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RESUMO

O tecido 6sseo € um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar. Entretanto,
defeitos 6sseos de maiores dimensdes tém tal processo dificultado e, em situacdes
de dificil reparacdo espontanea necessitam de auxilio de enxertos ou materiais
apropriados para dar suporte & neoformacdo Ossea. Hidrogéis sao excelentes
materiais a serem utilizados para esse fim, uma vez que séo capazes de mimetizar a
maioria das propriedades dos tecidos conjuntivos. Recentemente, despertou-se um
interesse significativo no desenvolvimento de hidrogéis hibridos que pudessem ser
utilizados em vérias aplicagbes biomédicas. Uma diversidade de particulas é
combinada a esse hidrogéis resultando em melhores propriedades. Dessa forma, este
estudo tem como objetivo avaliar a influéncia de um scaffold contendo acido
hialurbnico associado a um biovidro experimental de origem vegetal - Equisetum
hyemale (BG-Carb), na regeneracdo de um defeito désseo em maxila de
camundongos. Nesse estudo preliminar, camundongos C57BL/6 (n = 3 por grupo e
tempo experimental) (CEUA #042/2022) tiveram seu primeiro molar superior esquerdo
extraido. Em seguida, uma ponta diamantada KGS #2128 (KG Soresen®), acoplada
a um motor em baixa rotacao (5000 rpm) foi utilizada para a realizacdo de um defeito
com a remocao do septo alveolar. Parte dos animais tiveram os defeitos preenchidos
exclusivamente por HyStem®-HP (hidrogel a base de acido hialurénico) (2 pL),
enquanto a outra parte recebeu BG-Carb (1 pg) disperso em HyStem®-HP (2 pL).
Apés a eutandsia, as amostram foram processadas para andlise histologica de rotina
para histomorfometria, graduacdo do processo inflamatério, vascularizacdo e
neoformacgéo 6ssea apos 7 e 21 dias pos-cirargicos. Os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Aos 7 dias, 0 grupo que
recebeu a associacdo BG-Carb e HyStem®-HP apresentou maiores valores
numéricos de neoformacédo 6ssea, todavia sem diferenca significativa em relacéo ao
uso exclusivo de HyStem®-HP (controle). Aos 21 dias, 0s grupos HyStem®-HP e BG-
Carb associado a HyStem®-HP apresentaram resultados semelhantes tanto na
guantificacdo de tecido 6sseo como de conjuntivo. O escore total para graduacgao para
cada material também foi semelhante aos 7 e 21 dias. Apesar disso, comparando-se
cada material nos tempos 7 e 21 dias, o grupo HyStem®-HP apresentou aumento
significativo de parametros qualitativos e quantitativos, demonstrando que a
associacdo HyStem®-HP + BG-Carb apresentou neoformacdo éssea inicial mais
robusta. A quantificacdo epitelial da regido da cirurgia aos 21 dias em ambos os
grupos revelou aumento significativo da espessura, continuidade e uniformidade do
epitélio nos grupos tratados com o0 a associacdo dos biomateriais em relacdo ao
controle. Nas condi¢cdes experimentais deste estudo, tanto o uso do HyStem®-HP
como do HyStem®-HP + BG-Carb podem promover neoformacéo 6ssea. No entanto,
a associacao do hidrogel a base de acido hialurénico com o BG-Carb parece promover
neoformacéo 6ssea inicial mais consistente e estimular a proliferacdo da mucosa
adjacente a cirurgia com maior espessura do tecido epitelial.

Palavras-chave: materiais biocompativeis; defeito 0sseo; regeneracdo 6ssea; BG-
Carb; HyStem®-HP.



ABSTRACT

Effects of a plant-derived biomaterial (Equisetum hyemale) associated with a
hyaluronic acid-containing hydrogel on the regeneration of a bone defect in the
maxilla: A preliminary study

Bone tissue is a naturally regenerative tissue. However, larger bone defects have a
difficult time undergoing this process and require the assistance of grafts or appropriate
materials to support new bone formation. Hydrogels are excellent materials to use for
this purpose since they can mimic most of the properties of connective tissues.
Recently, there has been significant interest in the development of hybrid hydrogels
that can be used in various biomedical applications. A variety of particles can be
combined with these hydrogels, resulting in better properties. Thus, this study aims to
evaluate the influence of a scaffold containing hyaluronic acid associated with an
experimental plant-derived bioactive glass - Equisetum hyemale (BG-Carb), on the
regeneration of a mouse maxillary bone defect. In this preliminary study, C57BL/6 mice
(n = 3 per group and experimental time) (CEUA # 042/2022) had their upper left first
molar extracted. Then, a KGS # 2128 diamond bur (KG Soresen®), attached to a low-
speed motor (5000 rpm), was used to create a defect with removal of the alveolar
septum. Some of the animals had defects filled exclusively with HyStem®-HP
(hyaluronic acid-based hydrogel) (2 yL), while the other part received BG-Carb (1 ug)
dispersed in HyStem®-HP (2 pL). After euthanasia, the samples were processed for
routine histological analysis for histomorphometry, grading of the inflammatory
process, vascularization, and new bone formation after 7 and 21 post-surgical days.
The results were analyzed considering a significance level of 5% (p < 0.05). At 7 days,
the group that received the BG-Carb and HyStem®-HP association showed higher
numerical values of new bone formation, but without a significant difference compared
to the exclusive use of HyStem®-HP (control). At 21 days, the HyStem®-HP and BG-
Carb groups associated with HyStem®-HP showed similar results in both bone and
connective tissue quantification. The total score for grading for each material was also
similar at 7 and 21 days. However, comparing each material at 7 and 21 days, the
HyStem®-HP group showed a significant increase in qualitative and quantitative
parameters, demonstrating that the HyStem®-HP + BG-Carb association presented a
more robust initial bone formation. The epithelial quantification of the surgery region at
21 days in both groups revealed a significant increase in thickness, continuity, and
uniformity of the epithelium in the groups treated with the association of biomaterials
compared to the control. Under the experimental conditions of this study, both the use
of HyStem®-HP and HyStem®-HP + BG-Carb can promote bone formation. However,
the association of the hyaluronic acid-based hydrogel with BG-Carb appears to
promote a more consistent initial bone formation and stimulate the proliferation of the
mucosa adjacent to the surgery with greater thickness of the epithelial tissue.

Keywords: biocompatible materials; bone defect; bone regeneration; BG-Carb;
HyStem®-HP.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O tecido 6sseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar,
entretanto, no que diz respeito a defeitos 6sseos maiores, 0 processo torna-se
dificultado (TANAKA et al., 2020). Por isso, alguns defeitos 6sseos sdo considerados
grandes desafios para a pratica clinica médica ortopédica e odontoldgica/craniofacial
(MEINEL et al., 2005; TAGA, 2005; TOLLEMAR et al., 2016).

Quando defeitos 6sseos ndo podem mais ser reparados espontaneamente,
necessitando, entdo, de uma abordagem reconstrutiva mais complexa com auxilio de
enxertos ou materiais apropriados, estes sdo chamados de defeitos dsseos de
tamanho critico (SCHMIDMAIER et al., 2009; TOLLEMAR et al., 2016). Esses defeitos
podem ser de origem congénita, infecciosa, traumatica ou por consequéncia de
resseccao tumoral e exodontias (SPICER et al., 2012; TOLLERMAR et al., 2016),
atingindo os ossos maxilares e trazendo prejuizos ao paciente. Dentre as limitacdes
na reabilitacdo odontoldgica estdo dificuldades na alimentacdo e fala, além de
comprometimento estético que afeta a autoestima e gastos financeiros consideraveis.

As especialidades cirurgia bucomaxilofacial, periodontia, protese e
implantodontia sdo as principais areas da Odontologia que se deparam com a
necessidade de inducdo de neoformacdo 6ssea para preenchimento de defeitos
patolégicos, traumaticos ou mesmo fisioldgicos (PRADO et al., 2006; SPIN-NETO et
al., 2011). Dessa forma, a reconstrucdo 6ssea € importante para a reabilitacdo
funcional e estética do paciente (AMARAL et al., 2017), principalmente na correcdo
de perdas causadas por trauma, atrofias e doencas periodontais (CHIAPASCO et al.,
2012). Para isso, uma técnica ja bastante difundida € a utilizacdo de enxertos de
biomateriais. Alam et al. (2008) afirmam que o0 0sso autégeno € considerado padréo-
ouro em material de enxertia, sendo, portanto, passivel de ser utilizado para correcéo
—em volume e qualidade - de defeitos 6sseos. No entanto, a sua utilizacdo apresenta
desvantagens, dentre as quais a necessidade de um segundo sitio cirargico, a
dependéncia de areas doadoras viaveis e o risco significativo de morbidade. Devido a
esses fatores limitadores, observa-se ainda uma extensa investigagdo por
biomateriais naturais ou sintéticos que possam substituir ou até suplantar as
vantagens do enxerto autégeno (TOLLEMAR et al., 2016; AMARAL et al., 2017).
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Segundo Tollemar et al. (2016), enxertos com materiais da categoria aloplastica
tém demonstrado sucesso quanto ao uso, porém costumam apresentar risco
aumentado de infec¢cdo quando comparados ao enxerto autégeno, além de risco maior
de falha com o tempo. Dessa forma, para o reparo de defeitos maiores do complexo
bucomaxilofacial, biomateriais — cujas propriedades fisicas, quimicas e biologicas sao
controladas e aumentam a capacidade regenerativa natural dos 0ssos — sdo versateis
e promissores no desenvolvimento funcional de tecidos (FISHER et al., 2010;
FISHERO et al., 2015; SLAUGHTER et al., 2009). Nessa perspectiva, a engenharia
tecidual tem contribuido para a neoformacdo de tecidos capazes de mimetizar ou
estimular as suas proéprias fun¢des naturais, 0 que a torna bastante promissora no
tratamento de Orgaos patologicamente comprometidos por doencas, senilidade e
trauma (KHADEMHOSSEINI et al., 2009; PEPPAS et al., 2006).

Dessa forma, para que ocorra a regeneracao 0ssea, trés mecanismos sao
necessarios: osteoinducdo, que estimula as células do hospedeiro a se diferenciarem
em osteoblastos; osteoconducdo, que promove o crescimento do tecido sobre a
superficie do material; e osteointegracdo, que corresponde a fixacdo estavel do
material ao 0sso (ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001; DI SILVIO; JAYAKUMAR,
2009). Por isso, os biomateriais e enxertos ideais sao agueles que orientam o reparo
do tecido 6sseo em trés dimensdes, promovendo tais mecanismos, com recrutamento
celular adequado e induzindo a diferenciacdo das células Osseas (ELSALANTY;
GENECOQV, 2009).

Assim, comparando-se biomateriais osteoindutores a enxertos sintéticos, 0s
primeiros sdo preferiveis, uma vez que apresentam essas caracteristicas, como
capacidade de autorregulacdo da adesdo de células-tronco mesenquimais e
proliferacéo e diferenciacao em células osteoblasticas (DE GODOQY etal., 2015; ZHAO
et al., 2018). Tal comportamento pode ser comparado ao uso adicional de fatores de
crescimento, porém apresenta a vantagem de evitar os efeitos adversos prejudiciais
associados as doses suprafisiologicas de proteinas Osseas morfogenéticas
(CARRAGEE; HURWITZ; WEINER, 2011).

Nesse contexto, biomateriais que formam um arcabouco tridimensional
(scaffold) para a regeneracéo 0ssea tém sido alvo de estudos da engenharia tecidual
(RODDY et al., 2017), sendo essa estrutura fisica e sua composi¢cdo quimica de
grande importancia no tratamento de defeitos 6sseos. A porosidade desses scaffolds,

por exemplo, deve estar proxima a dos o0ssos trabeculares, interagindo com as
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biomoléculas do tecido e permitindo infiltracdo celular, migracdo, vascularizacéo,
remocao de excretas metabdlicas e difusdo adequada de nutrientes e oxigénio as
células (FILIPPQV et al., 2020; LIMMAHAKHUN et al., 2020; WALIA et al., 2020).

Entretanto, alguns scaffolds mais imunogénicos estdo sujeitos a
desencadearem resposta do tipo corpo estranho quando implantados no tecido,
ocorrendo deposicdo, e subsequente desnaturacdo, de proteinas na superficie do
material (ZHANG; CHIAO, 2015), ocasionando uma possivel inflamacéo, seja aguda
ou crénica (YEH; OH; HSUEH, 2016). Com isso, uma solu¢cdo em potencial seria o
desenvolvimento de materiais capazes de criar um ambiente semelhante ao do tecido
hospedeiro, mais especificamente, mimetizar a matriz extracelular (WALIA et al.,
2020), sem despertar, entretanto, respostas imunes importantes.

Dentre os diversos biomateriais existentes, os hidrogéis sdo materiais bastante
compativeis, ou seja, apresentam baixa imunogenicidade, uma vez que sao capazes
de mimetizar a maioria das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos tecidos
(FISHER et al., 2010; SLAUGHTER et al., 2009). Diversos hidrogéis, tanto de natureza
sintética quanto natural, tém sido utilizados como substitutos de matriz extracelular
(CHANG; PARK; FAMILI, 2019; ROWLEY; MADLAMBAYAN; MOONEY, 1999).
Devido as suas propriedades fisicas peculiares, essas redes conseguem ser
moldadas ou fixadas em diversas formas e tamanhos, pois retém interacbes
favoraveis a é&agua (CHANG; PARK; FAMILI, 2019; GAHARWAR; PEPPAS;
KHADEMHOSSEINI, 2014). Por isso mesmo, a estrutura flexivel dos hidrogéis
inviabiliza que eles sejam utilizados diretamente onde ha necessidade de resisténcia
mecénica estrutural e estabilidade de forma, como é o caso dos defeitos 6sseos
(WALIA et al., 2020). Porém, tal problema pode ser contornado com a sua interacéao
e ligacdo a estruturas soélidas que podem fornecer a esse material a resisténcia e a
estabilidade necessarias (WHIRTHL et al., 2017; YUK et al., 2016).

Dessa forma, hidrogéis hibridos podem ser definidos como redes poliméricas
hidratadas, tanto fisica quanto covalentemente interligadas entre si e/ou com
particulas ou estruturas, em que essas interacdes levam a novas propriedades dos
compostos (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014; GOENKA; SANT,;
SANT, 2014; THOMAS et al., 2006). Recentemente, despertou-se interesse
significativo no desenvolvimento de um hidrogel hibrido que pode ser utilizado em

vérias aplicacdes biomédicas. Uma diversidade de particulas, dentre elas os materiais
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a base de silica, sdo combinadas a rede polimérica para se obter esses hidrogéis
hibridos (GAHARWAR; PEPPAS; KHADEMHOSSEINI, 2014).

Gaharwar, Peppas e Khademhosseni (2014) afirmam que, nos ultimos anos,
uma grande variedade de materiais, incluindo os poliméricos, ceramicos, metalicos e
0s que tém o carbono como base, foram incorporados a hidrogéis para que estes se
tornassem compostos com propriedades superiores e com a funcionalidade desejada,

de modo a serem melhores osteoindutores e osteocondutores.

1.1 Acido hialurdnico

O AH é um polissacarideo natural composto por concentracdes equimolares de
N-acetil-D-glicosamina e &cido D-glucurdnico, presente na matriz extracelular do
tecido conjuntivo (MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989). Tais componentes
apresentam elevado numero de grupos hidroxila e carboxila, conferindo ao AH um
carater altamente hidrofilico. A estrutura formada pelo AH funciona como uma peneira,
realizando o controle do transporte de agua no tecido, restringindo o movimento de
patégenos, aumentando a adesado celular, absorvendo exsudatos e modulando a
inflamacéo, uma vez que inibe a migracdo e a agregacado de macréfagos (GRACA et
al., 2020; XU et al., 2012).

No entanto, a concentracdo de AH, seja na matriz extracelular, seja nos
biomateriais industrialmente sintetizados, deve ser relativamente reduzida, uma vez
gue maiores concentracdes podem reduzir a adeséo celular, ja que ele possui carga
negativa (MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989; REN et al., 2009). Essa
desvantagem pode ser contornada combinando-se o AH a espécies quimicamente
positivas (TIAN et al., 2005), como silicio ou carbono, de modo a melhorar as suas
interagBes com os tecidos biologicos (AYALA-HAM et al., 2021). Além disso, o &cido
hialurénico puro ndo é considerado um bom biomaterial devido a sua suscetibilidade
natural & biodegradacgé&o e por possuir propriedades mecanicas inferiores. No entanto,
com o objetivo de conferir estabilidade ao AH, ele pode ser reticulado a outras
espécies quimicas (XU et al., 2012), como ocorre com 0 HyStem®-HP comercializado
pela Sigma-Aldrich (Louis, USA).

O HyStem®-HP é um hidrogel semissintético contendo acido hialurénico em
sua composicao sendo composto por 3 componentes distribuidos em dois frascos: (1)

acido hialurénico + tiolato; gelatina suina + tiolato; e (2) polietileno glicol diacrilato +
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tiolato-reativo, em que estes dois reagem entre si formando ligagdes cruzadas em
aproximadamente 20 minutos. Sabe-se ainda que a utilizagdo do composto tiol em
sua formulacdo permite que uma gama de espécies biolégicas, como proteinas e
anticorpos, se ligue quimicamente ao hidrogel (ZAREMBINSKI et al., 2017 In:
GLICKMAN et al., 2021; ZAREMBINSKI; SKARDAL, 2019). Ainda, o anion tiolato (-S
) possui expressivo carater nucleofilico, sendo rico em pares de elétrons disponiveis
para ligacdo, o qual pode prontamente reagir com grupos funcionais eletrofilicos e
agentes oxidantes (BISCHOFF; SCHLUTER, 2012; LUEBKE; GIEDROC, 2015).

Esse material - HyStem®-HP - ja vem sendo utilizado de diversas formas com
seguranca em roedores, por exemplo, no cérebro, espaco intracutdneo e espaco
subconjuntival (COOK et al., 2016; HYNES et al., 2014; PLACONE et al., 2015). Além
disso, em 2019, recebeu na Europa a marcacao CE de seguranca em uso bioldgico,
0 que inclui seres humanos (ZAREMBINSKI; SKARDAL, 2019).

Dessa forma, as caracteristicas dos hidrogéis constituidos de &cido hialurénico
no que diz respeito a biocompatibilidade, biodegradabilidade (por meio da acdo das
enzimas hialuronidase, beta-D glucuronidase e beta D-N-acetil-hexosaminidase) e
facil modificagdo quimica tém levado esses materiais a serem utilizados no reparo de
feridas (GRACA et al., 2020; STERN, 2004).

1.2 Biocompostos de vidro ativo

Compostos de vidro bioativo, além de possuirem a silica como composto
principal, possuem quantidades variaveis de 6xido de sodio (Na20), 6xido de célcio
(Ca0) e pentoxido de fésforo (P20s) recebendo essa denominacdo devido a sua
capacidade de se ligarem a tecidos duros e moles (DA COSTA E SILVA et al., 2022;
HENCH; THOMPSON, 2010), induzindo a formac&o de uma camada sobre o0 0sso e
promovendo a atividade dos osteoblastos (FERRAZ et al., 2017; HOPPE et al., 2011,
XYNOS et al. 2001). Células-tronco mesenquimais do hospedeiro podem migrar entéo
para o sitio da ferida e se diferenciarem no tipo de célula requerida, como o0s
osteoblastos (DETSCH; BOCCACCINI, 2014; ZHAO et al., 2018).

Scaffolds compostos de vidro bioativo, aléem de apresentarem caracteristicas
singulares, como robustez, capacidade de preenchimento e bioatividade (AZNAR et
al., 2016; GIMENEZ et al., 2015), possuem ainda uma estrutura porosa similar ao 0sso

trabecular. Portanto, tém potencial para conduzir 0 processo de regeneracao 0ssea,
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fornecendo as células um molde temporario para que crescam em seu interior
(NOMMEOTS-NOMM et al., 2017). Além disso, os ions de dissolucdo do vidro
apresentam um comportamento semelhante aos fatores de crescimento
temporalmente presentes no microambiente dos tecidos 0sseos, 0s quais fornecem
sinais as células-tronco levando a osteoestimulagdo (IMANI FOOLADI et al., 2013;
JOHARI et al.,, 2016). Alguns vidros bioativos podem também ter atividade
antimicrobiana, o que também pode ser importante para controlar o risco de
contaminagdo no sitio cirdrgico (IMANI FOOLADI et al., 2013; HOPPE et al., 2011,
JOHARI et al., 2016; KARGOZAR et al., 2018).

1.3 Equisetum hyemale

Segundo da Costa e Silva et al. (2022), plantas do género Equisetum (FIGURA
1) podem ser encontradas em todos o0s continentes, totalizando cerca de 30 espécies.
No Brasil, as espécies Equisetum giganteum e Equisetum hyemale sdo plantas
nativas, popularmente conhecidas como cavalinha, sendo cientificamente
comprovadas propriedades antibidticas, hepatoprotetoras, antioxidantes e anti-
inflamatorias da Equisetum hyemale (DE QUEIROZ et al., 2015).

Figura 1 — Equisetum hyemale.
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Fonte: Dos autores, 2023.

Silicio ou derivados de silica podem ser obtidos de diversas fontes naturais,
dentre as quais est&o as plantas do género Equisetum (HOLZHUTER; NARAYANAN;
GERBER, 2003; PERMATASARI; SUCAHYA; NANDIYANTO, 2016). Essas plantas
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permitem serem cultivas e apresentam facilidade para se propagarem em solo calcario
e umido (DES MARAIS et al., 2003; ZEMNUKHOVA et al., 2019). Isso faz com que
guestdes ecoldgicas, como o cultivo em éareas de dificil acesso e agricultura
sustentavel ou extrativa, sejam pontos importantes a serem considerados (DA COSTA
E SILVA et al., 2022).

Elementos de relevancia industrial e fisiolégica podem estar presentes na
massa seca das plantas do género Equisetum em porcentagens elevadas (NEUMANN
et al., 2010; SAPEI, 2007; TAYEBEE et al., 2017; ZEMNUKHOVA et al., 2019). Mais
especificamente, micronutrientes como célcio, magnésio, fllor, zinco, cobre, ferro,
selénio e algumas vitaminas presentes nessas plantas séo de grande importancia no
metabolismo ésseo (ILICH; BROWNBILL; TAMBORINI, 2003).

Com isso, a incorporacdo desses elementos aos vidros bioativos pode fornecer
funcdes terapéuticas interessantes a esses materiais, de modo a contribuir para a
regeneracao tecidual (DELIORMANLI, 2015; KARGOZAR et al., 2018; RANA et al.,
2017). No que diz respeito aos aspectos quimicos e bioldgicos, os vidros bioativos a
base de silica apresentam diversas propriedades associadas a um material ideal para
enxertia e scaffold, o que permitiu abrir novas perspectivas como biomateriais
osteoindutores da regeneracdo do tecido 6sseo, também chamados de terceira
geracdo (HENCH; POLAK, 2002; HENCH; XYNOS; POLAK, 2004).

Segundo Xynos et al. (2000), essas propriedades osteoindutoras estao
relacionadas a superficie de contato entre a célula e o material juntamente com a
liberacdo de ions. Esses subprodutos de biovidro promovem uma regulacao positiva
do fator de crescimento mitogénico ésseo IGF-Il (do inglés, insulin-like growth factor
II) e com isso leva a proliferacéo celular do tecido, sendo util na regeneracéo 6ssea.

Dessa forma, visto as propriedades dos biovidros, observa-se que esses
materiais podem ser bastante interessantes para os defeitos 0sseos craniofaciais,

tanto no que diz respeito ao nivel celular, quanto ao tecidual.

1.4 Composto bioativo vidro/carbono (BG-Carb)

Os processos padrdes de producdo de biovidros naturais contendo silica
consistem em diversas etapas, como queima, acidificacdo e alcalinizagao (LIOU e
YANG, 2011; NEUMANN et al., 2010; SAPEI, 2007). Porém, mais algumas outras —
moagem, homogeneizacao, filtracao, precipitacao e lavagem — podem ser adicionadas
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com o objetivo de aumentar o nivel de pureza dessa silica e outros derivados (LIOU e
YANG, 2011; SAPEI, 2007; TAYEBEE et al., 2017). Todavia, o carbono e alguns ions
presentes na planta sédo eliminados ao longo dessas etapas (DA COSTA E SILVA et
al., 2022), fazendo com que haja a perda de caracteristicas importantes relacionadas
ao carbono, tais como elevada area de superficie especifica e porosidade, ambas
desejaveis em scaffolds de vidro bioativos, cujo objetivo € induzir osteointegracdo e
regeneracao 0ssea (JONES; EHRENFRIED; HENCH, 2006; ONNA; MINABERRY;
JOBBAGY, 2015; PALANICHAMY; ARIHARAPUTHIRAN; DARCHEN, 2013).

Utilizando uma técnica diferente, de forma a preservar as caracteristicas do
carbono, Da Costa e Silva et al. (2022) produziram um composto de vidro bioativo
chamado BG-Carb. A técnica utilizada permitiu aumentar a concentracao final silica,
calcio e fosforo no material.

Elementos presentes no plasma sanguineo — Na, K, Mg, Ca, HCO?*, HPO4?,
S04% -, que favorecem a formacdo de hidroxiapatita (KIM et al., 1999), estdo
presentes também na composi¢do do BG-Carb (DA COSTA E SILVA et al., 2022), o
gue torna a superficie do material interessante, ja que imita a composi¢ao dos sais no
organismo humano. Além disso, outros elementos, como Mg, Fe, B, Mn, Se, Zn, Co,
Cr e Cu também presentes no material, podem conferir funcbes terapéuticas e
regenerativas a ele (DA COSTA E SILVA et al., 2022).

Esses elementos presentes no BG-Carb apresentam, ainda, propriedades que
podem aumentar a resisténcia mecanica do material, melhorar sua bioatividade,
controlar sua taxa de degradacdo, fornecer acdo antibacteriana, participar da
angiogénese do tecido neoformado e modular a inflamacdo (HOPPE et al., 2011,
KARGOZAR et al., 2018; LYSENKO et al., 2015; NESCAKOVA et al., 2019; WU et al.,
2013). A presenca de carbono no material permite que a sua superficie aumente,
diminuindo a densidade da estrutura do scaffold, favorecendo sua bioatividade
(KALYANI; ANITHA; DARCHEN, 2013; ONNA; MINABERRY; JOBBAGY, 2015).

Um dos requisitos essenciais no desenvolvimento de biovidros € que haja uma
interagcdo bem-sucedida entre esse material e os tecidos receptores (HENCH,;
THOMPSON, 2010). No entanto, os vidros bioativos ainda sdo materiais caros devido
as elevadas exigéncias de pureza dos reagentes e controle rigoroso dos processos
de producédo (SHIH; CHOU; CHIEN, 2012). Assim, a ideia de utilizagcdo do BG-Carb
torna-se bastante interessante, uma vez que seu processo de produgédo tem custo
inferior (DA COSTA e SILVA et al.,, 2022). Ainda, sua riqueza de componentes
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potencialmente osteoindutores e osteogénicos poderia possibilitar vantagens ao
profissional e ao paciente, com um poés-operatdrio mais curto e eficiente em termos

de neoformacéo 6ssea.

1.5 Justificativa

Diante do exposto, em que os defeitos 0sseos sdo desafios na pratica clinica
dos cirurgides-dentistas, bem como o hidrogel contendo AH e o BG-Carb apresentam
elevado potencial para a regeneracdo 0Ossea, a inexisténcia de estudos in vivo
avaliando a eficiéncia da combinacédo desses dois materiais ha neoformacédo 6ssea
dos maxilares motiva a realizacao deste trabalho e faz com que ele seja inédito.

A hipétese do estudo é de que esse defeito 6sseo criado possa ser regenerado
de forma acelerada com a utilizagdo da combinacdo desses materiais, ou seja, do
hidrogel hibrido formado pela associacédo entre BG-Carb e HyStem®-HP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo geral avaliar a influéncia de um biomaterial
constituido pela associacdo entre um hidrogel a base de AH (HyStem®-HP) com um
biovidro (BG-Carb) incorporado a ele na regeneracdo 6ssea de um defeito 6sseo em

maxila de camundongo.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar histologicamente o processo inflamatério induzido durante o reparo
tecidual quando o defeito 6sseo foi preenchido com HyStem®-HP, quando foi
preenchido com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando n&ao recebeu nenhum
material (controle negativo), apds 7 e 21 dias.

b) Avaliar histologicamente a formacéo 6ssea e a quantidade de tecido de
granulacao/conjuntivo na regido do defeito 6ésseo maxilar dos animais quando
preenchido com com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando nao recebeu
nenhum material (controle negativo), apos 7 e 21 dias.

c) Avaliar histologicamente a epitelizacdo da mucosa sobre o sitio cirtrgico
quando o defeito 6sseo foi preenchido com HyStem®-HP e quando foi preenchido
com HyStem®-HP associado ao BG-Carb e quando n&o recebeu nenhum material

(controle negativo) apés 7 e 21 dias.
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3 MATERIAIS E METODOS (EXPANDIDO)

3.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetida a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG, a qual a aprovou sob o protocolo de numero 42/2022 (ANEXO A).

3.2 Animais

Foi realizada uma estimativa por intervalo para o calculo amostral (SAMPAIO
et al., 2003):
Uma estimativa por intervalo para a média, y, de uma populagcéo normal, obtida

através de uma amostra aleatéria de tamanho n, ao nivel de confianca 1-a, € dada por

IC[u](1-a) :xxt(a;n—=1) . s/ n

Onde: x é a estimativa por ponto, da média; s é a estimativa por ponto do desvio
padrdo; n € o tamanho da amostra; t € um valor tabelado obtido com n-1 graus de
liberdade e a bilateral.

Dessa forma, utilizando os dados de média 79,096 e desvio-padrdo 9,089
relativos a formacao 6ssea (variavel mais instavel a ser avaliada) em defeitos 6sseos
alveolares (AMARAL et al. 2017), com n =5, tem-se:

IC: 79,096 + 1,96 . S/n
IC: 79,096 + 1,96 (9,089)/ \5 = IC: 79,096 + 7,988

Portanto, o tamanho amostral: (r) = (t.S/IC)? sera:
(r) = (2,132 (tabelado n-1; a 0,05).9,089/7,988)2

(r) = 5,88 ou 6 camundongos por grupo

Dessa forma, foram calculados 36 camundongos C57BL/6, com peso entre 15
e 25g, de ambos os sexos e idade de 5 semanas, que foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram

distribuidos aleatoriamente segundo os grupos descritos na tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais por grupos experimentais

Réplicas Réplicas
Grupos Tempo _
calculadas analisadas
Controle negativo 7 dias n==6 n=0
HyStem® 7 dias n==6 n=3
HyStem® + BG-Carb 7 dias n==6 n=3
Controle negativo 21 dias n==6 n=2
HyStem® 21 dias n==6 n=3
HyStem® +BG-Carb 21 dias n==6 n=3

E digno de nota que a extensiva perda de animais no pos-operatorio levou a
uma divergéncia entre o numero de réplicas calculadas e o numero de réplicas

analisadas, o que fez com que o estudo fosse tratado como preliminar.

3.3 Procedimentos cirdrgicos

Os animais foram pesados e anestesiados com injecéo intraperitoneal (IP) de
cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (100 mg/kg) e adaptados em
uma mesa cirargica desenvolvida em colabora¢cdo com o Ohlab (Associacdo Mineira
de Reabilitacdo, Belo Horizonte, Brasil) (FIGURA 1a), baseada em publicacdes
prévias (MARCHEZAN et al., 2018; GOMES et al., 2022). A mesa cirlrgica, impressa
tridimensionalmente (Impressora 3D Fortus 380 MC, Stratasys, Estados Unidos da
América), foi utilizada para manter os animais posicionados com a cavidade oral
aberta (FIGURA 1b), otimizando o acesso intrabucal aos primeiros molares superiores
esquerdos dos camundongos. Além disso, com o objetivo de assegurar 0s
procedimentos, uma camera intraoral — de uso humano — com luz (FIGURA 1c),
posicionada a aproximadamente 3 centimetros da cavidade oral do camundongo, foi
utilizada para ampliar, em tempo real, a visualizagdo dos operadores em um monitor

de 15 polegadas.
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Figura 1 — Materiais utilizados no procedimento experimental. Mesa cirtrgica (a). Imagem
ilustrativa do animal posicionado na mesa cirdrgica com um contra-angulo préximo a sua
cavidade oral (b). Camera intraoral de uso humano adaptada para magnificacdo da

cirurgia no camundongo (c). Ponta diamantada tronco-conica de topo plano KGS #2128

com 1 mm de ponta ativa (d). HyStem®-HP (Sigma-Aldrich) (e).

d 3

Fonte: Dos autores, 2023 (a, b, ¢, €). KG Soresen® (d).

Os animais foram submetidos a exodontia do primeiro molar superior esquerdo,
em que se realizou a luxacdo do dente com a ponta de uma agulha hipodérmica 22G
1x1/2 (25 x 0,7 mm) (FIGURA 2a). Um defeito 6sseo de quatro paredes foi, entéo,
produzido com a remocé&o do septo alveolar e planificacéo da parede inferior do seio
maxilar apds o procedimento de extracdo de forma adaptada a literatura prévia
(AMARAL et al., 2017). Com o cuidado de preservar os tecidos moles, os defeitos
foram criados na area dos alvéolos das raizes do primeiro molar superior esquerdo,
com o auxilio do contra-angulo (Kavo, Biberach an der Rif3, Alemanha) e do
micromotor elétrico LB100 (Beltec, Sdo Paulo, Brasil) a 5.000 rota¢cdes por minuto
acoplados a uma ponta diamantada tronco-cénica de topo plano KGS #2128 (KG
Sorensen, Cotia, Brasil), de 1 mm de ponta ativa (FIGURA 1d) sob irrigagdo com soro
fisiologico , o qual foi gotejado manualmente junto a ponta diamantada e removido
com o auxilio de bolinhas de algodao estéril absorvente. Essa ponta diamantada foi
inserida no alvéolo em posicao paralela ao eixo central do dente, de modo que a sua

ponta ativa penetrasse (tamanho correspondente 1 mm) tendo como limite a altura da
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gengiva marginal livre, sem que ocorressem movimentos laterais (FIGURA 2c). Sua
remocgado acontecia seguindo a mesma trajetoria, porém em sentido inverso. Em
seguida, a ponta de uma sonda periodontal era inserida no defeito criado para

inspecionar de modo tatil a qualidade do defeito realizado (FIGURA 2d).

Figura 2 — Sequéncia do procedimento experimental cirdrgico. Luxacédo do primeiro molar
superior esquerdo do camundongo com o auxilio da ponta de uma agulha
hipodérmica (a). Inspecao visual do primeiro molar superior esquerdo apos
exodontia (b). Confecgdo do defeito 6sseo utilizando uma ponta diamantada
KGS #2128 (c). Inspecdo téatil do defeito 6sseo com uma sonda periodontal (d).
Defeito 6sseo criado — indicado pela seta (e). Insercdo do biomaterial com o
auxilio de uma pipeta (f). Defeito 6sseo preenchido com o biomaterial — indicado
pela seta (g). Protecdo do defeito dsseo e estabilizagdo do biomaterial com o

auxilio do cimento cirtrgico sem eugenol (h).

Fonte:rDos autores, 2023.

Para os animais que receberam os biomateriais, utilizando uma pipeta
(FIGURA 2f), a cavidade foi preenchida com aproximadamente 2 pL de HyStem®-HP
(Sigma-Aldrich) (FIGURA 2e), manipulado de acordo com as orientagbes do
fabricante, ou com a associacao entre HyStem®-HP e BG-Carb, tendo este ultimo sido
gentilmente cedido pela quimica Rosangela Ferreira Da Costa e Silva (COSTA e
SILVA et al., 2022). A associagao entre o HyStem®-HP e o BG-Carb consistiu na
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mistura manual desses itens preparada em placa de vidro estéril na proporcéo de 2:1,
como realizado por Zhou et al. (2019) também com hidrogel e biovidro. Dessa forma,
aproximadamente 10 pug de BG-Carb foi incorporado a 20 pL do hidrogel, com o auxilio
da ponta de uma agulha hipodérmica 22G 1 x 1/2 (25 x 0,7 mm) estéril descartavel.
Em seguida, essa associacéo dos biomateriais foi pipetada e despejada sobre a placa
de vidro diversas vezes de forma a tentar obter a maior homogeneidade possivel do
material.

O grupo controle negativo ndo recebeu qualquer biomaterial. Confirmada a
integridade das paredes do defeito e a estabilidade dos materiais nos defeitos, o sitio
operado foi coberto e protegido por cimento cirdrgico sem eugenol (Coe-Pak™ - GC
Amercia Inc) (FIGURA 2h). ApGs o retorno da anestesia, 0s animais receberam uma
dose de anti-inflamatdrio via oral, meloxicam (0,1mg/kg). Ainda, foram administradas
a mesma dose 24h e 48h apds a cirurgia.

Os animais foram mantidos em biotério do Departamento de Morfologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG com controle de temperatura e
luminosidade. Os camundongos tinham acesso ad libitum a agua e racao propria para
animais de laboratério. Durante 72 horas no periodo pdés-cirargico, foram ofertados
agua e alimento pastoso, preparado por meio da mistura simples de racdo e agua até
a consisténcia adequada (1:1p/v), tendo sido renovados a cada 24 horas.

3.4 Eutanasia

ApoOs 7 ou 21 dias, todos os animais foram submetidos a eutanasia por meio da
técnica de sobredose anestésica, 0s quais receberam uma inje¢éo intraperitoneal (IP)
de cloridrato de xilazina (30 mg/kg) e cloridrato de ketamina (300 mg/Kg), de modo a
ndo causar nenhum sofrimento a eles.

As maxilas dos camundongos foram dissecadas e conservadas em
paraformaldeido (PFA) 4%, pH 7,0, por 24 horas.

3.5 Processamento histolégico

As maxilas foram submetidas a processamento histologico de rotina. As pecas

foram retiradas do PFA, lavadas em &lcool a 70% e transferidas para a solucéo
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tamponada de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%, pH 7,2, por cerca de 30
dias, sendo esse &acido substituido a cada 3 dias, para 0 processo de
desmineralizacdo. ApOs esse periodo, as pecas foram desidratadas em séries
crescentes de alcool, clarificadas em xilol e incluidas em parafina. Os blocos de
parafina foram seccionados em plano sagital (5um) e corados com Hematoxilina e
Eosina (HE — 1 e 3 minutos). As laminas foram montadas com Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e fotografadas no microscopio Opticam® O600R (Opticam
Microscopy Technology, S&o Paulo, Brasil), nos aumentos de 4x, 10x, 20 e 40x, para
andlises de morfometria do defeito, da deposicado 6ssea, do tecido de granulacdo e
analise de infiltrado inflamatorio, vascularizacdo (MUSSON et al., 2019) e quantidade
de tecido epitelial presente (espessura e area). Todas as imagens foram avaliadas por

meio do programa ImageJ.

3.5.1 Padronizacao da regido de analise histomorfométrica

Uma imagem representativa de um primeiro molar superior fixado em seu
tecido periodontal de suporte foi utilizada como referéncia de area alveolar a ser
avaliada nas amostras tratadas. No programa ImageJ, foi desenhada a area de
interesse (ROI), chamada “macro” (FIGURA 3), a qual pode ser transferida para todas
as outras imagens de modo a padronizar uma mesma area e regido para todas as
amostras. Pequenos ajustes individualizados foram realizados posteriormente para
cada amostra (aproximadamente 2,78% para mais ou para menos), quando
necessario, uma vez que variacbes anatbmicas entre os animais ou distor¢cdes no
procedimento de inclusdo das amostras poderiam estar presentes. Dentro dessa ROI,
toda area representativa de tecido 6sseo foi demarcada, contabilizada em micrémetro

quadrado (um?) e registrada em planilhas do programa Microsoft Excel®.
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Figura 3 — Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina (H&E) representativa
de um primeiro molar superior esquerdo fixado em seu tecido
periodontal de suporte. Sobre essa regido qual foi desenhada a macro

(indicada pela seta). Barra de magnificagdo = 200 ym.

Fonte: Dos autores, 2023.

3.5.2 Avaliacao histomorfométrica

Para contabilizacéo da area de formacéao 0ssea e tecido conjuntivo/granulacgéo,
0 aumento de 4x foi utilizado, uma vez que era possivel visualizar todo o defeito 6sseo
correspondente ao primeiro molar superior esquerdo. Considerou-se como ela sendo
a area total de tecido 6sseo subtraida da ROI. Os valores foram registrados em
planilhas do programa Microsoft Excel®.

O tecido epitelial foi mensurado em cada amostra dentro da ROI previamente
estabelecida, sendo primeiramente tomadas medidas de espessura do epitélio. Para
cada imagem foram realizadas dez medi¢cdes ao longo do comprimento do tecido
epitelial adjacente ao defeito 6sseo. Posteriormente, a area de tecido epitelial foi
demarcada e contabilizada. Considerou-se a extensédo do epitélio limitada ao alvéolo
do dente extraido. Todos os dados foram registrados em planilhas do programa
Microsoft Excel®.
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3.5.2.1 Sistema de pontuacéo para classificacdo da regeneragdo dssea

Utilizando um sistema de pontuacéo para classificacdo da regeneracdo 0ssea
proposta por Musson et al. (2019), trés amostras para cada grupo (HyStem®-HP e
HyStem®-HP + BG-Carb) e cada tempo experimental (7 e 21 dias) foram avaliadas
de acordo com escores para 0s seguintes parametros histolégicos: porcentagem de
defeito recoberto por 0sso, novo tipo 6sseo formado, vascularizagéo e inflamacgéo. Um
escore total de 0 — 10 (TABELA 2) foi atribuido a cada amostra ao final. Os escores
de cada grupo, em cada tempo, foram comparados. Importante ressaltar que essa
avaliacéo foi realizada de forma terceirizada por um avaliador cego (I.B.V.) que teve

acesso ao banco de imagens com os aumentos de 4x, 10x e 20x.

Tabela 2 — Sistema de pontuacéo histolégica para classificagdo da regeneracao éssea.

Novo tipo ésseo Vascularizagéo Inflamacéo
Porcentagem
; formado
de defeito .
(Presenca de (Presenca de células
recoberto por . o . . L
(Natureza do tecido vascularizagdo em meio  inflamatdrias ao redor do
0SSO0 .
formado no defeito) a0 0sso neoformado) 0ss0 neoformado)
Escore: Escore: Escore: Escore:
on 0 — Auséncia de 0sso i AN 0 — Inflamacéo abundante
0-0% 0 — Sem evidéncias .
o novo 1 - Poucas células
1-1-24% . 1 — Poucos novos vasos . .
1 — Predominantemente inflamatorias (10-50)
2 —25-49% ; (<10) T
tecido o 2 — Sem evidéncia de
3 -50-74% . 2 — Neovascularizacéo . . L
2 — Predominantemente células inflamatorias
4 —75-100% abundante
lamelar remodelado presentes

Fonte: adaptado de Musson et al., 2019.

3.6 Estatistica

Todos os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism
Software (GraphPad Prism versao 9.5.0 para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA). A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os testes t de
Student ou Mann-Whitney foram utilizados para identificar diferencas entre os

tratamentos. Os dados foram analisados no nivel de confianga de 95% (p < 0,05).
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RESUMO

O tecido 6sseo é um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar. Entretanto,
defeitos 6sseos de maiores dimensdes tém tal processo dificultado e, em situacdes
de dificil reparacdo espontanea necessitam de auxilio de enxertos ou materiais
apropriados para dar suporte a neoformacdo éssea. Hidrogéis sdo excelentes
materiais a serem utilizados para esse fim, uma vez que sao capazes de mimetizar a
maioria das propriedades dos tecidos conjuntivos. Recentemente, despertou-se um
interesse significativo no desenvolvimento de hidrogéis hibridos que pudessem ser
utilizados em varias aplicagcbes biomédicas. Uma diversidade de particulas é
combinada a esse hidrogéis resultando em melhores propriedades. Dessa forma, este
estudo tem como objetivo avaliar a influéncia de um scaffold contendo acido
hialurbnico associado a um biovidro experimental de origem vegetal - Equisetum
hyemale (BG-Carb), na regeneracdo de um defeito 6sseo em maxila de
camundongos. Nesse estudo preliminar, camundongos C57BL/6 (n = 3 por grupo e
tempo experimental) (CEUA #042/2022) tiveram seu primeiro molar superior esquerdo
extraido. Em seguida, uma ponta diamantada KGS #2128 (KG Soresen®), acoplada
a um motor em baixa rotacao (5000 rpm) foi utilizada para a realizacdo de um defeito
com a remocao do septo alveolar. Parte dos animais tiveram os defeitos preenchidos
exclusivamente por HyStem®-HP (hidrogel a base de acido hialurénico) (2 uL),
enquanto a outra parte recebeu BG-Carb (1 pg) disperso em HyStem®-HP (2 puL).
ApoOs a eutanasia, as amostram foram processadas para analise histologica de rotina
para histomorfometria, graduacdo do processo inflamatorio, vascularizacdo e
neoformacédo 0ssea apos 7 e 21 dias pés-cirurgicos. Os resultados foram analisados
considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Aos 7 dias, 0 grupo que
recebeu a associacdo BG-Carb e HyStem®-HP apresentou maiores valores
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numéricos de neoformacédo éssea, todavia sem diferenca significativa em relagcédo ao
uso exclusivo de HyStem®-HP (controle). Aos 21 dias, os grupos HyStem®-HP e BG-
Carb associado a HyStem®-HP apresentaram resultados semelhantes tanto na
guantificacdo de tecido 6sseo como de conjuntivo. O escore total para graduacao para
cada material também foi semelhante aos 7 e 21 dias. Apesar disso, comparando-se
cada material nos tempos 7 e 21 dias, o grupo HyStem®-HP apresentou aumento
significativo de parametros qualitativos e quantitativos, demonstrando que a
associacdo HyStem®-HP + BG-Carb apresentou neoformacdo éOssea inicial mais
robusta. A quantificagéo epitelial da regido da cirurgia aos 21 dias em ambos os
grupos revelou aumento significativo da espessura, continuidade e uniformidade do
epitélio nos grupos tratados com o a associacdo dos biomateriais em relacdo ao
controle. Nas condi¢cdes experimentais deste estudo, tanto o uso do HyStem®-HP
como do HyStem®-HP + BG-Carb podem promover neoformacéo 6ssea. No entanto,
a associacao do hidrogel & base de acido hialurébnico com o BG-Carb parece promover
neoformacdo Ossea inicial mais consistente e estimular a proliferacdo da mucosa
adjacente a cirurgia com maior espessura do tecido epitelial.

Palavras-chave: materiais biocompativeis; nanogéis; regeneracédo éssea

INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um tecido naturalmente capaz de se autorregenerar.
Entretanto, no que diz respeito a defeitos Gsseos maiores, 0 processo torna-se
dificultado [1]. Por isso, alguns defeitos désseos sdo considerados grandes desafios
para a pratica clinica médica ortopédica e odontolégica/craniofacial [2,3,4]. Esses
defeitos podem ser de origem congénita, infecciosa, traumatica ou por consequéncia
de resseccédo tumoral e exodontia [4,5], 0s quais atingem 0s 0ssos maxilares podendo
trazer prejuizos ao paciente.

No ambito da Odontologia, a reconstrucdo Ossea € importante para a
reabilitacdo funcional e estética do paciente [6]. Para isso, uma técnica ja bastante
utilizada é a colocacéo de enxertos de biomateriais. Dentre os diversos biomateriais
existentes, os hidrogéis sdo materiais bastante compativeis, uma vez que Sao
capazes de mimetizar a maioria das propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas dos
tecidos [7,8] (FISHER et al., 2010; SLAUGHTER et al., 2009). O acido hialurénico
(AH), polissacarideo natural presente na matriz extracelular do tecido conjuntivo [9]
(MASON; CROSSMAN; SWEENEY, 1989), é também constituinte de hidrogéis, os
quais sdo amplamente utilizados como scaffolds na engenharia tecidual.

Nos ultimos anos, uma grande variedade de materiais foram encapsulados em

meio a hidrogéis para que estes se tornassem compostos com propriedades
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superiores e com a funcionalidade desejada [10], como os compostos de vidro bioativo
que, além de apresentarem robustez, capacidade de preenchimento e bioatividade
[11,12], possuem ainda uma estrutura porosa similar ao 0sso trabecular. Portanto, tém
potencial em ajudar no processo de regeneracdo 0ssea, fornecendo as células um
molde temporario e elementos essenciais para que cresgam em seu interior [13].
Nesse contexto, estd o BG-Carb, um vidro bioativo vegetal com elevado teor de silica,
carbono e diversos oligoelementos, derivado da queima da planta vulgarmente
chamada cavalinha (Equisetum hyemale) [14].

Vidros bioativos disponiveis comercialmente ainda sdo materiais de elevado
custo [15]. No entanto, a utilizacdo do BG-Carb é atraente uma vez que seu processo
de producdo tem custo inferior [14]. Além disso, sua rigueza de componentes
potencialmente osteoindutores e osteogénicos, poderia possibilitar vantagens ao
profissional e ao paciente, com um pdés-operatdrio mais curto e eficiente em termos
de neoformacéo Ossea.

A inexisténcia de estudos com abordagem in vivo avaliando a eficiéncia da
combinacdo do AH com o BG-Carb na neoformacédo éssea dos maxilares motiva a
realizacdo deste trabalho. Assim, este estudo buscou avaliar a influéncia de um
scaffold constituido desses materiais na regeneracdo 6ssea de um defeito critico
criado na regido maxilar de camundongos, em area remanescente dos alvéolos das
raizes dos primeiros molares superiores apds a sua extracao. A hipétese do estudo é
de que esse defeito 6sseo criado possa ser regenerado de forma acelerada com a

utilizagdo desse nanocomposto.

MATERIAIS E METODOS

Foram calculados 36 camundongos C57BL/6, com peso entre 15 e 25¢g, de
ambos 0s sexos e idade de 5 semanas, que foram obtidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram distribuidos aleatoriamente

segundo os grupos descritos na tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais por grupos experimentais

Réplicas
Grupos Tempo _
analisadas
HyStem®-HP 7 dias n=3
HyStem®-HP + BG-Carb 7 dias n=3
Controle negativo 21 dias n=2
HyStem®-HP 21 dias n=3
HyStem®-HP +BG-Carb 21 dias n=3

E digno de nota que a extensiva perda de animais no pos-operatorio levou a
uma divergéncia entre 0 niumero de réplicas calculadas e o nimero de réplicas

analisadas, o que fez com que o estudo fosse tratado como preliminar.

Procedimentos cirargicos

Os animais foram pesados e anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (100 mg/kg). Os animais
foram, entdo, posicionados na mesa cirargica (FIGURA 1a e 1b) [16] e submetidos a
exodontia do primeiro molar superior esquerdo. Com o objetivo de assegurar 0s
procedimentos, uma camera intraoral — de uso humano — com luz (FIGURA 1c),
posicionada a aproximadamente 3 centimetros da cavidade oral do camundongo, foi
utilizada para ampliar, em tempo real, a visualizacdo dos operadores em um monitor
de 15 polegadas.

O primeiro molar superior esquerdo do camundongo foi luxado utilizando-se a
ponta de uma agulha hipodérmica 22G (FIGURA 2a). Um defeito 6sseo de quatro
paredes foi, entdo, produzido com a remocdo do septo alveolar e planificacdo da
parede inferior do seio maxilar apos o procedimento de extracdo, de forma adaptada
a literatura prévia [6]. Os defeitos foram criados na area dos alvéolos das raizes do
primeiro molar, com o auxilio de um micromotor elétrico acoplado a um contra-angulo
com uma ponta diamantada tronco-cénica KGS#2128 (KG Soresen, Cotia, Brasil), de
1 mm de ponta ativa (FIGURA 1d), girando a 5.000 rpm, sob irrigacdo com soro
fisioloégico —, o qual foi gotejado manualmente junto a ponta diamantada e removido

com o auxilio de bolinhas de algodao estéril absorvente. Essa ponta diamantada foi
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inserida no alvéolo em posicéo paralela ao eixo central do dente, de modo que a sua
ponta ativa penetrasse (tamanho correspondente a 1 mm) tendo como limite a altura
da gengiva marginal livre, sem que ocorressem movimentos laterais (FIGURA 2c).
Sua remocao acontecia seguindo a mesma trajetéria, porém em sentido inverso. Em
seguida, a ponta de uma sonda periodontal era inserida no defeito criado para
inspecionar de modo tatil a qualidade do defeito realizado (FIGURA 2d).

Figura 1 — Materiais utilizados no procedimento experimental. Mesa cirlrgica personalizada (a).
Imagem ilustrativa do animal posicionado na mesa cirdrgica com um contra-angulo
préximo a sua cavidade oral (b). Camera intraoral de uso humano adaptada para
magnificacdo da cirurgia no camundongo (c). Ponta diamantada tronco-conica de topo
plano KGS #2128 com 1 mm de ponta ativa (d). HyStem®-HP (Sigma-Aldrich) (e).

d = e

Fonte: Dos autores, 2023 (a, b, ¢, €). KG Soresen® (d).

Para os animais que receberam os biomateriais, a cavidade foi preenchida,
utilizando uma pipeta (FIGURA 2f), com aproximadamente 20 uL de acido hialurdénico
(HyStem®-HP, Sigma-Aldrich) (FIGURA 1e), manipulado de acordo com as
orientacdes do fabricante ou com a associacao entre acido hialurdénico e o BG-Carb,
tendo este dltimo sido gentilmente cedido pela quimica Rosangela Maria Ferreira Da
Costa e Silva [14]. A associacdo entre o HyStem®-HP e o BG-Carb consistia na
mistura manual desses itens preparada em placa de vidro estéril. Dessa forma,

aproximadamente 10 ug de BG-Carb foi incorporado a 20 pL do hidrogel, com o auxilio
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de uma agulha hipodérmica 22G 1 x 1/2 estéril descartavel. Em seguida, a associa¢ao
foi pipetada e despejada sobre a placa diversas vezes de forma a obter a maior
homogeneidade possivel do material.

O grupo controle negativo ndo recebeu qualquer biomaterial. Confirmada a
integridade das paredes do defeito e a estabilidade dos materiais nele inserido
(FIGURA 2g), o sitio operado foi coberto e protegido por cimento cirdrgico sem
eugenol (Coe-Pak™ - GC Amercia Inc) (FIGURA 2h). Apos o retorno da anestesia, 0s
animais receberam uma dose de anti-inflamatorio via oral, meloxicam (0,1 mg/Kg).

Ainda, foram administradas a mesma dose 24h e 48h apds a cirurgia.

Figura 2 — Sequéncia do procedimento experimental cirlrgico. Luxacdo do primeiro molar
superior esquerdo do camundongo com o auxilio da ponta de uma agulha
hipodérmica (a). Primeiro molar superior esquerdo apo6s exodontia (b).
Confeccédo do defeito 6sseo utilizando uma ponta diamantada KGS #2128 (c).
Inspecao tatil do defeito 6sseo com uma cureta Gracey 5-6 (d). Defeito 6sseo
criado — indicado pela seta (e). Insercdo do biomaterial com o auxilio de uma
pipeta (f). Defeito 6sseo preenchido com o biomaterial — indicado pela seta (g).

Protecdo do defeito 6sseo e estabilizagdo do biomaterial com o auxilio do

cimento cirdrgico sem eugenol (h).
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Os animais foram mantidos em biotério do Departamento de Morfologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG com controle de temperatura e
luminosidade. Os camundongos tinham acesso ad libitum a agua e racao prépria para
animais de laboratério. Durante 72 horas no periodo pos-cirargico, foram ofertados
agua e alimento pastoso, preparado por meio da mistura simples de ragdo e agua até

a consisténcia adequada (1:1 p/v), tendo sido renovados a cada 24 horas.

Eutanasia

Apbs 7 ou 21 dias, todos os animais foram submetidos a eutandsia. As maxilas
dos camundongos foram dissecadas e conservadas em paraformaldeido (PFA) 4%,
pH 7,0, por 24 horas.

Processamento histoldgico

As pecas foram retiradas do PFA, lavadas em alcool a 70% e transferidas para
a solucdo tamponada de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%, pH 7,2, por
cerca de 30 dias, sendo esse acido substituido a cada 3 dias, para o processo de
desmineralizacdo. Em seguida, foram desidratadas, clarificadas e incluidas em
parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em plano sagital (5um) e corados
com Hematoxilina e Eosina. As laminas foram montadas e fotografadas para anélises
de morfometria do defeito, da deposicao 6ssea, do tecido de granulacao e analise de
infiltrado inflamatdrio, vascularizacédo [17] (MUSSON et al., 2019) e quantidade de
tecido epitelial presente (espessura e area). Todas as imagens foram avaliadas por

meio do programa ImageJ.

Padronizacdo da regido de andlise histomorfométrica

Uma imagem representativa de um alvéolo intacto contendo o primeiro molar
superior esquerdo foi utilizada como referéncia de area alveolar a ser avaliada nas
amostras tratadas. No programa ImageJ, foi desenhada a area de interesse (ROI),
chamada “macro”, a qual pode ser transferida para todas as outras imagens de modo

a padronizar uma mesma area e regido para todas as amostras. Dentro dessa ROlI,
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toda &rea representativa de tecido 0sseo foi demarcada e contabilizada em
micrometro quadrado (um?) (FIGURA 3).

Figura 3 — Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina (H&E)
representativa de um alvéolo intacto sobre a qual foi desenhada a

macro (indicada pela seta). Barra de magnificagcdo = 200 pm.

Fonte: Dos autores, 2023.

Avaliacao histomorfométrica

Para contabilizagéo da area de formagéo 0ssea e tecido conjuntivo/granulagéo,
o aumento de 4x foi utilizado, uma vez que era possivel visualizar todo o alvéolo
correspondente ao primeiro molar superior. Considerou-se como ela sendo a area
total de tecido 6sseo subtraida da ROI.

O tecido epitelial foi mensurado em espessura e area, considerando-se a

extensdo do epitélio limitada ao defeito dsseo criado.

Sistema de pontuacéao para classificacdo da regeneracao 6ssea

Trés amostras para cada grupo (HyStem®-HP e HyStem®-HP + BG-Carb) e
cada tempo experimental (7 e 21 dias) foram avaliadas de acordo com escores [17
adaptado] para os seguintes parametros histolégicos: porcentagem de defeito

recoberto por 0sso, novo tipo 6sseo formado, vascularizagdo e inflamacao. Um escore
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total de 0 - 10 (TABELA 2) foi atribuido a cada amostra ao final. Os escores de cada

grupo, em cada tempo, foram comparados.

Tabela 2 - Sistema de pontuacao histolégica para classificacdo da regeneragéo 6ssea.

Novo tipo 6sseo Vascularizacao Inflamacéo
Porcentagem
. formado
de defeito .
(Presenca de (Presenca de células
recoberto por . o . . .
(Natureza do tecido vascularizacdo em meio  inflamatérias ao redor do
0SSO0 .
formado no defeito) ao 0sso neoformado) 0ss0 neoformado)
Escore: Escore: Escore: Escore:
on 0 — Auséncia de 0sso o 0 — Inflamagé&o abundante
0-0% 0 — Sem evidéncias .
o novo 1 - Poucas células
1-1-24% . 1 — Poucos novos vasos . .
1 — Predominantemente inflamatorias (10-50)
2 —25-49% ; (<10) T
tecido . 2 — Sem evidéncia de
3 —-50-74% . 2 — Neovascularizagéo . . e
2 — Predominantemente células inflamatérias
4 —75-100% abundante
lamelar remodelado presentes

Fonte: adaptado de Musson et al, 2019.

Estatistica

Todos os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism
Software (GraphPad Prism versao 9.5.0 para Mac, GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA). A distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os testes t de
Student ou Mann-Whitney foram utilizados para identificar diferencas entre os

tratamentos. Os dados foram analisados no nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

RESULTADOS

A quantificacdo da formacéo O0ssea para cada um dos tratamentos realizados
pdde ser visualizada aos 7 dias (FIGURA 4) e aos 21 dias (FIGURA 5). Apesar de
numericamente aumentada para o grupo HyStem®-HP + BG-Carb aos 7 dias, a
quantificacdo 6ssea ndo apresentou diferenca estatistica significativa quando
comparada ao grupo HyStem®-HP (p = 0,057). Aos 21 dias, a quantificacdo 0ssea
em ambos o0s grupos com biomaterial foi similar (p = 0,660). Ressalta-se que
significativa neoformacao 6ssea foi observada no intervalo entre 7 e 21 dias para o
grupo tratado com HyStem®-HP (p < 0,0001), indicando que esse biomaterial levou
mais tempo para atingir os niveis de neoformacdo 6ssea do nanocomposto. Aos 21
dias, ao se comparar os grupos tratados HyStem®-HP e HyStem®-HP + BG-Carb

com o controle negativo em que apenas o defeito 0sseo foi realizado, também né&o
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houve diferenca estatistica em relacdo a formacéo 6ssea (p = 0,886 e p = 0,669,

respectivamente) (FIGURA 7).

Figura 4 — Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sitio cirlrgico dos grupos
no 7° dia pos-cirurgia. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b). Gréficos de
barra mostrando a média + erro padréo, sendo ns = néo significativo. Formacao éssea
(um?) (c) e Tecido conjuntivo/granulagao (um?) (d). Barra de magnificagdo = 200 um.
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Fonte: Dos autores, 2023.

Figura 5 — Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sitio cirdrgico dos grupos
no 21° dia pods-cirurgia. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b). Graficos de
barra mostrando a média + erro padrdo, sendo ns = néo significativo. Formacao dssea
(um?2) (c) e Tecido conjuntivo/granulacdo (um?) (d). Barra de magnificagdo = 200 um.
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Com relagéo a andlise de tecido intertrabecular, ndo houve diferenga estatistica
na quantificacdo de tecido conjuntivo/granulagéo aos 7 dias (p = 0,190) (FIGURA 4d)
ou 21 dias (p = 0,914) (FIGURA 5d) entre os grupos tratados com biomateriais. No
entanto, para o grupo que nao recebeu nenhum tratamento (controle negativo), a
guantidade de tecido mole/granulacéo foi estatisticamente maior em relagdo a ambos
0s grupos HyStem®-HP (p = 0,009) e HyStem®-HP + BG-Carb (p = 0,008) (FIGURA
7).

Figura 6 - Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sitio cirargico dos grupos
no 21° dia pos-cirurgia — epitélio. HyStem®-HP (a) e HyStem®-HP + BG-Carb (b).
Gréficos de barra mostrando a média * erro padréo, sendo ns = néo significativo; **** =
estatisticamente significativo com p<0,05. Espessura epitelial (um) (c) e Area epitelial

(um) (d). Barra de magnificagéo = 200 pym.
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Figura 7 — Fotoicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sitio cirdrgico dos
grupos no 21° dia pos-cirurgia. Controle negativo (a). Graficos de barra mostrando
a média + erro padrdo, sendo * = p<0,05. Formacao 6ssea (um?) (b) e Tecido
conjuntivo/granulagéo (c). Barra de magnificagdo = 200 ym
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Fonte: Dos autores, 2023.

Ao se avaliar o componente epitelial dos tratamentos aos 21 dias, observou-se
maior espessura nos grupos tratados com HyStem®-HP + BG-Carb em comparacao
ao HyStem®-HP (p < 0,0001). Embora tenha sido observado maior valor numérico
para a area epitelial no grupo HyStem®-HP + BG-Carb, essa diferenca nédo foi

estatisticamente significativa em relacéo ao &cido hialurénico (p = 0,135) (FIGURA 6).
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Figura 8 — FotoMicrografias coradas em hematoxilina e eosina (H&E) do sitio cirdrgico do grupo no 21°

dia pos-cirurgia. Controle negativo. Barra de magnificagdo = 200 um
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Fonte: Dos autores, 2023.

Tabela 3— Pontuacéo histolégica para classificacdo da regeneracédo 6ssea

larizach Inflamacéao
Novo tipo ésseo Vascularizagao
Porcentagem formado (Presenca de Escore
Grupos de defeito (Presenca de célulgs total
P recoberto . vascularizagéo em . e
or 0SS0 (Natureza do tecido Meio 80 0SSO inflamatérias ao (0-10)
P formado no defeito) neoformado) redor do 0sso
neoformado)
Escore:
0 - Inflamacéo
Escore: Escore: Escore: 1- ggﬂgggnte
' 0 — Auséncia de osso 0 — Sem evidéncias .
0—-0% células
novo 1 — Poucos novos . ‘s
1-1-24% 1 — Predominantemente vasos (<10) inflamatérias
2 — 25-49% tecido o_ (10-50)
3 —50-74% 2 — Predominantemente Neovascularizacio 2~ €M
4 — 75-100% & evidéncia de
lamelar remodelado abundante .
células
inflamatérias
presentes
Tl _G1_Al 1 1 1 0 3
Tl _G1_A2 2 2 2 0 6
T1_G1_A3 1 1 1 0 3
T1 G2_Al 2 1 1 0 4
T1 G2 _A2 3 2 2 1 8
T1 G2_A3 2 1 2 0 5
T2_G1 Al 4 2 2 0 8
T2_G1_A2 4 2 2 0 8
T2_G1_A3 4 2 2 0 8
T2_G2_Al 4 2 2 0 8
T2_G2_A2 4 2 2 0 8
T2_G2_A3 3 1 1 1 6

Fonte: Dos autores, 2023.
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Graficol — Escore total (média) de pontuacao histolégica para classificacdo da cicatrizacdo
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Fonte: Dos autores, 2023.

No sistema de pontuacdo histologica (TABELA 2) observou-se um aumento
estatisticamente significativo de escore histoldgico total do grupo HyStem®-HP
comparando-se o tempo 7 dias e o tempo 21 dias (p = 0,044), com aumento da
neoformacdo Ossea nesse intervalo. Ainda se comparando os dois tempos
experimentais, ndo houve diferenca estatistica para os grupos tratados com
HyStem®-HP + BG-Carb p = 0,369) (GRAFICO 1). Dentro do mesmo tempo
experimental, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados com biomateriais quanto aos parametros histologicos estudados (GRAFICO

1). A analise qualitativa histologica confirmou os achados quantitativos.
DISCUSSAO

Considerando-se a possibilidade de novas abordagens terapéuticas para
aprimoramento dos resultados de neoformacgédo 0ssea, 0os biomateriais naturais se
destacam por possuirem uma capacidade impar de facilitar os processos celulares,
isto €, adeséao, migracao, proliferacéo e diferenciacéo celular, indicando o seu elevado
potencial para utilizacdo na engenharia tecidual [18]. Com isso, materiais que
apresentem boa biodegradabilidade, bom custo-beneficio, biocompatibilidade e sejam
biogénicos tém sido alvo de pesquisas [19].

Desde que a Organizacéo das Nacdes Unidas determinou diversas metas para

o milénio, dentre elas, aquelas que dizem respeito a0 meio ambiente e com a
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necessidade de producédo responséavel e a¢des contra a mudanca climatica global, e
considerando ainda a preocupacdo com a reducdo no desperdicio de recursos
naturais, a busca por tecnologias limpas tem se tornado frequente [20]. Nesse
contexto, podem-se citar os scaffolds vegetais, que se destacam, uma vez que a
maioria dos scaffolds utilizados na engenharia tecidual é sintético ou derivado de
animais, o que faz com que sejam dispendiosos e gerem grande impacto ambiental
[21]. No entanto, uma limitagéo importante a se citar a respeito dos scaffolds vegetais
€ a sua deficiéncia nas propriedades mecanicas [22]. Ainda que o objetivo deste
trabalho ndo tenha sido avaliar a resisténcia mecéanica do HyStem®-HP associado ao
BG-Carb é possivel hipotetizar que o composto melhora a resisténcia mecéanica da
base de &cido hialurbnico - HyStem®-HP sozinho. Esse hidrogel consegue
estabelecer interacdes e ligacdes quimicas com a agua, mimetizando a maioria das
propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos tecidos [7,8,23], e assim como o0 BG-
Carb, possui a mesma composicao inorganica dos fluidos corporais [14].

O potencial osteogénico do BG-Carb foi testado in vitro [14]. Esses autores
observaram gque esse material promoveu a proliferacéo celular e a deposicéo de célcio
nas culturas de células pré-osteoblasticas, com a formacédo de uma camada superficial
de hidroxiapatita, corroborando com estudos prévios sobre biovidros [24,25].

Até o presente momento, ap0s ampla pesquisa na literatura, constatou-se nao
haver estudos que avaliem o efeito in vivo do BG-Carb, destacando-se ainda a sua
aplicacao direta em defeitos 6sseos intrabucais. Os resultados do presente estudo
mostram que a associacdo HyStem®-HP + BG-Carb apresentou maiores valores
numeéricos de neoformacéo 0ssea, aos 7 dias, ainda que sem diferenga significativa
em relacdo ao uso exclusivo de HyStem®-HP. Qualitativamente, segundo o escore
total aos 7 dias, esses achados se confirmaram.

Aos 21 dias ambos os biomateriais atingiram resultados semelhantes de
formacao de tecido 6sseo e tecido conjuntivo. Assim também foi observado para o
escore total de cada material nesse ultimo tempo experimental. No entanto, o grupo
tratado com HyStem®-HP apresentou aumento significativo no escore total de
parametros aos 7 e 21 dias. Isso também se deu na analise quantitativa de osso. Essa
diferenca € sugestiva de que o biomaterial sozinho, sem o BG-Carb, teve a
neoformacdo Ossea impulsionada apenas nas Ultimas semanas de andlise.
Inversamente, sugere-se que o BG-Carb associado ao HyStem®-HP promoveu uma

formacédo Ossea inicial mais robusta que continuou até o ultimo tempo experimental



47

mesmo utilizando metade da quantidade de acido hialurénico do grupo controle. Um
efeito muito importante dos vidros bioativos, descobertos no inicio deste século € o
controle que esses materiais exercem sobre a expressao génica de osteoblastos [26],
explicando a capacidade que os biovidros tém na inducdo da neoformacéo Ossea.
Apesar de serem resultados ainda preliminares, o uso do hidrogel contendo &cido
hialurénico e do BG-Carb parece ser promissor na inducdo inicial de tecido
mineralizado em lojas cirurgicas produzidas artificialmente na cavidade bucal.

Em modelos de estudo murino, o reparo tecidual 6sseo em camundongos
resulta na formacdo de um calo cartilaginoso 7 dias apos a lesédo, sendo, entéo,
convertido em osso 14 dias depois [27]. Aos 21 dias, esses animais ja passaram por
um reparo 6sseo alveolar completo [28]. Por ouro lado, o tempo de regeneracdo 6ssea
em ratos utilizando biovidro como material de enxertia foi avaliado e observou-se que
o tempo de regeneracdo Ossea foi superior ao tempo em que nenhum material foi
utilizado [29]. Isso se justificaria pelo fato de scaffolds apresentarem uma dissolucéo
lenta, impedindo o fechamento completo do defeito 6sseo no tempo necessario para
gue isso ocorra na auséncia de materiais. Corroborando com os achados desses
altimos autores, nenhuma das amostras analisadas neste trabalho apresentou o
reparo completo aos 21 dias, como mostra a tabela 2, em que n&o atingiram o escore
maximo de neoformacdo Ossea. Apesar disso, ambos os biomateriais levaram a
menor formacéo de tecido conjuntivo/granulacdo quando comparados a nao-utilizacao
de quaisquer biomateriais.

O modelo animal do presente trabalho foi adaptado de Amaral et al. (2017), que
utilizando um modelo de defeito 6sseo alveolar de 4 paredes em ratos — encontraram
gue a droga sintética osteoindutora ranelato de estréncio tem influéncia positiva no
reparo de defeitos 6sseos intrabucais, sendo essa substancia capaz de acelerar o
processo de neoformacdo e maturacdo 0ssea em ratos. Esses achados prévios e
nossos dados preliminares confirmam as vantagens da utilizacdo de biomateriais
osteoindutores, destacando-se o beneficio de se ser de origem natural/vegetal, em
defeitos 6sseos que demandem maiores volumes de regeneracdo 0ssea. Além disso,
ambos biomateriais testados no presente estudo levaram a menor formacéo de tecido
conjuntivo/granulagdo quando comparados a néo-utilizagdo de biomateriais. Esses
dados podem sugerir um caminho importante para novas pesquisas

O potencial regenerador do AH no tecido epitelial oral foi comprovado, em que

se observou a cicatrizacdo do tecido periodontal, com formacédo de tecido de
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granulacao, reepitelizacdo e angiogénese [30]. Um outro estudo [31], apresentando
resultados semelhantes, foi conduzido tratando feridas em mucosa oral de coelhos
com vidros bioativos. Observou-se, entdo, o fechamento completo da ferida com a
auséncia de sinais de inflamacdo em uma semana de pos-operatorio. Esses
resultados corroboram com os achados histolégicos e imuno-histoquimicos dos
autores, com um aumento na atividade celular e na vasculariza¢do, enquanto o grupo
nao tratado apresentou ferida aberta com infiltrado supurativo e vascularizacéo
diminuida. Ainda, tais resultados levaram a importante conclusdo de que o uso do
biovidro como scaffold natural em um ambiente Umido e com micro-organismos
presentes, como € a cavidade oral, é bastante favoravel. Neste estudo, observaram
na quantificacdo epitelial da mucosa que recobria o sitio cirargico aos 21, a associacao
HyStem®-HP + BG-Carb parece estimular a proliferacdo da mucosa adjacente a
cirurgia com maior espessura epitelial e um selamento mais uniforme da regiéo
operada. Esse pode ser um ponto importante no sucesso da enxertia de forma a
prevenir ulceracdes e garantir a estabilidade de tratamentos pré-protéticos e protéticos
subsequentes. Ainda, esses resultados apontam uma direcdo de pesquisas futuras,
em que esse material poderd ser testado para reparo tecidual do epitélio oral.

O modelo de alvéolo pds-exodontia tem sido bastante utilizado em pesquisas
para avaliacao de fatores que podem influenciar no processo de reparo 6sseo [32,33].
Entretanto, ainda que represente um modelo viavel para analise da regeneracéo
0ssea, essas cavidades geradas pela exodontia simples dos molares dos animais
apresentam limitacdes, como variacdo anatbmica do tamanho do alvéolo, presenca
de septos inter-radiculares e residuos remanescentes do ligamento periodontal, os
quais podem interferir na interpretacdo dos resultados. Modelos de defeitos 6sseos
mais amplos e padronizados tém sido tradicionalmente criados em tibias, fémures e
calotas cranianas de animais de laboratério [34,35]. No entanto, para pesquisas
odontologicas, o ideal seria a utilizacgdo de um modelo de defeito 6sseo com
caracteristicas semelhantes ao reparo 6sseo do complexo bucomaxilofacial, uma vez
gque a cavidade oral representa um desafio aos processos de reparo 0sseo,
diferentemente de outras localidades, considerando sua microbiota residente e seus
tecidos estdo constantemente expostos a forcas mecanicas multidirecionais e
diferencas de temperatura [28,36].

Assim, como mencionado anteriormente, este trabalho utilizou, de forma

adaptada, um modelo de defeito 6sseo em alvéolo dentario de ratos padronizado por
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Amaral et al. (2017), de modo que os beneficios das técnicas de padronizacédo animal
em defeitos extraorais se aproximassem dos desafios encontrados no meio bucal,
mais especificamente nos 0ssos maxilares. No entanto, algumas dificuldades foram
encontradas, uma vez que esse modelo adaptado ainda ndo foi validado.
Camundongos sdo animais bastante pequenos e frageis, o que fez com que o
processo cirargico fosse delicado. A ponta diamantada foi penetrada para confecgéo
do defeito 6sseo em aproximadamente 1 mm, a medida de sua ponta ativa. Porém, a
fragilidade da parede inferior do seio maxilar e seu rompimento levou a perda
prematura de muitos animais tratados, o que fez com que o niamero amostral para
cada grupo se reduzisse. Adicionalmente, o rompimento do assoalho do seio maxilar
comprometeu diretamente as analises histolégicas posteriores de outros animais que
sobreviveram ao procedimento. Talvez, devido a pequena variacdo anatbmica
individual da profundidade do alvéolo de cada animal tenha ocorrido perfuracdo desse
assoalho ou até a propria luxacdo do dente levou a descontinuidade de sua
integridade. Ainda, mesmo com a utilizacdo da camera intraoral para ampliar a
visualizacdo dos operadores, nem sempre foi possivel garantir, por meio visual, a
destruicdo completa dos septos inter-radiculares ou a remocao de eventual raiz
fraturada remanescente no alvéolo. Dessa forma, o procedimento de criacdo da loja
cirargica com o defeito 6sseo no modelo murino se revelou de alto grau de dificuldade.

Essas intercorréncias e limitagdes levaram a perda de amostras apos todo o
processo experimental, sendo em sua maioria detectadas apos a analise das laminas
histoldgicas. Ou, ainda, possivelmente, devido ao estresse do procedimento, houve
uma perda precoce expressiva de animais no periodo pds-cirurgia, mesmo com
sangramento intra/pés-operatério controlado e medicacdes administradas conforme
protocolo aprovado pela CEUA. Assim, esses diversos fatores, certamente,

contribuiram para a redu¢édo do numero de amostras.

CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais deste estudo, tanto o uso do biomaterial
HyStem®-HP + BG-Carb como do HyStem®-HP indicam a possibilidade de promover
neoformacdo 6ssea. No entanto, a associacdo HyStem®-HP + BG-Carb parece

promover neoformacédo 6ssea inicial mais consistente e estimular a proliferagdo da
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mucosa adjacente a cirurgia com maior espessura epitelial, levando possivelmente a

um selamento epitelial uniforme da regiéo.

ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi submetida a Comiss&do de Etica e Uso Animal (CEUA) da

UFMG, a qual a aprovou sob o protocolo de numero 42/2022.

REFERENCIAS

[1] Tanaka M et al 2020 Applications of Carbon Nanotubes in Bone Regenerative
Medicine Nanomaterials 10 659

[2] Meinel L et al 2005 Silk implants for the healing of critical size bone defects Bone
37 688-398

[3] Taga MLL 2005 Andlise histolégica e radiografica do potencial osteopromotor da
membrana de cortical 6ssea bovina no reparo de defeito 6sseo de tamanho critico
na calvéaria de cobaia. (Cavia porcellus) Dissertacdo Faculdade de Odontologia de
Bauru Universidade de S&o Paulo

[4] Tollemar V et al 2016 Stem cells, growth factors and scaffolds in craniofacial
regenerative medicine Genes & Diseases 3 56-71

[5] Spicer PP et al 2012 Evaluation of bone regeneration using the rat critical size
calvarial defect Nature Protocols 7 1918-1929

[6] Amaral SA et al 2017 Evaluation of strontium ranelate in the repair of
standardized intrabuccal bone defects in a rat model Int J Clin Exp Med 10 7
10616a—10624

[7] Fisher OZ et al 2010 Bioinspired materials for controlling stem cell fate Accounts
of Chemical Research 43 419-428

[8] Slaughter BV et al 2009 Hydrogels in regenerative medicine Advanced Materials
21 3307-3329

[9] Mason RM et al 1989 The biology of hyaluronan New York: Wiley



o1

[10] Gaharwar AK et al 2014 Nanocomposite Hydrogels for Biomedical Applications.
Biotechnology and Bioengeneering 111 441-453

[11] Aznar E 2016 Gated materials for on-command release of guest molecules.
Chemical Reviews 116 561-718

[12] Giménez C et al 2015 Gated mesoporous silica nanopatrticles for the controlled
delivery of drugs in cancer cells Langmuir 31 3753-62

[13] Nommeots-Nomm A 2017 Highly degradable porous melt-derived bioactive
glass foam scaffolds for bone regeneration Acta Biomater 57 449-461

[14] Da Costa E Silva RMF et al 2022 Equisetum hyemale-derived unprecedented
bioactive composite for hard and soft tissues engineering Sci Rep 12

[15] Shih SJ et al 2012 One-step synthesis of bioactive glass by spray pyrolysis.
Journal of Nanoparticle Research 14

[16] Gomes NA et al 2022 Nestin and NG2 transgenes reveal two populations of
perivascular cells stimulated by photobiomodulation J Cell Physiol 237 2198-2210

[17] Musson DS et al 2019 Bovine bone particulates containing bone anabolic factors
as a potential xenogenic bone graft substitute J Orthop Surg Res 14 60

[18] Bao HA et al 2013 Naturally Derived Biomaterials: Preparation and Application
Regenerative Medicine and Tissue Engineering

[19] Yousaf SS et al 2020 Importance of biomaterials in biomedical engineering.
Advances in Medical and Surgical Engineering 149-176

[20] Programa Das Nagbes Unidas Para O Desenvolvimento 2003 As metas de
desenvolvimento do milénio

[21] Andonegi M et al 2020 Green Approach towards Native Collagen Scaffolds:
Environmental and Physicochemical Assessment Polymers 12 1597

[22] Seah J et al 2021 Scaffolds for the manufacture of cultured meat Critical
Reviews in Biotechnology 42 1-13

[23] Graga MFP et al 2020 Hyaluronic acid - based wound dressings: a review
Carbohydrate Polymers 241 2020.



52

[24] Imani Fooladi AA et al 2013 Sol—gel-derived bioactive glass containing SiO2—
MgO-CaO-P205 as an antibacterial scaffold Journal of Biomedical Materials
Research Part A 101 1582-1587

[25] Johari B et al 2016 Osteoblast—seeded bioglass/gelatin nanocomposite: a
promising bone substitute in critical-size calvarial defect repair in rat The International
journal of artificial organs 39 524-533

[26] Xynos ID et al 2001 Gene-expression profiling of human osteoblasts following
treatment with the ionic products of Bioglass® 45S5 dissolution Journal of Biomedical
Materials Research 55 151-157

[27] Serowoky MA et al 2022 A murine model of large-scale bone regeneration
reveals a selective requirement for Sonic Hedgehog npj Regen Med 7

[28] Pan J et al 2020 Interspecies comparison of alveolar bone biology: Tooth
extraction socket healing in mini pigs and mice J Periodontol 91 1653-1663

[29] Moura C et al 2016 Andlise do tempo de regeneragdo 6ssea utilizando biovidro
em ratos Revista Odontoldgica de Aracatuba 37 39-45

[30] Prato GPP et al 2000 Tissue engineering technology for gingival augmentation
procedures: a case report International Journal of Periodontics & Restorative
Dentistry 20

[31] Elshazly N et al 2020 Efficacy of bioactive glass nanofibers tested for oral
mucosal regeneration in rabbits with induced diabetes Materials 13 2603

[32] Kanyama M et al 2003 Connective tissue growth factor expressed in rat alveolar
bone regeneration sites after tooth extraction Archives of Oral Biology 48 723-730

[33] Tedfilo IM et al 2004 Bone healing in osteoporotic female rats following intra-
alveolar grafting of bioactive glass Arch Oral Biol 49 755-62

[34] Lee JA et al 2010 Effects of fibrin-binding oligopeptide on osteopromotion in
rabbit calvarial defects J Periodontal Implant Sci 40 211-9

[35] Puricelli E et al 2010 Characterization of bone repair in rat femur after treatment
with calcium phosphate cement and autogenous bone graft Head Face Med 6

[36] Kilian M et al 2016 The oral microbiome - an update for oral healthcare
professionals Br Dent J 221 657-666



53

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos biologicos no que diz respeito
a regeneracao 6ssea possivelmente proporcionada pelo hidrogel a base de &cido
hialurénico HyStem®-HP, bem como da associacédo entre BG-Carb e HyStem®-HP,
sem que fossem avaliados os efeitos fisico-quimicos no processo biolégico. Além
disso, ndo foi enfoque avaliar a interagdo quimica ocorrida na mistura do BG-Carb
com o HyStem®-HP. Portanto, estudos que facam essas avaliagbes sdao também
necessarios.

Diante das dificuldades e limitagdes técnicas e obedecendo aos principios dos
3Rs (refinar, reduzir, substituir) da experimentacdo animal, esta pesquisa foi
considerada um estudo preliminar in vivo. Recomendamos fortemente que o
instrumental e modelo experimental seja aprimorado antes que novos testes sejam

feitos in vivo, a fim de poupar sofrimento e vidas animais.
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APENDICE A — PECAS HISTOLOGICAS

Figura suplementar 1 — Pecas histologicas imediatamente apés eutanasia e
disseca¢édo. HyStem®-HP (a). HyStem®-HP + BG-
Carb (b). A seta indica o local referente ao alvéolo
do primeiro molar superior esquerdo.

Aspecto macroscopico

HyStem®-HP L

o

HyStem®-HP+
BG-Carb

Fonte: Dos autores, 2023.



ANEXO A — PROTOCOLO CEUA #42/2022

CERTIFICADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAC DE ETICA NO LSO DE ANIMAIS

Certficamos que o projeto intitulado "EFEITOS DO US0 DE BG-CARE ASSOCIADD A HIDROGEL DE Acipo
HIALURONICO MA REGENERACAQ DE DEFEITO OSEED CRITICO EM MAXILA®, protocolo do CEUA: 4272022
sob a responsabilidade de Ivana Marcia Alves Diniz que envolve a producdo, manutenc3o efou utiizacSo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subflo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de B de outubro de 2008, do Decreto n® 6.580 de 15 de

ulho de 2009, & com as normas editsdas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA)

e fioi aprovade pela COMISSAD DE ETICA MO LSO DE ANIMAIS (CELUA) DA UNIWVERSIDADE FEDERAL DE

MINAS GERAIS. em reunido de 22/02/2022.

Vigéncia da Autorizagso

220272022 a 21022027

Finalidade

Pesquisa

*Ezpéciellinhagem

Camundengo fransgénico / CSTBLE NG2-Ds Red

N® de animas

&

Pesolldade 20g | 5{semanas)
Sexo ndiferente
Origem Biotéric da Morfologia

*Espécieflinhagem

Camundongo fransgénico / C5TBLE NG2-Ds Red

N® de animas

8

Pesolldade 20g | 5{semanas)
Sexo ndiferente
Origem Bioterio da Morfologia

*Ezpéciellinhagem

Camundengo fransgénico / CSTBLE NG2-Ds Red

N® de animas

&

Pesolldade 20g | B{semanas)
Sexo ndiferente
Origem Biotério da Morfologia

*Espéciellinhagem

Camundenge fransgénico / C5TBLE NG2-Ds Red

N* de animas

]

Pesolldade 20g | S{semanas)
Sexo ndiferente
Origem Bioterio da Morfologia

*Especiellinhagem

Camundengo fransgénico / CSTBLE NG2-Ds Red

N® de animas

&

Pesolldade 20g | 5{semanas)
Sexo ndiferente
Origem Biotério da Morfologia

*Espécieflinhagem

Camundongo fransgénico / CSTBLE NG2-Ds Red

N® de animas

i
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Pesolldade 20g ! 5{semanas)
Sexo ndferente
Origem Biotério da Morfologia

Consideractes posteriores:

2202722

Aprovade no dia 220202022 Validade: 22022022 3
21/02/2027. Este protocolo fol aprovado condicionado a
resposta 3 diigéncia na reunido de 21/02/2022.

Belo Horizonte, 15/08/2022.
Atenciosamente,

Sistema Solicte CEUA UFMG

hitps.aplicativos ufmg_brisolicite_ceual

Universidade Federal de Minas Gerais

Avenida Antdnio Carlos, 8627 — Campus Pampulha

Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-801 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4518
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