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RESUMO

Este estudo tem como objetivo determinar a eficacia de um biomaterial sintético, em forma de
pasta, composto por copolimero de acido latico/caprolactona (PLC) e polietilenoglicol (PEG)
associados ao beta-tricalcio fosfato (B-TCP), hidroxiapatita (HA) e nano-. Para isso o material
foi usado visandoo reparo 6sseo de defeitos de calvaria de tamanho critico em ratos. Trinta
ratos foram distribuidos nos grupos: Teste (n=10): biomaterial sintético na forma de Pasta;
Controle Positivo (n=10): Bioss®; Controle Negativo (n=10): coagulo. Os animais foram
submetidos a confeccao de dois defeitos de calvaria de tamanho critico de 5Smm de didmetro. A
eutandsia dos animais ocorreu ap6s 30 dias do procedimento cirtrgico. Os defeitos de calvaria
foram processados para andlise histoldgica. O tamanho do defeito foi mensurado e os dados
analisados estatisticamente de acordo com o grau de normalidade (ANOV A ou Kruskal Wallis),
em nivel de significancia de 5%. Os resultados indicaram que o grupo tratado com a pasta
(teste) apresentou maior defeito remanescente quando comparados com o controle negativo
(sem tratamento) e com o controle positivo (Bio-Oss®) (p<0.05). O controle positivo (Bio-
Oss®) apresentou maior fechamento do defeito dsseo em comparagdo com o controle negativo
(sem tratamento) (p<0.05). Conclui-se que o biomaterial testado nao foi favoravel ao reparo

dos defeitos 6sseos no periodo analisado.

Palavras-chave: Defeito critico. Biomaterial. Polimero. Regeneragdo dssea.



ABSTRACT

This study aims to determine the effectiveness of a synthetic biomaterial, in paste form,
composed of a copolymer of lactic acid/caprolactone (PLC) and polyethylene glycol (PEG)
associated with beta-tricalcium phosphate (B-TCP), hydroxyapatite (HA) and nano-. For this,
the material was used for bone repair of critical-sized calvaria defects in rats. Thirty rats were
divided into groups: Test (n=10): synthetic biomaterial in the form of paste; Positive Control
(n=10): Bioss®; Negative Control (n=10): clot. The animals were submitted to the confection
of two calvaria defects of critical size of 5 mm in diameter. The animals were euthanized 30
days after the surgical procedure. Calvaria defects were processed for histological analysis. The
size of the defect was measured and the data analyzed statistically according to the degree of
normality (ANOVA or Kruskal Wallis), at a significance level of 5%. The results indicated that
the group treated with the paste (test) had a greater remaining defect when compared with the
negative control (no treatment) and with the positive control (Bio-Oss®) (p<0.05). The positive
control (Bio-Oss®) showed greater closure of the bone defect compared to the negative control
(no treatment) (p<0.05). It is concluded that the biomaterial tested was not favorable to the

repair of bone defects in the analyzed period.

Key-words: Bone defect. Biomaterial. Polymer.
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1 INTRODUCAO

O tecido dsseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo organizado por células
Osseas vivas dispostas em um meio biomineral que contém cerca de 30% de segmentos
organicos ¢ 70% de inorganicos (Wang et al., 2019). Quase 90% desse segmento organico ¢é
colageno, enquanto os 10% residuais sao caracterizados por proteinas nao coldgenas, moléculas
de proteoglicanos, lipidios, osteopontina e outras proteinas da matriz éssea, as quais
esempenham papel vital na resisténcia mecanica e nas caracteristicas metabodlicas do tecido
0sseo (Hu et al., 2019). Além dos meios 6sseos mineralizados, as células deste tecido também
sdo criticas para a fungdo dos 0ssos. As principais células que regulam a renovagao do esqueleto
s30 0s osteoblastos e osteoclastos, os quais encontram-se em equilibrio nesseprocesso, por meio

de fendmenos de reabsorc¢ao e neoformacgao o6ssea (Horowitz; Holtzclaw; Rosen, 2012).

Mecanismos de Reparo Osseo

O processo de reparo ou de regeneragdo do tecido 6sseo ¢ complexo e contempla trés
principais fases: inflamacdo, produgdo dssea e remodelacdo (Schindeler et al., 2008). A
inflamacdo faz parte do inicio do processo, a partir da formagdo de codgulo no local a ser
reparado (Sikavitsas; Temenoff; Mikos, 2001). A producao éssea ¢ iniciada assim que o sangue
coagulado é substituido por tecido fibroso e cartilagem — ou calo 6sseo. A medida que o
processo regenerativo se estende, o calo 6sseo vai substituido por osso maduro e a remodelagao
Ossea, o estagio final da cicatrizagdo Ossea, continua a acontecer por mais de alguns meses. Na
regeneragdo, a arquitetura e a funcdo dos tecidos perdidos sdo restauradas por completo,
fazendo com que o tecido retorne a sua forma original (Dimitriou; Tsiridis; Giannoudis, 2005).

O tecido 6sseo, além da sua estrutura fisicoquimica caracteristica, tem a capacidade de
regeneracdo e remodelacdo durante todo o periodo pds fetal, fazendo com que este tecido se
diferencie dos demais (Gomes; Fernandes, 2011). Essa capacidade de regeneragdo ocorre em
funcdo de dois processos combinados, devendo-se tanto a proliferacio de células
osteoprogenitoras pré-formadas, como a inducao da proliferagdo e diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas.

Porém, esta capacidade regenerativa pode ser limitada pelo tamanho da lesdo, fazendo
com que grandes defeitos 6sseos nao se regenerem espontaneamente, o que pode representar

um problema estético e funcional em diversas situacdes clinicas (Burg; Porter; Kellam, 2000).



Estratégias para Regeneracio Ossea

Considerando que capacidade regenerativa do tecido 6sseo pode ser limitada pelo
tamanho da lesdo e em virtude das demandas estéticas e funcionais necessarias em diversas
situagdes clinicas que exigem a regeneracdo Ossea, diferentes estratégias terapé€uticas para
enxertia 0ssea tém sido empregadas.

Os enxertos 0sseos autdogenos sao amplamente utilizados pela comunidade odontologica
e médica e ¢ considerado “padrao ouro”. Entretanto, embora possam ser aplicados em intimeros
tipos de defeitos 6sseos ou condi¢des que requeiram reparo 6sseo 9, sdo associados a algumas
dificuldades técnicas e biologicas relevantes (Putters et al., 2018). Além da necessidade de duas
cirurgias, uma para a retirada e outra para implanta¢do do enxerto, pode-se considerar um maior
risco infec¢des, maior morbidade tanto trans- como pos-operatoria, bem como maior tempo de
procedimento. E preciso considerar também que existe uma disponibilidade limitada de osso
que pode ser retirado para o emprego em procedimentos de enxertia 6ssea e, normalmente, ela
esta em locais de dificil acesso.

Devido as estas caracteristicas, a busca por alternativas aos materiais autdogenos ¢ de
extrema relevancia e o uso destas alternativas tem se tornado cada vez mais frequente. Entre
estas alternativas podemos citar os materiais aldgenos e os materiais xenogenos. Os enxertos
Osseos alogenos sdo provenientes de outro individuo da mesma espécie (Hettwer et al., 2019);
0s enxertos xendgenos sao provenientes de espécie diferente da do receptor (Lee et al., 2015;
Park et al., 2007). Os xenoenxertos e aloenxertos 0sseos sao esterilizados por liofilizagdo e / ou
irradiag@o e esses processos possibilitam que as células vivas ndo estejam mais presentes no
enxerto doador, embora haja evidencias de que esse processo possa destruir muitas das
proteinas osteogé€nicas que contribuem para a reparagdo Ossea adequada, reduzindo
consideravelmente o potencial osteogénico dos xenoenxertos e aloenxertos em comparacao
com os enxertos autdgenos (Enneking; Campanacci, 2001; Ghiraldini et al., 2016). Além disso,
os métodos de conservacao e riscos de infecgdo relacionados aos xenoenxertos ¢ aloenxertos
sdo ainda controversos devido a presenca de residuos biologicos indesejados (Henman;
Finlayson, 2000).

Neste contexto, outras abordagens terapéuticas tém sido estudadas a fim de resolver
essas complicacdes por meio da utilizacdo de alternativas de substitutos 6sseos, como

biomateriais aloplasticos organicos/naturais e sintéticos (Ansari; Eshghanmalek, 2019).
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Biomateriais Sintéticos

Diversos polimeros e compostos inorganicos biodegradéaveis tém sido utilizados como
biomateriais sintéticos para reconstru¢do e regeneragcdo Ossea, apresentando resultados
promissores, suportando adequado desempenho ativo, biocompatibilidade e cinética de
biodegradagao reguladora adequada (Cheng et al., 2019; Rezwan et al., 2006; Zhang et al.,
2010).

Dentre eles, polimeros sintéticos como acido polilatico (PLA) e acido poliglicolico
(PGA), bem como copolimeros polilatico-coglicolideo (PLGA), t€ém sido muito utilizados na
engenharia de tecidos Osseos (Zhao et al., 2013). Outros polimeros promissores sdo o
policaprolactona (PCL) e polietileno glicol (PEG), usados como biomateriais de preenchimento
em diferentes defeitos dsseos, demonstrando absor¢do e biocompatibilidade adequadas
(Corrales et al., 2012; Wang et al., 2019). Esses polimeros apresentam como vantagens seu
tempo de degradacao, resisténcia mecénica e a biocompatibilidade com o tecido bioldgico, além
de sua caracteristica de biodegradacdo, que acontece por meio de hidrélise de suas ligacdes
¢ésteres, sendo os produtos decorrentes da degradagdo completamente absorvidos pelo
organismo (Corrales et al., 2012; Zhao et al., 2013).

Com o desenvolvimento das pesquisas de biomateriais, alternativas sintéticas de
destaque na literatura atual também utilizadas na regeneracao Ossea sdo as bioceramicas a base
de fosfato de célcio e silicato (Dziadek; Stodolak Zych; Cholewa-Kowalska, 2017; Silva, 2019).
Devido a elevada estabilidade e adequada taxa de biodegradacdo, o beta fosfato tricalcico (p-
TCP) tem sido amplamente utilizado na regeneragdo o6ssea (Horch et al., 2006), com capacidade
osteocondutora e osteoindutora, induzindo a diferenciacdo de células mesenquimais
indiferenciadas e estimulando a proliferagcdao de osteoblastos (Rezwan et al., 2006). No estagio
avangado da regeneragdo 6Ossea, a hidrolise e a fagocitose ativa desintegram gradualmente este
biomaterial, o qual € substituido por tecido 6sseo neoformado (Rezwan et al., 2006). Algumas
evidéncias apontam que os enxertos B-TCP possuem regenerativo 6sseo semelhante ao osso
autogeno e ao aloenxerto congelado e seco, desmineralizado ou nao (Nociti et al., 2000).

Ainda, os biomateriais baseados em hidroxiapatita (HA), maior componente inorganico
dos tecidos duros, sdo amplamente usados como substitutos dsseos, de forma isolada ou
associados a outros biomateriais (Chang et al., 2015; Gotz et al., 2008; Hamerschmidt et al.,
2011). Devido a alta biocompatibilidade e seguranca, biomateriais a base de HA t€m sido
aplicados na engenharia tecidual como osteocondutores (Liu et al., 2018; Martin; Bettencourt,

2018), além de estimularem a liberagdo de marcadores angiogé€nicos e possuirem efeito na
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diferenciagdo de células osteogénicas, acelerarando o processo de neoformagao 6ssea (Honda
et al., 2006; Kalantari; Naghib, 2019; Kilian et al., 2008; Silva, 2019). A HA possui carater
vital na mineralizacdo dssea e expressao de marcadores relacionados ao metabolismo dsseo
mineral (Arvidson et al., 2011), além de apresentar alta afinidade por proteinas e fatores de
crescimento (Wang; Yeung, 2017). Biomateriais a base de HA, diferentemente do B-TCP,
reabsorvem lentamente, por meio de dissolu¢do aquosa nos fluidos corporais, reabsor¢do por
osteoclastos e células multinucleares e fagocitose de particulas por macrofagos. Por esse
motivo, o uso da HA tem sido combinado com B-TCP, a fim de que ja haja formag¢ao de novo
0ss0 nos espagos criados a partir da degradacdo e a reabsor¢ao B-TCP (Garagiola et al., 2016).
Ainda, a aplicacdo de nano-hidroxiapatita (nano-HA), com particulas menores, tem sido
empregada de forma promissora na regeneracdo de defeitos 0sseos, beneficiando o processo de
neoformacao d6ssea (Ding et al., 2016; Kubasiewicz-Ross et al., 2017). Estudos apontam que
com o uso de nano-HA a bioatividade é aprimorada em comparaciao ao uso de particulas de
tamanho maior de HA, além de otimizar a adesdo de proteinas e a proliferagdo celular
(Garagiola et al., 2016; Teotia et al., 2017).

O avango dos conhecimentos envolvendo biomateriais sintéticos tem mostrado também
que a combinacdo de alternativas sintéticas pode ser promissora em diversos mecanismos
relacionados a formagao dssea. Neste contexto, um estudo recente mostrou que a combinagao
de PCL e nano-HA ndo somente melhorou as propriedades mecanicas do biomaterial, como
também estimulou macrofagos a produzirem fatores de crescimento como VEGF e PDGF-BB,
e moléculas relacionadas a osteogénese, incluindo Proteina dssea morfogenética 2 (BMP2),
fator de crescimento transformador beta (TGF-B1), e Prostagladina E2 (PGE2) (Abreu et al.,
2013).

Considerando as limitagdes relacionadas as técnicas regenerativas com enxertos 0sseos
autodgenos, alogenos e xendgenos e, tendo em vista o desenvolvimento promissor das pesquisas
relacionadas aos biomateriais e as vantagens oferecidas pelo uso de recursos sintéticos na
regeneragdo Ossea, seria relevante o aprofundamento de estudos de novos biomateriais, que
pudessem proporcionar resultados eficazes, seguros e previsiveis na reconstrucao de defeitos

0sseos.

Modelo Experimental de Defeitos de Tamanho Critico

Modelos experimentais pré-clinicos tém sido amplamente utilizados para investigar a

aplicabilidade de diferentes biomateriais e tais ensaios em animais sdo capazes de fornecer uma
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“prova de principio” estabelecendo a eficdcia, seguranca e previsibilidade das intervencdes
quando aplicadas, subsequentemente, na clinica (Gomes; Fernandes, 2011).

Embora a selecio de modelos pré-clinicos possa levar em consideragdo a arvore
filogenética, se dados confiaveis puderem ser conseguidos usando animais de pequeno porte,
como roedores, ¢ preferivel (Gomes; Fernandes, 2011). Nos processos para avaliagdo da
regeneragdo Ossea, roedores podem oferecer algumas vantagens, como uma melhor relagdo
custo-beneficio, facilidade na realizagdo do estudo, além de permitir melhor padronizagao dos
experimentos em condi¢des de amostras geneticamente semelhantes (Vajgel et al., 2014).

A utilizagdo de modelos experimentais em calvéria tem contribuido para um melhor
entendimento do processo de reparo de defeitos 6sseos (Cirano et al., 2018). Como a calvaria
de ratos ¢ relativamente inerte e possui caracteristicas semelhantes aos 0ssos maxilares como
ossificacdo membranosa e a mesma origem embrioldgica, ela tem sido utilizada como modelo
experimental para regeneracdo Ossea, inclusive por meio da utilizacdo de membranas e/ou
materiais de preenchimento (Frota et al., 2011; Luvizuto et al., 2011; Schofer et al., 2011). A
calvaria ¢ um local facil de receber enxerto e os tecidos moles podem ser suturados de modo
que a ferida cirurgica fique totalmente protegida, o que reduz o risco de exposi¢ao da membrana
ou contaminacdo (Gomes; Fernandes, 2011). Um aspecto importante que deve ser levado em
consideracdo na utilizagdo deste modelo experimental refere-se ao tamanho critico do defeito.
E denominado desta forma quando, ao longo de toda a vida do animal, o reparo Osseo
espontaneo nao € capaz de preencher todo o defeito com tecido neoformado. O tamanho critico
do defeito 6sseo em calvaria de ratos ¢ de 5.0mm de diametro, conforme estabelecido em uma
revisdo sistematica que analisou 61 artigos cientificos, reportando que apenas 1,6% dos defeitos
dessa dimensao repararam completamente com osso neoformado, caracterizando- os mesmos
como defeitos de tamanho critico (Vajgel et al., 2014).

Deste modo, tendo em vista as vantagens oferecidas pelo uso de materiais sintéticos no
preenchimento e reconstrucao de defeitos 0sseos, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a utilizagdao de um biomaterial bioabsorvivel de origem sintética em forma de pasta, composto
por polimeros PLA, PLC e PEG associado ao B-TCF, HA e nano-HA, no reparo dsseo em
defeitos de calvaria de tamanho critico em ratos. Embora existam alguns dados moleculares
sobre os efeitos de biomateriais sintéticos nos processos relacionados a reparagdo Ossea, a
influéncia deste biomaterial em questdo no reparo de defeitos Osseos criticos ainda nao ¢
conhecida. Espera-se que com a realizagdo deste estudo possa ser verificada a influéncia de um
biomaterial bioabsorvivel de origem sintética em forma de pasta composto por polimeros PLA,

PLC e PEG associado ao B-TCF, HA e nano-HA, no reparo 0sseo em defeitos de calvaria de
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tamanho critico em ratos. Embora existam alguns dados moleculares sobre os efeitos de
biomateriais no processo de reparo 0sseo, além de estabelecer os mecanismos bioldgicos pelos

quais isso ocorre.
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2 CONCLUSAO GERAL
Portanto, dentro dos limites deste estudo in vivo, podemos concluir que o biomaterial

testado (X) ndo foi favoravel ao preenchimento de defeitos 6sseos até o final do periodo de

relato analisado.
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