os biomateriais podem ser definidos como uma substancia ou
combinacdo de duas ou mais substancias, farmacologicamente inertes, de
natureza sintética ou natural, que sao utilizados para melhorar, aumentar ou
substituir parcial ou integralmente tecidos e 6rgdos (WENZ & OESH, 2001). Sao
materiais projetados para além de substituir partes do corpo, permitir a
recuperacdo de funcbBes biolégicas afetadas por doencas ou acidentes.
Biocompatibilidade e biofuncionalidade s&o as principais caracteristicas
necessarias para que esses materiais exercam essas funcdes. A
biocompatibilidade € a aceitacdo do biomaterial pelo corpo, ja4 a
biofuncionalidade representa a habilidade do material desempenhar a funcao
desejada (MISCH & DIETSH, 1993).

Segundo 0s mesmos autores 0 emprego de substancias quimicas que
facilitem a reparacéo 6ssea, permitindo adequada osteogénese, osteoinducéo e
osteoconducao, vem sendo estudado como alternativa em varias situacdes
clinicas que cursam com perda 0ssea significativa (Figura 2). Tais materiais
podem ser adicionados aos enxertos autégenos em casos com limitada
guantidade tecidual das éareas doadoras, muitas vezes funcionando como
arcaboucos, potencializando o crescimento 6sseo (MISCH & DIETSH,1993;
NISHIBORI et al., 1994; HALLMAN et al., 2002; YILDIRIM, 2001; BOECK-NETO
et al., 2002).
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Figura 2: Terapias mais utilizadas na regeneracéo e reparo 0sseo.

Osteogénese
. Técnica AMO (derivado do
paciente)
Enxerto autégeno
(padrao ouro) Osteoconducéo
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eosteoconducdo (estrutura ehomogéneo (banco de 0ssos)

favoravel)
eosteoinducéo (fatores de
crescimento)

esintético:
o hidroxiapatita (HA)
o fosfato tricalcico (TCP)
o fosfato de calcio biafasico (FCB)

Osteoinducéo

. Proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMP)

paciente)
. Lisado de plaquetas (derivado do
paciente)

ePlasma rico em plaquetas (PRP derivado do

Fonte: Adaptado de Camargo et al. (2014)

Um material de implante deve ser biocompativel, ter resisténcia mecanica
necessaria, ser estéril e deve ser incorporado num dispositivo para que seu
desempenho no paciente vivo possa ser monitorado, além de apresentar
propriedades osteoindutoras e osteocondutoras (CAMARGO et al.,, 2014;
FRAME, 1980).

A osteogénese ocorre quando o enxerto € suprido de células capazes de
formar tecido 0sseo, pela presenca de osteoblastos viaveis do proprio enxerto.
Na osteoinducdo o enxerto tem a capacidade de estimular a atividade
osteoblastica do tecido 6sseo adjacente, com neoformacdo 0ssea a partir da
ativacdo de células progenitoras, através da acdo de agentes indutores. Na
osteoconducdo, a maioria das células que chegam até o enxerto ja se
diferenciaram, conduzindo desenvolvimento de um novo tecido 6sseo através de

suas matrizes de suporte, os arcaboucos. Esta matriz € reabsorvida e
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simultaneamente substituida por tecido 6sseo neoformado (CAMPOS JR. et al.,
1990).

Histologicamente, a neorformacéo 0ssea se estabelece por mecanismos
osteogénicos, osteoindutores e osteocondutores (BOYNE & SHABAHANG,
2001). A matriz organica do enxerto 6sseo contém substancia indutora,
transformando células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, com
efeito tanto osteocondutor quanto osteoindutor. Os biomateriais devem ser
caracterizados considerando algumas propriedades, como: composicao
quimica, morfologia, cristalinidade, area superficial especifica e expectativa de
degradacéo. Baseado nas propriedades acima descritas, o biomaterial utilizado
como enxerto deve demonstrar: biocompatibilidade, osteocondutividade, area
superficial suficiente, afim de permitir uma adequada revascularizacdo para o
sitio 6sseo do hospedeiro, alta porosidade, para ser completamente incorporado
ao novo 0sso e moderada reabsorgcdo, permitindo ao longo do tempo a
remodelacéo 6ssea (ARTZI, 2001).

Os biomateriais para enxertos 6sseos podem ser divididos em trés
grupos: metalicos, poliméricos e ceramicos (GREGHI & CAMPOS, 1994;
FURUSAWA & MISUNUMA, 1997; CANCIAN, 1999;).

O desenvolvimento de pés de fosfatos de calcio nanoestruturados € um
tema de pesquisa atual e tem gerado novas perspectivas no desenvolvimento de
biomateriais para substituicdes de tecido 6sseo. Esses novos biomateriais
podem ser utilizados em ortopedia, traumatologia e odontologia, como elemento

matricial no preenchimento de defeitos e regeneracéo do tecido 6sseo.

As bioceramicas nanoestruturadas de fosfato de célcio tém se destacado
na area de biomateriais de reconstituicdo 6ssea pela sua semelhanca quimica e
cristalografica com a apatita 0ssea do esqueleto humano, reforcando sua
importancia na ortopedia, odontologia, fixacdo de implantes e regeneragédo do
tecido 0sseo (CAMARGO et al., 2007). Também se destacam por apresentarem
a capacidade de hidratacdo, pega e endurecimento a temperatura ambiente ou
corporea. Outro aspecto a considerar-se no que se refere aos biocimentos de
HA estéd associado ao favorecimento da neoformacdo 6ssea, osteoitegracdo e
reparacdo 0ssea precoce (ROKN et al., 2012; PETTIS & KABAN, 1990).
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O tipo de sintetizacdo, no qual os biomateriais sdo submetidos, pode
originar diferentes tipos de material (granulos, membranas, blocos, cimento e
outros) e possuir composicdes Unicas ou combinadas. O formato a ser utilizado
no osso sera determinado de acordo com o defeito 6sseo. Reconstrucdes
tridimensionais exigem um formato estrutural maior, sendo os blocos os
melhores indicados, enquanto os granulos sao indicados para defeitos
cirurgicamente criados (ALMEIDA et al., 2014).

As caracteristicas fisicas dos materiais ceramicos nos permitem
classificd-los nas formas densa e porosa. A forma densa apresenta
microporosidades, gracas ao processo de sinterizacdo que o material é
submetido durante sua confeccdo. Essa microporosidade facilita a acdo de
células que atuam no processo de reparacdo. A forma porosa apresenta poros
maiores que facilitam o crescimento tissular. Com relacéo a absorc¢éo, a forma
densa sofrera um processo mais lento que a forma porosa, entretanto sua
resisténcia a compressao serd maior (PETTIS & KABAN, 1990; GREGHI &
CAMPQOS, 1994; CANCIAN, 1999; FROUM et al. 2008).

Portanto, um material ideal para ser utilizado como substituto 6sseo deve
ser biocompativel, ndo antigénico, ndo carcinogénico, apresentar baixo custo,
ser gradualmente substituido por tecido da area recepetora, ter propriedades
osteocondutora e/ou osteindutora (BERGLUNDH & LINDHE, 1997; CAMELO &
NELVINS, 1998; FERNANDES & GINEBRA, 1999; MACNEILL et al., 1999;
MELLONG, 2000).

Aristizabal et al. (2017) realizaram estudos nos quais 0s animais foram
divididos em trés grupos experimentais para preenchimento de defeitos 6sseos:
grupo | (Gl) e grupo Il (Gll), preenchidos respectivamente com a bioceramica de
fosfato de céalcio nanoestruturada micromacro porosa em granulos de 40 a 60
mesh, de absorcéo lenta e moderada e, grupo Il (Glll), controle, permanecendo
o defeito vazio.Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que as
bioceramicas de fosfatos de calcio nanoestruturadas micromacro porosas em
granulos de absorcéo lenta e moderada podem ser indicadas para o tratamento
de defeitos 0sseos criticos. As bioceramicas permitem um tipo de crescimento
osseo direto, por meio da formacéo de um tecido fibrovascular, diferenciacéo e

migracao ao local de células osteoblasticas, com sintese de tecido osteoide, e a
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maturacdo 0ssea ocorre mais precocemente quando se emprega a ceramica de

absorcdo moderada.

2- 3- 1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita é um fosfato de célcio que tem uma baixa taxa de
biodegradacéo dentro do corpo e é similar a principal substancia componente da
estrutural mineral 6ssea (CAO & HENCH, 1996; KATTI, 2004).

As propriedades biolégicas da hidroxiapatita sintética (HA) sdo muito
estudadas, tendo sido utilizada na correcéo de defeitos 6sseos no homem e em
varias espécies (ARAKAKI et al., 1995; GEESINK & HOEFNAGELS, 1995;
KVETON et al., 1995), com resultados positivos para indica-la como alternativa
para a enxertia 6ssea na rotina clinica. Arakaki et al. (1995), Borges (1998) e
Rezende et al (1998) relataram a biocompatibilidade da HA com ossos, uma vez
que esse solido inorganico apresenta a mesma estrutura cristalina e quimica do
0Sso0 Vivo (Quadro 1) (HEIKKILLA et al., 1993; SAALFELD,1994; HARUN et al.,
2018).

Quadro 1: Requisitos e propriedades necessarias ao uso da HA.

Propriedade essencial Requisito padronizado
Espessura Nao especifico

Relacéo Ca/P 1,67-1,76

Pureza de fase Minimo de 95%
Cristalinidade Minimo de 62%
Resisténcia a tracao » 50,8 Mpa

Forca de cisalhamento y 22 Mpa

Densidade 2,98g/cm3

Metais pesados <« 50ppm

Abrasao N&o especifico

Fonte: Adaptado de Harun et al. (2018).

E considerada um substituto vantajoso por possuir uma composicio
uniforme, alta biocompatibilidade, seguranca biolégica por ndo ser

carcinogénica, alergénica ou toxica e por sua sintetizacao ser de facil controle
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da porosidade. A sua porosidade faz com que o suporte vascular ocorra de forma
passiva, favorecendo ao aumento de fatores de inducdo da formacéo de novo
tecido 6sseo (BORGES, 1998).

A hidroxiapatita ndo tem capacidade osteoindutiva, atuando como matriz
passiva para o crescimento 6sseo, razao pela qual € considerada como um
material osteocondutor (CALLAN & ROHRER, 1993; BORGES, 1998; REZENDE
et al., 1998).

2- 3- 1- 1 Composicao quimica da hidroxiapatita

A HA apresenta em sua célula unitaria uma representacdo completa do
cristal de apatita, consistindo em grupos de Ca, Pos e OH-, empacotados,
formando um arranjo hexaxonal cristalino (Figura 3). A férmula da hidroxiapatita
estequiométrica & Caio ((PO4)s) (OH)2, com razdo Ca/P igual a 1,67 e € um
fosfato de célcio estavel e soluvel. Porém composi¢des estaveis podem ter esta
razéo estendida para aproximadamente 1,5 (FULMER et al., 1992).

Figura 3: Arranjo anatémico da hidroxiapatita.
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translagao

Fonte: Fulmer et al. (1992).

A HA pura cristaliza-se sob a forma monoclinica com espagamento do
grupo espacial P21/b; no entanto, em temperaturas acima de 250°C, existe a

transicao alotrépica da forma monoclinica para hexagonal, com espacamento do
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grupo espacial P63/m [15,16]. Algumas impurezas, ou substituicbes parciais da
hidroxila por ions cloreto ou fluoreto, estabilizam a forma hexagonal a
temperatura ambiente. Por esse motivo, monocristais naturais de HA geralmente
exibem uma conformacdo hexagonal. Sua densidade é de 3,16Kg/m 3 e os
parametros de rede sédo a = b = 0,9423nm e ¢ = 0,6875nm (FERNANDEZ &
GINEBRA,1999).

2- 3- 1- 2 Obtencéo de hidroxiapatita

Dois tipos de hidroxiapatitas devem ser considerados: as sintetizadas em
altas temperaturas e que apresentam boa cristalinidade e tamanho de cristais
grandes, e as hidroxiapatitas sintetizadas em baixas temperaturas que
apresentam baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos. A hidroxiapatita
precipitada por via imida possui caracteristicas similares as do tecido 6sseo e
dentério, diferentemente da hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas
(RIGO et al., 2007)

Muitas técnicas foram desenvolvidas para a sintese do p6 de
hidroxiapatita considerando as possibilidades de aplicacdes. Um dos métodos
mais utilizado é a técnica de precipitacdo, que envolve reacdes via Umida entre
precursores de calcio e fosforo com controle de temperatura e pH da solucéo. O
po precipitado é calcinado em 400-600°C ou até mesmo a temperaturas mais
elevadas, a fim de obter uma estrutura de apatita estequiométrica. A precipitacao
rapida durante a titulacdo da solugéo de fosfato em solugéo de célcio pode levar
a falta de homogeneidade quimica no produto final. A titulacdo lenta e as
solucdes diluidas devem ser utilizadas para melhorar a homogeneidade quimica
e a estequiomeétrica da HA resultante. O cuidadoso controle das condi¢des da
solucéo é critico na precipitacdo via umida. Caso contrario, uma diminui¢cao do
pH da solugédo abaixo de 9 pode conduzir a formacdo da estrutura da HA
deficiente em ions de Ca (AZEVEDO et al., 2015).

Conforme os mesmos autores, outra forma para a sintese de HA trata-se
da utilizagdo do processo sol-gel. Este processo € um método quimico, via
Umida, o qual dispensa a utilizagdo de alto vacuo e temperaturas elevadas,

sendo considerada uma das técnicas mais flexiveis. E um método eletivo para a
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preparacdo de um po altamente puro devido a possibilidade de um controle
cuidadoso dos parametros do processo, favorecido por uma mistura em nivel
molecular dos ions calcio e fésforo que é capaz de melhorar a homogeneidade
quimica e fisica, resultando geralmente em uma microestrutura de granulacao
fina que contém uma mistura de cristais de tamanho submicron a nano, o que é
importante para melhorar a reagéo de contato e a estabilidade da interface osso
artificial/natural. Como material para implante a hidroxiapatita pode ser obtida a
partir da desproteinizacdo de tecido 6sseo, ou por tratamento hidrotérmico de
corais (WHITE & SHORS, 1986). Pode ser obtida também por processos
sintéticos tais como, precipitacdo de solucdes aquosas (OSAKA et al., 1991) ou
reacdes no estado solido (VIDEAU & DUPUIS, 1991).

O método de sintese adotado para a obtencao de hidroxiapatita ou o seu
tratamento posterior pode levar ao aparecimento ou ndo de outras fases de
compostos de fosfato de calcio. Estando presentes, podem ser detectadas
através de difratometria de raios-x. Normalmente estas fases apresentam-se em
guantidades pequenas (ao redor de 5%) em compostos comerciais. Entretanto
cuidados devem ser tomados para controlar a quantidade destes compostos,
uma vez que estes possuem propriedades extremamente diferentes da
hidroxiapatita, podendo comprometer a osteocondug¢do, como no caso do
surgimento de pirofosfato de calcio ou metafosfato de calcio, ou ainda
comprometer a integridade e eficiéncia mecéanica do material em funcéo de sua
solubilizacédo (SALEH et al., 2004).

Sendo assim, hidroxiapatita na forma de granulos pode ser obtida a partir
de diversos métodos, o0 que permite prever comportamentos biol6gicos
diferenciados. A HA na forma de p6 pode ser obtida por trés métodos: da via
Umida, da via seca e o método hidrotermal. Pelo método da via Umida (reagéo
acido-base, reacéo entre sais de fosfato), sendo produto originario um po de
particulas pequenas (10um) e cristalinidade similar aos tecidos naturais, porém,
com baixa cristalinidade. No método via seca, obtém-se um pé de alta
cristalinidade, obtido por volta de 900°C. Ja o método hidrotermal é idéntico a via
Uumida sob pressao e temperatura, formando um pé nanométrico ou milimétrico,
sendo possivel a obtencédo de materiais com porosidade similar a hidroxiapatita
obtida de corais (RIGO et al., 2007).
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A partir dos diferentes pos € possivel a obtencdo de diversas morfologias
e formatos de materiais, de denso até materiais extremamente porosos, 0s quais
incluem técnicas de processamentos ceramicos tradicionais e avangadas como:
prensagem, colagem de barbotina, gelcasting, injecéo, tape-casting, sol-gel, etc
(ROSA et al., 2000).

O desenvolvimento de hidroxiapatita granulada é de grande interesse
devido a sua ampla utilizacdo na area ortopédica e traumatoldgica (medicina,
odontologia e veterinaria) (LEVANDOSKI-JR, 2009).

Segundo Silva et al. (2020) h& evidéncias abundantes de que as
distor¢des de rede induzidas pela substituicdo de um grupo hidroxiapatita por um
ion estranho podem ser minimizadas quando véarios ions com diferentes
tamanhos e cargas sao simultaneamente acomodados na rede cristalina. Os
ions encontrados no ambiente biolégico durante a biomineralizacéo, bem como
0S contraions presentes em sinteses, ou seja, 0s reagentes empregados,
desempenham um papel importante na precipitacéo e estabilizacdo das apatitas.
Os mesmos autores estudaram a precipitacdo de hidroxiapatitas contendo
estroncio em diferentes concentracdes (0, 20, 40, 60, 80 e 100% Sr2+), na
presenca de dois contraions tipicamente presentes em ambientes bioldgicos:
Na+ e Cl-. A presenca de Na+/Cl- no ambiente de sintese levou a precipitacao
de um sistema de hidroxiapatita bifasica (HA) formado por duas fases nédo
misciveis: HA rica em Ca e HA rica em Sr. O sistema bifasico foi observado para
concentracfes intermediarias de Sr2+ (20, 40 e 60%), e exibiram mais
microcepas de trelica em comparacao com os sistemas monofasicos de Ca HA
(0%) e Sr HA (100%).

Oliveira et al. (2020) pesquisaram o uso de nanoparticulas magnéticas em
associacdo com andaimes com o0 propoésito de transformar andaimes passivos
tipicos em andaimes ativos. O manganés pode desenvolver propriedades
magnéticas em hidroxiapatitas, assim como ferro, cobre, cobalto e samario, mas
nao possui a alta toxicidade desses Ultimos compostos. Estes estudos sao
fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias para a sintese de
andaimes ativos a base de hidroxiapatita sob controle remoto por um campo

magnético.


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/hydroxylapatite
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/samarium
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2- 3- 1- 3 Métodos de caracterizacdo da hidroxiapatita

Dentre as mais diversas técnicas de caracterizacdo utilizadas para
materiais, em geral as técnicas de difracdo de raios-x (DRX) infravermelho com
transformado de Fourier (FTIR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) sao
as mais utilizadas para a caracterizagdo de hidroxiapatitas (LEVANDOSKI-JR,
2009).

Manso et al. (2003) partindo dos mesmos precursores utilizados por
Hwang & Lim (1999), dissolvidos em etanol obtiveram recobrimentos de HA
sobre Si utilizando a técnica de deposicdo aerosol. Demonstraram por MEV que

em 650°C obteve-se no deposito de HA uma morfologia altamente porosa.

Santos et al. (2012) sintetizaram hidroxiapatita utilizando-se a rota sol-gel
partindo-se de acido fosférico e nitrato de calcio como precursores de calcio e
fésforo, respectivamente e como solvente empregando o metanol na preparagao
do sol que foi utilizado na obtencdo de recobrimentos de hidroxiapatita sobre
substratos de ligas de titanio. O produto obtido foi calcinado em 300°C, 500°C e
700°C e foi caracterizado por FTIR, DRX, MEV/EDS e TGA/DSC. As fases de
HA sintetizada tornaram-se estaveis sem subprodutos a 700°C. O DRX mostrou
que a estrutura apatita é visivel em 300°C. O tamanho do cristal e o teor de HA
aumentaram com o aumento da temperatura de calcinacdo. A anélise por MEV
(Figura 4) mostrou a presenca de poros que sdo importantes para aplicacdes
biomédicas, favorecendo a adesao entre o tecido 6sseo neoformado e a apatita

sintética, ou seja, osseointegracao.
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Figura 4: Imagens representativas da superficie de granulos de hidroxiapatita
sinterizada a 1300°C durante 1 hora (A) e 4 horas (B). Pode-se observar que a amostra tratada
durante 1 hora teve uma boa sinteriza¢do nos pontos de contato dos particulados, formando uma
rede de porosidade interconectada com tamanhos submicrométricos, servindo de arcaboucgo

para o desenvolvimento celular em meio fisioldgico.

Fonte: Gemelli et al. (2020).

Rigo et al. (2007) prepararam p6 de hidroxiapatita pelo método da
precipitacdo. Microscopia eletrbnica de varredura, espectroscopia na regido do
infravermelho e difracdo de raios-X foram utilizados para caracterizacdo do
material obtido. Casos clinicos foram realizados com objetivo de verificar a
promocdo de crescimento de tecido 6sseo para instalacdo de implantes. Os
resultados obtidos por meio de DRX e FTIR mostraram que o p6 obtido é
composto exclusivamente de hidroxiapatita ndo ocorrendo a precipitacdo de
fases do sistema Ca-P. Por meio do MEV foi possivel observar que o p6é assim
obtido apresentou morfologia esférica e de tamanhos homogéneos. Estudos
histol6gicos das areas enxertadas e radiografias demonstraram que o leito
receptor apresentou adequado crescimento de tecido 0sseo, possibilitando a

instalacao dos implantes e posterior suporte de cargas mastigatérias.

Levandowski Jr. et al. (2014) caracaterizaram em seu trabalho seis
diferentes biomateriais nanoestruturados substitutos 0sseos, dentre eles a HA.
Os resultados morfolégicos e microestruturais demonstraram que 0s
biomateriais avaliados apresentaram extensivamente  microestrutura
microporosa interconectada, formada por graos finos. Observou-se um diametro
médio inferior a 300 nm para todos os biomateriais, com a presenca de graos
nanoestruturados (d< 100nm). Os resultados obtidos pela DRX e FTIR
mostraram que a presenca de uma segunda fase de ordem nanométrica, em

uma matriz bioceramica de hidroxiapatita, pode modificar a difusdo superficial
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dos gréos e a cinética de transformacédo de fase da hidroxiapatita e fosfato

tricélcico beta a uma temperatura até 1100°C.

2- 3- 1- 4 Aplicacdes da hidroxiapatita

Biomateriais empregados em ortopedia podem ter origem animal, sintética
ou natural com modificagdes moleculares. As bioceramicas tém apresentado boa
aceitabilidade e se destacado nos ultimos anos como elementos capazes de
serem Uteis na substituicdo 0ssea em casos de traumas de alto impacto que
geram perda de susbtancia (CAO & HENCH, 1996).

Como a hidroxiapatita é o principal constituinte da fase inorganica do 0sso,
suas formas de obtencdo e propriedades quando implantada em tecidos
organicos sdo muito estudadas. Suas caracteristicas quimicas e estruturais
possibilitam seu uso na area médica como material biocompativel em implantes
e proteses. Em ortopedia existe um particular interesse em usé-la como
revestimento de préteses metélicas para promover a ligacao interfacial estavel

entre o material implantado e o tecido vivo (FULMER et al., 1992).

Além disso fosfato tricélcico e hidroxiapatita tém atraido interesse como
substitutos 0sseos por serem mais biocompativeis que muitas outras
bioceramicas e particulas inorganicas e por terem faixa de relacdo célcio e
fésforo (Ca/P) muito préxima aquela dos 0ssos, tornando-se mais aplicaveis na
enxertia 0ssea (BOSE & TARAFDER, 2012).

No tratamento de tumores, esse biomaterial vem sendo usado como
suporte de a¢do prolongada. A introducédo de drogas anticancerigenas em blocos
de hidroxiapatita porosa permite que o tratamento da doenca seja realizado com
a liberacédo gradual dos farmacos no organismo. Sob este aspecto essa técnica
€ atrativa, pois combina o tratamento do tumor e neoformagdo do 0SSO
reabsorvido (AKASAWA & KOBAYASSHI, 1996).

Na area odontologica a hidroxiapatita € utilizada para evitar perda 6ssea
apos extracdo de um ou varios elementos dentarios, como também promover

recuperacdo de areas com reabsorcao 0ssea. Pinos de titanio revestidos com
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hidroxiapatita sdo usados no implante para a substituicio da raiz
(MAVROPOULOS, 1999).

As aplicacbes da hidroxiapatita sintética ndo se restringem a area
biomédica. Devido a sua grande afinidade por proteinas, a HA tem sido aplicada
como adsorvente em cromatografia liquida (AKASAWA & KOBAYASSHI, 1996).

A capacidade de adsorcéo da HA esta relacionada a estrutura do poro e
a natureza fisico-quimica da superficie do sélido. Como j& foi dito, as aplicagcbes
da hidroxiapatita estendem-se desde a ortopedia e traumatologia, traumatismos
raquimedulares e de coluna cervical e ainda tumores musculoesqueléticos e na
odontologia, nos casos de doencas periodontais, para correcdes
bucomaxilofaciais, implantes dentarios, preenchimento de cavidades cisticas ou
mesmo aumentos de rebordo alveolar, além de outras aplicacbes (Quadro 2)
(LEGEROS, 1988).

Quadro 2: Diferentes formas da HA e suas respectivas aplicagdes em medicina e odontologia.

Aplicacbes Formas

Matriz/ suporte para crescimento 6sseo Graos, porosa

Osso atrtificial Graos, densa, porosa
Cimento 6sseo P6 com PMMA
Articulaces artificiais Metal revestido com HA
Proteses vasculares Densa

Préteses traqueais Porosa ou densa
Sistema de liberag&o densa Densa ou po

Fonte: Adaptado de E'gues (2005).

2- 3- 1- 5 Hidroxiapatita em cicatrizacdo 60ssea

A hidroxiapatita vem sendo empregada em medicina regenerativa para a
substituicdo de ossos perdidos em fraturas graves. Esta substancia € um fosfato
de célcio que tem uma baixa taxa de biodegradacdo dentro do corpo e de fato
representa a principal substancia componente da estrutural mineral 6ssea, por
isso vem sendo realizados estudos com hidroxiapatita na consolidagéoo 0ssea,
como adjuvante ou arcabouco para a colocacdo de material de osteossintese
(KIM et al., 2009; CAO & HENCH, 1996; KATTI, 2004; KATTHAGEN &
MITTELMEIER,1984).
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Os biocimentos de matriz de HA séo soluveis em meios biolégicos e/ou
simulados, em razdo disso apresentam capacidade de biodegradacéo e
absorcdo quando aplicadas in vivo (FERNANDEZ & GINEBRA, 1999). A
hidroxiapatita sintética € um material biocompativel, ndo imunogénico e
biodegradavel (NAGAHARA & ISOGAI, 1997; OVERGAARD et al.,, 1997;
BORGES, 1998).

Donath (1990) relacionou o nivel de reabsorcdo da hidroxiapatita com a
sua sinterizacdo. Nagahara & Isogai (1997) relataram que a hidroxiapatita
sinterizada a 950°C, quando implantada em fémur de ratos, foi reabsorvida
lentamente com notavel separacdo do material e substituicdo por células
mesenquimais com fatores ultraestruturais semelhantes a células

osteogenitoras.

Pissiotis & Spangberg (1990), em um estudo de implantacdo da HA e HA
associada ao colageno na mandibula de cobaias, ndo observaram alteracéo da
biocompatibilidade em nenhum dos dois tratamentos. Esses autores verificaram
que no periodo de oito semanas de pés-operatério o grupo implantado com HA
associada ao coldgeno ndo apresentava indicios de reparacdo Ossea, ao

contrario do grupo tratado somente com HA.

Os estudos histologicos realizados por Najjar (1991) evidenciaram
atividade osteoblastica com formacéo de osso imaturo duas semanas ap0s o
implante com HA. Com quatro semanas, notaram tecido ésseo circundando

particulas de HA e inicio de remodelagéo 0ssea.

Para Louise et al. (1992), as fibras colagenas intimamente associadas
com a superficie da hidroxiapatita ou localizadas em éareas de deposicdo de
osteoide sao orientadas de maneira perpendicular a esses granulos. Em
contraste, o tecido conjuntivo que rodeia a capsula fibrosa apresenta camadas
estratificadas de fibras colagenas e fibroblastos arranjados paralelamente a

superficie do granulo.

Heikkilla et al. (1993) relataram reacéo inflamatoria branda ao redor do
implante de HA, estando presente apenas linfocitos e macréfagos, a semelhanca

do que foi observado no grupo-controle. Ainda verificaram que em torno de trés
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semanas havia fibrose ao redor do implante, e que de seis a 12 semanas havia

0sso lamelar recobrindo-o.

Callan & Rohrer (1993) acreditam que o tecido 6sseo formado em contato
com a hidroxiapatita seja originario do tecido fibroso circunvizinho as particulas
de HA.

Gomi et al. (1993) mostraram a presenca de células multinucleadas na
interface hidroxiapatita e o0sso depois da implantacdo, que podem ser
caracterizadas morfologicamente como osteoclastos, responsaveis pela

biodegradacéo da hidroxiapatita.

Geesink & Hoefnagels (1995), em implantes de hidroxiapatita colocados
no fémur de cées, observaram ap0s seis semanas de pds-operatério tecido
periosteal, osteoblastos e ostedcitos maduros em contato com a hidroxiapatita,

sem interferéncia de tecido fibroso.

Hemmerle et al. (1997) encontraram cristais de hidroxiapatita separados
e espalhados em citoplasma de células com fatores ultraestruturais semelhantes

a macroéfagos.

Davies et al. (1997) mostraram que a neoformacgdo O6ssea na interface
osso-hidroxiapatita é morfologicamente comparavel aos locais normais de
remodelacdo 6ssea. Mesmo nao sendo osteoindutora, a hidroxiapatita estimula
a sintese de colageno (ZAMBONIN & GRANO, 1995). As fibras colagenas na
matriz 6ssea podem ser orientadas paralela ou perpendicularmente a superficie
da hidroxiapatita, de acordo com o tipo de tecido presente na interface osso-

implante (EDWARDS et al., 1997).

Borges (1998) encontrou osteoclastos ativos sobre a HA e alguns
granulos do produto no interior de macréfagos. Li et al. (1995) e Edwards et al.
(1997) observaram que a reabsorgéo celular de granulos de hidroxiapatita ocorre

concomitantemente com a formacéo adjacente de 0sso novo.

Nos estudos de Borges (1998), tecido fibrovascular circundando a HA e
tecido 6sseo novo na regido endosteal foram observados no oitavo dia apos o
implante, tanto no grupo-controle como no tratado. Observou-se evolucédo da

reparacao 0ssea e aos 120 dias, e que o defeito possuia caracteristica de 0sso
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normal. O exame histolégico revelou, em alguns casos, reacao tipo corpo
estranho caracterizada por células gigantes, macrofagos e presenca de tecido
conjuntivo ao redor da HA.

A hidroxiapatita ndo induz neoformacdo 6ssea (NAGAHARA & ISOGAI,
1997), mas a reacdo de células osteogénicas com hidroxiapatita in vivo
(EDWARDS etal., 1997; BORGES, 1998) e in vitro (BAGAMBISA, 1990) mostrou
que a sua superficie € osteocondutiva. O resultado dessa atividade foi a
deposicdo de tecido Osseo diretamente sobre a superficie da hidroxiapatita
implantada, sem nenhuma evidéncia de encapsulacao ou tecido de granulacdo
(BORGES, 1998; BAGAMBISA,1990).

A presenca de uma camada eletrodensa na ultraestrutura, na interfase
osso-implante, observada algumas vezes, pode ser uma lamina limitante de
matriz 6ssea organica ndo mineralizada (LANGE et al., 1990) ou pode ser uma
reacdo patoldgica causada pela implantacdo do substituto in vivo (OGUCHI et
al., 1995). Daculsi et al. (1990) relataram que essa camada eletrodensa foi
observada somente em seccdes descalcificadas e sugeriram a possibilidade de
artefato, talvez representando restos de proteinas absorvidas na superficie do

implante.

Yamamoto et al. (1997) revelaram a presenca de mineralizacdo nessa
camada eletrodensa. O processamento histolégico, especialmente a
desidratacdo, induz contracdo das estruturas biolégicas. Como nao ocorre
contracdo do implante, as for¢as atuam entre a interface osso-implante podendo
levar até a fratura, dependendo do tamanho da forca de contracdo (DENISSEN
& GROOT, 1990).

A porosidade determina a colonizacéo celular do biomaterial que é uma
caracteristica bastante importante para a eficacia da reacdo do material com o
meio biologico. As interconexdes entre os macroporos formados pela distribuicdo
do biomaterial implantado assumem um sistema similar a tluneis, permitindo o
transito de fluidos biologicos e células 0sseas, facilitando, assim, a formagéo do
novo tecido 0sseo no interior do material substituto implantado (TEIXEIRA,
2009).
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O biomaterial com microporosidade e grdos nanométricos pode oferecer
melhor capilaridade, ades&o celular na superficie 6ssea e molhabilidade,
favorecendo as caracteristicas osteoindutora e de osteointegracdo, cooperando
para a formagédo do novo tecido (CAMARGO, et.al.,, 2014). O tamanho das
particulas do biomaterial estd amplamente relacionado a area da superficie
disponivel a reacdo das células com o meio bioldgico, isto é, quanto maior o
tamanho das particulas, maior o tempo de absor¢cdo do substituto O6sseo
(TEIXEIRA, 2009).

A hidroxiapatita de calcio, o vidro bioativo e a proteina morfogenética
O0ssea demonstraram atuar como osteocondutores facilitando a neoformacéao
ossea (MARTINS et al., 2010).

A sua solubilidade permite a gradual degradacéo e absor¢céo do material
por parte do tecido circundado, estimulando o osso crescer no material por entre
seus poros, podendo ocorrer posteriormente a gradual substituicdo do material
pelo tecido (RODRIGUES, 2013). Por possuir resisténcia mecénica baixa e alta
fragilidade, a sua utilizacdo isolada torna-se restrita apenas a areas que exigem
pouco esfor¢co mecanico e, por esse motivo séo realizadas associacdes da HA
com outros materiais como zircénia, alumina, titanio e biovidro para melhora das

propriedades biomecanicas dos biomateriais (BONAN et al., 2014).

E um material que n&o causa toxicidade local e sistémica, nem resposta
inflamatoria, com capacidade de se adaptar ao tecido hospedeiro. Entretanto,
apesar de suas propriedades bioldégicas promissoras, seu baixo indice de
bioatividade e sua lenta taxa de degradacéo, podem ser fatores limitantes a sua
aplicacdo (GUASTALDI & HERRERA, 2016).

A remodelacdo com integracdo do enxerto sintético pode levar até anos
para que ocorra completamente (LEUCHT et al., 2013). Para Bose & Tarafder
(2012), as particulas inorganicas das bioceramicas tém relacdo calcio e fésforo
muito proxima a dos 0ssos, 0 que acaba deixando o enxerto com alta dureza,

tornando os 0ssos nos quais foram implantados mais quebradigos.

Dalmoénico et al. (2017) desenvolveram um estudo com base na
investigacgéo in vivo de biomateriais granulares microporosos a base de fosfatos

de calcio, envolvendo matrizes de fosfato B-tricalcico (B-TCP), hidroxiapatita
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(HA), composicdes bifasicas de ambas as fases e um grupo controle. A
caracterizagao fisico-quimica dos materiais foi realizada por difracdo de raios X
(DRX) e porosimetria de mercurio. Os processos de biodegradabilidade,
bioatividade e neoformacdo foram investigados por espectroscopia Raman,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e luz polarizada realizada em
bidpsias obtidas de testes in vivo por periodos de 90 e 180 dias. Estes foram
realizados para avaliar o comportamento de composi¢cdes microporosas
granulares em relacdo a neoformacéo 0ssea. Através do desempenho obtido a
partir de ensaios in vivo, observou-se excelente osseointegracdo e neoformacao
do tecido 6sseo. Os resultados sao animadores e mostram que os biomateriais
granulares microporosos das composigbes HA, B-TCP e bifasica apresentam
resultados semelhantes com perfeita osseointegracdo. Arquiteturas que simulam
uma estrutura 6ssea podem fazer a diferenca entre biomateriais para

substituicdo e reparo de tecido 6sseo.

Dalbarida et al. (2018) realizaram avaliacdo do comportamento da
neoformacédo 0ssea e osteointegracao dos diferentes biomateriais de fosfatos de
calcio em testes in vivo em ovinos. Os biomateriais implantados foram
hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico-B (TCP-B) e composi¢des bifasicas
HA/TCP-B nas proporcoes: 80/20, 20/80, 70/30 e 30/70. Os resultados
encontrados mostraram que o0s biomateriais granulados microporosos sao
formados por uma morfologia irregular com tamanho de granulos entre 200 ym
e 500um, outra constatagao foi microestrutura microporosa interconectada dos
biomateriais. A densidade tedrica se apresentou semelhante entre o0s
biomateriais granulados de fosfatos de calcio e sugerem boa capacidade de
neoformacdo éssea para todos os biomateriais, sendo que o bifasico 20/80
apresentou absorcao do biomaterial e neoformacgéao 6ssea mais rapida quando

comparada com 0s outros biomateriais avaliados.

2- 3- 2 Bio-0ss® e bonefill®

Bio-oss® e bonefill® sdo biomateriais de origem bovina, que tém sido
estudados desde a década de 60 (FULMER et al., 1992; BAUER & MUSCHLER,
2000). De acordo com Gutwald et al. (2010), apresentam estrutura semelhante
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ao 0sso humano, tanto em sua morfologia estrutural quanto em sua composicao

mineral.

Sao considerados xenoenxertos podendo ser produzidos a partir de 0sso
bovino cortical ou medular, mediante processo que consiste na completa
eliminacdo das proteinas e liofilizacdo do osso bovino, realizada por esterilizagdo
fisica e procedimentos quimicos. Encontram-se disponiveis em blocos e também

em granulos corticais ou esponjosos (FERREIRA et al., 2007).

Bio-0ss® e bonefill® sdo produzidos a partir de 0osso natural extraido de
fémur bovino, totalmente desproteinizado. O osso fresco é triturado, recebendo
uma sequéncia de banhos que solubilizam as estruturas organicas como por
exemplo, células remanescentes da matriz organica, fibras e proteinas,
permanecendo somente a porcdo mineral, evitando a inducdo de possiveis

processos imunogénicos no organismo (MANFRO et al, 2014).

A resisténcia biomecéanica desses biomateriais também parece similar a
do osso humano e tratamentos adequados para a sua obtencdo evitam
respostas imunoldgicas ou inflamatorias adversas (SANTOS et al., 2012).

As caracteristicas destes biomateriais como area de superficie ou formato
(bloco, particula), porosidade (denso, macro ou micro poroso) e cristalinidade
(cristalino ou amorfo) do produto determinam suas propriedades fisicas. As
propriedades quimicas referem-se a razdo molar calcio/fosfato, composicao
quimica, grau de impureza elementar e substituicao ibnica na estrutura atdmica
(MISCH, 2000). O quadro 3 apresenta algumas das caracteristicas desses

biomateriais.

Quadro 3: Caracteristicas dos biomateriais comerciais empregados no presente trabalho.

BIOMATERIAIS Bio-0ss® - Bonefill®

Obtencéo Osso bovino cortical ou medular

Empregos Reconstrucdo de rebordo alveolar, preenchimento defeitos
intradsseos e alveolares, defeitos periodontais

Propriedades Osteoconducgdo/ Osteointegragéo

Absorcao Lenta

Fonte: HALMAN et al. (2002).

Possuem uma estrutura constituida por uma superficie ultra porosa e um

sistema de poros interconectados, que funciona como uma microesponja,
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proporcionando a entrada de células sanguineas, osteoblastos, osteoclastos e
proteinas em suas particulas, o que permite, dessa forma, a osseointegracao
eficaz de suas particulas. Alguns estudos relatam que sédo absorviveis, contudo,
baseando-se na literatura disponivel, pode se concluir que ndo séo totalmente
reabsorvidos com o tempo. Como tém um periodo de reabsorcédo relativamente
longo, particulas de enxerto ainda estdo presentes apOs quatro anos em
humanos (JANG et al., 2010).

O ideal seria que ocorresse reabsorcédo total e completa remodelacéo
para 0 novo 0Sso, entretanto, a taxa de reabsorgéo varia de um material para
outro, o que pode comprometer sua utilizacdo, principalmente em areas estéticas
(HALMAN et al.,, 2002). O recobrimento dos enxertos com membranas,
absorviveis ou nédo, esta baseado no fato de isolar a area de reparo (enxerto)
para evitar a migracao e proliferacdo de células indesejadas (nesse caso, células
do tecido conjuntivo), permitindo o povoamento do enxerto com células ésseas,
osteoclastos e proteinas em suas particulas, o que permite, dessa forma, a

osseointegracao eficaz de suas particulas (DAHLIN et al., 1988).

Uma das limitacdes associada a utilizacdo dos enxertos xendgenos esta
relacionada a aspectos culturais e religiosos, além da possibilidade de
transmissao de doencas. Porém, em contradicao, foi demonstrada auséncia de
proteina no bio-oss® por Benke et al. (2001) tornando-o0 seguro para a utilizacao

em humanos.

Segundo Su-Gwan et al. (2001) o bio-oss® atua como um arcabouco
gracas as suas propriedades osteocondutoras, permitindo a neoformacdo de
capilares, de tecido perivascular e migracao de células oriundas do leito receptor.
E biocompativel e ndo induz resposta imune local ou sistémica. A grande area
de superficie interna similar ao osso humano facilita a absor¢éo de proteinas
endogenas e fatores de crescimento, assim como a composi¢ado quimica
analoga ao osso humano com poucas hidroxilas e mais agrupamentos

carbonatos do que outros materiais sintéticos (ROSSI et al., 2019).

O tamanho dos cristais de bio-oss® € comparavel ao osso humano, o que
pode facilitar a sua absorcéo, e a sua especial arquitetura porosa natural e com

um trabeculado muito semelhante ao osso humano promove uma melhor
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revascularizacéo e, ainda, mantém um arcabouco para a osteocondutividade,
aumentando a estabilizacdo do coagulo e absor¢cdo sanguinea natural entre os
micros e macroporos (SU-GWAN et al., 2001).

Piatelli et al. (1999) realizaram bidpsias de 20 pacientes que haviam sido
submetidos a expanséo 6ssea para implante dentarios, sendo que oito pacientes
foram realizadas biopsias ap0s seis meses do implante; seis ap0s nove meses;
trés apos 18 meses e trés apos 4 anos. Apos seis meses ainda se distinguia
claramente as particulas de bio-oss® do osso neoformado, com presenca de
alguns capilares sem espaco entre as particulas de bio-oss® e 0 0sso
neoformado. Aos nove meses 0s achados eram similares, mas ja com presenca
de células mesenquimais. Aos 18 meses havia menor quantidade de bio-0ss®
sem infiltrado inflamatoério com todos os canais de Harvers formados por 0sso
novo. Nos espécimes avaliados ap0s quatro anos, havia osteoclastos em
processo de reabsorcdo das particulas de hidroxiapatita e células gigantes
multinucleadas circundando as particulas. Os autores concluiram que o bio-0ss®
€ bastante biocompativel, além de bom osteocondutor e se integra facilmente e

totalmente ao 0sso neoformado.

Corroborando, Tamimi & Torres (2006) relatam que em suas pesquisas 0
bio-oss® mostrou propriedades osteocondutoras, ndo ocorrendo absorcao.
Logo, 0 bio-oss® pode ser considerado material ndo obsorvivel, j& que a
atividade osteoclastica é muito lenta para esse produto, necessitando de periodo

longo para tal.

A absorcdo do bio-oss® tende a ser demorada, pois o tamanho da
particula do biomaterial impacta diretamente no tamanho da area da superficie
disponivel para reagir com células e fluido biol6gico. Quanto maior o tamanho

das particulas, maior sera o tempo de absorcdo do material (TEIXEIRA, 2009).

Jensen et al. (2011) procederam reparacdo 6ssea comparativa entre
enxerto 6sseo autdgeno, bio-oss® (macrogranulos) e TCP 3, em defeitos criados
em minipigs. Dos avaliados o que apresentou menor neoformacao 0ssea foi o

bio-0ss®.

Ezirganli & Kazacionglu (2015) realizaram um estudo guiado em calvarias

de coelhos, utilizando bio-0ss®, em granulos de 250 a 1.000pum. No primeiro més
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pos-implantacdo, ndo foram observados sinais de absorcdo das particulas do
enxerto. Porém, verificaram atividade osteoclastica tanto aos 60 quanto aos 90
dias de avaliacdo. Estudos clinicos tém mostrado que este material promove
cicatrizacdo 0ssea e osteointegracao de implantes durante a regeneracéo 0ssea
guiada (ELGALI & TURRI, 2016).

Kuci (2017) em seus estudos empregando bio-oss® em periodos de 60 e
90 dias, observou pouco crescimento 0sseo e intensa formacéao de tecido fibroso,
sugerindo que o biomaterial tenha mostrado em seu experimento um menor

potencial osteoindutor em relagéo a outros biomateriais estudados.

Aristizabal et al. (2017) realizaram pesquisa na qual os animais foram
divididos em trés grupos experimentais para preenchimento de defeitos 6sseos:
grupo | (Gl) e grupo Il (Gll), preenchidos respectivamente com a bioceramica de
fosfato de céalcio nanoestruturada micromacro porosa em granulos de 40 a 60
mesh, de absorcéo lenta e moderada e, grupo Il (Glll), controle, permanecendo
o defeito vazio Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que as
bioceramicas de fosfatos de célcio nanoestruturadas micromacro porosas em
granulos de absorcao lenta e moderada podem ser indicadas para o tratamento
de defeitos 6sseos criticos. As bioceramicas permitem um tipo de crescimento
0sseo direto, por meio da formacéo de um tecido fibrovascular, diferenciacéo e
migracao ao local de células osteoblasticas, com sintese de tecido osteoide, e a
maturacdo Gssea ocorre mais precocemente quando se emprega a ceramica de

absorcdo moderada.

Kim et al (2020) estudaram a formacéo 6ssea em enxertos em calvarias
de coelhos com bio-0ss® isolado e associado ao 0sso autbgeno na proporcao
de 25%, verificando que a associagao apresentou estabilidade dimensional
superior em relacdo ao uso de 0sso autdégeno isolado no modelo experimental

proposto.

Statkievicz (2022) comparou através de andlise histométrica e
imunoistoquimica o comportamento dos biomateriais bonefill®, bio-oss® e do
0SSO0 autdégeno na enxertia de seios maxilares de humanos. A histometria
apresentou maior formacgéo éssea para o bonefill® (p<0,002) em relagéo ao bio-

0ss®, e maior presenca de biomaterial remanescente para o bio-oss®. A
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imunoistoquimica apresentou um padrao de maturacdo 6ssea maior para o

bonefill® em relacédo ao bio-0ss®.

2-4 Promotores do crescimento 6sseo

As estratégias terapéuticas empregadas que visam complementar ou
substituir a necessidade de enxerto 6sseo autégeno compreendem a
implantacdo de suportes teciduais (enxertos semi-sintéticos ou sintéticos), a
administracéo local de fatores de crescimento e o transplante de células-tronco
mesenquimais (VAZ, 2006). Uma alternativa para a potencializacdo da
cicatrizacdo 6ssea seria a identificacao dos fatores que interferem na reparacao
O0ssea e a modulacao da resposta regenerativa (WHITMAN et al., 1997; MARX
et al., 1998; ANITUA, 1999).

2- 4- 1 Plasmarico em plaquetas (PRP)

O fracionamento do sangue total em seus respectivos componentes €
uma técnica comumente empregada para fins transfusionais. Do fracionamento
resultam 0S componentes eritrocitarios: concentrado de
hemécias, concentrado de heméacias lavadas, concentrado de hemacias
congeladas hemacias rejuvenescidas, concentrado de hemacias com camada
leucoplaquetaria removida e concentrado de hemacias desleucocitado; e os
componentes plasmaticos: crioprecipitado, plasma fresco congelado, plasma
isento do crioprecipitado, plasma comum, néo fresco, normal ou simples; e por
altimo os concentrados de plaquetas (CP) (HELDIN & WESTERMARK, 1999;
BRASIL, 2016).

As plaquetas exercem fun¢des hemostéticas e ndo hemostéaticas. Dentre
as funcbes ndo hemostaticas destacam-se efeitos no processo inflamatério, na
reparacdo de feridas. Interagem com leucdcitos liberando citocinas, aminas
vasoativas, mitdbgenos e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento,
armazenados nos a-granulos, sao responsaveis pela diferenciagcdo e
proliferagdo celular, quimiotaxia, neovascularizagdo e deposicdo de matriz

extracelular. A principal funcdo das plaquetas esta ligada a manutencéo da
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hemostasia, auxiliando na reparacao vascular e impedindo hemorragias, devido

a formacéo do tampao plaquetario priméario (COCCO, 2016).

O plasma rico em plaguetas (PRP) vem sendo utilizado como estimulador
da reparagédo de tecidos moles e duros (MARX, 2000), como uma fonte de
fatores de crescimento obtidos do sangue do paciente pelo processo de
centrifugacdo que sequestra e concentra as plaguetas. Esses fatores de
crescimento ligam-se a receptores especificos na superficie celular de células
alvo, estimulando e/ ou regulando suas acfes como as mitoses, quimiotaxia,
diferenciacéo celular e metabolismo (DILIBERTO & GORDON, 1992; GARG et
al., 2000; CHO et al. 2004).

O reparo espontaneo de diferentes tecidos, incluindo ossos é mediado por
diferentes fatores de crescimento, e 0 processo tem inicio com a formacao do
coagulo sanguineo, continuando com a subsequente degranulacéo de plaquetas
e liberacdo de fatores de crescimento. Muitos fatores tém sido implicados no
processo de reparacdo 6ssea: fatores de crescimento derivados de plaquetas
(PDGFs), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fatores de
crescimento a e B (TGF-a e TGF-[3), fator de crescimento fibroblastico acido e
fator de crescimento fibroblastico basico (a-FGF e b-FGF), fator de crescimento
epidermal (EGF), fatores de crescimento tipo insulina | e Il (IGF-I e IGF-II), fator
de crescimento derivado do cemento (CGF), proteinas relacionadas ao
paratorménio (PTHrP) e proteina morfogenética 1 a 12 (BMPs 1-12). Alguns
desses fatores de crescimento como o PDGFs (aa, bb e ab), TGF 1 e B2, VEGF
e EGF estao no interior dos a-granulos das plaquetas (MARX, 2000).

Apesar de serem produzidos pelas plaquetas, PDGFs ndo séo
usualmente detectados no plasma e a pequena concentracao tem baixa meia-
vida plasmatica (inferior a dois minutos), devido a sua natureza hidrofobica e
cationica. Por outro lado, PDGFs sao facilmente obtidos, pois sua concentracao
aumenta quando as plaquetas sao centrifugadas, no chamado plasma rico em
plaguetas (PRP) (KASSOLIS et al., 2000).

Em resposta a um trauma as plaquetas sdo ativadas e liberam seus
fatores de crescimento que agem no processo de reparo 0sseo. Além desses

observados no coagulo ha também fibrina, fibronectina, vitronectina, que séo
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moléculas de adesdo necessarias a migracdo celular (osteoconducéao,
epitelizacdo da ferida, osteointegracdo) (MARX, 2000; SCHMITZ &
HOLLINGER, 2001). Isso faz com que o PRP também possua propriedades
coesiva e adesiva, ajudando na estabilidade do enxerto sobre a superficie do
defeito 0sseo, facilitando o processo de reparo e também atuando na hemostasia
(KASSOLIS et al., 2000; GARG et al., 2000).

O PRP contém citocinas, além dos fatores de crescimento, entre eles o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento
transformador 3 (TGF), os quais auxiliam na maturagédo acelerada de enxertos
0sseos. Tais fatores de crescimento podem regular a atividade de osteoblastos
e osteoclastos durante o processo de remodelacdo Ossea, além de iniciar e
controlar a reparacdo ap6s um trauma (URIST et al.,1983; BOLANDER,1992;
LIND, 1998; CHEN & ALMAN, 2009).

O quadro 4 apresenta os principais fatores de crescimento e citocinas

liberadas das plaquetas e suas respectivas fungoes.
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Quadro 4: Fatores de crescimento e citocinas envolvidas na regeneracéo tecidual.

Citocina

Fator de crescimento
epidérmico

Fator transformador de
crescimento o

Fator de crescimento do
hepatocito

Fator de crescimento
endotelial vascular

(isoformas A, B, C, D)
Fator de crescimento

derivados das plaquetas
(isoformas A, B, C, D)

Fator de crescimento
derivado do fibroblasto-1
(acido) -2 (basico)

Fator de crescimento
transformador B (isoformas
1, 2, 3), outros membros da
familia sdo BMP e activina

Fator de crescimento do
ceratindcito (também
denominado FGF-7)

Fator de crescimento
semelhante a
insulina-1

Fator de necrose tumoral

Interleucinas

Interferons.

Simbolo
EGF

TGF a

HGF

VEGF

PDGF

FGF

TGF-B

KGF

IGF-1

TNF

IL-1 etc

IFN-a
etc.

Funcdes

Mitogénicos aos ceratinécitos e fibroblastos;
estimula a migragao de ceratindcitos e formagéo
de tecido de granulagéo.

Similar ao EGF, estimula a replicacdo de
hepatdcitos e células epiteliais.

Intensifica a proliferacéo de células endoteliais e
epiteliais e de hepatdcitos; aumenta a motilidade
celular.

Aumenta a permeabilidade vascular, mitogénico
as células endoteliais.

Quimiotaxico aos PMNs, macro6fagos, fibroblastos
e células musculares lisas, ativa os PMNSs,
macrofagos e fibroblastos, mitogénico aos
fibroblastos, as células endoteliais e as células
musculares lisas, estimula a producéo de MMPs
e fibronectina, estimula angiogénese e contracao
da ferida, remodelacéo, inibe a agregacgéo
plagquetaria, regula a expressao da integrina.
Quimiotético aos ffibroblastos, mitogénico aos
ceratindcitos e fibroblastos, estimula a migracao
de ceratindcitos e angiogénese, contracdo da
ferida e deposi¢cédo de matriz.

Quimiotatico aos PMNs, macréfagos, linfocitos,
fibroblastos e células musculares lisas, estimula a
sintese do TIMP, migracao de ceratindcitos,
angiogénese e fibroplasia, inibe a producédo de
MMPs e proliferacdo do ceratindcitos, regula a
expressdo da integrina e outras citocinas.

Estimula a migracéo, proliferacéo e diferenciacéo
do ceratindcito.

Estimula a sintese dos proteoglicanos sulfatados,
colageno, migragéo do ceratinécito e

proliferacé@o de fibroblastos; efeitos endécrinos
similares ao horm&nio do crescimento.

Ativa os macrofagos; regula outras citocinas;
fungbes mudltiplas.

Muitas funcdes. Alguns exemplos: quimotético
aos PMNs (IL-1) e fibroblastos (IL-4),
estimulacao da sintese de MMP-1 (IL-4),
angiogénese (IL-8), sintese de TIMP (IL-6);
regulacdo de outras citocinas.

Ativa os macrdéfagos; inibe a proliferacdo de
fibroblasto e sintese de MMPs; regula

outras citocinas.

BMP, proteinas morfogenéticas 6sseas; PMNs, leucdcitos polimorfonucleares; MMPs,
metaloproteinases da matriz; AH, &cido hialurdnico; TIMP, inibidor tecidual
da metaloproteinase da matriz. Adaptado de Vendramin et al. (2006).
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Gentile & Garcovich (2020) a partir de seus estudos in vitro afirmam que
0 PRP estimula a proliferacdo celular humana. Observaram incremento da
motilidade celular e exocitose de varias importantes substancias extracelulares
regenerativas como colageno tipo | e Ill. Nos testes in vitro, 0 PRP/meio 6timo
foi PRP < 10% (Vol/Vol) enquanto a concentragao plaquetaria ideal desde o inicio
foi de 1,0-1,5 x 10%/uL. Devido ao constante suprimento nutricional e a rapida
difusdo dos fatores de crescimento em todos 0s animais, 0s autores
consideraram o0s estudos que defendem uma concentracdo plaquetaria
relativamente alta para melhor imitar a situagdo in vivo. No entanto,
hiperconcentracdes também podem ser inadequadas, especialmente em tecidos

gue sao pouco vascularizados.

Everts et al. (2020) reconhecem em seu trabalho que ainda h4 uma falta
de padronizacdo e classificagdo quanto as técnicas de preparacgao;
consequentemente, ndo existe consenso sobre as bioformula¢des de PRP, no
que diz respeito as concentracdes efetivas de dosagem plaquetaria necessarias
para facilitar a angiogénese. Avaliaram a acao das plaquetas e suas interacdes
com o sistema imunoldgico inato e adaptativo, abordando a funcionalidade do
PRP na inflamacé&o e na reducéo da dor e a combinacdo de PRP com AINEs,
indicando nessa associacdo uma reducdo na liberacdo de fatores de

crescimento, prejudicando a resposta dos pacientes

2- 4- 1- 1 Obtencéao do plasmarico em plaguetas (PRP)

O sangue coagulado contém 95% de células vermelhas, 5% de plaquetas
e menos que 1% de leucdcitos. No PRP essa relacéo entre células vermelhas e
plaguetas se inverte, com as ultimas ocupando aproximadamente 95% do
volume total. De fato, o processo de preparacao do PRP consiste na segregacao
das plaquetas, mediante centrifugacdes, sendo que sua concentragdo pode

aumentar em seis vezes em relagdo ao sangue normal (GARG et al., 2000).

N&o ha uma definicdo acerca da concentracao ideal de plaquetas para o
PRP, entretanto estudos relatam métodos com um enriquecimento podendo
atingir de 5 a 10 vezes a concentragao plaquetas no sangue, podendo chegar a
um milhdo de plaquetas por uL (FABI & SUDARAM, 2014).
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Varios protocolos de centrifugacdo com o propdsito de concentrar as
plaguetas para a obtencdo do PRP séao utilizados, diferindo em quantidade de
amostra inicial do sangue total; o niumero, velocidade e tempo de centrifugacéo
e 0s tipos de tubos coletores e anticoagulantes (FLORES et al.,, 2012).
O quadro 5 apresenta alguns métodos de obtencdo do PRP descritos por
diferentes autores, explicitando volume de sangue, numero e tempo de

centrifugacdes e componente ativador de plaquetas.

Quadro 5: Protocolos para a obtencdo do PRP, segundo diferentes autores.

Volume sanguineo  Centrifugacao Ativacdo das Referéncias
plaguetas
néo citado 1° estagio: 7 min a mistura de cloreto de Dae et al. (2011)
3.000 rpm célcio e
2° estagio 5 min a trombina
4.000 rpm
10ml 1° estigio: 10 mina  cloreto de Na et al. (2011)
160 g célcio
2° estagio: 10 min a
400 g
40ml 1°estagio: 10 min a gluconato Zhu et al. (2013)
1.500 rpm de célcio
2°, estagio: 20 min a
3.000 rpm
30-60ml 1°est4gio: 15 min a dado néo Jimenez-Canizales
3.200 rpm citado et al. (2014)
10ml 1° estagio: 6 min a cloreto de Mikhael & El-Esawy
1.100 rpm célcio (2014)
2° estagio 10 min a
3.000 rpm
20ml 1°estagio: 10 mina  dado ndo Guerreiro et al.
1.200 rpm citado (2015)
2°estagio: 5 min a
1.200 rpm
3ml 1° estagio: 10 mina  gluconato de calcio Vendramini et al.
400g (2006)
2° estagio 10 min a
800g

2- 4-1 -2 Aplicacdes do plasmarico em plaquetas (PRP)

O PRP tem sido utilizado em diversas areas, como na cirurgia plastica
reconstrutiva, para auxiliar na hemostasia, estimular o crescimento de tecidos
moles e a cicatrizacdo 6ssea, para favorecer a aderéncia de enxertos cutaneos,

unido de enxertos 6sseos, fixagdo de implantes em cranio ou em 0ssos planos.
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Parece ter um potencial ilimitado de aplicacao clinica, em qualquer situacao que
requeira enxertia 6ssea macica ou procedimentos repetidos de enxertia, com a
vantagem de que as hemécias podem ser devolvidas ao paciente, na forma de
papa (MARX et al., 1998).

Diferentes fontes de PRP podem ser utlizadas para terapias
regenerativas, sendo elas a autdloga, homologa e heterdloga, tendo a primeira,
a vantagem de reduzir a transmissdo de doencas infecciosas e reacfes de
rejeicdo imunologica. Porém existem alguns casos nos quais o emprego de PRP
autélogo deve ser evitado, como em pacientes com
feridas associadas a doencas crbnicas, como doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus e hipertensao que ao longo prazo acabam por desenvolverem
um quadro de trombocitopenia, contraindicando sucessivas coletas de sangue,
assim como em casos de feridas extensas causadas por queimaduras
(BARRIONUEVO et al., 2015).

2- 4- 1- 3 Plasmarico em plaquetas (PRP) em cicatrizacdo 6ssea

O PRP pode ser utilizado em defeitos 6sseos ao redor de implantes de
titAnio associados a enxertos 6sseos (WHITMAN et al., 1997), ou a membranas
(PETRUNGARO, 1995).

Existem muitos estudos clinicos com a utilizacdo do PRP para preencher
falhas 6sseas em humanos, como, por exemplo, o acetadbulo expandido, em
associacdo com enxerto 6sseo autégeno ou homélogo, em operacdes de revisao
de protese do quadril e outras (REDDI, 1998).

Aghaloo et al. (2005) em estudo avaliando o efeito do PRP na
regeneracao o0ssea de defeito critico no cranio de coelhos nédo observaram
diferenca significativa entre os grupos sem e com PRP, embora tenha percebido
uma tendéncia ao aumento da densidade e da area 6ssea nos grupos que

receberam o PRP.

Viegas et al. (2006) utilizaram PRP na regeneracdo do tecido 6sseo
alveolar e cortical. Em seus experimentos em um modelo de defeito 6sseo
periodontal em caninos e em modelo de defeito 6sseo cortical em ovinos

verificaram que o comprimento e area Ossea foram afetadas, com valores
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superiores nos acrescidos de PRP, relativamente ao controle, o que ratifica que

o PRP apresenta potencial para estimular a regeneracdo 0ssea.

Andrade et al., (2007) consideraram um fator importante a ser levado em
consideracao o qual sustenta a ideia de melhor reparacéo 6ssea nos tratamentos
com PRP é o incremento no reparo dos tecidos moles que revestem defeitos

0sseos tratados com enxerto e PRP.

Souza (2010) avaliou a cicatrizagdo 0ssea de fraturas experimentais em
cées, observando maior expressao dos fatores de crescimento PDGF-B e TGF-
3 e portanto uma melhor cicatrizacdo éssea nos animais tratados com plasma

rico em plaquetas.

2- 5 Biomateriais e plasma rico em plaquetas (PRP)

As metodologias que envolvem a associagao de diversos biomateriais ao
PRP foram muito estudadas nos anos 2000, especialmente como uma

alternativa importante para falhas 6sseas criticas.

O emprego do PRP representa um dos grandes avan¢os na cirurgia
reconstrutiva, uma vez que oferece acesso aos fatores de crescimento com uma
tecnologia simples e acessivel. Além disso, PRP apresenta capacidade de
formar um gel biolégico no qual pode ser acrescido o enxerto, estabilizando o

coagulo, de modo a funcionar como um adesivo (MANDELLI, 2010).

A HA associada a fatores de crescimento pode formar osso em sitio
ectopico, como no pavilhdo auricular de coelhos. Esta ceramica ofereceu uma
aceitavel armacao para o crescimento 6sseo, e juntamente com a BMP e o PRP
mostraram-se como substitutos 0sseos razoaveis pois foram biocompativeis,

biodegradaveis, osteoindutivos e de natureza osteogénica (VARGAS, 2018).

Aghaloo et al. (2005), compararam PRP com bio-oss®, somente o bio-
0ss®, 0ss0 autdgeno e o grupo controle sem nenhum enxerto, através de quatro
defeitos criados em cranios de 15 coelhos. Como esperado, os resultados do

0SSO0 autdégeno foram superiores.
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Camarini et al. (2006) avaliaram o possivel favorecimento do processo de
reparo 0sseo através da utilizacdo do plasma rico em plaquetas (PRP),
associado a biomateriais em cavidades 6sseas cranianas de caes. Através da
analise microscopica, concluiram que os materiais estudados (hidroxiapatita e
bio-oss® apresentaram propriedade osteocondutora e auséncia de reacao
inflamatdria. A presencga ou ndo do PRP ndo interferiu na evolugéo do reparo, e
segundo os autores, € mister a continuidade de novas investigagdes cientificas

envolvendo o PRP e suas aplicacdes.

Froum et al. (2008) demonstraram em seus estudos comparando o PRP
associado ao bio-oss® e isoladamente bio-oss®, por avaliagbes tomogréficas
por um e dois meses, a presenca de maior densidade 6ssea no grupo com PRP.
Realizaram enxertos sinusais em trés pacientes. Cada paciente recebeu PRP e
bio-oss® em um lado e somente bio-oss® em outro. A avaliacdo da quantidade
de osso vital demonstrou que ndo houve diferenca com a adicdo de PRP. A
avaliacdo do contato osso implante ndo demonstrou nenhum beneficio com o

emprego do PRP.

Em seus estudos, Torres et al (2009) realizaram um ensaio clinico
randomizado de enxertia em cavidade oral com um grupo controle com bio-
0ss® e um grupo de teste bio-0ss® com PRP. Os resultados indicaram que o PRP
pode melhorar a osteocondutividade e as propriedades do biomaterial,

aumentando o novo osso formado.

O plasma rico em plaquetas, quando associado a biomateriais, como a
hidroxiapatita de calcio e o vidro bioativo facilita a incorporacao do enxerto
ao 0sso da maxila, acelerando a cicatrizagdo (MARTINS et al., 2010).

Penteado & Colombo (2013) testaram o uso de VB - uma ceramica com
oxido de silicio associado a PRP na calvaria de 10 coelhos. Os laparos foram
separados em dois grupos e trepanacdes de 8mm foram realizadas em cada
0sso0 parietal com posterior preenchimento com coagulo ou VB num grupo e PRP
ou VB associado a PRP no outro. Realizaram controles radiologicos semanais
e, histolégicos apos 12 semanas de cicatrizacdo dos defeitos criados. Ao final
deste periodo, nenhum defeito preenchido com coagulo estava totalmente

preenchido e por este motivo estes defeitos foram considerados criticos. Quanto
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aos demais grupos, houve um aumento na regeneracdo O0ssea dos grupos
tratados com PRP (sem diferenca entre eles), sugerindo que o PRP carreando
fatores de crescimento como PDGF, TGF-3, VEGF, IGF-I entre outros seja de
fundamental importancia para estimular a diferenciacao osteogénica local. Outra
constatacdo deste trabalho foi a de que o VB sozinho foi incapaz de promover
qualquer tipo de regeneracao 6ssea provavelmente pela auséncia de células ou
dos fatores de crescimento.

Lemos et al. (2015) pesquisaram os efeitos do plasma rico em plaquetas
em associacdo com enxertos 6sseos em aumento do seio maxilar e concluiram
que a meta-analise atual indica que ndo ha influéncia do PRP em associacao
com enxerto 0sseo no 0sso para a formacdo e sobrevida do implante no

levantamento do seio maxilar.

Pocaterra et al. (2016) estudaram a eficacia do plasma rico em plaquetas
como material adjuvante para enxerto 6sseo através de uma revisao sistematica
e metandlise de ensaios clinicos controlados. Dos casos identificados, apenas
um relatou diferenca no aumento 6sseo a favor do uso adjuvante do PRP,
engquanto quatro ndo encontraram diferenca significativa. Nenhum dos estudos

incluidos relatou diferenca significativa na taxa de sobrevivéncia do implante.

Roffi et al. (2016) pesquisaram o uso do plasma rico em plaquetas para o
tratamento de defeitos dsseos, verificaram que os resultados pré-clinicos
parecem apoiar o beneficio do PRP em 91,1 % dos estudos, entretanto uma
andlise mais aprofundada sublinha uma menor taxa de sucesso, com um
resultado positivo de 84,4% em termos de analise histolégica, e ainda menor
guando se considera analises radiolégicas e biomecanicas, 75,0% e 72,7%,
respectivamente. O beneficio do uso de PRP para tratar fraturas e ndao uniées €
questionavel. De modo geral, a literatura disponivel apresenta grandes
limitacbes em termos de baixa qualidade e extrema heterogeneidade, que
dificultam a possibilidade de otimizar o tratamento com PRP e traduzir achados
pré-clinicos positivos sobre seu potencial biologico para favorecer a cicatrizagédo

6ssea em um beneficio clinico real.

Basilio et al. (2018) relataram um caso clinico de tratamento na regiéo

posterior da maxila de enxerto em seio maxilar utilizando hidroxiapatita (HA)
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sintética versus xenoenxerto (bio-oss®) acompanhado de L-PRF (fibrina rica em
plaguetas e leucdcitos) com o objetivo de instalar implantes dentais, com
posterior andlise clinica e histoldgica da neoformacdo 6ssea. Os biomateriais
utilizados no caso clinico foram selecionados por suas caracteristicas fisico-
quimicas, com granulacdo 0,25mm a 1,00mm porosa e de baixa cristalinidade.
Estas caracteristicas dos biomateriais proporcionaram sua substituicdo gradual
por tecido 6sseo e uma regeneracdo 0ssea adequada, além de promoverem a
osseoconducdo para a formacdo de novo 0sso em contato intimo com o
biomaterial, observado na histologia. Clinicamente, todos biomateriais

permitiram a instalagéo dos implantes com torque de 45 N.

Segundo Claudino & Alves (2019) o plasma rico em plaquetas atua como
um fator de crescimento para enxertos 0sseos e atualmente estudos e
experiéncias com este adicionado ao biomaterial tem mostrado uma
consolidacdo mais rapida e uma mineralizagdo do enxerto na metade do tempo,
além de uma melhora de 15% a 30% na densidade do osso trabecular,
promovendo o conceito, que o PRP, um coagulo de fibrina (as vezes referido
como uma cola de fibrina), € rico em plaquetas as quais liberam, em periodos
ciclicos, PDGF e TGF-B. O PDGF parece ser o primeiro fator de crescimento
presente em uma ferida e inicia a reparacdo do tecido conjuntivo, incluindo
regeneracao e reparo 0sseo. Além de, ser altamente aceito pelo organismo, nao
tendo qualquer tipo de rejeicao pelo paciente.

Ponte (2020) realizou pesquisa cujo objetivo foi analisar
histomorfometricamente alvéolos dentarios humanos pés-extracao tratados com
fibrina autéloga, fosfato de calcio bifasico ou uma associacdo de ambos. Foram
testados diferentes tratamentos: preenchimento com fibrina autéloga na forma
de plug recoberto por membrana de fibrina (G1), fibrina associada a enxerto
aloplastico a base de hidroxiapatita e beta fosfato tricalcio recobertos por
membrana de colageno (G2) ou enxerto aloplastico a base de beta fosfato
tricalcio recoberto por membrana de colageno (controle). A avaliacéo
histomorfométrica de cada amostra foi baseada em trés microtomias e dez
campos histolégicos por microtomia, sendo analisada a média e o desvio padréo
de osso neoformado, tecido conjuntivo, biomaterial remanescente e outras

estruturas. Os dados paramétricos foram analisados por ANOVA e pOs-testes de
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Tukey e significancia estatistica de 5% (p<0,05) e seguiram avaliacdo de
normalidade com o teste de Jarque-Bera (JB). Houve maior média de 0sso
neoformado em G1 (68,83% 4,95) em comparacdo a G2 (35,69% 7,86) e
controle (16,28% 13,90). O controle teve maior presenca de tecido conjuntivo
(61,56 % 11,85), seguido do G2 (32,67% 13,69) e G1 (13,95% 3,48). Houve
maior presenca de biomaterial em G2 (15,75% 11,63), mas sem diferenca
estatistica para o grupo controle (8,43% 3,10). O parametro outras estruturas,
seguiu sem diferencas estatisticas, G1 (17,21% 5,53), G2 (15,88 % 7,06) e
controle (13,73 % 4,78). O bom padréo de regeneracdo 0ssea obtido com uso
de fibrina isolada sugere a eficcia e a efetividade desta modalidade terapéutica,
estimulando o uso clinico deste concentrado plaquetario no consultério

odontologico.

Marchiolli & Moreno (2022) apresentaram um caso clinico de regeneracao
O0ssea guiada com uso de fibrina rica em plaquetas e leucécitos. Apds a
exodontia foi conduzida a instalacédo imediata do implante e regeneracdo 0ssea
guiada. Observaram no estudo a integridade do substituto 6sseo na regido

enxertada, assim como, a saude e a integridade peri-implantar.

2- 6 Analises empregadas para o estudo da neoformacao 6ssea
2- 6- 1 Analise histolégica

Mediante a observacdo das laminas preparadas ao microscopio éptico é
possivel a identificacdo dos diferentes tipos celulares presentes na amostra, e
dessa forma a classificacdo dos diferentes estagios da reparacdo éssea, assim

como eventuais processos patoldgicos.

O processamento histolégico inicia com a lavagem das amostras em agua
corrente por 24 horas com objetivo de eliminar o fixador (formol), em seguida é
promovida a desidratacdo para promover a retirada de agua do tecido, de forma
que possibilite a posterior infiltracdo da resina, ja que estes ndo sao misciveis. O
passo seguinte € a diafanizacdo, ou seja, a remocéao total de residuos de agua

e alcool contidos na amostra. As amostras devem permanecer dois dias e, ainda,
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seguidos de uma nova troca por mais dois dias no xilol. Dessa forma, o uso do
xilol, além de completar a desidratacdo, permite uma condi¢cdo favoravel a
infiltracdo da resina. A infiltracdo é o periodo necessario para que a resina
metilmetacrilato (MMA) seja dissipada por toda amostra preenchendo o tecido

sem descalcificar.

A inclusdo € a etapa na qual a resina é vertida sobre a peca cobrindo-a
totalmente com excesso de solucdo. Uma vez a amostra estando inclusa, o
proéximo passo é a microtomia, que consiste na obtencdo de finas sec¢des ou
cortes do bloco de resina permitindo a confeccao de laminas histoldgicas. O
bloco deve ser posicionado conforme o plano de interesse. Nas amostras com
implante, por exemplo, o bloco é posicionado de forma que o sentido do corte

esteja de acordo com o longo eixo do implante.

A coloracdo é um conjunto de etapas a que as laminas histoldgicas sao
submetidas para observacdo com clareza diferentes contrastes, o que permitira
identificar e distinguir significativamente diferentes estruturas teciduais

resultando em uma analise qualitativa e quantitativa da amostra.

2- 6- 2 Analise histomorfométrica

A histomorfometria € um método que fornece consistente informacéo
sobre a organizacdo microscopica e estrutura do tecido 6sseo, através de andlise
assistida por computador das imagens dos cortes histolégicos. E uma avaliag&o
histol6égica de uma regido Ossea calcificada com o objetivo de estudar a
remodelacdo estatica e dindmica além da estruturacdo Ossea (KULAK &
DEMPSTER, 2010), ou seja, quantifica o processo de formacao e reabsorcao
0ssea (VARGAS, 2018).

A andlise histomorfométrica é tradicionalmente avaliada em duas
dimensdes por meio da histologia, onde os parametros estruturais e de
remodelacdo sdo medidos em trinta e seis medi¢des feitas em microscépios,
sendo as variacdes avaliadas area, perimetro e espessura. Os parametros sao

divididos em duas categorias: estrutura, a qual fornece informagbes precisas
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sobre a massa 0ssea e remodelamento, através do qual é possivel averiguar a
quantidade de osso ndo mineralizado (osteoide) e a extensédo da cavidade de
absorcao (KULAK & DEMPSTER, 2010, ALVES, 2005).

2- 6- 3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os microscopios épticos convencionais limitam-se a um aumento maximo
de 2.000 vezes, acima disso detalhes menores sdo imperceptiveis. Os aparelhos
mais modernos permitem aumentos de 300.000 vezes ou mais, para a maior
parte dos materiais solidos, conservando a profundidade de campo compativel
com a observacao de superficies rugosas. A andlise através da MEV permite
observar a topografia superficial dos biomateriais especialmente em relacao ao
aspecto microscopico, tamanho dos granulos e porosidade. A MEV é uma das
mais versateis analises disponiveis para a observacdo de caracteristicas
microestruturais de materiais solidos em estudos in vitro e in vivo (DEDAVID,
2007).

A principal razéo de sua utilidade € a alta resolucéo que pode ser atingida.
Outra caracteristica importante da MEV é a aparéncia tridimensional da imagem,
resultado direto da grande profundidade de campo. Possibilita também o exame
em pequenos aumentos e com grande profundidade de foco, o que € muito util,
pois a imagem eletrébnica complementa a informacéao obtida pela imagem optica.
As imagens fornecidas por MEV possuem carater virtual, sendo visualizadas em
um monitor através da transcodificacao da energia emitida pelos elétrons. A MEV
pode ser usada na caracterizacdo de amostras biolégicas ndo resistentes a
grandes diferencas de pressdo e qualquer outro tipo de amostra na qual a
metalizagdo pode gerar artefatos. Um dos objetivos da MEV é a analise de
superficies irregulares, como dos o0ssos, favorecendo uma analise qualitativa
uma vez que a andlise qualitativa acurada de sua superficie é dificil pela

dificuldade em se padronizar amostras bioldgicas (DIAMANTINO et al., 2017).

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) pode ser
empregada para a realizagdo de estudos de caracterizagdo morfologica,

microestrutural de biomateriais e na avaliacao celular e tecidual de biomateriais
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obtidos de estudos in vitro e in vivo. Um dos objetivos da técnica de MEV é a

avaliacao de superficies irregulares, como os 0ssos (DIAMANTINO et al., 2017).

Pode conceder informacfes relevantes sobre as caracteristicas
estruturais e identificacdo de elementos quimicos de materiais solidos,
permitindo alta resolucdo das amostras analisadas, propiciando imagens

tridimensionais, resultantes d a grande profundidade de campo. Pode-se afirmar

ainda que o exame de MEV funciona como um complemento do exame de
microscopia Optica (DEDAVID, 2007).

Landi et al. (2008) realizaram experimentos sobre a caracterizagao
morfolégica e microestrutural empregando MEV para a avaliagdo de biomateriais
de fosfatos de célcio granulados de hidroxiapatita com 5,7% em mol de

magnesio.

Estudos de MEV sobre a caracterizacdo da viabilidade celular in vitro com
osteoblastos utilizando o biocimento de HA granulada na forma de microesferas
microporosas revelaram a morfologia dessas microesferas de HA com tamanhos
entre aproximadamente 100y e 300um. Ja o resultado obtido da viabilidade
celular no teste in vitro mostrou a presenca de osteoblastos aderidos na
superficie das microesferas, indicando que o biocimento € bioativo e
biocompativel (GINEBRA et al., 2010).

Zhang et al. (2013) pesquisaram a viabilidade in vitro de osteoblalstos por
um periodo de 12 horas, com o0 uso de biocimentos de silicatos de célcio
carregados com proteina morfogenética humana. Observaram em suas
micrografias obtidas por MEV que ocorreu a adesdo de osteoblastos na
superficie do biocimento. Concluiram que o biocimento de silicato de célcio é

bioativo, biocompativel, podendo ser usado como substituto 0sseo.

2- 6- 4 Dureza Shore A (analise macroscopica)

O ensaio de dureza Shore A € realizado com objetivo de avaliar a
resisténcia a penetracdo apresentada pelo novo tecido formado. Este ensaio
procura relacionar os valores obtidos da dureza Shore A entre as diferentes

composi¢coes de biomateriais utilizados em implantes. A metodologia
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empregada é semelhante a utilizada por outros autores que utilizaram a dureza
Shore A para avaliacdo das propriedades mecanicas do 0sso humano
(WAHNERT, 2010).

3 OBJETIVOS
3- 1 Objetivo geral

Avaliar o processo de crescimento 6sseo guiado em calvérias de coelhos
e comparar o beneficio do emprego de diferentes biomateriais granulados
microporosos (HA, bio-oss® e bonefill®), isolados e com a associacao de plasma

rico em plaguetas (PRP) autélogo, em diferentes tempos de evolucao.

3- 2 Objetivos especificos

» Por meio de histologia avaliar qualitativamente o modelo de crescimento
0sseo guiado proposto, nos tempos 60 e 90 dias:

e identificar os diferentes tipos celulares presentes nas amostras
coletadas;

» Por meio de histomorfometria avaliar quantitativamente o modelo de
crescimento 0sseo proposto, nos tempos 60 e 90 dias:

e (quantificar o percentual de osso neoformado presente nas amostras
coletadas;

» Por meio de histomorfometria estimar a incorporacdo ou absorcédo dos
biomateriais nos tempos 60 e 90 dias;

e quantificar o percentual de biomaterial remanescente;

» Através da comparacao entre os grupos 60 e 90 dias de acompanhamento
com plasma rico em plaquetas (PRP) e os grupos 60 e 90 dias sem PRP,
estimar a capacidade osteogénica do PRP:

e comparar os diferentes tipos celulares encontrados nos estudos
histoldgicos;

e comparar o percentual de osso neoformado através dos estudos
histomorfométricos;

e comparar a infiltracdo celular observada através dos estudos por

microscopia eletronica de varredura,
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» Pormeio do teste de dureza, comparar a resisténcia mecanica dos diferentes
biomateriais e avaliar a influéncia do plasma rico em plaquetas:

e correlacionar os resultados obtidos com os diferentes tipos celulares
encontrados na histologia, e com o0s percentuais de 0sso neoformado
encontrados na histomorfometria;

e correlacionar os resultados obtidos com as caracteristicas morfolégicas
obtidas nas andlises por microscopia eletrénica de varredura (MEV);

» Por meio de microscopia eletronica de varredura avaliar qualitativamente as
capacidades osteocondutiva e osteointegrativa dos diferentes biomateriais
(hidroxiapatita, bio-oss® e bonefill®):

e verificar a presenca de crescimento celular;

e verificar a presenca de infiltrag&o por proliferamentos fibroblasticos entre

0S poros.

4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi encaminhado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC),
protocolo n°8269030220, e foi conduzido conforme normas do CONCEA

(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal).

Para o estudo foram estudados vinte coelhos, os quais foram divididos
em quatro grupos de cinco animais, dois para coleta de amostras aos 60 dias de
pés-operatorio e dois para coleta aos 90 dias. Em cada unidade experimental
foram empregados trés diferentes biomateriais (hidroxiapatita, bio-oss® e
bonefill®), acrescidos ou ndo por PRP (Quadro 6). O modelo empregado
compreendeu vinte unidades experimentais que foram divididas em quatro
grupos. Dos quatro grupos, dois tiveram coletas de amostras aos 60 dias de pos-
operatorio e dois aos noventa dias. Dois grupos de 60 dias, dois receberam
tratamento somente com biomateriais e dois com os biomateriais acrescidos por

PRP. De maneira analoga procedeu-se para os pacientes dos grupos 90 dias.



Quadro 6: Demonstracéo do delineamento experimental.

Unidades 20 coelhos

experimentais

Tempo 60 dias 90 dias
avaliacao
Tratamento | Biomateriais | Biomateriais | Biomateriais | Biomateriais
sem PRP com PRP sem PRP com PRP
Grupos 5 coelhos 5 coelhos 5 coelhos 5 coelhos
experimentais
Identificagcdo | C1-6 C1l-6P C1-9 C1-9P
C2-6 C2-6P C2-9 C2-9P
C3-6 C3-6P C3-9 C3-9P
C4-6 C4-6P C4-9 C4-9P
C5-6 C5-6P C5-9 C5-9P

Fonte: Autor

Legenda:
C1-6: coelho 1, 60 dias sem PRP; C1-9 coelho 1, 90 dias sem PRP;
C2-6: coelho 2, 60 dias sem PRP; C2-9: coelho 2, 90 dias sem PRP;
C3-6: coelho 3, 60 dias sem PRP; C3-9: coelho 3, 90 dias sem PRP;
C4-6: coelho 4, 60 dias sem PRP; C4-9: coelho 4, 90 dias sem PRP;
C5-6: coelho 5, 60 dias sem PRP; C5-9: coelho 5, 90 dias sem PRP;
C1-6P: coelho 1, 60 dias com PRP; C1-9P: coelho 1, 90 dias com PRP;
C2-6P: coelho 2, 60 dias com PRP; C2-9P: coelho 2, 90 dias com PRP;
C3-6P: coelho 3, 60 dias com PRP; C3-9P: coelho 3, 90 dias com PRP;
C4-6P: coelho 4, 60 dias com PRP; C4-9P: coelho 4, 90 dias com PRP;

C5-6P: coelho 5, 60 dias com PRP; C5-9P: coelho 5, 90 dias com PRP;
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A parte do experimento que envolveu procedimentos clinicos, desde a
adaptacdo dos modelos experimentais, processamento de plasma rico em
plaguetas, realizagéo de cirurgias, acompanhamento p6s-operatorio e coletas de
amostras foi conduzida no Hospital de Clinicas Veterinarias, UDESC — CAV
(Lages/SC).

O processamento histologico e histomorfometria por sua vez deu-se
junto ao Laboratério de Patologia Veterinaria (LABOPAVE), na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), em Curitibanos, SC.

As analises por microscopia eletrénica de varredura foram realizadas em
parceria com o Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME), na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em Florianopolis.

4- 1 Biomateriais estudados
4- 1- 1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita utilizada para realizacdo deste trabalho foi sintetizada e
fornecida pelo Grupo de Estudos em Biomateriais do CCT (Centro de Ciéncias
Tecnoldgicas), UDESC, Joinville, SC.

Neste experimento os granulos foram caracterizados quanto a sua
morfologia, cristalografia e fisico-quimica. As investigacdes foram realizadas por
meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), difratbmetria de raio X,
analise do tamanho de particula pelo método teérico de Scherrer e pelo método
de difracdo a laser. A espectroscopia de infravermelho e a analise por

fluorescéncia de raio x possibilitaram a avaliacdo quimica.

Os biomateriais utilizados como controle foram os comerciais bio-0ss®, e
bonefill®, com granulometria de 0,25 — 1mm e 0,6 — 1,5mm respectivamente,

sendo comprados diretamente com as distribuidoras.

4- 1- 2 Bio-0ss® (0,25 - 1mm)

Geistlich Pharma do Brasil
Av. Brig. Faria Lima, 1461 - 13 andar - c¢j. 131/134
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01452-002 Sao Paulo — Brazil
Fone 11 3097-2555 11 4118-1777

4- 1- 3 Bonefill® (0,6 — 1,5mm)

Bionnovation Produtos Biomédicos LTDA.
Rua Laureano Garcia, 1-275 —CEP: 17039-760 Bauru - SP
Fone 55-14 4009 2400 « SAC 0800 707 3824

4- 2 Plasma rico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas foi processado junto ao Laboratério de
Patologia Clinica da UDESC/ Lages, a partir do sangue coletado do proéprio

paciente previamente anestesiado para a realizacdo do procedimento cirdrgico.

4- 2- 1 Obtencao do plasma rico em plaquetas (PRP)

A obtencéo do plasma rico em plaquetas foi conduzida através da técnica
adaptada de Vendramini et al. (2006), com processamento das amostras de
sangue total imediatamente apos a coleta de 3ml, proveniente da artéria auricular
dos coelhos desta pesquisa. Esse volume foi armazenado em tubos contendo
citrato de sodio como anticoagulante. Em seguida conduziu-se a contagem de

plaguetas manual para obtencédo do niamero basal.

As amostras foram submetidas a primeira rotacdo a 400g durante 10
minutos. O sobrenadante do plasma foi entdo separado e armazenado em tubos
de vidro, sendo novamente submetido a rotacdo, dessa vez a 800g durante 10
minutos. O sobrenadante pobre em plaquetas foi descartado, restando cerca de
1ml de plasma enriquecido (Figura 5). Desta amostra foi realizada uma nova
contagem de plaquetas e apos, a esta amostra foi adicionado 0,3ml de gluconato
de calcio 10% e deixado em banho maria a 37°C por 15 minutos para estimular

a ativacao plaquetaria.
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Figura 5: A- Aspecto do PRP autdlogo processado a partir de 3ml de sangue; B- O mesmo
coagulo fracionado em trés partes para a adequagédo em trés campanulas com os diferentes

biomateriais.

Fonte: Autor

4- 2- 2 Contagem do numero de plaquetas

Foram utilizados trés métodos de contagem de plaquetas com a finalidade

de melhor interpretacdo dos dados, sem alteracdes por metodologia.

Contagem automatizada por analisador hematolégico BC 2800 Vet:
neste equipamento ocorre a diluicdo das células do sangue em um
condutor elétrico, deixando as células passarem por uma pequena
abertura entre dois eletrodos. A impedancia elétrica € gerada
proporcionalmente ao tamanho da célula a medida que essa passa
pela abertura;

Contagem por estimativa em esfregago sanguineo: ap0s confeccéo
dos esfregacos sanguineos, estes foram corados com corante tipo
Romanowsky e entdo as plaguetas foram estimadas em 5 campos de
visdo em aumento de 1000 x em imersao;

Contagem manual em hemocitémetro: foi utilizada diluicdo 1:100 de
amostra de sangue para solucao de oxalato de ambnio 1%, que é
responsavel pela lise dos eritrocitos e leucdcitos. A amostra diluida foi
submetida a forte agitacdo com auxilio de agitador tipo Vortex para
auxiliar a lise. Os dois reticulos do hemocitdmetro foram preenchidos
e mantidos incubando por 20 minutos. A contagem foi realizada nos

dois reticulos da camara e o resultado foi multiplicado pelo fator 2525.
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4- 3 Modelos experimentais

Foram estudados vinte coelhos (Oryctolagus cuniculus — coelho
doméstico), mesticos, machos, com média de idade de oito meses e peso médio

de 4Kg, considerados saudaveis por meio de exame fisico.

Foram alojados no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) do CAV/
UDESC, em gaiolas de 60x60x60cm, em temperatura controlada, alimentacao
com racao peletizada para a espécie, alimentacéo natural (folhas verdes, feno e
cenouras) e 4gua ad libitum, previamente ao experimento, para adaptacdo ao
manejo e posteriormente aos procedimentos cirlrgicos para acompanhamento
clinico (Figura 6). Antes dos procedimentos (um més) foi administrada
ivermectina (0,4mg/kg, via subctanea).

Figura 6: Alojamento de coelhos em gaiolas suspensas com ragdo e agua ad libitum.

Fonte: Autor

4- 4 Procedimentos anestésicos e cirargicos

As intervencdes anestésicas e cirargicas foram conduzidas pela mesma

equipe durante todo experimento.

4- 4-1 Preparo pré-operatorio

Apos a avaliagdo clinica, foram feitas coletas de 4ml de sangue da veia
marginal da orelha para realizacdo de hemograma e bioquimica sérica (alanina
amino transferase e creatinina). Foi instituido jejum sdlido de 4 horas antes dos

procedimentos anestésicos.
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4- 4- 2 Medicacdo pré-anestesica

Mediante contencdo fisica com campo cirdrgico (Figura 6), foi
administrada a medicacdo pré-anestésica (Cetamin®, Syntec, Santana de
Panaiba/SP, Brasil) na dose de 10 mg/kg associada a midazolam 0,5% na dose
de 2,0mg/Kg, via intra-muscular(Laboratério Cristalia Sdo Paulo Brasil) e sulfato
de morfina (Dimorf®, Cristalia, Itapira/SP, Brasil) na dose de 0,5mg/Kg por via
intramuscular. As orelhas foram preparadas com tricotomia para o acesso arterial
(coleta de sangue para separacdo do PRP) (Figura 7) e venoso (fluidoterapia
trans-operatoria). Para a profilaxia antimicrobiana empregou-se enrofloxacina

(10mg/kg, por via intravenosa).

Figura 7: A- Contencéo fisica do paciente com campo cirurgico para a
administracdo de medicacgao pré-anestésica; B- Acesso da artéria auricular
mediante anestesia e antissepsia para a coleta de sangue.

Fonte: Autor

A tricotomia do campo operatério abrangeu a por¢éo dorsal do cranio,
desde as orelhas até os processos supraorbitais rostrais, com os limites laterais

margeados pelas pélpebras superiores.

4- 4- 3 Inducdo e manutencado anestésica

Os animais foram induzidos com isoflurano (medicamento genérico,
BioChimico, Rio de Janeiro/RJ, Brasil) através de mascara facial. Apés
relaxamento mandibular foi conduzida a abertura da cavidade oral, borrifando-
se na regido da glote, cloridrato de lidocaina 100mg/ml, em spray, para em
seguida realizar a introducéo da mascara laringea (V-Gel® Docsinnovent Ltda,
London/UK) de tamanhos R3 ou R4, dependendo da compatibilidade com o
tamanho do animal. A mascara laringea foi utilizada para manutencdo da

anestesia inalatoria com isoflurano a 1CAM, diluido em oxigénio a 100%, em
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vaporizador calibrado, com fluxo variando entre 200-300ml/kg/min. Resgates
analgésicos foram instituidos com fentanil (5mcg/Kg), (Laboratério Cristalia, Sao
Paulo, Brasil) conforme necessidade, mediante monitoragc&o. Na linha de incisdo
conduziu-se a infiltracdo subcutanea em linha de lidocaina 2% (medicamento
genérico, Hypofarma, Ribeirdo das Neves/MG, Brasil) sem vasoconstritor, na
dose de 7 mg/kg (Figura 8).
Figura 8: A- Paciente em decubito lateral direito, com acesso venoso para fluidoterapia e
administragdo de medicamentos e mascara inserida e conectada ao sistema de Baraka. B-

Modelo da mascara V-gel empregada na intubacéo,C- Paciente em decUbito esternal,

anestesiado no sistema de baraka. D-Infiltracdo de anestésico local em campo cirdrgico apés a

antissepsia.

Fonte: Autor

Foram aferidos os seguintes parametros: frequéncia cardiaca (FC — bat/
min), com estetoscopio; saturacdo parcial de oxigénio na hemoglobina (SpO2 -
%) pelo pulso oximetro com o sensor posicionado na regido escrotal ou pavilhdo
auricular, com auxilio de um monitor multiparamétrico (Datex-Ohmeda 9100C);
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frequéncia respiratoria (f - mov/ min), através da movimentacéo do gradil costal,

temperatura retal (TR °C) através de termdmetro digital.

4- 4- 4 Técnica operatoéria
Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo cirurgido.

Com o paciente em decubito esternal, membros presos junto a mesa
cirdrgica, cabeca mantida na mesma altura do dorso com o emprego de um apoio
sob a mandibula, orelhas tracionadas caudalmente e fixadas com esparadrapo,
realizou-se a antissepsia do campo operatério com o emprego do protocolo
alcool-iodo-alcool.

Para os pacientes dos grupos 60 e 90 dias para os quais foi empregado
PRP, a obteng&o do mesmo deu-se como descrito anteriormente.

Apos adequacao dos campos cirurgicos (Figura 9- A) foi iniciada a diérese
através de uma incisdo cutanea retilinea magistral sobre a crista sagital, em
sentido rostrocaudal, estendida até proximo da regido interorbital, com
aproximadamente 5cm de comprimento. Ato continuo o periésteo foi incisado e
rebatido lateralmente, com o auxilio de um elevador periosteal, para permitir a

exposicao dos 0ssos parietais esquerdo e direito e o osso frontal (Figura 9— B).

Figura 9: A- Paciente posicionado, em plano anestésico, com campos cirlrgicos

fixados; B- Periosteo sendo rebatido para a exposicdo 6ssea, mediante diérese de pele e

subcutaneo prévias.

Fonte: Autor
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A regido exposta foi dividida em trés partes, onde, em cada uma delas,
foram adaptadas guias de crescimento de nailon, preenchidas no sentido
rostrocaudal por:

» | hidroxiapatita
> |l bio-0ss®
> 1l bonefill®,

Foram operados vinte animais, separados em quatro grupos de cinco,
sendo dois grupos para coleta de amostras para estudos aos sessenta dias e
dois grupos para coletas aos noventa dias. Dos dois grupos de cada periodo de
avaliacdo, em um foi empregado o biomaterial isoladamente e em outro

acrescido por PRP auto6logo, no interior das campanulas.

Os dispositivos empregados para a implantacdo dos biomateriais nas
calvarias, associados ou ndo ao PRP, foram confeccionados em nailon, um
polimero termopléstico ddctil, com boa usinabilidade e propriedades mecénicas.
O nailon possui estabilidade quimica, sendo bioinerte, com baixa molhabilidade
em fluidos corporeos. O dispositivo foi fabricado pelo CCT/UDESC com
dimensbes de 5mm de altura e 10mm de didametro interno, tendo entdo um

volume interior com cerca de 0,314cm? (Figura 10). Foi esterilizado previamente.

Figura 10: A- Desenho representativo do dispositivo de nailon. B- Guia de crescimento de
nailon. Observar orificio central através do qual era conduzida a fixagdo 6éssea mediante
introducéo de parafuso cortical.

e |4 B
v

Altura
externa
Smm

DidmetroJdnterno:
10mm

Volume |ntern<;.
0.314cm’

B = e

Fonte: Grupo de Pesquisa em biomateriais da UDESC/CCT- Joinville.

Para a fixagdo das guias preenchidas com os biomateriais (Figura 11- A)
foram realizadas perfurac¢des corticais com broca ortopédica de 1.5mm acoplada
a uma guia de broca, seguidas de rosqueamento cortical com um rosqueador de

mesmo diametro. Apds este procedimento e afericdo da espessura cortical com
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um medidor de profundidade, foram introduzidos parafusos corticais sextavados
nao bloqueados de 10mm a 15mm de comprimento, fixando a guia a cortical
0ssea com auxilio de uma chave hexagonal (Figura 11- B). As campanulas foram

dispostas em linha devido ao reduzido tamanho das calvarias dos animais.

Figura 11: A- Campanula preenchida por biomaterial, para o implante na superficie 6ssea ja

preparada; B- Fixacdo da campéanula com parafuso.

Fonte: Autor

A sequéncia de fotos da figura 12 demonstra a sequéncia de
posicionamento dos dispositivos de nailon contendo os diferentes biomateriais
nas calvarias dos coelhos. A dermorrafia foi realizada com fio monondilon

monofilamentar n°3-0, com pontos de aposicéo.

Figura 12: Sequéncia de campanulas fixadas contendo diferentes biomateriais, pela ordem de
rostral para caudal, hidroxiapatita, bioss®, bonefill® (A, B, C); aspecto de trés campéanulas
fixadas e inicio da aproximagéo cutanea (D) e dermorrafia concluida com fio mononéilon 2.0

(E).

Fonte: Autor
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4- 4- 5 POs-operatorio

Ao término dos procedimentos cirirgicos os animais foram identificados
atraves de microchipagem (Figura 13).

Figura 13: (A) Dispositivo empregado para microchipagem; (B) Conferéncia do
procedimento no pés-operatoério imediato.

Fonte: Autor

A analgesia dos animais foi realizada no pos-peratério imediato, com
opioide cloridrato de tramadol, (laboratério Cristalia, Sdo Paulo — Brasil) na dose
de 6mg/kg por via subcutanea, TID) apenas no primeiro dia de pds operatorio,
anti-inflamatérios ndo esteroidais, meloxicam 0,2% (Maxican®, Ouro Fino,
Cravinhos/SP, Brasil) associado a dipirona sédica (D-500, Zoetis, Campinas/SP,
Brasil) na dose de 25 mg/Kg, duas vezes ao dia, respectivamente, todos pela via
subcutanea, além do uso de antibioticoterapia enrofloxacino 2,5% (Chemitril®
2,5%, Chemitec, Sado Paulo/SP, Brasil) na dose de 5 mg/Kg, duas vezes ao dia

por via intramuscular, nos trés dias subsequentes.

Os animais foram submetidos a avaliacfes clinicas periddicas (duas
vezes ao dia nos primeiros 10 dias e apds, uma vez ao dia), observando a
presenca de sinais locais ou sistémicos de infeccdo ou outras alteracdes, que
uma vez detectados pudessem comprometer a evolucdo do experimento,
fossem registradas e os animais, caso necessario, descartados. Quanto a ferida
cirirgica, esta foi examinada diariamente nos primeiros 10 dias de pos-
operatorio, sendo realizada a limpeza duas vezes ao dia, com solugcédo NaCl 0,9%

estéril. As suturas foram removidas ap6s 10 dias de cirurgia.
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4- 4 Preparo das amostras

Apos 60 e 90 dias da intervencdo os animais foram submetidos a
eutanasia, para coleta e avaliacdo das calvarias. Para tanto administrou-se como
medicacdo pré-anestésica a associacao de cetamina 10% (Cetamin®, Syntec,
Santana de Panaiba/SP, Brasil) 20mg/Kg via intramuscular e midazolam 0,5%
2mg/Kg, por via intramuscular, (Laboratério Cristalia, Sdo Paulo Brasil) seguida
por inducdo anestésica com propofol 1% (5m/Kg), por via intravenosa(
Laboratério Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) Na sequéncia os animais receberam
10ml de solucao de cloreto de potassio 19,1% (Laboratério Santec, Lagoinha,
Ribeirdo Preto) por via intravenosa, até que ocorresse parada cardiorrespiratéria

confirmada por auscultacéo.

Para obtencdo das amostras, o acesso foi conduzido de forma anéloga a
descrita para o procedimento cirargico. Apos incisdo de pele no mesmo local da
cirurgia e rebatimento dos tecidos moles, seccionou-se as calvarias com
emprego de uma serra oscilatoria, realizando-se assim a retirada da porgao de
tecido 6sseo contendo as guias de nailon com os diferentes biomateriais
implantados (Figura 14). O material coletado foi fixado em solucdo de
formaldeido a 10% e armazenado em frascos individuais devidamente

identificados, por 7dias.

Figura 14: Aspecto da amostra contendo as campanulas imediatamente apds a coleta.
Observar tecido cicatricial envolvendo os dispositivos.

Fonte: Autor

ApOs esse periodo, procedeu-se a remocéao dos tecidos moles adjacentes
(Figura 15- A) e das guias de nailon. Com as amostras contendo somente o
crescimento 6sseo obtido no interior das trés campanulas (Figura 15- B), quando

entdo foi efetuado o teste de dureza (Figura 15- C).
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Figura 15: A- Amostra fixada para remocao de parafusos e tecidos moles adjacentes. Figura:
B- Aspecto da amostra apds a remocao das campéanulas; C- Amostra fixada para aferi¢cdo de
dureza.

Fonte: Autor

Posteriormente seccionou-se os fragmentos 6sseos (calvarias) em trés
partes correspondentes a cada biomaterial, com o auxilio de um disco
diamantado acoplado a um motor elétrico (Figuras 16- A e B), Cada crescimento
guiado foi novamente fragmentado em duas partes (Figura 16- C), uma para ser
destinada para analises histologica e histomorfométrica e outra para microscopia
de varredura, que foram armazenadas em frascos individuais com formaldeido

tamponado a 10% por mais 7 dias.

Figura 16: A- Seccdo da amostra com disco diamantado acoplado a motor elétrico; B- Pontos
de secc¢do para a separacdo dos crescimentos 6sseos guiados com os diferentes biomateriais;
C- Seccao de um crescimento guiado para encaminhamento para estudos histolégicos,
histomorfométricos e de MEV.

Fonte: Autor

4- 5- 1 Avaliacao histolégica
Esta avaliacdo foi conduzida junto ao LABOPAVE (Laboratério de

Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Catarina), UFSC, em

Curitibanos, SC. As leituras em microscépio Optico foram realizadas por um
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especialista sem o conhecimento do tratamento empregado nas amostras, para

a observacédo da celularidade.

Os fragmentos 0sseos coletados ao longo do experimento, de acordo
com cada grupo, aos 60 e 90 dias de pos-operatorio, foram mantidos em solugéo
de formaldeido tamponado a 10% por 15 dias, para realizacdo da avaliacdo

histoldgica, sendo identificados conforme o grupo.

Para o processamento das amostras empregou-se o método padréo,
apos a descalcificacdo com &cido nitrico a 10%, para posterior histotécnica,
guando foram desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e posteriormente
colocadas em placas de parafina. As amostras parafinadas foram cortadas com
micrétomo, em cortes variando entre 4-5um de espessura e apés fixadas em

laminas de microscopia, que foram coradas com hematoxilina de Harris e eosina.

O critério de avaliacdo, adaptado de Valiati et al. (2012), foi baseado em
atribuicdo da quantidade dos tipos celulares encontrados em cruzes, como
demostrado no quadro 7. Avaliou-se neoformacdo de tecido 6sseo (NTO),
deposicdo de fibras colagenas (DFC), presenca de osteoblastos (PO),
biomaterial remanescente (BR), presenca de formacao de tecido mieloide (FTM),
presenca de neoformacao de tecido 6sseo (NTO), propor¢cado de 0Sso primario
(OP) e neoformacéo vascular (NFV). Foi associado a auséncia do parametro a
marcacdo com nenhuma cruz, uma cruz para pouca quantidade, duas cruzes

para quantidade moderada, trés cruzes para quantidade acentuada.

Quadro 7: Modelo de critérios de avalia¢éo histoldégica baseado em atribuicio de cruzes para a
guantificacdo de biomaterial remanescente (BR), neoformacéo de tecido ésseo (NTO),
deposicao de fibras coladgenas (DFC), osso primério (OP), presenca de osteoblastos (POT),

formacéo de tecido mieloide (FTM), presenca de macrofagos (MA) e neoformagéo vascular

(NFV).
BR NTO |DFC |OP POT |FTM MA NFV
Auséncia _ _ _ _ _ B ~ ~
Leve + + + + + + + i
Moderada ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Acentuada | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Fonte: Adaptado de Valiati et al. (2012).
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4- 5- 2 Histomorfometria

Apoés o corte das amostras ja processadas para a histologia Optica, os
blocos remanescentes foram seccionados através de um micrébmetro na
espessura de 3um, depositados em laminas e corados com Picrosirius. Para a
realizacdo das avaliagbes obteve-se imagens fotogréficas de cinco campos
diferentes da amostra, todas no mesmo aumento de 10X, utilizando-se um
microscopio Optico (Leica, modelo DM 500) com uma céamera fotografica
acoplada (Leica ICC 50HD), conectada a um computador por meio de um cabo
USB. A captura das imagens foi realizada por meio de um software especifico
(Leica Application Suite, versao 3.0.0, 2013). Assim como na avaliagdo

histoldgica, o avaliador foi cego aos tratamentos e periodos de evolucéo.

Apébs a obtencdo das imagens, importou-se as mesmas para o software
(Image J 1.50i), o qual foi utilizado para calibrar os tons das cores dos quesitos
a serem avaliados, sendo padréo vermelhho para o tecido conjuntivo ou tecido
0sseo imaturo e verde para o tecido 6sseo. Ao final da calibragem, o programa
analisou a funcdo chamada "Macro", estabelecendo valores em pixels para as
areas averiguadas, criando uma tabela. Por sua vez, para o software de
obtencéo das imagens foi estabelecido um aumento de 10X como o selecionado
para as imagens desse estudo, uma vez que cada pixel corresponde a 0,64
microns e a area de cada imagem, equivalerd ao mesmo aumento de 2048 X

1536 microns.

Foram aferidas a area de superficie éssea recém-formada e a area
ocupada pelo biomaterial das amostras sob ampliacdo de 20x, estabelecendo
uma relacdo entre o volume 6sseo e volume tecidual total (VO/VT) e a relacdo

entre o biomaterial remanescente e o volume tecidual total (VB/VT).

4- 5- 3 Avaliacdo através de microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram fixadas em solugéo de formaldeido 10 %, lavadas em
solucdo de cacodilato de sddio 0,1M (3x, 20 min cada banho), desidratadas em
alcool etilico (60, 70, 80, 90 e 100%, 20 min cada banho) e secas em ponto critico

(EM CPD 030, Leica, Alemanha). Apds, foram fixadas em stubs (Figuras 17- A e
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B) seguido de deposicdo por sputtering com ouro (EM SCD 500, Leica,
Alemanha). A andlise morfoldgica foi avaliada através de micrografias obtidas
em microscopio eletrénico de varredura (Figura 17-C) (JSM-6390LV, Jeol,
Japao).

Por meio da MEV (de fratura) as amostras foram submetidas a andlise
descritiva morfologica a partir do método visual da interface entre o biomaterial
que havia sido implantado e a calvaria, a superficie receptora. Foi analisado
ainda, o biomaterial remanescente e as linhagens de células osteogénicas na
regido implantada. As leituras foram realizadas por um especialista sem o

conhecimento do tratamento empregado nas amostras.

Figura 17: A e B- Amostras fixadas em stubs; C- A andlise morfologica através de
micrografias obtidas em microscépio eletrdnico de varredura.

;

/|
/
E /L

Fonte: Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME), na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC).
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4- 6 Analise estatistica

4- 6- 1 Teste de dureza

As preposi¢cdes de normalidade e independéncia dos residuos, assim
como a homogeneidade das variancias foram previamente testados. Apos, foi
realizada analise de variancia satisfazendo o seguinte modelo estatistico: yik= [
+ biomateriali + PRPj + biomaterial x PRPj + €ik, no qual yik: variavel analisada
(Dureza, em unidade Shore); y: média geral de todas n observacoes;
biomateriali: biomateriais utilizados (hidroxiapatita, bio-oss® e bonefill®); PRP;:
presenca ou auséncia de PRP; biomaterial x PRPj: interacédo entre biomaterial e
presenta ou auséncia de PRP e ¢ik: erro experimental (N ~ (0, c?)). Caso

observado diferenca estatistica, os tratamentos foram comparados por meio do
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teste de Tukey. Foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Para isso, foi utilizado

0 programa estatistico R Studio.

4- 6- 2 Analise histolégica

Para as variaveis neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), deposicdo de
fibras colagenas (DFC), presenca de osteoblastos (PO), presenca de formacao
de tecido mieloide (FTM), proporcdo de osso primario (OP), presenca de
macrofagos (MA) e neoformacédo vascular (NFV) os dados obtidos foram
transformados em uma escala numérica na qual atribuiu-se para nenhuma cruz
zero (- = 0); uma cruz um (+ = 1); duas cruzes dois (++ = 2) e trés cruzes trés
(+++ = 3). Apobs, os dados foram analisados por meio do teste estatistico de
Kruskal-Wallis. Foi considerado um nivel de significancia de 5% e, quando
rejeitada a hipdtese nula, os tratamentos foram comparados pelo teste de
comparacao de mediana de Dunn (DUNN, 1964). Ja para a variavel biomaterial
remanescente (BR) os resultados foram analisados pelo teste exato de Fisher

(a=5%). Para isso, foi utilizado o programa estatistico R Studio.

4- 6- 3 Analise histomorfométrica

As preposicdes de normalidade e independéncia dos residuos, assim
como a homogeneidade das variancias foram previamente testados. Inicialmente
as pressuposicoes nao foram atendidas e com isso foi realizado a transformacao
de box-cox (SAKIA, 1992). Apés, foi realizada analise de variancia satisfazendo
0 seguinte modelo estatistico: yik = 4 + Biomateriali+ PRP;j + Biomaterial x PRPj;
+ gijk, N0 qual yik: variaveis analisadas (Area (um) e Percentagem); u: média geral
de todas n observacdes; Biomateriali: Biomateriais utilizados (hidroxiapatita, bio-
0ss® e bonefill®); PRPj: presenca ou auséncia de PRP; Biomaterial x PRPj;:
interacdo entre biomaterial e presenta ou auséncia de PRP e ¢gik erro
experimental (N ~ (0, 5?)). Caso observado diferenca estatistica, os tratamentos
foram comparados por meio do teste de Tukey. Foi utilizado o nivel de

significancia de 5%. Para isso, foi utilizado o programa estatistico R Studio.
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5- RESULTADOS
5-1 Plasmarico em plaquetas

Os resultados obtidos apés o processamento do sangue s&o

apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Dados obtidos das contagens de plaquetas basais e do plasma rico em plaquetas de
cada unidade experimental.

Hemocitémetro Automatizada Lamina
Identificacdo da Plaquetas PRP Plaquetas PRP Plaquetas PRP
unidade basal (x10%/uL) basal (x103/uL) basal (x103/pL)
experimental (x10%/L) (x10%/L) (x10%/uL)
C1-9P 300 424 167 237 270 580
C2-9P 290 972 279 855 274 850
C3-9P 419 869 453 708 360 802
C4-9P 419 997 325 639 289 846
C5-9P 406 1170 384 1960 360 978
C1l-6P 215 742 291 555 236 645
C2-6P 360 596 50* 60* 114 552
C3-6P 387 681 361 569 349 522
C4-6P 267 697 242 703 226 787
C5-6P 316 642 341 491 291 516

*Presenca de agregados plaquetérios na amostra visualizados na lamina.Legenda: C- coelho;
P- tratamento com PRP; 9- coleta de amostras com 90 dias de tratamento; 6- coleta de
amostras com 60 dias de tratamento. Fonte: Autor

De posse dos resultados foram quantificados os aumentos obtidos nas
contagens plaquetarias mediante a utilizacdo dos trés diferentes métodos, quais
sejam hemocitdbmetro, automatizado e por lamina, por unidade experimental,
como demonstra o quadro 8. Esses incrementos foram calculados através da
divisdo do numero de plaquetas encontrado apés o enriqguecimento do plasma
pelo nimero da contagem basal de plaquetas, resultando no aumento em vezes,

observado com o emprego dos trés diferentes métodos.
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Quadro 8- Incrementos obtidos nas contagens de plaguetas (em vezes) através dos
diferentes métodos (hemocitbmetro, automatizado, lamina) em relacdo a contagem basal de
cada unidade experimental.

INCREMENTOS* OBTIDOS NAS CONTAGENS PLAQUETARIAS
ATRAVES DOS DIFERENTES METODOS
Identificacdo Hemocitémetro | Automatizada Lamina
da unidade
experimental
C1-9P 141 141 2,14
C2-9P 3,35 3,06 3,10
C3-9P 2,07 1,96 2,22
C4-9P 2,37 1,96 2,92
C5-9P 2,88 5,10 2,71
C1-6P 3,45 1,90 2,73
C2-6P 1,65 1,20 4,84
C3-6P 1,75 1,57 1,49
C4-6P 2,61 3,07 3,48
C5-6P 2,03 1,43 1,77
Médias 2,36 2,26 2,74
Média de incremento 2,45

*aumentos em vezes. Fonte: Autor

5- 2 Procedimentos anestésicos

A técnica anestésica empregada, bem como o protocolo pés-operatério
instituido envolvendo terapia analgésica, anti-inflamatoéria, além de profilaxia
antimicrobiana mostraram-se efetivos para que o procedimento cirirgico se
desse sem intercorréncias, proporcionando uma adequada recuperacdo dos
pacientes. Os animais ndo apresentaram nenhuma alteracao de comportamento

e alimentaram-se normalmente.

5- 3 Procedimentos cirargicos

A técnica operatéria conduzida possibilitou a realizacdo dos diferentes

tratamentos deste estudo. O processo cicatricial ocorreu sem complicagoes.

5- 4 Crescimento 0sseo guiado — avaliagdo macroscoépica

O modelo de crescimento 0sseo estabelecido com o uso de dispositivo de
nailon (campanula) fixado junto as calvarias livres de periosteo propiciou
adequada aposicdo dos diferentes biomateriais (Figura 18) ao leito 0sseo

permitindo neovascularizagao, infiltracdo e crescimento celular. N&o foram
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observadas reacdes sugestivas de incompatibilidade as campanulas ou aos
biomateriais.
Figura 18: Imagem de amostra preparada para processamento histolégico em vista longitudinal

(A)) e transversal (B). Observar: seta azul apontando o biomaterial, linha vermelha mostrando a
integracdo do biomaterial junto ao leito ésseo. Fonte: Autor

Fonte: Autor

Em algumas amostras foram observados 0s seguintes eventos:

e amostra C1-6P: presenca de tecido com aparéncia de fibroso circundando
o crescimento referente a campanula 3 (bonefill®) (Figura 19- A);

e amostra C3-6: parte do biomaterial permaneceu no interior da campanula
3 (bonefill®) (Figura 19- B);

e C3-6P: parte dos biomateriais permaneceram no interior das trés
campanulas (Figura 19 -C);

e C5-6P: parte dos biomateriais permaneceram no interior das trés
campanulas (Figura 19 -D).

Embora os modelos experimentais escolhidos tinham as mesmas
condicBes clinicas os eventos ocorridos podem dever-se a condicdes
especificas. E sabido também que os materiais sintéticos causam menos
reacoes de imcompatibilidade do que os de origem bovina.
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Figura 19: Aspecto macroscOpico de amostras coletadas aos 60 dias de evolucdo. A- Unidade
experimental C1-6P. Notar presenca de tecido com aparéncia de fibroso circundando o
crescimento (seta laranja); B- Unidade experimental C3-6. Notar que parte do biomaterial
permaneceu no interior da cAmpanula 3 bonefill (Seta azul); C- Unidade experimental C3-6P.
Notar que parte dos biomateriais permaneceram no interior das trés campanulas (setas azuis,
campéanula 1, hidroxiapatita; campanula 2, bio-oss®; campéanula 3, bonefill®) D- Unidade
experimental C5-6P. Notar que parte dos biomateriais permaneceram no interior das trés
campanulas, (setas azuis campanula 1, hidroxiapatita; campanula 2, bio-oss®; campanula 3,
bonefill®).

Fonte: Autor

5- 5 Avaliacado de dureza

Para mensuracéo da dureza de cada amostra utilizou-se um durémetro,
sendo que foram feitas trés afericdes para obtencao da média aritmética, como
revelam os quadros abaixo, sendo os quadros 9 e 10 referentes aos grupos de

60 dias de avaliagdo, sem e com PRP, respectivamente.

Quadro 9: Resultados obtidos na avaliagdo de dureza das amostras do grupo 60 dias de
avaliacdo, sem PRP.

Unidade C1-6 C2-6 C3-6 C4-6 C5-6
experimental

Biomaterial Médias

HA 6,4 6,2 7,0 8,2 7,6
BIOSS 10,8 10,3 11,2 9,8 10,9
BONEFILL 11,2 11,2 11,4 10,2 10,3

Fonte: Autor




avaliacdo, com PRP.

Quadro 10: Resultados obtidos na avaliacdo de dureza das amostras do grupo 60 dias de

Unidade Cl-6P |C2-6P | C3-6P | C4-6P | C5-6P
experimental

Biomaterial Médias

HA 6,6 6,7 7,0 7,4 7,3
BIOSS 8,3 7,7 8,2 8,5 8,2
BONEFILL 8,1 8,4 8,8 8,4

Fonte: AEtor

J& os quadros 11 e 12 dizem respeito aos grupos de 90 dias de avaliacéo,

sem e com PRP, respectivamente.

Quadro 11: Resultados obtidos na avaliacdo de dureza das amostras do grupo 90 dias

de avaliacdo, sem PRP.

Unidade C1-9 |C2-9 C3-9 C4-9 C5-9
experimental

Biomaterial Médias

HA 11,2 12,8 10,6 14,1 11,3
BIOSS 12,6 11,8 7,1 8,7 13,0
BONEFILL 10,9 13,7 10,6 12,2 10,6

Fonte: Autor

Quadro 12: Resultados obtidos na avaliacdo de dureza das amostras do grupo 90 dias de
avaliacdo, com PRP.

Unidade Cl9P | C2-9P | C3-9P | C4-9P | C5-9P
experimental
Biomaterial Médias
HA 10,7 13,7 12,8 12,9 10,9
BIOSS 12,9 13,5 9,5 11,8 13,1
BONEFILL 9,4 6,3 10,8 12,0 13,6

Fonte: Autor

Para favorecer a comparacao das durezas das amostras dos grupos 60 e
90 dias de acompanhamento clinico os resultados obtidos na avaliacdo de

dureza estao apresentados no quadro 13.
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Quadro 13: Resultados comparativos obtidos na avaliagdo de dureza das amostras dos grupos

60 dias de avaliacdo, com e sem PRP.

AMOSTRA C1l-6 C1-6P C1-9 C1-9P
BIOMATERIAL Médias

HA 6,4 6,6 11,2 10,7
BIOSS 10,8 8,3 12,6 12,9
BONEFILL 11,2 8,1 10,9 9,4
AMOSTRA C2-6 C2-6P C2-9 C2-9p
BIOMATERIAL Médias

HA 6,2 6,7 12,8 13,7
BIOSS 10,3 7,7 11,8 13,5
BONEFILL 11,2 _ 13,7 6,3
AMOSTRA C3-6 C3-6P C3-9 C3-9p
BIOMATERIAL Médias

HA 7,0 7,0 10,6 12,8
BIOSS 11,2 8,2 7,1 9,5
BONEFILL 11,4 8,4 10,6 10,8
AMOSTRA C4-6 C4-6P C4-9 C4-9P
BIOMATERIAL Médias

HA 8,2 7,4 14,1 12,9
BIOSS 9,8 8,5 8,7 11,8
BONEFILL 10,2 8,8 12,2 12,0
AMOSTRA C5-6 C5-6P C5-9 C5-9P
BIOMATERIAL Médias

HA 7,6 7,3 11,3 10,9
BIOSS 10,9 8,2 13,0 13,1
BONEFILL 10,3 8,4 10,6 13,6

Fonte: Autor

5- 6 Analise histoldgica
O critério de avaliacdo, adaptado de Valiati et al. (2012), foi baseado em

atribuicdo da quantidade dos tipos celulares encontrados em cruzes. Avaliou-se
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o biomaterial remanescente (BR), a neoformacdo de tecido 6sseo (NTO), a
deposicdo de fibras colagenas (DFC), a presenca de osteoblastos (PO), a
presenca de formacgéo de tecido mieloide (FTM), a propor¢cdo de 0sso primario
(OP), a presenca de macréfagos (MA) e a neoformacado vascular (NFV). Foi
associado a auséncia do parametro a marcacdo com nenhuma cruz, uma cruz
para pouca quantidade, duas cruzes para quantidade moderada, trés cruzes
para quantidade acentuada. Para melhor ajustar os dados obtidos com a analise
estatistica atribuiu-se para nenhuma cruz zero (- = 0); uma cruz um (+ = 1); duas

cruzes dois (++ = 2) e trés cruzes trés (+++ = 3).

Os quadros 14 e 15 apresentam as médias dos resultados obtidos na
avaliacdo histologica dos grupos 60 e 90 dias de pds-operatério,

respectivamente.

Quadro 14: Médias dos resultados da avaliagao histologica das amostras obtidas de pacientes
dos grupos 60 dias de avaliacdo pds-operatéria.

TRATAMENTOS - 60 dias
variavel HA HA BONEFIL | BONEFIL BIOSS BIOSS

PRP PRP PRP
BR SIM SIM NAO SIM VARIAVEL SIM
NTO 1,3 1,25 1,3 1,25 1,25 1,25
DFC 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
PO 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
FTM 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
oP 1 1 3 2 2 1
MA 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
NFV 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

Quadro 15: Médias dos resultados da avaliagao histologica das amostras obtidas de pacientes

dos grupos 90 dias de avaliacdo pés-operatéria.

TRATAMENTOS - 90 dias
variavel HA HA BONEFIL | BONEFIL BIOSS BIOSS

PRP PRP PRP
BR SIM SIM VARIAVEL SIM SIM NAO
NTO 2,5 2,5 2,6 2,5 2,5 2,5
DFC 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
PO 1,5 1,5 1,4 1,5 1,5 1,5
FTM 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2
OP 1 1 1 1 2 2
MA 0,4 0,4 0,3 0,4 0,4 0,4
NFV 1,1 1,1 1,2 1,2 1,2 1,2

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.
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Para ilustrar os achados histolégicos as figuras a seguir referem-se aos
achados encontrados aos 60 e 90 dias de avaliacdo para os diferentes
tratamentos, conforme elucida o quadro 16.

Quadro 16: Numeracgéo da sequéncia de figuras ilustrando os resultados histolégicos
conforme os tratamentos que representam.

Tratamento Figura 60 dias 90 dias
HA 20 A B
HA PRP 21 A B
bioss® 22 A B
bioss® PRP 23 A B
bonefill® 24 A B
bonefill® PRP 25 A B

Figura 20: Imagem histoldgica com coloragdo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 0sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento com HA sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas azuis);
matriz 0ssea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas); ostedcitos (setas vermelhas).
Aumento 10 e 40X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.
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Figura 21: Imagem histol6gica com coloragéo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 0sseo guiado em calvéria de coelho em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento envolvendo HA acrescida de PRP. Observar biomaterial remanescente
(setas azuis); matriz 0ssea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas); adipocitos (setas
pretas). Aumento 40X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

A presenca de células da linhagem oOssea foi mais preponderante no
tratamento sem PRP aos 90 dias. A presenca de adipocitos foi marcante no

tratamento com PRP no periodo de 90 dias.

Figura 22: Imagem histolégica com coloracdo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 0sseo guiado em calvéria de coelho em periodo de evolugao de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento com bio-oss® sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas

azuis); matriz 0ssea (setas verdes); osteoblastos (setas amarelas), Aumento 40 e 10X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.
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Figura 23: Imagem histol6gica com coloragéo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 0sseo guiado em calvéria de coelho em periodo de evolugdo de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento envolvendo bio-oss® acrescido de PRP. Observar: biomaterial
remanescente (setas azuis); tecido conjuntivo (setas marrom); matriz 6ssea (setas verdes);
osteoblastos (setas amarelas); ostedcitos (setas vermelhas); adipdcitos (setas pretas).
Aumento 40X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

Nos resultados dos estudos obtidos acerca do biomaterial bio-0ss®, no
gue se refere a presenca de biomaterial remanescente, ndo foi observado no

tratamento de 90 dias sem PRP.

Ainda sobre o tratamento com bio-oss® acrescido por PRP, foi marcante
a presenca de adipdcitos tanto aos 60 como aos 90 dias de evolugéo.

Figura 24: Imagem histolégica com coloracdo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucdo de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento com bonefill® sem PRP. Observar: biomaterial remanescente (setas

azuis); tecido conjuntivo (setas marrom); osteoblastos (setas amarelas); adipdcitos (setas
pretas). Aumento 40X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.
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Figura 25: Imagem histolégica com coloracédo de hematoxilina/ eosina (HE) de fragmento de
crescimento 6sseo guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucao de 60 dias (A) e 90
dias (B) com tratamento envolvendo bonefill® acrescido de PRP. Observar: biomaterial
remanescente (setas azuis); tecido conjuntivo (setas marrom); matriz 6ssea (setas verdes);
osteoblastos (setas amarelas); adipécitos (setas pretas). Aumento 40X.

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

Em relagdo aos resultados dos tratamentos com bonefill®, aos 90 dias a
presenca de biomaterial remanescente foi menor no tratamento com PRP. Em
comparacao aos tratamentos com HA e bio-oss® a presenca de osteoblastos e

ostedcitos foi menos evidente com o bonefill® tanto com como sem o PRP.

A semelhanca dos achados nos tratamentos com HA e bio-0ss®, no
tratamento com o biomaterial bonefill® acrescido por PRP, foi marcante a

presenca de adipécitos nos dois periodos avaliados.

5- 7 Anélise histomorfométrica

Foram aferidas a area e o porcentual de osso imaturo e/ ou tecido
conjuntivo (variavel tipo | — colageno tipo I) e de osso maduro (variavel tipo Il —
colageno tipo Ill) das amostras sob ampliacdo de 20x.

De forma anéloga a que foram apresentadas as imagens dos resultados
histologicos, as imagens obtidas com a coloracdo Picrosirius para os diferentes
tratamentos séo apresentadas conforme explica o quadro 17.
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Quadro 17: Numeracgéo da sequéncia de figuras ilustrando os resultados com a
coloracédo Picrosirius conforme os tratamentos que representam.

Tratamento Figura 60 dias | 90 dias
HA 26 A B
HA PRP 27 A B
bio-0ss® 28 A B
bio-oss® PRP 29 A B
bonefill® 30 A B
bonefill® PRP 31 A B

Fonte: Autor

Figura 26: Imagem obtida com coloracédo Picrosirius de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com
tratamento com HA sem PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR). Observar
a presenca de fibras coldgenas organizadas em lamelas paralelas umas as outras e sua
disposi¢cdo em camadas concéntricas formando o sistema de Havers. Notar a presenca de

tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragéo vermelha e tecido 6sseo em
coloracdo verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.
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Figura 27: Imagem obtida com coloracédo Picrosirius de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com
tratamento com HA acrescida por PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR).
Notar a presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragéo vermelha e
tecido 6sseo em coloragdo verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

E possivel observar comparativamente entre as imagens apresentadas
anteriormente com os tratamentos HA sem e com PRP aos 60 e 90 dias, que
nas imagens aos 60 dias, o tratamento sem PRP evidenciou presenca marcante

de tecido conjuntivo e/ ou 6sseo imaturo (coloracdo vermelha).

Ja para as imagens de 90 dias, o grupo sem PRP evidenciou maior

crescimento 0sseo (verde).
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Figura 28: Imagem obtida com coloracéo Picrosirius de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com

tratamento com bio-oss® sem PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR).

Notar a presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragéo vermelha e
tecido 6sseo em coloragdo verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

Figura 29: Imagem obtida com colora¢éo Picrosirius de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugdo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com

tratamento com bio-0oss® acrescido por PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente

(BR). Notar a presencga de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragéo vermelha
e escasso tecido sseo em coloragéo verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, C :ritibanos, SC.

E possivel observar comparativamente entre as imagens apresentadas
anteriormente com os tratamentos bio-oss® sem e com PRP aos 60 e 90 dias,
qgue nas imagens aos 60 dias, o tratamento sem PRP evidenciou maior presenca

de conjuntivo e/ ou 6sseo imaturo (coloracao vermelha).
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Ja nas imagens de 90 dias, o grupo sem PRP evidenciou maior

crescimento 0sseo (verde), em detrimento do com PRP.

Figura 30: Imagem obtida com coloracao Picrosirius de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com

tratamento com bonefill® sem PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente (BR).

Notar a presenca de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloracéo vermelha e
tecido 6sseo em coloracao verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

Figura 31: Imagem obtida com coloragéo Picrosirius de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvéria de coelho em periodo de evolugéo de 60 dias (A) e 90 dias (B) com

tratamento com bonefill® acrescido por PRP. Onde: setas brancas - biomaterial remanescente

(BR). Notar a presencga de tecido 6sseo imaturo e/ ou tecido conjuntivo em coloragéo vermelha
e tecido 6sseo em coloracéo verde. Aumento 40X

Fonte: LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Curitibanos, SC.

No que se refere as imagens apresentadas anteriormente com o0sS

tratamentos bonefill® sem e com PRP aos 60 e 90 dias, nas de 60 dias, o
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tratamento sem PRP evidenciou significativa presenca de conjuntivo e/ ou 0sseo

imaturo (coloracao vermelha).

Ja para as imagens de 90 dias, os grupos bonefill® sem PRP e com PRP
evidenciaram similares crescimento 6sseo (verde); por sua vez, em comparagao

com os tratamentos envolvendo os outros biomateriais, em menor presenga.

5- 8 Microscopia eletrénica de varredura

Para os estudos qualitativos de microscopia eletrbnica de varredura
encaminhou-se uma amostra de cada tratamento (Quadro 18) para o Laboratério
Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina
(LCME), UFSC, Florianopolis, SC. As observacdes e imagens foram realizadas
em magnitude de 20, 100, 250 e 1000 vezes.

Quadro 18: Numeragédo da sequéncia de figuras de resultados de MEV conforme os
tratamentos que representam.

Tratamento 60 dias 90 dias

HA Figura 32 Figura 38
HA PRP Figura 33 Figura 39
bio-0ss® Figura 34 Figura 40
bio-oss® PRP Figura 35 Figura 41
bonefill® Figura 36 Figura 42
bonefill® PRP Figura 37 Figura 43

Fonte: autor
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Figura 32: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolu¢éo de 60 dias, do tratamento com HA sem
PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferacfes citoplasmaticas (setas amarelas). Aumentos de 25x
(A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 60 dias.

10kV  X1,000 ~ 10pm

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Floriandpolis, SC.
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Figura 33: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 60 dias, com tratamento com HA com
PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
proliferacdes citoplasmaticas (setas amarelas); tecido de aspecto membranoso (setas azuis).
Aumentos de 22x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 60 dias.

) V. Tmm

X250 = 100pm

10kV- - X1,000  10pm

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florianépolis, SC.
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Através das imagens de MEV apresentadas anteriormente relativas aos

tratamentos envolvendo HA com e sem PRP, observa-se:

No tratamento HA sem PRP: significativa quantidade de granulos do
biomaterial, presenca discreta de tecido fibrocolagenoso, além de discreta
presenca de proliferacéo citoplasmatica entre os poros do biomaterial, bem como

a presenca de ostedcito.

No tratamento com PRP nota-se a presenca, especialmente em 250 X,

de crescimento celular de aspecto desorganizado, sem presenca de ostedcitos.
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Figura 34: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 60 dias, do tratamento com bio-0ss®
sem PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferacdes citoplasmaticas (setas amarelas). Aumentos de 22x

(A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 60 dias.

-

10kV © X1,000 10pm

Fonte: LCME (Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Floriandpolis, SC.
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Figura 35: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 60 dias, do tratamento com bio-0ss®
com PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
presenca de emaranhado desorganizado de formacao tecidual (setas roxas). Aumentos de 27x

(A), 250x
o

o 60 dias.
A S

LVl

L e S

(B), 1000x (C). Gr

up
b

.
\

”

X27

-

10kV*~ X1,000 “10pm

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florian6polis, SC.
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Nos tratamentos com bio-oss® ilustrados anteriormente, também
aparecem ostedcitos no tratamento sem PRP, bem como proliferacdes
citoplasmaticas e, no tratamento com PRP um emaranhado desorganizado de

crescimento tecidual, sem ostedcitos.
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Figura 36: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 60 dias, do tratamento com bonefill®
sem PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
formacéo fibrocolagenosa (setas azuis); prolifera¢des citoplasméticas (setas amarelas).
Aumentos de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 60 dias.

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Florianopolis, SC.
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Figura 37: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 60 dias, do tratamento com bonefill®
com PRP. Observar; granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
formacéo tecidual de aspecto desorganizado (setas roxas). Aumentos de 20x (A), 250x (B),
1000x (C). Grupo 60 dias.

jok.  X1,000  $0pm { LCME

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florianépolis, SC.
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Para os tratamentos empregando bonefil® com e sem PRP, as
observactes foram analogas as citadas para os tratamentos com HA e bio-0ss®,
de forma que com o acréscimo do PRP aos biomateriais observou-se formacao
de tecido desorganizado, menor presenca de biomaterial remanescente e pobre

presenca de ostedcitos.
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Figura 38: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolu¢éo de 90 dias, do tratamento com HA sem
PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas);
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferagcdes citoplasmaticas (setas amarelas). Aumentos de
20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.

10KV X250

10kV

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florian6polis, SC.
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Figura 39: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolu¢éo de 90 dias, do tratamento com HA com
PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferagfes citoplasmaticas (setas amarelas). Aumentos de
20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.

X25

10kv " X1,000

DKV X X250 /100um
Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal de Santa
Catarina), UFSC, Florianopolis, SC.
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Aos 90 dias, com o emprego de HA com o acréscimo de PRP menos
biomaterial remanescente foi observado, sem verificagdo de ostedcitos, nem
proliferacdes citoplasméticas entre os poros. Para esse tratamento também ficou

aparente a formacéo de tecido de aspecto membranoso e desorganizado.

Todavia a HA empregada isoladamente propiciou infiltragdo celular entre

0OS poros.
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Figura 40: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolucéo de 90 dias, do tratamento com bio-0ss®
sem PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); proliferagdes citoplasméticas (setas amarelas. Aumentos de 20x
(A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.

10kV X22 =

4

£y

10kvV /264,000° -40pm

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florian6polis, SC.
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Figura 41: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento ésseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 90 dias, do tratamento com bio-0ss®
com PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes); calvaria (setas vermelhas); tecido
fibrocolagenoso (setas azuis); presenca de emaranhado desorganizado de formacéo tecidual
s de 20x (A), 250x (B), 1000x (C). Grupo 90 dias.
. ,‘-.'v e ‘\?}—1 —{;;

(setas roxas). Aumento

X22

2 'fof:b X250 100pm

£

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florian6polis, SC.
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Aos 90 dias, com o emprego de bio-oss® com PRP nao foram
observadas proliferagbes citoplasmaticas, nem ostedcitos. Biomaterial
remanescente foi pobremente identificado.

A semelhancga das observagdes com a HA acrescida com PRP, verificou-
se a presenca de tecido de aspecto membranoso. Com a utilizagdo do bio-oss®
isoladamente notou-se infiltracdo celular entre os poros e o aparecimento de

osteocitos.
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Figura 42: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 90 dias, do tratamento com bonefill®
sem PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes) implantados em calvaria de
coelhos (setas vermelhas); tecido fibrocolagenoso (setas azuis). Aumentos de 20x (A), 250x
(B), 1000x (C). Grupo 90 dias.

4 :
gL ¢
v
/ s
———

10kV..  X1,000 AO0um W LCME

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florianépolis, SC.
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Figura 43: Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de fragmento de crescimento 6sseo
guiado em calvaria de coelho em periodo de evolugéo de 90 dias, do tratamento com bonefill®
com PRP. Observar: granulos do biomaterial (setas verdes) implantados em calvaria de
coelhos (setas vermelhas), envolvidos por tecido fibrocolagenoso (setas azuis); presenca de
emaranhado desorganizado de formacéo tecidual (setas roxas). Aumentos de 20x (A), 250x
(B), 1000x (C). Grupo 90 dias.

Fonte: LCME (Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal
de Santa Catarina), UFSC, Florianépolis, SC.
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No tratamento bonefill® sem PRP nota-se a presenca de ostedcitos e

pobre verificacdo de biomaterial remanescente.

Nas imagens de 90 dias, todos os tratamentos que envolveram PRP
evidenciaram formacéao tecidual de aspecto mais desorganizado, especialmente
em 250 e 1000 X.

5- 9 Andlise estatistica
5-9-1 Teste de dureza

Os tratamentos obtidos através da mensuracdo da dureza foram
comparados por meio do teste de Tukey, sendo os resultados apresentados na
tabela 2.

Tabela 2. Teste de comparacéo de média de Tukey entre os tratamentos avaliados para

vaiavel dureza (em unidades da escala Shore) nos 60 e 90 dias apds as intervencdes.

Biomaterial

HA BON BIO p-valor*

Varié&- T comPRP  Sem PRP Com PRP Sem PRP Com PRP  Sem PRP
vel

Média Média Média Média Média Média Biomateri
* * * t t * Biomateri al
EP EP EP EP EP EP al PRP X
60 dias PRP
7.00 £ 7.08 £ 843+ 10.90 = 8.18 + 10.60 + <0,00
<0,001 <0,001
0.16° 0.37¢ 0.148 0.25% 0.138 0.25% 1
Dureza
90 dias
12.20 = 12.00 = 10.40 + 11.60 + 12.20 +

0.802
10.6+1.16 0.4578 0.3169
0.59 0.64 1.24 0.60 0.72 0

*Letras iguais na linha representam médias iguais por meio do teste de Tukey (5%).
Fonte: Autor

Aos 60 dias de pos-operatorio os tratamentos bonefill® sem PRP e bio-
0ss® sem PRP apresentaram as maiores médias para a variavel dureza, de

forma significativa estatisticamente.

Aos 90 dias de pdés-operatorio ndo houve diferente estatistica entre os

diferentes tratamentos no quesito dureza.
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5- 9- 2 Analise histoldgica

Inicialmente foi realizado teste de comparacédo de médias Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de comparagdo de medianas de Dunn. Os resultados dos
referidos testes s@o apresentados na tabela 3. Foi realizado um teste de
comparacao de medias e ndo de médias devido ao comportamento das variaveis

(quantitativa ordinal).

Tabela 3: Teste de comparacédo de medianas entre os tratamentos avaliados para as variaveis
histologicas nos periodos 60 e 90 dias ap6és as intervencgdes.

Tratamentos
Va HA BONEFILL BIOSS p-
rid Com PRP Sem PRP Com PRP Sem PRP Com PRP Sem PRP valo
vel Médiat Media Médiat Media MédiatE Media Médiat Media Médiat Media Médiat Media r
EP na EP na P na EP na EP na EP na
60 dias
NT 1.60+0. 1.40+0. 0.75+0.2 1.75%0. 2.00+0. 2.60+0. 0.02
2.0A 2.0AB 1.0B 2.0A 2.0A 3.0A
[¢] 51 40 5 25 00 25 75
DF 2.000. 1.6+0.2 2.00£0.0 2.00£0. 2.20+0. 1.80+0. 0.19
2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
C 00 5 0 00 20 20 12
1.60+0. 1.00+0. 1.25+0.4 1.75%0. 1.40+0. 1.40+0. 0.72
PO 2.0 1.0 15 2.0 1.0 1.0
25 32 8 25 25 25 76
FT 0.60+0. 1.00+0. 0.50+0.2 1.75%0. 0.80+0. 1.6+0.2 0.03
1.0B 1.0B 0.5B 2.0A 1.0B 2.0A
M 25 00 9 25 20 5 06
27.00+1 20.00x7 20.00+13 20.00+5 65.00+8 60.0A 80.00+4 0.01
OoP 10.0B 20.0B 10.0B 22.5B 80.0A
3.7 .07 .70 .40 .37 B A7 16
0.20+0. 1.4+0.5 1.75+0.2 0.50+0. 0.60+0. 0.20+0. 0.29
MA 0.0 1.0 2.0 0.5 1.0 0.0
20 1 5 29 25 20 19
NF 1.6+0.2 1.4+0.2 0.08
1.0+0.0 1.0 2.0 1.5+0.5 1.0 2.0+0.0 2.0 1.2+0.2 1.0 1.0
\Y 5 5 27
90 dias
NT 1.20+0. 0.80+0. 2.00+0.7 2.75%0. 1.20+0. 1.75+0. 0.01
1.0B 1.0B 2.0A 3.0A 1.0B 2.0A
(0] 20 37 1 25 20 25 94
DF 2.0+0.0 2.0£0.4 2.0+0.3 1.6+0.4 2.5+0.4 0.69
2.0 2.0 2.0+0.32 2.0 2.0 1.0 3.0
C 0 5 7 0 5 42
2.00+0. 1.40+0. 1.40+0.2 2.00+0. 1.20+0. 1.75+0. 0.14
PO 2.0 1.0 1.0 2.0 1.0 2.0
00 89 4 41 20 22 58
FT 1.0+0.3 0.6+0.4 1.5+0.4 2.0+0.4 1.0+0.0 0.12
1.0 0.0 1.2+0.20 1.0 2.0 2.0 1.0
M 2 0 5 5 0 32
18.0+2. 18.0+15 42.0+11. 67.549. 20.0+8. 37.5%7. 0.07
OoP 15.0 5.0 40.0 65.0 20.0 35.0
00 .54 90 22 22 64 00
1.80+0. 1.80+0. 1.40+0.2 1.00+0. 0.80+0. 1.25+0. 0.02
MA 2.0a 2.0A 1.0AB 1.0B 1.0B 1.0B
37 49 5 00 20 25 86
NF 2.00+0. 1.600. 20 1.40+0.2 2.00+0. 1.20+0. 1.25+0. 10 0.11
\Y 32 24 ’ 4 00 20 22 ’ 39

NTO: neoformagéo de tecido 6sseo; DFC: deposicao de fibras colagenas; PO: presenga de
osteoblastos; FTM: presenca de formagédo de tecido mieloide; OP: presenca de 0sso primario;
MA: presenca de macréfagos; NFV: neoformagéo vascular; EP: erro-padrédo; *p-valor teste

Kruskal-Wallis; Letras iguais representam médias iguais pelo teste de Dunn.

Fonte: Autor

Entre as variaveis histolégicas analisadas, no periodo de 60 dias, houve

diferenca estatistica (p<0,05) para NTO (neoformacéo de tecido 6sseo) e MA

(presenca de macrofagos).
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Com base no teste de comparacdo das medianas dos seis tratamentos
avaliados (biomaterial + PRP), o tratamento bonefill® com PRP apresentou o
menor valor para a variavel NTO. Os demais tratamentos apresentaram valores
estatisticamente iguais para a variavel NTO.

Para a variavel FTM as maiores medianas foram encontradas para o0s
tratamentos bonefill® e bio-oss® sem a presenca de PRP.

J& para a variavel OP, o tratamento que apresentou maior proporcao de
0sso primario foi bio-oss® sem PRP.

Entre as variaveis histolégicas analisadas, no periodo de 90 dias, houve
diferenca estatistica (p<0,05) para as variaveis NTO e MA.

No que se refere a NTO, bonefill® com PRP, bonefill® sem PRP e bio-
0ss® sem PRP apresentaram as maiores medianas.

Ja para a variavel MA, o tratamento hidroxiapatita sem PRP apresentou

maior mediana.

A tabela 4 faz alusdo a frequéncia relativa para a variavel biomaterial

remanescente através do emprego do teste ndo paramétrico de Fisher.

Tabela 4: Frequéncia relativa para a variavel biomaterial remanescente (BR) nos periodos 60 e
90 apos as intervencoes.

Tratamentos
] HA BONEFILL BIOSS
Varia- p-
) Com Sem Sem Com Sem
veis Com PRP valor*
PRP PRP PRP PRP PRP
n % n % n % n % N % n %
60 dias
100 0.010
BR 3 60~ 5 1000 5 R 2 50 4 80~ O ob ;
90 dias
0.086
BR 5 100 5 100 3 60 1 20 4 80 2 5

n: frequéncia absoluta da presenca de biomaterial (Sim); *p-valor teste exato de Fisher. Letras
iguais representam médias iguais.

Fonte: Autor
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Quando comparado a frequéncia de material remanescente (BR) apenas
houve diferenga entre os tratamentos de 60 dias e o tratamento bio-0oss® com
PRP foi o que apresentou a menor frequéncia relativa.

Por outro lado, os tratamentos HA sem PRP e bonefill® com PRP
apresentaram biomaterial em todas as amostras. Ja aos 90 dias, todos os

tratamentos apresentaram frequéncias estatisticamente iguais.

5- 9- 3 Analise histomorfométrica

As preposi¢cdes de normalidade e independéncia dos residuos, assim
como a homogeneidade das variancias foram previamente testados. Inicialmente
as pressuposicdes nado foram atendidas e com isso foi realizado a transformacao
de box-cox (SAKIA, 1992).

Apds, foi realizada analise de variancia satisfazendo o seguinte modelo
estatistico: yik = 4 + Biomateriali + PRP;j + Biomaterial x PRPj + €ik, no qual yik:
variaveis analisadas (area (um) e percentagem); p: média geral de todas n
observacgbes; biomateriali; biomateriais utilizados (hidroxiapatita, bio-oss® e
bonefill®); PRPj: presenca ou auséncia de PRP; biomaterial x PRPjj: interacdo
entre biomaterial e presenta ou auséncia de PRP e ¢ik: erro experimental (N ~
(0, 5?)). Caso observado diferenca estatistica, os tratamentos foram comparados
por meio do teste de Tukey. Foi utilizado o nivel de significancia de 5%. Para
isso, foi utilizado o programa estatistico R Studio (CORE TEAM, 2000).

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos a partir dos testes de

comparacao de média de Tukey entre os diferentes tratamentos.
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Tabela 5: Teste de comparacédo de média de Tukey entre os tratamentos avaliados para as

variaveis histomorfométricas (tipo 1) nos periodos 60 e 90 apés as intervencdes.

Biomaterial
HA BONEFILL BIOSS p-valor*
ComPRP  Sem PRP ggg Sem PRP  Com PRP  Sem PRP
Variaveis
Média Média Média Média Média Média Biomat B'O.mlater
+ + + + + + IOE’gla er PRP Ii
EP EP EP EP EP EP PRP
60 dias
C A BC B
236941.2°  4520619° 1430935 Loy 0n 2648061 289366.7
Area (um) + + + + + + 0619 <Oi00 <0.001
51072.55  46883.03  27223.06  50706.36  32783.23 27501.45
Porcenta-  10.00+2.1  19.090+1.9  6.04+1.1  21.34#2.1 11.18+1.38  12.221.1 <0.00
Gem 6CD 8AB 5D 4A BCD GBC 0619 1 <0001
90 dias
A A AB
125707 | g gc 1845942 25316275 2201937 248866.7°
Area (um) + + + + + + <0.001 0201  <0.001
19582.59  19715.91  27919.04  25038.24  30950.53 46341.14
Percentag  8.08+0.83*  4.81#0.83  7.79+1.1  10.69+1.0  9.30+1.31*  14.73%1.9
e o0 : goc s oo o <0.001 0201  <0.001

*Letras iguais representam médias iguais por meio do teste de Tukey (5%).
Fonte: Autor

Ao avaliar a area (em micrbmetros) e a porcentagem aos 60 e 90 dias
para o tipo I, a associa¢ao entre o biomaterial com o PRP apresentou diferenca
estatistica (Tabela 4). Portanto existe diferenca entre o0s seis tratamentos
avaliados.

Aos 60 dias, o tratamento que apresentou menor média de area e

porcentagem foi o tratamento bonefill® com PRP (Figura 44).

Por outro lado, o tratamento bio-oss® sem PRP apresentou as maiores
médias para area e porcentagem aos 90 dias.
As comparacdes de média de Tukey entre os tratamentos avaliados para

as variaveis histomorfométricas (tipo Ill) séo apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6. Teste de comparacédo de média de Tukey entre os tratamentos avaliados para as

variaveis histomorfométricas (tipo Ill) nos dias 60 e 90 apés a intervencao.

Biomaterial
HA BOM BIO p-valor
Sem
Com PRP PRP Com PRP Sem PRP Com PRP Sem PRP
Variaveis
Média Média Média Média Média Média Biomateri B'Omlate”
+ + t t + + |or2|a e prP i
EP EP EP EP EP EP PRP
60 dias
88788.72  58602.25 75758.06  95129.04 1291127'9 117%25'6
Area (um) * + + + + + <0.001  0.847 0.190
18382.91  9007.77  13002.58 1215853  18958.15  12979.30
Percf]:“age 3.75:0.78 2'4781'0'3 3.20:055 402051 5.45:0.80 4.98:055  <0.001  0.866  0.168
90 dias
1713933  68250.13  136260.9 1756456  189526.0  179828.8
5A B GA lA 7A 5A
Area (um) + + + + + + <0.001 <Oi00 <0.001
25383.90 13125.87  19783.85  37196.48  25640.88  24728.40
Perctrerr]nage 7.241.07 2.8g§o.5 5.75:0.84  7.42¢157 800:108 7594104 ;o0 <0i00 <0.001

*Letras iguais representam médias iguais por meio do teste de Tukey (5%).
Fonte: Autor

Ao avaliar o tipo Il no periodo 60 dias ndo houve diferenca estatistica da
associacdo entre o biomaterial com a presenca ou auséncia de PRP para as
variaveis area e porcentagem (Tabela 6). Por outro lado, foram encontradas
diferencas estatisticas entre os trés biomateriais estudados.

Aos 60 dias, o biomaterial que apresentou a maior area foi o bio-0ss®, ja
os biomateriais bonefill® e HA apresentaram resultados semelhantes. J& quando
comparada a porcentagem, o biomaterial bonefill® apresentou resultado
semelhante ao bio-0ss®.

J4& aos 90 dias, a associacdo entre 0s trés biomateriais e a
presenca/auséncia de PRP n&o apresentou diferenca estatistica (p<0,05). O
tratamento que apresentou o pior resultado, tanto para a variavel area quando
para a variavel percentagem, foi o HA sem PRP. Os demais tratamentos

apresentaram resultados estatisticamente semelhantes.
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6 DISCUSSAO

O modelo de crescimento 6sseo guiado in vivo empregado neste estudo
baseado na criagcdo de um espaco segregado para a neovascularizacdo e
proliferacdo de células osteoprogenitoras, conforme sugerem Dinato et al. (2007),
com o objetivo de estabelecer uma barreira contra o crescimento de tecidos
alheios ao tecido 6sseo, que possuem velocidade de migracdo maior que as
células osteogénicas foi adequado.

Segundo Stockman et al. (2011) a técnica de regeneracdo 0ssea guiada pode
melhorar a qualidade 6ssea no processo regenerativo, todavia nao foi possivel
afirmar com base no estudo aqui discutido, uma vez que demandaria de um prazo
maior de avaliacdo, ou até mesmo a compara¢cao com um grupo controle com a
criacdo de um defeito critico para a promocao da regeneracao.

Haddad et al. (2006); Levandowski (2009) e Kuci (2017) sugerem que 0O
método consiste na implantacdo de barreiras mecanicas para isolamento do
tratamento estudado e do defeito 6sseo propriamente dito, permitindo, assim, que
as células Osseas precursoras acessem um espaco isolado destinado a
regeneracao do tecido 6sseo. Para Daahlin et al. (1988) o recobrimento dos
enxertos com membranas, absorviveis ou ndo, esta baseado no fato de isolar a
area de reparo (enxerto) para evitar a migracdo e proliferacdo de células
indesejadas (nesse caso, células do tecido conjuntivo), permitindo o povoamento
do enxerto com células 6sseas, osteoclastos e proteinas em suas particulas, o
gue permite, dessa forma, a osseointegracdo eficaz de suas particulas. O
emprego das campanulas confeccionadas com nailon favoreceu este isolamento,
além de ndo terem sido observadas reacdes de incompatibilidade ao material,
portanto inerte durante o periodo avaliado.

De acordo com Junqueira & Carneiro (2004), histologicamente, em todos os
animais nos quais a neoformagéo 0ssea foi observada, o osso recém-formado
apresentou aspecto imaturo, acompanhado de intensa formagéo vascular e fibras
colagenas organizadas irregularmente, o que foi possivel constatar pelas
analises histologicas realizadas nesse experimento com o emprego da coloracéao
de hematoxilia-eosina. Caso as coletas de amostras fossem realizadas em
periodos mais prolongados, sem intercorréncias, seria possivel a visualizagéo de

0sso maduro pela presenca preponderante de osteocitos.
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Uma alternativa ao uso das campanulas para a comparacao entre diferentes
tratamentos para a reparacdo Ossea seria a criacdo de defeitos criticos,
entretanto em calvéarias de coelhos haveria necessidade da criagdo de defeitos
maiores de 15mm de diametro, uma vez que conforme Zhao et al. (2011), defeitos
0sseos com 8mm e 10mm de diametro, ndo podem ser considerados criticos,
pois ocorrera formacao 6ssea no centro do defeito, o que o descaracteriza como
um defeito critico.

Para Gupta et al. (1982); Paley (1986); Clockie et al. (2002) e Zhao et al.
(2011) os defeitos criticos na calvaria de coelhos podem chegar até 15mm de
didmetro, no entanto, com esta dimensao, apenas um defeito por calvaria seria
possivel, o que permitiria a realizacdo de apenas um tratamento por modelo
experimental, o que justifica a escolha pelo crescimento guiado e néo pelo defeito
critico no modelo experimental deste trabalho.

A literatura apresenta varios estudos com o emprego de calvaria de coelhos
como modelo experimental utilizando diversas ceramicas para auxiliar o reparo
0sseo, evidenciando capacidade osteogénica desses biomateriais, sendo
considerados osteocondutores, como os trabalhos de Levandowski (2009); Kuci
(2017) e Vargas (2018), o que justificou a escolha da espécie nesta pesquisa.

Andrade & Oliveira (2002) afirmam que o estudo em coelhos apresenta
vantagens, como facil manutencéo e observacéo, o fato de possuirem ciclos vitais
curtos, permitir o emprego de um namero de animais grande, padronizando o
ambiente e a genética; além de possibilitar a realizacdo de transplantes e a
existéncia de grande quantidade de informac&o disponivel sobre esse modelo
animal, o que ficou confirmado por este estudo, além da relativa facilidade de
aquisicao, baixo custo alimentar e facilidade de manejo.

Apesar das diferencas entre a calcificagdo da calvaria de coelhos e em
humanos, € muito frequente a utilizacdo desta espécie, como nos experimentos
de Pelegrine et al. (2010) e Pelegrine et al. (2010) b, o que também corroborou
para a escolha da espécie para o estudo de biomateriais que sdo comumente
empregados em odontologia, valorizando os possiveis resultados aqui obtidos
para sua efetiva utilizagéo.

Constantinescu (2002) e Marieb & Mallatti (2003) trouxeram em seus

trabalhos que a superficie externa do 0sso ndo coberto por cartilagem articular
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esta envolta por periésteo, que é constituido por membrana conjuntiva densa
irregular e unido a base Ossea pelas fibras de Sharpey, oriundas das fibras
presentes na matriz 0ssea, o que ficou evidente durante os procedimentos
cirdrgicos, ja que para a fixacdo das campanulas junto aos ossos frontal e
parietal, inicialmente era necessario o afastamento delicado do periosteo, que
contém fibras nervosas, vasos linfaticos e sanguineos.

A obtencgéo do plasma rico em plaquetas foi conduzida através da técnica
adaptada de Vendramini et al. (2006), pela qual foi obtido um incremento médio
de 2,45 vezes na contagem de plaquetas, embora Garg et al. (2000) afirmem que
mediante o processo de preparacdo do PRP a concentracdo plaquetéria pode
aumentar em seis vezes em relagdo ao sangue normal.

Os fatores de crescimento que agem na consolidacdo 6éssea sao as proteinas
morfogenéticas 6sseas (BPMs), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o
fator de crescimento transformador tipo beta (TGF-3), o fator de crescimento
derivado das plaguetas (PDGF), o fator de crescimento insulinico (IGF), as
prostaglandinas (PGE-1 e PGE-2), as somatomedinas, o fator de crescimento
epidermal, os fatores angiogénicos, a fibronectina, as interleucinas 1 e 2 (IL-1 e
IL-2), o fator ativador de osteoclastos, as bradicininas e o fator de necrose tumoral
(LIEBERMAN et al., 2002; CROCI et al., 2003). Gerstenfeld (2003) complementa
gue esses fatores recrutam células inflamatérias, aumentam a sintese da matriz
extracelular e estimulam a angiogénese. Muitos destes importantes elementos
estdo contidos em granulos plaquetéarios, o que justificou o estudo do plasma rico
em plaquetas, que ja é bem aceito como promotor do crescimento em varios
tecidos.

Para Frost (1989) a consolidacdo dssea segue uma sequéncia bem
determinada de fases continuas e que se superpdem, podendo resumidamente
serem divididas e quantificadas em termos do tempo total de consolidacdo em
fase inflamatoria (10%), fase de reparacao (40%) e fase de remodelacdo (70%).
Conforme os tipos celulares observados nos estudos histoldgicos, o processo de
regeneracdo Ossea durante o periodo estava em fase predominante de
proliferacdo, muito embora com a interposicdo de fases, ndo foi marcante a
presenca de células comumente presentes em fase de remodelagdo como

macrofagos.
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Segundo Wenz & Oesch (2001), os biomateriais podem ser definidos como
uma substdncia ou combinagcdo de duas ou mais substancias,
farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que sdo utilizados
para melhorar, aumentar ou substituir parcial ou integralmente tecidos e 6rgaos.
Os escolhidos para este estudo tém origem sintética (hidroxiapatita) ou natural
(bio-0ss®, bonefill® - osso bovino), sendo comumente empregados na
preparacao de um leito 6sseo viavel para a adaptacdo de implantes metalicos, e
também para o preenchimento em perdas 0sseas criticas em decorréncia de
fraturas graves (cominutivas) ou resseccdes 0Osseas extensas em caso de
neoplasias.

Segundo Misch & Dietsh (1993) sdo materiais projetados para além de
substituir partes do corpo, permitir a recuperacao de funcdes biolégicas afetadas
por doencas ou acidentes. Biocompatibilidade e biofuncionalidade sdo as
principais caracteristicas necessarias para que esses materiais exergcam essas
funcBes. A biocompatibilidade é a aceitacdo do biomaterial pelo corpo, ja a
biofuncionalidade representa a habilidade do material desempenhar a funcéo
desejada. No presente estudo, as analises realizadas, histolégica,
histomorfométrica e por microscopia eletrénica de varredura, permitiram estimar
a biocompatibilidade e biofuncionalidade dos biomateriais (hidroxiapatita, bio-
0ss® e bonefill®). Biocompatibilidade foi confirmada uma vez que ndo ocorreram
reacdes do tipo corpo estranho; assim como biofuncionalidade, ja que o propésito
de funcionarem como um arcabouco permitindo crescimento 6sseo foi atingido.

Com base no teste de comparacdo das medianas dos resultados histolégicos,
dos seis tratamentos avaliados, aos 60 dias de pés-operatoério, o tratamento
bonefill® com PRP apresentou o menor valor para a variavel NTO. Os demais
tratamentos apresentaram valores estatisticamente iguais para a variavel NTO.
Esse resultado vai ao encontro daqueles observados subjetivamente nas
imagens histologicas (HE), nas imagens histomorfometricas (Picrosirius) e
gualitativamente nos estudos de MEV. J& para a variavel OP, o tratamento que
apresentou maior propor¢éo de osso primario foi bio-oss®, também sem PRP.
Dessa forma, entende-se que o emprego do PRP impactou de forma negativa o
processo de reparacdo 0Ossea, discordando de Pontes (2020), que em seus

achados obteve maior NTO com o emprego de fibrina associada ao biomaterial.
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Entre as variaveis histologicas analisadas no periodo de 90 dias, houve
diferenca estatistica (p<0,05) para as varidveis NTO e MA. No que se refere a
NTO, bonefil® sem PRP e bio-oss® sem PRP apresentaram as maiores
medianas, indicando que o emprego do bonefill® e do bio-oss® isolados foi mais
efetivo para a formacéo de tecido 6sseo, discordando de Statkievicz (2022), que
encontrou melhores resultados no que se refere a capacidade osteogénica com
0 bonefill®.

Quando comparada a frequéncia de material remanescente (BR) apenas
houve diferenca entre os tratamentos de 60 dias, e o tratamento bio-oss® com
PRP foi o que apresentou a menor frequéncia relativa, o que indica maior
atividade osteoclastica e desta forma maior degradacao do material no periodo,
concordando com Pontes (2020), que encontraram maior quantidade de
macrofagos no grupo envolvendo fibrina associada ao biomaterial. Ja aos 90 dias,
todos os tratamentos apresentaram frequéncias estatisticamente iguais. Para
melhor comparacdo entre os biomateriais no que concerne a degradacao
experimentos por periodos maiores seriam mais esclarecedores.

Na execucdo dos estudos envolvendo regeneracdo O0ssea as avaliacdes
histomorfométricas sdo muito Uteis para as analises. De modo analogo aos
estudos de Borie et al. (2001) e Kim et al. (2012) a histomorformetria permitiu
uma andlise quantitativa importante, complementando os achados histologicos
gue em geral sdo mais qualitativos. Ainda que os histolégicos tenham um caréater
mais qualitativo, o emprego da técnica de Valiatti et al. (2011) favoreceu, mesmo
gue subjetivamente, uma quantificagcdo que possibilitou a validacdo dos
resultados obtidos estatisticamente.

Nos estudos histomorfométricos, ao avaliar a area (em micrémetros) e a
porcentagem aos 60 e 90 dias para o tipo | (tecido conjuntivo e ou 6sseo imaturo)
a associacdo entre o biomaterial com o PRP apresentou diferenca estatistica
entre os seis tratamentos avaliados. Aos 60 dias, o tratamento que apresentou
menor média de area e porcentagem foi o tratamento bonefill® com PRP,
corroborando com a hipétese de ndo favorecimento da regeneragcédo 0ssea pelo
acréescimo do PRP. Em contrapartida, o tratamento bio-oss® sem PRP
apresentou as maiores medias para area e porcentagem aos 90 dias. Os achados

discordam com os dos pesquisadores Aghaloo et al. (2005) que em estudo
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avaliando o efeito do PRP na regeneracao 6ssea de defeito critico no cranio de
coelhos nao observaram diferenca significativa entre os grupos sem e com PRP,
embora tenham percebido uma tendéncia ao aumento da densidade e da éarea
0ssea nos grupos que receberam o PRP. Também vao de encontro aos achados
de Viegas et al. (2006) que utilizaram PRP na regeneracdo do tecido 6sseo
alveolar e cortical e verificaram que o comprimento e &rea 6ssea foram afetadas,
com valores superiores nos acrescidos de PRP, relativamente ao controle, o que
ratificou para os pesquisadores que o PRP apresenta potencial para estimular a
regeneracao ossea.

Concordando com Camarini et al. (2006) que avaliaram o possivel
favorecimento do processo de reparo 6sseo através da utilizacdo do plasma rico
em plaquetas (PRP), associado a biomateriais em cavidades 0sseas cranianas
de cdes e concluiram gque os materiais estudados (hidroxiapatita e bio-0ss®)
apresentaram propriedade osteocondutora e auséncia de reacdo inflamatdria.
Todavia para os autores, a presenca ou ndo do PRP ndao interferiu na evolugéo
do reparo, o que néo foi constatado neste trabalho.

Conforme Whitman et al. (1997), o PRP pode ser utilizado em defeitos 6sseos
ao redor de implantes de titanio associados a enxertos 6sseos, por isso a escolha
da metodologia envolvendo PRP em associacdo com enxertos para a promogao
da regeneracdo Ossea guiada. Vargas (2018) também demonstrou que a HA
associada a fatores de crescimento pode formar osso em sitio ectopico, como no
pavilhdo auricular de coelhos. Esta ceramica ofereceu uma aceitavel armacao
para o crescimento 0sseo, e juntamente com o PRP foram biocompativeis,
biodegradaveis, osteoindutivos e de natureza osteogénica.

Pissiotis & Spangberg (1990), em um estudo de implantacdo da HA e HA
associada ao colageno na mandibula de cobaias, ndo observaram alteracéo da
biocompatibilidade em nenhum dos dois tratamentos, entretando verificaram que
no periodo de oito semanas de poés-operatério o grupo implantado com HA
associada ao coldgeno ndo apresentava indicios de reparacdo 0Ossea, ao
contrario do grupo tratado somente com HA, o que também ficou evidente no
presente estudo, uma vez que nao ocorreram reacdes de imcompatibilidade,
houve crescimento de células da linhagem 6ssea, muito embora o uso isolado do

biomaterial foi mais efetivo na reparacdo 6ssea guiada.
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A hidroxiapatita vem sendo empregada em medicina regenerativa para a
substituicdo de ossos perdidos em fraturas graves. Esta substancia é um fosfato
de calcio que tem uma baixa taxa de biodegradacao dentro do corpo e de fato
representa a principal substancia componente da estrutural mineral éssea, por
isso vem sendo realizados estudos com hidroxiapatita na consolidacdoo 0ssea,
como adjuvante ou arcabouco para a colocacdo de material de osteossintese
(KIM et al., 2009; CAO & HENCH, 1996; KATTI, 2004; KATTHAGEN &
MITTELMEIER,1984). O presente estudo corroborou com as informacfes dos
autores acima, uma vez que percebeu-se parcial degradacao do material, ja que
os tratamentos HA sem PRP e bonefill® com PRP apresentaram biomaterial em
todas as amostras. Por outro lado, tratamento bio-oss® com PRP apresentou a
menor frequéncia relativa de biomaterial remanescente 0 que sugere
interferéncia do emprego do PRP na degradac&o do biomateirial.

Para Nagahara & lIsogai (1997), Overgaard et al. (1997) a hidroxiapatita
sintética € um material biocompativel, ndo imunogénico e biodegradavel. Os
achados deste trabalho concordam com os autores nos aspectos comentados
pelos pesquisadores.

Corroborando com Najjar (1991) os estudos histoldgicos e histomorfométricos
realizados evidenciaram atividade osteoblastica com formacdo de tecido
conjuntivo e 0sso imaturo ap6s o implante com HA, demonstrando
osteocondutividade do material.

Para Louise et al. (1992), as fibras colagenas intimamente associadas com a
superficie da hidroxiapatita ou localizadas em areas de deposi¢cédo de osteoide
sdo orientadas de maneira perpendicular a esses granulos. Em contraste, o
tecido conjuntivo que rodeia a capsula fibrosa apresenta camadas estratificadas
de fibras colagenas e fibroblastos arranjados paralelamente a superficie do
granulo, o que também foi verificado nesta pesquisa, mostrando a adequada
adeséao celular ao biomaterial, bem como compatibilidade.

Marchiolli & Moreno (2022) apresentaram um caso clinico de regeneracéo
Ossea guiada com uso de fibrina rica em plaquetas e leucécitos. Apos a exodontia
foi conduzida a instalacdo imediata do implante e regeneragcdo 0ssea guiada.
Observaram no estudo a integridade do substituto 0sseo na regidao enxertada. No



145

presente estudo a adicdo do PRP ao biomaterial também favoreceu a sua
justaposicéo no interior das campanulas.

As observacdes histologicas deste estudo concordam com as de Misch &
Dietsh (1993); Nishibori et al., (1994); Geesink & Hoefnagels (1995), Yildirim
(2001); Hallman et al. (2002) e Boeck-Neto et al. (2002) que perceberam em
implantes de hidroxiapatita, osteoblastos e ostedcitos maduros em contato com
a hidroxiapatita, sem interferéncia de tecido fibroso, mostrando que esse
biomaterial serve como um arcabouco para o crescimento 0sseo. Portanto, tais
materiais podem ser adicionados aos enxertos autégenos ou xendgenos em
casos com limitada quantidade tecidual das &areas doadoras, muitas vezes
funcionando como arcaboucos, auxiliando o crescimento ésseo, 0 que pode ser
também confirmado com o emprego de enxertos obtidos de ossos bovinos (bio-
0ss® e bonefill®).

Gomi et al. (1993) mostraram a presenca de células multinucleadas na
interface hidroxiapatita e o0sso depois da implantagcdo, que podem ser
caracterizadas morfologicamente como osteoclastos, responsaveis pela
biodegradacdo da hidroxiapatita, o que ndo foi marcante neste trabalho, em
funcdo do curto periodo avaliativo, envolvendo as fases inflamatoria e proliferativa
da regeneracao 6ssea e ndo tanto a fase de remodelagdo. Também Hemmerle e
colaboradores (1997) encontraram cristais de hidroxiapatita separados e
espalhados em citoplasma de células com fatores ultraestruturais semelhantes a
macrofagos, sugerindo absor¢éo, o que foi observado de forma néo tao intensa
no periodo proposto, mas que era esperado, uma vez que segundo Louise et al.
(1992) a biodegradacéo da HA é lenta.

Borges (1998) encontrou osteoclastos ativos sobre a HA e alguns granulos do
produto no interior de macréfagos. Li et al. (1995) e Edwards et al. (1997)
observaram que a reabsorcdo celular de granulos de hidroxiapatita ocorre
concomitantemente com a formagédo adjacente de osso novo. Neste estudo
também observou-se a interposicdo de fases de reparacdo. S&o importantes
estudos com periodos de coleta de material para analise histolégica mais longos
para avaliar o grau de absorcdo do xenoenxerto.

Nagahara & Isogai (1997) asseveram que a hidroxiapatita ndo induz

neoformacdo Ossea, entretando Edwards e colaboradores (1997) e Borges
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(1998) demonstraram reacao de células osteogénicas com hidroxiapatita in vivo,
enquanto Bagambisa (1990) o fizeram em ensaios e in vitro, mostrando que a
sua superficie € osteocondutiva. O resultado dessa atividade foi a deposicdo de
tecido 6sseo diretamente sobre a superficie da hidroxiapatita implantada, sem
nenhuma evidéncia de encapsulacéo ou tecido de granulacdo, o que também foi
observado no presente estudo, mediante analises histoldégicas e
histomorfométricas.

Para Teixeira (2009) a porosidade determina a colonizacédo celular entre os
granulos do biomaterial que € uma caracteristica bastante importante para a
eficacia da reacdo do material com o meio bioldgico. As interconexdes entre 0s
poros formados pela distribuicdo do biomaterial implantado assumem um sistema
similar a tuneis, permitindo o transito de fluidos biolégicos e células Osseas,
facilitando, assim, a formacdo do novo tecido 6sseo no interior do material
substituto implantado. Esse aspecto foi verificado através da presenca de
prolongamentos citoplasmaticos entre os poros, através do estudo de
microscopia eletrénica de varredura. Todavia, a proliferacdo foi mais presente
nos tratamentos sem PRP.

Concordando com Aristizabal et al. (2017) que concluiram através de seus
estudos que as bioceramicas de fosfatos de célcio nanoestruturadas micromacro
porosas em granulos de absorcédo lenta e moderada podem ser indicadas para o
tratamento de defeitos 0sseos criticos. As bioceramicas permitem um tipo de
crescimento 0sseo direto, por meio da formacdo de um tecido fibrovascular,
diferenciacdo e migracdo ao local de células, o que pode ser observado através
das andlises, especialmente as de MEV que possibilitaram a verificacdo de
prolongamentos fibroblasticos entre os poros, de forma mais acentuada nos
grupos que receberam tratamento sem PRP.

Para Su-Gwan et al. (2001) o tamanho dos cristais de bio-oss® e bonfefill®
sdo comparaveis aos cristais de apatita do osso humano, o que pode facilitar a
sua absorcao. Citam também que a sua especial arquitetura porosa natural e com
um trabeculado muito semelhante ao osso humano promove uma melhor
revascularizagcdo e, ainda, mantém um arcabouco para a osteocondutividade,
aumentando a estabilizacdo do coagulo e absor¢cédo sanguinea natural entre os

micros e macroporos. Através dos estudos de MEV foi possivel verificar que a
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porosidade destes compostos, de fato permitiu a penetracdo de proliferacéo
celular entre os mesmos, especialmente nos tratamentos sem PRP.

Teixeira (2009) afirmam que a absor¢éo dos xenoenxertos derivados de 0sso
bovino tende a ser demorada, pois o tamanho da particula do biomaterial impacta
diretamente no tamanho da area da superficie disponivel para reagir com células
e fluido biol6gico. Quanto maior o tamanho das particulas, maior sera o tempo de
absorcdo do material. Neste estudo, aos 90 dias de andlises todas as amostras
continham biomaterial remanescente. Dependendo do propdsito clinico é
favoravel a absorcédo lenta a demorada para a manutencédo da consisténcia do
leito receptor até que ocorra adequada mineralizacdo Ossea e dessa forma
resisténcia.

Statkievicz (2022) relatou que com o uso do bonefill® (6 meses de avaliacédo)
ocorreu um padréo de tecido 6sseo com pouco tecido conjuntivo intertrabecular,
pouco biomaterial remanescente em toda a &rea de interesse, com grande
incorporacao de tecido 6sseo maduro pela presenca de lacunas preenchidas por
ostedcitos. JA com o bio-oss® foi notada a permanéncia de grande quantidade
de particulas de biomaterial envolta por tecido 6sseo neoformado e entremeado
por tecido conjuntivo em desenvolvimento com infiltrado inflamat6rio, e um
padréo de tecido 6sseo envolto por uma matriz conjuntiva ndo mineralizada
predominou em todos os espécimes estudados. No periodo avaliativo em questao
(90 dias) nado foi possivel estabelecer uma comparacdo sobre o aspecto
degradacéo, todos os tratamentos apresentavam biomaterial remanescente sem
diferenca significativa entre eles.

Gomi et al. (1993) mostraram a presenca de células multinucleadas na
interface hidroxiapatita e o0sso depois da implantacdo, que podem ser
caracterizadas morfologicamente como osteoclastos, responsaveis pela
biodegradacao da hidroxiapatita, assim como Hemmerle et al. (1997) e Borges
(1998) encontraram cristais de hidroxiapatita separados e espalhados em
citoplasma de células com fatores ultraestruturais semelhantes a macréfagos,o
que é esperado ja que o biomaterial em questédo é considerado de degradacéo
lenta. No presente experimento a presenca deste tipo celular ndo foi expressiva,

devido ao periodo de avaliagdo contemplar mais as fases inflamatoria e
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proliferativa em detrimento da fase de remodelacdo que cursa com maior
atividade osteoclastica.

Li et al. (1995) e Edwards et al. (1997) observaram que a reabsorcéo celular
de granulos de hidroxiapatita ocorre concomitantemente com a formacéo
adjacente de 0sso novo, o que também foi percebido, uma vez que as fases do
processo de reparagdo se interpdem, devido a vérios fatores que tanto podem
acelerar ou prolongar o processo, como condi¢ao clinica do paciente, tipo de falha
0ssea, implante e técnica empregadas.

Geesink & Hoefnagels (1995), em implantes de hidroxiapatita colocados no
fémur de cées, observaram apds seis semanas de pds-operatorio tecido
periosteal, osteoblastos e ostedcitos maduros em contato com a hidroxiapatita,
sem interferéncia de tecido fibroso. No trabalho aqui discutido o implante foi
fixado junto ao endésteo mediante afastamento do peridsteo, mas de forma
analoga aos achados dos autores ndo ocorreu interferéncia de tecido fibroso,
mostranto uma boa adeséo celular do enxerto.

Nos estudos de Borges (1998), tecido fibrovascular circundando a HA e tecido
0sseo novo ha regido endosteal foram vistos no oitavo dia apds o implante, tanto
no grupo-controle como no tratado. O pesquisador observou a evolugao da
reparacdo O0ssea e aos 120 dias, que o defeito possuia caracteristica de 0sso
normal. O exame histolégico revelou, em alguns casos, reacdo tipo corpo
estranho caracterizada por células gigantes, macréfagos e presenca de tecido
conjuntivo ao redor da HA. Neste estudo nao ficaram explicitas reacdes do tipo
corpo estranho aos diferentes biomateriais empregados.

Para Bose & Tarafder (2012) e Santos et al. (2012), as particulas inorganicas
das bioceramicas tém relacéo célcio e fosforo muito proxima aquela dos 0ssos,
0 que acaba deixando o enxerto com alta dureza, tornando 0S 0SS0S nos quais
foram implantados mais quebradicos. No que diz respeito ao teste de dureza, aos
60 dias de pds-operatorio os tratamentos bonefill® sem PRP e bio-oss® sem PRP
apresentaram as maiores médias para a variavel dureza, de forma significativa
estatisticamente, mostrando que a adicdo de PRP aos tratamentos causou uma
dureza menor as neoformacdes. Ja aos 90 dias de pos-operatdrio ndo houve

diferente estatistica entre os diferentes tratamentos no quesito dureza.
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De acordo com Bonan et al. (2014), por possuir resisténcia mecanica baixa e
alta fragilidade, a utilizacdo da HA isolada torna-se restrita apenas a areas que
exigem pouco esfor¢co mecanico e, por esse motivo sao realizadas associacoes
da HA com outros materiais como zircbnia, alumina, titanio e biovidro para
melhora das propriedades biomecanicas dos biomateriais. Reiterando, foi
observado que a associacdo dos biomateriais com o PRP diminuiu suas
respecivas durezas.

Segundo Einhorn (1998), o mecanismo de calcificacdo envolve a atividade
mitocondrial que contém granulos de calcio, criando hipdéxia no local da fratura.
Depois de preparar o citoplasma, os condrécitos do calo da fratura e os granulos
de calcio sdo transportados para a matriz extracelular onde se precipitam com o
fosfato e iniciam a formacéo de depdsitos minerais. Esses depdsitos de calcio e
fosfato se agrupam e formam cristais de apatita. O pico de formacéo do calo rigido
€ atingido geralmente em 14 dias em modelos animais, conforme definido pela
histomorfometria de tecido mineralizado, mas também pela mensuracdo de
marcadores de matriz extracelular, como o colageno tipo |, osteocalcina,
fosfatase alcalina e osteonectina. Aos 60 dias de pds-operatério os tratamentos
bonefill® sem PRP e bio-oss® sem PRP apresentaram as maiores médias para
a variavel dureza, de forma significativa estatisticamente, 0 que sugere que 0
emprego do PRP tenha influenciado negativamente a deposicdo de minerais,
uma vez que a dureza 0ssea € conferida principalmente pela presenca de célcio
e fosfato.

Basilio & Lacerda (2018) relataram um caso clinico de tratamento na regiao
posterior da maxila de enxerto em seio maxilar utilizando hidroxiapatita (HA)
sintética versus xenoenxerto (bio-oss®) acompanhado de L-PRF (fibrina rica em
plaquetas e leucocitos) com o objetivo de instalar implantes dentais e posterior
analise clinica e histologica da neoformagéo 0ssea. Os biomateriais utilizados no
caso clinico foram selecionados por suas caracteristicas fisico-quimicas, com
granulacdo 0,25mm a 1,00mm e de baixa cristalinidade. Estas caracteristicas dos
biomateriais proporcionaram sua substituicdo gradual por tecido 6sseo e uma
regeneracao 6ssea adequada, além de promoverem a osseoconducdo para a
formacdo de novo 0sso em contato intimo com o biomaterial, observado na

histologia, o que também ocorreu neste trabalho, no qual foi empregada
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granulometria de 0,25 — 1mm e 0,6 — 1,5mm, para o bio-oss® e bonefill®,
respectivamente.

Andrade et al., (2007) consideram um fator importante a ser levado em
consideracao o qual sustenta a ideia de melhor reparacdo 6ssea nos tratamentos
com PRP € o incremento no reparo dos tecidos moles que revestem defeitos
0sseos tratados com enxerto e PRP, o que devido a metodologia empregada néo
pode ser considerado, em funcao de tratar-se de um crescimento 6sseo guiado
isolado dos tecidos moles adjacentes.

Uma forma complementar para a determinacéo ou nao do beneficio do PRP
para a aceleracao do processo de regeneracao 6ssea seria 0 acompanhamento
radiografico, bem como a verificacdo da expressdo dos fatores de crescimento
PDGF-B e TGF-3, assim como Souza (2010) que avaliou a cicatrizacdo 6ssea de
fraturas experimentais em caes tratados com PRP, observando maior expressao
destes fatores.

Para Mandelli (2010), o emprego do PRP representa um dos grandes avangos
na cirurgia reconstrutiva, uma vez que oferece acesso aos fatores de crescimento
com uma tecnologia simples e acessivel, o que foi comfirmado neste
experimento. Além disso, PRP apresenta capacidade de formar um gel bioldgico
no qual pode ser acrescido o enxerto, estabilizando o coégulo, de modo a
funcionar como um adesivo, o que de fato foi observado durante os
procedimentos cirargicos deste estudo.

Nas analises histomorfométricas, ao avaliar o tipo Il (tecido 6sseo maduro),
no periodo 60 dias ndo houve diferenca estatistica da associacdo entre o
biomaterial com a presenca ou auséncia de PRP para as variaveis area e
porcentagem, discordando de Torres et al. (2009) que realizaram um ensaio
clinico randomizado de enxertia em cavidade oral com um grupo controle com
bio-0ss® e um grupo de teste bio-oss® com PRP, no qual os resultados indicaram
que o PRP poderia melhorar a osteocondutividade e as propriedades do
biomaterial, aumentando o novo osso formado. Todavia, foram encontradas
diferencas estatisticas entre os trés biomateriais estudados.

Os resultados obtidos diferem daqueles encontrados por Pontes (2020) que
realizou pesquisa cujo objetivo foi analisar histomorfometricamente alvéolos

dentarios humanos pés-extracdo tratados com fibrina autéloga, fosfato de calcio
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bifasico ou uma associacdo de ambos. Foram testados diferentes tratamentos:
preenchimento com fibrina autéloga na forma de plug recoberto por membrana
de fibrina (G1), fibrina associada a enxerto aloplastico a base de hidroxiapatita e
beta fosfato tricalcio recobertos por membrana de colageno (G2) ou enxerto
aloplastico a base de beta fosfato tricalcio recoberto por membrana de colageno
(controle). A avaliacdo histomorfométrica de cada amostra foi baseada em trés
microtomias e dez campos histolégicos por microtomia, sendo analisada a média
e 0 desvio padrdao de osso neoformado, tecido conjuntivo, biomaterial
remanescente e outras estruturas, a semelhanca do estudo aqui apresentado.
Em seus achados concluiram um melhor padréo de regeneracdo 6ssea com uso
de fibrina.

Aos 60 dias, o biomaterial que apresentou a maior area foi o bio-0ss®, ja os
biomateriais bonefill® e HA apresentaram resultados semelhantes. Quando
comparada a porcentagem, o biomaterial bonefill® apresentou resultado
semelhante ao bio-oss®. Estes resultados diferem dos de Statkievicz (2022) que
comparando através de andlise histométrica e imunoistoquimica o
comportamento dos biomateriais bonefill®, bio-oss® e do osso autdgeno na
enxertia de seios maxilares de humanos, encontrou maior formacao de 0sso
maduro com o emprego do bonefill®.

Ja aos 90 dias, a associacdo entre os trés biomateriais e a presenca/auséncia
de PRP nédo apresentou diferenca estatistica (p<0,05). O tratamento que
apresentou o pior resultado, tanto para a variavel area quando para a variavel
percentagem, foi o HA sem PRP, concordando com Penteado & Colombo (2013)
gue testaram o uso de VB - uma ceramica com o6xido de silicio associado a PRP
na calvaria de 10 coelhos, sugerindo que o PRP carreando fatores de
crescimento como PDGF, TGF-B, VEGF, IGF-I entre outros seja de fundamental
importancia para estimular a diferenciagdo osteogénica local. Os demais
tratamentos apresentaram resultados estatisticamente semelhantes.

Com base no teste de comparacdo das medianas dos seis tratamentos
avaliados (biomaterial + PRP), o tratamento bonefill® com PRP apresentou o
menor valor para a variavel NTO, discordando de Torres et al. (2009). Os demais

tratamentos apresentaram valores estatisticamente iguais para a variavel NTO.
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Em relacdo aos resultados dos tratamentos aos 90 dias somente foi
observada a presenca de biomaterial remanescente no tratamento com PRP.
Comparando bonefill® aos tratamentos com HA e bio-oss® a presenca de
osteoblastos e ostedcitos foi menos evidente com o bonefill® tanto com como
sem o PRP. Para a variavel OP, o tratamento que apresentou maior propor¢ao
de osso priméario foi bio-oss® sem PRP. A semelhanca dos achados nos
tratamentos com HA e bio-0ss®, no tratamento com o biomaterial bonefill®
acrescido por PRP, foi marcante a presenca de tecido mieloide. Esses achados
indicam que neste estudo a associacdo do PRP aos biomateriais ndo contribuiu
para uma regeneracao mais rapida, discordando dos autores Claudino & Alves
(2019) que em sua pesquisa concluiram que o plasma rico em plaquetas atua
como um fator de crescimento para enxertos 0sseos.

Através dos estudos de histomorfometria foi possivel observar
comparativamente entre as imagens obtidas que nas imagens aos 60 dias, o
tratamento sem PRP evidenciou maior presenca de conjuntivo e/ ou 0sseo
imaturo (coloracdo vermelha). Ja nas imagens de 90 dias, o grupo sem PRP
evidenciou maior crescimento 6sseo (verde), em detrimento do com PRP, em
consonancia com os estudos de Vargas (2018) que concluiu que a aplicagédo do

PRP ndo apresentou influéncia no crescimento 6sseo quando comparado ao

mesmo biomaterial associado ao coagulo.

7 CONCLUSOES
O delineamento e o modelo experimental adotados permitiram a
promocdo do crescimento 6sseo guiado em calvarias de coelhos para a

comparacao de diferentes tratamentos.

O acréscimo do plasma rico em plaquetas aos diferentes biomateriais
(HA, bio-oss® e bonefill®) ndo promoveu melhora no processo de reparacéo
0ssea, levando a uma maior formacdo de tecido adioiso, menor formacgéo de

tecido 0sseo e piora na infiltracdo celular entre os poros dos biomateriais.

Na avaliacdo aos 60 dias a adicdo de plasma rico em plaguetas causou
menor dureza das neoformacdes Osseas. Entretanto ndo houve diferenca na

dureza aos 90 dias de pos-operatério entre os tratamentos com e sem PRP.
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Com relacdo aos diferentes biomateriais, na comparacdo entre si, sem
PRP, o que proporcionou maior percentual de osso neoformado mediante as
analises empregadas, no periodo de 90 dias foi 0 bio-0ss®.

Sobre a varidvel biomaterial remanescente o estudo ndo evidenciou
diferencas significativas, muito embora para esta a comparagao, que diz respeito
a absorcao dos biomateriais sdo necessarios experimentos com periodos mais

prolongados de avaliacao.

O mercado de biomateriais esta em constante expansao, tendo em vista
0 avanco tecnoldgico, no sentido de atender as demandas da populacéo e dos
animais geriatricos, promovendo a longevidade. O padrdo de vida de paises
emergentes como o Brasil tem a necessidade de viabilizar ainda mais o acesso
a tratamentos cirdrgicos envolvendo a reparagdo 0ssea, inclusive para animais
domésticos, de companhia, exposicdo, competicdo ou reproducdo. Diante da
caréncia desse tipo de produto no segmento veterinario e do agronegécio, €
importante expandir os horizontes para atender esse mercado que cresce de

forma tédo exponencial.
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