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Paulo AO. Terapia de defeito critico em cranio de ratos pela
associacao de xenoenxerto bovino e células derivadas de peridsteo
autégeno [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2009.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a associa¢do de
células derivadas de peri6osteo autogeno (CDPA) e xenoenxerto de
hidroxiapatita e colageno | (HA/Col) no reparo de defeito critico de
cranio de ratos. CDPA de 10 ratos Wistar foram semeadas na
densidade de 1,0x10° células sobre discos de HA/Col (8x2mm) em
DMEM:HAMF12 com 10% soro fetal bovino e dexametazona, acido
ascorbico e B-glicerofosfato por 6 dias. Ensaio funcional comparou
efeito de coagulo sanguineo (G1), osso autégeno (G2), HA/Col (G3)
e HA/Col+CDPA (G4) preenchendo defeito de 8 mm de cranio de
ratos (n=40) em 1 e 3 meses. A analise radiografica ndo exibiu
variacdo temporal, tendo G1 e G2 discreto novo osso marginal;
radiopacidade dos materiais em G2, G3 e G4 impediu confirmar
osteogénese central. A analise histologica dos grupos mostrou em
G1 tecido conjuntivo denso e ilhas de ossificagdo (1-3m), em G2
coalescéncia do material e osteogénese (1-3m), em G3 ossificacao
intramembranosa (1m) e novo osso homogéneo ao redor e
substituindo HA (3m) e em G4 abundante tecido conjuntivo frouxo
permeando material (1m) e novo osso heterogéneo (3m); ndo houve
necrose, inflamagdo crénica ou exuberéncia de células gigantes
tipo corpo estranho. As analises histomorfométrica e estatistica
mostraram diferencga significativa (p<0,05) para biomaterial (1m) de
G2 (23,3%) com G3 (44,6%) e G4 (47,5%) e para ganho 6sseo (3m)
de G2 (10,9%) com G1 (4,6%) e G4 (5,1%), tendo G3 (8,5%)
neoformacdo o6ssea proxima a G2. Conclui-se que CDPA néo
aumentam formacao 6ssea se associadas a HA/Col.

Palavras-chave: Transplante heter6logo; Durapatita; Colageno tipo
I; Peridésteo; Osteoblastos; Células-tronco.






Paulo AO. Therapy for critical defect in rat calvaria by the
association of veal xenograft and cells derived from periosteum
autogenous [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2009.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the association of
autogenous periosteum derived cells (APDC) and xenograft made
up hydroxyapatite and collagen | (HA/Col) in repair of critical size
defect in rat calvaria. APDC of 10 Wistar rats were seeded with
density of 1,0x10° cells above discs of HA/Col (8x2mm) in
DMEM:HAMF12 with 10% fetal bovine serum and dexamethasone,
ascorbic acid and B-glicerophosphate until 6 days. Functional assay
compared effect of blood clot (G1), autogenous bone (G2), HA/Col
(G3) and HA/Col+CDPA (G4) filling the 8mm-defect in rat skull
(n=40) at 1 and 3 months. Radiographic analysis did't have time
variation, with G1 and G2 showing mild peripheral new bone;
radiopacity of materials in G2, G3 and G4 didn’t enable to confirm
central osteogenesis. Histologic analysis of groups showed in G1
dense connective tissue and bone islets (1-3m), in G2 fusion of
material and osteogenesis (1-3m), in G3 intramembranous
ossification (1m) and homogeneous new bone around and substitute
HA (3m) and in G4 abundant loose connective tissue permeating
the material (1m) and heterogeneous new bone (3m); there is not
necrosis, chronic inflammation or exuberance of giant cell like
foreign body reaction. Histomorphometric and statistic analysis
showed significative differences (p<0.05) for biomaterial (1m) from
G2 (23,3%) to G3 (44,6%) and G4 (47,5%) and for bone gain (3m)
from G2 (10,9%) to G1 (4,6%) and G4 (5,1%), with G3 (8,5%)
showing new bone formation closer to G2. It’s possible to conclude
that APDC don’t increase bone formation if associate to HA/Col.

Keywords: Transplantation heterologous; Durapatite; Collagen
Type |; Periosteum; Osteoblasts; Stem Cells.






INTRODUCAO

O tecido 6sseo é um tipo de tecido conjuntivo
altamente vascularizado, tem basicamente as fungdes de
sustentacdo, protecdo dos oOrgados internos e locomogdo. Os
osteoblastos que sdo fibroblastos “sofisticados” como afirmaram

Ducy et al.*®

(2000), sé@o as células responsaveis pela formagao da
matriz organica dos ossos e tem acdo também na sua
mineralizagé063, estdo dispostos em uma camada aderida sob a
superficie o6ssea tem wuma forma cuboidal, com nucleos
predominantemente arredondados’®. Os osteoblastos podem ser
detectados pela identificacdo da osteocalcina por meio da
imunomarcagédo®®®® ou da PCR?°. Segundo Nefussi et al.?® (1997),
muitos sistemas, incluindo células de calvaria, células de endésteo
e células medulares estromais mostram formagdo de noddulos
6sseos in vitro. A direcdo do crescimento do osso é sempre
perpendicular a base dos osteoblastos®®. A formacdo de osso
depende da migracdo de uma populacdo de células potencialmente
osteogénicas, e da diferenciagcdo desta populagdo em células

secretorias maduras®®.

Em 1963, Urist, Mclean'?® estabeleceram que a
razao da osteogénese ou formagcdo de novo osso deve ser superior
a razdo de invasdao de tecido fibroso durante reparo de lesdes

endocondrais.

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude,
existem mais de 150 doencas e sindromes relacionadas a

problemas esqueléticos e articulares’®.

Embora haja grande progresso no desenvolvimento
de substitutos 6sseos, ainda nao existe o biomaterial ideal que
mimetize as propriedades e caracteristicas de células viaveis

especializadas em produzir este tecido. Dessa forma, a
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bioengenharia tecidual surge como uma ferramenta capaz de
utilizar celulas isoladas, fatores de crescimento que induzem
proliferacdo celular (como proteinas Osseas morfogenéticas) e
substratos adequados que agem como carreadores de células ou
proteinas, objetivando criar tecidos autégenos em laboratério e

possibilitar sua aplicagdo como agentes terapéuticos®*#%4%71:86.117

Os significativos avancos em técnicas de biologia
celular e molecular permitiram obter células precursoras de
osteoblastos (células-tronco mesenquimais e células

osteoprogenitoras) e diferencia-las em osteoblasto, sendo isoladas
26,57,61,65,77,95,104,105

de uma grande variedade de tecidos como
medula 6ssea de crista iliaca®"®*®? tibia e fémur®®, espinha
toracica e lombar??, osso trabecular'’??, tecido adiposo'®?, tecido
muscular, sinovia'®®, polpa dental de dentes deciduos® ou

permanentes®®, papila dental®®, sangue periférico*®>, derme’?,

placenta*?, sangue'*?>'®" ou parede de corddo umbilical®® e

periésteo10,58,107,112,115,119,124,128.

Segundo Akita et al.® (2004) e Kim et al.®® (2003), as
citocinas podem influenciar o grau de indugido osteogénica in vitro
de células tronco mesenquimais e o padrdo de reparo 0sseo in
vivo.

A severidade de um trauma 6sseo € 0 género podem
afetar a capacidade proliferativa (ou densidade celular) e de
reserva de células-tronco mesenquimais de medula 6ssea. Em
termos de densidade celular, o sexo masculino teve maior
representatividade nas médias dos individuos saudaveis, desunides
atroéficas enquanto as mulheres obtiveram melhor quantificagdo em
monofraturas e multiplos traumas. Isso sugere que o trauma
estimula a mobilizacdo, replicacdo e diferenciacdo dessas células,
sendo sua frequéncia média aumentada em pacientes com multiplas
injarias (sexo feminino) e diminuida em casos de desunido atréfica

(mulheres/homens) e monofraturas (homens)'°®.
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A insergcdo das células-tronco mesenquimais ou
osteoprogenitoras podem ser por via sistémica ou topica. A forma
sistémica nédo requer a presenca de materiais carreadores, pois se

baseia na infusdo sanguinea?®®’ s,

ou percutanea

Particularmente, um grande numero de pesquisas
tém investigado o potencial de células derivadas de periésteo na
diferenciacdo em células osteogénicas, representando uma
interessante fonte alternativa a medula éssea nos ultimos 10

19,35,52,56,60,82,90,103,127
anos

. A engenharia tecidual usando células de
periosteo teria como grande vantagem a necessidade de pequenas
quantidades de tecido do paciente obtidas por meio de técnicas
pouco invasivas e mais seguras do que os métodos convencionais.
Poderia ser usada por dentistas como terapia regenerativa de osso
alveolar, indicada em casos de periodontites e implantes dentais,
devido a sua facil manipulagdo, expansdo em laboratorio e
reimplante em fase de mineralizagédo inicial no proprio paciente,
sendo mais facil coletar células do periésteo mandibular durante
uma cirurgia oral de rotina do que de aspirado de medula

6ssea®'®

. Em relagédo ao potencial osteogénico, células derivadas
de periosteo tém taxa de proliferagdo maior que células estromais
medulares, refletindo este menor tempo de cultura celular em
menor custo e risco de contaminacdo, apesar destas células
apresentarem menos marcadores osteogénicos (como fosfatase
alcalina e noédulos de mineralizagdo) do que as células de medula

o6ssea’®®

. Contudo, a despeito do periosteo representar uma fonte
viavel para células osteoprogenitoras, falta um biomaterial que
reuna as caracteristicas adequadas para atuar como um carreador
na bioengenharia éssea.

Materiais de enxerto podem se classificar quanto a
origem e a composi¢cdo. Quanto a origem, pertencem a uma das
quatro categorias: autogenos'’7®%"  alégenos, xenodgenos ou
aloplasticos; matrizes xendgenas de origem bovina mostraram-se
biocompativeis em diversos modelos biolégicos, como o rato®®'"".

Os xenoenxertos podem conter colageno ou hidroxiapatita, bem
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97,123

como a combinacdo de ambos . O colageno é biodegradavel e

permite adesao, crescimento e diferenciacao celular'®'%’

13,106,119

. A apatita
natural & osteocondutora e tem se mostrado osteoindutora
em alguns modelos in vivo*®*"%¢"2¢ vidal'?" (1996) inicialmente
testou o compodsito natural formulado com 75% de hidroxiapatita e
25% de colageno tipo |, de origem xenoégena, observando no
periodo de 57 dias em ratos na regido supraperiosteal do cranio e
em pequenos defeitos 6sseos circulares em fémur (didmetro: 1-
2mm), formacdo de ostedide e/ou osso imaturo circular aos

granulos de hidroxiapatita. Em design funcional'®?"27:28:34:37.50,59

)
comprovaram que o mesmo material preenchendo defeito ésseo
critico em cranio de ratos isoladamente mostrou-se biocompativel,
osteocondutor e parcialmente biodegradéwel6 no periodo de 3
meses.

Nos ultimos anos, o cultivo de células tem sido feito
em arcaboucgos, de forma a mimetizar a estrutura tridimensional do
tecido 6sseo’'. Os osteoblastos criam um micro-ambiente suficiente
para preservar a competéncia osteogénica, atingindo a completa
maturacdo com depésito de matriz extracelular, mantendo
interacdes reciprocas e adaptativas célula-célula e célula-matriz
extracelular®®. O estudo pioneiro de Sakata et al.'®® (2006),
enxertando células de periésteo mandibular humano carreadas por
uma esponja colagena tridimensional em defeito 6sseo de tamanho
critico em calvaria de rato imunossuprimido, demonstrou em 5
semanas significativo crescimento 6sseo central se comparado ao

controle. Hayashi et al.*®

(2008) mostraram que a associagido de
células derivadas de periésteo alogeno (de diafises de fémur e
tibia) e hidroxiapatita implantada no tecido subcutédneo de ratos
gera osso ectopico no periodo de 6 semanas. Rodrigues et al.’
(2003) acrescentaram um dado favoravel no campo da
bioengenharia tecidual: compoésito de hidroxiapatita e coldgeno |
testado apresenta adesio e espraiamento de osteoblastos humanos

dentro de 11 dias em cultura celular.
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A literatura é escassa no estudo in vivo da
associagao de células derivadas de periésteo a um carreador
compoésito (hidroxiapatita e colageno); como ja descritos, cada
componente desta associagdo teria propriedades favoraveis a
formacdo Ossea, o que justifica mais pesquisas no campo da
bioengenharia tecidual. Por este motivo, procurou-se avaliar
funcionalmente esta associagdo com potencial benéfico ao

tratamento de perdas 6sseas extensas.






REVISAO DA LITERATURA

FORMACAO E ESTRUTURA OSSEA - OSTEOBLASTOS

As células responsaveis pela sintese e secre¢cdo de
matriz orgénica do osso sao os osteoblastos. Os osteoblastos
formam também as vesiculas da matriz que sdo associadas a
enzima fosfatase alcalina, fundamental na mineralizacéo 6ssea®’.
Os osteoblastos estdo dispostos em uma camada aderida sob a
superficie oOssea tem uma forma cuboidal, com nucleos
predominantemente arredondados’”.

Em cultura, os osteoblastos podem ser muito
semelhantes aos fibroblastos a ndo ser pelo fato de que estes néo
sd0 capazes de produzir uma matriz extracelular mineralizada.
Entretanto, ndo existem evidéncias até o momento de que a
mineralizacdo da matriz seja determinada por genes expressos
somente por osteoblastos. Geneticamente podemos considerar os
osteoblastos como fibroblastos especializados, ja que quase todos
0s genes expressos nos osteoblastos sdo também expressos em
fibroblastos. Somente dois fatores sdo transcritos especificamente
em osteoblastos: Cbfa1 (fator de transcricdo indutor de
osteoblastos), expressos em niveis de 10 a 100 vezes mais altos
em osteoblastos do que em qualquer outro tipo celular, e
osteocalcina (marcador especifico de osteoblastos maduros). O
Cbfa1l possui um papel critico na diferenciagcdo de linhagens
osteogénicas. Durante o desenvolvimento embrionario, a expresséo
de Cbfa1 precede a diferenciacdo dos osteoblastos e é restrita as
células mesenquimais destinadas a serem condrécitos ou
osteoblastos. A formacdo Ossea esta implicada diretamente ou
indiretamente em crescimento O6sseo longitudinal, mineralizagcdo
6ssea e remodelagdo Ossea, todas as fungbes que nado sao
facilmente estudadas in vitro. Dessa forma, a compreensdo do
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controle molecular da fungdo de osteoblastos tem sido
significativamente baseada em tecnologia de delecdo de genes®®.

A deposigdo da matriz extracelular é uma importante
etapa na formacgdo de todos os tecidos rigidos e o6rgdos. Os
osteoblastos ndo sé sdo responsaveis pela deposicdo da matriz
6ssea, como também regulam a diferenciacdo dos osteoclastos e a
sua atividade no processo de reabsorgdo O0ssea, o que remete a
essas células um papel importante, mesmo que por vias indiretas,
na regulacdo de homeostasia do calcio®>"°.

In vivo, a deposicdo da matriz € um processo
altamente direcionado que requer que os osteoblastos fagcam a
distincdo entre a membrana ligada por contato (juncdes) e a
membrana livre, com o objetivo de direcionar o fluxo de vesiculas
para uma determinada regido. Por serem células polarizadas, os
osteoblastos secretam as proteinas que vao constituir a matriz
(ostedide), de forma perpendicular a base da célula, longe dos
capilares e em direcdo a superficie 6ssea ja existente. Sendo
assim, a direcdo do crescimento do osso € sempre perpendicular a
base dos osteoblastos®®. Os osteoprogenitores dos osteoblastos
derivam das células mesenquimais pluripotentes, que por sua vez
dao origem a progenitores de outras linhagens de células como
fibroblastos, mioblastos, adipdcitos e condrocitos*®".

O desenvolvimento 6sseo pode ocorrer através de
dois processos: ossificacdo intramembranosa e ossificagdo
endocondral. A ossificacdo intramembranosa é responséavel pela
formacdo dos ossos da calota craniana como o frontal, o parietal,
parte do occipital e as partes escamosas e timpanicas do osso
temporal. Através deste processo se originam também, a maxila, a
mandibula e a clavicula. A ossificagdo intramembranosa também
contribui para o aumento em espessura dos o0ssos longos e para o
crescimento dos ossos curtos®.

O inicio da ossificagdo intramembranosa ocorre com
a ativacdo das células mesenquimais que proliferam e se agrupam

na presenga de uma abundante rede de capilares. Em seguida
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estas células se diferenciam em osteoblastos que passam a
sintetizar e secretar as moléculas constituintes da matriz orgéanica
(osteodide), que é posteriormente mineralizada. A deposi¢gdo dos
componentes da matriz organica e a sua subsequente
mineralizacado acarretam o aprisionamento dos osteoblastos dentro
desta matriz calcificada e, nesta condicdo, se diferenciam em
ostedcitos’®.

O entrelacamento de varios centros de ossificagao
intramembranosa resulta na formacdo das trabéculas ou traves
6sseas e entre elas, amplas cavidades abrigam numerosos vasos
sanguineos. Dessa forma, origina-se o osso primario, que com o
aparecimento dos osteoclastos é gradualmente substituido pelo
osso maduro ou lamelar®?.

O processo de ossificagdo endocondral &
responsavel pela formacdo dos ossos longos das extremidades,
bem como das vértebras e costelas. Neste tipo de ossificacdo as
células mesenquimais proliferam, condensam e se diferenciam em
condroblastos. A partir dai, um esbogo cartilaginoso ¢ inicialmente
formado, na regido e na forma do futuro osso. Na superficie da
regido mediana do modelo cartilaginoso, células mesenquimais
adjacentes ao pericondrio se diferenciam em osteoblastos. Estes
passam a sintetizar e secretar matriz organica 6ssea que em
seguida é mineralizada, formando externamente ao pericéndrio do
modelo cartilaginoso um anel ésseo, que restringe a passagem de
nutrientes para os condrocitos na parte mais interna da cartilagem.
A seguir, os condrécitos sofrem alteracdes e comegcam a
hipertrofiar’®>. Durante esse processo os condrocitos produzem
vesiculas da matriz que promovem a sua mineralizagdo, com
subsequente morte das células por apoptose, restando apenas as
cavidades entre os tabiques da matriz cartilaginosa calcificada. A
persisténcia da matriz mineralizada mesmo ap6s a morte e
desaparecimento dos condrécitos, serve de suporte para a
deposicdo do osso subcondral. As cavidades deixadas pelos

condrocitos entre os tabiques de matriz cartilaginosa calcificada
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sdo invadidas por capilares e células indiferenciadas vindas do
mesénquima adjacente. Estas células se diferenciam em
osteoblastos, que passam a sintetizar e secretar a matriz orgéanica
6ssea sobre os tabiques de cartilagem calcificada, que servem
apenas de ponto de apoio para a ossificagdo. Essa matriz é
posteriormente mineralizada, dando origem ao tecido 6sseo onde,
anteriormente, havia tecido cartilaginoso’®.

Segundo Akita et al.® (2004), a presenca de citocinas
pode influenciar o grau de indugdo osteogénica in vitro de células
tronco mesenquimais e o padrdo de reparo 6sseo in vivo em
modelo de defeito critico craniano. Através da aplicacdo de bFGF
(fator basico de crescimento de fibroblastos) (2,5 ng/mL) e BMP-2
(50 ng/mL) além do meio suplementado osteogénico, observou-se
em cultura expressdo de fosfatase alcalina e osteocalcina, e em
defeito craniano tratado com esponja colagena acrescida de 10pg
de BMP-2 e bFGF, que produziu osteoécitos maduros circundados
por osteoblastos e osteoclastos. Expressando fosfatase alcalina e
osteocalcina, com maior imunoreatividade observada nos espagos
intersticiais do carreador colageno, acelerando o padrao de reparo
6sseo.

O mecanismo pelo qual o osso é formado a partir de
células previamente n&do diferenciadas, seja na recuperagdo de
uma fratura, na recuperacao do tecido em torno de um implante ou
na remodelacao, é semelhante. A formacdo de osso depende da
migracao de uma populagdo de células potencialmente
osteogénicas, e da diferenciacdo desta populagdo em células
secretorias maduras. Tanto na remodelacdo endosteal como na
cortical, isto envolve a migracao através de uma matriz de tecido
conjuntivo primitivo, células perivasculares, endosteais, ou células
da camada interna do periosteo para a superficie da regido
reabsorvida. Da mesma forma, na fratura e recuperagédo peri-
implante, a populacdo potencialmente osteogénica vai migrar
através do coagulo assumindo a retencdo do mesmo, e vai atingir a

superficie dos fragmentos de osso ou implante, dentro do local da
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lesdo. Em cada um destes casos, as células que atingem a
superficie so6lida do tecido 6sseo velho ou do implante, vao iniciar a
sintese de matriz nessas superficies. As células que se diferenciam
antes de atingir a superficie do alvo vao secretar matriz. Como
consequUéncia, elas irdo parar de migrar e, portanto, ndo atingirdo a
superficie do alvo. Dessa forma, a osteoconducado vai resultar em
uma espicula 6ssea avancando na dire¢cdo da superficie do alvo.
Por outro lado, os osteoblastos diferenciados, ativos na secrecéo,
irdo se afastar da superficie em conseqiéncia da diferenciacdo
precoce, ou ficar presos como ostedcitos na matriz que eles
produziram?®°.

E a taxa de sintese da matriz recém-formada que
produz as diferengas significativas na aparéncia do osso lamelar e
esponjoso. O osso lamelar é o resultado de secregdo lenta e
sincronizada, enquanto 0 0sso esponjoso € o resultado de secrecéao
rapida e nao sincronizada. Aparentemente a estrutura e a
composi¢cao do osso formado in vitro mimetizam o osso esponjoso.
Isto é particularmente significativo para aqueles interessados em
estratégias de engenharia de tecidos baseadas em estagio de
formacédo de matriz de tecido 6sseo in vitro. Mesmo nas estratégias
de engenharia de tecidos, nas quais as células-tronco ou
osteoprogenitoras sdo semeadas sobre ou dentro de um arcabouco
que ¢é implantado imediatamente, a primeira matriz de osso
formada dentro do arcabougo sera de osso esponjoso, o qual sera
substituido durante remodelacdo de longo termo. De fato, na
remodelacdo 6ssea, seja do o0sso esponjoso ou lamelar, um novo
osso se forma sobre a superficie sélida resultante da absorgéo
6ssea. Este novo osso tem caracteristicas particulares e a sua
formacédo é denominada de novo, resultante da atividade de células

osteogénicas em recente estado de diferenciacao®®.
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TRATAMENTO DE PERDAS OSSEAS SEVERAS E/OU
CRITICAS

De acordo com a Organizagdo Mundial de Sadude,
existem mais de 150 doencas e sindromes relacionadas a
problemas esqueléticos e articulares’®.

O tecido 6sseo possui alta capacidade de
regeneragdo esponténea, porém este potencial & limitado pelo
tamanho do defeito. Nos Uultimos anos, varios procedimentos
cirurgicos usando substitutos 6sseos bioldgicos ou sintéticos tém
sido desenvolvidos para o tratamento destes defeitos no intuito de
promover seu fechamento com novo tecido 6sseo que possua
caracteristicas morfolégicas e funcionais similares ao tecido
original®®®’.

Segundo Schmitz, Hollinger'®® (1986), a quantidade
de reparo que ocorre no defeito 6sseo é dependente do tamanho da
ferida. Um defeito critico pode ser definido como o menor tamanho
de ferida intra-6ssea em um osso particular ou espécie animal que
ndo cicatrizara espontaneamente durante o tempo de vida do
animal. A patogénese dos defeitos O0sseos de tamanho critico
envolvem 2 mecanismos: a) formagdo de uma barreira fibroblastica
pelo periésteo ou segundo Dahlin et al.?® (1991), prolapso de tecido
mole dentro do defeito com fusdo de dura e pericranio, devido a
rapida migragcédo de fibroblastos, prevenindo a unido das margens
6sseas, ou b) incapacidade do hematoma no momento de injuria
em se organizar e fechar a fenda grande, levando a auséncia de
outros elementos osteogénicos e fazendo reparo incompleto.

A qualidade do reparo O0sseo sob condic¢des
experimentais 6timas (defeitos estaveis e nédo-infectados) pode ser
influenciada marcadamente por cinco variaveis: (1) espécies
animais, (2) idade do animal, (3) localizagdo anatémica do defeito

experimental, (4) tamanho do defeito e (5) peridsteo intacto**®*.
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Segundo Schimitz, Hollinger'®® (1986), o modelo de
defeito critico em calvaria tem muitas similaridades a regiao
maxilofacial, sendo um sitio freqliente para teste de materiais de
reparo 6sseo. O cranio, quando comparado a outros 0sso0s, possui
pobre suprimento sanglineo e a relativa deficiéncia de medula
6ssea, fisiologicamente Ilembrando uma mandibula atréfica.
Morfoldégica e embriologicamente, a calvaria desenvolve-se de uma
membrana precursora e entdo lembra ossos membranosos da
face'®®. Em 1963, Urist, McLean'?? estabeleceram que a razdo da
osteogénese ou formagédo de novo osso deve ser superior a razéo
de invasdo de tecido fibroso durante reparo de lesdes
endocondrais. Aparentemente, este principio se aplica também ao
osso intramembranoso. Oklund et al.}” (1986) mostra que o
recrutamento de células perivasculares do estroma da medula
6ssea e o0 endo6steo podem direcionar de forma eficiente o
crescimento 6sseo das bordas para completa regeneracdo 6ssea no
animal adulto.

Takagi, Urist'' (1982) mostraram que defeitos de 8
mm de didmetro criados em calvaria de ratos Sprague-Dawley
velhos nao repararam espontaneamente em 12 semanas, sendo
observada uma formacédo oOssea inferior a 50% do defeito, por
técnicas radiografica e histopatoléogica. Essa formacido Oéssea
diminuta ocorreu principalmente nas margens do defeito de
calvaria, mas se observou também na camada mais profunda da
dura-mater em forma de ilhas de novo osso. Ratos em desmame
formam um modelo animal ndo-satisfatério para avaliar materiais
de reparo o6sseo devido a sua grande capacidade de reparar
espontaneamente defeitos grandes.

Honma et al.’® (2008), pesquisaram o mecanismo
biolédgico que regula o processo de reparacao 6ssea do defeito de
tamanho critico permanece desconhecido. O presente estudo foi
desenhado para investigar a reparagdo O0ssea, em um defeito de
tamanho critico em comparacdo com a de um menor ou ndo-critico.

Os defeitos em calvarias de rato foram utilizados como modelo para
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o experimento. A taxa de formacéo 6ssea foi analisada com raios-X
e morfometria 6ssea a produgdo de osteoblastos e ostedcitos foi
avaliada por histologia molecular com a hibridizag&o in situ para o
colageno tipo | e osteocalcina. Formacao de reparagdo O6ssea por
24 semanas, independentemente da conclusdo do reparo do
defeito. Os resultados sugerem que osteoblastos e ostedcitos
cessdo a formacdo Ossea, bem como a diferenciagdo dos
osteoblastos progenitores declina em 24 semanas. Além disso, a
reparacao 6ssea procede do periosteo, em ambos os lados do osso
parietal, mas nado a partir da superficie do rebordo 6sseo ao redor
do defeito original. Os resultados poderdo fornecer informacgdes
uteis para a investigacédo clinica na reparacgao 6ssea.

O declinio de formacdo oOssea bem como a
finalizacdo da diferenciacdo dos osteoblastos é explicado pela
senescéncia que é a paralisacao irreversivel da duplicagédo celular
pelo encurtamento dos teldbmeros restringindo por conseqiiéncia a
reparacdo tecidual®"'"°,

Materiais de enxerto podem se classificar quanto a
origem e a composigcdo. Quanto a origem, pertencem a uma das
quatro categorias: autogenos'’7®®  alégenos, xenodgenos ou
aloplasticos; matrizes xendgenas de origem bovina mostraram-se
biocompativeis em diversos modelos biolégicos, como o rato®®'"",
Nos ultimos anos, o cultivo de células tem sido feito em arcaboucgos
(scaffolds), de diferentes origens, de forma a mimetizar a estrutura
tridimensional do tecido 6sseo’'%°.

Autdgenos sdo materiais tirados do hospedeiro e séo
0 Unico tipo de material de enxerto que possui habilidades
osteogénica, osteoindutiva e osteocondutiva, sendo entéo
considerados o “padrdo ouro” para regeneragdo de estruturas
6sseas. Como ratifica Oklund et al.®” (1986) e Oliveira et al.®®
(2008) o osso trabecular fresco autégeno é superior a todos os
tipos de osso autégeno processado ou osso alégeno fresco ou
processado. Seja como for, seu uso é limitado pela necessidade de

um segundo sitio cirdrgico para coletar o o0sso, possiveis
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complicagbes pos-operatorias relacionadas ao procedimento de
coleta (morbidade, incluindo infecgdo, malformacgao, dor e perda de
funcdo) e campo limitado em algumas situagdes (quantidade
insuficiente)'’.

Os materiais alégenos sao tirados de outro individuo
da mesma espécie com diferentes gendtipos, como cadaveres,
parentes ou bancos ésseos. Para a preparagdo como enxerto, sdo
muitas vezes simplesmente congelados, congelados a seco,
irradiados ou desmineralizados. O congelamento dos ossos doados
diminui a antigenicidade do enxerto, enquanto a irradiagédo diminui
a chance de infeccdo e a desmineralizagdo remove o conteudo
mineral, deixando somente o colageno e morfégenos, aumentando
o potencial osteoindutivo. As vantagens de alégenos sobre
autégenos sédo a eliminagédo da necessidade de sitio doador durante
cirurgia e a rapida disponibilidade. Entretanto, as desvantagens
incluem rejeicao, infeccdo e maiores periodos de reparo, o que
tipicamente resulta em menos volume 6sseo que o autégenogo.

Os materiais aloplasticos sdo osteosubstitutos
sintéticos facilmente disponiveis e que dispensam a necessidade
de sitio doador do paciente. Idealmente, devem ser biocompativeis
com tecidos hospedeiros, nao-antigénicos, ndo carcinogénicos e
ndo-inflamatérios. Adicionalmente, eles devem ser suficientemente
porosos e interconectivos para tecidos para permitir crescimento
dentro e em volta do implante (osteoconducido), capazes de
estimular osteoindugdo, reabsor¢do e reposi¢do por 0sso,
radiopacos para permitirem boa visualizacdo e distingéo
radiografica, aptos a resistir a esterilizacdo sem perder qualidades
favoraveis, estaveis em varias temperaturas e sob umidade,
baratos e facilmente obtidos. A maioria dos materiais aloplasticos
sdo osteocondutores e as principais limitacbes sdo a reabsorcéo
lenta e muitas vezes a capsula de tecido conjuntivo que pode afetar
estabilidade do enxerto®®. Materiais aloplasticos podem ainda
apresentar varias desvantagens como rejeigdo, infecgdo, perda e

toxicidade®’.
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Os materiais xendgenos ou xenoenxertos podem

conter colageno ou hidroxiapatita, bem como a combinagédo de

97,123

ambos O colageno €& biodegradavel e permite adeséo,

crescimento e diferenciagdo celular'® "%,

119

A apatita natural é
osteocondutora e tem se mostrado osteoindutora em alguns
modelos in vivo*"'?®. Vidal'®' (1996) inicialmente testou o
composito natural formulado com 75% de hidroxiapatita e 25% de
colageno tipo I, de origem xendgena, observando no periodo de 57
dias em ratos na regido supraperiosteal do créanio e em pequenos
defeitos 6sseos circulares em fémur (didmetro: 1-2mm), formacéao
de ostedide e/ou osso imaturo circular aos granulos de
1811 Silva et al."'" (2009)

comprovaram que o mesmo material preenchendo defeito 6sseo

hidroxiapatita. Em design funciona

critico em cranio de ratos isoladamente mostrou-se biocompativel,
osteocondutor e parcialmente biodegradé\vel6 no periodo de 3
meses.

Os xenoenxertos bovinos devem receber um
tratamento especial para evitar o risco de contagio da encefalopatia
espongiforme conhecida como “mal da vaca louca” por meio dos
prions, a hidroxiapatita é submetida a altas temperaturas (>1100° C
por 3 horas). Além disto, o colageno é extraido de gado rastreado,
proveniente de area geografica sem relatos de ocorréncia de
encefalopatias espongiformes e os tecidos utilizados(tendbes e
0ssos) também s&o de baixo risco®”.

Segundo Nefussi et al.®®

(1997), modelos in vitro de
osteogénese permitem estudo da cinética da diferenciagéo
osteoblastica. Muitos sistemas, incluindo células de calvaria,
células de enddsteo e células medulares estromais mostram
formacado de ndédulos 6sseos in vitro. De acordo com a cinética
celular baseada em autoradiografia e estudos
microcinematograficos, quatro sucessivas etapas morfolégicas de
formacédo do n6dulo ésseo podem ser distinguiveis: (a) proliferacao
celular com formacdo de camadas multicelulares; (b) mudancas

fenotipicas na superficie celular com diferenciagcdo celular; (c)
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atividade celular com formagdo e maturagdo de matriz e processos
de inclusédo celular; (d) mineralizagdo de matriz 6ssea medular com
formacdo de superficie 6ssea ativa e ostedcitos maduros. Em
estudos in vitro utilizando células periosteais e endosteais de
calvaria de ratos (pré osteoblastos), observou-se a expressédo das
proteinas nao-colagénicas Osteocalcina e Sialoproteina 6ssea
(BSP) na fase de diferenciacdo osteoblastica, enquanto
Osteonectina parece estar associada a fase de formagéo de matriz;
a BSP associa-se exclusivamente a cristais nodulares e a
Osteocalcina e a Osteonectina foram encontradas tanto em
ostedide quanto na matriz mineralizada.

O uso do PRP isolado nao leva ao sucesso no reparo
de defeitos criticos mas sua potencializagdo com o calcio mostrou
um melhor desempenho®®.

Particularmente, varias pesquisas tém investigado o
potencial de células derivadas de periésteo na diferenciacdo em
células osteogénicas, representando uma interessante fonte
alternativa @ medula éssea nos ultimos 10 anos'®*%82127,

Em relagcdo ao potencial osteogénico, células
derivadas de periosteo tém taxa de proliferagdo maior que células
estromais medulares, refletindo este menor tempo de cultura
celular em menor custo e risco de contaminacédo, apesar destas
células apresentarem menos marcadores osteogénicos (como
fosfatase alcalina e n6édulos de mineralizagdo) do que as células de

medula 6ssea’®®.

Mesmo podendo encontrar células
osteocompetentes na medula 6ssea, sua proporgdo é extremamente
baixa (0,001-0,01%)°" e diminui com o passar do tempo'?.
Recentemente, células-tronco tém despertado
grande atencgdo por conta de seu potencial uso em aplicagbes de
engenharia tecidual. Um material ideal para enxertia éssea do
ponto de vista biolédgico e biomecéanico é aquele que consegue ser
completamente reposto por novo osso formado pelo hospedeiro”.
Além da medula oOssea®®, existem outras fontes

teciduais para obtencdo de células-tronco com o potencial
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mesenquimal de se diferenciar em outras células, como: osso

11.22.31 " tecido adiposo'??, tecido muscular'?®, polpa de

dentes deciduos® e permanentes®®, papila dental®®, sinovia'®®,

sangue periférico®®, derme’?, placenta*®, sangue'*?*>"" ou

trabecular

parede®®?® de cordao umbilical e o
periésteo10,35,52,58,89,107,112,115,119,123,128.

Células-tronco mesenquimais adultas foram isoladas
por Friedenstein, Petrakova®' (1966) e subsequentemente por
outros investigadores, adotando a nomina de células plastico-
aderentes ou unidades formadoras de coldonia fibroblastéide
(colony-forming unit fibroblasts ou CFU-F) para defini-las. Segundo
Bari et al.' (2006), periosteo é um tecido intermediario localizado
entre osso e tecidos moles, contendo multiplos tipos celulares
(células de camada cambial, camada fibrosa, vasos sanguineos e
pericitos) que poderiam funcionar potencialmente como células
progenitoras. Em trabalho avaliando potencial de crescimento e
fendétipo de células periosteais adultos humanos, verificou
depositos crescentes de calcio em cultura, atividade de fosfatase
alcalina e presenca de nédulos de mineralizagdo, confirmando é
possivel, a partir de uma pequena bibépsia de periosteo, ter uma
boa fonte e de facil acesso de células-tronco mesenquimais.
Confirmando sua importancia, Eyre-Brook®® (1984) mostra que
periésteo prové suprimento sanguineo ao osso cortical e células
osteoprogenitoras, importantes para regeneracéo éssea.

Em um trabalho utilizando células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea de camundongos transgénicos
ColICAT3.6, carreadas por meio de esponja gelatinosa, Krebsbach
et al.’® (1998), comprovou ser possivel fechar defeitos cranianos
em camundongos imunocomprometidos em 2 semanas poés-
transplante com terapia celular. O novo osso formado foi
determinado como sendo de origem do doador pela
imunoreatividade a alfa1 procolageno cloramfenicol

acetiltransferase que foi expresso exclusivamente pelas células
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doadoras, sem haver a adicdo de fatores de crescimento ou
morfogenéticos.

O trabalho de Redlich et al.®® (1999) discute que
células bem diferenciadas sédo dificeis de expandir em cultura e que
muitas vezes perdem o potencial para diferenciacdo. Em contraste,
células-tronco mesenquimais proliferam facilmente, mas direcionar
estas células para a diferenciagdo osteogénica é ainda o maior
desafio. Estes autores conseguiram isolar células de periésteo de
tibia de coelhos, carrea-las em carreador de acido polilatico
glicolico e gel de fibrina, e os resultados mostraram que células de
periosteo foram isoladas e expandidas in vitro com sucesso sem
perda da expressdo de marcadores osteogénicos. Eles
conseguiram promover in vivo o reparo parcial em defeito critico de
calvaria observado por analise histopatolégica, com intensa
formacdo de osso n&o calcificado nas margens O0sseas e regides
centrais do defeito em 4 semanas, havendo fechamento do defeito
em 65%, bem superior aos grupos de enxerto sem células (31%) e
controle (22%). Sangue de corddo umbilical, de maneira similiar a
medula 6ssea, tem demonstrado conter células mesenquimais ou
células progenitoras, que s&o linhagens primitivas que puderam
diferenciar em pelo menos trés tipos celulares: osso, cartilagem e
gordura, sob condi¢cbes apropriadas de cultura®.

A pluralidade de sitios doadores de células-tronco
mesenquimais ou osteoprogenitoras também se estende as
diferentes espécies animais, ja tendo sido isoladas CTMA em:
homem (66%), rato (12%), coelho (8%), camundongo, c&o (4%
cada), cabra (3%), cavalo (2%), porco, ovelha e macaco (1%
cada)''".

Estudos in vivo, utilizando diferentes animais
experimentais (camundongos, ratos, coelhos, cabras, cées e
primatas) mostraram qualitativamente uma boa biocompatibilidade
tecidual e quantitativamente uma osteogénese aumentada no sitio
de implantacdo, com efeito direto em defeitos Osseos criticos

induzidos ou mesmo ectopicamente. A enxertia de CTMA em tecido
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subcutédneo demonstrou processo de mineralizagao dentro de pouco
tempo (em média, 4 semanas), sendo consideradas um material
bioativo e concomitantemente inerte (auséncia de resposta
inflamatéria intensa, reacdo de corpo estranho exacerbada e/ou
focos de necrose). Defeitos o6sseos criticos, ou seja, que néao
reparam espontaneamente, induzidos em diferentes sitios
anatdmicos servem como bom modelo para estudar a possibilidade
de osteogénese em leitos receptores desfavoraveis ou muito
extensos®"?’.

A terapia celular pré-clinica mostra-se entéo
favoravel para oferecer melhor grau de osteogénese de 4 a 12
semanas poés-enxerto, refletindo o resultado positivo de defeitos
cranianos e mandibulares em interesse as cirurgias craniofaciais
para seres humanos, enquanto resultados promissores em defeitos
femorais, radiais e ulnares abrem possibilidade de aplicabilidade
clinica em cirurgia ortopédica’"".

Muitos sistemas de culturas de células Osseas
apresentam limitagbes, pois contam com uma inerente instabilidade
e possibilidade de comportamentos aberrantes associados as
diversas linhagens celulares. No caso das culturas primarias de
osteoblastos, os sistemas apresentam uma mistura de células
osteoblasticas em diferentes estagios de diferenciagcdo além de
possivelmente células de outras linhagens. Embora as culturas
tenham limitagbes, quando plagueadas apropriadamente
desenvolvem-se culminando na formacdo de nédulos de
mineralizacao®’.

Em ensaios para mineralizagcdo in vitro, a
suplementacdo das culturas celulares com &cido ascérbico e um
fosfato (B-glicerofosfato) é necessaria. O acido ascoérbico é
necessario como co-fator nas reacdes de cross-link do colageno,
promovendo a formag¢do de matriz orgénica estavel. Em estudos
onde diversas concentra¢gdes de &cido ascérbico foram utilizadas
mostrou-se que a sintese de colageno foi dose-dependente, e

também o aumento da atividade da fosfatasealcalina. Ja o B -
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glicerofosfato & adicionado as culturas de células ésseas com
intuito de induzir a osteogénese e promover depositos de fosfato de
calcio. O mecanismo pelo qual o pB-glicerofosfato induz a
mineralizacdo esta intimamente relacionado a alta atividade da
fosfatase alcalina nas células osteoblasticas. O B-glicerofosfato é
rapidamente hidrolisado pela fosfatase alcalina produzindo altos
niveis locais de ions fosfato criando as condi¢gdes quimicas para a
deposicdo mineral®®’’.

Um conhecido indutor de diferenciacdo e de
crescimento celular em células derivadas do estroma medular € a
dexametazona (DEX). Este glicocorticéide tem mostrado eficiéncia
na indugcdo da atividade da fosfatase alcalina, na potencializagéo
da produgdo de AMPc em resposta ao paratormdnio. Quando
associado ao B -glicerofosfato e acido ascorbico, a DEX estimula o
processo de mineralizagdo in vitro®’. Entretanto, DEX n&o &
estimuladora de todos os genes considerados parte do programa de
diferenciacédo de osteoblastos. Em outros modelos de diferenciacao
de células, a DEX aumenta consideravelmente a atividade de
fosfatase alcalina e potencializa a producdo de AMPc, mas néao
estimula a produgcdo de colageno em células humanas e de

95 Nas culturas derivadas de estroma medular a

roedores
dexametasona é necessaria para a formagdo dos nodulos de
mineralizag&o®’.

Em células da medula Kanou et al.’® (2005)
mostraram que ha& maior potencial osteogénico em periésteo
previamente estimulado ao reparo. Em trabalho utilizando ratos, o
grupo experimental onde houve liberacéo cirargica de periosteo de
tibia e imediato reposicionamento, para utilizagdo posterior em 7
dias como enxerto livre autégeno em area de defeito critico de
calvaria, obteve maior formacao de osso, comprovada através de
analise tomografica microcomputadorizada, histologica e
imunohistoquimica. Por reconstrucao tridimensional, em
acompanhamento nos dias 7, 14 e 21 dias pés enxerto, houve no

ultimo estagio deste grupo experimental maior formagdo Ossea
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periférica e central, culminando em fechamento quase total do
defeito, o que ndo ocorreu aos demais grupos testados (enxerto
imediato de periésteo de tibia, enxerto de periésteo intacto com
incisdo subcutadnea prévia de 7 dias porém sem realizacdo de
retalho, para excluir efeito inflamatério sobre formacgcéo o6ssea, e
controle/sem enxerto). Em 14 dias, houve ativa formacgédo éssea
mostrando estruturas medulares no defeito, e em 21 dias,
preenchimento total do mesmo por osso neo formado, fundindo-se
com osso residual, fusdo esta que ndo aconteceu nos demais
grupos testados. Houve intensa marcacgdo positiva para antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA), proteina Ossea
morfogenética (BMP) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no grupo experimental com liberagdo de periésteo em 0
dias (254x16.5, 274+20.6, 149%+8.03, respectivamente) se
comparada as médias em 7 dias dos grupos com enxerto de
periosteo sem retalho total prévio (89.415.35 e 72.8111.5; 121+5.6
e 10615.71; e 49.0£6.39 e 36+5.4, respectivamente). Esses dados
confirmam que a estimulagcdo cirurgica potencializa em muito a
capacidade osteogénica de ceélulas de periésteo enxertadas em
defeito craniano in vivo.

Segundo Seebach et al.'®® (2007), a severidade de
um ftrauma oO6sseo e o0 género podem afetar a capacidade
proliferativa (ou densidade celular) e de reserva de células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea. Numa comparagéo entre
individuos saudéaveis, com desunides atréficas, monofraturas e
multiplos traumas, de ambos os sexos, foi observado in vitro que
significantes diferencas foram encontradas entre pacientes do sexo
feminino, com mais unidades formadoras de coldnia fibroblastéide
(CFU-F) em pacientes com multiplos traumas (48+21), seguidos por
voluntarios saudaveis (18,7+3,3), pacientes com monotrauma
(15£10) e desunibes atréficas (6,3+x4,1). J& no sexo masculino,
significantes diferengas também foram encontradas, com mais
CFU-F entre pacientes com multiplos traumas (59+25) do que

individuos saudaveis (54+17), pacientes com desunibes atroficas
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(14+14) e monofraturados (14%x11). Em termos de densidade
celular, o sexo masculino teve maior representatividade nas médias
dos individuos saudaveis, desunides atréficas enquanto as
mulheres obtiveram melhor quantificacdo em monofraturas e
multiplos traumas. Isso sugere que o trauma estimula a
mobilizacado, replicacdo e diferenciacdo dessas células, sendo sua
frequéncia média aumentada em pacientes com multiplas injurias
(sexo feminino) e diminuida em casos de desunido atrofica
(mulheres/homens) e monofraturas (homens).

A diferenciacado osteogénica pode ser detectada a
partir do aumento da expressao génica de certos marcadores mais
comumente utilizados. Fosfatase alcalina é considerada um
marcador inicial da osteogénese in \vitro, pois durante a
diferenciacdo osteogénica, os osteoblastos exibem forte atividade
do marcador?®, detectavel por imunomarcacéo®, reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR)'"'"® ou atividade enzimatica via
espectrofotometria (pico de expressdao em 10-14 dias pos-

osteoindugdo em cultura celular)®’'°,

Noédulos de mineralizagéo
sdo normalmente evidenciados pela técnica de Von Kossa, método
qualitativo baseado na substituigdo de ions Ca2+ da matriz
calcificada por atomos de prata, revelando os minerais de calcio

27 A técnica de Von Kossa isoladamente ndo é

como pontos negros
um fator de confirmacgéo ossificacao'®. Dentre as proteinas e genes
que podem ser utilizados para a detecgédo da osteogénese, pode-se
citar o colageno I, que é a proteina mais abundante no osso
conhecida por exercer um importante papel na produgcdo de matriz
e que pode ser detectado por dosagem®, imunomarcacao’*’® ou
PCR'. A osteocalcina é um importante marcador para
diferenciacdo terminal do osteoblasto, podendo ser detectada por
imunomarcacao®® ou PCR?®.

A osteopontina é um marcador 6sseo ndo especifico
que €& expresso bimodalmente, presente tanto no inicio (fase
proliferativa) quanto no fim (apdés comego da mineralizagdo) da

osteogénese®®, podendo ser detectada por imunomarcag&do®® ou
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PCR'2. A osteonectina é considerada um potencial regulador da
mineralizagdo em tecidos calcificados, devido a sua afinidade a
acido hialurdnico'?’, hidroxiapatita e colageno |, detectavel através
de imunomarcagdo® ou PCR**"'"®. Cbfa 1 (ou Runx2) é reportado
como gene-mestre da diferenciacdo osteoblastica, sendo seus
transcritos detectados por PCR®®""®. A sialoproteina 6ssea (BSP) é
um marcador 6sseo tardio, produzido por osteoblastos
diferenciados formando osso, podendo se ligar a colageno,
hidroxiapatita em formacdo e tem sido isolado em células
ativamente mineralizando uma matriz de colageno I''®. O fator de
crescimento transformante beta (TGF-B) &€ um potente fator de
crescimento osteogénico que estimula a sintese de proteinas da
matriz e tem grande efeito sobre as células responsaveis pela
regeneragdo Ossea, atuando na quimiotaxia, proliferagcdo e
diferenciacdo de osteoblastos, aumentando e acelerando a
regeneragdo O6ssea, detectado por PCR. Osterix € um fator de
transcricdo essencial que regula a diferenciacdo e formacédo 6ssea
detectavel por PCR®®, camundongos deficientes geneticamente
apresentam bloqueio da maturagao de osteoblastos, perdendo a
capacidade de formar osso. BMP2, em altas concentracgdes,
funciona como uma proteina osteoindutiva conhecida por estimular
a diferenciagdo de células-tronco mesenquimais durante a linhagem
osteogénica®’. A radiografia convencional®® e a radiografia

computadorizada'®®

do reparo 6sseo’'".

s&do também recursos utilizados na avaliagéo

USO DE BIOMATERIAIS NA TERAPIA DE PERDAS
OSSEAS

Embora haja grande progresso no desenvolvimento
de substitutos 6sseos, ainda nado existe o biomaterial ideal que

mimetize as propriedades e caracteristicas de células viaveis
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especializadas em produzir este tecido. Dessa forma, a
bioengenharia tecidual surge como uma ferramenta capaz de
utilizar células isoladas, fatores de crescimento que induzem
proliferacdo celular (como proteinas o6sseas morfogenéticas) e
substratos adequados que agem como carreadores de células ou
proteinas, objetivando criar tecidos autégenos em laboratério e
possibilitar sua aplicagdo como agentes terapéuticos®**% 786117,

A formacdo o6ssea in vivo é resultante de um
processo complexo que pode ser influenciado por diversos fatores
incluindo o biomaterial carreador, os parametros dependentes do
hospedeiro e o comportamento das células doadoras em relacédo ao
seu potencial osteogénico®*®®%.

Segundo estudo de Dahlin et al.?® (1991), ratos
Sprague-Dawley que sofreram uma trefinacdo de 8 mm em calvaria
e tiveram defeito coberto por membrana no ecto e endocranio mais
osso particulado exibiram rapida e substancial regeneracdo de osso
se comparadas ao grupo controle (menor osteogénese reparativa),
indicando que o uso de membrana de barreira impede a rapida
migracdo de células de tecido conjuntivo o que pode prevenir a
produg&o de osso.

Dupoirieux et al.** (2001), observaram que
membranas n&o absorviveis tiveram melhor resultado na reparagéo
de defeitos 6sseos em ratos e concluiram que a composicédo da
membrana é fundamental para o reparo.

Gosain et al.**

(2003) desenvolveram um estudo que
avaliou a regeneragdo o6ssea em coelhos brancos da Nova
Zelandia, usando calvariectomias experimentais para investigar a
influéncia da exclusao diferencial da dura-mater e pericranio em
defeitos 6sseos de 100mm2 (10x10mm) de animais maduros e
imaturos usando membranas de PTFE. Considerando que a
reossificagdo dentro de defeitos de calvaria representa uma
combinagdo de novo osso central e periférico, em analise
histopatolégica apdés 12 semanas, foi observado que a densidade

de novo osso periférico era significantemente maior que a
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densidade de novo osso central em todos os grupos (infantes e
adultos) exceto os controles. A dura foi considerada a maior fonte
de osso central, ja que os grupos de bloqueio da dura que
utilizaram PTFE duplo ou apenas dural resultaram em grande
decréscimo na densidade 6ssea central em animais maduros e
imaturos, sendo comparativamente mais osteogénica do que o
pericranio. Paradoxalmente, isolamento do pericranio em animais
maduros resultou em significante reducdo na area total de novo
0ss0, enquanto o contato pericranial pareceu aumentar a formacao
de novo osso periférico, com o grupo controle (sem bloqueio dural
ou pericranial) tendo a melhor area total de novo osso.

113

Taga ~ (2004) realizou estudo par avaliar histoldgica
e morfometricamente o reparo de defeitos de tamanho critico
promovido pela dupla membrana de osso cortical bovino (Gen-
derm, 250-300 m de espessura). Um defeito de 10 mm de didmetro
foi produzido na calvaria de 40 cobaias obtidos, neste estudo,
indicaram que o uso da dupla membrana de cortical 6éssea bovina
desmineralizada e o mantenedor de espago promoveram um 6timo
reparo do defeito de tamanho critico em calvaria de cobaias
levando a remog&o de ambas as corticais. Em 20 animais, o lado
epidural do defeito foi protegido com uma membrana sobre a dura-
mater e depois preenchido com coagulo sanglineo, o lado
ectodural foi recoberto com uma segunda membrana. Um suporte
de osso alogénico desmineralizado inativado (3 mm de diametro)
foi usado como mantenedor de espaco. O defeito, no grupo
controle, foi preenchido com coagulo sanglineo e o mantenedor de
espaco na regido central. Apdés os periodos de 1, 3, 6 e 9 meses
pés-cirurgia, as calotas foram coletadas, fixadas, radiografadas,
processadas para analise histologica. Os resultados obtidos, neste
estudo, indicaram que o uso da dupla membrana de cortical 6ssea
bovina desmineralizada e o mantenedor de espago promoveram um
6timo reparo do defeito de tamanho critico em calvaria de cobaias.
Para promover uma adeséo celular local,

crescimento e proliferagao in vivo, ha necessidade de biomateriais
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no campo de transplante celular. Jager et al.’® (2005), comparando
a eficacia de 3 polimeros na proliferacdo e diferenciagéo
osteogénica de células mesenquimais (acido polilatico,
poligalactina 910/polidioxanone e colageno I/lll), observou in vitro
que todos os grupos apresentaram aumento no acumulo local de
ions calcio sob estimulagdo osteogénica por 28 dias, tendo os
carreadores colageno [I/lll e &cido polilatico propriedades
osteoindutivas sem estimulacao osteogénica. Colageno I/Ill teve no
inicio do experimento maior potencial de adesdo celular, enquanto
acido polilatico mostrou o maior numero de células presentes ao
fim do experimento, ao contrario de poligalactina 910/
polidioxanone, com significante  efeito  citotoxico, porém
interessantemente possuindo maior contetddo de calcio.

Estudo realizado com preenchimento de defeitos
criticos (8 mm) em ratos Wistar usando matriz organica o6ssea
bovina (Genox®, Baumer) demonstrou grande diminui¢cdo do defeito
6sseo com o material, em analises radiografica (diminuicdo de 60%
da area média do defeito p6s 3 meses x grupo controle sem
enxerto e 39% da area média p6s 6 meses x grupo controle) e
histolégica (redugcao de osso devido a neo formacgido Ossea
seguindo as bordas do defeito 6sseo). A maioria dos animais
apresentou excelente resposta a implantagdo do enxerto, com
auséncia de inflamagdo e significante formagdo 6ssea comparada
ao grupo controle. Contudo, presengca de foco de reacgéo
granulomatosa do tipo corpo estranho prdéxima ao enxerto
observada em poucos casos. A presenca de células gigantes
multinucleadas e reacao inflamatéria do tipo corpo estranho sé&o
conhecidos marcadamente por inibir nova formacéo 6ssea®’.

Schantz et al.'®

(2003), combinando matrizes mistas
(scaffolds) tridimensionais e BMP derivadas de medula Ossea
obtiveram resultados positivos na terapia de defeitos criticos em
calvaria de coelhos Nova Zelandia.

Em 1996, Ripamonti®® observou que a hidroxiapatita

com porosidades apresenta um melhor potencial oateoindutor.



48

Habibovic et al.*” (2006) observou que matrizes
tridimensionais que possuiam em sua estrutura microporos dentro
de macroporos resultava em uma melhor adesido de células
osteoprogenitoras e conseqiiente melhora do reparo.

Quanto a forma de distribuicdo, células-tronco
mesenquimais ou osteoprogenitoras podem ser aplicadas via
sistémica ou topica. A forma sistémica n&do requer a presencga de

materiais carreadores, pois se baseia na infusdo sanguinea®®®’

115

ou
percutanea

Alguns materiais de enxertia hibridos tridimensionais
ao serem utilizados no reparo de perdas 6sseas associados a
culturas de células osteoprogenitoras nao tiveram um resultado
positivo por falta de uma melhor adesdo dos osteoblastos ao
biomaterial”'°°.

Colageno é um biomaterial que apresenta boas
propriedades de degradacdo e de viabilidade celular (adeséo,
crescimento e diferenciacdo), em analise topografica e quimica'®.

A hidroxiapatita, que pode ser natural ou sintética, ja
esta sendo considerada um controle positivo para formacao 6ssea
ectépica via osteocondugdo in vivo por alguns autores®''® a sua
associagdo com TCP mostra indugdo de CTMA e conseqlente
formacgdo 6ssea, distribuida através de sua estrutura porosa, numa
sugerida proporg¢ao 6tima de 20:80%. A associagdo da hidroxiapatita
com zinco melhora seu potencial osteoindutor’’ e seu potencial
bioabsorvivel facilita sua substituicdo por tecido 6sseo melhorando
o reparo®®.

Schmitz, Hollinger'%®

(1986) sugerem um protocolo in
vivo para avaliagdo de novos materiais de reparo 06sseo
maxilofaciais, seguindo uma hierarquia de modelos animais antes
de testes de fase | em humanos serem realizados.

Mah et al.”® (2004) mostrou em defeitos cranianos de
4mm de didametro em ratos machos adultos Sprague-Dawley que
BioOss® (osso bovino desmineralizado) propiciou maior

crescimento 6sseo em 4 meses, dirigido ao redor do implante e
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centro do defeito, seguido de Bioplant® HTR (polimero compésito,
resultante da combinacgéo de polimetilmetacrilato,
polihidroxiletiimetacrilato e carbonato de hidréxido de calcio),
Orthomatrix ® HA (cerdmica de hidroxiapatita sintética) e
Interpore® 200 (cerdmica de hidroxiapatita derivada de coral
poroso). Biogran® (biovidro a base de fosfato de calcio) e Pro-
Osteon® 500R (carbonato de calcio reabsorvivel) ndo mostraram
incorporagao do implante ao osso. Atividade de fosfatase alcalina
medida no més 2 confirma os achados histopatoldégicos dos

materiais testados.

Os osteoblastos criam um micro-ambiente suficiente
para preservar a competéncia osteogénica, atingindo a completa
maturagcdo com depésito de matriz extracelular, mantendo
interacdes reciprocas e adaptativas célula-célula e célula-matriz
extracelular®’®. O estudo pioneiro de Sakata et al."®® (2006),
enxertando células de periésteo mandibular humano carreadas por
uma esponja colagena tridimensional em defeito 6sseo de tamanho
critico em calvaria de rato imunossuprimido, demonstrou em 5
semanas significativo crescimento 6sseo central (59,9+10,5%) se
comparado ao controle (0,5+5,02). Hayashi et al.*®* (2008)
mostraram que a associagdo de células derivadas de periésteo
alogeno (de diafises de fémur e tibia) e hidroxiapatita implantada
no tecido subcutaneo de ratos gera osso ectépico no periodo de 6
semanas. Rodrigues et al.’” (2003) acrescentaram um dado
favoravel no campo da bioengenharia tecidual: compédsito de
hidroxiapatita e colageno | testado apresenta adesdo e
espraiamento de osteoblastos humanos dentro de 11 dias em
cultura celular.

O fosfato octacalcio sintético (OCP) aumenta a
formagédo Ossea subperiosteal, quando implantado pode ser
reabsorvido e substituido por osso com o tempo, mostrando que
este material possui potencial e podera ser utilizado como um

eficaz substituto 6sseo®”.
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Outros materiais tem mostrado um bom potencial no
tratamento de perdas 6sseas como o estireno de vinil®' e o fosfato

de calcio™®.






PROPOSICAO

OBJETIVO GERAL

= Avaliar o potencial terapéutico da associacdo de xenoenxerto
bovino com células derivadas de periosteo autbgeno de ratos

para tratamento de defeito critico no cranio de ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Obter e cultivar células derivadas de periosteo autdbgeno
(CDPA) de ratos.

» Demonstrar a propriedade de osteodiferenciacdo das CDPA in
vitro.

= Analisar o comportamento biolégico e potencial osteogénico da
associacdo de CDPA + biomaterial enxertada em defeitos

critico em cranio de ratos.



Material e método




MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi realizada segundo as normas
recomendadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal Fluminense (Registro 04/08) para o estudo in

vivo (Anexo 1).
ESTUDO IN VITRO

= Coleta de amostras e proliferagcao celular

Dez espécimes de Rattus norvegicus albinus,
machos adultos com 2 meses de idade e 300 g, foram pré-
anestesiados durante 1 minuto por inalagdo de éter etilico a 97%
(VETEC, RJ) para facilitar seu manejo (Figura 1A). A seguir foi
feita anestesia geral por aplicagdo intramuscular de 60 mg/kg de
ketamina (Francotar, Virbac, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina
(Rompum, Bayer, Brasil) préxima do musculo reto femoral da pata

(Figura 1B), mostrando duragéo de efeito de 40 minutos”.

FIGURA 1 - PRE-ANESTESIA DO ANIMAL COM ETER (A), APLICACAO
INTRAMUSCULAR DE 60 MG/KG DE KETAMINA E 12 MG/KG DE
XILAZINA(B).
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Quando os animais ficaram completamente imoveis,
foram colocados sobre um campo operatorio esterilizado, tiveram a
regido fronto-parietal tricotomizada e degermada com clorexidina
alcodlica 0,5% (Rioquimica, Brasil). O acesso ao periosteo foi
realizado por meio de uma incisdo semilunar na derme da calvaria
e do rebatimento de um retalho dividido, preservando o peridosteo
aderido ao osso. Quatro incisdes delimitaram a area de 1 cm? do
tecido coletado, cuidadosamente liberado por meio de cinzel da
margem para o centro e sendo em seguida removido com uma

lamina nova de bisturi. O animal foi suturado (Figura 2).

FIGURA 2 - TRICOTOMIA, INCISAO, IDEMARCACAO DO TECIDO COLETADO,
REMOGCAO DO PERIOSTEO E SUTURA NOS RATTUS
NORVEGICUS ALBINUS.

Enquanto sua bio6psia foi transportada para o
laboratério de Biomateriais, em tubo de centrifuga contendo
DMEM:HAM F12 (Cultilab, Brasil) gelado e em soro fetal bovino
(Figura 3).

Transporte

FIGURA 3 - TRANSPORTE DA BIOPSIA EM TUBOS DE CENTRIFUGA
CONTENDO DMEM:HAM F12.
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Em periodo inferior a 1 hora, e processada em
ambiente estéril de fluxo laminar (Biozard Classe Il 36208,
Labconco, Estados Unidos). Em uma placa de 24 pogos, o
periosteo foi lavado 3 vezes com tampé&o fosfato em solugdo salina
estéril (PBS) e incubado num poco com 1 mL de colagenase 0,25%
durante 2 horas, realizando-se fragmentac&do auxiliar da pega com
l[Amina de bisturi e/ou tesoura (Figura 4). Apo6s digestdo enzimatica,
as células foram centrifugadas (Centrifuge 5702R, Eppendorf,
Estados Unidos) a 163 g por 5 minutos em 2000 rpm, ressuspensas
em DMEM:HAMF12 com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil)
e mantidas em container plastico de 25 cm? (TPP, Estados Unidos)
(Figura 5), acondicionadas em incubadora (Thermo Scientific,
Estados Unidos) a 37°C, 5% de CO, e 95% de atmosfera umida.

[ . 4 T L e st TN
FIGURA 4 - A BIOPSIA SENDO TRABALHADA EM FLUXO LAMINAR NO QUAL

FOI LAVADA EM PBS, SOFREU DIGESTAO ENZIMATICA E
CLIVAGEM.

=

FIGURA 5 - APOS A DIGESTAO ENZIMATICA E CLIVAGEM O MATERIAL FOI
CENTRIFUGADO E OBSERVADO AO MICROSCOPIO INVERTIDO
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Trocas de meio foram realizadas a cada 2 dias. Para
a quantificagdo celular foi utilizada a cadmara de Neubauer como
preconizado por Freshney*® (2000), fazendo-se a exclusdo de
células mortas ou nado viaveis coradas com azul de Trypan 0,4%
(Sigma-Aldrich, Brasil). Uma aliquota de 20uL da suspenséo celular
em 1mL foi misturada em igual volume ao azul de trypan,
homogeneizada e transferida para a camara. Utilizando a equacéo:
NC x D x 10* / Q, onde NC= nimero de células viaveis contadas,
D= diluicao da amostra, Q= quadrantes da Céamara de Neubauer

utilizados na contagem (Figura 6).

S — ""',('_"--
- -_Fﬁ— 4“
FIGURA 6 - A CONTAGEM CELULAR NA CAMARA DE NEUBAUER, A

INCUBAGCAO EM CONTAINERS PLASTICOS NA ESTUFA.

= Osteodiferenciacao

Células derivadas de periésteo de ratos (passagem
2) foram semeadas em placa de 24 pogos e na densidade de 3,0 x
10* células por mL em DMEM:HAM F12 com 20% soro fetal bovino.
Ap6s 24 horas iniciais para adesdo celular, foi realizada
osteoindugcdo através de suplementagdo com 20nM de
dexametazona (Sigma-Aldrich, Brasil), 50pg/mL de acido ascérbico
(Sigma-Aldrich, Brasil) e 10mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich,
Brasil), com troca diaria. O experimento foi realizado em
quadruplicata, nos tempos experimentais: 7, 14, 21 e 28 dias.

Foram utilizados como marcadores de osteogénese in vitro:
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fosfatase alcalina, dosagem de calcio (analises bioquimicas
quantitativas de produgdo de tecido 6sseo) e coloragdo de Von
Kossa (analise citoquimica qualitativa de mineralizagcédo) (Figura
7B). Para avaliagdo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina, o
meio de cultura foi coletado (1 mL), transferido para um microtubo
(Eppendorf, Estados Unidos) e congelado a -20°C; posteriormente,
aliquotas de 100uL foram adicionadas ao meio de reacgédo utilizando
o Kit Labtest para Fosfatase Alcalina (Enzipharma, Brasil),
deixando incubar por 10 minutos a 37°C, adicionado 100uL de
NaOH 1,0 M e paralisada a reacdo. A densidade 6ptica foi medida
em espectrofotdmetro DU 800® (Beckman Coulter, Estados Unidos)
(Figura 7A), no comprimento de onda de 405 nm. Para quantificar
presenca de calcio no sobrenadante (ou calcio livre) e no
precipitado (ou calcio aprisionado) da cultura celular, foi utilizado o
Kit Labtest para Calcio (Enzipharma, Brasil); o meio de cultura foi
coletado e congelado a -20°C em microtubos (Eppendorf, Estados
Unidos) até o momento da dosagem, enquanto as células e a matriz
extracelular aderidas (precipitado) foram digeridas em HCI 0,5 M
durante 18 horas em geladeira, o conteiudo de cada poc¢o foi
coletado individualmente em microtubos e congelado até o
momento da dosagem. A leitura das amostras foi realizada em 560
nm no espectrofotometro DU 800° (Beckman Coulter, Estados
Unidos), utilizando o calcio padrdao do kit como referéncia, como o
branco para calibragdo do aparelho a agua destilada (para o meio
de cultura) e o HCI 0,5M (para o pellet). A concentracdo de calcio
também foi determinada no meio de cultura suplementado com
meio osteogénico como referéncia. Todos os resultados tabelados
da bioquimica foram expressos utilizando o processador de gréaficos
Prism 5.0 (GraphPad Software, Estados Unidos) usando teste t
(ndo paramétrico). Para avaliagdo citoquimica foi realizado o
método de Von Kossa, que permite identificar a matriz extracelular
mineralizada sob a forma de noédulos de mineralizagdo'?’. Foi
realizada a substituicdo do meio de cultura por formol 10% para

fixacdo durante 10 minutos, a remocgao do formol, a lavagem com
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PBS por 10 minutos, o acréscimo de nitrato de prata a 5% com
exposi¢cao a luz ultravioleta durante 60 minutos, 3 novas lavagens
com PBS, a imersdo em hipossulfito de s6dio 5% por 3 minutos, a
coloragcédo com safranina 0,5%, a analise em microscépio invertido
de contraste de fase Labomed TCM 400 (Feldmann Wild Leitz,
Brasil) e documentacao fotografica com maquina Canon Powershot
A310 3.2 MegaPixel (Canon, Brasil).

FIGURA 7 - O ESPECTROFOTOMETRO(A) E UM NODULO DE MINERALIZAGAO
PELA COLORAGCAO DE VON KOSSA(B).

= Bioengenharia tecidual

Considerando a adsorgdo de proteinas como
importante etapa envolvida na adesdo de células osteogénicas a
biomateriais’, o xenoenxerto bovino natural constituido de 75% de
hidroxiapatita e 25% de colageno | (HA/Col), na disposicédo de
pastilha de 8 mm de diametro e 1,5 mm de espessura, foi
previamente incubado em placa de 24 pogos por 24 horas em
estufa, com DMEM:HAM F12 com 10% de soro fetal bovino. Em
seguida, realizado plaqueamento de 1,0 x 10° células derivadas de
periosteo autégeno (CDPA) (Figura 8A) na passagem 2 sobre o

127

material e mantido o conjunto em cultura celular por 6 dias “', até o

momento do implante do conjunto CDPA+HA/Col (Figura 8B).
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FIGURA 8 - CELULAS DERIVADAS DE PERIOSTEO AUTOGENO (CDPA, 400X).
INCUBACAO DO CONJUNTO CDPA+HA/COL (B).

Amostras adicionais (n=3) foram processadas para
avaliagdo morfolégica ultra-estrutural da adesé&o células-biomaterial
no tempo de incubacéo prévio a implantacédo, seguindo o protocolo:
fixagdo em solugdo de Karnovsky em tampéo cacodilato 0,1M, pH
7,2 por 1 hora, lavagem com o tampao, po6s-fixadas em tetroxido de
6smio 1% em tampéo cacodilato 0,1M, pH 7,2 por 1 hora, imerséao
em solucdes crescentes de etanol (1 banho de 30%, 50%, 70% e
90% e 3 banhos de 100%) por 10 minutos cada sempre em
temperatura ambiente (x25°C), desidratagcdo em aparelho de ponto
critico (CPD.030, Bal-tec, Alemanha), metalizacdo em ouro e
analise em Microscopio Eletrénico de Varredura (Jeol JSM 5800LV,

Suécia).

ESTUDO IN VIVO

= Ensaio funcional

Defeito critico em cranio de rato. 40 animais
(incluindo os 10 dos quais previamente removeu-se as CDPA)
foram anestesiados, submetidos a tricotomia e degermacéo
conforme procedimento ja descrito. Foi realizada uma inciséo
semilunar, seguida de retalho total com o auxilio de descolador do

tipo Molt e cinzel de Ochsenbein n® 1, expondo a cortical 6ssea da
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regiao interparietal. Com uma broca trefina cirurgica de 8 mm de
didmetro (Sistema de Implantes Nacionais, Brasil) acoplada a um
contra-adngulo redutor com rotacdo de 1:16 e irrigagdo externa
(Anthogyr S/A, Franga) e micromotor cirdrgico (VK Driller
Equipamentos Elétricos Ltda., Brasil) com irrigagdo abundante e
continua a base de solucgéo fisiolbgica, realizou-se uma craniotomia
bicortical, expondo a dura-mater sem lesdo da mesma ou do
encéfalo®® (Figura 9). O fragmento osteotomizado foi delicadamente
retirado e efetuado preenchimento do defeito com uma das 4
modalidades terapéuticas: Grupo 1 (coagulo sanguineo) (Figura
10A), Grupo 2 (osso autogeno, da propria calota retirada para
confeccdo do defeito, particulado com macerador de osso) (Figura
10B), Grupo 3 (HA/Col) (Figura 10C), e Grupo 4 (HA/Col associado

a CDPA previamente semeadas sobre o material) (Figura 10D).

FIGURA 9 - CRANIOTOMIA REALIZADA COM A TREFINA DE 8 mm
CONFECCIONANDO O DEFEITO CRITICO.
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FIGURA 10 - DEFEITO OSSEO DE TAMANHO CRITICO (DIAMETRO=8 mm),
PREENCHIDO POR COAGULO SANGUINEO (A), 0SSO
AUTOGENO PARTICULADO (B), XENOENXERTO ACELULAR (C)
OU XENOENXERTO ASSOCIADO A CELULAS DERIVADAS DE
PERIOSTEO AUTOGENO (D).

Em seguida, o retalho foi reposicionado e suturado

%8 Os ratos

com fio de nylon 4.0 (Ethicon Inc, Estados Unidos)
foram deixados em gaiolas individuais com racao peletada (Nuvilab
CR1, Nuvital, Brasil) e agua ad libitum, ndo havendo intercorréncias
pés-operatérias significantes durante o experimento. Os sacrificios
foram realizados nos tempos experimentais de 1 més (n=20) e 3
meses (n=20) poOs cirurgia, com 5 animais por terapia (n=4),
totalizando 40 amostras. Os animais foram mortos com sobredose
de solugcdo anestésica, o que causou a morte sem dor ou
sofrimento. Constatada a morte do animal, foi realizada necrépsia
contendo a area do defeito e sua periferia utilizando micromotor
odontolégico e disco de Carborundum (Figura 11), sendo o material

fixado por 48 horas em formol 4% tamponado com pH 7,2. O



encéfalo foi removido para melhorar a captacdo das imagens

radiograficas, visto que nao se tratava do alvo desta pesquisa.

H

FIGURA 11 - AREA DA NECROPSIA DELIMITADA E MICROMOTOR COM
DISCO DE CARBURUNDUM PARA O CORTE DA PECA.

= Processamento e anélise radiograficos

Para a realizagdo de radiografias digitais, foram
utilizados microfoco emissor de raio-X (FXS-100.10, Feinfocus,
Estados Unidos) (Figura 12), placa de fosforo para detecg¢do da
imagem latente (Image Plate IPX, GE IT, Alemanha) e scanner de
mesa (CR-50P, GE |IT, Alemanha) (Figura 13), tendo como
parametros: tensdo de 40 kV, corrente de 125 pA, tempo de
exposicdo de 600 segundos, distancia fonte-detector de 2 m,
distédncia fonte-objeto de 40 cm, fator de magnificacdo de 5x,
tamanho do pixel de 50 um e tamanho focal do raio-X de ~10 um.
Foi realizada analise descritiva, comparando o efeito do tempo e do

tratamento das modalidades terapéuticas apresentadas.
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FIGURA 12 - RADIOGRAFIA DIGITAL - IMAGE PLATE: IPX (GE IT) TUBO DE
RAIOS X: FXS-100.10 (FEINFOCUS).

B . ... 0
T A’ Jn N
AR w1/

FIGURA 13 - SCANNER COM A IMAGEM RADIOGRAFICA DIGITALIZADA DA
BIOPSIA.



65

» Processamento e analise histopatoldgicos

Apé6s a fixacdo das pecas em formol 4% tamponado,
seguiu-se a sua lavagem em agua corrente (1 hora), imersdo em
solugédo desmineralizadora rapida de ossos (Allkimia, Brasil) por 48
horas, lavagem em agua corrente (1 hora), desidratagdo em
concentracdes crescentes de alcool etilico puro (VETEC, Brasil; 1
banho de 70%, 80%, 90% e 3 banhos de 100%, 1 hora cada),
diafanizagdo em 3 banhos de xilol puro (VETEC, Brasil) por 30
minutos cada, impregnacdo em 3 banhos de parafina liquida a 60°C
(VETEC, Brasil) por 1 hora cada e inclusdo em parafina. Cortes de
5 ym foram corados pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE) (Figura
14). e examinados por um patologista, previamente treinado, em

um estudo cego.

Processamento histolégico

FIGURA 14 - PROCESSAMENTO HISTOLOPATOLOGICO

A analise descritiva comparativa intra e intergrupos
da resposta biolégica se baseou no tipo e na intensidade das

alteracdes inflamatoérias (alteragbes  vasculares, infiltrado
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inflamatorio) e dos processos reparatorios (fibrose, proliferagéo
angioblastica, aposi¢cdo e reabsor¢cdo Ossea e reabsorgdo do
material). As imagens mais representativas dos fendmenos
observados foram documentadas em um microscopio 6ptico FWL-
1000 (Feldman Wild Leitz, Brasil) utilizando a camera fotografica
acoplada Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony, Brasil).

= Analise histomorfométrica

Foram utilizados os pardmetros descritos por
Mandarim-de-Lacerda’® (2003). A referéncia para contagem foi a
imagem de maior extensdo ou didmetro do defeito critico,
correspondente a regido central de cada peca, que foi capturada
digitalmente com magnificacdo final de 170 x utilizando a camera
fotografica Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony,
Brasil). Para cada lamina (referente a um animal por periodo
experimental), foram obtidos campos contiguos ndo superpostos (6
a 8 por corte), que representam toda a area do defeito (de uma
borda a outra), totalizando um total de 280 imagens avaliadas. As
imagens foram inseridas no programa Image Pro-Plus 6.0
(MediaCybernetics, Estados Unidos), previamente calibrado em
micrémetros/pixel, e em seguida feita superposicdo com uma grade
contendo 100 pontos (Figura 15). Para cada imagem, foi
determinado o numero de pontos sobre o tecido conjuntivo, os
vasos sanguineos, o tecido 6sseo neoformado, o tecido 6sseo
antigo, o biomaterial enxertado e outras estruturas que nao se

enquadrassem nessas defini¢gdes.
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FIGURA 15 - O PROGRAMA IMAGE PRO-PLUS 6.0 COM A IMAGEM DOS
CAMPOS CONTIGUOS DA LAMINA (170 X) COM A
SUPERPOSIGCAO DE UMA GRADE COM 100 PONTOS.

= Andalise estatistica

A contagem manual foi realizada por dois
examinadores independentes e calibrados, num estudo cego, cuja
variagcdo maxima das médias foi inferior a 0,01% (paired t test,
InStat versdo 3.01, GraphPad Software, Estados Unidos). As
médias e desvios padrdao obtidas foram submetidas a Analise de
Variancia (ANOVA) utilizando o mesmo programa, definindo
diferencgas significantes se p < 0,05 (teste de Tukey). Nos casos em
que os desvios padrao dos grupos fossem significativamente
diferentes, foi aplicado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (pés

teste de Dun).






RESULTADO

ESTUDO IN VITRO

Foi constatada pela analise morfolégica a ocorréncia
de mudanca fenotipica das células em cultura a partir de 14 dias de
osteodiferenciagcdo. Na fase inicial as células tinham um formato
arredondado, com poucos dias de cultivo sua forma mudou para um
aspecto fibroblastéide. Finalmente as células passaram a
apresentar uma morfologia poliédrica ou cuboidal sugestiva da
diferenciacédo das células osteoprogénitoras em fibroblastos.

Na analise bioquimica foram observadas mudancas
no microambiente extracelular compativeis com o processo de
osteodiferenciagcdo. Durante os periodos experimentais foi possivel
constatar no meio de cultura das células osteogénicas a atividade
maxima inicial da enzima fosfatase alcalina em 7 dias decrescendo
em 14 dias e seguindo o crescimento até 28 dias. A concentragao
de calcio foi menor de forma significativa nos periodos de 14 e 28
dias quando comparado ao periodo de 7 dias. Porém observando a
concentracdo de calcio contido na matriz extracelular e células
aderidas, houve presenca significativa a partir dos 14 dias,
seguindo-se um aumento progressivo até atingir um pico maximo
em 28 dias (Figura 16).
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FIGURA 16 - RESULTADOS DA ANALISE BIOQUiMICA MOSTRANDO: O
CALCIO SOBRENADANTE, O CALCIO PRECIPITADO A
ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA E PROTEINAS
TOTAIS.

A analise citoquimica mostrou a presenc¢a de nodulos
de mineralizagdo a partir de 21 dias de osteoinducgdo (Figura 17A).
Estas estruturas tinham um formato arredondado inicialmente,
modificando em quantidade, tamanho e forma ao final do periodo

de osteodiferenciacédo ou seja 28 dias (Figura 17B).

FIGURA 17 - NODULOS DE MINERALIZACAO (VON KOSSA) COM 21 DIAS (A)
E 28 DIAS(B).
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A analise ultra-estrutural do conjunto xenoenxerto-
células derivadas de periésteo apo6s 6 dias de incubacgéo
demonstrou células em monocamada povoando parcialmente a

superficie de granulos de hidroxiapatita e fibras colagenas que

compunham o material testado (Figura 18).

FIGURA 18 - AREAS CONFLUENTES (MATERIAL RECOBERTO COM CDPA),
AREAS NAO CONFLUENTES (MATERIAL NAO RECOBERTO
COM CDPA) 1000X.

ESTUDO IN VIVO

A analise radiografica em 1 més pébs-enxertia
evidenciou auséncia de formacédo 6ssea central; no Grupo 1 (Figura
19A) observou-se alteragdo marginal do osso, sugerindo novo
crescimento 6sseo em direcdao ao centro do defeito, no Grupo 2
(Figura 19B) houve uma discreta formacdo 6ssea marginal lateral
ao defeito com auséncia de formacédo Ossea central, no Grupo 3
(Figura 19C) o xenoenxerto era evidente e preenchia a area do
defeito com radiopacidade distinta do osso antigo, de maneira
similar ao Grupo 4 (Figura 19D). Em 3 meses era evidente no
Grupo 1 (Figura 19E) o crescimento 6sseo centripeto, com margens
6sseas mais bem definidas e radiopacas crescendo em dire¢édo ao

interior do defeito, no Grupo 2 (Figura 19F) ocorreu uma discreta
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formagcdo 6&ssea marginal ao defeito e aparente auséncia de
formac&do 6ssea na regido central, que se encontra preenchida pelo
enxerto autégeno radiopaco, nos Grupos 3 e 4 (Figuras 19G e
19H), o xenoenxerto (menos radiopaco que no periodo anterior)
sugeriu uma maior integragcdo a estrutura &éssea marginal do

defeito, comparado ao tempo experimental anterior.

FIGURA 19 - ANALISE RADIOGRAFICA. 1 MES: GRUPO 1 (A), GRUPO 2 (B),
GRUPO 3 (C) E GRUPO 4 (D). 3 MESES: GRUPO 1 (E), GRUPO 2
(F), GRUPO 3 (G) E GRUPO 4 (H).

A analise histopatol6égica do centro do defeito critico
em 1 més pébs-enxertia mostrou no Grupo 1 (Figura 20A) a
presenca de tecido conjuntivo de frouxo a denso, envolvendo
ilhotas de tecido 0sseo originadas por ossificacao
intramembranosa, no Grupo 2 (Figura 20B), presenca de
fragmentos de osso antigo bem distintos, interpostos por tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e linhas de reversado indicando inicio
da formacg&o de osso novo, no Grupo 3 (Figura 20C), presencga de
granulos de hidroxiapatita de diferentes dimensdes permeados por
tecido conjuntivo frouxo com intensidade moderada de células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (CGMCE),

revascularizagao e areas sugestivas de ossificagao
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intramembranosa entremeando os granulos de hidroxiapatita e no
Grupo 4 (Figura 20D), notavel celularidade entremeando os
granulos de hidroxiapatita, também circundados por discretas
CGMCE. Em 3 meses, o Grupo 1 (Figura 20E), embora ainda
preenchido por tecido conjuntivo, mostrou formagédo Ossea
intramembranosa amorfa ligeiramente maior que em 1 més, no
Grupo 2 (Figura 20F) fragmentos de osso autégeno ja ndo se
encontram individualizados, coalescendo através de remodelacéo e
induzindo formacdo de novo osso, bem celularizado, em maior
quantidade e com novos vasos sanguineos, no Grupo 3 (Figura
20G) houve presenga marcante de ossificagdo ao redor e em
contato direto com os granulos de hidroxiapatita, de intensidade
leve a alta (fechamento quase completo do espago referente ao
material), de forma homogénea, embora o xenoenxerto também
seja circundado por areas de tecido conjuntivo denso com algumas
CGMCE, enquanto o Grupo 4 (Figura 20H) exibiu algumas areas
com presenca de CGMCE, em intensidade fraca a moderada, ao
redor de granulos do biomaterial, intercalado por tecido conjuntivo
denso e com areas focais ou heterogéneas de ossificagcao

circundante a hidroxiapatita.



FIGURA 20 - ANALISE HISTOPATOLOGICA, EM 1 MES (A-G1, B-G2, C-G3 E D-

G4) E 3 MESES (E-G1, F-G2, G-G3 E H-G4). TECIDO
CONJUNTIVO (ASTERISCO), OSSO NEOFORMADO (SETA
PRETA OU ON), OSSO ANTIGO (AO), LINHA DE REVERSAO
(SETA FINA), VASOS SANGUINEOS (CABECA DE SETA
BRANCA), BIOMATERIAL (B), AREAS DE OSSIFICAGAO

74
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(TRACEJADO). COLORAGAO: HEMATOXILINA-EOSINA,
AUMENTO: 170X.

As analises histomorfométrica e  estatistica
demonstraram que a densidade média de volume de o0sso novo
variou significativamente: do Grupo 2 em 30 dias (8,25%+3,18)
para o Grupo 1 em 30 dias (2,00%%1,16, p<0,01); do Grupo 2 em
90 dias (10,94%+3,95) para o Grupo 1 em 30 dias (2,00%%1,16,
p<0,001), o Grupo 1 em 90 dias (4,62%+2,82, p<0,01), o Grupo 3
em 30 dias (4,5%+1,49, p<0,01), o Grupo 4 em 30 dias
(3,54%+1,00, p<0,001) e o Grupo 4 em 90 dias (5,11%=%1,81,
p<0,01); do Grupo 3 em 90 dias (8,46%*1,07) para o Grupo 1 em
30 dias (2,00%%1,16%, p<0,01) e o Grupo 4 em 30 dias
(3,54%+1,00, p<0,05). Isso indica que no tempo experimental mais
tardio houve uma maior formagao 6ssea com osso autdégeno (Grupo
2), seguido por HA/Col (Grupo 3), enquanto o preenchimento com
CDPA+HA/Col (Grupo 4) se assemelha ao efeito do coagulo
sanguineo (Grupo 1) (Figura 21B e Grafico 1).

A densidade média de volume de novo tecido
conjuntivo variou significativamente do Grupo 2 em 90 dias
(16,92%+5,39) para o Grupo 3 (28,98%+1,79, p<0,05) e o Grupo 4
(28,89%+2,20, p<0,05) em 30 dias; isso poderia ser explicado pelo
maior preenchimento da &area do defeito pelo material, com
espessura superior a encontrada nos Grupos 1 e 2 (Figura 21C e
Grafico 2). A densidade média de volume de vasos sanguineos nos
periodos de 1 més e 3 meses nado apresentou diferencgas
significantes entre os Grupos 1, 2, 3 e 4 (Figura 21D e Gréafico 3).
A densidade média de biomaterial variou significativamente do
Grupo 2 em 30 dias (23,27%+10,65) para o Grupo 3 (44,56%+8,93,
p<0,05) e o Grupo 4 (47,53%+6,33, p<0,01) em 30 dias e do Grupo
2 em 90 dias (24,16%6,79) para o Grupo 3 (44,56%+8,93, p<0,05)
e o Grupo 4 (47,53%+6,33, p<0,01) em 30 dias; isto sugere que o
osso autégeno (Grupo 2) e o xenoenxerto (Grupos 3 e 4) mantém-
se estaveis até 3 meses poOs-enxertia, sem significativa degradacéo
(Figura 21E e Grafico 4).



76

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

201 401 Bl Codgulo sanguineo
Bl Coéagulo sanguineo B Osso autogeno
[ Osso autégeno mm HA/Col

Il HA/Col B HA/Col+CDPA
Il HA/Col+CDPA

H
9

@

8

Porcentagem (%)
5
Porcentagem (%)
N
3

30 90 30 90
B Tempo experimental (Dias) C Tempo experimental (Dias)
31 Bl Coégulo sanguineo 60 0 Osso autégeno
[ Osso autégeno 8 HA/Col
BB HA/Col Il HA/Col+CDPA

Il HA/Col+CDPA

g 3
§ g
g g
& €
8 g
4 g
o & 204

30 90 30 90
D Tempo experimental (Dias) E Tempo experimental (Dias)

FIGURA 21 - ANALISE HISTOMORFOMETRICA. GRAFICOS COM A DENSIDADE
MEDIA DE VOLUME E DESVIO-PADRAO DE ACORDO COM OS
GRUPOS E OS TEMPOS EXPERIMENTAIS: OSSO NOVO (B),
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TECIDO CONJUNTIVO NOVO (C), PRESENCA DE VASOS
SAGUINEOS (D) E BIOMATERIAL ENXERTADO (E).
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GRAFICO 1 - ANALISE ESTATISTICA. GRAFICO DE DISPERSAO AVALIANDO
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: OSSO NOVO,
CONSIDERANDO DIFERENCAS SIGNIFICANTES SE P<0,05.
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GRAFICO 2 - ANALISE ESTATISTICA. GRAFICO DE DISPERSAO AVALIANDO
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: TECIDO CONJUNTIVO
NOVO, CONSIDERANDO DIFERENGCAS SIGNIFICANTES SE
P<0,05.
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GRAFICO 3 - ANALISE ESTATISTICA. GRAFICO DE DISPERSAO AVALIANDO
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: PRESENCA DE VASOS
SANGUINEOS, CONSIDERANDO DIFERENGAS SIGNIFICANTES
SE P<0,05.
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GRAFICO 4 - ANALISE ESTATISTICA. GRAFICO DE DISPERSAO AVALIANDO
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: BIOMATERIAL
ENXERTADO ,CONSIDERANDO DIFERENCAS SIGNIFICANTES
SE P<0,05.






DISCUSSAO

A obtencdo e proliferacdo de culturas de células
6sseas apresentam limitagbes, pois contam com uma inerente
instabilidade e possibilidade de comportamentos aberrantes
associados as diversas linhagens celulares. No caso das culturas
primarias de osteoblastos, os sistemas apresentam uma mistura de
células osteoblasticas em diferentes estadgios de diferenciagéo
além de possivelmente células de outras linhagens. Células bem
diferenciadas sao dificeis de expandir em cultura e muitas vezes
perdem o] potencial para diferenciagéoss, células-tronco
mesenquimais proliferam facilmente, mas direciona-las para a
diferenciagdo osteogénica é ainda o maior desafio®® e co-culturas
de células-tronco mesenquimais e osteoblastos mostram
mineralizagdo tardia e depodsito de calcio inferior ao das culturas
isoladas, mostrando a pouca representatividade de suas interacdes
sinérgicas®®. Embora as culturas tenham limitagdes, quando
plagueadas apropriadamente desenvolvem-se culminando na
expressdo de marcadores osteogénicos®’.

O cultivo de células originadas de peridosteo de ratos
possui suas peculiaridades, em relacdo a tempo e a cuidados
especiais de manutencdo. Porém demonstrou-se possivel de
realizar de acordo com os procedimentos operacionais padrdo do
Laboratério de Bioengenharia, Biomateriais e Mineralizagéo
Biologica da UFF, assim como induzir sua osteodiferenciacgéo,
objetivo maior deste estudo’"".

Além disso o periosteo tem um alto potencial de
reparacéo®®.

Em comparacdo com as células embrionarias, as
células osteoprogenitoras (células adultas) apresentam como
vantagens: os aspectos legais e éticos nao-limitantes de uso,

facilidade para a coleta de material e uma técnica rapida e
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clinicamente aplicavel, ndo ficando restrita ao dmbito de pesquisa.
Células-tronco mesenquimais adultas foram isoladas por
Friedenstein, Petrakova®' (1966) e subsequentemente por outros
investigadores, adotando a nomina de células plastico-aderentes ou
unidades formadoras de colbnia fibroblastdide (colony-forming unit
fibroblasts ou  CFU-F). Entretanto, embora as células
osteocompetentes possam ser encontradas na medula éssea, sua
proporgdo & extremamente baixa (0,001-0,01%)°" e decresce com a
idade'>. Nesta condicdo, a célula entra em processo de
senescéncia, isto é, uma paralisacao irreversivel da diviséo celular,
acompanhada pelo encurtamento de teldbmeros, o que restringe os
mecanismos de regeneracao tecidual''®.

O suplemento basico que induz a osteodiferenciacéo
em cultura de células estromais, composto pela associag¢éo
Dexametazona — Acido ascérbico — Beta-glicerofosfato (DAG), é
bem descrito na literatura cientifica®’. Acido ascérbico 2-fosfato
(concentragcdes de 50ug/mL a 10mM) e beta-glicerofosfato (10uM a
10mM)"""  sdo ja conhecidos indutores de osteoblastos,
relacionando-se com depdsito de matriz extracelular (colageno 1) e

mineral, respectivamente'®’.

Dexametazona (10nM a 1uyM), um
glicocorticoide sintético, inclui mudangas morfolégicas em células
de formato alongado a cuboidal, aumentando a expressdo de
marcadores osteogénicos como fosfatase alcalina, osteopontina e
osteocalcina. Os efeitos da dexametazona na expressdo de
colageno | sdo dependentes das condigdes de cultura e periodo®?.
Ela é necessaria para a formacido de ndédulos de mineralizagdo em
culturas derivadas de estroma medular’?’, embora sozinha néo
consiga estimular in vitro a diferenciacdo de linhagens celulares
com potencial osteogénico®’.

Os nodulos de Von Kossa sdo estruturas tipicas dos
processos de mineralizagdo in vitro que s&do normalmente
visualizados entre a terceira e quinta semana de cultivo pela
técnica de Von Kossa que revela os minerais de calcio como pontos

negros estas estruturas tridimensionais, formadas por agregados
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celulares associados a mineralizagdo, apresentam tamanhos

108127 A técnica de Von Kossa isoladamente ndo é um

variados
fator de confirmagdo de ossificagdo, porém é mais um fator que
evidencia mineralizagao'®.

Na osteogénese o colageno I, pode ser detectado
por dosagem?®, imunomarcacao’*’® ou PCR""®.

Neste trabalho, a regido anatémica escolhida para a
obtencdo do periésteo autdbgeno e confecgdo do defeito foi a
calvaria. A utilizacdo da calvaria para a realizagdo de defeito de
tamanho critico deveu-se a sua pobre vascularizacdo e relativa
deficiéncia de medula 6ssea com relagédo a outros ossos. Na diploe
da calvaria do rato, a presenga do o0sso esponjoso entre as
corticais é muito discreta. Além disso, embriolégica e
morfologicamente, a calvaria desenvolve-se por ossificagdo
intramembranosa, a semelhangca dos ossos membranosos da face.
Anatomicamente a calvaria consiste de duas tabuas corticais que
delimitam a regido medular central, semelhante ao osso alveolar.
Segundo Dupoirieux et al.’*, devido as caracteristicas citadas, a
calvaria &€ o local de eleicdo para testes de biomateriais e de
estudo de regeneracdo 6ssea guiada.

Muitos fatores devem ser levados em consideracéao
na avaliacdo de estudos in vivo, como a quantidade e qualidade de
osso formado num defeito 6sseo, pois sdo influenciadas pela
espécie e o tipo de animal utilizado no experimento, sua idade, a
estabilidade do defeito, localizacdo anatdémica do defeito, tipo de
0ssoO, presenga ou auséncia de periésteo e da dura-
méter44,64,108,113.

A espécie Rattus norvegicus albinus, avaliada neste
estudo, &€ muito utilizada em pesquisas e aceita na comunidade
Cientifica6,80,85,111,114.

E importante lembrar que os resultados obtidos em
modelos animais devem ser analisados com cuidado e ndo podem
ser comparados diretamente com humanos, pois animais de

pequeno porte para experimentagdo tém maior capacidade
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regenerativa. Porém como  Schmitz, Hollinger'®® (1986)
recomendam, os testes de novos materiais de reparo 6sseo devem
seguir uma hierarquia de modelos animais antes de testes de fase |
em humanos serem realizados.

Outro fator discutido na literatura é a localizagéo de
defeito na calvaria. Neste trabalho, optou-se por realizar o defeito
no centro da calvaria por varios fatores, como: a nao interferéncia
da musculatura da orelha, a disponibilidade de grande area éssea e
a grande facilidade para o manejo, realizacdo do defeito e tomada
radiografica''".

Apesar do acima exposto, convém salientar que
existem pesquisadores que contra-indicam esta localizagao, devido
ao risco de lesar durante a cirurgia a estrutura anatémica vascular
existente abaixo da sutura sagital, e de introduzir o tecido
conjuntivo proveniente da sutura na avaliagdo da regeneracéo

Ossea'®°®,

Estes pesquisadores preconizam a realizagdo de
defeitos bilaterais em cada animal, o que permitiria uma analise
pareada entre o defeito controle e o teste. Esse procedimento é
contra-indicado porque defeitos bilaterais ficam muito préximos um
do outro, podendo a reparagdao de um defeito interferir no
contralateral e até mesmo haver a intercomunicacdo entre os
defeitos por reabsorgdo da fina parede divisoria e,
consequentemente, a transformagcdo em um uUnico grande defeito,
afetando os resultados do experimento?®°®.

O tipo de incisdo usada na calvaria é também um
aspecto de discussdo, ja que deve: facilitar a visdao do leito
cirargico, gerar um retalho de facil manejo, manter o periosteo
integro, conter o material em experimentacdo no local e facilitar a
sutura. No trabalho de Bosch et al.'® foi utilizada a incisdo sobre a
sutura sagital. Contudo, acredita-se que esse tipo de incisdo seja
contra-indicado, uma vez que a coaptagdo do retalho e do
periosteo, dividido no meio pela incisdo, fica no meio do defeito
fazendo com que os dois processos de cicatrizagdo, o do

tegumento e o do osso, fiquem sobrepostos, possibilitando a
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interferéncia entre ambos e o desvirtuamento do processo de
regeneragdo Ossea. Devido a estas consideragbes, optou-se por
realizar uma incisdo em meia-lua''', deixando o retalho e o
periosteo integro sobre o defeito, fazendo com que a sutura fique a
uma distadncia segura, sem a possibilidade de deslocamento do
material em experimentacao.

Com relagdo ao defeito 6sseo de tamanho critico,
Schmitz, Hollinger'®®, definiram-no como um defeito cujas
dimensdes nado permitem a regeneragdo espontanea do tecido
6sseo durante o tempo de vida do animal, a ndo ser que algum tipo
de material osteogénico, osteoindutor ou osteocondutor seja
colocado dentro ou sobre este defeito. Quando ndo tratados, sao
reparados com tecido conjuntivo frouxo a denso (como observado
no Grupo 1 deste estudo), ocorrendo apenas pequena formacgéado de
tecido 6sseo nas margens do defeito. Essa barreira fibroblastica
pode ser derivada de prolapso do periésteo, fusdo precoce de endo
e pericranio por rapida migragcéo de fibroblastos ou incapacidade do
hematoma no momento da injuria de se organizar e fechar o defeito
com auséncia de elementos osteogénicos®®'%?,

O defeito de tamanho critico em calvaria aqui usado,
atendeu aos requisitos descritos por Cardoso et al.?’ (2006) e
Costa et al.?” (2009) para testes de regeneracdo 6ssea, ou seja:
a) o tamanho minimo do defeito 6sseo experimental ndo deve ser
menor do que o defeito critico 6sseo, individualizado para a
espécie; b) o sitio de implantagdo deve incluir preferencialmente
osso cortical e medular; c) o defeito deve ser estavel; d) o risco de
fratura deve ser minimo; e) o modelo animal deve permitir facil
acesso as analises radiografica e histolégica.

Existe uma discordancia na literatura quanto ao
tamanho critico dos defeitos em calvaria de ratos. Enquanto que

34
l.

para Dupoirieux et a estes sdo defeitos de 6 mm para outros

autores os defeitos criticos sdo de 8 mm?®"%%1"4,
A definicdo do tamanho de uma lesdo critica €

fundamental, pois pode comprometer a avaliagdo pretendida.
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Dupoirieux et al.** (2001) relataram que trés diferentes tipos de
membranas ndo apresentaram diferengas significativas quanto ao
reparo 6sseo. Salientamos que em virtude do tamanho do defeito
ndo critico usado naquela pesquisa, os resultados tornam-se
questionaveis devido a similaridade dos materiais ou a capacidade
de reparacao esponténea do tecido.

Por esta razédo, foi utilizado no presente estudo o
diametro de 8 mm em créanio de ratos, que demonstrou em todos os
grupos analisados o fechamento incompleto do defeito critico por
novo osso (em analises radiografica, histopatolégica e
histomorfométrica).

O reparo 6sseo normal de defeito critico em calvaria
de ratos pode variar de 7,6%>' a 10%'® de preenchimento ésseo em
8 semanas e 12% em 12 semanas®’. A area esperada de novo 0sso
usando biomateriais implantados em calvaria de ratos pode variar
de 15,8%°" a 40% em 8 semanas e de 24%°® a 53,54%°® em 12
semanas.

Periodos experimentais consistentes para analise de
defeito critico em calvaria de ratos incluem 1 més?'37:38:59.73,83.88,111
ou 2 meses? pdés cirurgia, mostrando reparo 6sseo inicial, 3

meseSB7,38,50,83,88,111, 6 meseSS7,38,59

ou 9 meses?’, evidenciando
processo avancado de reparo com maior neoformacdo oOssea,
embora ap6s 6 meses a quantidade de tecido 6sseo neoformado
ndo se modifique significativamente devido ao declinio da
diferenciacdo de células osteoprogenitoras®’.

Tempos menores avaliam somente o0 processo
inflamatério anterior ao reparo 6sseo®' 728817,

O sacrificio dos ratos ocorreu nos periodos de 30 e
90 dias para avaliar respectivamente o processo inflamatério, de
reparo 6sseo inicial e reparo 6sseo tardio''".

Existe uma grande variedade de biomateriais
associados a terapia celular com a finalidade de bioengenharia
6ssea. Para orientar a melhor escolha, considera-se que um

carreador ideal deva apresentar as seguintes caracteristicas: a)
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adaptabilidade a area do defeito; b) osteocondutividade, marcada
por boa capacidade de adesao, proliferagdo e maturagdo das
CTMA; c) capacidade de servir como barreira aos tecidos vizinhos;
d) tempo de reabsorgdo compativel com o tempo requerido para
formacédo 6ssea, porém néo tdo longo que interfira na substituigcédo
do material pelo o0sso’’; e) biocompatibilidade, né&o-
imunogenicidade e atoxicidade; f) radioluscéncia, preferivel para
permitir que o novo o0sso seja distinguivel radiograficamente do
implante; g) facilidade na manufatura e esterilizagdo; h) facil
manuseio durante ato cirdrgico, evitando procedimentos pré-
operatorios que aumentam o risco de infecgdo; i) adequada
microarquitetura, com interconexdes e porosidades (200-900um)
que permitam tanto a penetracdo de células osteocompetentes
quanto de células endoteliais, necessarias a vascularizagdo do
novo tecido em formacgao®®*"°°

O wuso de xenoenxerto acelular a base de
hidroxiapatita e coldgeno no tratamento de defeitos Osseos
extensos associado a células derivadas de periésteo autdgeno
ainda é algo pouco estudado na literatura. A origem bovina do
material mostra boa aceitagéo bioldgica quando testado em espécie

121

receptora diversa, como o rato Quanto a composi¢cdo do

material, ja vem sendo estudados separadamente o colageno,

isolado ou associado a fatores de crescimento''®, e a

hidroxiapatita, que nem sempre traz resultados favoraveis®’'?°.
Exata associacdo mostra-se entdo benéfica e representa uma nova
alternativa terapéutica para promocgéao de reparo de defeitos dsseos
extensos, destacando o] potencial osteocondutivo do
biomaterial*""®.

Em relacdo aos riscos de transmiss&o de prions pelo
material bioldégico (xendégeno bovino) pode ser considerado de risco
praticamente inesistente, ja que a hidroxiapatita é submetida a
altas temperaturas (>1100° C por 3 horas). Além disto, o colageno
é extraido de gado rastreado, proveniente de area geografica de

baixo risco (sem relatos de ocorréncia de encefalopatias
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espongiformes). Outro ponto de relevancia é que a extracdo dos
materiais nos tecidos bovinos ocorre em areas de baixo risco:
ossos e tenddes®?

Embora a radiografia digital apresente maior

definicdo devido a sua alta sensibilidade®*"'°?

se comparada com a
convencional®®8%819%19% " 50 foi possivel quantificar o volume de
osso neoformado devido a sua indistingdo da radiopacidade do
material implantado. Novas ferramentas imaginolégicas podem ser
testadas no intuito de promover maior acuracia a avaliagéo.

Em analise histopatolégica, a presenga de células
gigantes multinucleares do tipo corpo estranho na interface do
material em 4 semanas ou 1 més poéds-implantagcdo corrobora a
literatura. Macréfagos e células gigantes de corpo estranho séo
responsaveis pela degradacdo do biomaterial, visto que macréfagos
sdo capazes de fagocitar particulas muito pequenas (<5um)
enquanto particulas maiores (>10um) induzem formacao de células
gigantes de corpo estranho. Estes dois tipos celulares sobre a
superficie de um biomaterial também sdo importantes por
controlarem o remodelamento de matriz extracelular, afetando a
performance do material. Isto se da através da secregcdo de
citocinas inflamatérias, que tanto influenciam no comportamento de
outros leucécitos (neutrofilos, monécitos e linfécitos) quanto nas
células reparativas (fibroblastos, ceratinoécitos, células
endoteliais)®.

Com relagdo a formacgdo oOssea, melhor resultado
histolégico foi encontrado com enxertia de osso autdgeno; este
dado, no que concerne a avaliacdo das terapias para perdas
6sseas severas, corrobora que o 0sso autdégeno ainda representa o
padrao ouro de reparo'’ 7%,

A literatura tem mostrado alguns resultados positivos
em terapia celular utilizando periésteo para perdas ésseas severas.
Em ratos, periésteo autdogeno estimulado em cirurgia prévia
utilizado como um enxerto livre em regido de calvaria mostrou bons

resultados no reparo 6sseo®®. O enxerto em calvaria da associacao
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de células derivadas de periésteo mandibular humano e esponja
colagena alcangou valores significativos de neoformacgdo Ossea
(59,9%) se comparado ao grupo controle (9,5%), mostrando ser
possivel a osteoindugcdo em modelo animal xenogénico'®®. Em
coelhos, células derivadas de periésteo semeadas sobre implantes
de acido poliglicélico e enxertadas em defeito critico de calvaria
mostram em 12 semanas de poOs-operatorio o triplo da capacidade
de formacédo de novo osso que o grupo ndo-tratado e quase o dobro
que o carreador sozinho'?. Quando estas células sdo carreadas em
acido polilatico glicélico e gel de fibrina, mostram reparo parcial no
defeito com intensa formagdo de osso néo calcificado nas margens
6sseas e regibes centrais do defeito em 4 semanas, havendo
fechamento do defeito em 65%, bem superior aos grupos de
enxerto sem células (31%) e controle (22%)°°.

Entretanto, a bioengenharia de tecidos ndo mostra
sempre resultados favoraveis, como observado no presente estudo.
Células estromais de medula 6ssea humana, quando carreadas,
osteoinduzidas em matriz tridimensional de hidroxiapatita e
implantadas ectopicamente ndo mostraram formacdo O6ssea em
todas as amostras (8 casos de osteogénese em 14) apdés 6
semanas, ocorrendo nos casos de osteogénese grande
variabilidade de acordo com o doador, de pequena (10%) a
significante (50%) quantidade de tecido 6sseo de novo formado®?.
O potencial osteogénico de células derivadas de periésteo pode
sofrer distingdo interespecifica, pois coelhos apresentam
crescimento mais rapido in vitro, embora em sitio ectopico
(subcutaneo de camundongos atimicos, in vivo), somente células
humanas sejam eficazes em gerar osso quando conjugadas a um
carreador colégeno35. Células mesenquimais que, embora
osteocompetentes sob inducdo e aderentes a um carreador
colageno de submucosa intestinal suina, n&o mostraram maior
osteogénese em calvaria de ratos do que o material sozinho, néo

servindo para a fungdo de terapia celular®®.
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A formagdo 6ssea in vivo € um processo complexo
influenciado por diversos fatores incluindo o biomaterial carreador,
os parametros dependentes do hospedeiro e o comportamento das
células doadoras em relacdo ao seu potencial osteogénico*®®?. E
também como mostra este estudo, das interagdes entre todos estes
fatores ainda nao totalmente compreendidos.

Alguns materiais de enxertia hibridos tridimensionais
(Scaffolds) ao serem utilizados no reparo de perdas Osseas
associados a culturas de células osteoprogenitoras nao tiveram um
resultado positivo por falta de uma melhor adesdo dos osteoblastos
ao biomaterial, como relatam Rosa et al.'®® (2008) em um trabalho
de revisdo confirmando resultados de Anselme’ (2000).

As propriedades potencialmente benéficas do
composito HA/Col sdo confirmadas através da osteogénese proxima
a obtida com osso autégeno. Entretanto, quando usada a
bioengenharia tecidual, ndo se verificou ganho ésseo significativo
usando CDPA se comparadas ao coagulo sanguineo. Isso poderia
ser explicado em funcdo do tipo de material escolhido para a
pesquisa nao ser favoravel como carreador de células, néo
permitindo adesao focal suficiente dentro do periodo experimental
proposto. A topografia de superficie do biomaterial tem importancia
na diferenciagcdo celular, como se demonstra em hidroxiapatitas
com diferentes topografias onde os eventos celulares iniciais
(adesdo em 2 horas) nédo séao interferidos, embora a capacidade de
proliferacédo, a sintese protéica, a atividade de fosfatase alcalina e
a presenc¢a de nodulos de mineralizagdo sejam favorecidas por HA
com superficies mais regularesgg. De forma similar, o contato a
longo prazo (6 meses) de células derivadas de osso trabecular com
0sso bovino anorganico enxertado em maxilas humanas mostrou
ndo afetar in vitro a viabilidade e a adesao celular, mas foi capaz
de interferir negativamente na expressdo do fenoétipo
osteoblastéide, diminuindo osteogenénese em comparagao ao

grupo controle/sem enxertia prévia a biépsia 6ssea’".
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Dessa forma, o periésteo constitui uma vantajosa
fonte de células para bioengenharia tecidual com minima
manipulacdo ex vivo desde que combinado a um adequado
carreador para acelerar e/ou aumentar a formagao 6ssea em casos
de perdas O0sseas severas e nao piore a performance do carreador
durante o periodo de reparo ésseo'®*2.

A engenharia tecidual usando células de peridsteo
teria como grande vantagem a necessidade de pequenas
quantidades de tecido do paciente obtidas por meio de técnicas
pouco invasivas e mais seguras do que os métodos convencionais.
Poderia ser usada por dentistas como terapia regenerativa de osso
alveolar, indicada em casos de periodontites e implantes dentais,
devido a sua facil manipulagdo, expansdo em laboratério e
reimplante em fase de mineralizagdo inicial no préprio paciente
sendo mais facil coletar células do periésteo mandibular durante
uma cirurgia oral de rotina do que de aspirado de medula

6ssea’'?’.






CONCLUSAO

O presente trabalho permite concluir que é possivel
obter, cultivar e semear células derivadas de periésteo, as quais
foram capazes de aderir sobre o xenoenxerto bovino composto por
hidroxiapatita e colageno |. Embora o compésito testado em defeito
critico de calvaria de ratos mostre biocompatibilidade e
osteoconducao, o biomaterial livre das células derivadas de
periosteo se mostrou mais eficaz na formacao de novo osso do que

0 uso de bioengenharia tecidual.
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