UNIVERSIDADE DO SAGRADO CORACAO

ALAN MATHEUS RAMOS GARCIA

RESPOSTA TECIDUAL POS-IMPLANTACAO DE
MATERIAL PARTICULADO PARA ENXERTO OSSEO
XENOGENO (LUMINA POROUS®) EM SUBCUTANEO

DE RATO

BAURU
2016



ALAN MATHEUS RAMOS GARCIA

RESPOSTA TECIDUAL POS-IMPLANTACAO DE
MATERIAL PARTICULADO PARA ENXERTO OSSEO
XENOGENO (LUMINA POROUS®) EM SUBCUTANEO

DE RATO

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade do Sagrado
Coragéo, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de bacharel em
Odontologia, sob orientacdo da Profa.
Dra. Patricia Pinto Saraiva.

BAURU
2016



G2161r

Garcia, Alan Matheus Ramos

Resposta tecidual pés Implantacdo de material particulado
para enxerto 6sseo xenégeno (Lumina Porous®) em subcutaneo
de rato / Alan Matheus Ramos Garcia. -- 2015.

23f. :il.

Orientadora; Profa. Dra. Patricia Pinto Saraiva.
Coorientador: Prof. Dr. Jordan Lima da Silva.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Odontologia) — Universidade do Sagrado Corac¢éo — Bauru — SP.

1. Xenoenxerto. 2. Fibrose. 3. Tecido 6sseo. 4. Diferenciacéo
celular. I. Saraiva, Patricia Pinto. Il. Silva, Jordan Lima Da. Ill.
Titulo.




&

A Universidade da sua vida

UNIVERSIDADE DO

) SAGRADO

CORACAO

ATA DE DEFESA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Ata de Defesa do Trabalho de Concluséo de Curso em Odontologia de Alan Matheus
Ramos Garcia.

Ao dia dezenove de outubro de dois mil e dezesseis, reuniu-se a banca examinadora
do trabalho apresentado como Trabalho de Concluséo de Curso em Odontologia de
ALAN MATHEUS RAMOS GARCIA intitulado: “Resposta tecidual pés implantagéo
de material particulado para enxerto ésseo xendgeno (Lumina Porous®) em
subcutaneo de rato.” Compuseram a banca examinadora os professores Dra.
Patricia Pinto Saraiva (orientadora), Dra. Camila Lopes Cardoso e Dra. Andréia
Aparecida da Silva. Apés a exposicao oral, o candidato foi arguido pelos componentes
da banca que se reuniram, e decidiram, VOV , com a nota M a
monografia. Para constar, fica redigida a presente Ata, que aprovada por todos os

presentes, segue assinada pela Orientadora e pelos demais membros da banca.

Dra. Patricia Pinto Saraiva (Orientadora)
Dra. Camila Lopes Cardoso (Avaliador 1)

/(Ay@g‘ﬂ’ﬁ&

Dra. Andréia Aparecida da Silva (Avaliador 2)




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Inciséo realizada no dorso do animal..............ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiiin e 09
Figura 2 — Divulséo tecidual abrindo espaco para colocagdo do material................ 09
Figura 3 — Particulas do material xendgeno que seréa posicionado no local.............. 10
Figura 4 — Corte histolégico da regido corado COM HE..............cccoiiiiiiiiiiiiiiee s 11

Figura 5 — Coloragdo com hematoxilina de Harris, sendo submetida a analise de

DIFTEIIINGENCIA ...t e et e e e e e e e e e 11

Figura 6 - Andlise de birrefringéncia aos 7, 14 e 28 dias. Para relevancia estatistica,
grupos diferentes entre si, dentro de cada tipo de fibra (G, Y, R e T), estdo

identificados com letras mindsculas iguais (P<0,05).......cccccooiiiiiiiiiiieen e 15



SUMARIO

1 INTRODUGAO COMPREENSIVA ......ooeieeeeeeeeeeee e e )
LLOBIETIVOS. ..t 7
2 METODOLOGIA ..ot ettt et e e 8

2.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA A IMPLANTACAO DO ENXERTO

2.2 OBTENCAO DAS PECAS PARA ANALISE HISTOMORFOLOGICA E

MORFOMETRICA ...ttt ettt 10
S RESULTADOS ... ettt ettt ettt e et te e e e ete e e s e aneeaeantteeeeatesaeeaenneaeenas 12
3.1 CAIUIAS INFIAMALOTIAS ......eeiee et 12
3.2 Andlise de DIrrefriNgENCIA. ........couuiiiiiiiie e s 14
4 CONCLUSAO .. ..ottt e s st 16

REFERENCIAS ..o oot e et et e e et et e e e e et e et e e te et eeee et e ereeees e et eeeseereeeeeeeeseens 19



1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

Biomaterial € uma substancia inerte, de origem natural ou sintética, utilizada para
substituir, aumentar ou melhorar tecidos e 6rgaos. A formacdo d6ssea direcionada
por um biomaterial envolve o estimulo para proliferacdo e diferenciagdo de células
mesenquimais em células de padrdo osteogénico. Células mesesenquimais podem
ser derivadas de tecido adiposo, e representam uma fonte acessivel, disponivel e
abundante de células osteogénicas. O Lumina Porous®, é um material para
xenoenxerto que serd utilizado neste trabalho, com caracteristicas que favorecem a
absorcdo de proteinas enddgenas e fatores de crescimento que atuam como
indutores de diferenciacdo celular. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
biocompatibilidade, formacdo de tecido fibroso, e indugdo de diferenciagéo de
células mesenquimais. Foram utilizados 32 ratos wistars machos, com idade de 4
meses. Foram formados dois grupos: controle e trabalho, sendo que cada grupo foi
analisado nos periodos de 7, 14 e 28 dias (4 animais por grupo e periodo). No grupo
de trabalho foi implantado o material para enxerto, enquanto o grupo controle
somente passou pelos procedimentos cirdrgicos, sem receber o material. No
procedimento cirurgico, foi realizada uma incisdo e divulsdo do tecido conjuntivo
subcutaneo até a formacao de uma bolsa no seu interior, na qual foi implantado o
enxerto do material. A eutanasia foi induzida por injecdo de Tiopental em conjunto
com lidocaina, nos periodos indicados. As pecas obtidas foram processadas
histologicamente, e os cortes foram corados pela hematoxilina e eosina (analise do
processo inflamatorio), e Picrossiriu-red, contra corados com Hematoxilina de Harris
(birrefringéncia para verificar formagdo fibrose). Os resultados indicaram que o
processo inflamatério ocorreu de forma mais intensa no grupo tratado aos 7 dias, em
relacdo aos Morfonucleares (p<0,05). Nos periodos de 14 e 28 dias a maior
intensidade da inflamacdo ocorreu no grupo controle (p<0,05). Os
Polimorfonucleares estiveram em menor ndmero no grupo tratado, em todas os
periodos analisados (p<0,05). A formagé&o de fibras colagenas foi maior no grupo de
trabalho aos 7 dias, mas tornou-se igual ao controle nos demais tempos de analise
(p>0,05). Nao houve formagéo de tecido 6sseo préximo a membrana implantada.

Assim, o material utilizado mostrou-se biocompativel, mas suas propriedades devem



ser verificadas quando utilizado para regeneragdo 6ssea, pois ha sinais de menor

colageneizacédo da area em que foi utilizado.

Palavras chave: Xenoenxerto. Fibrose. Tecido 6sseo. Diferenciacao celular



1.1 OBJETIVOS

Avaliar a biocompatibilidade, formagéo de tecido fibroso e inducdo de diferenciagéo

de células mesenquimais, uma vez implantando em subcutaneo de ratos.



2 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi avaliada e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

Animais, da Universidade Sagrado Coracéo, sob n° 02/2014.

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos, com idade de 4 meses, pesando
entre 350 e 400g. Todos os animais receberam cuidados humanos, em um ambiente
controlado com temperatura de 20+£2°C e ciclo de claro-escuro de 12 horas. Os
animais tiveram livre acesso a racdo padrédo (22% de proteina bruta, 1,4% de calcio,
0,6% de fésforo e micronutrientes em concentracdes adequadas) e 4gua ad libitum e

foram acondicionados em caixas plasticas (5 animais por caixa).

Os animais foram divididos em 2 grupos: controle e de trabalho, contendo 4
animais cada, para determinacao do periodo de andlise, nos seguintes tempos: 7, 14
e 28 dias.

Os animais do grupo de trabalho receberam implantes de matriz 0ssea
xenogena liofilizada (Lumina Porous®), subcutaneamente, na regido dorsal superior
direita. Os animais do grupo controle passaram pelas mesmas etapas cirdrgicas do

grupo de trabalho, sem receber o material implantado.

2.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS PARA A IMPLANTACAO DO ENXERTO
OSSEO

Para o0s procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam medicacao
anestésica a base de cloridrato de xilazina (Anasedan - 10mg/Kg) e quetamina
(Dopalen - 80 mg/kg), via intraperitoneal (IP). Apds a anestesia,foi realizada a
tricotomia na regido dorsal superior direita e antissepsia com solugao
depolivinilpirrolidona (PVP-I) a 1 % (ou Dermoidine — Gessy Lever Industrial Ltda.).
Em seguida, foi realizada uma inciséo linear de aproximadamente 1cm de extenséo

com lamina de bisturi n° 15C (Figura 1).



Fig. 1 - Inciséo realizada no dorso do animal

A divulsdo do tecido conjuntivo subcutaneo de ambos os lados da inciséo foi
feita com tesoura romba até a formagédo de uma bolsa no seu interior (Figura 2), na

qual foi implantado o material.

Fig. 2 — Divulséo tecidual abrindo espaco para a colocagcao do material.

Nesta bolsa, as particulas de matriz Ossea xendgena liofilizada
(LuminaPorous) foi colocada cuidadosamente (Figura 3). Ato continuo, os retalhos
foram recolocados sem posi¢cdo e suturados com fio de nylon n° 4-0 (Ethicon —
Johnson & Johnson). Apds a sutura, foi realizada a antissepsia sobre a area
cirdrgica com gaze embebida em solugao de alcool iodado.
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Fig. 3 — Particulas do material xen6geno que sera posicionado no local.

2.2 OBTENGAO DAS PECAS PARA ANALISE HISTOMORFOLOGICA E
MORFOMETRICA

Decorridos 7,14 e 28 dias ap0s 0 ato cirdrgico, os animais foram eutanasiados
por meio de injecdo de Tiopental, na dose de 150mg/kg, IP, em conjunto com
lidocaina (10mg/mL). As pecgas contendo o implante foram removidas e fixadas em
formol a 10% tamponado. ApdOs processamento laboratorial de rotina, as pecas
foram incluidas em parafina para possibilitar a microtomia. Os cortes, semiseriados,
com 5 um de espessura foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) para andlise
histolégica (Figura 4), em microscopia de luz, das pecas obtidas. Para a andlise de
birrefringéncia, os cortes foram corados com Picrossirius-red e contra corados com

Hematoxilina de Harris (Figura 5).

A resposta biolégica tecidual foi determinada em funcdo das alteracbes
inflamatdrias (infiltrado inflamatério) e dos processos reparatorios (grau de

fibrosamento, proliferacéo angioblastica e fibroblastica).
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FIG. 4 — Corte histolégico da regidao corado com HE.

FIG. 5 — Coloragdo com hematoxilina de Harris, sendo submetida a analise
de birrefringéncia. (Pricossirius-Red)
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3 RESULTADOS

Todos os animais, tanto do grupo controle como do grupo de trabalho
passaram pelos procedimentos cirlrgicos previstos e foram eutanasiados nos
periodos de 7, 14 e 28 dias. Nao foram realizadas andlises para o periodo de 60
dias proposto inicialmente.

As pecas anatdmicas removidas foram encaminhadas ao laboratério de
histotécnica, processados, e as laminas histolégicas foram obtidas e coradas.

3.1 CELULAS INFLAMATORIAS

Foi realizada a contagem das células inflamatérias mononucleares e
polimorfonucleares nos respectivos tempos de andlise. Os dados estao dispostos na
Tabela 1.

Tab. 1 — Numero de células mononucleares e polimorfonucleares, considerando-se
0S grupos e tempos de analise

7 dias 14 dias 28 dias

91+1,9 96,75+0,25 97,25+0,4
Grupo trabalho 100,5+0,28 47 54,5 66,25+0,85
_ P=0,0018 P=0,002 P=0,0001

32,25+0,85 35,25+0,25 36,25+0,25
Grupo trabalho 22,75%1,2 22,5+2,0 19,5+0,64
_ P=0,0001 P=0,009 P=0,0001
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Foram realizadas analises estatisticas entre os diferentes tempos de
tratamento dentro dos mesmos grupos, e entre os diferentes grupos, nos mesmos
tempos de tratamento. O teste utilizado para estas andlises foi o teste T né&o

paramétrico, seguido pelo Teste de Welch.
Para as células mononucleares:

Foi observado um aumento no namero de células, entre os 7 e 14 dias do
grupo controle (P=0,05), O aumento no namero destas células continuou, conforme
observado entre o periodo de 14 e 28 dias (P=0,6). Apesar deste aumento ter

ocorrido, néo foi estatisticamente significante (P<0,05).

No grupo de trabalho foi observada uma diminuicdo destas células entre os
periodos de 7 e 14 dias (P=0,0013). Entre os periodos de 14 e 28 dias o numero de
células aumentou (P=0,0023). A variagdo ocorrida neste grupo foi estatisticamente

significante (P<0,05).

Quando comparados os tempos de tratamento entre os grupos, aos 7 dias, o
namero de células mononucleares foi maior no grupo de trabalho (P<0,05), enquanto
nos periodos de 14 e 28 dias a quantidade de células no grupo de trabalho foi menor

em relagéao ao controle (P<0,05).
Para as células polimorfonucleares:

No grupo controle as células PMN tiveram um aumento ao longo do periodo
de observacéo, tanto entre os periodos de 7 e 14 dias (P=0,03) e entre 14 e 28 dias
(P=0,03), ambos estatisticamente significantes (P<0,05). No grupo de trabalho, a
variagdo no numero de células entre 7 e 14 dias (P=0,92) e entre 14 e 28 dias
(P=0,64) nao foram significantes (P<0,05).

A comparagé&o entre os grupos, em cada periodo, mostrou um menor nimero

de PMN no grupo de trabalho, em todos os tempos analisados (P<0,05).
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3.2 ANALISE DE BIRREFRINGENCIA

Os cortes histolégicos do tecido conjuntivo dos periodos de 7, 14 e 28 dias, de todos
0os grupos, foram corado solugdo de Picrosirius Red para que as imagens
provenientes da regido da membrana fossem capturadas posteriormente sob luz
polarizada. Foram obtidas imagens de 4 campos de cada espécime, por meio de um
microscopio invertido binocular Leica® (DM IRB/E) do Centro Integrado de Pesquisa
da FOB/USP, considerando um aumento de 10x. As regides contendo tecido
conjuntivo ndo relacionado ao reparo ao redor da membrana, foram excluidas da
regido de interesse com o software Adobe Photoshop (versdo CS6). A quantificagéo
da intensidade do brilho de birrefringéncia foi posteriormente realizada utilizando o
programa KS 300/400 com AxioVision (verséo 4.8, CarlZeiss), sendo definidos os
espectros para cor verde, amarela e vermelha, seguindo valores de RGB (Red,
Green e Blue). As imagens foram entdo binarizadas para cada espectro de cor, e a
quantidade em pixels2 de cada cor correspondente a area total delimitada para

regido da membrana foi mensurada.

Os valores das médias obtidas para cada tipo de fibra, bem como do total
referente @ soma de fibras verdes, amarelas e vermelhas, foram submetidos a
andlise estatistica. Para tanto, foi aplicado o teste Shapiro Wilk para analisar a
distribuicAo dos dados, os quais apresentaram-se fora da distribuicdo de
normalidade. Posteriormente, para analisar as diferencas entre os grupos para fibras
verdes (G), amarelas (Y), vermelhas (R) e totais (T), foram aplicados o teste n&o-
paramétrico Kruskal-Wallis test seguido de Dunn's. Todos os testes estatisticos
foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.0 softwares (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Os grupos diferentes entre si, dentro de cada
tipo de fibra (G, Y, R e T), estdo identificados com letras mindsculas iguais (P<0,05)
(Figura 6).

Assim, as diferencgas entre as fibras foram observadas somente no periodo
de 7 dias, nas fibras verdes e amarelas (maiores no grupo trabalho) (P<0,05),
mostrando que neste periodo, no grupo de trabalho, houve uma maior producéo de

fibras coldgenas. Esta maior quantidade tornou-se similar ao grupo controle nos
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periodos seguintes. Nos demais periodos ndo foram observadas diferencas
significativas.
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FIG.6 — Andlise de birrefringéncia aos 7, 14 e 28 dias. Para relevancia estatistica,
grupos diferentes entre si, dentro de cada tipo de fibra (G, Y, R e T), estdo
identificados com letras mindsculas iguais (P<0,05).
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4 CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos materiais para confecgcdo de membranas,
visando um melhor resultado na area utilizada tem sido alvo de diversos estudos. A
proposta deste trabalho foi avaliar o Lumina Porous®, um material para xenoenxerto,

langcado recentemente no mercado.

Os biomateriais oriundos de animais sdo denominados de xenoenxertos e tém
sido amplamente estudados como alternativa ao enxerto autdgeno. Quando
adequadamente processados e livres de patdgenos, apresentam-se biocompativeis
e osteocondutores, com a vantagem da grande disponibilidade, ocupando um papel
de destague no auxilio ao reparo 6sseo (CASTRO-SILVA et al., 2009). Portanto,
nosso objetivo foi verificar a biocompatibilidade, formagdo de tecido fibroso, e
inducdo de diferenciagdo de células mesenquimais, com consequente formacao

0ssea ectopica da membrana estudada.

Na avaliagdo da biocompatibilidade, notou-se que o material possui uma
Otima resposta inflamatéria. A quantidade de células inflamatérias MNs presentes na
area do material foi maior que a do controle, aos 7 dias, e tornou-se menor que 0
controle aos 14 e 28 dias. Houve predominancia, nos trés periodos analisados de
células MNs, em relagdo aos PMNs. O mesmo tipo de células foi encontrado por
Gasque et al. (2008), em seu grupo controle, mostrando um infiltrado com

predominio de macréfagos.

A presenca de um infiltrado inflamatdrio mais intenso no grupo controle que
no grupo que utilizou o material j& tinha sido observado anteriormente por Rezende
Neto (2011) em sua tese de doutorado, trabalhando com uma membrana colagena.
Embora os materiais utilizados tenham sido diferentes, nessa ocasido este autor
atribui o acontecimento a protecdo mecéanica da ferida, e ndo & composicao fiscio-
quimica do material que utilizou em seu estudo. O fato é que em nosso estudo
também foi observado a reacdo inflamatoéria mais intensa no controle, aos 14 e 28
dias, que no grupo que utilizou o material. Portanto, hd necessidade de melhor

avaliacdo da resposta inflamatoria deste material.
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A presenca de uma reacdo inflamatéria mais branda no grupo tratado com a
membrana fornega melhores condigbes para que o processo cicatricial evolua.

Sabe-se que a inflamagdo é absolutamente necesséria ao processo de
reparo, embora, quando se manifeste em elevada intensidade ou se mantenha por
tempo demasiado, este fendbmeno seja o principal agente retardador da cicatrizagao
(PEREIRA PINTO et al., 1997).

Ao longo do tempo também se percebe que as células MNs predominam, mas
vao diminuindo seu numero com o decorrer do tempo. Isso demonstra que o
processo inflamatério € mais intenso nos periodos iniciais, mas vai entrando em
remiss@o com o passar do tempo, caracteristica de um processo inflamatério normal.
Resultados semelhantes foram observados por Zhao et al., 2000, que também
encontrou uma reacdo inflamatéria inicial causada pelo trauma da implantagdo e

resolvida em 10 dias.

Na andlise de birrefringénia pudemos notar que aos 7 dias ha uma maior
formacao inicial de fibras coldgenas em relacdo ao controle. Apés este periodo
inicial, a formacé&o de todos os tipos de fibras torna-se semelhante ao grupo controle
(p>0,05). Ao mesmo tempo em que podemos inferir que a producdo de colageno
semelhante ao controle contribuiria para ndo ocorrer fibrose, com prejuizo a
formacdo 6ssea, a colagenizagdo, por sua vez, representa um fator de suma
importancia durante o processo de cicatrizagdo, uma vez que o coldgeno é o
principal componente dérmico responsavel pelo restabelecimento da pele apds
injuria (DIELGEMAN & EVANS, 2004). Assim, outros estudos que avaliem o tempo
de cicatrizagdo s8o necessarios, principalmente quando o material for utilizado

diretamente em tecido 6sseo, para verificar o processo de regeneracao.

Além da avaliag@o da biocompatibilidade de biomateriais, o tecido subcutaneo
também permite investigar a ocorréncia de calcificagdo destes dispositivos, evento
indesejavel em alguns casos (CHANDY et al., 1996). O material testado neste
estudo também mostrou auséncia de calcificacdo, sendo uma caracteristica

favoravel as suas propriedades.

Portanto, o Lumina Porous®, um material para Xxenoenxerto, possui

caracteristicas de biocompatibilidade, sem apresentar alterac6es relacionadas a sua



18

calcificagdo, mas que atua na deposicdo de colageno de forma inibitéria. Maiores
esclarecimentos de seu comportamento biolégico na regeneragé@o do tecido 6sseo

S&0 necessarios.
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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 -
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