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RESUMO

Objetivo: O presente estudo objetivou verificar o processo de reparo ésseo
frente a utilizacdo dos biomateriais Bio-Oss®, Osteogen® e Bone Ceramic®
em um modelo experimental com defeitos criados no fémur de ratos, através de
andlise histolégica, avaliando também a taxa de interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e TNF-a presente em cada processo inflamatério existente
no reparo 6sseo.

Materiais e Métodos: 36 ratos da linhagem Wistar com 8 semanas e cerca de
300 gramas foram submetidos a cirurgia do fémur criando um defeito 6sseo de
5mm de comprimento por 3mm de largura até chegar em tecido medular. Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo | - Bio-Oss®
(Geistlich Sons Ltd. Wolhusen, Suica); Grupo Il - Bone Ceramic® (Straumann
AG, Basel, Suica); Grupo Il - Osteogen® (Impladent Ltd., Hollywood, EUA);
Grupo Controle — coagulo. Conforme cada grupo, o fémur tinha sua medula
preenchida pelo biomaterial correspondente, excetuando-se o Grupo Controle
que teve preenchimento por coagulo. Trinta dias apdés a cirurgia, 0s animais
sofreram eutanasia e cada fémur operado removido, descalcificado, cortado em
micrétomo e confeccionado lamina microscopica para analise histoldgica.
Resultados: Em trinta dias, ndo houve diferenca significativa na neoformacéo
0ssea entre os grupos. No entanto, quanto a taxa de marcacao das citocinas
pré-inflamatoérias, o Bio-oss mostrou-se com a menor taxa de TNF-a, sendo em
apenas dois sitios uma taxa leve. O mesmo ocorreu com IL-1, mas mostrando
em seis sitios taxa leve. Em relacdo a IL-6, a taxa foi de moderada a severa
para a maioria dos sitios. O Bone Ceramic mostrou taxa mais alta de TNF-a em

relacdo ao Bio-oss, manteve um equilibrio em relacdo a IL-1 e resultados



semelhantes a IL-6. E o0 Osteogen apresentou a taxa mais alta de TNF-a e IL-1
e mais baixa de IL-6 quando comparado ao Bio-oss e Bone Ceramic.

Concluséo: As implicacdes clinicas a partir de um estudo em modelo animal
sao controversas, mas dentro do escopo do trabalho, um biomaterial com baixo
indice de TNF-a e IL-1 e indice moderado de IL-6 mostra-se maduro em 30

dias, ou seja, com condic¢des histoldgicas ideais de neoformacao 6ssea.

Palavras-chave*: Cimentos para Ossos; Fosfatos de Calcio; Experimentacao

Animal; Ratos Wistar; Citocinas.

*Bireme :- Centro Latino-Americano e do Caribe de Informag¢Bes em Ciéncias da Saude. Sdo Paulo.
Bireme/OPAS, 2007. DECS: Descritores em Ciéncia da Saude. Atualizacdo em 06 de mar¢co de 2013.
Disponivel em http://decs.bvs.br . Acesso em 05 de maio de 2013.
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ABSTRACT

Objective: This study aimed to verify the process of bone repair biomaterials
forward the use of Bio-Oss ®, Osteogen ® and Bone Ceramic ® in an
experimental model with defects created in rat femurs through histological
analysis, evaluating also the rate of interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and
TNF-a present in each inflammatory process existing in bone repair.

Materials and Methods: 36 Wistar rats aged 8 weeks and about 300 grams
underwent surgery femur bone defect creating a 5mm long and 3mm wide to
get in medullary tissue. The animals were randomly divided into four groups:
Group | - Bio-Oss ® (Geistlich Wolhusen Sons Ltd., Switzerland), Group Il -
Bone Ceramic ® (Straumann AG, Basel, Switzerland), Group Ill - Osteogen ®
(Impladent Ltd., Hollywood, USA), Group Control - clot. As each group, the
femur had their bone biomaterial filled by correspondent, except for the control
group that had filled with blood clot. Thirty days after surgery, animals were
euthanized and each operated femur removed, decalcified, cut with a
microtome and blade made for microscopic histological analysis.

Results: In thirty days, no significant difference in bone formation between the
groups. However, as the rate of the marking of proinflammatory cytokines, Bio-
Oss showed the lowest rate of TNF-a and in only two places a rate slightly. The
same occurred with IL-1, but showing slight rate at six sites. Regarding IL-6, the
rate was moderate to severe in most sites. The Bone Ceramic showed higher
rate of TNF-a in relation to Bio-oss, maintained a balance in relation to IL-1 and
similar to IL-6. And Osteogen showed the highest rate of TNF-a and IL-1 and
lower IL-6 when compared to Bio-oss and Bone Ceramic.

Conclusion: The clinical implications from a study in animal models are



controversial, but within the scope of work, a biomaterial with low TNF-a and IL-
1 and moderate content of IL-6 appears to be mature in 30 days , i.e., with

optimal histological conditions of bone formation.

* Keywords: Bone Cements, Calcium Phosphate, Animal Experimentation;

Wistar rats; Cytokines.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, varios biomateriais foram identificados com
potencial osteocondutor e osteoindutor, mas somente 0 0SSO autdgeno
permanece com a triade ideal - osteoinducao, osteoconduc¢éo e osteogénese.

Os biomateriais sdo uma alternativa em relagdo aos enxertos autégenos
em muitos casos, pois podem diminuir a morbidade de um segundo sitio
cirargico. Para isso, os materiais estudados devem apresentar, dentre outras
caracteristicas: biocompatibilidade, capacidade de suportar e transferir cargas
mecanicas, cinética de superficie controlada, realizar a induc¢éo e/ou conducao
no reparo 6sseo, manter ao longo do tempo homeostase de tecidos 6sseos,
assim como longevidade “in situ” (LEMONS e BIDEZ, 1991; PUELO e NANCY,
1999; LEMONS, 2004).

O termo fosfato de célcio bifasico (BCP) foi usado pela primeira vez por
Nery et al. em 1975 para descrever uma bioceramica constituida da mistura de
hidroxiapatita (HA) e fosfato B-tricalcico (B-TCP), que era na verdade 20% de
HA e 80% de B-TCP. Ceramicas de BCP, como outros materiais de enxertia
bioativos, sdo osteocondutoras e ndo osteoindutoras. Ou seja, formam um
arcabouco que permite o ingresso vascular, infiltracdo e migracédo celular,
formacao cartilaginosa e deposi¢cdo de tecido 0sseo calcificado (LEGEROS,
2002).

Um exemplo para essa substituicio oOssea é o Bone Ceramic®
(Straumann AG, Basel, Suica), que € um material de substituicAo Ossea
totalmente sintético, composto de fosfato de calcio bifasico (HA de 60% e 40%

de B-TCP). Esta combinacdo de um material ndo absorvivel como a HA, com
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um material reabsorvivel, B-TCP, torna o material bioativo, reabsorvivel, e
biocompativel, e tem potencial osteoindutor (JAFARIAN et al., 2008;
PAKNEJAD et al., 2008; MIRANDA et al., 2005).

Outro material de substituicAo que se enquadra nas hidroxiapatitas
sintéticas é o Osteogen® (Impladent Ltd., Hollywood, EUA). Este aloenxerto &
uma hidroxiapatita sintética, de reabsorcdo homogénea e previsivel quando
metabolizada no tecido 0sseo, com caracteristicas osteocondutoras. Se
posicionado também sob o peridsteo, é encapsulado de forma fibrética,
oferecendo alternativa para o aumento de volume gengival (CORSAIR, 1990;
DONOHUE; MASCRES, 1993; EPSTEIN; VALEN, 2006).

As hidroxiapatitas, em suas mdultiplas apresentacdes, trazem em suas
variadas formulacbes quimicas, a presenca predominante dos elementos
essenciais que compdem o tecido O0sseo humano: célcio e fosfato. Em
elevacdo de seio maxilar, ap6s 6 meses ha formacdo de tecido ésseo
neoformado ao redor dos cristais de hidroxiapatita (MANGANO et al., 2006)

Ainda outra alternativa de substituto 6sseo é o0 enxerto xendgeno
inorganico, sendo atualmente utilizado em diversas situacdes clinicas. E um
produto que mostra propriedades osteocondutoras e que auxilia a neoformacao
O0ssea nos processos de neoformacdo (VALENTINI; ABENSUR, 2003;
HATANO et al., 2004; JOHN; WENZ, 2004; SIMION et al., 2007) e também é
utilizado na periodontia, apresentando relativo sucesso nas cirurgias de
regeneracao tecidual guiada (STAVROPOULOS et al., 2004).

Um exemplo de xenoenxerto de origem bovina é o Bio-Oss® (Geistlich

Sons Ltd. Wolhusen, Suica), que esta associado a neoformacdo Ossea,
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(HAMMERLE et al., 1998; NOMURA et al., 2005; ORSINI et al., 2007; SIMION
et al., 2007), e que possui propriedades de osteoconducédo como as do B-TCP.

O Bio-Oss® é comprovadamente biocompativel e osteocondutor, &
reabsorvido lentamente em seres humanos e pode ser utilizado com sucesso
como substituto 6sseo em procedimentos de aumento do seio maxilar. Osso
bovino desproteinizado com 75% a 80% de porosidade e com um tamanho de
cristal variavel de 0,1 a 1,0mm, sob a forma de granulos corticais e esponjosos,
e blocos corticais e esponjosos (HURZELER et al., 1997; CLERGEAU et al.,
1996; BERGLUNDH; LINDHE, 1997; PIATTELLI et al., 1999).

Comparacgdes entre biomateriais sao importantes para determinar quais
sdo os potenciais e limites de utilizacdo. A literatura mostra estudos com
modelo experimental de comparagéo entre os materiais, mas a definicdo de um
modelo experimental definitivo ainda ndo é presente. A neoformacao Ossea é
influenciada por vérios fatores do processo inflamatério, tanto inicial, quanto
tardio. Muitos destes fatores ainda ndo foram elucidados. (ROKN et al., 2011;
BOYNE; JAMES, 1980; BERGLUNDH; LINDHE, 1997; HISLOP et al., 1993).

Além da osteoconducédo, facilitando a neoformacéo, tais substitutos
0sseos, quando enxertados, levam a um processo inflamatorio. Varias citocinas
pro-inflamatérias estdo envolvidas durante a fase inicial e tardia do processo de
neoformacdo Ossea. Padrdes de expressdo temporal de citocinas pré-
inflamatorias como as interleucinas, fatores de necrose tumoral e outros ja
foram avaliados em varios modelos de pesquisa. As interleucinas IL-1 e IL-6
estdo envolvidas na complexa rede de cascatas de sinalizagcdo evocada

durante a neoformacdo 6ssea e podem afetar diferencialmente células da
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linhagem osteoblastica imaturas e maduras (KIM et al., 1997; OHSHIMA et al.,
1998; CHO et al., 2007).

A neoformacgdo 0ssea envolve uma cascata de eventos que se inicia
com uma reacao inflamatéria (BROWDER et al., 1988), em que os macréfagos
e outras células do sistema imune sao recrutados para o local do defeito e ha
liberacéo de vérios fatores, incluindo IL-1, IL-6, e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (KON et al., 2001). Estas citocinas pro-inflamatorias estdo associadas
com a resposta inata do tecido a presenca de lesdes, mas também sédo
conhecidas por aumentar a sintese de matriz extracelular, estimular a
angiogénese, e recrutar células mesenquimais endbégenas para o local da
lesdo (CHO et al.,, 2001). IL-1, IL-6 e TNF-a demonstraram desempenhar
importantes papéis reguladores na remodelacdo 6ssea e na homeostase
(KIMBLE et al., 1997) e, por meio de uma variedade de mecanismos, regulam a
atividade dos osteoclastos, quer através da estimulagdo de células
progenitoras hematopoiéticas diferenciando em osteoclastos maduros ou
através da ativacao de osteoclastos existentes (JILKA et al., 1992).

A interleucina-1 (IL-1) é uma citocina pré-inflamatéria, que € produzida
por uma variedade de células, tais como mondcitos, linfocitos, macréfagos,
células endoteliais e fibroblastos. IL-1 estimula a reabsor¢cdo 6ssea, e foi
encontrada em concentracoes elevadas em torno do processo de perda e
substituicdo 6ssea (MUNDY, 1993; HARADA et al., 1994).

Cillo et al. em 2000 estudaram o efeito da tensdo mecéanica sobre a
expressdo de mRNA dos fatores de crescimento e citocinas, numa linha de
células de osteosarcoma (SaOS-2) e observaram que a expressao de IL-

6mRNA foi induzida apos 24 horas (CILLO et al., 2000). Esta descoberta
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sugere que as citocinas pro-inflamatdrias, tais como IL-6, sdo induzidas pelas
células e podem desempenhar um papel fundamental na neoformacédo Ossea
ou remodelacdo (CHO et al., 2007).

TNF-a € um mediador-chave que aumenta a acao de osteoclastos em
tecidos adjacentes aos locais de ostedlise peri-implantar. Sugere-se identificar
o TNF-a como um alvo potencial para a terapia osteolitica de lesdes peri-
implantares. A utilizagdo de farmacos que inibem a acdo do TNF-a é
largamente aceita para o tratamento da artrite reumatoide em pacientes que
nao respondem a terapias anti-inflamatorias tradicionais. (SABOKBAR et al.,
2003; SCHWARZ et al., 2003; ROKN et al., 2011)

O fémur € um osso longo com corticais densas e limen preenchido por
tecido hematopoiético. Este tecido € responsavel pela formacéo de células de
linha de defesa, tais como linfécitos e mondcitos. A presenca de corpo
estranho ou biomaterial nesta regido implica em um processo inflamatoério para
combater o que o corpo detecta como estranho a ele com possibilidades de
destruicdo do préprio tecido. Por outro lado, o processo inflamatério
relacionado ao reparo 6sseo da regido pode indicar um adequado potencial de
uso do biomaterial (CORMACK, 2001; CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2004).

Com base nisso, o presente estudo objetivou verificar o processo de
reparo 0sseo frente a utilizacdo dos biomateriais Bio-Ossao®, Osteogen® e
Bone Ceramic® em um modelo experimental com defeitos criados no fémur de
ratos, através de analise histolégica, avaliando também a taxa de interleucina-1
(IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) presente em

cada processo inflamatorio existente no reparo 6sseo.
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ARTIGO 1

ESTUDO DO MODELO DE FEMUR DE RATOS COMO PROTOCOLO

PARA PESQUISAS COM BIOMATERIAIS

INTRODUGCAO

O modelo animal experimental de ratos é consagrado na literatura como
base para experimentos em todos os campos da ciéncia. Protegida por Lei e
normas de pesquisa, a utilizacdo deste modelo requer cuidados e
responsabilidade dos pesquisadores (LIEBSCHNER, 2004).

As propriedades biomecanicas do fémur de ratos estdo bem
estabelecidas e tém sido estudadas por vérios autores. (SONTAG, 1986;
JORGENSEN; BAK; ANDREASSEN, 1991; BARENGOLTS et al.,, 1993;
LIEBSCHNER, 2004)

O uso da medula do fémur em ratos apresenta-se com grande potencial
no estudo da angiogénese e osteogénese e 0s processos inflamatérios
envolvidos. Sontag em 1986 estudou a neoformacdo 6ssea na cortical interna
do fémur e apresentou uma descricéo das corticais do fémur (SONTAG, 1986).

Wang e colaboradores, 2013 demonstram o potencial de estudo da
reparacdo Ossea que a cortical interna do fémur apresenta para estudos de
biomateriais. (WANG et al., 2013).

Células-tronco da medular de fémur e tibia de ratos foram isoladas.
Estas células apresentaram forte capacidade de diferenciacdo osteogénica e

adipogénica, além de alta taxa de proliferacdo (FU et al., 2012).
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A medula 6ssea é um tecido complexo que contém células-tronco com
propriedades hematopoiéticas. As células-tronco hematopoiéticas sdo a
principal fonte de células do sangue no organismo adulto reguladas no
microambiente das células do estroma da medula. E um dos muitos métodos
para isolar células-tronco hematopoiéticas em fémur ou tibia de ratos, coelhos
ou humanos é através da introducao de polietileno biolégico na medula 6ssea,
havendo aderéncia dessas células ao biomaterial (POLISETTI et al., 2010).

Outras areas de uso para pesquisa em ratos sdo: calota craniana e tibia.
Estudos que empregaram a calota craniana de ratos como modelo
experimental apresentaram cortes histolégicos com pequena é&rea de
investigacdo (GOELZER, et al. 2012). O mesmo foi observado por Grandi em
2007 e por Machado et al. em 2008 que referem o deslocamento de material
associado ao defeito durante a confeccdo das laminas histolégicas devido a
pequena espessura 0ssea.

MATERIAL E METODO

A pesquisa foi aprovada pela CEUA/PUCRS (11/00237). O estudo foi
norteado pelos Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal, segundo a Lei Federal de 09 de outubro
de 2008.

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, com 8 semanas e com cerca
de 300 gramas. O numero de amostras deste estudo esta baseado em Grandi,

2007.
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A distribuicdo dos animais em quatro grupos conforme quadro abaixo:

Grupo | | Grupo Il | Grupo 1l | Grupo Controle

Amostras n=9 n=9 n=9 n=9

Morte 30 dias | 30 dias | 30 dias 30 dias

Quadro 1 - distribuicdo dos grupos.

Fémur: vista superficial do defeito
com broca 703 com 5mm de extensdo e
3mm de largura

Preenchimento da medular do fémur
Com o biomaterial

Figura 1 — Esquema do defeito no fémur e inser¢édo do Biomaterial.

Grupo | - Bio-oss® preenchendo o defeito 6sseo criado no fémur de 9
ratos. Conforme a Figura 1.

Grupo Il - Osteogen® preenchendo o defeito 6sseo criado no fémur de
9 ratos. Conforme a Figura 1.

Grupo Il - Bone Ceramic® preenchendo o defeito 6sseo criado no fémur

9 ratos. Conforme a Figura 1.
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Grupo Controle
Para o experimento do grupo controle, foi feito o defeito 6sseo no fémur
de 9 ratos, com o preenchimento da medular do fémur com codgulo sanguineo.

Conforme Figura 1, mas sem insergéo de material.

Protocolo anestésico

O protocolo utilizado foi com infiltracdo de 75mg/kg de Cloridrato de
Quetamina (Ketamina Agener® 10%, Agener) e 10mg/kg de Cloridrato de
Xilazina (Calmiun®, Agener) administradas via intraperitonial. No local da
intervengdo cirargica, foi realizada infiltracdo de 1,0ml de Cloridrato de
Lidocaina a 2%, 1:100.000 de adrenalina (Lidostesim® SV, DFL).

Acesso Cirurgico

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério de
Farmacologia Aplicada (Sala 148), da Faculdade de Farmacia da PUC-RS em
ambiente separado do ambiente de criagao.

Foi realizada a tricotomia da pele associada a superficie do fémur com
barbeador elétrico e degermacdo com iodofor aquoso 10%. Colocacao de
campo cirargico estéril e infiltracdo de 1,0ml de anestésico local lidocaina a 2%
com vasoconstritor 1:100.000 de adrenalina (Lidostesim® SV, DFL). Incisdo
cutdnea com lamina n° 15 montada em cabo n° 3, divulgdo dos tecidos por
planos até a localizacdo do peridsteo na superficie lateral do fémur. Incisdo do
periosteo e descolamento do mesmo e exposicao e fixacdo da area do fémur
com duas pingas Backauss. Uma broca 703 (Komet®, Alemanha) montada em
peca-de-mao reta com velocidade de 2000rpm, em motor elétrico NSK

Intrasurg XT® (NSK, Nakanishi, Japédo) realizou uma perfuracdo de 5mm de
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comprimento por 3mm de largura, chegando em medular. A irrigacdo local foi
continua com solucéo fisiolégica 0,9%.
Os defeitos confeccionados foram lavados com solugdo fisiol6gica
0,9% e inserido o biomaterial conforme os grupos (Grupo I, Il, Ill e Grupo
Controle), para isolar os defeitos foi utilizada uma membrana de colageno
Collatape® (Zimmer Dental, Carlsbad, USA).
Apbs este procedimento, o periosteo e a pele foram suturados com fio
Ethicon Mononylon 4-0 (Johnson e Johnson®, USA), com pontos simples e

interrompidos.

Figura 2- A) superficie lateral da coxa tricotomizada; B) acesso ao fémur; C) medida do defeito

Osseo; D) biomaterial inserido no defeito ésseo.
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Durante o0 pos-operatorio imediato, nas primeiras 24 horas, foi
administrado, via oral, o analgésico Tylenol® (Jenssen-Cilag, Brasil)
200mg/mL, na dose de 50mg/Kg de peso corporal, diluido em agua durante 4
dias. Também por via oral foi administrado antibidtico Tetraciclina (Bunker,
Brasil) 500mg/ml, na dose de 100mg/Kg de peso corporal, diluido em agua
durante 3 dias pos-operatorios. Todos os animais foram acompanhados pela
equipe de pesquisa durante o pré, trans e pés-operatério.(GONDIM et al.,
20009).

RESULTADOS

A utilizacdo do fémur de ratos para a pesquisa mostrou-se satisfatoria,
nao havendo complicagées como infec¢des ou fraturas no 0sso.

Os ratos recuperaram-se sem complicacdes dos procedimentos
anestésicos, e a capacidade de movimentacdo com 0 acesso cirlrgico
proposto foi recuperada em 24 horas ap06s o procedimento.

A obtencdo das amostras também foi adequada, pois a desarticulacdo

da juncao coxo-femural e fémur-tibial € de facil execucdo. Nao houve fratura de

fémur na obtencéo das amostras.

L /’
iz o

Figura 3- Esquer a: acesso cutaneo para obtencdo da amostra; Direita: fémur desarticulado
com é&rea de defeito visivel.
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As amostras, adquiridas apls eutanasia dos animais mediante
Isofluorano 10%, protocolo da CEUA/PUC-RS, foram descalcificas em solugao
de EDTA 10% durante 30 dias. A cada 48 horas o EDTA foi trocado e a
amostra inspecionada com alfinete até chegar ao ponto em que o alfinete
atravessou a amostra com pressdo leve. Neste momento a amostra foi
recortada com limites de 5mm de distancia em relacdo ao defeito cirtrgico e
parafinadas. Com micrétomo foram obtidos cortes de 5 micrometros de
espesura em sentido transversal ao longo eixo do fémur. As laminas foram
coradas com HE, sendo que em cada lamina havia quatro cortes de cada fémur
de forma semi-seriada. Ao microscopio observou-se toda a estrutura cortical do
fémur em sua integridade, bem como o biomaterial associado ao seu lumen.
Os cortes permitiram a visualizacdo ao microscépio 6ptico de estruturas como:

0sso neoformado, defeito criado, 0sso cortical prévio ao defeito e biomateriais.

o= ':('E');‘

s T i rnd)
A B
C D

Figura 4- A) Imagem do corte histol6gico 40x HE Bio-0ss®; B) Imagem do corte histolégico 40x
HE Coéagulo; C) Imagem do corte histoldgico 40x HE Osteogen®; D) Imagem do corte
histolégico 40x HE Bone-ceramic®.
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O uso do software Image J Plus foi feito com base em padronizacéo das
imagens com guia de milimetragem para que todas as medidas feitas

estivessem dentro do mesmo padréo.

® Image) File Edit Image Process Analyze Plugins
aaola/ofE 4|+ Ala0]2] |ofsa s

2592x1944 pixels RCE 19M8

Figura 5- Esquerda: calibracdo segundo o protocolo do microscopio Olimpus CX2. Direita:
imagem histolégica com a delimitagdo das areas de biomateriais, osso neoformado e espacgos
vazios.

A guia de milimetragem é padrdo para cada microscopio e pode ser
intra-imagem ou com padrdo externo, sendo este ultimo utilizado neste estudo.
A partir da delimitacdo das areas marca-se a op¢cdo de medida e o
calculo da area demarcada em milimetros quadrados apresenta-se em uma
tabela que deve ser transferida para o software Microsoft Excell 2010 para

céalculo estatistico.

DISCUSSAO

Com base no numero de ratos operados, o modelo experimental de
fémur de rato mostrou-se adequado e discutem-se alguns aspectos.

Sugere-se que o0 protocolo medicamentoso seja eficaz. O protocolo

anestésico infiltrado com base na massa de cada animal e com associacao de
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quetamina e xilazina mostrou-se eficaz, com seguranca e qualidade anestésica
durante o procedimento cirurgico. A infiltracdo local de 1,0ml do tubete de
lidocaina 2% com vasoconstritor 1:100.000 de adrenalina mostra-se altamente
indicada pela analgesia local, bem como hemostasia. O acesso cirirgico ao
fémur é um acesso que provoca maior risco de sangramento devido a grande
area muscular exposta durante o procedimento. Verificou-se sangramento
minimo e capacidade visual total do campo operatério conforme Figura 2. A
utilizacdo das pingas Backauss facilita a visualizagdo e 0 acesso para
osteotomia da regido. Com vistas a reduzir a possibilidade de infec¢cdo pés-
operatoria, a cada animal campos novos e estéreis foram utilizados, bem como
instrumental esterilizado, evitando contaminagdo externa ao procedimento. O
uso de Tetraciclina foi eficaz em impedir infecdo pds-operatéria. Do ponto de
vista da analgesia, o Tylenol® mostrou-se eficaz no controle da dor poés-
operatoéria, onde a partir de 24 horas ndo houve sinais de claudicacdo nos
animais. Nao foram observadas deiscéncia de sutura.

Conforme visualizado na Figura 4, os biomateriais inseridos mantiveram-
se em posicao durante o periodo do experimento e ndo foram deslocados por
forcas mecanicas, nem durante a confec¢édo das laminas. O uso da membrana
de colageno mostrou-se eficaz em promover a selecdo de tecidos, ja que
tecido mole ndo esteve associado a area do defeito.

Outro aspecto a ser relatado é a auséncia de alteracdo das funcbes
motoras dos ratos durante o estudo e a auséncia de processos infecciosos.
Todos os sitios no momento de obtencdo das amostras estavam clinicamente
saudaveis e ap0s a confeccdo dos cortes histologicos todos apresentaram

neoformacéo 6ssea associada aos biomateriais. (Figura 4)
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A obtencdo das amostras, 30 dias ap0s 0 acesso cirlrgico, se mostrou
de facil execucdo desde o momento da remocédo do fémur até o momento da
peca ser parafinada e cortada a cada 5 micrometros no sentido transversal do
longo eixo do fémur. Os cortes foram feitos de forma semi-seriada com quatro
cortes inseridos por lamina. (Figura 3)

Um dos procedimentos mais criticos € a descalcificagdo do fémur,
realizada para adequada confeccdo de laminas com cortes de 5 micrometros
de espessura. O procedimento de descalcificacdo com EDTA 10% é mais lento
gue outros processos, mas garante a manutengcao de um arcaboucgo do fémur.
O periodo de descalcificacdo foi de 30 dias e a cada 48 horas o EDTA foi
substituido. Nesse momento, foi aplicado com pressdo manual um alfinete
sobre amostra com o intuito de atravessar a amostra. Apés 30 dias isso foi
possivel e entdo cortes adicionais foram feitos para delimitar melhor o campo
utilizado para a confeccgéo do bloco de parafina.

A espessura de corte da amostra mostrou-se eficaz na confec¢ao das
laminas, permitindo avaliar a estrutura cortical do fémur em sua integridade,
bem como o biomaterial associado ao seu limen. Os cortes permitiram a
visualizagcdo ao microscopio Optico de estruturas como: 0sso neoformado,
defeito 6sseo criado, osso cortical prévio ao defeito, biomateriais. Diferente de
outros estudos com calota craniana e tibia de ratos (GRANDI, 2007;
MACHADO, 2008; GOELZER et al. 2012) a quantidade de osso presente
permite uma adequada visualizacdo do biomaterial e suas interfaces entre o
0Ss0. As corticais espessas e 0 lumen permitem cortes onde o biomaterial ndo
€ deslocado durante a confeccdo das laminas, 0 que normalmente ocorre na

calota e tibia. Além disso, a insercdo do biomaterial no defeito 6sseo criado,
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interior do lumen do fémur, ndo permite que ocorra a agdo de forcas mecéanicas
sobre o material, dificultando o processo de cicatrizacdo e/ou alterando o
processo inflamatério.

O uso do software Image J Plus foi essencial e feito com base em
padronizacdo das imagens com guias de milimetragem para que todas as
medidas feitas estivessem dentro do mesmo padrédo. A delimitacdo da area de
defeito 6sseo, area ocupada por biomaterial, 4&rea de osso neoformado e
espacos vazios podem ser delimitadas com ferramentas presentes no software
e 0 calculo dessas areas é imediatamente transferido para o software de

estatistica.

CONCLUSAO

A partir do estudo realizado, sugere-se que o fémur de rato apresenta
grande potencial para pesquisas com biomateriais em relacédo ao reparo 0sseo.
Outras possibilidades s&o estudos de citotoxicidade, genotoxicidade e

substancias que possam interferir com as fun¢des hematopoéticas do fémur.
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ARTIGO 2

AVALIACAO DO PROCESSO DE CICATRIZACAO OSSEA COM

DIFERENTES BIOMATERIAIS EM FEMUR DE RATOS

INTRODUGCAO

A neoformacéo 0ssea envolve uma sequéncias de eventos que se inicia
com uma reacao inflamatéria (BROWDER et al., 1988), em que os macréfagos
e outras células do sistema imune sao recrutados para o local do defeito e ha
liberacdo de vérios fatores, incluindo IL-1, IL-6, e fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) (KON et al., 2001). Estas citocinas pro-inflamatorias estdo associadas
com a resposta inata do tecido a presenca de lesdes, mas também sédo
conhecidas por aumentar a sintese de matriz extracelular, estimular a
angiogénese, e recrutar células mesenquimais endbégenas para o local da
lesédo (CHO et al., 2001). IL-1, IL-6 e TNF-a desempenham importantes papéis
reguladores na remodelacdo 6ssea e na homeostase (KIMBLE et al., 1997) e,
por meio de uma variedade de mecanismos, regulam a atividade dos
osteoclastos, quer através da estimulagdo de células progenitoras
hematopoiéticas diferenciando em osteoclastos maduros ou através da
ativacdo de osteoclastos existentes (JILKA et al., 1992).

A interleucina-1 (IL-1) € uma citocina proé-inflamatéria produzida por uma
variedade de células, tais como mondcitos, linfocitos, macrofagos, células

endoteliais e fibroblastos. A IL-1 estimula a reabsorcédo 6ssea, e é encontrada
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em concentracdes elevadas em torno do processo de perda e substituicdo
o0ssea (MUNDY, 1993; HARADA et al., 1994).

O efeito da tensdo mecanica sobre a expressdo de mRNA dos fatores
de crescimento e citocinas foi estudada em uma linha de células de
osteosarcoma (SaOS-2) e observou-se que a expressao de IL-6mRNA foi
induzida ap6s 24 horas. Esta descoberta sugere que as citocinas proé-
inflamatorias, como IL-6, séo induzidas pelas células e apresentam um papel
fundamental na neoformacéo 6ssea ou remodelacdo (CILLO et al., 2000; CHO
et al., 2007).

TNF-a € um mediador-chave que aumenta a acao de osteoclastos em
tecidos adjacentes aos locais de ostedlise peri-implantar. Sugere-se identificar
o TNF-a como um alvo potencial para a terapia osteolitica de lesdes peri-
implantares. A utilizagdo de farmacos que inibem a acdo do TNF-a é
largamente aceita para o tratamento da artrite reumatoide em pacientes que
nao respondem a terapias anti-inflamatérias tradicionais (SABOKBAR et al.,
2003; SCHWARZ et al., 2003; ROKN et al., 2011).

Biomateriais apresentam propriedades osteocondutoras e as células
osteoblasticas e osteoclasticas respondem as citocinas durante o processo de
reparo 0sseo. Tanto o reparo, como a reabsorcao, estdo relacionados com
citocinas proé-inflamatérias. (LEMONS, 2004)

Ainda ha varios aspectos de acdo das citocinas frente ao uso de
biomateriais a serem investigados. O presente estudo em fémur de ratos
procura identificar a presenca dessas citocinas apos 30 dias de implantacdo de

diferentes biomateriais.
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MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela comissdo de ética no uso de animas
(CEUA) da PUC-RS, protocolo 11/00237. Para este estudo, 36 ratos, Wistar,
machos foram utilizados. Os ratos tinham 8 semanas e pesavam
aproximadamente 300g. Racdo e agua eram providenciados diariamente e a
sala era mantida a 22°C com ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de
escuridao.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo | - Bio-
Oss® (Geistlich Sons Ltd. Wolhusen, Suica); Grupo Il - Bone Ceramic®
(Straumann AG, Basel, Suica); Grupo Il - Osteogen® (Impladent Ltd.,
Hollywood, EUA); Grupo Controle — coagulo. Excetuando-se o tipo de material
enxertado ou a manutencdo apenas de um coagulo, todos 0s grupos
receberam o mesmo tipo de cuidado e tratamento no pré, no trans e no pés-
peratério. Todos os grupos receberam uma membrana de colageno Collatape®
(Zimmer Dental, Carlsbad, USA).

Os procedimentos cirargicos foram realizados sob condi¢des individuais
de assepesia e em ambiente separado do ambiente de criacao.

O protocolo anestésico utilizado foi com infiltracdo de 75mg/kg de
Cloridrato de Quetamina (Ketamina Agener® 10%, Agener) e 10mg/kg de
Cloridrato de Xilazina (Calmiun®, Agener) administradas via intraperitonial. No
local da intervencéo cirurgica, apos tricotomia realizada com barbeador elétrico,
degermacdo com iodofor aquoso 10% e cobertura por campo estéril, foi
realizada infiltracdo com 1,0ml de Cloridrato de Lidocaina a 2% e 1:100.000 de
adrenalina (Lidostesim® SV, DFL). Local adequado para o acesso cirurgico, a

incisdo cutanea com lamina n° 15 montada em cabo n° 3 foi realizada. Apds,
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divulcdo dos tecidos por planos até a localizacdo do peridésteo na superficie
lateral do fémur. Para exposicdo do tecido 0sseo, foi necessaria a incisdo do
periésteo e descolamento do mesmo, além da exposicéo e fixacdo da area do
fémur com duas pincas Backauss. Uma broca 703 (Komet® — Alemanha)
montada em peca-de-mao reta com velocidade de 2000rpm, em motor elétrico
NSK Intrasurg XT® (NSK, Nakanishi, Jap&o) realizou uma perfuragédo de 5mm
de comprimento por 3mm de largura, chegando em medular. A irrigagéo local
foi continua com solucao fisiolégica de NaCl 0,9%.

Os defeitos confeccionados foram lavados com soro fisioldgico e
inserido o biomaterial conforme os grupos (Grupo I, II, 1ll) e mantido somente
com coagulo, Grupo Controle. Apés, cobertos com membrana de colageno
antes da sutura com fio Ethicon Mononylon 4-0 (Johnson e Johnson®, USA),
com pontos simples e interrompidos.

Durante 0 poés-operatorio imediato, nas primeiras 24 horas, foi
administrado, via oral, o analgésico Tylenol® (Jenssen-Cilag, Brasil)
200mg/mL, na dose de 50mg/Kg de peso corporal, diluido em agua durante 4
dias. Também por via oral foi administrado antibidtico Tetraciclina (Bunker,
Brasil) 500mg/ml, na dose de 100mg/Kg de peso corporal, diluido em agua
durante 3 dias pos-operatérios. Todos os animais foram acompanhados pela
equipe de pesquisa durante o pré, trans e pdés-operatorio (GONDIM et al.,
2009). Os ratos recuperaram-se sem complicacbes aos procedimentos
anestésicos com capacidade de movimentacdo normal em 24 horas apds o

procedimento cirargico.
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Amostras

Trinta dias ap0s o procedimento cirargico foi feita a eutanasia dos
animais com Isofluorano 10% (protocolo CEUA-PUCRS) e remocéo de cada
fémur operado. As amostras foram descalcificas em solugdo de EDTA 10%
durante 30 dias. Para o preparo das laminas e posterior analise
imunohistoquimica, foram feitas sec¢fes multi-seriadas de 5um de espessura,
obtidas com o auxilio de um microtomo (Leica, SM 2000R, Alemanha). Os
cortes foram colocados em laminas com carga positiva (Flex IHC Microscope
Slides, DAKO,USA) e levados a estufa a 60°C por 24h.

A exposicdo do antigeno, através da metodologia de recuperacéo
antigénica induzida por calor a alta temperatura, foi realizada na plataforma
PTLink (DAKO, USA) em solugcdo Envision Flex Solugdo de Recuperacéo
antigénica pH alto por 40 minutos.

Apés este periodo, foi realizada a lavagem das laminas em tampao PBS,
pH 7.2. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com solucédo de 3%
de H,0O, em &lcool metilico em duas incubac¢bes de 15 minutos seguido de trés
ciclos de lavagem com tampéao PBS, pH 7.2.

Os anticorpos anti-IL-6, clone 1 (Santa Cruz Biotechnology,
SC130326), anti-IL-1, clone H153 (Santa Cruz Biotechnology,SC7884) e
TNFa, clone N20(Santa cruz Biotechnology, SC52746) foram diluidos em
1:100 com o diluente Antibody Diluent with background reducing
components (Dako,USA). Os cortes foram incubados pela metodologia de
capilaridade através da estacdo de imuno-coloracdo Sequenza (Thermo

Shandon, USA) overnight em temperatura entre 2°C e 6°C seguido de 3
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lavagens com tampao PBS, pH 7.2. Para amplificacdo da reacéo
antigeno-anticorpo utilizou-se o sistema Advanced HRP (Dako, USA) de
acordo com as recomendac¢des do fabricante. A seguir, as laminas foram
lavadas com tampdo PBS, pH 7.2, e incubadas com solucdo de
diaminobenzidina (Liquid DAB Substrate Chromogen System,Dako USA)
por 5 minutos. Apos lavagem em agua destilada, as laminas foram contra
coradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto seguido de lavagem
em agua corrente até remoc¢ao completa do corante, e incubadas em um
solucdo de amébnia 37mM por 15 segundos. Para finalizar, as laminas
foram desidratadas em &lcool etilico absoluto (quatro incubacbes de 2
minutos) e apos, realizado dois tratamentos com xileno por 5 minutos. As
laminas foram montadas em equipamento Coverslipper (Dako, USA).
Levadas ao microscopio, observou-se toda a estrutura cortical do fémur em sua
integridade, bem como o biomaterial associado & medular com aumento de
40x. Os cortes permitiram a visualizacdo ao microscopio éptico de estruturas
como: 0sso neoformado, o defeito 6sseo criado, osso cortical prévio ao defeito,
biomateriais, taxa de marcacdo por IL-1, IL-6 e TNF-a. A taxa foi avaliada
segundo Scarparo et al., 2012. Observando-se graus de presenca de infiltrado
corado por IL-1, IL-6 e TNF-a, sendo esses: negativo (0), leve (1), moderado
(2) e severo (3).

O uso do software Image J Plus foi feito com base em padronizagéo das
imagens com guias de milimetragem para que todas as medidas feitas
estivessem dentro do mesmo padréo. Os avaliadores, no numero de trés, com

diferentes graus de experiéncia foram calibrados e aferidos pelo ICC, indice de
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correlagdo intraclasse. Um avaliador conhecedor do conteddo das laminas e
dois cegos em relacdo aos biomateriais.

Os avaliadores, no numero de trés, realizaram 10 avaliacdes completas
em diferentes laminas e os resultados submetidos ao ICC, cujo resultado
mostrou que ambos estavam calibrados entre si. A correlagdo é considerada
com um resultado bom quando apresenta um indice de correlagdo igual ou
maior que 0,8, com um p<0,05. Neste caso, a correlacdo intraclasse levou em
consideracao area total do defeito criado; niumero de particulas do biomaterial
utilizado; area da soma das particulas do biomaterial utilizado e éarea de
espacos vazios existentes, obtendo como resultados, respectivamente: ICC =
0,846 com p=0,004; ICC = 0,979 com p<0,001; ICC = 0,989 com p<0,001; ICC
= 0,943 com p<0,001. A utilizacdo do ICC foi feita tendo em vista que este
indice avalia a taxa de acertos entre os examinadores, determinando se estes
estdo ou nao calibrados entre si.

RESULTADOS

Mediante a calibracédo, foi possivel mensurar os resultados da pesquisa,
através da Andlise de Variancia (ANOVA), que avaliou: area de neoformacéao
Ossea, area de biomaterial e area de espacos vazios em cada defeito ésseo
criado de cada lamina, constatando-se que ndo houve diferenca significativa na
média da area de neoformacdo Ossea entre os diferentes biomateriais. De
acordo com o teste de andlise de variancia (ANOVA), obteve-se um nivel de
significancia de 0,484.

No entanto, entre os grupos da média da area de granulos de
biomaterial restante apos 30 dias da intervencdo houve diferenca significativa

(p<0,001). O grupo com maior area de granulos de biomaterial ndo-absorvido
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foi 0 Bio-oss (M=1,085 mm?) e o grupo com menor area foi 0 Bone Ceramic
(M=0,266mm?). O teste post-hoc de Tukey mostrou que houve diferenca
significativa entre o grupo Bio-oss e Bone ceramic (p=0,002); e entre Bio-0ss e
Osteogen (p=0,004). Contudo, ndo houve diferenca significativa entre o grupo
Bone ceramic e Osteogen (p=0,954).

Quanto a analise da soma das areas de espacgos vazios existentes em
cada defeito 6sseo das laminas microscépicas, a maior area média encontrada
foi no grupo Bone Ceramic (M=1,095mm?), enquanto que a menor area de
espacos vazios estava no grupo Osteogen (M=0,679mm?). Contudo, o teste de
andlise de variancia (ANOVA) mostrou que estas diferencas ndo sao
estatisticamente significativas (p=0,329).

Quanto a taxa de marcacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-q,
0 biomaterial Osteogen mostrou os maiores indices, seguido de Bone Ceramic,
coagulo e, com menor taxa, Bio-oss. Em relacdo a IL-1 o biomaterial que
mostrou os maiores indices foi o Osteogen, seguido de coagulo, Bio-0ss e, com
menor taxa, o0 Bone Ceramic. Em relacdo a IL-6 o biomaterial Bio-oss mostrou
0s maiores indices, seguido de Bone Ceramic, Osteogen e, com menor taxa, o

coagulo.
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AREA DE NEOFORMACAO OSSEA

Quadro 1. Area de formacao 6ssea ap0s 30 dias da intervencéo

GRUPO N [MEDIA (mm? DESVIO MINIMO (mm?)[ MAXIMO (mm?)
PADRAO (mm?)

BIO-OSS® 9 3,790 0,946 2,742 5,493
BONE 9 3,786 1,032 2,062 5,034
CERAMIC®

OSTEOGEN® | 9 4,261 0,872 2,897 5,245
COAGULO 9 3,677 0,441 2,983 4,519
TOTAL 36 3,878 0,848 2,062 5,493

Andlise de variancia (ANOVA): p=0,484.

AREA DE BIOMATERIAL

Quadro 2. Area de biomaterial restante em cada grupo apos o periodo de 30

dias da intervencéao.

GRUPO N [MEDIA (mm?) DESVIO MINIMO (mm?)| MAXIMO (mm?)
PADRAO (mm?)
BIO-OSS® 1,085 0,735 0,00 2,073
BONE 9 0,266 0,182 0,00 0,508
CERAMIC®
OSTEOGEN® | 9 0,328 0,169 0,091 0,616
TOTAL 27 0,560 0,573 0,00 2,073

Andlise de variancia (ANOVA): p<0,001.
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AREA DE ESPACOS VAZIOS

Quadro 3. Area de espacos vazios dentro dos defeitos 6sseos apés 30 dias da

intervencao
GRUPO |[N| MEDIA (mm?) DESVIO MINIMO (mm?)| MAXIMO (mm?)
PADRAO (mm?)

BIO-OSS® 0,780 0,678 0,206 2,390
BONE 1,095 0,664 0,00 2,122
CERAMIC®

OSTEOGEN® 0,679 0,402 0,217 1,503
COAGULO 9 1,050 0,424 0,335 1,710
TOTAL 36 0,901 0,562 0,00 2,390

Andlise de variancia (ANOVA): p=0,329.
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Em relacdo a taxa de marcacdo de citocinas observou-se conforme

quadro abaixo:

Quadro 4. Taxa de marcacéo de IL-1, IL-6 e TNF-a

GRUPO N N Parcial| Taxa |N Parcial| Taxa |N Parcial| Taxa
Total |marcado| TNF-a |marcado| IL-1 |marcado IL-6
em em em
TNF-a IL-1 IL-6
BIO-OSS® 9 7 0 3 0 2 1
2 6 4 2
3 3
BONE 9 5 0 8 0 1 0
CERAMIC® 2 1 1 1 1
1 2 4 2
1 3 3 3
OSTEOGEN® 9 2 0 0 7 1
3 1 2 2
2 2 3
2 3
COAGULO 9 3 0 6 0 8 1
3 1 1 1 1 2
3 2 2 2
TOTAL 36 15 0 21 0 1 0
8 1 12 1 18 1
2 2 2 11 2
3 3 1 3 6 3
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Figura 4- Cortes histologicos 40x Coagulo.
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DISCUSSAO

Os avaliadores, no numero de trés, foram calibrados e aferidos pelo ICC,
sendo dois destes completamente cegos em relacéo as laminas.

Em relagdo a é&rea de neoformacdo dssea ndo houve diferencas
significativas entre os biomateriais e o codgulo. Isto implica em dizer que o
reparo da cortical 6ssea ocorreu independente do biomaterial. Como o objeto
de estudo do presente trabalho ndo era avaliar um defeito critico e sim a
relacdo que cada biomaterial teria de interferéncia nas citocinas estudadas em
meio a medula do fémur, o resultado encontra-se dentro do esperado. Varios
artigos na literatura comprovam a capacidade de reparo 6sseo frente a
utilizacdo desses biomateriais (CORSAIR, 1990; DONOHUE; MASCRES, 1993;
CLERGEAU et al.,, 1996; BERGLUNDH; LINDHE, 1997; HURZELER et al., 1997;
HAMMERLE et al., 1998; PIATTELLI et al., 1999; NOMURA et al., 2005; MIRANDA et
al., 2005; EPSTEIN; VALEN, 2006; ORSINI et al., 2007; SIMION et al.,, 2007,
JAFARIAN et al., 2008).

Em relacdo a area de biomaterial presente apds 30 dias observou-se
diferenca significativa (p<0,001). O Bone Ceramic foi o grupo que apresentou
maior incorporacdo pelo osso, enquanto o Bio-oss foi o material que mais
apresentou granulos. Sabendo-se que os materiais utilizados apresentam a
estrutura granular semelhante, supde-se que houve maior incorporacao de Bio-
0ss em relacdo aos demais biomateriais. O comportamento do Bone Ceramic e
Osteogen mostrou-se similar, possivelmente porque estes apresentam
estrutura quimica mais proxima, sendo sintéticos. Uma das possibilidades de
menor reabsorc¢do do Bio-oss reside no fato de ser um derivado animal.

Em relacdo a andlise da soma das areas de espacos vazios existentes

em cada defeito 6sseo das laminas microscopicas observou-se que as
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diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (p=0,329). Esta andlise foi
feita para descartar que artefatos na confeccdo das laminas fossem
incorporados como resultados validos na avaliagdo da é&rea de o0sso
neoformado. Outro objetivo com esta andlise € verificar quanto de biomaterial
de cada lamina poderia ser deslocado durante o processo de confeccao das
mesmas, e 0s resultados sem diferenca estatistica mostram que o modelo de
fémur de rato é seguro em relacdo a permanéncia do biomaterial inserido no
seu sitio apos a confeccao das laminas histoldgicas.

Com relacdo as citocinas pré-inflamatérias, observou-se que o0s
biomateriais e coagulo influenciam a marcacao de IL-1, IL-6 e TNF-a de formas
diferentes e a real implicacdo de cada um ainda ndo é totalmente conhecida,
mas cabem algumas inferéncias.

O periodo de 30 dias em relacdo ao metabolismo do rato mostra-se
tardio em relacdo ao reparo 6sseo. Neste momento, a remodelacdo 6ssea esta
mais ativa do que a neoformacdo Ossea e, portanto, o processo inflamatorio
presente deveria ser de baixa intensidade para citocinas de alta relacdo com
reabsorcdo 6ssea.

O Bio-oss mostrou uma taxa baixa de TNF-a, sendo em apenas dois
sitios uma taxa leve (1). O mesmo ocorreu com IL-1, mas mostrando em seis
sitios taxa leve. Em relacdo a IL-6, a taxa foi de moderada a severa para a
maioria dos sitios. Estes resultados implicam dizer que o Bio-0ss apresenta-se
em processo de remodelacdo Ossea fisiologica, pois a baixa taxa de TNF-a
com indice alto de IL-6 mostra equilibrio neste processo.

O Bone Ceramic mostrou taxa mais alta de TNF-a em relacdo ao Bio-

oss, manteve um equilibrio em relacéo a IL-1 e resultados semelhantes a IL-6.
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Estes resultados permitem sugerir que o Bone Ceramic em 30 dias em ratos
ainda apresenta uma reabsorcéo estrutural de seus granulos e que o periodo
de remodelacdo 6ssea final ultrapassa o periodo estipulado por esta pesquisa.
Permite sugerir também que, em 30 dias quando comparados Bio-0ss e Bone
Ceramic, o Bio-oss apresenta-se em um estagio de reparo 6sseo mais
avancado que o Bone Ceramic.

O Osteogen apresentou a taxa mais alta de TNF-a e IL-1 e mais baixa
de IL-6 quando comparado ao Bio-oss e Bone Ceramic. Estes resultados
permitem afirmar que o periodo de reparo 6sseo associado ao Osteogen
excede o periodo do estudo. Em segundo lugar, no periodo de 30 dias, o
biomaterial ainda esta em alta atividade de remodelamento quando comparado
ao Bone Ceramic e ao Bio-oss.

As taxas altas de TNF-a e IL-1 mostram que apesar da area de tecido
0sseo neoformado sejam estatisticamente sem diferencas entre o0s
biomateriais, existe uma diferenca significativa em relacdo ao processo
inflamatério presente. O Bio-oss mostra-se como um material com resultado
mais estavel do ponto de vista de maturidade de reparo e o Osteogen € o mais

imaturo no periodo de 30 dias.
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CONCLUSAO

As implicagbes clinicas a partir de um estudo em modelo animal sédo
controversas, mas dentro do escopo do trabalho, um biomaterial com baixo
indice de TNF-a e IL-1 e indice moderado de IL-6 mostra-se maduro em 30

dias.

47



3. CONSIDERACOES FINAIS GERAIS



3. CONSIDERACOES FINAIS GERAIS

A partir do trabalho exposto, fica claro que a metodologia utilizada se
mostrou adequada dentro de um estudo em modelo animal, podendo ser
empregada como referéncia em novos estudos que envolvam animais.

Com relacdo a area de neoformacgdo 0ssea ocorrida no fémur de cada
rato operado, ndo houve diferengas significativas entre os grupos avaliados, ou
seja, o reparo da cortical 6ssea aconteceu independentemente de um
biomaterial presente. No entanto, dentro das variagdes ocorridas no parametro
de neoformacdo Ossea, todos 0s biomateriais se mostraram superiores ao
coagulo, o que indica cada um desses como materiais a serem utilizados na
enxertia, promovendo aumento de volume 0sseo; fato este que ndo ocorre
frente apenas a coagulo.

Dentre os grupos avaliados, o grupo do Bio-0ss mostrou menor
incorporacdo do material ao tecido 6sseo neoformado e com um baixo indice
de TNF-a e IL-1, e um indice moderado de IL-6, mostrando maturidade 6ssea
em 30 dias, o que demonstra que este biomaterial, assim como o Bone-
Ceramic, que apresentou resultados semelhantes ao Bio-Oss, apresenta
condicdes histoldégicas compativeis com o processo de amadurecimento 6sseo

no periodo aproximado de 30 dias.
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5. ANEXO

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

!& CEUA§ Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

Oficio 136/11 - CEUA Porto Alegre, 20 de outubro de 2011.

Senhor Pesquisador:

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou, seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 11/00237 intitulado:
“Avaliacdo do processo de cicatrizacdo o6ssea com diferentes
biomateriais em fémur de ratos”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.
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