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RESUMO

Defeitos 6sseos extensos na regiao maxilo-facial podem ser corrigidos
com enxerto autégeno, no entanto nem sempre ha a possibilidade de se utilizar
esta modalidade terapéutica levando a pesquisa por novos substitutos 6sseos.
Com isso, 0 uso de fatores osteoindutores, como as proteinas morfogenéticas
osseas (BMPs), tem sido uma alternativa. Para a utilizagdo destas, carreadores
e arcabougos sdo essenciais para manter a capacidade osteoindutora das
BMPs. Portanto, este trabalho teve o objetivo de avaliar o papel biolégico do
cimento de fosfato de calcio (NORIAN) como carreador para BMP-2 no
processo de reparagédo éssea em cavidades cirurgicamente criadas em calvaria
de ratos. Defeitos criticos de 5 mm de diametro foram preparados com broca
trefina com motor baixa rotacdo em cada animal. Os animais foram divididos
em 2 grupos, no Grupo |: defeito preenchido com coagulo, no Grupo II:
preenchido com cimento de fosfato de calcio e no Grupo Ill: preenchido com
cimento de fosfato de calcio e BMP-2. Os animais foram sacrificados aos 5, 15
e 30 dias poOs-operatorio. Os mecanismos bioldgicos envolvidos no processo de
reparo oOsseo foram avaliados por andlise imunoistoquimica, através da
producdo da proteina osteocalcina. A analise imunohistoquimica revelou uma
marcacdo positiva para osteocalcina em todos 0s grupos experimentais,
independente do material utilizado como preenchimento nos defeitos dsseos.
No entanto, quando comparados entre si, o grupo (Glll), obteve escores de
marcacdo para a producdo desta proteina nos osteoblastos, na matriz
extracelular e no tecido 6sseo neoformado, mais expressivos do que nos outros
grupos, em todos os periodos de tempo (5, 15 e 30 dias), o que ndo pode ser
observado quando da utilizacdo do cimento de fosfato de calcio utilizado
isoladamente (Gll), a ndo ser no periodo de 15 dias de observacdo, a
semelhanca do comportamento observado também no grupo preenchido
somente por coagulo. Desta forma pode-se concluir que a utilizagdo do cimento
de fosfato de calcio (NORIAN) quando utilizado como material de enxertia em
defeitos criticos de calvarias de ratos, nédo influéncia a produgéo da proteina
osteocalcina, no entanto, sua utilizacdo como agente carreador da proteina
morfogenética 6ssea (BMP-2) causa uma tendéncia de aumento na produgao

desta proteina.



PALAVRAS CHAVE: reparo 0sseo, cimento de fosfato de calcio, BMP-2,

osteocalcina.



ABSTRACT

Bone defects in maxillofacial region can be corrected with autogenous
insertion, however there is not always a possibility of using this therapeutic
modality leading to new research by bone substitutes. Thus, the use of
osteoinductive factors such as bone morphogenetic proteins ( BMPs ), has
been an alternative. To use these, carriers and frameworks are essential to
maintain the osteoinductive capacity of BMPs. Therefore, this study aimed to
assess the biological role of the calcium phosphate cement ( Norian ) as a
carrier for BMP - 2 in bone repair in surgically created cavities in calvaria of rats.
Critical defects of 5 mm in diameter will be prepared with a trephine drill with a
low rotation motor under abundant irrigation in each animal. The animals were
divided in two groups, Group |: the defect is filled with calcium phosphate
cement in Group Il, filled with calcium phosphate cement and BMP- 2 and
Group llI: the defect is filled with autogenous bone particulates. The animals
were euthanized at 5, 15 and 30 days post-operative. The biological
mechanisms involved in the bone repair process was assessed by
immunohistochemical analysis, through the expression of osteocalcin protein

which is involved in the osteogenesis, mineralization and resorption processes.

Immunohistochemical analysis showed a positive staining for osteocalcin in all
groups , regardless of the material used for filling bone defects. However, when
compared, the group ( Glll ), labeling scores obtained for the production of this
protein in osteoblasts, extracellular matrix and the newly formed bone tissue,
more expressive than in the other groups at all time periods ( 5, 15 and 30
days), which can not be observed when using the calcium phosphate cement
used alone (IGl), except during the 15 days of observation, similarly to the
behavior observed in the group also completed only by clot. Thus it can be
concluded that the use of calcium phosphate cement ( Norian ) when used as
graft material in critical defects in rat calvaria not influence expression of the
protein osteocalcin, however, its use as a protein carrier agent bone
morphogenetic ( BMP - 2 ) causes a tendency to increase in the expression of

this protein.



KEYWORDS : bone repair , calcium phosphate cement , BMP - 2 , osteocalcin .
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1. INTRODUCAO

A reabilitacdo do sistema estomatognatico colabora para a recuperagao
estética, funcional e psicossocial dos pacientes. Entretanto, a falta de osso nos
rebordos alveolares constitui um grande desafio para o0 sucesso destas
reabilitacdes. Neste sentido, 0 0sso autdgeno continua sendo considerado o
biomaterial padrdao ouro (Boyne e James 1980; Tatum 1986; Misch 1987) para
a reconstrucao dos defeitos causados por patologias e traumas (Tessier et al.,
2005) e, principalmente, para a reconstrugdo dos rebordos edéntulos
possibilitando entre outras coisas a instalacdo de implantes dentéarios de titanio
(Proussaefs e Lozada 2005; Wada et al., 2001; Esposito et al., 2006;
Branemark et al., 1975).

O o0sso autdogeno possui propriedades importantes como: (I)
osseointegracdo, a capacidade de unir-se quimicamente a superficie dssea
sem a intervengao de uma camada de tecido fibroso (Constantino et al., 1994);
(Il) osteoconducéo, a capacidade de sustentar o crescimento 6sseo sobre esta
superficie (Constantino et al., 1994); (lll) osteoinducdo, a capacidade de induzir
a diferenciagdo de células mesenquimais (pluripotentes) do tecido
circunjacente (leito receptor) em células osteoblasticas (Cypher, et al., 1996); e
(IV) osteogénese, a neoformacgao 0ssea pelas células osteoblasticas presentes
no material enxertado - caracteristicas diferenciais que conferem ao 0sso
autégeno seu alto indice de sucesso (Triplett e Schow 1996; Hirsch e Ericsson
1991; Lundgren et al., 1996; Raghoebar et al., 1993; Wood e Moore, 1988). No
entanto, o seu uso pode ser limitado pelos seguintes fatores: a) morbidade da
area doadora; b) quantidade limitada de enxerto que pode ser removido de
regides intra-orais, e c) a necessidade de anestesia geral para a remogéo de

enxertos de areas extra-orais em casos de reconstrucdes mais extensas.

Devido a estas limitacdes dos enxertos bioldgicos, a engenharia tecidual
tem surgido como alternativa para se obter materiais que possuam
propriedades de inducdo ou auxilio no processo de neoformacao 6ssea (Yao et
al., 2005; Carvalho et al., 2004). Dos fatores osteoindutores, as proteinas

morfogenéticas oOsseas (BMPs) ganham popularidade no campo da
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odontologia. Elas sdo produzidas por osteoblastos e estimulam a diferenciagéo
de células mesenquimais indiferenciadas em condrécitos, promovendo uma
ossificacdo endocondral, bem como podem diferenciar as células
mesenquimais em células com fenoétipo osteoblastico, com formacao direta de
tecido 6sseo (Wozney e Rosen 1998; Reddi 1998).

As BMPs fazem parte da superfamilia TGF- (Transforming Grow Factor
- B) e compreendem uma familia grande de proteinas semelhantes em
estrutura e funcdo. Apresentam efeito sobre a regeneracdo tecidual,
principalmente no que diz respeito ao tecido 6sseo. Varias proteinas pertencem
a este grupo, no entanto, nesta familia de BMPs, a BMP-2 e a BMP-7 séo os
principais alvos dos estudos cientificos devido ao seu potencial de formacéo
O0ssea em diferentes variaces clinicas e modelos experimentais (Cypher e
Grossman 1996; Triplett e Schow 1996; Hirsch e Ericsson 1991; Lundgren et
al., 1996; Raghoebar et al., 1993; Wood e Moore 1988; Yao et al., 2005;
Carvalho et al., 2004; Boyne 1996; Margolin et al., 1998; Mcallister et al., 1998;
Tamura et al., 2001; Terheyden et al 1999; Van Den Bergh et al., 2000). Dentre
estas, predominantemente a BMP-2, tem demonstrado um papel significante na
regulacdo da diferenciacdo celular durante o reparo 0sseo (Bostrom et al.,
1995). Wozney e Rosen (1998) revisaram varios estudos e confirmaram a
importancia da BMP-2 na diferenciacdo celular e reparo 0sseo. Entretanto,
apesar desta conhecida capacidade de auxiliar do reparo 6sseo a associacao
das BMPs a biomateriais carreadores e/ou arcaboucgos sdo essenciais para
manter a capacidade osteoindutora da BMPs, jA que possuem uma grande

influéncia na retencdo mecéanica e na liberacdo destas no ambiente cicatricial.

Para Toriumi e Robertson (1993), um dos fatores mais importantes que
podem determinar o sucesso ou fracasso de enxertos 6sseos indutores em
cirurgias reconstrutivas € a eficiéncia do material carreador. Para tal, o
carreador ideal deve aumentar a exposicdo dos tecidos do hospedeiro a
substancia de crescimento e assegurar uma distribuicdo uniforme sem permitir
gue o material implantado ultrapasse os limites do sitio. O carreador deve ainda
ser reabsorvido na medida em que for ocorrendo a formagéo Ossea. Além
disso, este deve ainda ser seguro, biodegradavel, biocompativel e formulado

para permitir tamanhos e formas variados, adequados para o0 enxerto.
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E possivel se identificar na literatura diferentes tipos de biomateriais
utilizados como carreadores, como: cola de fibrina (Kim et al., 2007; Arnander
et al., 2006), hidrogéis (Takahashi et al., 2007; Yamamoto et al., 2006; Chung
et al., 2007), copolimeros de &cido polilatico e poliglicélico (Cowan et al., 2007;
Jones et al., 2006), colageno (Hou et al., 2007; Jones et al., 2006; Arnander et
al.,, 2006), acido hialurénico (Arnander et al., 2006), osso liofilizado
desmineralizado (DFDBA) (Boyan et al., 2006); cimentos de fosfatos de calcio
(Maus et al., 2008), lipossomos magnéticos (Matsuo et al., 2003), associacdo
de hidroxiapatita e fosfato tri-calcio (Jung et al., 2008), associacdo de

polipropileno e fosfato tri-célcio (Chu et al., 2006) entre outras associacdes.

Dentre os materiais carreadores os cimentos a base de fosfato de célcio
sdo considerados uma boa opcdo de biomaterial. Sdo materiais de enxertia
biodegradaveis e bioativos, apresentados na forma de po e liquido, que quando
misturados, funcionam como uma hidroxiapatita. Este material tem sido
extensivamente investigado devido as suas excelentes propriedades bioldgico,

potencial reabsortivo, capacidade de modelagem e facilidade de manipulacéo.

Entretanto, a formagéo, o desenvolvimento e a manutengcédo do tecido
0sseo apos a utilizacdo de materiais de enxertia, sdo processos delicados e
completamente regulados (Nijweide et al., 1986). Proteinas, hormonios, fatores
crescimento e citocinas, estdo ativamente envolvidos nestes processos e
exercem atividade direta sobre células com atividade osteoblastica e
osteoclastica, atuando em sua diferenciacdo e ativacdo metabdlica para a

producado de novo tecido 6sseo (Ducy et al., 2000).

Neste contexto, alguns marcadores podem ser usados para
monitorizacdo da formacdo &ssea, sendo a maior parte produtos dos
osteoblastos. A osteocalcina (OC), constitui-se na mais abundante proteina
nao-colagenosa no 0sso, sendo um importante indicador do processo de
mineralizacdo na formacdo O&ssea implementada pela calcificacdo dos
ostedcitos na camada de colageno. Sua concentragdo sérica € um marcador
sensitivo da formacdo Ossea, e quando correlacionada com indices
histomorfométricos se mostra um excelente indicador bioquimico da atividade

formadora dos osteoblastos (Lieberman et al., 2002; Thorwarth et al., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diante da importancia que os matérias sintéticos exercem nas terapias
de reparo e reconstrucao 6sseas e da complexidade dinamica do processo de
reparo 0sseo, a literatura mostra ainda ser necessario e oportuno a realizagao
de estudos histologicos e imunoistoquimicos que melhor expliquem o
desempenho destes matérias de enxertia, em especial do cimento de fosfato
de calcio, utilizado como carreadores de BMP, bem como a expressao de

proteinas da matriz 6ssea como indicadores durante o processo de ossificagao.

Portanto, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o papel bioldgico
do cimento de fosfato de calcio como carreador para BMP-2 no processo de
reparo 6sseo em cavidades cirurgicamente criadas em calvaria de ratos,
baseados na marcacdo imunohistoquimica para as proteinas osteocalcina e

esclerostina.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentagédo Animal da Universidade Estadual Paulista, Brasil (protocolo n°
2008-004517). Para isso foram utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar) adultos machos, com peso variando de 250 a 300 g. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais com dieta padrao (racdo sélida e agua “ad
libitum”), em condicbes climatizadas e &agua canalizada no Biotério da

Faculdade de Odontologia do campus de Aragatuba— UNESP.

Um total de 45 defeitos criticos foram criados nas calvaria dos ratos e
posteriormente estes foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de acordo
com o material de preenchimento em: Grupo | (n=15) - preenchido com
coagulo; Grupo Il (n=15) - preenchimento por cimento de fosfato de calcio
(Norian® - Craniofacial Repair System®, Germany); Grupo Ill (n=15) —

preenchido com cimento de fosfato de calcio (Norian® - Craniofacial Repair
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System®, Germany) + BMP-2 (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EUA).
Posteriormente os grupos foram subdivididos de acordo com o periodo de
avaliacdo em: 5, 15 e 30 dias (n=5/ periodo) (TABELAL).

PERIODO DE GRUPO | GRUPO II GRUPO Il
AVALIACAO/GRUPO COAGULO NORIAN® NORIAN® + BMP-2
15 ANIMAIS 15 ANIMAIS 15 ANIMAIS
5 DIAS 5 5 5
15 DIAS 5 5
30 DIAS 5 5 5

Tabela 1. Distribuicdo dos animais de acordo com o periodo de avaliacdo e grupo
experimental.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apos um periodo de doze horas em jejum o0s animais foram
anestesiados com Cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer AS — Saude
Animal, S&o Paulo, Brasil) e Cloridrato de Ketamina (Francotar — Vibrac do
Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil) via intramuscular na proporcédo de 1:1 e com
dose equivalente a 0,5 mL /100 g de peso do animal. Receberam, ainda,
infiltracdo de solucdo anestésica local contendo cloridrato de mepivacaina
(0.03ml/200mg, Scandicaine® 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franca), para hemostasia do campo operatério. Em seguida foi realizado
tricotomia e antissepsia da regido da calota craniana, incisdes divergentes, no
sentido antero-posterior a partir da linha mediana e deslocamento de um

retalho de espessura total (Figuras 1 e 2).

Figura 1- Tricotomia na regido frontal e anti-sepsia
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Figura 1- Tricotomia na regido frontal e anti-sepsia

Uma vez exposta a calota craniana, defeitos 6sseos de tamanho critico,
foram realizados utilizando uma broca trefina (Figuras 3 e 4) de 5 mm de
diametro (3i Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA).

Figura 3 — Afastamento dos tecidos para exposi¢éo do 0sso da calota craniana.

Figura 4 — Confeccao dos defeitos 6sseos com auxilio da broca trefina.
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Os defeitos foram preenchidos de acordo com o grupo experimental,
conforme especificado anteriormente, e os tecidos moles devidamente
reposicionados e suturados (Figura 5). No pds-operatorio imediato cada animal
recebeu dose Uunica de 24.000 unidades de Penicilina G-benzatina
(Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodge Saude Animal Ltda.,

Campinas, SP) por via intramuscular.

| A
Figura 5 (A e B)- Reposicionamento do retalho, sutura e antissepsia final.

3.3 EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL

Os animais (n=45) foram subdivididos em 3 grupos de acordo com o
periodo de analise experimental (5, 15 e 30 dias pds-operatério) e
eutanasiados por meio de dose excessiva do anestésico. A parte de interesse
do créanio foi removida e fixada em tamponado neutro com 4% solugcédo de

formol.

As pecas obtidas foram fixadas em formol e sofreram descalcificacdo em
EDTA (18%) e desidratacdo utilizando uma seqiiéncia de alcoois. Apos essas
etapas, realizou-se a diafanizacdo com xilol, inclusdo em parafina e
obtencdo de cortes com 5 um de espessura montados em laminas. Em

seguida procedeu-se 0 preparo para rea¢cdo imunoistoquimica.
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3.4 - ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

O experimento de imunoistoquimica utilizou como método de deteccao a
imunoperoxidasse. A atividade da peroxidasse enddgena foi inibida com
peréxido de hidrogénio. A seguir as laminas passaram pela etapa de
recuperacdo antigénica com tampéao fosfato citrato (pH 6.0). Foi utilizado um
anticorpo priméario para a osteocalcina (Santa Cruz Biotechnology), com o
objetivo de se analisar as respostas celulares quanto a ocorréncia do processo
de mineralizacéo.

No momento da realizagcdo destes mesmos experimentos para 0 outro
alvo, a esclerostina, foi detectada uma incompatibilidade do anticorpo com o
tecido alvo dos ratos, e por este motivo, este alvo foi descartado do estudo,
seguindo-se as reacfes somente para o alvo osteocalcina.

Para tal, foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti-cabra
produzido em coelho (Pierce Biotechnology), o complexo amplificador
Streptavidina e Biotina (Dako) e a diaminobenzidina (Dako) como cromégeno.

A expressao de osteocalcina foi avaliada qualitativamente pela atribuicdo
de diferentes “scores” de acordo com o numero de células imunomarcadas na
regido do defeito criado. Esta andlise foi realizada em microscépio 6tico
(LeicaR DMLB, Heerbrugg, Switzerland), através da contagem manual das
células marcadas em areas previamente determinadas, que sabidamente estao
envolvidas na dindmica do tecido 0sseo, e foram consideradas positivas as
marcagfes com diaminobenzidina, tomando-se o cuidado de se realizar
controles negativos para avaliar a especificidade dos anticorpos.

A analise qualitativa das imunomarcacdes foi realizada por meio da

atribuicdo de escores, conforme Tabela 2:

ESCORE CRITERIO DE CLASSIFICACAO
0 Auséncia de marcacéo
1 Marcacgéao Leve
2 Marcacéo Moderada
3 Marcacéo Intensa

Tabela 2- Escores utilizados na avaliagdo das imunomarcagdes obtidas.
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Apds examinados e classificados de acordo com os escores, os dados
obtidos das analises das laminas foram tabulados e posteriormente submetidos

a analise estatistica.

3.5 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA) a
2 critérios (material e tempo de avaliacdo) seguido do Teste de Tukey para
identificagdo das diferencas. Para todos os testes foi utilizado o nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

4- RESULTADOS

A analise imunohistoquimica para a producdo da proteina osteocalcina
revelou uma marcacdo positiva para todos 0s grupos experimentais,
independente do material utilizado como preenchimento nos defeitos dsseos
criticos criados nas calotas cranianas dos ratos (Figuras 6, 7 e 8).

No entanto, quando comparados entre si, o grupo (GlIl), nos quais 0s
defeitos foram preenchidos com o cimento de fosfato de célcio associado a
proteina morfogenética éssea (BMP-2), obtiveram escores de marcacao para a
producdo desta proteina nos osteoblastos, na matriz extracelular e no tecido
0sseo neoformado, mais expressivos do que nos outros grupos, em todos os
periodos de tempo (5, 15 e 30 dias), o que ndo pode ser observado quando da
utilizacao do cimento de fosfato de calcio utilizado isoladamente (Gll), a ndo ser
no periodo de 15 dias de observacdo, a semelhanca do comportamento
observado também no grupo preenchido somente por coagulo (Tabela 3).

Desta forma, pb6de-se perceber uma maior expressdo do marcador de
formacdo Ossea, osteocalcina, no grupo no qual foi associada a utilizacdo de
um agente osteocondutor (cimento de fosfato de calcio) a um agente
osteoindutor (BMP-2) quando comparada a intensidade de marcacéo
observada quando da utilizacdo somente do agente osteocondutor (cimento de
fosfato de calcio), bem como para o0 preenchimento com coagulo,
demonstrando uma resposta biolégica mais favoravel quando da utilizacdo da

associacao.
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Figura 6 — Imagens representativas da imunomarcagao para osteocalcina no
grupo cujos defeitos foram preenchidos com coagulo (Gl) nos periodos de 5,
15 e 30 dias, respectivamente. As setas indicam células imunomarcadas para o
alvo osteocalcina.



Figura 7 — Imagens representativas da imunomarcacao para osteocalcina no
grupo cujos defeitos foram preenchidos com cimento de fosfato de calcio -
Norian (Gll) nos periodos de 5, 15 e 30 dias, respectivamente. As setas
indicam células imunomarcadas para o alvo osteocalcina.
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Figura 8 — Imagens representativas da imunomarcacao para osteocalcina no
grupo cujos defeitos foram preenchidos com cimento de fosfato de calcio -
Norian+BMP-2 (Glll) nos periodos de 15 e 30 dias, respectivamente. As setas
indicam células imunomarcadas para o alvo osteocalcina.
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Média dos escores obtidos por periodo de
GRUPO EXPERIMENTAL avaliacao

5 dias 15 dias 30 dias
Gi — Coagulo 1 2 1
Gll — Norian 1 2 1
Glll = Norian+BMP-2 2 2 2

Tabela 3 - Média dos escores observados nos grupos experimentais em funcéo
do periodo de avaliacdo experimental.

5 - DISCUSSAO

Muitos procedimentos realizados nas condutas terapéuticas médica e/ou
odontolégica, como por exemplo, a correcdo de defeitos 0Osseos pos-
traumaticos, as ressecc¢des oncoldgicas, exodontias, infecgcdes ou previamnete
a instalacdo de implantes dentarios, que envolvem a necessidade de reparos
0sseos de maiores magnitudes, apresentam algumas dificuldades na sua
execucdo em virtude da capacidade reparativa limitada que o tecido 6sseo
apresenta (Boyne e James 1980; Tatum 1986; Misch 1987).

Com o intuito de otimizar o processo de reparo do tecido 6sseo nesse tipo
de terapia e ainda, de suplantar as desvantagens dos enxertos autdgenos
(morbidade, necessidade de confeccao de dois leitos cirdrgicos, etc.) tem-se
testado a substituicdo deste pelos chamados biomaterias - materiais de
enxertia utilizados como substitutos 6sseos de origem natural ou sintética
(Ambard et al., 2006). Dentre os materiais sintéticos destacam-se na literatura
0S materiais cerdmicos como 0s biovidros e os materiais a base de fosfato de
calcio, como a hidréxiapatita (HA), o fosfato tricalcico entre outros (LeGeros,
1991).

Para avaliar a eficacia desses materiais durante o processo de reparo
0sseo € necessario que se utilize um modelo experimental no qual séo
confeccionados defeitos 0sseos considerados criticos, ou seja, aqueles que
nAo se reparam espontdneamente a menos que um enxerto ou biomaterial seja
utilizado. Corroborando com dados da literatura, o presente estudo optou por
cavidades cirargicas criadas em calvarias de ratos com 5 mm de diametros e
tempo de avaliacdo curto, ndo superior a 30 dias pés-operatorios (Hollinger &
Kleinschmidt, 1990; Guskuma et al., 2013; Luvizuto et al., 2012). O grupo
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coagulo (COA) confirmou a validade do modelo experimental, onde ndo se
observou a capacidade de reparacdo Ossea completa na porcdo central do
defeito, dado que também se encontra de acordo com a expressao de
osteocalcina para este grupo, no qual 0s escores mostraram-se maiores no
periodo de 15 dias, devido a uma maior atividade dos osteoblastos para a
formacdo O0ssea neste periodo, e depois, voltaram a decair aos 30 dias, onde
esta atividade diminuiu tendo em vista a incapacidade destas células em

reparar a leséo, gracas a sua extenséao.

Neste estudo, optou-se por avaliar neste mesmo modelo experimental a
eficacia regenerativa de um biomaterial a base de fosfato de célcio, o cimento
de fosfato de calcio (NORIAN), quando utilizado sozinho como material de
preenchimento de defeitos 0sseos, bem como sua eficacia em servir como
material carreador para a acéo da proteina morfogenética 6ssea, a BMP-2, por
meio da marcacdo, por métodos imunolégicos, da producdo da proteina

osteocalcina.

A osteocalcina € uma pequena y-carboxiglutamato proteina,
preferencialmente expressa por osteoblatos, principalmente nos estagios
tardios de sua diferenciacdo, ou seja, sua presenca pode ser considerada
como um forte indicativo da capacidade formadora do tecido ésseo (Carvallo et
al., 2008). Sua expressao esta fortemente relacionada a fase de mineralizacao
da matriz éssea, pois liga-se fortemente ao calcio, e seu envolvimento na
regulacdo da mineralizacdo da matriz, apesar de controverso na literatura, tem
sido sugerido por alguns autores como estando relacionado aos processos de
crescimento do cristal de hidroxiapatita (Menanteau et al., 1982; Boskey et al.,
1985; Romberg et al., 1986; Hunter et al., 1996; Hoang et al., 2003) ou a
inibicdo da nucleacgéo deste cristal (Hunter et al., 1996).

Assim, a osteocalcina dentre outros marcadores 06sseos como a
osteopontina séo conhecidos marcadores para a diferenciacado de osteoblastos
e consta na literatura, diversos estudos que utilizam estes marcadores, entre
outros, para confirmar a osteogénese. (Weijs et al., 2010; Szabo et al., 2005).

A deteccdo da produgcdo destas proteinas em tecidos em fase
reparacao, como no modelo experimental proposto neste estudo, pode ajudar a

entender os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no reparo,
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durante o processo de ossificagdo, podendo sua producédo ser detectada
através de técnicas imunoistoquimicas, que atuam como ferramentas
metodoldgicas, possibilitando a analise da dindmica do tecido 6sseo em
defeitos preenchidos com biomateriais, por meio da imunomarcagcéo de

proteinas presentes durante o reparo 0sseo.

A utlizacdo de biomateriais como materiais de preenchimento de
defeitos 0Osseos considerados criticos, visa favorecer a diferenciacdo e
migracdo de osteoblastos nas areas centrais da ferida, onde a formacao
espontanea de 0sso ndo acontece. Neste contexto, os cimentos a base de
fosfato de calcio, como o utilizado neste estudo, mostraram segundo trabalhos
da literatura possuirem propriedades de osteoconduc¢éo e osteoinducédo, o que
poderia favorecer a formacdo Ossea nestas areas criticas (Ambard &
Mueninghoff, 2006). No entanto, no presente trabalho, quando o cimento de
fosfato de calcio (NORIAN) foi utilizado como material de preenchimento, a
expressdo de osteocalcina, indicador da formacdo Ossea utilizado neste
trabalho, ndo se mostrou expresso de forma significantemente maior do que no
grupo coagulo, no qual este ndo estava presente. Muitos fatores podem
influenciar a regeneracdo do tecido 6sseo quando regenerado por meio de
materiais de enxertia e, portanto, mais estudos sdo necessarios para que se
possa compreender a fundo o papel regenerador dos materiais de enxertia

Ossea.

Na tentativa de otimizar o reparo 0sseo, pode-se associar aos materiais
de enxertia, substancias indutoras da formacdo O0ssea como as proteinas
morfogenéticas 0sseas, aumentando a capacidade regenerativa dos enxertos.
No presente trabalho, a adicAo da BMP-2 ao material de preenchimento
(NORIAN) apresentou uma tendéncia no aumento na expressdo da
osteocalcina, o que pode ser entendido como uma tendéncia de aumento da
formacao Ossea, e pode ser explicado pela capacidade da BMP-2 de promover
a diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos, favorecendo a
formacdo de osso e o reparo (Heckman et al., 1999). No entanto, dada a
complexidade dos eventos envolvidos neste processo, mais estudos séo
necessarios para elucidar o papel combinado destas substancias na

regeneracao de defeitos criticos em calvarias de ratos.
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6 - CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e considerando os limites do
presente trabalho, pode-se concluir que a utilizagédo do cimento de fosfato de
calcio (NORIAN) quando utilizado como material de enxertia em defeitos
criticos de calvarias de ratos, ndo influéncia a expressdo da proteina
osteocalcina, no entanto, sua utilizacdo como agente carreador da proteina
morfogenética 6ssea (BMP-2) causa uma tendéncia de aumento na expressao
desta proteina.
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