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LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

A.C (antes de Cristo)

& (apostrofe)

% (porcentagem)

= (sinal de igual)

> (sinal de maior)

< (sinal de menor)

cm (centimetros)

cm? (centimetros quadrados)

m (metro)

mm (milimetros)

kv (quilovolts)

mAs (miliamperes)

TC (tomografia computadorizada)
kg (quilo)

mg (miligrama)

mg/kg (miligrama por quilo)

Ul/kg (unidade internacional por quilo)
mi/kg (mililitro por quilo)

DNA (acido dexossiribonucléico)

BMP (proteina morfogenética 6ssea)

rhBMP-2 (proteina morfogenética 6ssea recombinante humana dois)

OP (sinbmimo de BMP-7)

TGF-B (fator de transformacédo do crescimento beta)
PDGF (fator de crescimento derivado de plagueta)
FGF (fator de crescimento fibroblastico)

VEGF (fator do crescimento do endotélio vascular)



IGF (somatomedina C)

TGF (fator de crescimento tumoral)
SMAD (proteina intracelular)

IM (intramuscular)

IV (intravenoso)

FDA (Food and Drug Administration)
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neoformado semelhante ao osso adjacente ndo tratado); 2 (Presenca de 25-
50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente ndo tratado) e 3
(Presencga de >50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente ndo
tratado) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou pé de 0sso
(n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0s a apliCagao........c..ccererrieeriieeriiiee e

Distribuicdo de frequéncia do grau de reabsorcdo Ossea categorizada em 0
(auséncia de sinais de reabsorcdo); 1 (Presenca de <25% de 0sso
neoformado semelhante ao osso adjacente ndo tratado); 2 (Presenca de 25-
50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente ndo tratado) e 3
(Presenca de >50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente nédo
tratado) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de 0sso
(n=4) eutanasiados aos 60 dias ap0s a apliCagao........c..ccvrerrreeciieiieeeeee s

Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério categorizada em 0
(auséncia de infiltrado inflamatério); 1 (Presenca de <25% de infiltrado
inflamatério); 2 (Presenca de 25-50% de infiltrado inflamatério) e 3 (Presenca
de >50% de infiltrado inflamatdrio) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-
2 (n=6) ou po de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap6s a aplicacéo. ........

Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério categorizada em 0
(auséncia de infiltrado inflamatério); 1 (Presenca de <25% de infiltrado
inflamatdrio); 2 (Presenca de 25-50% de infiltrado inflamatério) e 3 (Presenca
de >50% de infiltrado inflamatério) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-
2 (n=6) ou po de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apoés a aplicacéo..........

Distribuicdo de frequéncia do grau de deposicéo de coldgeno ao tricromico de
Masson categorizada em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposi¢do de colageno
em <25% da &rea de enxertia); 2 (Presenca de deposicdo de coldgeno em 25-
50% da area de enxertia) e 3 (Presenca de deposicao de coldgeno em >50%
da area de enxertia) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou pé
de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias apds a aplicacao..........cccccevvvveeeernnen.

Distribuicdo de frequéncia do grau de deposicéo de coldgeno ao tricromico de
Masson categorizada em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposicdo de coldgeno
em <25% da &rea de enxertia); 2 (Presenca de deposicdo de coldgeno em 25-
50% da area de enxertia) e 3 (Presenca de deposicao de coldgeno em >50%
da area de enxertia) na calvéria de porcos tratados com rhBMP-2 P (n=6) ou
p6 de 0sso (n=4) eutanasiados aos 60 dias ap6s a aplicagao............ccceeeeeeeee.

Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizacdo ao picrossirius
categorizada em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposicdo de fibras finas, em
<25% da area de enxertia, a0 exame sob luz polarizada); 2 (Presenca de
deposicao de fibras finas, em 25-50% da &rea de enxertia, ao exame sob luz
polarizada) e 3 (Presenca de deposi¢do de fibras finas, em >50% da area de
enxertia, ao exame sob luz polarizada) na calvéria de porcos tratados com
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GRAFICO 10 -

QUADRO 1 -

rhBMP-2 (n=6) ou pé de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias apés a
=T o] o7 Tor= Lo T PO UPUUT PP UPPP

Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizacao categorizada em 0
(ausente); 1 (Presenca de deposicdo de colageno em <25% da area de
enxertia); 2 (Presenca de deposicdo de coldgeno em 25-50% da area de
enxertia) e 3 (Presenca de deposicao de colageno em >50% da area de
enxertia) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de 0sso
(n=4) eutanasiados aos 60 dias apds a apliCagao.........c.cecveeriieeiiieesieeeeiiee e

Determinacao dos parametros da analise histopatologica ..........cc.cceeriieeerrinenne
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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE CRANIOTOMIAS TRATADAS COM PROTEINA
MORFOGENETICA OSSEA (thBMP-2) E CRANIOTOMIAS TRATADAS COM PO
DE OSSO EM SUINOS: AVALIACAO DA INTEGRAGAO DO ENXERTO

Objetivo: Analisar a capacidade de osteogénese, osteindugao, efeito
reabsortivo, complicacbes e valor estético da proteina morfogenética dssea
recombinante humana 2 (rhBMP-2) como material para reconstrucdo de
deformidades cranianas comparado ao p6 de osso. Material e Método: Utilizou-se
uma amostra de 12 porcos com 2 meses de vida, machos da raca Landrace, com
peso aproximado de 5 kg. Realizou-se craniotomia com broca de 6 mm de diametro
em 0sso parietal direito e esquerdo de cada animal. A craniotomia direita foi tratada
com rhBMP-2 e craniotomia esquerda p6 de 0sso autdgeno. Realizou-se tomografia
computadoriza e analise histologica dos animais 30 dias e 60 dias pds-operatorios.
Resultados: rhBMP-2 tem capacidade osteoindutora (p=0,001) superior quando
comparada ao po de osso pela analise tomografica perante os parametros
espessura do o0sso neoformado (p=0,001) e densidade (p=0,001), além da
tendéncia do rhBMP-2 possuir uma capacidade osteoindutora superior ao pé de
osso de acordo com a analise histolégica dos parametros reabsorcdo 0Ossea,
infiltrado inflamatorio, deposicdo de colageno e neocolagenizacédo aos 30 dias. Aos
60 dias pos-operatério apesar de ndo se observar mais diferenca estatisticamente
significativa na analise tomografica e histologica, observou-se uma tendéncia do
grupo rhBMP-2 serem mais osteogénico do que o grupo pé de 0sso autdgeno.
Conclusao: O rhBMP-2 demonstrou-se uma excelente opcdo de material
osteogénico, viabilizando o seu uso em reconstrucdo de deformidades cranianas
devido a propriedade de estimular a osteoinducdo de forma precoce evitando
complicagbes como distrofias Osseas, baixa qualidade e baixa eficacia da
osteogénese.

Palavras chave: Cranioplastia, enxerto, osteoinducdo, osteogénese e porco.



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY BETWEEN CRANIOTOMY TREATED WITH BONE
MORPHOGENETIC PROTEIN (rhBMP-2) AND CRANIOTOMY TREATED WITH
BONE POWDER IN PIGS: GRAFTING INTEGRATION EVALUATION.

Objective: Analyze the capacity of osteogenesis, osteoinductive, resorptive effect,
complications, and aesthetic value of recombinant human bone morphogenetic
protein 2 (rhBMP-2), as material to cranial deformities reconstruction compared to the
bone powder. Material and Method: It was used a sample of 12 pigs with the age 2
months, Landrace race male pigs, weighing approximately 5 kg. The craniotomy was
performed with a 6 mm diameter drill in the right and left parietal bone of each
animal. The craniotomy on the right side was treated with rhBMP -2 and the left side
treated with autologous bone craniotomy powder. Computed tomographies and
histologic analysis of the animals were performed 30 days and 60 days after
postoperatively. Results: rhBMP-2 possesses the osteoinductive capacity (p=0.001),
higher when compared to the bone powder by the tomographic scan parameters of
the newly formed bone thickness (p=0.001) and density (p=0.001), beyond the trend
that the rhBMP-2 possesses a superior osteoinductive capacity compared to the
bone powder, according to the bone resorption parameters histological analysis,
inflammatory infiltration, collagen deposition and neocolagenization on the 30 days.
On the postoperative 60 days, it's not observing more statistically significant
difference into the Computer Tomographic and histological analysis, however there
was a trend of rhBMP-2’s group to be more osteogenic than the autogenous bone
powder’s group. Conclusion: The rhBMP-2 demonstrated on being an osteogenic
material excellent choice, enabling its use into cranial deformities reconstruction due
to the osteoinductive precocious way stimulating property, avoiding complications
such as bone dystrophies, osteogenesis low quality and low efficiency.

Key words: Cranioplasty, grafting, osteoinduction, osteogenesis and pig.
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1. INTRODUCAO

A cranioplastia, definida como correcao cirtrgica dos defeitos cranianos, € um
dos procedimentos neurocirdrgicos mais antigos, datando de aproximadamente
3000 anos A.C, quando indios Paracas, do Peru, realizavam processos corretivos
em deformidades cranianas. Ao longo dos anos, com a evolugéo das craniotomias,
houve um aperfeicoamento da reconstrucdo do cranio, principalmente em relacéo a
técnica e aplicacdo de materiais aloplasticos e enxertos aut6logos. Mesmo assim,
ainda existem controvérsias quanto ao material a ser utilizado em determinadas
cranioplastias (ZINS et al., 2010). O avanco da medicina regenerativa e engenharia
de tecidos trouxeram enormes possibilidades e novas perspectivas na area da
saude. Justamente devido a esses avancos cientificos que cada vez mais se busca
0 substituto 0sseo ideal.

Uma revisao publicada em 2011 afirma que nos Estados Unidos estimam-se
15.3 milhdes de fraturas tratadas anualmente, sendo que 5 a 10% apresentarao
algum tipo de complicacdo relacionada a ndo unido ou unido retardada do 0sso
(NAUTH et al., 2011).

Sendo assim, as pesquisas tém buscado materiais que apresentem
biocompatibilidade, previsibilidade, facil manuseio, seguranca e preco acessivel.
Além disso, é necessario que esse material seja um bom carreador para a
engenharia de tecidos. Os enxertos autdlogos, como o0 pO6 de 0Sso, 0SSO
desmineralizado (BEGLEY et al., 1995), cartilagem, gordura, musculo e aponeurose,
possuem a vantagem do menor custo e menor probabilidade de reacéo
imunogenética ao paciente (DIMITRIOUA et al., 2011). No entanto, as desvantagens
estdo na morbidade do sitio doador e na maior capacidade de reabsorcdo do
enxerto autdgeno com o tempo. Por outro lado, os materiais aloplasticos, dentre eles
o titanio (XIANG et al., 1993), hidroxiapatita, bioceramica e coral marinho
(DOHERTY et al., 1994; BEGLEY et al., 1995), esponja de gelatina (SOHN et al.
2010), poliamida, polietileno (MAAS et al., 1990), politetrafluoretiieno (KULAKOQOV et
al., 2010) e polimetilmetacrilato (ABDULAI et al., 2006; JABERI et al., 2013), séo
6timos quanto a duracdo e menor morbidade do paciente; embora tenha maior taxa
de infeccdo secundaria, apresentam alto custo e possam necessitar de um

procedimento cirdrgico removedor.
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Bancos de ossos foram criados como uma alternativa para procedimentos
ortopédicos, porém se questiona muito a bioseguranca desses bancos com relagéo
a contaminacgéo do enxerto de acordo com Ogada et al. (2006).

No entanto nenhum desses materiais foi capaz de atender todas as
necessidades exigidas. Esse cenario nos lanca um desafio de encontrar um
material que seja semelhante a estrutura encontrado no tecido do hospedeiro.

Em 1965, o Dr. Marshall R. Urist publicou seu trabalho descrevendo um grupo
de produtos a base de proteina, que ele descobriu que poderia induzir formacéo
Ossea. Utilizando ratos e camundongos, Dr. Urist documentou o sucesso da
producdo de o0sso ectdpico, seis semanas apos a aplicacdo subcutdnea e sub-
muscular dos extratos isolados de osso bovino desmineralizado (URIST, 1965).
Alguns anos mais tarde, apos a identificacdo dos produtos de proteina responsavel
por este fendbmeno notavel, Urist utilizou o termo "proteinas morfogenéticas 6sseas”
(BMP) para descrever sua capacidade de direcionar a formagcao de osso a partir de
células vizinhas (URIST & STRATES, 1971).

Avaliadas as vantagens e desvantagens, a escolha dos materiais para a
cranioplastia ainda permanece controvérso entre os profissionais. Dessa forma, esse
estudo tem por objetivo analisar de forma comparativa a aplicacdo de po de osso e
proteina morfogenética 6ssea recombinante humana 2 (rhBMP-2) e suas
propriedades osteogénica, osteoindutiva e osteocondutora, na reconstrucdo de

deifeto craniana em porcos.

21



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

22



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ossificagéo

O crescimento e diferenciacdo da estrutura 0ssea sao codificados por genes
chamados Homeobox. A expresséo desses genes produz condensagOes celulares
no mesénquima que dard origem a estrutura 6ssea, ocorrendo de uma forma
sequencial e temporal. Essas células mesenquimais sdo derivadas da crista neural
(esqueleto craniofacial), mesoderma paraxial (esqueleto axial) e placa lateral do
mesoderma (esqueleto apendicular) (LI & CAO, 2006). Assim, apos formacédo dos
condrdcitos e osteoblastos, pela diferenciacdo das células mesenquimais, ha a
producéo de cartilagem e 0sso, respectivamente.

Na maioria dos 0ssos ocorre um processo de ossificacdo endocondral, no
gual a formac&o Ossea ocorre a partir de um molde cartilaginoso. Por volta da oitava
semana de gestacédo, a cartilagem dentro do molde sofre alteracfes degradativas,
mineralizacdo e é removida por osteoclasto. A0 passo que esse processo ocorre por
todo osso, had a proliferacdo de vasos sanguineos e células osteoprogenitoras
atuando na formacdo de tecido 0sseo. Na diafise média do molde cartilaginoso,
conhecido como centro de ossificacdo primario ocorre a producéo de osteoblastos
gue depositam os primérdios do coértex. Na epifise, conhecida como centro de
ossificacdo secundario, a cartilagem € removida, restando uma placa do modelo
cartilaginoso encarcerada entre o0s centros de ossificagdo em expansao,
determinando a fise ou placa de crescimento. Dentro dessa estrutura, os condrécitos
sofrem processos de proliferacdo, crescimento, maturacdo e necrose; sendo o
crescimento e maturacdo regulados por genes chamados Indian Hedgehog e pela
proteina relacionada ao horménio paratireoideano. A mineralizacdo da matriz
cartilaginosa € um sinal para reabsorcdo pelos osteoclastos, porém, ha a
persisténcia de escoras remanescentes que possuem como funcdo a deposicédo de
0sso em sua superficie, chamadas de esponja primaria, um nucleo de cartilagem
coberto por uma camada de 0sso (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Além desse processo, ha a formacao intramembranosa, que ocorre no interior
das membranas do tecido conjuntivo. E o processo formador dos ossos frontal,

parietal e de partes do occiptal, do temporal e dos maxilares superior e inferior.
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Contribui também para o crescimento de 0Ssos curtos e para aumento da espessura
dos ossos longos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

O local da membrana conjuntiva onde a ossificagdo comeca chama-se centro
de ossificacao primaria. As células mesenquimais se diferenciam e se transformam
em grupos de osteoblastos que sintetizardo o ostedide (matriz ainda n&o
mineralizada) que se mineralizara ao englobar os osteoblastos formando entéo os
ostedcitos. Varios conjuntos de centro de ossificacdo vao surgindo, dando o aspecto
de osso esponjoso permitindo a penetracdo de vasos sanguineos e células
mesenquemais indiferenciadas que irdo dar origem a medula éssea (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

A deposicdo de osso em uma superficie pré-existente € o principio dessa
formacgéo. Este mecanismo de crescimento aposicional auxilia no entendimento das
facetas de crescimento e modelagem o6sseas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

2.2 Cranioplastia

Cranioplastia € definida como a cirurgia corretiva de deformidades localizadas
no cranio. Essas deformidades podem tanto advir de problemas congénitos
(encefaloceles e malformacdes cranianas) e problemas adquiridos (trauma, infeccao,
tumor e resseccao cirurgica). Além de apresentarem quadro clinico como cefaléias
cronicas e desenvolvimento cerebral deficiente em criancas, os defeitos cranianos
sdo alvos de queixas estéticas pelos pacientes.

Defeitos menores que dois cm e que ndo possuem queixas estéticas
costumam nao ter indicacdes cirdrgicas, pois ha capacidade alta de osteogénese
pela dura-mater, pericranio e bordas 6sseas. E importante salientar que o resultado
da cranioplastia esté ligado diretamente ao tamanho do defeito no cranio. Defeitos
menores (menor que 75 mm 2) terdo maior chance de reparacao, enquanto defeitos
maiores (maior que 75 mm 2) terdo menor chance de se reparar por total (ROBBINS,
2005).

O material ideal de uso na cranioplastia deveria ter como caracteristicas:
compatibilidade biol6gica com o receptor, sem resposta alérgica, ndo cancerigena,
facilidade de esterilizacao, resistente a presséo, baixa condutibilidade térmica, baixo
peso, confiabilidade mecéanica e simplicidade de manuseio (ISLAMOGLU et al.,
2006).
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Os materiais aplicados na reconstrucao craniana sao divididos em autélogos
e heterélogos. Dentre os autélogos, ha enxertos de particulas 6sseas da tabua
Ossea da calvaria (GREENE et al., 2007), costela, fibula, crista iliaca (DIMITRIOUA
et al.,, 2011), pé de osso, gordura, aponeurose, musculo, cartlagem e cubos de
cartilagem.

Entretanto, em relacdo aos materiais aloplasticos, ha placas de titanio
(DOLDER et al., 2003), hidroxiapatita, bioceramica, coral marinho (DOHERTY et
al., 1994; BEGLEY et al., 1995), esponja de gelatina (SOHN et al. 2010), poliamida,
polietileno (MAAS et al., 1990), politetrafluoretiieno (KULAKOV et al.,, 2010) e
polimetilmetacrilato (ABDULAI et al., 2006; JABERI et al., 2013).

A opcao de aplicagdo desses materiais baseia-se na experiéncia do
profissional e nas vantagens e desvantagens caracteristicas de cada enxerto. A
calota craniana, por exemplo, possui a vantagem de ter a mesma qualidade e
densidade do 0sso, resisténcia, formato, menor reabsor¢cédo e minima remodelagem.
No entanto, tem como desvantagem a possivel infeccdo no local operado
(MATSUNO et al.,, 2006) com consequente perda do retalho 6sseo e lesdo
inadvertida da dura-mater e no parénquima, durante a retirada. Em relacdo as
costelas, ha a vantagem do acesso, a maleabilidade e a pequena morbidade da area
doadora, enquanto, como desvantagem esta a alta incidéncia de reabsorcao,
dificuldade de obter um contorno aceitavel na regido frontal, dor pés-operatoria na
area doadora e risco de pneumotérax. Ja a crista iliaca possui a vantagem da
guantidade maior de material 6sseo, melhor qualidade do osso esponjoso medular e
espessura dos enxertos, porém, como desvantagem ha a abordagem de outro
campo cirargico distante, dor no pdés-operatério, cicatriz, osso iliaco fino e néo
maleavel (DIMITRIOUA et al., 2011).

Os materiais aloplasticos (heter6logos) também s&o opcbes para a
cranioplastia. A hidroxiapatita (STAFFA et al., 2007; BAMBAKIDIS et al., 2010)
possui a vantagem de ser osteointegrativa com a reducdo da necessidade de
obtencdo de material 6sseo autdlogo, a possibilidade de ser moldada com uma
broca, prototipagem a partir de modelos em 3D, obtido por tomografia
computadorizada (TC); porém é fragil, com maior chance de fratura, risco de erosao
para a pele, ndo devendo ser utilizada em &reas cutaneas de risco ou poés-

radioterapia, além do custo elevado do material (STAFFA et al., 2007). O
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polimetilmetacrilato (ABDULAI et al., 2006; JABERI et al., 2013) é um material de
baixo custo e pode ser colocado em qualquer lugar da calvaria, exceto proximo ao
seio frontal, mas tem risco elevado de infeccdo, erosdo cutanea, reacdo exotérmica
intensa durante a colocacéo e risco de fratura do material. Por fim, a placa de titanio
(BHARGAVA et al., 2010; KAIDO et al., 2011) € um material in6cuo, maleavel e
resistente, cuja fixacdo é estavel, limitando a reabsorcdo 6ssea, porém, ela possui
risco de infecgéo, extrusao cutadnea, migracao para o0 espago epi ou subdural e alto

custo.

2.3  Principios biolégicos da reparacdo e revascularizacdo dos enxertos
0sseos autdogenos

Para se avaliar a qualidade de um enxerto 6sseo, devem-se considerar trés
principais propriedades: capacidade osteogénica, osteoindutora e osteocondutora.

A osteogénese é definida com ato de formar osso novo. Esse processo ocorre
guando osteoblastos viaveis e ou precursores de osteoblastos (células troncos) séo
transplantadas junto com um enxerto 0sseo. Esses percussores vao se diferenciar
em ostedcitos quando em condicBes ideais no leito receptor (CYPHER &
GROSSMAN, 1996).

O reparo e a revascularizagdo de enxertos 0sseos processam-se em etapas
cuja sequéncia é determinada por sua densidade e arquitetura. O enxerto de 0Sso
esponjoso caracteriza por formacao inicial de coagulo e tecido de granulacdo na
interface leito-enxerto. Ocorre a neovascularizacdo nas trabéculas O0sseas e 0s
osteoblastos sobreviventes do enxerto e os oriundos do leito receptor comecam a
secretar matriz 0ssea na interface e dentro do enxerto, circundando nucleo 6sseo
nao vital (PALECKIS et al., 2005).

Inicia-se a osteoinducdo que recruta as células tronco no leito receptor a se
diferenciarem em osteoblastos (CYPHER & GROSSMAN, 1996). Diversos fatores de
crescimento podem influenciar nesse processo. Como exemplo tem-se as proteinas
morfogenéticas Osseas (BMP), plasma rico em plaguetas, fator de crescimento
transformador beta (TGF-(), entre outros (CYPHER & GROSSMAN, 1996). Esses
fatores entdo vao favorecer a neoformacéo 6ssea. Segue-se a reabsorcédo de 0sSso
nao vital e substituicdo por osso novo na fase de remodelacdo que se completa em
alguns meses (PALECKIS et al., 2005).
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A osteoconducéo é limitada devido a fatores que podem influenci-la, como o
tamanho do defeito, celularidade do leito receptor, contato com o tecido doador e
como ocorrera a regulacdo da reabsorcdo e remodelamento 6sseo pelo hospedeiro
(CYPHER & GROSSMAN, 1996). Por definicdo conforme Paleckis et al. (2005), a
osteoconducao refere-se ao fato do enxerto 6sseo ou implante ter capacidade de
providenciar uma estrutura adequada para que as células O0sseas regenerativas
possam manter-se no local receptor.

Seja qual for o enxerto ou implante as principais propriedades estruturais
sempre devem ser consideradas: porosidade, tamanho desses poros, conectividade
dos poros e a rugosidade da superficie, segundo Cypher & Grossman, (1996).

J& em 0ssos corticais, a reparacdo ocorre de maneira diferente. A fase inicial
também € de natureza inflamatéria e forma-se um tecido de granulagéo na interface
enxerto-leito. Porém sua arquitetura densa e pouco porosa impede que ocorra uma
rapida invasdo de capilares sanguineos, atrasando sua revascularizacdo
(PALECKIS et al., 2005).

2.4  Tipos de enxertos
Segundo Piermattei & Flo (1999) Pode-se dividir os enxertos em autdgenos,

aloenxertos e xenoenxertos.

2.4.1 Autoenxertos ou enxertos autdégenos: a origem do enxerto vem do
préprio individuo. Possui potencial osteogénico maximo e resposta precoce, porém
sua coleta aumenta o tempo operatorio, riscos (PIERMATTEI & FLO, 1999) e
morbidade do leito doador (PALECKIS et al., 2005).

2.4.2 Enxertos homdgenos ou aloenxertos: a origem € de individuos de
mesma espécie. Nao ocorre osteogénese direta e ha retardo inicial de aproximacéao
em duas semanas na resposta em comparacdo com a resposta do enxerto
autégeno. A grande vantagem € a maior disponibilidade em quantidade, forma e
tamanhos suficientes (PIERMATTEI & FLO, 1999).

2.4.3 Xenoenxertos: a origem é de individuos de espécie diferentes. Possui

menor potencial osteogénico (PIERMATTEI & FLO, 1999) e apresenta maior
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probabilidade de causar reacdo imunologica mediada por linfécitos T e B (CYPHER
& GROSSMAN, 1996).

Com relacdo a sua estrutura, 0s enxertos podem ser tanto esponjosos,
corticais ou a combinagdo entre ambos. Os enxertos esponjosos sdo geralmente
coletados de osso metafisario e utilizado como enxerto autégeno a fresco. Os
enxertos corticais sdo mais frequentemente usados como aloenxerto congelados, ao
passo que 0s enxertos corticos-esponjosos podem ser autégenos a fresco ou
aloenxerto a fresco ou congelado (PIERMATTEI & FLO, 1999).

2.5 Proteina morfogenética 6ssea (BMP)

Apos a descoberta de Urist em 1965, em que matriz 6ssea desmineralizada
liofilizada promoveu a formagdo de novo osso quando foram implantados na
musculatura de ratos, alguns trabalhos conseguiram isolar formas mais purificadas
destas proteinas e confirmar sua capacidade osteoindutora (URIST, 1984). Essa
inducéo de formacg&o 0ssea nova foi demonstrada em outros modelos animais como
coelhos, cées e bovinos. Entretanto Urist (1979) observou que a BMP obtida através
de matriz 6ssea desmineralizada de ratos so era capaz de induzir em ratos e ndo em
outras espeécies.

Nos anos 80, depois de trabalhar fora da sequéncia do gene de BMP,
pesquisadores de Boston produziram os primeiros clones de DNA com sucesso,
abrindo caminho para as futuras producfes de BMP recombinantes (WOZNEY et al.,
1988). Inicialmente as BMP eram isoladas e purificadas a partir de biomateriais
derivados da matriz 6ssea desmineralizada (BESSHO et al., 1991). Para Grajaneiro
et al. (2005), as restricbes entre espécies sugeriram a existéncia de uma modulacéo
imunoldgica e que esta deveria ser mais investigada, abrindo portas para novas
pesquisas utilizando BMP. Atualmente mais de 20 BMPs foram clonadas e isoladas
(ARGINTAR et al., 2011).

Nomeado pela sua ordem de descoberta, cada BMP com excecédo do BMP 1
(um pro-coldgeno metaloprotienase) apresenta algum grau de capacidade
osteoindutora, como a BMP 2, 4 e 7 (também conhecido como OP-1) (BOSTROM et
al., 1995).

As proteinas morfogenéticas ésseas sdo membros da superfamilia do fator de

crescimento transformador beta (TGF-B). Proteinas morfogenéticas 6sseas podem
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existir em pares homodimérica e heterodimérica, evidéncias apontam para o atual
homodimeros sendo responsavel pela atividade in vivo (CONSTAM & ROBERTSON,
1999; LEE et al., 2002).

Do ponto de vista fisico e quimico, as BMP sao proteinas secretadas pelas
células, que atuam ligando-se os receptores presentes na membrana plasméatica das
células de diferentes tipos, dessa forma estabilizando as células e a organizacao dos
tecidos (GRAJANEIRO et al., 2005).

O papel das BMP no processo de formacao 6ssea durante o desenvolvimento
embrionario e na reparacao de fraturas ja esta bem estabelecido. As BMP sé&o
capazes de induzir a formacdo O0ssea em sitios ectdpicos e no local de defeitos
0sseos e ja foi demonstrado por diversos modelos animais (URIST, 1965; BAX et al.
1999; EINHORN et al., 2003a; KLOEN et al. 2003; AROSARENA & COLLINS,
2005).

A osteogénese consiste em 3 principais fases: migracao e mitose das células
mesenquimais, diferenciacdo dessas células em condroblastos, formacdo de
cartilagem para finalmente essa cartilagem ser substituida por osso. A proliferacao e
adesao das células mesenquimais ocorre em até trés dias apds a implantacdo. Ja a
condrogénese ocorre apos cinco dias da implantacéo, tendo seu pico entre sete a
oito dias. A hipertrofia da cartilagem e mineralizacdo comecam a ser observado apos
o nono dia. A diferenciacdo dos osteoblastos vai depender da qualidade de
angiogénese e ocorre por volta do dia 10-11. A partir do novo osso endocondral
formado, inicia-se o remodelamento e se torna um local de hematopoese (PACICCA
et al., 2003).

A expressdo do BMP é mediada por um grupo de receptores de superficie
celular semelhante aos que se ligam TGF-B. In vivo, receptores sdo agrupados em
duas categorias, par do tipo 1 ou par do tipo 2. Um complexo ativo receptor-ligante
inclui uma BMP ligada a um par de receptores do tipo 1/ tipo 2. O receptor ativado
do tipo 1 ativa o receptor tipo-2. O receptor tipo-2 ativo, fosforila e ativa as moléculas
de expressao intracelular (SAKOU, 1998). A expressao intracelular das BMP é
mediada por vérias vias de expressdo, a mais significativo destas em termos de
osteoinducado parece ser a proteina SMAD. Também foi observado ser ativada por
TGF-B (SAKOU, 1998; YU et al., 2002; KLOEN et al., 2003).
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SMAD séo da familia de mediadores de sinalizacdo dos receptores da BMP
de vertebrados homdlogos. Oito SMAD foram identificados e podem ser divididos em
trés grupos, SMAD receptor (SMAD-R), SMAD inibidor (SMAD-I) e SMAD co-
receptor.

A inducao dos genes da BMP tem uma ampla gama de efeitos. Apesar de sua
clara habilidade em conduzir o desenvolvimento de varios tipos celulares diferentes
(incluindo o desenvolvimento de cartilagem e 0sso0), pouco se sabe sobre o que
ocorre a nivel genético, uma vez que estimulo da SMAD induzida pela BMP atinge o
nacleo. Um gene que tem demonstrado ser um alvo da BMP é Runx-2 (AZARI et al.
2002; BESSA et al., 2008). Runx-2 € um fator de transcricdo que induz a expressao
de genes especificos dos osteoblastos e tem sido considerado essencial para que
ocorra a osteogénese (AZARI et al.,2002; BESSA et al., 2008). Embora as vias de
sinalizacdo exatas ainda estejam sendo elucidado, o aumento da expressao Runx-2
é visto claramente em resposta a um sinal da BMP / SMAD induzida e células que
expressam Runx-2 sdo mais sensiveis a BMP do que aquelas que ndo expressam
(AZARI et al.,2002; BESSA et al., 2008).

DOS SANTOS et al. (2005) realizaram uma revisdao sobre as BMP e
perceberam que devido a sua potente capacidade osteoindutora, muitas pesquisas
tém se dedicado a determinacdo do papel que elas desempenham na cicatrizacédo
da fratura. A consolidacdo da fratura em si € um processo complexo que envolve a
interacdo entre varias citocinas e fatores de crescimento com as células
inflamatorias, endoteliais e osteogénicas. PDGF, FGF, VEGF, IGF-1, TGF- e BMP
foram demonstrados como parte do ambiente que apoia o desenvolvimento 6sseo
no local da cicatrizacdo da fratura (SAKOU et al., 1998;). O papel fundamental da
BMP neste processo foi inicialmente indicado por dados de estudos em animais que
utilizaram técnicas de imunoistoquimica para demonstrar a expressao da BMP
localizada no local da fratura durante o processo de cicatrizacdo (BAX et al. 1999;
EINHORN et al., 2003).

Trabalhando em um modelo de cicatrizacdo da fratura em ratos, em 1995,
Bostrom et al. mostraram que a medida que prossegue a consolidacao da fratura, a
presenca de expressdo da BMP aumentou dramaticamente, especialmente em
células mesenquimais primitivas e condrécitos. Entdo, quando o componente

cartilaginoso do calo de fratura amadureceu, uma diminuicdo na expressado da BMP
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e na populacéo de células primitivas foi observada. A expressdo da BMP retornou a
niveis elevados de células osteoblasticas povoando o local da fratura e iniciando a
fixacdo do tecido 6sseo na matriz condréide. Finalmente, a intensidade de coloragao
da BMP novamente diminuiu com o o0sso lamelar substituido por tecido ésseo
primitivo. Um processo similar foi observado nas por¢cdes do calo submetido a
ossificacao intramembranosa.

Outros trabalhos ajudaram a determinar mais especificamente a natureza,
espacial e temporal, da expressao da BMP durante a cicatrizagcéo da fratura (URIST
et al., 1971; EINHORN et al., 2003a). Einhorn et al., (2003a) mostraram em ambos
os modelos de cicatrizacdo endocondral e intramembranosa que BMP, seus
receptores e efetores de baixo fluxo (SMAD, por exemplo) sdo expressos no
periosteo, medula ¢6ssea e células osteogénicas por trés dias apdés a fratura.
Expresséo destes sinais no local da fratura permanece elevada até cerca de 30 dias,
guando é substituido o tecido 6sseo da fratura, ocorrendo a remodelacéo do osso.

Logo no inicio os pesquisadores perceberam que o potencial de cicatrizacao
O0ssea poderia ser melhorado pela adicdo de BMP exdgena. Isto levou a uma série
de relatorios publicados e séries de casos que demonstraram o poder da BMP para
induzir no local da fratura éssea a formacéo de 0sso novo, acelerando a taxa na qual
o calo da fratura amadurece, diminuindo assim o tempo de cicatrizacao total (BAX et
al. 1999; EINHORN et al., 2003a; EINHORN et al., 2003b). Estes dados pré-clinicos
e clinicos iniciais estabeleceram as bases para estudos primarios, controlados e
randomizados, produzindo as indicacbes iniciais do uso das proteinas
morfogenéticas 0Osseas recombinantes humanas (rhBMP) pelo Food and Drug
Administration (FDA).

2.6  Carreadores

Embora os sistemas de entrega do rhBMP tornaram-se aceitaveis como
substituto de enxerto 6sseo em fraturas de ossos longos e fusdo espinhal, é
necessaria a manutencdo da investigacao continua concentrando-se no potencial
uso da BMP para melhorar a cicatrizacdo 6ssea em todo o corpo, incluindo o
esqueleto craniomaxilofacial (EINHORN et al., 2003b).

Os carreadores tém um papel fundamental no fornecimento da BMP para seu

local de agéo pretendida. Apesar de a osteoinducdo demonstrar-se viavel através da
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aplicacdo tépica e injecdo de solucdo aquosa da BMP, esta abordagem é
geralmente ineficaz e exige quantidades excessivas da BMP para ser bem sucedida
devido a rapida dissolucao e degradacao de proteinas do produto (PHIMPHILAI et
al., 2006).

Segundo, Arosarena & Collins (2005) é necessario conhecer melhor a
interacdo biomolecular e 0 modo de fornecimento do fator de crescimento. Os
carreadores permitem a manutencdo da BMP por um periodo de tempo que seja
suficiente para que ocorra a indugéo éssea, limitando assim a concentracdo da BMP
necessaria para exercer sua funcdo. Existem inUmeras opcdes de transporte e tém
sido empregadas em relatérios publicados da BMP com sucesso, na conducédo da
osteogénese (CHENG et al., 2003).

Urist (1984) descreveu o uso de 0sso bovino desmineralizado em seus
experimentos originais com BMP, sendo uma opcao de transporte viavel para os
trabalhos clinicos realizados atualmente. Para Arosarena & Collins (2005), existe
grande dificuldade de se avaliar qual carreador € mais eficiente, pois o0s
experimentos relatados por diversos autores utilizam modelos animais diferentes.

Em um nivel basico, os carreadores podem ser divididos em sintéticos e nao
sintéticos. Opcbes sintéticas incluem ceramicas, vidros bioativos, e polimeros
absorviveis (AROSARENA & COLLINS, 2005; PHIMPHILAI et al., 2006). Entre os
naos sintéticos sdo relatados colageno, gel proteico de matrix extracelular, matrix
0ssea insolavel, entre outros (AROSARENA & COLLINS, 2005).

O material sintético no geral tem a vantagem de ser osteocondutor. Porém,
sintéticos e nao sintéticos podem possuir propriedades osteocondutoras (CYPHER &
GROSSMAN, 1996). O crescimento 6sseo ocorre com substituicdo do colageno por
osso calcificado. Um problema chave para materiais sintéticos é que eles nao
podem ser totalmente substituidos durante o processo de crescimento 0sseo,
resultando em uma persisténcia de material de suporte na area onde o crescimento
de osso novo foi destinado.

O uso de nao sintéticos, que geralmente tém perfil de reabsorcdo mais
favoravel do que os sintéticos, pode evitar este problema. Nao sintéticos tém a
vantagem de ser osteogénico. Lembrando que os materiais osteogénicos sao
aqueles que proporcionam uma populacdo de células progenitoras, que tém o

potencial para participar de nova formagdo Ossea. Em comparacdo, as BMP
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induzem a formacdo Ossea atraves de osteoinducdo. Quando o potencial de
formacdo 6ssea da BMP é combinado com um carreador torna-se uma ferramenta
poderosa para reconstrucao 6ssea denominada bioimplante BMP. Tornou-se claro
gue a escolha do carreador adequado € fundamental para o sucesso do bioimplante.

2.7 Resposta imune a proteina morfogenética 6ssea

A ativacdo da resposta imune devido a implantacdo da BMP ainda nao é
totalmente conhecida ou bem definida devido as muitas controvérsias na literatura
segundo, Grajaneiro et al. (2005). URIST et al. (1985) observaram que apenas uma
Unica aplicacdo de BMP alogénica e proteina ndo colagenosa desencadeavam uma
resposta imune moderada através da producdo de imunoglobulinas G, mas mesmo
assim nao diminuia a capacidade osteogénica das BMP.

A implantacdo da BMP alogénica ou xenogénica aparenta promover o0
recrutamento dos macroéfagos, linfocitos e células do plasma, o que acarretaria na
producdo de anticorpos que poderiam inibir a osteogénese. Em funcdo dessa
resposta imune, pesquisadores comecaram a buscar uma BMP que nao induzissem
resposta imune exagerada. A grande questao dos pesquisadores estava relacionada
a dose de BMP que poderia induzir a resposta imune indesejada. Alguns estudos
demonstraram que doses Unicas nao estimulavam a reacdo imune indesejada
(NILSSON et al., 1986). Posteriormente Nilsson & Urist (1991) demonstraram
resultados que uma segunda dose de BMP intensificou a resposta imune e diminui a
eficiéncia da osteogénese com BMP xenogénica no tratamento de falha 6ssea em
caes.

A clonagem de BMP em 1988 por investigadores em Boston abriu o caminho
para a possibilidade de recombinacédo de produtos da proteina BMP (WOZNEY et
al., 1988, EINHORN et al., 2003b). A andlise da resposta imune apés implantacao
de BMP recombinante humana ainda néo foi totalmente estudada (GRAJANEIRO et
al. 2005). Alguns estudos preliminares demonstraram que a rhBMP ndo promoveu
resposta imunolégica em tratamento de mandibulas de cdes (GRAJANEIRO et al.,
2005).

Devido a possibilidade de uma resposta imunolégica severa as BMP
xendgenas e ao alto custo para obtencdo dessa proteina, iniciou-se o

desenvolvimento de pesquisa com a BMP recombinante humana. De acordo com
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Gao et al, (1996) para se obtiver alguns microgramas de BMP sdo necessarios
quilos de matrix 6ssea desmineralizada, e para se conseguir iniciar o processo de
purificacdo sdo necesséarios pelo menos 100kg de osso fresco lavados livres de

medula 6ssea. Essa quantidade necessaria torna 0 processo oneroso.

2.8  Proteina morfogenética 6ssea recombinante humana (rhBMP)

Hoje, duas BMP recombinantes, rhBMP-2 e rhBMP-7 (também conhecida
como proteina osteogénica 1 ou OP-1) estdo disponiveis comercialmente para a
reconstrucdo éssea.

A obtencéo da rhBMP é realizada em 2 etapas (FIGURA 1):

1) Identificacdo, replicagdo e armazenamento do gene humano para

BMP-2.

2) Producéo, purificacéo, esterilizacao e validacdo da rhBMP-2.

O FDA aprovou as atuais indicacdes e contraindicacfes importantes para o
uso da rhBMP-2 baseado no sistema de entrega resumido a seguir.

Em 2002, rhBMP-2 com esponja de colageno como carreador (INFUSE®,
Bone Graft, Medtronic Spinal and Biologics, Memphis, TN) foi liberada na dose de
1,5mg/cc como substituto de enxerto 6sseo para procedimentos de fusdo dos corpos
vertebrais da coluna vertebral. Em 2004 INFUSE® teve seu uso liberado para
osteossintese tibial com utilizacdo de haste bloqueada. Recentemente em 2007 o
FDA liberou INFUSE® para uso em cirurgia craniofacial na area da odontologia para
fixacdo dos implantes odontologicos.

Até a data, os sistemas baseados na rhBMP-7 e rhBMP-2 tém sido utilizados
no tratamento de centenas de milhares de pacientes nas areas de coluna e cirurgia
de ossos longos que apresentaram nao-unido O0ssea. Em contrapartida, ndo ha
ampla utilizacdo da rhBMP nas areas de cirurgia craniofacial e maxilofacial, uma vez
gue apenas produtos a base de rhBMP-2 tém suas indicacdes aprovadas pelo FDA.

Antes disso, apenas eram permitidos como produtos osteoindutores os
materiais baseados em ceramica. Mesmo assim, a rhBMP-2 ainda tem sua
comercializacdo limitada e restrita a indicacfes especificas, como enxertia 6ssea
(McKAY, PECKHAM & BADURRA, 2007).
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FIGURA 1 — Etapas para a criagao do rhBMP-2 (Medtronic)
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A rhBMP-2 é comercializada na forma de kits produzidos pela Medtronic®
(FIGURA 2).

FIGURA 2 — Componentes que contém cada kit de INFUSE® Bone Graft.

INFUSE® Bone Graft — Kit Lomponents

Part Number/
Size

INFUSE®
Bone Graft Kit

Total Graft Volume
Total mg rhBMP-2

Sterile Water for
Injection

Sterile rhBMP-2

Sterile Absorbable
Collagen Sponge
(ACS)

PMA Approved
Indication

07cc
1.05mg

(1) 5SmL Vial

4

(1) 1.05mg Vial

(1) ¥2* x 2" Sponge

Spine®
Dental

7510100
X Small Kit

1.4cc
21mg

(2) 5SmL Vials
= §=

(2) 1.05mg Vials

(1) 1" x 2" Sponge

Spine*
Dental

*Must be used with a Medtronic Titanium Threaded Interbody Fusion Device.

FONTE: http://www.sofamordanek.com

28cc
42ma

(1) SmlL Vial

J

(1) 42mg Vial

{2) 1" x 2* Sponges

Spine*
Dental

5.6¢cc
84mg

(2) 5SmL Vials
-

(2) 42mg Vials

(4) 1" x 2* Sponges

Spine*
Dental

80cc
120mg

(1) 10mL Vial

(1) 12mag Vial

(6) 1" x 2" Sponges

Spine*
Dental

7510800
Large li Kit

80cc
120mg

(1) 10mL Vial

(1) 12mg Vial

(1) 3" x4* Sponge

Spine*
Trauma
Dental
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Ha diversos dados de estudos com animais e um ndamero crescente de
relatérios publicados em humanos, que relatam o sucesso do uso da rhBMP-2 para
a reconstrucdo do esqueleto craniofacial e maxilofacial (ALONSO et al., 2010).

Demonstrado suas qualidades osteoindutora, osteocondutora e osteogénico,
e considerando a longa histéria de transplante autélogo de resultados previsiveis,
comeca a se questionar qual seria o padrédo ouro para procedimentos de enxerto
0sseo atualmente. No entanto, se a tecnologia baseada no recombinante pode
produzir resultados iguais, evitando os desafios técnicos e morbidades conhecidas
da colheita do enxerto, questionam-se agora quais sao os obstaculos para a rhBMP

tornar-se a primeira opcao na enxertia do futuro.
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3 OBJETIVO
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3. OBJETIVO

O objetivo fundamental nesse estudo é:

1. Analisar a capacidade de osteogénese, osteoinducéao, efeito reabsortivo da
proteina morfogenética éssea recombinante humana (rhBMP-2) como material para
reconstrucao de deformidades cranianas e comparar ao uso de p6 de 0sso.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 Experimento

O experimento foi analizado e aprovado sua realizagdo sob protocolo 001/12
(ANEXO 1), perante o Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Tuiuti do
Parana (CEUA/UTP).

4.2 Amostra

O estudo em questdo utilizou uma amostra de 12 porcos provinientes da
mesma ninhada com dois meses de vida, machos da raca Landrace, com peso
aproximado de 5 kg. Inicialmente foram selecionados 14 animais dos quais 12 foram
utilizados para o experimento.

Utilizou-se para identificacdo dos animais algarismos arabicos de 1 a 14 (P1 a
P14) tatuados na face interna da orelha (FIGURA 3). Os 12 animais selecionados
para manter a uniformidade dos grupos com relacdo ao peso corpéreo foram: porco
1(P1), porco 2 (P2), porco 3 (P3), porco 4 (P4), porco 5 (P5), porco 7 (P7), porco 8
(P8), porco 9 (P9), porco 10 (P10), porco 11(P11), porco 12 (P12), porco 13 (P13).

FIGURA 3 — Identificagdo dos porcos utilizando-se a tatuagem de algarismos arabicos em orelha.
: r»" 7’\‘ = = j‘ 1 T E i.,::,"

Todos os 12 porcos foram submetidos a craniotomia direita e esquerda. De
acordo com o material usado (rhBMP-2 ou p6 de 0ss0) para tratar cada craniotomia
determinou a qual grupo cada porco pertence. Os animais foram divididos em 2

grupos de forma aleatéria. Sendo o GRUPO rhBMP-2 constituido de 12 porcos (P1,
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P2, P3, P4, P5, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13) tratados com rhBMP-2 em
craniotomia direita, e GRUPO PO constituido de 8 porcos tratados com p6 de 0sso
em craniotomia esquerda (P1, P2, P3, P4, P5, P7, P9, P13). Dos 12 porcos, quatro
nao tiveram a craniotomia esquerda tratada, denominados controle negativo (P8,
P10, P11 e P12). Os dados do controle negativo ndo foram submetidos a andlise
estatistica. Os porcos do grupo rhBMP-2 (P1, P3, P5, P11, P12, P13) foram
eutanasiados com 30 dias pds-operatorios e 0s porcos do grupo rhBMP-2 (P2, P4,
P7, P8, P9, P10) foram eutanasiados com 60 dias pds-operatorios. Os porcos do
grupo PO (P1, P3, P5, P13) foram eutanasiados com 30 dias p0s-operatorios, e 0s
porcos do grupo PO (P2, P4, P7, P9) foram eutanasiados com 60 dias pos-

operatorios.

4.3 Local de execucédo do experimento
O procedimento cirdrgico e acompanhamento pos-operatorio foram realizados
no Hospital Veterinario da Fazenda Pé de Serra — S&o José dos Pinhais — PR -

Universidade Tuitui do Parana.

4.4 Protocolo Anestésico

Os porcos foram submetidos ao jejum alimentar de 12 horas e jejum hidrico
de 6 horas antes do procedimento cirurgico.

Foi utilizada a medicacdo pré-anestésica: primeiramente administrada
acepromazina 0,1mg/kg associado a morfina 1mg/kg via IM e em seguida
administrado 0,3 mg/kg midazolam associada a 10 mg/kg quetamina via IM. Caso
fosse necessario, poderia ser administrado 0,2 mg/kg de midazolan IV e 2 mg/kg

guetamina 1V de forma complementar.

4.5 Preparacao da proteina morfogenética 6ssea (rhBMP-2)

A proteina morfogenética 0ssea utilizada foi rhBMP-2 (INFUSE® LARGE II
KIT — 8.0cc). A esponja de colageno foi fracionada em fragmentos de 2,5 cm x 3,75
cm (FIGURA 4). Para a reconstituicdo da BMP, a amostra de 12 mg liofilizada foi
diluida em 8,4 ml de 4gua para injecao estéril e homogeinizada de forma gentil. Em
seguida foi distribuido de forma uniforme 8,0 ml da rhBMP-2 reconstituida, na

esponja de colageno fracionada.
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Em cada fragmento da esponja de colageno foi instilado 1,0 ml da rhBMP-2

reconstituida.

FIGURA 4 — Fracionamento da esponja de colageno em partes de 2,5 cm x 3,75 cm

4.6 Criacédo de defeito 6sseo

Todos os 12 porcos foram submetidos a craniotomia no mesmo dia.

A calota foi depilada e preparada para cirurgia asséptica. Foi utilizado
iodopolvidona 10% (Riohex 10% degermante; RIOQUIMICA, S&o José do Rio Preto)
e éalcool 70% (Rialcool 70; RIOQUIMICA, Sdo José do Rio Preto) para pré-
antissepsia e alcool 70% (Rialcool 70; RIOQUIMICA, S&o José do Rio Preto) como
antisséptico cirurgico.

Para determinar o local da incisdo de pele foi identificada a crista sagital por
palpacado e tracada uma linha continua com caneta cirargica azul (Texta fine 700).
Em seguida foi determinada uma distancia de dois centimetros perpendicular ao seio
sagital e tracada uma linha paralela a direita e uma linha paralela & esquerda da
crista sagital (FIGURA 5)

O acesso ao 0sso parietal do cranio foi realizado com incisdo na pele sobre a
linha paralela tracada previamente, em seguida realizada a divulsdo do tecido
subcutaneo lateralmente as bordas supraorbitais com auxilio de pinga Halted curva e
incisdo da fascia do musculo parietal. A musculatura foi rebatida lateralmente e o
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0sso parietal localizado com auxilio de elevador de peridsteo e afastador Senn Miller
duplo.

Realizaram-se as craniotomias, uma de cada lado, sobre o osso parietal, com
craniotomo de seis milimetros de diametro (FIGURA 6), em cada osso parietal
(direito e esquerdo) (FIGURA 7).

AplGs a realizacdo da craniotomia, de acordo com cada grupo, 0s animais
tiveram o defeito 6sseo preenchido com pd de osso autégeno proveniente da prépria
craniotomia (FIGURA 8), proteina morfogenética 6ssea (rhBMP-2) (FIGURA 8) ou
nao tiveram o defeito preenchido por nenhum material. Em seguida foi realizada
sutura da fascia muscular com fio poliglactina 910 (3-0) (Vicryl, ETHICON, Séo
Paulo) em padrédo simples continuo, a sutura do tecido subcutaneo foi suturada com
fio poliglactina 910 (3-0) em padrao Cushing e sutura da pele com fio nylon 3-0
(Nylon, ETHICON, Sao Paulo), padrao simples separado.

Ao término do procedimento cirdrgico os animais tinham as duas faces
cbncovas das orelhas tatuadas com o seu respectivo numero de registro de acordo
com cada grupo. Somente apés a finalizacdo da tatuagem que o procedimento

anestésico foi encerrado.
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FIGURA 5 — Demarcacéao do local da incisdo de pele em cranio de porco.

FIGURA 6 — Posicionamento do craniotomo em 0sso parietal de porco.
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FIGURA 7 — Afastadores evidenciando craniotomia em suino realizada com craniotomo de 6 mm de

didmetro em osso parietal direito e esquerdo.

FIGURA 8 — Craniotomia em osso parietal direito de suino preenchido com esponja de colageno
contendo rhBMP-2 (A) e craniotomia em 0sso parietal esquerda preenchida com p6 de osso autégeno

(B). A seta evidencia o local de aplicag&o do enxerto.

46



Nos animais do GRUPO 3 e 4, na craniotomia esquerda, foi mantido a
abertura éssea sem aplicacdo de qualquer material ou enxerto, funcionando como
controle. Porém, na craniotomia direita foi aplicada a proteina morfogenética éssea
(rhBMP-2).

4.7 P6s-operatério

Os GRUPOS 1 e 3 foram mantidos juntos, assim como os GRUPO 2 e 4
também foram mantidos juntos. Os animais foram acomodados em baias de
dimensdes de 4,8 m X 4,6 m, com ventilagdo natural, iluminacéo artificial, &gua ad
libitum, alimentados com racao comercial 2 vezes ao dia até o fim do experimento
(FIGURA 9).

Todos os grupos foram tratados com 0,4 mg/kg via IM de meloxicam (OURO
FINO, Cravinhos) e 3 mg/kg de cloridrato de tramadol a cada 6 horas via IM no dia 0
(p6s operatorio imediato). No dia 1 e 2 foi administrado cloridrato de tramadol 3
mg/kg a cada 6 horas via IM e nos dias 1, 2 e 3 do pos-operatorio foi administrado

0,4 mg/kg de meloxicam a cada 24 horas via IM.

FIGURA 9 — Porcos mantidos em baia em pds-operatério
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A antibioticoterapia preventiva instituida foi penicilina benzatina 40.000 Ul/kg
a cada 48 horas via subcutanea durante oito dias em todos 0s grupos.

Os pontos da pele foram retirados no dia 10 e n&o foi observado deiscéncia
de pontos ou cicatriza¢do inadequada da ferida cirurgica (FIGURA 10).

FIGURA 10 — Seta evidenciando a excelente cicatrizagdo do ponto de pele 10 dias ap0s a

realizacdo da craniotomia.

4.8 Eutanasia

Os animais foram anestesiados com aplicacdo de injecao intramuscular de
cetamina 20 mg/kg e xilazina 2 mg/kg em seringa Unica. Os animais foram
cateterizados utilizando-se o vaso auricular e administrado tiopental 15 mg/kg via IV
em bodlus. ApGs a verificacdo e confirmacdo do animal estar em plano anestésico
(auséncia de reflexo palpebral e corneal), foi aplicado 1 ml/kg de cloreto de potassio
a 19,1% SAMTEC BIOTECNOLOGIA LTDA, via intravenoso, em bdlus. A
confirmacado do o6bito feita através da auséncia de batimentos cardiacos e dilatacéo

pupilar.
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4.9 Coleta do material

Ap6s 30 dias, os porcos dos GRUPOS 1 e 3 foram eutanasiados conforme
protocolo acima. Uma vez confirmada a morte do animal era realizado a decapitacdo
e a cabeca higienizada em agua corrente durante 5 minutos. Procedido a secagem
das cabecas com toalhas limpas e embaladas com papel filme para evitar
extravasamento de qualquer secre¢do ou sangue.

As cabecas foram mantidas sob-refrigeracdo e armazenadas em dispositivos
de isopor. Em seguida encaminhadas para avaliacdo e andlise por Tomografia
Computadorizada (TC).

Ao término da analise tomografica as pecas foram encaminhadas para a
retirada e isolamento da regido do osso parietal de cada hemisfério tratada
previamente durante procedimento cirurgico. Os fragmentos 0sseos foram
acondicionados em meio especifico, identificados e enviados para analise
histopatologica.

Apos 60 dias do procedimento cirargico os animais dos GRUPOS 2 e 4 foram

eutanasiados e analisados conforme protocolo acima.

4.10 Local de desenvolvimento das analises

Os exames de Tomografia Computadorizada foram realizados no Servico de
Radiologia Médica do HC-UFPR (Hospital de Clinicas — Universidade Federal do
Parand), enquanto a analise histopatologica foi realizada no Departamento de

Anatomopatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

4.11 Analise da Tomografia Computadorizada

As cabecas foram posicionadas em decubito ventral para a realizacdo da
analise tomogréfica.

Os dados bi-dimensionais coletados foram: densiometria 6ssea medida em
unidades Hounsfield utilizando como ponto de referéncia o centro da craniotomia de
seis milimetros e espessura de 0sso produzido medido em milimetros utilizando o
centro da craniotomia como referéncia e trancando uma linha perpendicular até o fim
da proliferacdo 6ssea (FIGURA 11). Os dados da tomografia computadorizada foram

analisados com software de imagem (Northern Eclipse, Glen Mills, Pensilvania) para
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determinar a diferenca na &rea cicatrizada e grau de formacdo 6ssea ectopica nas
amostras dos grupos.

Utilizou-se para andlise aparelho Siemens somaton emotio e estabelecido os
seguintes cortes:

- da base: de 3 mm com deslocamento de mesa de 5 mm.

- supratentorial: de 10 mm com deslocamento de mesa de 10 mm.

- técnica de exame: 130 kv e 180 mAs

- scan time: 1,5 segundos

FIGURA 11 — Determinagdo da espessura de craniotomia direita (19,4mm) e craniotomia esquerda

(1,2mm) através de tomografia computadorizada em porco.

1.4 mm
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4.12 Analise Histologica

ApOs a craniotomia, as amostras 0sseas foram imersas em solugéo de acido
férmico 20%, permanecendo nesta por 30 dias, com troca da solucdo a cada dois
dias. As amostras foram clivadas com navalha metalica, produzindo fragmentos com
espessura de 0,3 cm e maior eixo variando de 1,5 a 4,0 cm, interessando a area de
enxertia e margens de tecido 6sseo adjacente. Os fragmentos foram encapsulados
em cassetes plasticos devidamente identificados e submetidos a processamento
histolégico de rotina em auto técnico, cujas etapas incluem desidratacao,
diafanizacdo e embemimento em parafina, com posterior confeccdo de bloco
histolégico. Os blocos foram submetidos a microtomia com 0,5 micrémetros de
espessura e as laminas foram coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina,
tricromico de Masson e vermelho picrossirius.

As laminas histologicas foram analisadas por um uUnico patologista, no
Departamento de Patologia Médica da UFPR, em microscopico 6ptico Nikon Eclipse
E200 (Nikon Instruments, Melville, USA). O material foi analisado
semiquantitativamente conforme o quadro abaixo (QUADRO 1), adaptado de
PINHEIRO et al., (2011).
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QUADRO 1 — Determinacao dos parametros da andlise histopatologica.

Ausente (0) Discreto (1) Moderado (2) Acentuado (3)
Reabsorcéo Auséncia de Presenca de Presenca de 25- | Presenca de
Ossea sinais de <25% de 50% de >50% de
reabsorcao reabsorcdo do reabsorcdo do reabsorcdo do
material de material de material de
enxerto ou do enxerto ou do enxerto ou do
leito cirdrgico leito cirdrgico leito cirdrgico
Neoformacéao Auséncia de Presenca de Presenca de 25- | Presenca de
O0ssea sinais de tecido | <25% de 0sso 50% de o0sso >50% de o0sso
0sseo neoformado neoformado neoformado
neoformado semelhante ao semelhante ao semelhante ao
0sso adjacente 0sso adjacente 0sso adjacente
néo tratado ndo tratado nao tratado
Infiltrado Auséncia de Area de enxertia | Area de enxertia | Area de enxertia
inflamatorio infiltrado composta por composta por composta por
inflamatério <25% de 25-50% de >50% de
infiltrado infiltrado infiltrado
inflamatério inflamatdrio inflamatdrio
Deposicéo de Ausent Presenca de Presenca de Presenca de
colageno ao deposicao de deposicao de deposicdo de
tricrémico de colageno em coldgeno em 25- | coladgeno em
Masson <25% da area 50% da area de | >50% da area
de enxertia enxertia de enxertia
Neocolagenizagéo | Ausente Presenca de Presenca de Presenca de
ao picrossirius deposicdo de deposicdo de deposicdo de
fibras finas, em | fibras finas, em | fibras finas, em
<25% da area 25-50% da area | >50% da &rea
de enxertia, ao de enxertia, ao de enxertia, ao
exame sob luz exame sob luz exame sob luz
polarizada polarizada polarizada

FONTE: adaptado de PINHEIRO et al., (2011)

Reabsorcéo 6ssea foi identificada pela presenca de osteoblastos em uma das
faces trabeculares e de osteoclastos na face oposta. Neoformacdo Ossea foi
caracterizada por deposicdo de matriz 6ssea, formacdo de linhas cementantes e
envolvimento dos osteoblastos pela “neomatriz’, formando o chamado “osso
trangcado”

(woven bone). As areas de neoformagdo Ossea podem estar

acompanhadas de proliferacao do tecido fibroso jovem nos espagos medulares e se
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traduzirem & ressonancia magnética por perda do hipersinal de gordura na
sequéncia FLAIR. Infiltrado inflamatorio foi definido como a presenca de
linfomononucleares — linfécitos, plasmacitos e macrofagos — e reacao gigantocelular
do tipo corpo estranho na érea de enxertia. Finalmente, observou-se a deposicéo de
tecido conjuntivo e colagenizacado das areas de enxertia, pelo exame dos espécimes
as coloragcbes de tricromico de Masson e vermelho picrossirius, nesta sob luz
polarizada.

Os achados foram tabulados em planilha Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA).

4.13 Andlise Estatistica

Para avaliacdo dos dados dispostos em categorias (escore das variaveis
histolégicas) foi utilizada a analise de frequéncia pelo teste do Qui-quadrado. As
variaveis parameétricas com distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov
(densidade Ossea e espessura do osso neoformado) foram analisadas pelo teste t
de Student para populacdes independentes e apresentadas como média e desvio-
padrdao. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05). Para indicar
diferencas significativas entre os grupos foram utilizadas letras minusculas em
vermelho (a > b). As analises foram realizadas pelo programa Sigma-Stat® versao
3.5 e MedCalc® versédol12.4.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise por tomografia computadorizada

Os dados obtidos na analise tomografica foram tabulados de acordo com o

momento da andlise.

5.1.1 Porcos eutanasiados aos 30 dias pds-operatorios.

A tabela 1 contém a analise (média e desvio padrdo) dos dados do exame

tomografico (densidade do osso neoformado e a espessura do 0sso neoformado)

aos 30 dias poOs-operatorio comparando os porcos tratados com rhBMP-2 com os

porcos tratados com pé de osso (PO) na regido da craniotomia.

Tabela 1 - Média e desvio-padréo da area de osso neoformado na calvéaria de porcos tratados com

rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso autdgeno (n=4) eutanasiados aos 30 dias apoés a aplicacao.

rhBMP-2 PO Valor p
Densidade 373,3+£50,2Db 644,5+ 1240 a p =0,001
Espessura 163+11a 42+01b p = 0,001

Letras minusculas em vermelho indicam diferenca estatistica entre grupos com a > b pelo teste t de Student.

As figuras da andlise por tomografia computadorizada foram organizadas de

acordo com cada grupo:
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FIGURA 12 — Determinacgédo da espessura de craniotomia direita (17,1 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (1,0 mm) tratada com pé de osso através de tomografia computadorizada em
P1 (30 dias pés-operatorio)

1.0 mm

FIGURA 13 — Determinacéo da espessura de craniotomia direita (17,2 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (1,1 mm) tratada com pd de osso através de tomografia computadorizada em
P3 (30 dias pds-operatério).
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FIGURA 14 - Determinacgdo da espessura de craniotomia direita (19,4 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (1,2 mm) tratada com p6 de osso através de tomografia computadorizada em
P5 (30 dias p6s-operatorio).

-

w 19.4 mm

I

FIGURA 15 - Determinacdo da espessura de craniotomia direita (9,1 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (0,1 mm) - controle negativo, através de tomografia computadorizada em P11
(30 dias pds-operatorio)

9.1 mm
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FIGURA 16 - Determinacdo da espessura de craniotomia direita (13,9 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (1,2 mm) - controle negativo, através de tomografia computadorizada em P12
(30 dias pés-operatorio).

N' Y

1.2 mm

FIGURA 17 - Determinacé@o da espessura de craniotomia direita (20,9 mm) tratada com rhBMP-2 e
craniotomia esquerda (1,3 mm) tratada com pd de osso através de tomografia computadorizada em
P13 (30 dias pbs-operatorio).

20.9 mm
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5.1.2 Reconstrugdo em 3D do créanio dos porcos eutanasiados aos 30 dias

pos-operatorios.

FIGURA 18 — Reconstrucdo em 3D de créanio de porco (P1l) evidenciando a diferenca de 0sso

neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com p6 de osso autégeno (SETA FINA) aos 30 dias pos-operatario.

FIGURA 19 - Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P3) evidenciando a diferenca de o0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com pd de osso autdgeno (SETA FINA) aos 30 dias pds-operatério.
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FIGURA 20 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P5) evidenciando a diferenga de 0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com p6 de osso autégeno (SETA FINA) aos 30 dias pos-operatdrio.

FIGURA 21 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P11) evidenciando a diferenca de osso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda nédo
tratada (SETA FINA) aos 30 dias pds-operatério.
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FIGURA 22 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P12) evidenciando a diferenga de 0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda ndo

tratada (SETA FINA) aos 30 dias pés-operatdrio.

FIGURA 23 — Reconstru¢cdo em 3D de cranio de porco (P13) evidenciando a diferenca de osso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda
tratada com pd de osso autdgeno (SETA FINA) aos 30 dias pds-operatdrio.
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5.1.3 Porcos eutanasiados aos 60 dias pds-operatorios.

A tabela 2 contém a analise (média e desvio padrdo) dos dados do exame
tomogréfico (densidade do osso neoformado e a espessura do osso neoformado)
aos 60 dias poOs-operatério comparando os porcos tratados com rhBMP-2 com os

porcos tratados com pé de osso autdégeno (PO) na regido da craniotomia.

Tabela 2 - Média e desvio-padrédo da area de osso neoformado na calvaria de porcos tratados com

rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso autdgeno (n=4) eutanasiados aos 60 dias ap6s a aplicacao.

rhBMP-2 PO Valor p
Densidade 665,2 + 116,5 599,2 + 110,5 p =0,398
Espessura 114+71 33+4/4 p=0,079

FIGURA 24 — Determinacdo da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (4,1 mm) e
craniotomia esquerda tratada com p6 de osso (2,1 mm) através de tomografia computadorizada em
P2 (60 dias pés-operatério).

" 4.1 mm 22.1mm
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FIGURA 25 — Determinagdes da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (10,6 mm) e
craniotomia esquerda tratada com p6 de osso (1,1 mm) através de tomografia computadorizada em
P4 (60 dias pds-operatorio).

, 1.1 mm
10.6 mm

O

p

FIGURA 26 — Determinac¢des da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (17,6 mm) e
craniotomia esquerda tratada com p6 de osso (9,8 mm) através de tomografia computadorizada em
P7 (60 dias pés-operatério).

63



FIGURA 27 — Determinacdes da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (4,9 mm) e
craniotomia esquerda tratada com p6 de osso (0,1 mm) através de tomografia computadorizada em
P9 (60 dias pds-operatorio).

FIGURA 28 — Determinacdes da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (9,2 mm) e
craniotomia esquerda nao tratada (2,6 mm) através de tomografia computadorizada em P8 (60 dias
pés-operatério).

2.6 mm

9.2 mm
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FIGURA 29 — Determinag¢des da espessura de craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (22,2 mm) e
craniotomia esquerda nao tratada (2,6 mm) através de tomografia computadorizada em P10 (60 dias
pés-operatorio).

5.1.4 Reconstrucdo em 3D do cranio dos porcos eutanasiados aos 60 dias

poOs-operatorios.

FIGURA 30 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P2) evidenciando a diferenca de 0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com pé de osso autdgeno (SETA FINA) aos 60 dias pds-operatorio.
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FIGURA 31 — Reconstrugcdo em 3D de cranio de porco (P4) evidenciando a diferenca de 0sso

neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com p6 de osso autégeno (SETA FINA) aos 60 dias pds-operatorio

FIGURA 32 — Reconstrugcdo em 3D de cranio de porco (P7) evidenciando a diferenca de o0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com p6 de osso autdgeno (SETA FINA) aos 60 dias pés-operatorio
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FIGURA 33 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P8) evidenciando a diferenca de osso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda ndo

tratada (SETA FINA) aos 60 dias pés-operatdrio.

FIGURA 34 — Reconstrugcdo em 3D de cranio de porco (P9) evidenciando a diferenca de o0sso
neoformado em craniotomia direita tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda

tratada com pd de osso autdgeno (SETA FINA) aos 60 dias pbs-operatorio
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FIGURA 35 — Reconstrucdo em 3D de cranio de porco (P10) evidenciando a diferenga de 0sso
neoformado em craniotomia tratada com rhBMP-2 (SETA CHEIA) e craniotomia esquerda néo tratada

(SETA FINA) aos 60 dias pés-operatério.

68



5.2 Analise histoldgica
Os dados obtidos da leitura das laminas da andlise histolégica (FIGURA 36 e
37) foram categorizados (QUADRO 1) e submetidos a analise estatistica.

FIGURA 36 — A e B — aspectos da cicatriz cirdrgica no animal do grupo controle (P8). C e D —
aspectos da cicatriz cirdrgica em animal com craniotomia esquerda tratada com p6 de osso autdgeno
(P5) aos 30 dias pOs-operatérios. E e F — aspectos da cicatriz cirdrgica em animal com craniotomia
direita tratada com rhBMP-2 (P4) aos 60 dias. A,C,E- HE, 40x. B,D,F- tricrdmico de Masson, 40x.
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FIGURA 37 — Foco de reabsor¢céo éssea visualizado em amostra de animal pertencente ao grupo
tratado com rhBMP-2 (P4). HE, 100x.
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5.2.1 Reabsorcao 6ssea 30 dias pos-operatorios.

Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncia do grau de reabsorcao 6ssea na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0ds a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 2 (33%) 3 (75%)
1 discreta 4 (67%) 1 (25%)
2 moderada 0 0

3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0,518)
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GRAFICO 1 - Distribui¢do de frequéncia do grau de reabsorcio 6ssea categorizada em 0 (auséncia

de sinais de reabsorcéo) ou 1 (presenca de < 25% de reabsor¢éo do material de enxerto ou do leito

cirdrgico) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos

30 dias apds a aplicagéo.
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5.2.2 Reabsorc¢do 6ssea 60 dias pds-operatorios.

Tabela 4 - Distribuicdo de frequéncia do grau de reabsorcdo 6ssea na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias ap0ds a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 1(17%) 3 (75%)
1 discreta 5 (83%) 1 (25%)
2 moderada 0 0

3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0,235)
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GRAFICO 2 - Distribui¢do de frequéncia do grau de reabsorcio 6ssea categorizada em 0 (auséncia

de sinais de reabsorcéo) ou 1 (presenca de < 25% de reabsor¢éo do material de enxerto ou do leito

cirdrgico) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos

60 dias apos a aplicagéo.
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5.2.3 Neoformacao 6ssea 30 dias pos-operatorios.

Tabela 5 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neoformacéo 0ssea na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0ds a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 0 0

1 discreta 3 (50%) 2 (50%)
2 moderada 2 (33%) 2 (50%)
3 acentuada 1(17%) 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.659)
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GRAFICO 3 - Distribui¢do de frequéncia do grau de reabsorcio 6ssea categorizada em 0 (auséncia

de sinais de reabsorcao); 1 (Presenca de <25% de 0sso neoformado semelhante ao osso adjacente

ndo tratado); 2 (Presenca de 25-50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente ndo

tratado) e 3 (Presenca de >50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente néo tratado) na

calvéria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0s

a aplicacgéo.
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5.2.4 Neoformacao 6ssea 60 dias pés-operatorios.

Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neoformacéo 0ssea na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apods a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 0 0

1 discreta 1 (17%) 1 (25%)
2 moderada 5 (83%) 3 (75%)
3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.628)
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GRAFICO 4 - Distribui¢do de frequéncia do grau de reabsorcio 6ssea categorizada em 0 (auséncia

de sinais de reabsorcao); 1 (Presenca de <25% de 0sso neoformado semelhante ao 0osso adjacente

ndo tratado); 2 (Presenca de 25-50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente ndo

tratado) e 3 (Presenca de >50% de osso neoformado semelhante ao osso adjacente néo tratado) na

calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias ap6s

a aplicacgéo.
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5.2.5 Infiltrado inflamatério 30 dias pOs-operatorios.

Tabela 7 - Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0ds a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 1(17%) 2 (50%)
1 discreta 4 (66%) 2 (50%)
2 moderada 1 (17%) 0

3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.434)
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GRAFICO 5 - Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério categorizada em 0
(auséncia de infiltrado inflamatdrio); 1 (Presenca de <25% de infiltrado inflamatdrio); 2 (Presenca de
25-50% de infiltrado inflamatério) e 3 (Presenca de >50% de infiltrado inflamatério) na calvaria de

porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0s a aplicagéo.
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5.2.6 Infiltrado inflamatorio 60 dias pos-operatorios.

Tabela 8 - Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério na calvaria de porcos tratados

com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apods a aplicacao.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 5 (83%) 2 (50%)
1 discreta 0 2 (50%)
2 moderada 1 (17%) 0

3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.132)
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GRAFICO 6 - Distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério categorizada em 0
(auséncia de infiltrado inflamatdrio); 1 (Presenca de <25% de infiltrado inflamatério); 2 (Presenca de
25-50% de infiltrado inflamatério) e 3 (Presenca de >50% de infiltrado inflamatério) na calvaria de

porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias ap0s a aplicagéo.
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5.2.7 Deposicdo de colageno ao tricrbmico de Masson 30 dias pos-

operatérios.

Tabela 9 - Distribuicdo de frequéncia do grau de deposicdo de colageno ao tricrémico de Masson na

calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias apés a

aplicacéo.
Escore rhBMP-2 PO
0 ausente 0 0
1 discreta 2 (33%) 0
2 moderada 2 (33%) 3 (75%)
3 acentuada 2 (33%) 1 (25%)

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.329)
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GRAFICO 7 - Distribuico de frequéncia do grau de deposicéo de colageno ao tricrémico de Masson

categorizada em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposicdo de coldgeno em <25% da &rea de enxertia);

2 (Presenca de deposicao de coldgeno em 25-50% da area de enxertia) e 3 (Presenca de deposicao

de colageno em >50% da area de enxertia) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou po

de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias apos a aplicagéo.
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5.2.8 Deposicdo de colageno ao tricrbmico de Masson 60 dias pos-

operatérios.

Tabela 10 - Distribuicdo de frequéncia do grau de deposicao de colageno ao tricrémico de Masson na

calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apds a

aplicacéo.
Escore rhBMP-2 PO
0 ausente 0 0
1 discreta 1 (17%) 0
2 moderada 4 (66%) 4 (100%)
3 acentuada 1 (17%) 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.434)
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GRAFICO 8 - Distribuicéo de frequéncia do grau de deposicéo de colageno ao tricrémico de Masson

categorizada em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposicdo de coladgeno em <25% da &rea de enxertia);

2 (Presenca de deposicado de coldgeno em 25-50% da area de enxertia) e 3 (Presenca de deposicao

de colageno em >50% da area de enxertia) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou po

de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apds a aplicacao.
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5.2.9 Neocolagenizacédo ao picrossirius 30 dias pds-operatorios.

Tabela 11 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizacdo ao picrossirius na calvaria de

porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 30 dias ap0s a aplicacgéo.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 1 (17%) 0

1 discreta 4 (66%) 1 (25%)
2 moderada 1 (17%) 3 (75%)
3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.170)
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GRAFICO 9 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizagio ao picrossirius categorizada
em 0 (ausente); 1 (Presenca de deposicdo de fibras finas, em <25% da area de enxertia, ao exame
sob luz polarizada); 2 (Presenca de deposi¢cédo de fibras finas, em 25-50% da &rea de enxertia, ao
exame sob luz polarizada) e 3 (Presenca de deposicao de fibras finas, em >50% da area de enxertia,
ao exame sob luz polarizada) na calvéria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de 0sso (n=4)

eutanasiados aos 30 dias apés a aplicacao.
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5.2.10 Neocolagenizacdo ao picrossirius 60 dias pos-operatorios.

Tabela 12 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizacdo ao picrossirius na calvaria de

porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4) eutanasiados aos 60 dias apos a aplicagéo.

Escore rhBMP-2 PO

0 ausente 3 (50%) 0

1 discreta 1 (17%) 1 (25%)
2 moderada 2 (33%) 3 (75%)
3 acentuada 0 0

Sem diferenca estatistica pelo teste do Qui-quadrado (p = 0.232)
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GRAFICO 10 - Distribuicdo de frequéncia do grau de neocolagenizacdo categorizada em 0
(ausente); 1 (Presenca de deposicdo de colageno em <25% da &rea de enxertia); 2 (Presenca de
deposicao de coldgeno em 25-50% da &rea de enxertia) e 3 (Presenca de deposicdo de colageno em
>50% da area de enxertia) na calvaria de porcos tratados com rhBMP-2 (n=6) ou p6 de osso (n=4)

eutanasiados aos 60 dias apds a aplicacéo.
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6. DISCUSSAO

A escolha pelos porcos como modelo animal foi baseada na espécie de maior
proximidade com os seres humanos. Milhares de trabalhos utilizam os suinos como
modelo animal experimental. Além disso, necessitava-se de uma espécie com o
cranio de grandes dimensfes devido ao tamanho do craniétomo (6 mm), o que
inviabilizaria o uso de ratos ou coelhos.

A idade dos porcos também foi um fator importante na escolha da amostra.
Visando entender melhor como o rhBMP-2 age no pacientes pediatricos, foi imposto
gue os porcos deveriam ter dois meses de idade. Na infancia muitas cirurgias
cranianas para correcoes de deformidades congénitas sdo realizadas. Mesmo
sabendo que o potencial osteogénico em crian¢as € maior, a rhBMP-2 podera ter no
futuro sua indicacdo de aplicacdo, mesmo em criangas, para se obter resultados
mais rapidos na formagéo 0ssea, diminuindo a possibilidade de falhas no tratamento
cirargico, e sem a necessidade de area doadora de enxertos 0sseos.

A determinacdo do numero de animais em uma pesquisa € sempre motivo de
discussao. A necessidade de significancia estatistica, contrabalanceada pela saude
animal e ética em pesquisa sdo fatores que devem ser analisados com muito
cuidado na elaboracdo de um projeto. O niumero da amostra foi escolhido de acordo
com a quantidade permitida pelo Comité de Etica da Universidade Tuiuti do Parana.

Os porcos no inicio do experimento tinham dois meses de idade e baixo peso,
entretanto ao final do experimento os porcos estavam com quatro meses de idade e
pesando aproximadamente 28 kg. O manejo de 12 porcos deste porte dificulta muito
a sua manutencao. Por isso optou-se por realizar duas craniotomia em cada porco
para maximizar a utilizacdo e evitar que mais porcos sejam utilizados. Sendo assim,
a craniotomia direita tornou-se controle da craniotomia esquerda e vice e versa.

O defeito 6sseo do cranio € indesejavel tanto para o efeito estético quanto
para o risco de trauma direto na topografia da falha 6ssea. H& inUmeras causas ou
eventos que promovem falhas d6sseas do cranio, como deformidades congénitas
craniofaciais, trauma, infec¢bes, tumores e cirurgia prévia. Consequentemente
muitas dificuldades s&@o encontradas quando € necessario 0 uso de enxertos
(biparticho Ossea craniana) ou de proteses (titanio, prototipagem e polietileno

poroso).
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Analisando os dados obtidos na avaliagdo tomogréfica observou-se diferenca
estatisticamente significativa na comparacdo da média da densidade do 0sso
neoformado entre craniotomia tratada com rhBMP-2 e p6 de osso autégeno aos 30
dias pOs operatorio. Essa diferenca ja era esperada e confirmou-se com a andlise
tomografica. Justifica-se pelo fato do osso neoformado tratado com p6 de osso ter
agregado ao osso neoformado a densidade do préprio p6 de osso autdégeno. A
rhBMP-2 apesar de apresentar-se na forma liofilizada e utilizar uma espoja de
coldgeno como carreador, 0 0sso neoformado ndo atinge os mesmos valores da
densidade do osso neoformado tratado com pé de osso (tabela 1).

Com um nivel de significancia de 0,1%, a capacidade osteoindutora da
rhBMP-2 foi comprovada quando comparada com o pé de o0sso na analise
tomografica da espessura do osso neoformado. Observa-se o valor da média da
espessura de 16,3 = 1,1 mm de osso neoformado tratado com rhBMP-2 contra a
média da espessura de 4,2 = 0,1 mm de osso neoformado tratado com po de 0sso.
A diferenca é tdo significativa que foi possivel macroscopicamente observar a
diferenca na espessura do osso neoformado tratado com rhBMP-2 e pd de 0sso em
todos os cranios dos porcos do experimento.

Esta constatacdo € baseada no principio da osteoinducdo que se caracteriza
pela formacado maior de 0sso neoformado quando comparada ao p6 de 0sso, devido
a capacidade da rhBMP-2 estimular a diferenciacéo local das células mesenquimais
indiferenciadas em células formadoras de osso de forma precoce (CYPHER &
GROSSMAN, 1996). Diversos trabalhos também confirmaram a capacidade
osteoindutora das BMP (GRAJANEIRO et al., 2005), assim como observado por
Cowan et al. (2007) em testes in vitro, Sanches et al. (2009) utilizando defeitos em
cranios de ratos como modelo animal experimental; assim como em fusdes
espinhais procedimentos ortopédicos e procedimentos maxilofaciais em humanos
(McKAY, PECKHAM ,BADURA, 2007).

No presente trabalho também constatamos a grande capacidade
osteoindutora do rhBMP-2 em comparacdo ao pd de 0sso autdgeno. Pela analise
tomografica em reconstrucdo em terceira dimenséao foi possivel observar a diferenca
de osso neoformado (FIGURAS 18, 19, 20, 21, 22, 23, 30, 31, 32, 33, 34, 35).
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Porém ocorre uma mudanga significativa no comportamento do 0sso
neoformado tratado com a rhBMP-2 e o p6 de osso quando foram analisados 0s
dados da analise tomografica aos 60 dias pés-operatérios. Em nenhum dos
parametros avaliados as médias da densidade e da espessura apresentaram
diferenca estatisticamente significativa. Sugere-se que mesmo apoés a osteoinducdo
precoce, ndo foi observada diferenca entre o pé de osso e a rhBMP-2 no resultado
final, apenas aceleram a quantidade e qualidade de o0sso. Isto s6 vem a comprovar a
eficiéncia do rhBMP-2.

Nesse momento da analise apesar da média da densidade do o0sso
neoformado tratado com p6é de osso ser inferior quando comparada a média da
densidade do osso neoformado tratado com a rhBMP-2, ndo se observou diferencga
estatisticamente significativa. A osteogénese ja se estabeleceu e podemos perceber
gue a média da densidade 6ssea do osso neoformado na craniotomia tratada com
rhBMP-2 (665,2 + 116,5 UH) € superior a média da densidade Ossea do 0sso
neoformado na craniotomia tratada com po de osso (599,2 + 110,5 UH). Inclusive
guando comparado aos 30 dias pos-operatérios a média da densidade Ossea da
craniotomia tratada com poé de osso (644,5 + 124,0 UH) € superior a média
encontrada aos 60 dias pds-operatorios (599,2 = 110,5 UH).

A provavel explicacdo para esse comportamento é o fato de se estar
utilizando um modelo suino pediatrico, onde a consolidacédo ocorre de maneira mais
rapida do que em adultos. Consequentemente esses animais ja estdo sofrendo o
processo de remodelamento 0sseo, 0 que justificaria inclusive o porqué de nao se
encontrar diferenca estatisticamente significativa na espessura aos 60 dias pos-
operatdrios. E possivel ainda observar que a média da densidade 6ssea do 0sso
neoformado na craniotomia tratada com rhBMP-2 aos 60 dias pds-operatérios
(TABELA 2) é superior a média da densidade 6ssea do osso neoformado na
craniotomia tratada com po6 de osso aos 30 dias pds-operatorios (tabela 1), momento
em ja era esperado que a média da densidade do p6 de osso fosse superior a média
da densidade do rhBMP-2. Sendo assim, fica evidente que esse comportamento
ocorre devido a uma maior capacidade osteoindutora do rhBMP-2.

Aos 60 dias, a andlise da média de espessura do 0sso neoformado tratado
com rhBMP-2 também apresentou valores médios maiores (11,4 = 7,1 mm) do que

tratados com po6 de osso autégeno (4,2 £ 0,1 mm), porém sem diferenca significativa
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(tabela 2). Existe uma tendéncia do rhBMP-2 ter uma melhor capacidade
osteoindutora que ndo pode ser confirmada estatisticamente aos 60 dias pos-
operatérios. As figuras 30, 31, 32, 33, 34 e 35 ilustram bem a tendéncia de a
espessura ser mais evidente (tabela 2) com animais tratados com rhBMP-2.

Didaticamente, pode-se dividir em seis os estagios do desenvolvimento do
calo de fratura, lembrando que essa divisdo ndo é rigida e imutavel, podendo variar
de uma fratura para outra (em um mesmo ou diferentes individuos) e de regido para
outra em uma mesma fratura. Por isso optou—se por realizar em um mesmo
individuo duas craniotomias (uma em cada 0sso parietal direito e esquerdo), visando
minimizar a influéncia de variaveis durante a andlise estatistica.

Reforcando, o primeiro estagio é a fase de hemorragia que se inicia com a
ruptura da rede vascular e com acumulo de sangue que se interpde e envolve 0s
fragmentos 6sseos separados. Nessa fase ocorrem profusas tromboses vasculares,
cujos efeitos (isquemia e necrose osteomedular) se tornam evidentes nos dias
subsequentes. Esta fase pode durar de horas a dias (TARRAGO & BARRA, 2006).
O segundo estagio é a fase inflamatdria, caracterizada inicialmente pela presenca de
exsudato serofibrinoso e pela liberacdo de pirdgenos angiogénicos (calicreina) pelos
tecidos necroticos. Segue-se a infiltracdo de leucocitos polimorfonucleares,
monacitos, macrofagos e mastocitos. Nesta fase, osteoclastos neoformado iniciam a
reabsorcado do tecido necrético. E nesta fase que varios fatores ja foram identificados
como fatores de crescimentos (plaquetas, e TGF-B1, por exemplo) além das BMP
(TARRAGO & BARRA, 2006), que terdo papel fundamental na regulacdo da
proliferacédo e diferenciacéo das celulas. (FOSSUM, 2012). A fase inflamatoria inicia-
se dois dias apos a fratura (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Portanto, analisando os dados obtidos das laminas do grupo rhBMP-2 e PO
aos 30 dias poés-operatérios (TABELA 7) nado foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significativa (p = 0.434) entre 0s grupos, porém o grafico 5 ilustra a
distribuicdo de frequéncia do grau de infiltrado inflamatério de forma categorizada. E
possivel observar uma tendéncia do grupo rhBMP-2 apresentar maior reacao
inflamatoria por se utilizar € um produto recombinante humano e consequentemente
causando maior estimulacédo do sistema imune.

A ativacdo da resposta imune devido a implantacdo de BMP ainda nao é

totalmente conhecida ou bem definida devido as muitas controvérsias na literatura
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segundo Grajaneiro et al. (2005). URIST et al. (1985) observaram que apenas uma
Gnica aplicagdo de BMP alogénica e proteina ndo colagenosa desencadeava uma
resposta imune moderada através da producdo de imunoglobulinas G. Segundo
Nilsson et al. (1986), a implantacdo da BMP alogénica ou xenogénica promove 0
recrutamento dos macrofagos, linfocitos e células do plasma, aumentando a
resposta inflamatdria. Mesmo com alguns estudos demonstrando que doses Unicas
nao estimulavam a reagdo imune indesejada (NILSSON et al., 1986).
Posteriormente, Nilsson & Urist (1991) demonstraram resultados que uma segunda
dose de BMP intensificou a resposta imune e diminuiram a eficiéncia da
osteogénese com BMP xenogénico no tratamento de falha éssea em caes.

Porém quando o grupo rhBMP-2 foi avaliado histologicamente aos 60 dias
pos-operatorios com relacdo ao infiltrado inflamatdério, este grupo apresentou, apesar
de ndo haver diferenca estatisticamente significativa (p = 0.132), uma tendéncia
evidente (GRAFICO 6) na queda da estimulacéo imunolégica do rhBMP-2 quando
comparada ao grupo PO que utilizou p6 de osso autdgeno (TABELA 8). Justificando
o investimento no desenvolvimento das proteinas morfogenéticas Osseas
recombinante humana para minimizar a possibilidade de reacdes indesejadas,
apesar do seu alto custo, segundo Gao et al (1996). Aléem disso, os mediadores
inflamatorios como PGE-1 e PGE-2 estimularam a angiogenese, sendo
responsaveis pelo inicio precoce do estimulo para que os osteoclastos iniciem a
reabsorcédo O0ssea e a proliferacdo de células osteoprogenitoras, segundo Fossum
(2012).

De acordo com a TABELA 3 foi possivel observar que 75% dos individuos do
grupo PO aos 30 dias pds-operatérios ndo apresentaram nenhum sinal de
reabsorcdo 0ssea, enquanto 67% dos individuos do grupo rhBMP-2 apresentaram
presenca menor que 25% de reabsorcédo do material de enxerto ou do leito cirurgico,
porém sem diferenca estatisticamente significativa (p = 0,518). Isso demostra a
tendéncia do rhBMP-2 estimular precocemente a angiogénese e consequentemente
estimular a reabsorcdo quando comparada ao PO (GRAFICO 1). O mesmo
comportamento se observou nos grupos rhBMP-2 e PO aos 60 dias pds-operatorios
(TABELA 4), que apesar de também ndo apresentar diferenca estatisticamente
significativa (p = 0,235) observou-se que o grupo rhBMP-2 apresentou 83% dos

animais na categoria discreta enquanto 75% dos animais tratados com PO ainda se

86



encontravam na categoria ausente. Sendo assim fica evidente a tendéncia
(GRAFICO 2) do grupo rhBMP-2 tanto aos 30 dias como aos 60 dias de uma melhor
capacidade osteoindutora. Talvez com um numero maior de animais fosse possivel
identificar essa significancia.

O terceiro estadgio é a fase da formacdo do tecido de granulagcdo, que
corresponde a evolugdo natural de qualquer dano tecidual e decorrente da
proliferacdo e estimulagdo das células mesenquimais multipotenciais. Tais células
terdo como tarefa a organizacdo da revascularizacdo e a neoformacao das fibras
conjuntivas. Essa fase dura de 2 a 12 dias a partir da fratura (TARRAGO & BARRA,
2006).

O quarto estagio € a fase de calo fibroso, caracterizada pela presenca de
abundante tecido conjuntivo fibroso e pela diferenciacdo de osteoblastos e
condroblastos. Forma-se tecido osteodide internamente (medula d&ssea) e
externamente (na superficie). Concomitante, ha formacdo de tecido cartilaginoso a
partir do mesénquima imaturo e multipotencial que prolifera e matura, tornando-se
apto a calcificar-se e a sofrer um processo de ossificacdo (ossificacdo endocondral).
Essa fase € evidente apos a primeira semana de fratura e podem durar varios
meses (TARRAGO & BARRA, 2006).

Para quantificacdo das fibras de colageno foi utilizada a coloracdo de
tricromico de Masson aos 30 e 60 dias pos-operatoério. As técnicas de tricromico de
Masson e vermelho picrossirius foram aplicadas aos tecidos, no intuito de
demonstrar a presenca de fibras coldgenas na area cicatricial. No processo
cicatricial, parametros histopatolégicos sao valorizados como indicativos do
processo de reorganizacdo tecidual, tais como: profundidade da cicatriz,
estratificacdo epitelial, infiltracdo leucocitaria e macrofagica, presenca de
fibroblastos, extensdo da elastose e, particularmente, deposicdo de colageno,
proteina que desempenha papel dominante na manutencéo da integridade tecidual.

A coloracédo pelo tricromico de Masson € capaz de diferenciar componentes
teciduais, corando em azul ou verde as fibras colagenas finas e grosseiras,
presentes na fase de remodelacdo da cicatriz (SUVIK & EFENDY, 2012). O
vermelho picrossirius € um corante aniénico com afinidade ao colageno, por reagir

com seus grupos sulfénicos. A aderéncia do corante as fibras colagenas revela os
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longos eixos paralelos das fibras, aspecto que é reforcado ao exame sob luz
polarizada (JUNQUEIRA, BIGNOLAS & BRENTANI, 1979)

Na TABELA 9, aos 30 dias pdOs-operatérios, foi possivel observar que nao
houve diferenca estatisticamente significativa, porém notou-se uma distribuicdo mais
homogénea nos animais tratados com rhBMP-2 e no grupo tratado com PO ocorreu
uma tendéncia de uma maior deposicdo de colageno em 75% dos animais tratados
(presenca de deposicdo de colageno em 25-50% da area de enxertia) conforme
GRAFICO 7. Foi possivel ainda constatar que 33% dos animais do grupo rhBMP-2
encontravam-se no escore acentuado. Nesse caso, o carreador utilizado (esponja de
colageno tipo ) pode ter colaborado para uma maior presenca de fibras de colageno
na andlise da deposicéo das fibras de colageno aos 30 dias pos-operatério.

Aos 60 dias poés-operatérios, na TABELA 10, observou-se que 100% dos
animais tratados com PO encontravam-se com presenca de deposicéo de colageno
em 25-50% da éarea de enxertia. Enquanto os animais tratados com rhBMP-2
observou-se que 66% apresentavam presenca de deposi¢cdo de colageno em 25-
50% da area de enxertia, mas 17% dos animais tratados apresentaram presenca de
deposicdo de colageno > 50% da area de enxertia. Provavelmente esse
comportamento seja também em funcdo da utilizacdo do carreador a base de
colageno e sendo que a esponja de colageno nao influéncia nas propriedades
osteoindutoras da rhBMP-2.

O quinto estagio é a fase do calo propriamente dito decorrente da
mineralizacdo do tecido ostedide. O tecido 6sseo inicialmente formado € imaturo, e a
distribuicdo das fibras conjuntivas em sua matriz € irregular e aleatéria, ocorrendo o
mesmo com a distribuicdo dos ostedcitos. O calo formado € denominado calo
primario. Essa fase também se inicia apos a primeira semana da fratura e se
prolonga pelos varios meses subsequentes (TARRAGO & BARRA, 2006). A
deposicao inicial desorganizada do colageno é importante no processo cicatricial. A
medida que o processo cicatricial evolui, as fibras sdo constantemente formadas a
fim de preencher o local lesado. A matriz recém-formada sofrera o processo de
maturacao lenta ao longo dos meses, mas nesse periodo a densa rede de capilares
e 0 numero de fibroblastos diminuem até que restem poucos capilares e fibroblastos
imersos em matriz de colageno madura e mais resistente a tracdo (NORONHA et al.,

2004). O calo primario induzido pelo rhBMP-2 avaliado pela mensuracdo da
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espessura da neoformacdo Ossea aos 30 dias foi superior e estatisticamente
significativo (TABELA 1). Além disso, a analise estatistica histoldgica do parametro
neoformacgdo 6ssea demonstrou uma tendéncia do rhBMP-2 ser superior ao PO
(GRAFICO 3) aos 30 dias pds-operatdrio. Porém aos 60 dias pds-operatdrios néo foi
observado essa superioridade osteogénica na andlise da espessura (TABELA 2) e
chamou-se a atenc¢do para a analise da neoformacéo 0ssea aonde foi observado um
comportamento semelhante, o que sugere que o resultado final com relagdo ao 0sso
formado é igual ao pé de osso. Portanto a formagdo precoce diminui os riscos de
complicagodes.

O sexto e Ultimo estagio é a fase de remodelacdo, caracterizada pela
substituicdo do tecido Osseo imaturo por tecido 6sseo maduro (tecido ésseo
lamelar). Nessa fase ha regularidade na distribuicdo das fibras da matriz e dos
ostedcitos. Essa remodelacdo 0ssea decorre de intensa atividade osteoclastica (com
reabsorcédo do osso imaturo) e osteoblastica (com deposi¢cdo de osso maduro). Tal
fase se estende por varios meses ou anos (TARRAGO & BARRA, 2006). Essa
tltima fase nao foi avaliada no experimento, pois 0s animais foram eutanasiados
com 60 dias pos-operatorio.

Sendo assim, o rhBMP-2 podera revolucionar a cranioplastia em adultos e
possivelmente em criancas devido sua grande capacidade osteoindutor, diminuindo
as taxas de complicacbes como ndo unido e unido retardada, além da rejeicdo de
prétese. Pois o rhBMP-2, ao acelerar a osteogénese principalmente no inicio do
processo de consolidacdo, minimizaria as chances de rejeicdo, morbidade do leito
doador do enxerto e inclusive a sindrome do trefinado, uma complicacdo conhecida.
O que poderia atrasar a recuperacao clinica—neurolégica e levar a um mau resultado

na evolucéo do paciente.
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7.CONCLUSAO

Baseado na analise estatistica foi possivel concluir que o rhBMP-2 tem
capacidade osteoindutora superior quando comparada ao p6é de 0sso autdégeno na
tomografia aos 30 dias poOs-operatorios, além de ser observado a tendéncia da
rhBMP-2 possuir uma capacidade osteoindutora superior ao pé de osso de acordo
com a andlise histoldgica dos parametros reabsorcdo 0ssea, infiltrado inflamatdério,
deposicao de colageno e neocolagenizacgao.

Aos 60 dias p6s-operatério observou-se uma tendéncia clara do rhBMP-2 ser
mais osteoindutor do que o p6 de osso autégeno reforcada pela reconstrucao em 3D
dos créanios.

O rhBMP-2 demonstrou-se uma excelente opcdo de material osteogénico,
viabilizando o seu uso em reconstrucdo de deformidades cranianas devido a
propriedade de estimular a osteoinducdo de forma precoce evitando complicacdes
como distrofias 6sseas, baixa qualidade e baixa eficacia da osteogénese.

Mais pesquisas precisam ser desenvolvidas nessa faixa etaria sobre a

utilizacdo da rhBMP-2 em tratamento de craniotomia e cranioplastia.
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