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RESUMO



O tratamento de deformidades no corpo humano, principalmente anormalidades
Osseas craniofaciais, sejam elas causadas por trauma, infec¢des, deformidades
congénitas ou pds exerese tumorais, continua sendo, nos dias atuais, um grande
desafio ao cirurgido. Sabe-se que 0s enxertos de tecidos autélogos sdo o padrao

ouro para essas reparacoes, porém, é notavel a escassez de areas doadoras.

Nos ultimos anos, com o avanco da engenharia de tecidos usando cultura de
células semeadas em implantes, tem aumentado vertiginosamente a procura por
materiais biocompativeis que possam ser considerados ideais para fabricacdo de
moldes, conhecidos cientificamente como scaffolds, carreadores de células
capazes de recompor defeitos causados por perdas teciduais.

O presente experimento objetiva estudar, experimentalmente, o uso de placas de
Poli L Lactide (PLLA) e Poli L Lactide associada a Hidroxiapatita (PLLA + HA),
obtidas por rotofiacdo (rotary jet spinning), como uma possibilidade de oferecer
scaffolds de boa qualidade para colaborar com o avango da engenharia tecidual.

Para isso, utilizou-se 30 ratas da raca Wistar, distribuidas em 3 grupos,
nas quais foram realizados defeitos criticos na calota craniana. Em seguida foram
implantados scaffolds de PLLA e PLLA + HA e comparados com o grupo controle,

qgue nao recebeu implante.

Os resultados mostraram que nos casos em que apenas foram realizados os

defeitos nas calotas cranianas, ndo ocorreram a cicatrizacao do 0sso.

Nos casos em que os scaffolds de PLLA e de PLLA + HA foram usados,
notou-se rica neovascularizacdo, acompanhada de reacao do tipo corpo estranho
e presenca de 0sso reativo ao redor dos implantes.

Palavras chaves: materiais biocompativeis, 0sso, anormalidades craniofaciais,

implantes.
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ABSTRACT



The treatment of deformities in the human body, especially craniofacial bone
abnormalities, whether caused by trauma, infection, congenital or due to resection
tumors, remains, nowadays, a great challenge to the surgeon. It is known that
autologous tissue grafts is the gold standard for these repairs, however,
it is remarkable the scarcity of donor areas.

During the last years, with the improvement of tissue engineering using cell culture
growth in implants, has increased dramatically the search for an biocompatible
material that can be used as a mold, known as scaffolds, for cell attachment and
thus enabling the recomposition of defects caused by tissue loss.

The present experiment aims to study experimentally the use of
Poly L-Lactide(PLLA) plates and Poly L-Lactide(PLLA) associated with
Hydroxyapatite (HA), obtained by Rotary Jet spinning, as a possibility to provide
scaffolds with good quality and affordable costs to collaborate with the tissue

engineering advancement.

For this, were used 30 Wistar rats, distributed into 3 groups, in which critical
defects were performed in the skull. Then scaffolds of PLLA and PLLA + HA
(groups 2 and 3) were implanted and compared with the control group that didn’t
receive implant (group 1).

The results have shown that in cases where only the defects in cranial caps were
done, bone healing have not occurred.

In cases where the scaffolds of PLLA and PLLA + HA were used, rich
neovascularization was noted, accompanied by foreign body type reaction and

presence of reactive bone around the implants.

Keywords: biocompatible material, bone, craniofacial abnormalities, implants
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1.1- Antecedentes na literatura

Em cirurgias craniofaciais e cirurgias que envolvem tecido 06sseo,
o tratamento das sequelas de deformidades congénitas, traumas, infeccbes ou
pos exérese de tumores continua sendo um desafio para o cirurgidao e o uso de
enxertos 0sseos ou substitutos 0sseos frequentemente sao

necessariog'%34567.89.10

Ha séculos diversos pesquisadores vém se dedicando a encontrar
materiais com caracteristicas adequadas para restauracdo e substituicido dos
tecidos 6sseos no corpo humano. Materiais organicos e inorganicos vém sendo
utilizados desde a antiguidade. Ligas de ouro e prata, foram empregadas para
reparacdes de ossos do cranio pelos Incas em 3000 a.C'"'2'31% Desde entdo a
procura e a evolucdo desses materiais se intensificaram, tendo sido usados e
testados varios deles, entre os quais dentes, pedras, conchas, madeiras, 0ssos de

animais e outras ligas metélicas®'"'%',

O primeiro relato descrito da utilizagdo de enxertos ésseos data de
1668, no qual o cirurgido holandés Job van Meekeren fez uso de uma porgéao do
cranio de um cao, para a reparacao de um defeito por trauma no cranio de um
soldado. Porém, por ser considerado um meétodo anticristdo, o paciente foi
excomungado pela igreja e entdo, apos estar curado, para poder retornar as
gracas de Deus e da igreja, solicitou que o cirurgiao retirasse o enxerto usado, que

j4 havia sido reabsorvido naquele momento ™.

O primeiro auto enxerto foi descrito por Philips Von Walter,
na Alemanha, em 1820, quando ele recolocou partes de um cranio retiradas em
uma trepanacdo’. Von Hacker em 1903, Kappis em 1915 e Petit em 1952
descreveram varias zonas doadoras de tecido ésseo a distancia, como as

costelas, crista iliaca, calota craniana, tibia e outros'®"’.

Lerriche e Policard, em 1922, enfatizaram a importancia da
revascularizacdo através de neovasos para a incorporagdo e sobrevivéncia do

enxerto 6sseo. Urist e McLean, em 1952 demonstraram a capacidade de varios

Introducao
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tecidos, como o periésteo, em produzirem osso e, em 1970, Urist descreveu uma
proteina morfogenética humana (BMP), presente no 0sso, como a responsavel
pela inducao de células mesenquimais indiferenciadas transformarem-se em

células com potencial osteogénico'®.

Santoni Rugiu em 1969, Psillakis e cols em 1979 e Tessier em 1982
descreveram as aplicagdes de enxertos de tabua externa de calota craniana no

cranio e na face'®"”.

Os enxertos 6sseos autélogos, mesmo sendo considerado padrao ouro,
isto é, a melhor opcao na reparacao de defeitos 6sseos, apresentam algumas
desvantagens. A principal delas é a dificuldade de se encontrar grandes areas
doadoras, que resultem em baixa morbidade as areas doadoras'?3*°€
Em virtude disso, e apoiados no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico,
muitos trabalhos foram realizados com o objetivo de dispor de materiais de origem
sintética com caracteristicas adequadas que permitissem diminuir ou eliminar o

uso de materiais de origem biolégica®®.

Entretanto, somente no século XX, mais precisamente a partir da
década de 40 é que o uso dos biomateriais tornou-se mais comum,
com o desenvolvimento da ciéncia dos bioimplantes, desenvolvimento de
antibiéticos de amplo espectro e melhores métodos de esterilizagdo'®',
permitindo que varias técnicas e materiais fossem desenvolvidos para a possivel

correcdo dessas deformidades, outra opcdo aos enxertos 6sseos autdlogos® 8.

Biomaterial € qualquer material, natural ou artificial, que compreende o
todo ou uma parte de uma estrutura viva ou um dispositivo biomédico que

|19,20,21

executa, acrescenta ou substitui uma funcdo natura Os principais

biomateriais sdo os polimeros biorreabsorviveis e as bioceramicas.

Para a fabricacdo de implantes, substitutos 6sseos, de alta qualidade,
0os biomateriais devem  apresentar certos  requisitos  essenciais,

como biocompatibilidade, bioadesao, propriedades mecéanicas semelhantes as do

Introducao
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tecido a ser substituido (resisténcia e elasticidade), processabilidade e resisténcia

a corros&o® 102223,

Biocompatibilidade nao significa que o material deve ser absolutamente
inerte ou in6bcuo, mas sim apresentar respostas teciduais adequadas ao sistema
hospedeiro, permitindo assim uma integracdo entre os sistemas. Desta forma,
nao necessariamente o biomaterial usado como carreador de células deva ser
biodegradavel, bioabsorvivel ou biorreabsorvivel, embora esses tipos de
caracteristicas sejam uma busca constante para o material a ser usado na

engenharia de tecidos'%?%2',

Segundo Michel Vert (1992), quimico e diretor do Centro de Pesquisas
em Biopolimeros Atrtificiais da Universidade de Montpellier, na Francga,
biodegradavel é o termo usado para polimeros e dispositivos solidos que, devido a
degradacao molecular, sofrem dispersdao in vivo, sem a eliminagdo pelo
organismo. Bioabsorvivel, por sua vez, é o termo usado para os materiais que se
dissolvem em fluidos corpoéreos. Por fim, os materiais biorreabsorviveis sao
aqueles que mostram degradacao através da diminuicao de tamanho e que sao

eliminados por rotas metabélicas do organismo'%%°.

Dentre os polimeros sintéticos biorreabsorviveis encontra-se o0s
poli(a-hidroxi acidos), como por exemplo o poli(acido glicélico) (PGA),
o poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), o pali( -caprolactona) (PCL) e o
material estudado nesse trabalho, o poli(acido L Latico) (PLLA), além de seus
copolimeros, entre outros. Alguns desses poli(a-hidroxi acidos) sdo amplamente
conhecidos, utilizados comercialmente e aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA), originalmente usados como fios de sutura (Dexon®, Vicryl®,
Maxon®, PDS® por exemplo) e atualmente em materiais de fixacdo éssea (Biofix®,

Fixsorb®, neofix® entre outros)!%:202425.26

Bioceramicas sao materiais que apresentam boa integracdo com tecido
0sseo vivo, usadas para reparar, reconstruir ou substituir partes do corpo.
A mais utilizada atualmente é a Hidroxiapatita (HA), um fosfato ceramico formado

Introducao
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por calcio, fésforo, oxigénio e hidrogénio, empregada em larga escala na medicina
e na odontologia como um substituto, por apresentar estruturas similares a fase
mineral de ossos e dentes. A HA pode ser utilizada em forma pura, apresentando
minima reabsorcdo, ou ligada a outros fosfatos, mais soluvel, permitindo a

reabsorcdo do implante no corpo®?”22.

Com o avanco da engenharia de tecidos, um novo e promissor caminho

comegou a ser percorrido’27:10:20:29.30

e passou-se entdo a buscar uma forma de
desenvolver tecidos, ésseo por exemplo, a partir de células pluripotentes, também

conhecidas como células tronco.

Para isso, tornou-se necessario o0 desenvolvimento de matrizes
artificiais tridimensionais poliméricas, os scaffolds, compostas de materiais
biocompativeis, os biomateriais, que pudessem carrear essas células e manté-las
estruturadas até o desenvolvimento e integracdo do novo tecido no leito

desejado10,19,20,25,30

As matrizes artificiais tridimensionais poliméricas podem ser
classificadas em dois tipos: matrizes artificiais baseadas em polimeros naturais e
baseadas em polimeros sintéticos.

As primeiras, baseadas em polimeros naturais, formadas por
proteoglicanas, glicoproteinas e glicosaminoglicanas sao mais vantajosas,
uma vez que possuem excelentes propriedades bioldgicas, como por exemplo,
a atracao por moléculas de agua ligadas ao sédio hidratando a matriz extracelular,
além de adesdo celular, biocompatibilidade e biodegradabilidade'®19:20:24:30.31
Entre elas, pode-se citar, por exemplo, o colageno, o acido hialurdnico,

a quitosana e a gelating'%19:20:24.30.31,

As segundas, baseadas em polimeros sintéticos, sdo atualmente
fabricadas com o uso de polimeros também biocompativeis, o que evita reacdes
cronicas ou rejeicbes comuns aos polimeros ndo biocompativeis. A grande
vantagem destas em relagdo as primeiras é que, além de permitirem a fabricacao

em larga escala, suas propriedades mecéanicas e tempo de degradacao podem ser
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controlados. Atualmente, os polimeros artificiais mais usados na fabricacao dos
biomateriais sao poli(acido glicédlico) (PGA), poli(acido L Latico) (PLLA),

poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL)'0-19:20.31:32

Através de processos como eletrofiacdo (ou electrospinning) e a
rotofiacdo (ou Rotary Jet spinning), varios polimeros como o0 colageno,
o Poli e-caprolactone, o PCL-Poli Etileno Glicol, o Poli L Lactide (PLLA) entre
outros, sdo trabalhados em fibras nano estruturadas de maneira a construir essas

matrizes de suporte tridimensional'?-20-30.32.33:34.35

O Poli L Lactide (PLLA) é um material obtido pela polimerizacao de
monémeros levogiros do poli acido latico (PLA), que, por sua vez, foi descrito
inicialmente por Carothers em 1932. Entretanto, somente em 1954,
quando patenteado pela DuPont, como um produto melhor e com maior massa
molar é que passou a ganhar visibilidade, até ter seu primeiro uso comercial
descrito em 1972, na fabricagcdo de fios cirlrgicos absorviveis. Atualmente,
tém sido amplamente utilizado na fabricacdo de biomateriais por apresentar boas
propriedades mecanicas, biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de
toxicidade, caracteristicas essenciais para a confeccdo dos scaffolds.
Sua degradacao ocorre por quebra de suas cadeias moleculares por hidrélise das

ligacdes ésteres, com tempo de degradacdo maior que 24 meses'%2%:26:30.33.35.36

A Hidroxiapatita (HA), também usada nesse experimento, € o maior
componente inorganico dos 0ssos e dentes, responsavel por aproximadamente
50% do volume e 70% do peso dessas estruturas. A primeira classe de
hidroxiapatita macroporosa foi desenvolvida na década de 1970 e, desde entao,
vem sendo utilizada na fabricagcdo de biomateriais de maneira importante até os
dias atuais. E um fosfato ceramico formado por célcio, fésforo, oxigénio e
hidrogénio, que, em associagdo com o PLLA oferece caracteristicas estruturais
semelhantes aos scaffolds de PLLA apenas, porém com maior resisténcia
mecanica e biodegradabilidade diferentes®?”*’. O uso do PLLA e da HA sdo
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) e pela ANVISA (Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria)'%2%242>2¢,
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2- OBJETIVO



O objetivo desse experimento é avaliar o uso de scaffolds de
Poli L Lactide (PLLA) e Poli L Lactide com Hidroxiapatita (PLLA + HA), em defeitos

criticos em calota craniana de ratos Wistar.
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3- METODO



3.1- Aprovacao pelo comité de ética

O estudo foi aplicado sob os principios éticos da experimentag¢éo animal
de acordo com o Codigo Brasileiro de Experimentacao Animal (1988) e aprovado
pela Comissdo de FEtica na Experimentacdo Animal - CEEA/Unicamp,
protocolo n° 1873-1 (Anexo1), tendo seu nome alterado de “Uso de células
mesenquimais derivadas de tecido adiposo no tratamento de defeitos criticos em
calvarias de ratos” para “Uso de scaffolds de Poli L Lactide (PLLA) e de Poli L
Lactide com Hidroxiapatita (PLLA + HA) em calota craniana. Modelo experimental
em ratos Wistar” (Anexo 1: Certificado de aprovagao pelo CEEA).

3.2- Materiais e amostra utilizados

Micro Retifica (Figura 1);

e Fresa de 11mm para craniotomia (Figura 2);

e Placa de compensado de PLLA, de 10 x 10cm, com 3mm de espessura;

e Placa de compensado de PLLA + HA, de 10 x 10cm, com 3mm de espessura;
e Punch com didametro interno de 10.8mm (Figura 3);

e 30 ratas, com pesos entre 250 e 300g, da linhagem Wistar e com idade de

10 semanas;
e Materiais cirargicos;

e Materiais para anestesia, imobilizagdo do animal, tricotomia, incisdo e suturas.
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Figura 1- Micro retifica

Figura 2- Fresa de 11mm
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Figura 3- Punchde 10.8

3.3- Método para obtencao dos scaffolds e PLLA e PLLA + HA
3.3.1- Processo de Rotofiacéo e preparo dos Scaffolds

O sistema de rotofiagdo € composto basicamente por uma base circular
acoplada a um motor elétrico, um coletor onde sao depositadas as fibras
produzidas e um reservatério que aloca a solucao (Figura 4). O reservatério possui
orificios de vazao por onde escoa a solu¢gao empregada e o seu didmetro definira
o didmetro das fibras produzidas podendo variar de 0,1mm a 2,0mm. A rotagéo do

dispositivo pode chegar até 10.000 rpm'%%.

Os fios de PLLA (Figura 5) ou PLLA + HA (Figura 6) sao formados pela
expulsao da solugao polimérica pelos orificios de vazdo. O conjunto gira em seu
proprio eixo e, devido a aceleragdo centripeta e ao processo de centrifugacao,
a solucao é lancada para fora do reservatério formando os fios. A solucédo é
continuamente injetada no reservatério para manter o fluxo constante, por tempo
indeterminado, originando a quantidade de fibra desejada’®*®. Apés isso, as fibras
sdo compactadas em uma prensa, em placas e cortadas circularmente.
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Figura 4- Sistema de rotofiacdo: a imagem esquematiza o aparelho usado no
processo de rotofiagdo. A seta maior indica o local onde € colocada a
solugédo polimérica e as setas menores mostram os orificios por onde

essa solucdo escoa %%,
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Signal A = SE1 EHT = 10.00 k¥
Mag= 2.00KX WD =11.0 mm

Figura 5- Fotografia por microscopia eletrbnica de varredura de fibra de PLLA
(aumento de 2.000x).

Signal A = SE1 EHT =10.00 kv 10 um g@‘

Ema Mag= 2.00KX WD = 9.0mm

uNIEAMB

Figura 6- Fotografia por microscopia eletrénica de varredura de fibra de PLLA com
aglomerados de HA (aumento de 2.000x).
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Nesse experimento utilizaram-se scaffolds formados por blocos porosos
de fibras de PLLA (Figuras 7 e 8) e de PLLA com HA (Figuras 10 e 11),
prensados a 5 toneladas/10cm?, desenvolvidos no Laboratério de Engenharia
Mecéanica da Unicamp, com 90% do volume de porosidade, poros de
aproximadamente 300um a 500um de diametro”**3”. Foram fornecidas uma placa
de compensado de PLLA, de 10 x 10cm, com 3mm de espessura (Figura 9) e uma
placa de compensado de PLLA + HA, de 10 x 10cm, com 3mm de espessura
(Figura 12) das quais foram retirados os scaffolds.

Esses scaffolds foram recortados das placas com ferramenta cirargica
tipo “punch” com didametro interno de 10,8mm, tamanho pouco menor do que a
lesdo, de 11mm, para acoplar ao defeito, e foram esterilizados em o&xido de

etileno”%"%,

Figura 7- Scaffold de PLLA em microscopia estereoscépica (aumento de 0,67x).
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Figura 8- Scaffold de PLLA em microscopia estereoscopica (aumento de 4x).

Figura 9- Placa de compensado de PLLA, de 10 x 10cm, com 3mm.

Método
37



Figura 10- Scaffold de PLLA + HA - microscopia estereoscépica (aumento de
0,67x).

Figura 11- Scaffold de PLLA + HA - microscopia estereoscopica (aumento de 4x).
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Figura 12- Placa de compensado de PLLA + HA, de 10 x 10cm, com 3mm.

3.4- Procedimento cirurgico

Foram utilizados 30 ratas, com pesos entre 250 e 3009, da linhagem
Wistar e com idade de 10 semanas’.

Os animais foram distribuidos em trés grupos de dez (10) animais de
acordo com o tipo de tratamento proposto (Esquema 1).

e Grupo 1- Apenas a craniotomia para realizagdo do defeito 6sseo, sem
colocacao de scaffolds;

e Grupo 2- Craniotomia para realizacdo do defeito 6sseo, preenchido com o
scaffold de PLLA, no tamanho de 10,8mm;
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e Grupo 3- Craniotomia para realizacdo do defeito dsseo, preenchido com o

scaffold de PLLA + HA, no tamanho de 10,8mm.

30 animais
aanaanimais)

Grupo 1 (10animais)

Craniotomia

Sacrificio; 6 semanas

Grupo 2 (10 animais)

Craniotomia +
Scaffold de PLLA

Sacrificio: 6 semanas

Grupo 3 (10 animais)

Craniotomia +
Scaffold de PLLA+HA

Sacrificio: 6 semanas

+ + +
Analises Analises Analises

Esquema 1- Distribuicdo dos grupos segundo o tipo de tratamento realizado.

Todos os animais sofreram craniotomia subperiostal sob anestesia,
com Xilasina a 1%, na dose de 5mg/Kg em subcutédneo e Sulfato de Ketamina

40mg/Kg, intravenosa em acesso obtido na cauda do animal’-394041.

Depois de anestesiados, as ratas foram devidamente imobilizadas por
meio de elasticos e foi realizada tricotomia da area a ser operada (Figura 13).
Em seguida, foi feita incisdo na pele com bisturi de l1amina fria e disseccao por
planos de pele, subcutéaneo e gordura, levantamento do periésteo e dissecgéo da
calota craniana para marcacao e resseccao de porcdo Ossea, com fresa,
de 11mm, sob irrigacdo constante de soro fisiolégico 0,9%, defeito este
considerado critico para o tamanho do animal, isto é, que nao se fecha
espontaneamente em nenhum periodo de tempo’*%4° (Figuras 14 e 15).
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Cada grupo entao foi tratado conforme proposto (Figuras 16, 17 e 18):
e Grupo 1- Apenas a craniotomia;
e Grupo 2- Craniotomia com o scaffold de PLLA;

e Grupo 3- Craniotomia com o scaffold de PLLA + HA;

Por fim, os planos incisados foram fechados com pontos de nylon 5.0.

A analgesia no pés-operatério foi feita com paracetamol (Tylenol®),

na dose maxima de 110mg/kg, diluido em agua no bebedouro a 1mg/ml”3%4041,

As ratas de cada grupo foram eutanasiadas apds seis semanas,
usando-se para essa finalidade aprofundamento anestésico com tiopental sédico
endovenoso e observacdo por 20 minutos. Ap6s a eutanasia, as feridas
operatérias foram exploradas e as calvarias retiradas para exame clinico,
sob microscopia estereoscépica e éptica. Todas as cirurgias foram realizadas pelo

pesquisador.
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Figura 13- Animal anestesiado, imobilizado com elasticos e com a tricotomia do

sitio cirurgico realizada.

Figura 14- Marcacdo do defeito a ser realizado com o craniétomo na calota

craniana do animal.
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Figura 16- Defeito de 11mm na calvaria do animal.
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Figura17- Colocacdo do implante no defeito 6sseo.

Figura 18- Implante colocado no defeito dsseo.
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3.5- Critérios de inclusao e exclusao
O critério de inclusao foi:

e Uso de ratas com pesos entre 250 e 300g, da linhagem Wistar e com idade de

10 semanas

O critério de excluséo foi:

e Ratas que apresentaram complicacdo anestésica no preparo cirdrgico ou

danos neuroldgicos em virtude da craniotomia.

3.6- Analise clinica dos animais

ApOs seis semanas o0s animais foram eutanasiados e o0s sitios
cirurgicos explorados, sendo observados clinicamente os seguintes itens,

apresentados nos resultados em formato de tabelas:

e Presenca de sinais flogisticos: hiperemia e/ou edema no sitio cirargico.

e Deiscéncia da sutura na ferida cirurgica.

e Presenca de sinais de colecao liquida sob a pele: hematoma ou seroma.
e Fechamento ésseo do defeito.

e Sinais de extrusdo do implante (nos grupos 2 e 3).

¢ Integracao dos implantes com os tecidos adjacentes, caracterizado pela fixagao
dos mesmos ao toque e pela cobertura visivel por tecidos fibrosos.
Foram marcados, nas tabelas, com o sinal de positivo (+) quando

apresentavam tais sinais de integracao (nos Grupos 2 e 3).
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3.7- Analise das pecas de calvarias
e Analise por meio de microscopio estereoscopico das pecas de calvarias.

Andlise histoldgica dos cortes histolégicos das pegas, corados com HE,
por meio de microscépio éptico.
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4- RESULTADOS



Os dados obtidos s&o apresentados nas tabelas a seguir.

Um animal do grupo 1 apresentou alteracdo motora em um dos
membros inferiores e um animal do grupo 1 e um do grupo 3 evoluiram a ébito na

inducao anestésica, totalizando 3 animais excluidos e substituidos na pesquisa.

4.1- Grupo 1- Animais que sofreram a craniotomia para realizacao do defeito
06sseo e hao receberam scaffolds

Os animais do grupo 1 nao apresentaram sinais flogisticos,
deiscéncia de sutura, coleg¢do liquida sob a pele e fechamento ésseo do defeito
apds 6 semanas (Figura 19), conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1- Andlise clinica dos animais do grupo 1.

Sinais Deiscéncia da Colecao liquida Fechamento
flogisticos sutura sob a pele o6sseo do defeito

Animal 1 - - - -
Animal 2 - - - -
Animal 3 - - - -
Animal 4 - - - -
Animal 5 - - - -
Animal 6 - - - -
Animal 7 - - - -
Animal 8 - - - -
Animal 9 - - - -

Animal 10 - - - -
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Figura 19- Animal do grupo 1 com defeito realizado na calvaria ndo cicatrizado 6

semanas apos a craniotomia.

4.2- Grupo 2- Animais que sofreram a craniotomia para realizacao do defeito
osseo que foi preenchido com o scaffold de PLLA

Os animais do grupo 2 nao apresentaram sinais flogisticos,
deiscéncia de sutura (Figura 20), colecdo liquida sob a pele, extrusdo do implante
e fechamento 6sseo do defeito apds 6 semanas. Por outro lado, apresentaram boa
integragdo do implante de PLLA, segundo os critérios clinicos avaliados
(Figura 21), conforme apresentado na tabela 2.

O exame das pecas de calvarias pelo microscépio estereoscédpico
mostrou a presenca de neovasos, confirmando a integracdo do implante
(Figuras 22, 23 e 24). O exame das laminas, pelo microscopio éptico, mostrou
auséncia de células G6sseas no interior do implante, com reagdo do tipo corpo
estranho e 0sso reativo ao redor (Figura 25), apresentado na tabela 3.
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Tabela 2- Andlise clinica dos animais do grupo 2.

Colecao . .
L L. L Extrusao Integracao Fechamento
Sinais Deiscéncia liquida

flogisticos dasutura soba do do ossecT do
implante  implante defeito
pele
Animal 1 - N . - " -
Animal 2 - . . i .\ )
Animal 3 - . . i .\ )
Animal 4 - - . i .\ )
Animal 5 - - . i . ]
Animal 6 - - . i . ]
Animal 7 - - . i . ]
Animal 8 - - . i . ]
Animal 9 - - . i . ]
Animal 10 - - . i . ]

Figura 20- Cicatriz em area operada em animal do grupo 2, 6 semanas apds a
craniotomia e colocacgao do scaffold de PLLA.
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Figura 21- Implante de PLLA aderido, preenchendo a area do defeito causado,

6 semanas apos a craniotomia, em animal do grupo 2.

Tabela 3- Andlise das pecas de calvérias doas animais do grupo 2.

Microscopio Microscopio
estereoscopico optico

Presenca Integracao | Presenca de células Reacao do Osso reativo

de do osseas dentro do tipo corpo  ao redor do
neovasos implante Scaffold estranho implante
Animal 1 + + - + +
Animal 2 + + - + +
Animal 3 + + - + +
Animal 4 + + - + +
Animal 5 + + - + +
Animal 6 + + - + +
Animal 7 + + - + +
Animal 8 + + - + +
Animal 9 + + - + +
Animal 10 + + - + +
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Figura 22- Microscopia estereoscopica - implante de PLLA em pega cirurgica de
animal do grupo 2 (aumento de 0,67x).

Figura 23- Microscopia estereoscépica - implante de PLLA em peca cirurgica de
animal do grupo 2 (aumento de 2x).
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Figura 24- Microscopia estereoscopica - implante de PLLA em pega cirurgica de
animal do grupo 2 (aumento de 4x).

Figura 25- Fotomicrografia de corte histolédgico com implante de PLLA,
evidenciando auséncia de células ésseas no interior do implante,
com reagao do tipo corpo estranho proximo ao implante (circulo) e

0sso reativo ao redor (seta) (aumento de 100x).
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4.3- Grupo 3- Animais que sofreram a craniotomia para realizacdao do defeito
o6sseo que foi preenchido com o scaffold de PLLA + HA

Assim como no grupo 2, os animais do grupo 3 também néao
apresentaram sinais flogisticos, deiscéncia de sutura, coleg¢éo liquida sob a pele,
extrusdo do implante e fechamento O6sseo do defeito apds 6 semanas,
dados apresentados na tabela 4. Apresentaram boa integracdo do implante de

PLLA + HA, segundo os critérios clinicos avaliados (Figura 26).

O exame das pecas de calvarias pelo microscépio estereoscédpico
mostrou também a presencga de neovasos, confirmando a integragéo do implante
(Figuras 27, 28 e 29). O exame das laminas pelo microscopio éptico, como no
grupo 2, mostrou auséncia de células 6sseas no interior do implante, com reacgao
do tipo corpo estranho e 0sso reativo ao redor (Figura 30), apresentados na
tabela 5.
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Tabela 4- Andlise clinica dos animais do grupo 3.

o . Colecdao  Extrusao Integracao Fechamento
Sinais Deiscéncia

o liquida sob do do osseo do
flogisticos da sutura . . ]
a pele implante  implante defeito
Animal 1 - - - - + -
Animal 2 - - - - + -
Animal 3 - - - - + -
Animal 4 - - - - + -
Animal 5 - - - - + -
Animal 6 - - - - + -
Animal 7 - - - - + -
Animal 8 - - - - + -
Animal 9 - - - - + -
Animal 10 - - - - + -

Figura 26- Implante de PLLA+ HA aderido, preenchendo a area do defeito

causado, 6 semanas apés a craniotomia, em animal do grupo 3.
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Tabela 5- Andlise das pecas de calvarias dos animais do grupo 3.

Microscopio Microscopio
estereoscopico optico

Presenca Integracao | Presenca de células Reacao do Osso reativo

de do o6sseas dentro do tipo corpo  ao redor do
neovasos implante Scaffold estranho implante
Animal 1 + + - + +
Animal 2 + + - + +
Animal 3 + + - + +
Animal 4 + + - + +
Animal 5 + + - + +
Animal 6 + + - + +
Animal 7 + + - + +
Animal 8 + + - + +
Animal 9 + + - + +
Animal 10 + + - + +

Figura 27- Microscopia estereoscopica - implante de PLLA + HA em peca
cirdrgica de animal do grupo 3 (aumento de 0,67x).
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Figura 28- Microscopia estereoscopica - implante de PLLA+HA em peca cirurgica
de animal do grupo 3 (aumento de 2x).

Figura 29- Microscopia estereoscépica - implante de PLLA+HA em pega cirargica
de animal do grupo 3 (aumento de 4x).

Resultados
57



Figura 30- Fotomicrografia de corte histolégico com implante de PLLA + HA,
evidenciando auséncia de ceélulas 6sseas no interior do implante,
com reagao do tipo corpo estranho préximo ao implante (circulo)
€ 0SS0 reativo ao redor (seta) (aumento de 100x)
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5-DISCUSSAO



A reconstrucao de grandes defeitos 6sseos, sejam causados por
traumas, tumores ou pos-ressecgdes cirurgicas, com tecido 6sseo autdlogo,
0 que é considerado ainda hoje padrao ouro para esse tipo de reparo, encontra
muitos obstaculos, considerando a escassez de areas doadoras e limitacao de

tecidos disponiveis'>%*>678,

Na busca incessante por outras possibilidades, os materiais sintéticos
se mostraram como importante e interessante op¢ao, superando as desvantagens
limitadoras do osso aut6logo e se aproximando muito da estrutura de sua matriz
extracelular®>®'®, Entre os mais conhecidos, e utilizados nesse estudo,
o Poli L Lactide (PLLA) e o Poli L Lactide associado a Hidroxiapatita (PLLA + HA)
se destacam por apresentar caracteristicas desejadas para um biomaterial,
como a facilidade de processamento, biodegradabilidade, biocompatibilidade e
auséncia de toxicidade, além de terem seus usos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administration) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria)10’19’20’24’25’26.
O sistema de rotofiacdo, processo usado para o preparo das fibras
componentes dos scaffolds, segundo Guacira dos Reis Rigon, em sua tese de
mestrado apresentada na Unicamp em 2012, é composto por um dispositivo
simples, de baixo custo, formado basicamente por uma base circular acoplada a
um motor elétrico, um coletor e um reservatério para a solucao a ser despejada.
Essa facilidade de processamento vem aumentando o interesse pela rotofiacéao,
fazendo com que outros processos, como a eletrofiacdo, que depende do uso de

campo elétrico, sejam preteridos no preparo dessas matrizes®'%3°.

O modelo animal adotado foi o mesmo utilizado em outros

estudos” #3944 " alguns dos quais também foram usados biomateriais

implantados em ratos. Da mesma forma, seguiram dados da literatura o tempo de
6 semanas para o sacrificio, as técnicas cirurgicas utilizadas e a confeccao do

defeito (I)SS€01 ,7,8,27,29,39,40,41
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Os resultados apresentados no grupo 1 sédo semelhantes aos
encontrados em outros trabalhos sobre esse assunto, demonstrando a efetividade
alcangada ao se criar um defeito de 11mm na calvéaria dos ratos, defeito esse que
nao cicatrizou espontaneamente, portanto, podendo ser considerado um defeito
CritiCO1’7’8’27’29’39’40’41’42’43.

As auséncias de deiscéncia de sutura e de sinais flogisticos em todos
0s animais estdo de acordo com a literatura. Nao foram observadas também
colecOes liquidas, sangue ou serosidade, sob a pele, porém esses dados nao
foram pesquisados nos artigos literarios levantados.

Os grupos 2 e 3 apresentaram resultados idénticos entre si, mostrando
que a associacdo da HA ao PLLA ndo alterou de forma significante a

biocompatibilidade do implante segundo os quesitos pesquisados.

Assim como no grupo 1, ndo houve deiscéncias de suturas e presenca
de sinais flogisticos. A ndo extrusdo e a adesdo do implante, caracterizada pela
fixacdo do mesmo a palpacao e pela sua cobertura por tecido conjuntivo fibroso

também foram semelhantes a literatura®’ 2,

A investigacdo com auxilio de microscopia, estereoscopica e éptica,
apresentou resultados semelhantes entre os grupos 2 e 3. Por meio da
microscopia estereoscopica observou-se que ambos 0s grupos apresentaram rica
rede de capilares neoformados cobrindo e circundando os scaffolds,
0 que corrobora a ideia de integracdo dos implantes ao hospedeiro, ndo havendo
sinais de rejeicao.

A microscopia Optica demonstrou a reacao do tipo corpo estranho em
todas as laminas examinadas, com presenca de 0sso reativo ao redor dos

implantes.

Em nenhum caso notou-se a presenca de células ésseas dentro dos
scaffolds, mas apenas nas bordas dos implantes. Assim como no grupo 1,

os ratos dos grupos 2 e 3 ndo apresentaram fechamento ésseo dos defeitos.
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Esse resultado assemelha-se ao observado em estudos semelhantes para
animais eutanasiados com tempo proximo a 6 semanas e sem o uso de indutores

de crescimento 6sseo’?.
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6- CONCLUSAO



A avaliacdo do uso de scaffolds de Poli L Lactide e Poli L Lactide
associado a Hidroxiapatita em defeitos criticos de calotas cranianas de ratos,
segundo os critérios pesquisados, foi favoravel, demonstrando-nos que tais
implantes sdo materiais adequados e seguros a serem usados como substitutos

de tecido 6sseo na calvaria desses animais.

Conclusao
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8- ANEXO



Certificado de aprovacao pelo CEEA
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CEEA/Unicamp

Comissao de Etica na Experimentacdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 1873-1, sobre "Uso de células mesenguimais

derivadas de tecido adiposo no tratamento de defeitos criticos de calvarias

de ratos", sob a responsabilidade de Dr. Joaquim Murray Bustorff Silva / Dr.

Rafael de Campos Ferreira Basso, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp em 1°. de junho de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1873-1, entitled " " is
in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved

by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on June 1, 2009.

Campinas, 1°. de junho de 2009.
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