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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar se o Fisiograft atua como bom
carreador para BMP-2 no processo de reparacdo 6ssea em calvaria de ratos. Foram
utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) adultos machos. Defeitos
criticos de 5 mm de didmetro foram preparados na calvéria dos animais, utilizando
broca trefina. Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo | - defeito preenchido
por coégulo; Grupo Il - defeito preenchido com copolimero de é&cido polilatico e
poliglicdlico (PGLA) (Fisiograft); Grupo Ill - defeito preenchido com copolimero de
acido polilatico e poliglicolico (Fisiograft) + BMP-2. Os animais foram eutanasiados
aos 5, 15 e 30 dias de pos-operatorio. A andlise da ativacdo das proteinas OPG e
RANKL, envolvidas no processo de reparo 6sseo foi realizada por
imunohistoquimica. A marcacédo foi avaliada por meio de escores atribuidos a
marcacdo das proteinas em cada |&dmina analisada (- ausente, + fraca, ++
moderada, +++ intensa). A andlise estatistica foi realizada por meio de testes ndo
paramétricos sobre variaveis quantitativas de amostras independentes. Os valores
de cada grupo foram comparados entre si, pelo teste de Kruskall — Wallis. O nivel de
probabilidade de erro foi fixado em 5% (P <0.05). No grupo tratado com Fisiograft +
BMP-2 a marcacdo para RANKL predominou sobre a OPG de forma significante
(p<0,001), nos periodos de 5 e 15 dias. A predominancia desta proporcdo foi
observada em dois periodos somente neste grupo, quando comparados ao Coagulo
e Fisiograft (p<0,05). A ativagdo de RANKL e OPG nos diferentes grupos e tempos
de analise mostrou que o Fisiograft ndo se comporta como um bom carreador para
BMP-2, uma vez que a marcagdo de RANKL (que ativa osteoclastos) esteve
presente em grande parte do periodo analisado, indicando prejuizo ao processo de
reparo.

Palavras-chave: Reparo 0sseo. BMP-2. Osteoprotegerina. RANKL.
Imunohistoquimica.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the activation of proteins related to bone
metabolism (and OPG RANKL) by means of immunohistochemistry, when the
Fisiograft (polylactic acid Polyglycolic copolymer) is used as a carrier for BMP-2, in
the process of bone repair in rat calvarium. 45 rats (Rattus norvegicus, Albinus,
Wistar) adult males were used. Critical defects of 5 mm in diameter were prepared in
the calvarium of animals, using trephine drill. The animals were divided into 3 groups:
Group I-default populated by clot; Group Il-defect filled with a copolymer of polylactic
acid and Polyglycolic (PGLA) (Fisiograft); Group lll-defect filled with a copolymer of
polylactic acid and Polyglycolic (Fisiograft) + BMP-2. The animals were
euthanasiaded to 5, 15 and 30 days after surgery. Activation analysis of OPG and
RANKL, proteins involved in the process of bone repair was performed by
Immunohistochemistry. The markup was evaluated by means of scores assigned
marking of proteins in each blade analysed (-absent, weak, ++ moderate +, +++
intense). Statistical analysis was performed by means of nonparametric tests on
quantitative variables of independent samples. The values of each group were
compared with each other, by Kruskal-Wallis test. The level of probability of error was
set at 5% (P < 0.05). In the group treated with Fisiograft + BMP-2, the markup for
RANKL predominated on the OPG significantly (p < 0.001) in the periods of 5 and 15
days. The predominance of this proportion was observed in two periods only in this
group, when compared to the blood clot and Fisiograft (p < 0.05). The activation of
RANKL and EPG in different groups and times of analysis showed that the Fisiograft
does not behave as a good carrier for BMP-2, since the markup of RANKL (which
activates osteoclasts) was present in much of the analysis period, indicating damage
to the repair process.

Keywords: Bone repair. BMP-2. Osteoprotegerin. RANKL. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

As proteinas 0sseas morfogenéticas (BMPs) sdo fatores de crescimento que
pertencem a superfamilia do fator de crescimento transformador 3 e que séo
caracterizadas pela sua capacidade de iniciar a formacdo ectdpica de o0sso.
Reconhecidas pelos excelentes resultados na regeneracdo 6ssea, as BMPs séo
fundamentais para a ossificacdo endocondral, cada qual responsavel por niveis
adequados de atividade em diferentes areas do esqueleto. Além disso, as BMPs s&o
necesséarias para a manutencdo do status 6sseo na fase adulta, quando mantém
nichos de células-tronco, especialmente as hematopoiéticas na medula éssea,
juntamente com as osteoprogenitoras.(SCHMOEKEL et al., 2005)

A BMP-2 desempenha um papel essencial no esqueleto pés-natal: a auséncia
de sua producéo produz atrasos significantes na formac¢éo de centros de ossificagéo
secundarios nos membros, produzindo microfraturas e levando a fratura
propriamente dita em curto periodo de tempo (MCKAY et al.,, 2007). Células
osteoprogenitoras que ndo expressam BMP-2 possuem capacidade limitada de
proliferagéo e diferenciacdo em osteoblastos, sugerindo que a progressao para
ostedcitos também seja prejudicada (FISCHER et al., 2013). A atividade da BMP-2
declina com a idade e seu polimorfismo e estéd ligada & osteoporose e fraturas
(CANALIS et al., 2003).

In vitro, Li et al. (2011) investigaram o efeito da BMP-2 na proliferagcédo de
condrdcitos isolados do joelho de ratos Sprague Dawley. De 48 animais machos
livres de patdgenos, as cartilagens dos joelhos foram removidas, seccionadas e
cultivadas em placas contendo colagenase. As células foram filtradas e semeadas
em frascos, onde proliferaram até atingir 80% de confluéncia. A segunda geragéo de
condrdcitos foi identificada com azul de toluidina e semeadas novamente para
receberem 5, 10 ou 20 ng/ml de BMP-2. AplOs este tratamento, as sequéncias de
RNA de B-catenina, GSK-3B, DVL1, e ciclina D1 foram amplificadas e os niveis
mensurados. Os resultados sugerem que o acréscimo de BMP-2 na cultura
aumentou a viabilidade celular, além dos niveis de p-catenina, DVL1 e ciclina D1 nas
concentracdes de 10 e 20 ng/ml; por outro lado, os niveis de GSK-3p foram mais
baixos com 20 ng/ml de BMP-2. A proliferacdo de condrécitos foi significativamente

aumentada nas células tratadas com 10 ou 20 ng/ml de BMP-2 quando comparadas
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as controles. Concluiram que a BMP-2 promoveu a proliferacdo dos condrécitos pelo
aumento da expressao de B-catenina, DVL1 e ciclina D1, redugéo da expressao de
GSK-3B, e estimulo da fase G1/S do ciclo celular.

Embora a BMP-2 deva estar presente em pequenas concentragdes locais
para induzir a formacdo de 0sso, 0 excesso ndo é desejavel devido aos efeitos
adversos, como indugdo de resposta imunologica. (CHUANG et al., 2010). Além
disso, o alto custo e a rapida perda da atividade in vivo torna o tratamento inviavel
com altas doses da proteina. Por outro lado, um dos inibidores da biodisponibilidade
da proteina, Noggin, pode ser bloqueado por um inibidor competitivo, L51P, o que
poderia aumentar a atividade da BMP-2 exdgena. (DUDARIC et al., 2013). Enquanto
novos estudos sdo necessarios para a aplicagdo dessa estratégia, duas abordagens
podem ser utilizadas para promover a liberacé@o local continua: utilizacdo de veiculos
poliméricos ou minerais, reabsorviveis ou ndo, que carreiam o BMP-2; e a fixacao

por ligagbes covalentes ou idnicas na superficie do implante.

Estudos com modelos experimentais

Hirata et al. (2007) observaram que a esponja de apatita carbonada néo era
por si sb, capaz de estimular a formacdo ectdpica de osso suficiente, apesar de
possuir porosidade de tamanho propicio a proliferacdo de osteoblastos. Assim,
testaram a embebicdo de BMP-2 humano recombinante na esponja reforgada com
estrutura anelar de hidroxiapatita de 06 mm de diametro externo por 02 mm de altura
e 01 mm de espessura, inserindo sob o peridsteo da calvaria de ratos Wistar
machos. ApOs quatro semanas, os animais foram eutanasiados, e os espécimes
foram processados histologicamente. Formagéo ativa de osso foi observada dentro e
fora da estrutura da esponja, com 0 0sso neoformado mostrando grande ligagéo
com o peridsteo. Concluiram que o BMP-2 recombinante humano era extremamente
util e efetivo na reparagéo rapida do osso, combinado com a esponja de colageno e
apatita carbonada como arcabougo carreador.

Tschon et al. (2007) realizaram um estudo in vivo para investigar a eficacia
terapéutica do copolimero de acido polilactato-poliglicélico (Fisiograft®, Ghimas —
Bolonha, Italia), comparando-o com substitutos 6sseos. Em 12 miniporcos machos,
um pré-molar superior de cada lado foi extraido, com remoc¢é&o da cortical vestibular,

e o alvéolo aleatoriamente preenchido com gel ou esponja do copolimero, BioOss
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(Geistlich Biomaterials) ou Biocoral (Inoteb, Franca). Aos 15, 30 e 60 dias pos-
cirirgicos, quatro animais foram eutanasiados em cada periodo. Os espécimes
0sseos foram incluidos em metilmetacrilato para analise histolégica e histométrica,
no qual se mediu o volume de osso trabecular, espessura do trabeculado, o nimero
de trabéculas e o espacamento trabecular. Aos 15 dias, osso neoformado foi
observado em todos os alvéolos, porém de aparéncia imatura, uma vez que o
trabeculado era denso e fino; com 30 dias, tanto o gel quanto a esponja estavam
degradados, e os alvéolos encontravam-se preenchidos com 0sso que em termos de
volume, nimero e espagamento ndo foram estatisticamente diferentes do 0sso
receptor; e no final dos 60 dias, n&o foi possivel distinguir osso neoformado do 0sso
receptor. Concluiram que ambas as apresentagfes do copolimero eram materiais
osteocondutivos adequados e desapareciam totalmente apds a reparacdo Ossea
completa.

LUVIZUTO et al. (2011) compararam as propriedades osteocondutivas de trés
biomateriais comercialmente disponiveis, suplementados ou ndo com BMP-2. Em 20
ratos Wistar, dois defeitos de 5 mm foram feitos na calvaria e divididos em oito
tratamentos: fosfato tricalcico 3, gel de acido polilactato-poliglicélico e cimento de
fosfato de célcio, cada um com ou sem BMP-2, controle vazio e enxerto autdgeno.
Aos 15 e 30 dias, os animais receberam uma dose de calceina e alizarina,
marcadores 6sseos, e foram sacrificados aos 45 dias, quando a por¢do da calvaria
foi removida para inclusdo em resina. A microtomografia revelou completo
fechamento apenas com fosfato tricalcico 3, com ou sem BMP-2, e permanéncia do
defeito com o gel e o cimento de fosfato de célcio, ambos suplementados com BMP-
2. Tridimensionalmente, o enxerto autégeno e ambos os grupos de fosfato
apresentaram tendéncia de mais tecido mineralizado do que o gel e o cimento. A
histomorfometria refletiu os achados da microtomografia, com o gel apresentando o
menor volume de osso mineralizado, em contraste ao fosfato tricalcico B; a
suplementagdo com BMP-2 ndo aumentou a quantidade absoluta e nem relativa de
formagdo de 0sso em quaisquer materiais e induziu a degradagéo do cimento de
fosfato de calcio. A imunofluorescéncia revelou maior coloragdo com o fostato
tricalcico B e menor com o gel, e influéncia do BMP-2 apenas no cimento de fosfato
de calcio. Concluiram que nem o gel de &cido polilactato-poliglicdlico e cimento de
fosfato de calcio, suplementados ou ndo com BMP-2, foram superiores aos

resultados obtidos com o fosfato tricalcico f sem BMP-2.
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Chappuis et al. (2012) testaram o papel da BMP-2 na incorporagéo do enxerto
0sseo apos inativarem o gene responsavel (knock-out) pela transcricdo da proteina
em camundongos. Em grupos de oito, constituidos tanto de animais knock-out
quanto pelo mesmo numero de controles, os seguintes procedimentos foram
realizados: enxertos autdgenos, com remogd&o e recolocacdo dos fémures no mesmo
animal ou entre irmaos; enxertos aldgenos com osso desidratado e congelado,
coletados de animais knock-out ou néo; e adicdo de BMP-2 humano recombinante,
nos dois enxertos anteriores. Como esperado, com 21 dias os animais controles
apresentaram formagcdo de calo conectando o 0sso hospedeiro e o0 enxerto
autégeno, ao contrario dos animais knock-out, nos quais o enxerto se apresentava
desconectado, além de menor neoformacdo de osso. Quando enxerto alégeno de
animais controles foi transplantado para animais knock-out, as células do peridsteo
foram capazes de formar osso com 21 dias, porém restrito ao espaco delimitado
pelo periosteo; o acréscimo de BMP-2 ao enxerto foi capaz de estimular as células
do periosteo do osso hospedeiro, capacitando-os a formar o calo 6sseo. No
experimento reverso, o enxerto alégeno de osso de animal knock-out em animais
controles resultou em formacdo de calo, porém, ndo ultrapassou os limites do
enxerto. Com relacdo ao enxerto desidratado, ndo houve formacdo de calo nos
primeiros 21 dias em nenhuma das condi¢des experimentais, ao contrario do que
ocorreu com o acréscimo de BMP-2, que induziu a formacao de osso entre enxerto e
0sso hospedeiro. Concluiram que a BMP-2 era uma molécula sinalizadora cuja

presenca determinava o sucesso ou a falha dos enxertos 6sseos.

Proteinas relacionadas as BMPs-2 no remodelamento 6sseo

O padréo de sinalizagdo RANK/RANKL/OPG possui um papel fundamental no
remodelamento Gsseo; a interagdo do RANK com o RANKL aumenta a producéo,
atividade e sobrevivéncia de osteoclastos, mas os efeitos do RANKL sé&o
blogueados pela osteoprotegerina (OPG) (KAMIYA, 2012). A ligacdo de RANKL,
produzido pelos osteoblastos, a seu receptor RANK, localizado nos pré-osteoclastos,
induzem a diferenciagéo osteoclastica, fusao celular e reabsor¢cédo éssea. Em adicéo,
0s osteoblastos expressam osteoprotegerina, um receptor sollvel para RANKL que
inibe a ligagdo RANK-RANKL (Figural). A média entre RANKL e OPG é o principal
determinante para a atividade de formag&o osteoclastica. (TANAKA et al., 2005).
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Figura 1 - RANKL liga-se ao seu receptor RANK, e
ativa a formagéo dos osteoclastos. Quando a OPG
liga-se ao RANKL impede que o processo de

formacgéo dos osteoclastos ocorra.
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Fonte: Nature Reviews Rheumatology 7, 631-638, 2011).
(Lewiecki EM. New targets for intervention in the treatment of
postmenopausal osteoporosis.

A atividade osteoindutiva das proteinas 6sseas morfogenéticas sugerem que
elas sdo importantes reguladores no processo de reparacdo 0ssea e podem estar
envolvidas na manutengéo destes tecidos. (WOZNEY et al., 1992 ).

Embora a BMP-2 seja reconhecida como um dos mais efetivos tratamentos
para inducdo de formacado 6ssea. (YAMAMOTO et al., 2003), existem evidéncias de
que as BMPs podem reduzir a massa éssea por meio da indu¢éo da via de ativacdo
de osteoclastogénese. O tratamento de células osteoblasticas com BMP-2 ou
RANKL resulta na formacao de células multinucleadas positivas a fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), indicando a formacdo e ativacdo de células
responsaveis pela reabsor¢do. (GRANHOLM et al., 2013).

Em um estudo de Itoh et al. (2001), os autores mostram que a BMP-2 pode
influenciar diretamente a osteoclastogénese por meio de células da linhagem
osteoblastica, uma vez que a BMP-2 aumentou a sobrevivéncia de osteoclastos, por
meio da manutencéo de altos niveis de RANKL.

O reconhecimento da agdo da BMP-2 sobre a ativagdo dos osteoclastos é
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ainda possui algumas divergéncias, parecendo que sua ac¢do é dependente da
concentracdo de BMPs utilizada. O uso de carreadores pode modificar a
disponibilidade desta proteina, levando a um melhor aproveitamento da substancia
pelo tecido 6sseo.

Portanto, nosso objetivo é avaliar de que forma o Fisiograft atua como
carreador para BMP-2 no processo de reparacdo 6ssea em calvaria de ratos e se
ele influencia na produgdo do RANKL, que pode levar a um aumento no processo de

reabsor¢éo, prejudicando a formacdo 0ssea esperada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ativagdo de proteinas relacionadas ao metabolismo 6sseo (RANKL e
OPG), quando utilizado o acido polilatico e poliglicélico (Fisiograft), associado ou n&o

a BMP2, no reparo de defeitos cirargicos de tamanho critico em calvéaria de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar:
e Atividade de proteinas relacionadas ao metabolismo 6sseo, por meio
de marcacdo imunohistoquimica das proteinas RANKL (reabsorcédo

0ssea) e OPG (bloqueio da reabsorgéo).
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3 MATERIAL E METODOS (Etapas realizadas)

3.1 ANIMAIS

Para o presente estudo foram utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus, albinus,
Wistar) adultos machos, com 3 a 4 meses de idade, e peso corporal variando de 250
a 300g, em bom estado de saude, provenientes do Biotério da Faculdade de
Odontologia do campus de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com
dieta padrdo, ragéo sélida e agua ad libitum, em condigbes climatizadas, no Biotério
da Faculdade de Odontologia de Aragatuba - UNESP.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), e foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba — UNESP, protocolo n° 2008-
004517.

Cada grupo do estudo foi formado por 15 animais, sendo destinados 05
animais para cada tempo de tratamento pré-estabelecido (5, 15 e 30 dias). Em todos
os animais foram realizados dois defeitos 6sseos de tamanho critico (5 mm)
localizados na calvéria, constituindo os grupos experimentais:

Grupo Coa (n=15): o defeito foi preenchido somente por coagulo;

Grupo Fi (n=15): o defeito foi preenchido com copolimero de &cido polilatico e
poliglicélico (PLA/PGA) (Fisiograft® - Ghimas SPA, ltalia);

Grupo Fib (n=15): o defeito foi preenchido com copolimero de &cido polilatico
e poliglicélico (PLA/PGA) (Fisiograft® - Ghimas SPA, Italia) associado a BMP2.
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3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos e a eutanasia dos animais foram realizados no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, em associacdo com a Profa.
Dra. Roberta Okamoto.

Os animais foram mantidos em jejum durante doze horas prévias ao
procedimento cirdrgico e receberam administracdo de Cloridrato de Xilazina
(Rompum — Bayer AS — Saude Animal, S&o Paulo, Brasil), na concentragdo de 10
mg/kg, associado a Cloridrato de Ketamina. (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda, S&o
Paulo, Brasil) na dosagem de 75-100 mg/kg, administrados na forma intramuscular.
Receberam ainda, infiltragdo de solugdo anestésica local contendo cloridrato de
mepivacaina. (0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franga), para hemostasia do campo operatorio.

Apos a anestesia dos animais foi realizada tricotomia e antissepsia da regido
da calota craniana que foi operada, com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI
10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, Sao José do Rio Preto), associado ao PVPI
topico. Com uma lamina ndmero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Jap&o)
montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) foi realizada uma incisao
linear longitudinal, a seguir realizou-se o descolamento de retalho de espessura total
e afastamento deste com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo 0 0SSO
onde foi realizado o defeito 6sseo. Foi utilizado um motor elétrico com rotacdo
variando entre 20 e 2600 rpm para confeccdo dos defeitos 6sseos, com bomba
peristaltica e um contra-angulo redutor de 1:16. (Kavo, Santa Catarina, Brasil). Para
obtencéo do defeito critico foi utilizada uma broca trefina de 5 mm de diametro. (3i
Implant Innovations, Inc., Palm Beach Gardens, EUA), com irrigagdo por meio de
solucéo de cloreto de sédio a 0,9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) durante toda a

preparacao.

O defeito 6sseo foi preenchido de forma igualitaria em cada animal, nos
diferentes grupos e com o mesmo material. Os tecidos moles foram cuidadosamente
reposicionados e suturados em planos empregando-se fio reabsorvivel (4cido
polilatico — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil) com
pontos continuos no plano profundo e fio monofilamentar (Nylon 5.0, Mononylon,

Ethicon, Johnson Prod., S&o José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no
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plano mais externo, de modo a obter o fechamento primério da ferida. Apds a sutura
novamente foi realizada a antissepsia da area com Polivinil Pirrolidona, lodo Tépico.
(PVPI 10%, Riodeine, Rioquimica, Sao José do Rio Preto).

No pos-operatério imediato cada animal recebeu dose Unica de Tramadol
(5mg/kg, IP) que possui efeito por cerca de 12 horas, por se tratar de um

procedimento agressivo, que pode causar dor relativamente forte nos animais.

3.3 EUTANASIA E PREPARO DO MATERIAL

Os animais foram eutanasiados por meio de injecdo de barbitUricos
(Tiopental), na dose de 150mg/kg, IP, em conjunto com lidocaina (10mg/mL). As

pecas contendo o implante foram removidas e fixadas em formol a 10% tamponado.

A preparacdo das laminas foi realizada no Laboratério de Histologia e
Imunologia da Universidade do Sagrado Coragdo. (USC- Bauru). As analises
imunohistoquimica foram realizadas no mesmo laboratério (USC- Bauru). Apdés
processamento laboratorial de rotina, as pecas foram incluidas em parafina para
possibilitar a microtomia. Os cortes, semisseriados, com 5 pm de espessura, foram

preparados para as reac¢fes de imunohistoquimica.

Previamente a realizacdo da andlise imunohistoquimica as amostras foram
codificadas de maneira que somente o orientador soube quais grupos pertencem.
Um Unico examinador realizou as anlises e o0 mesmo desconheceu o respectivo

grupo da secgéao.

3.4 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foram realizados experimentos de imunohistoquimica utilizando como
método de deteccdo a imunoperoxidase. A atividade da peroxidase enddgena foi
inibida com peroxido de hidrogénio. A seguir as lAminas passaram pela etapa de
recuperacao antigénica com tampéo fosfato citrato (pH 6.0). Os anticorpos primarios
a serem utilizados foram contra OPG e RANKL. (Santa Cruz Biotechnology), com o

objetivo de se caracterizar as respostas celulares quanto a formacdo (OPG) e
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quanto a reabsorcdo 6ssea (RANKL), considerando-se que a avaliagdo conjunta da
expressdo destas duas proteinas indica a taxa de remodelagéo 6ssea.

Foi utilizado o anticorpo secundario biotinilado anti cabra produzido em coelho
(Pierce Biotechnology). O amplificador foi a Streptavidina e Biotina (Dako) e a
diaminobenzidina (Dako) foi utilizada como cromédgeno. Para cada um dos
anticorpos utilizados, foi avaliada a marcacdo das proteinas pela atribuicdo de
diferentes escores de acordo com o ndmero de células imunomarcadas na calota
craniana. A andlise foi realizada em microscépio 6tico. (Leica® DMLB, Heerbrugg,
Switzerland).

Uma vez realizada a marcagédo, foram avaliados 5 campos por lamina, em
aumentos de 40X. A determinacdo dos niveis de marcacdo para cada anticorpo foi
realizada de modo semiquantitativo, utilizando-se escores de 1 a 4 (1 = ausente, 2=

fraco, 3=moderado e 4 = intenso), de acordo com Pedrosa Jr. et al. (2009).
3.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por meio de testes ndo paramétricos sobre
variaveis quantitativas de amostras independentes. Os valores de cada grupo foram
comparados entre si, pelo teste de Kruskall — Wallis. O nivel de probabilidade de
erro foi fixado em 5% (P <0.05).
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4 RESULTADOS

4.1 MARCACAO PARA OPG

Aos 5 dias, no grupo Coa a marcacdo de OPG mostrou-se moderada a
intensa, e no grupo Fi foi moderada, marcando regido de matriz extracelular e ao
redor das lacunas dos ostedcitos, além de areas de matriz de tecido conjuntivo,
especialmente em regides vascularizadas. No grupo Fib a marcacdo para OPG

esteve ausente neste periodo (Figura 2).

Figura 2 - Marcacéo para OPG aos 5 dias.
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Fonte: Elaborada pelos autores. Imunomarcacao para OPG aos 5 dias. A e B — Coa;
C e D — Fi. OPG foi marcada na matriz éssea (setas), assim como na matriz do tecido
conjuntivo (* ). E e F — Fib. Auséncia de marcacao, tanto no tecido sseo, como no

conjuntivo. Aumento de 40x.
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Aos 15 dias, o grupo Coa apresentou auséncia de marcacado, enquanto nos
grupos Fi a marcacéo foi de moderada a intensa, e Fib foi moderada, localizada na

matriz 6ssea e lacunas dos ostedcitos, e matriz de tecido conjuntivo (Figura 3).

Figura 3 - Marcagao para OPG aos 15 dias.

Fonte: Elaborada pelos autores. Marcacdo para OPG aos 15 dias. A e B - Coa com
marcacdo ausente. C e D — Fi, E e F- Fib, apresentam marcacdo moderada na matriz
Ossea, lacunas dos ostedcitos e matriz do conjuntivo (setas). Aumento de 40x.



22

Aos 30 dias a marcacao para Coa e Fib se apresentou fraca e em Fi, de fraca
a moderada (Figura 4).
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Fonte: Elaborada pelos autores. Marcagéo para OPG aos 30 dias foi fraca para Coa A
e B, Fi C e D, Fib E e F. Em todos 0s grupos a marcagao ocorreu em matriz 6ssea e
de tecido conjuntivo (setas). Aumento de 40x.
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4.2 MARCAGCAO PARA RANKL

Aos 5 dias, a marcagdo para RANKL em Coa e Fib foi fraca, presente na

matriz 6ssea, enquanto no grupo Fi foi moderada, presente, além da matriz, nas

lacunas dos ostedcitos (Figura 5).

Figura 5 - Imunomarcagéo para RANKL, aos 5 dias.

Fonte: Elaborada pelos autores. Imunomarcacdo para RANKL. Em A e C, grupo Coa e Fib,
respectivamente, a marcacdo mostrou-se fraca, distribuida pela matriz 6ssea (seta). Em B, no grupo
Fi, a marcacdo foi moderada, distribuida pela matriz e lacunas dos ostedcitos (setas). Aumento de

40x.
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Aos 15 dias, nos grupos Coa e Fi a marcagéo foi fraca, concentrada na matriz

0ssea, mas no grupo Fib a marcacao tornou-se moderada (Figura 6).

Figura 6 - Imunomarcacgéo para RANKL aos 15 dias.

Fonte: Elaborada pelos autores. A marcacao para RANKL esteve presente de forma fraca nos grupos
Coa (A) e Fi (B), encontrada na matriz 6ssea (setas). Em C, a marcagao ocorreu de forma moderada
no grupo Fib, encontrada na matriz 6ssea (seta). Aumento de 40x.
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Aos 30 dias, a marcacdo por RANKL foi ausente nos grupos Coa e Fib, e

fraca no grupo Fi, encontrada na matriz 6ssea (Figura 7).

Figura 7 - Imunomarcagéo por RANKL aos 30 dias.

Fonte: Elaborada pelos autores. Nos grupos Coa (A) e Fib (C), ndo foram observadas
marcacdo. No grupo Fi (B), a marcacédo foi fraca, encontrada na matriz 6ssea (setas).
Aumento de 40x.

A analise semiquantitativa dos escores atribuidos as marcacfes de cada
proteina analisada (OPG e RANKL) esta representada Tabela 1. A analise
estatistica realizada entre os tratamentos ocorreu baseando-se nos diferentes
periodos analisados.

Na andlise de 5 dias, a marcacdo de osteoprotegerina foi significativamente
diferente entre os trés tratamentos (p<0,001), sendo que no grupo Coa foi maior que
no Fi, e o grupo Fib apresentou a menor marcagao entre os grupos. Aos 15 dias os
trés grupos mostram-se diferentes entre si (p<0,001), sendo que o Fib apresentou a
menor marcagao, sendo seguido pelo Fi e Coa. Aos 30 dias Coa e Fib apresentaram
marcacgao semelhante (p>0,05). A diferenca foi constatada entre os grupos Coa e Fi,
e entre Fi e Fib (p<0,001).

Cada grupo, nos periodos de 05, 15 e 30 dias, foram feitas 04 laminas por

animal de cada grupo, e em cada lamina, foram fotografados 05 campos.
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Com relagdo ao RANKL, no periodo de 5 dias, a marcacdo entre 0s grupos
Coa e Fib foi semelhante (p>0,05). Diferen¢a foi notada entre Coa e Fi, sendo que
Coa apresentou menor marcacdo (p<0,001) e entre Fi e Fib (menor marcacgéo)
(p<0,001). Aos 15 dias o escore do grupo Fi diminuiu e tornou-se semelhante ao
Coa (p>0,05). Nestes dois grupos, a marcacgéo foi menor que em Fib (p<0,001). Aos
30 dias, a marcagao em Coa e Fib diminui e torna os grupos semelhantes (p>0,05).

O grupo Fi mantem a marcagéo, sendo maior que nos demais grupos (p<0,001).

Tabela 1 — Escores da analise semiquantitativa, variando de “-“ para auséncia de imunomarcacao a

“+, ++, +++” para marcacao leve, moderada e intensa, respectivamente.

OPG RANKL
5 dias
Coa +++ +
Fi ++ ++
Fib - +
15 dias
Coa - A
Fi +++ +
Fib ++ -
30 dias
Coa + -
Fi AFar A
Fib + -

Fonte: elaborada pelos autores.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho se propds avaliar o comportamento do Fisiograft como
carreador para BMP-2 no processo de reparacdo 6Ossea em calvaria de ratos.
Porém, o que foi observado, € que a associagdo do Fisiograft & BMP-2 ndo produziu
melhores resultados que o Fisiograft sozinho.

A utilizacdo de biomateriais associados a fatores de crescimento podem
auxiliar no processo de cicatrizagdo de tecido 6sseo, sendo de fundamental
importancia para a neoformagéo 6ssea (LUVIZUTO, 2011).

As BMPs foram descobertas pelo Dr. Marshall Urist, quando observou
neoformacdo 6ssea em ratos apds a formacao de matriz 6ssea descalcificada em
bolsas de tecido mole, que ele mais tarde chamou de “proteinas responséaveis pela
formacdo 6ssea” — BMPs. (URISt, 1965) . Mais de 20 BMPs foram identificadas, das
quais 7 parecem ser capazes de iniciar o crescimento 6sseo. (EL-AMIN et al., 2010).

O papel da BMP-2 na atuacdo da diferenciacdo de osteoblastos foi
amplamente investigado e foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
como alternativa para enxertos 6sseos, em fraturas de ossos longos e aplicacdes
ortopédicas e maxilofaciais. (GAUTSCHI et al., 2007).

Diferentes modelos animais tém sido usados para verificar o potencial
terapéutico das BMPs na reparacéo e regeneracdo 6ssea. (REDDI, 1998). Para este
estudo utilizamos ratos Wistar, que possuem apla calota craniana, e possibilita a
realizacé@o de defeitos criticos.

A meia - vida da BMP- 2 é de cerca de 6 a 7 min em primatas ndo humanos,
devido & degradacdo enzimatica e rapida taxa de depuragdo. (SEEHERMAN et al.,
2005). Para aumentar a sua eficacia as BMPs sdo combinadas com veiculos
biocompativeis, tais como o esponjas absorviveis de colageno. O carregando das
BMPs numa esponja de colageno absorvivel permite a liberacdo gradual das BMPs
ao longo do tempo, o que estimula a formacdo de osso novo no local do defeito
0sseo ou implante .

Existem varios tipos de transportadores que foram investigados para carrear
as BMPs. (KEMPEN et al., 2008). Em geral, os cinco grupos sdo: natural, polimeros
sintéticos, ceramicas naturais e artificiais.

Dos varios tipos de polimeros biodegradaveis disponiveis, &cidos poli- alfa

hidroxi, tais como o acido polilactico (PLA) , Acido poliglicélico (PGA) , e o seu



28

copolimero poli (DL - lactido - co - glicolido) (PLGA) , surgiram como escolhas para
carreadores. (SAITO N, TAKAOKA, 2003). Para este trabalho foi escolhido como
carreador o acido poliglicélico/polilatico, da marca comercial Fisiograft.

No entanto, apesar de ser biocompativel, a aplicacéo clinica de PLGA puro
para a regeneracdo 6ssea € dificultada pela falta de osteocondutividade. Portanto , o
PLGA muitas vezes utilizado em combinagdo com outros materiais, tais como
ceramica, vidro bioactivo , ou é oportunamente modificado de modo a tornar o PLGA
mais biomimético e capaz de aumentar a regeneragéo 6ssea. (PAN & DING, 2012).
Para este experimento, um dos grupos foi tratado com PLGA puro (Fisiograft), sem
adicdo de outros componentes, ja que este grupo serviu como uma base para
verificarmos sua associagdo com a BMP-2.

O estudo da reabsorgéo de tecido 6sseo pode ocorrer pelo monitoramento
de proteinas que participam ativamente na ativacdo de osteoclastos: a triade
RANK/RANKL/OPG. O RANKL se liga ao receptor de RANK, localizado na superficie
de células precurssoras de osteoclastos, induzindo estas células a se diferenciarem
em osteoclastos maduros, capazes de realizar reabsor¢cao de tecido 6sseo. (LACEY
et al., 2000). A osteoclastogénese é regulada negativamente pela osteoprotegerina
(OPG), que € um receptor que compete com RANK pela ligacdo ao RANKL.
(YASUDA et al., 1998). O controle da expressdo destas proteinas fornece dados
importantes para se obter informacbes da atividade celular do tecido alvo, e
consequentemente do processo de reparo. Assim, neste estudo, para
acompanharmos a influéncia do carreador na entrega local de BMP-2, determinamos
a marcacéo das proteinas OPG e RANKL no processo de reparo, em defeito 6sseo
critico.

Aos 5 dias de cicatrizagdo é evidente e significante estatisticamente a maior
marcacdo de OPG no grupo coagulo, seguido pelo grupo Fi e a menor marcacgao
para OPG foi encontrada no grupo Fib. Por outro lado, o RANKL predominou no
grupo que utilizou Fi sozinho, e os grupos codgulo e Fib foram semelhantes. A
proporcdo entre OPG/RANKL foi positiva para OPG no coagulo, manteve-se
equilibrado com Fi e foi positiva para RANKL na associagéo Fib. Assim, nesta fase
inicial a utilizagdo do carreador parece ter prejudicado o reparo, com melhores

resultados para o coagulo.
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Aos 15 dias a marcagéo de OPG para Fi foi a maior obtida, seguida pelo Fib
e a menor delas no coagulo. Ja a marcacdo de RANKL foi semelhante para coagulo
e Fi e predominou no grupo Fib. Com relagdo a proporcdo OPG/RANKL, o
predominio de RANKL ocorreu somente no coégulo, predominio de OPG no Fi e
semelhanca entre OPG/RANKL no Fib. Neste periodo intermediario o maior bloqueio
da reabsorgéo foi no grupo .

Os resultados obtidos aos 5 e 15 dias evidenciam que o0 processo de reparo
comeca a apresentar melhores resultados aos 15 dias. PAN & DING, em 2012,
salientaram que apesar de ser biocompativel, a aplicacdo clinica de PLGA puro para
a regeneracdo Ossea é dificultada pela falta de osteocondutividade. Esta falta de
condutividade pode ter interferido com o processo inicial do reparo no grupo PLGA,
no qual notamos que a reabsorcao é maior que no grupo coagulo. Portanto, o PLGA
muitas vezes utilizado em combinacdo com outros materiais € modificado, de modo
a tornar o PLGA capaz de aumentar a regeneragao 0ssea.

Aos 30 dias a OPG é semelhante entre codgulo e Fib e maior no Fi. Com o
RANKL houve predominancia no Fi e semelhanga entre coagulo e Fib. A propor¢céo
OPG/RANKL causou predominio de OPG em todos os grupos analisados, mas de
forma mais eficaz no grupo Fi.

Diferentes estudos mostram comportamentos diferentes para a liberacdo de
BMP-2, dependendo do tipo de material utilizado como carreador. Kim et al, em
2008, mostraram que a associacado de PLGA revestido com apatita em combinac¢éo
com BMP-2 suspensa em gel de fibrina mostrou uma diminuigdo da velocidade de
liberagdo de proteinas, e aumento na formagédo de osso, em defeitos criticos de
calvéria, em ratos.

Outro estudo (OEST et al., 2007) também mostrou a diferenca entre os
carreadores para BMP-2. Neste trabalho os autores mostraram que a combinagéo
de BMP-2/PLGA com polimeros naturais, tais como hidrogel de alginato aumentam o
reparo 6sseo femoral em modelo de rato. Mas a combinacdo de PLGA com
polimeros sintéticos demonstraram diminuicdo da taxa de liberacdo de BMP-2 in
Vivo.

Assim, podemos afirmar que nossos dados estdo em consonancia aos
encontrados por OEST et al., 2007, j& que também encontramos dados que
refletem um processo de reparo atrasado em relacdo ao grupo Fi, que é

caracterizado como polimero sintético.
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LUVIZUTO et al., 2011, avaliou, em ratos, a influéncia da BMP-2 associada
ao Fisiograft, entre outros biomateriais, e assim como neste estudo, ndo observou
melhores resultados quando o fator de crescimento foi associado ao PLGA. Outros
estudos, como o de CHAPPUIS et al. (2012), porém, observou resultados positivos
quando houve associa¢do da BMP-2 a um enxerto al6geno.

Outra linha de pesquisa também poderia justificar a auséncia de resultados
positivos frente & incorporacdo de BMP-2 ao PLGA observada neste experimento.
Observagbes de ITOH et al. (2001) e GRANHOLM et al.,, 2013, indicam que a
atividade da BMP-2 pode estar associada ao processo de ativagcdo da
osteoclastogénese. Esta atividade foi observada claramente no periodo inicial deste
estudo, no qual a marcagédo de RANKL predominou sobre a de OPG.

A comparacdo entre os trés grupos analisados mostra que o Fisiograft
promove uma aceleracéo inicial do processo de neoformacédo, quando comparado
aos demais tratamentos propostos, o que seria mais interessante para a cicatrizagéo
do tecido 0sseo. Este processo € comprometido quando a BMP-2 é incorporada ao
Fisiograft, que, ao invés de auxiliar na cicatrizacdo, aparentemente poderia causar
um atraso no processo cicatricial. Os resultados mostram que a utilizagdo do
Fisiograft como carreador para a BMP-2 ndo produz resultados satisfatorios para a
cicatrizagdo. Estes dados corroboram com o0s resultados encontrados por
LUVIZUTO et al, 2011, que mostram que a presenca de BMP-2 diminui as

propriedades osteocondutivas do Fisiogratft.
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6 CONCLUSAO

A ativacdo de RANKL e OPG nos diferentes grupos e tempos de analise
imunohistoquimica mostrou que o Fisiograft ndo se comporta como um bom
carreador para BMP-2, uma vez que ndo obtivemos os resultados esperados no
processo de reparacdo 0Ossea, indicando em algumas marcacdes prejuizo a este

processo.
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8 ANEXOS

Anexo |

UNIVERSIDADE .
SAGRADO Comissao de Etica no Uso de Animais
CORACAO

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "UTILIZAGAO DO FISIOGRAFT COMO CARREADOR PARA BMP-2 NO PROCESSO DE

REPARAGAO OSSEA EM CALVARIA DE RATOS. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA do RANKL e OPG", protocolado sob o CEUA n°

8224140515, sob a responsabilidade de Patricia Pinto Saraiva e equipe; Barbara Maciel Braga; Patricia Pinto Saraiva; Maira Couto -
que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),

para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o

Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal

(CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade do Sagrado Coracdo (CEUA/USC) em
reunido de 16/06/2015.

We certify that the proposal "FISIOGRAFT AS CARRIER USE FOR BMP -2 IN THE PROCESS OF BONE REPAIR IN RATS
CALVARY. ANALYSIS IMMUNOHISTOCHEMISTRY OF RANKL AND OPG", utilizing 45 Heterogenics rats (45 males),
protocol number CEUA 8224140515, under the responsibility of Patricia Pinto Saraiva and team,; Barbara Maciel Braga;
Patricia Pinto Saraiva; Maira Couto - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in
accordance with Law 11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Sagrado
Coracéao University (CEUA/USC) in the meeting of 06/16/2015.

Vigéncia da Proposta: de 06/2015 a 05/2016 Area: Ciéncias Da Salde/odontologia

Procedéncia: Biotério Externo
Espécie: Ratos heterogénicos Género: Machos idade: 3ad4meses N 45
Linhagem:  Wistar Peso: 250 a 300g

Nota: Defeitos 6sseos extensos em regido maxilo-facial podem ser corrigidos com enxerto autégeno, no entanto as desvantagens
desta modalidade terapéutica levam a pesquisa por novos substitutos 6sseos. Com isso, a aplicacdo dos conhecimentos da biologia
molecular e o uso de fatores osteoindutores, como as proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), ganham popularidade no campo da
odontologia. As BMPs sd@o produzidas por osteoblastos e apresentam uma possibilidade de regeneracdo tecidual. Entretanto,
carreadores e arcaboucos sdo essenciais para manter a capacidade osteoindutora das BMPs, pois tem grande importancia na
retencdo e liberacdo destas. O metabolismo do tecido ésseo pode ser avaliado por meio da marcacdo de proteinas ativadas durante o
processo de reparo, como o receptor ativador do ligante do fator nuclear kappa-B (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG). Estas duas
proteinas atuam competitivamente para a ativacdo dos osteoclastos, determinando, assim, o processo de remodelacdo dssea.
Portanto, este estudo tem o objetivo de avaliar a ativacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo 6sseo (RANKL e OPG), quando
utilizado o fisiograft (copolimero de acido polilatico poliglicélico) como carreador para BMP-2, no processo de reparacdo 6ssea em
calvaria de ratos. Para o presente estudo serdo utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) adultos machos. Defeitos
criticos de 5 mm de didmetro serdo preparados com broca trefina, com motor baixa rotagcdo sob irrigacdo abundante, em cada animal.
Os animais serao divididos em 3 grupos: no Grupo | - o defeito sera preenchido por coagulo; Grupo Il - defeito preenchido com
copolimero de acido polilatico e poliglicélico (PLA/PGA); Grupo llI - defeito preenchido com copolimero de acido polilatico e poliglicélico
(PLA/PGA) e BMP-2. Os animais serdo eutanasiados aos 5, 15 e 30 dias pos-operatorio. A analise da ativacdo das proteinas
envolvidas no processo de reparo 6sseo sera realizada por imunohistoquimica, por meio da marcacdo de RANKL e OPG.

Bauru, 16 de junho de 2015
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