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Resumo



Paulo AO. Terapia de defeito crít ico em crânio de ratos pela 

associação de xenoenxerto bovino e células derivadas de periósteo 

autógeno [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2009.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a associação de 
células derivadas de periósteo autógeno (CDPA) e xenoenxerto de 
hidroxiapatita e colágeno I (HA/Col) no reparo de defeito crít ico de 
crânio de ratos. CDPA de 10 ratos Wistar foram semeadas na 
densidade de 1,0x106 células sobre discos de HA/Col (8x2mm) em 
DMEM:HAMF12 com 10% soro fetal bovino e dexametazona, ácido 
ascórbico e �-glicerofosfato por 6 dias. Ensaio funcional comparou 
efeito de coágulo sanguíneo (G1), osso autógeno (G2), HA/Col (G3) 
e HA/Col+CDPA (G4) preenchendo defeito de 8 mm de crânio de 
ratos (n=40) em 1 e 3 meses. A análise radiográf ica não exibiu 
variação temporal, tendo G1 e G2 discreto novo osso marginal; 
radiopacidade dos materiais em G2, G3 e G4 impediu conf irmar 
osteogênese central. A análise histológica dos grupos mostrou em 
G1 tecido conjuntivo denso e i lhas de ossif icação (1-3m), em G2 
coalescência do material e osteogênese (1-3m), em G3 ossif icação 
intramembranosa (1m) e novo osso homogêneo ao redor e 
substituindo HA (3m) e em G4 abundante tecido conjuntivo f rouxo 
permeando material (1m) e novo osso heterogêneo (3m); não houve 
necrose, inf lamação crônica ou exuberância de células gigantes 
t ipo corpo estranho. As análises histomorfométrica e estatíst ica 
mostraram diferença signif icativa (p<0,05) para biomaterial (1m) de 
G2 (23,3%) com G3 (44,6%) e G4 (47,5%) e para ganho ósseo (3m) 
de G2 (10,9%) com G1 (4,6%) e G4 (5,1%), tendo G3 (8,5%) 
neoformação óssea próxima a G2. Conclui-se que CDPA não 
aumentam formação óssea se associadas a HA/Col.

Palavras-chave: Transplante heterólogo; Durapatita; Colágeno t ipo 
I;  Periósteo; Osteoblastos; Células-tronco.
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ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the association of  
autogenous periosteum derived cells (APDC) and xenograft made 
up hydroxyapatite and collagen I (HA/Col) in repair of  crit ical size 
defect in rat calvaria. APDC of 10 Wistar rats were seeded with 
density of  1,0x106 cells above discs of  HA/Col (8x2mm) in 
DMEM:HAMF12 with 10% fetal bovine serum and dexamethasone, 
ascorbic acid and �-glicerophosphate until 6 days. Functional assay 
compared ef fect of  blood clot (G1), autogenous bone (G2), HA/Col 
(G3) and HA/Col+CDPA (G4) f i l l ing the 8mm-defect in rat skull 
(n=40) at 1 and 3 months. Radiographic analysis did´t have t ime 
variat ion, with G1 and G2 showing mild peripheral new bone; 
radiopacity of  materials in G2, G3 and G4 didn’t enable to conf irm 
central osteogenesis. Histologic analysis of  groups showed in G1 
dense connective t issue and bone islets (1-3m), in G2 fusion of  
material and osteogenesis (1-3m), in G3 intramembranous 
ossif ication (1m) and homogeneous new bone around and substitute 
HA (3m) and in G4 abundant loose connective t issue permeating 
the material (1m) and heterogeneous new bone (3m); there is not 
necrosis, chronic inf lammation or exuberance of  giant cell l ike 
foreign body reaction. Histomorphometric and statist ic analysis 
showed signif icative dif ferences (p<0.05) for biomaterial (1m) f rom 
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 I; Periosteum; Osteoblasts; Stem Cells.
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INTRODUÇÃO

O tecido ósseo é um tipo de tecido conjuntivo 

altamente vascularizado, tem basicamente as funções de 

sustentação, proteção dos órgãos internos e locomoção. Os 

osteoblastos que são f ibroblastos “sof ist icados” como af irmaram 

Ducy et al.3 3  (2000), são as células responsáveis pela formação da 

matriz orgânica dos ossos e tem ação também na sua 

mineralização6 3, estão dispostos  em  uma camada aderida sob a 

superf ície óssea tem uma forma cuboidal, com núcleos 

predominantemente arredondados7 5. Os osteoblastos podem ser 

detectados pela identif icação da osteocalcina por meio da 

imunomarcação5 3 ,5 5  ou da PCR2 5. Segundo Nefussi et al.8 5 (1997), 

muitos sistemas, incluindo células de calvária, células de endósteo 

e células medulares estromais mostram formação de nódulos 

ósseos in vitro. A direção do crescimento do osso é sempre 

perpendicular à base dos osteoblastos9 3. A formação de osso 

depende da migração de uma população de células potencialmente 

osteogênicas, e da diferenciação desta população em células 

secretórias maduras3 0.

Em 1963, Urist, Mclean1 2 0  estabeleceram que a 

razão da osteogênese ou formação de novo osso deve ser superior 

a razão de invasão de tecido f ibroso durante reparo de lesões 

endocondrais.

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, 

existem mais de 150 doenças e síndromes relacionadas a 

problemas esqueléticos e art iculares1 5 .

Embora haja grande progresso no desenvolvimento 

de substitutos ósseos, ainda não existe o biomaterial ideal que 

mimetize as propriedades e característ icas de células viáveis 

especializadas em produzir este tecido. Dessa forma, a 
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bioengenharia tecidual surge como uma ferramenta capaz de 

uti l izar células isoladas, fatores de crescimento que induzem 

proliferação celular (como proteínas ósseas morfogenéticas) e 

substratos adequados que agem como carreadores de células ou 

proteínas, objetivando criar tecidos autógenos em laboratório e 

possibil itar sua aplicação como agentes terapêuticos2 4 ,4 5 ,4 9 ,7 1 ,8 6 ,1 1 7 .

Os signif icativos avanços em técnicas de biologia 

celular e molecular permit iram obter células precursoras de 

osteoblastos (células-tronco mesenquimais e células 

osteoprogenitoras) e diferenciá-las em osteoblasto, sendo isoladas 

de uma grande variedade de tecidos2 6 ,5 7 ,6 1 ,6 5 ,7 7 ,9 5 ,1 0 4 ,1 0 5  como 

medula óssea de crista i líaca3 1 ,6 4 ,8 2 ,  t íbia e fêmur8 9, espinha 

torácica e lombar2 9, osso trabecular1 1 ,2 2 ,  tecido adiposo1 2 2 , tecido 

muscular, sinóvia1 2 5 , polpa dental de dentes decíduos8 4 ou 

permanentes6 9, papila dental5 3 , sangue periférico4 3, derme7 2, 

placenta4 2, sangue1 4 ,2 3 ,1 0 1  ou parede de cordão umbilical9 8  e 

periósteo1 0 ,5 8 ,1 0 7 ,1 1 2 ,1 1 5 ,1 1 9 ,1 2 4 ,1 2 8 .

Segundo Akita et al.3  (2004) e Kim et al.6 5  (2003), as 

citocinas podem inf luenciar o grau de indução osteogênica in vitro

de células tronco mesenquimais e o padrão de reparo ósseo in 

vivo.

A severidade de um trauma ósseo e o gênero podem 

afetar a capacidade proliferativa (ou densidade celular) e de 

reserva de células-tronco mesenquimais de medula óssea. Em 

termos de densidade celular, o sexo masculino teve maior 

representatividade nas médias dos indivíduos saudáveis, desuniões 

atróf icas enquanto as mulheres obtiveram melhor quantif icação em 

monofraturas e múlt iplos traumas. Isso sugere que o trauma 

estimula a mobilização, replicação e diferenciação dessas células, 

sendo sua frequência média aumentada em pacientes com múlt iplas 

injúrias (sexo feminino) e diminuída em casos de desunião atróf ica 

(mulheres/homens) e monofraturas (homens)1 0 9 .
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A inserção das células-tronco mesenquimais ou 

osteoprogenitoras podem ser por via sistêmica ou tópica. A forma 

sistêmica não requer a presença de materiais carreadores, pois se 

baseia na infusão sanguínea2 0 ,5 1  ou percutânea1 1 5 .

Part icularmente, um grande número de pesquisas 

têm investigado o potencial de células derivadas de periósteo na 

diferenciação em células osteogênicas, representando uma 

interessante fonte alternativa à medula óssea nos últ imos 10 

anos1 9 ,3 5 ,5 2 ,5 6 ,6 0 ,8 2 ,9 0 ,1 0 3 ,1 2 7 .  A engenharia tecidual usando células de 

periósteo 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 fácil manipulação, expansão em laboratório e 

reimplante em fase de mineralização inicial no próprio paciente, 

sendo mais fácil coletar células do periósteo mandibular durante 

uma cirurgia oral de rotina do que de aspirado de medula 

óssea2 ,1 0 8 . Em relação ao potencial osteogênico, células derivadas 

de periósteo têm taxa de proliferação maior que células estromais 

medulares, ref let indo este menor tempo de cultura celular em 

menor custo e r isco de contaminação, apesar destas células 

apresentarem menos marcadores osteogênicos (como fosfatase 

alcalina e nódulos de mineralização) do que as células de medula 

óssea2 ,5 6 .  Contudo, a despeito do periósteo representar uma fonte 

viável para células osteoprogenitoras, falta um biomaterial que 

reúna as característ icas adequadas para atuar como um carreador 

na bioengenharia óssea.

Materiais de enxerto podem se classif icar quanto a 

origem e a composição. Quanto a origem, pertencem a uma das 

quatro categorias: autógenos1 7 ,7 6 ,8 7 ,  alógenos, xenógenos ou 

aloplásticos; matrizes xenógenas de origem bovina mostraram-se 

biocompatíveis em diversos modelos biológicos, como o rato8 0 ,1 1 1 .  

Os xenoenxertos podem conter colágeno ou hidroxiapatita, bem 
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como a combinação de ambos9 7 ,1 2 3 . O colágeno é biodegradável e 

permite adesão, crescimento e diferenciação celular1 3 ,1 0 7 . A apatita 

natural é osteocondutora1 3 ,1 0 6 ,1 1 9  e tem se mostrado osteoindutora 

em alguns modelos in vivo4 6 ,4 7 ,9 6 ,1 2 6 .  Vidal1 2 1 (1996) inicialmente 

testou o compósito natural formulado com 75% de hidroxiapatita e 

25% de colágeno t ipo I,  de origem xenógena, observando no 

período de 57 dias em ratos na região supraperiosteal do crânio e 

em pequenos defeitos ósseos circulares em fêmur (diâmetro: 1-

2mm), formação de osteóide e/ou osso imaturo circular aos 

grânulos de hidroxiapatita. Em design funcional1 8 ,2 1 ,2 7 ,2 8 ,3 4 ,3 7 ,5 0 ,5 9 ,  

comprovaram que o mesmo material preenchendo defeito ósseo 

crít ico em crânio de ratos isoladamente mostrou-se biocompatível, 

osteocondutor e parcialmente biodegradável6 no período de 3 

meses. 

Nos últ imos anos, o cult ivo de células tem sido feito 

em arcabouços, de forma a mimetizar a estrutura tr idimensional do 

tecido ósseo1. Os osteoblastos criam um micro-ambiente suf iciente 

para preservar a competência osteogênica, atingindo a completa 

maturação com depósito de matriz extracelular, mantendo 

interações recíprocas e adaptativas célula-célula e célula-matriz 

extracelular3 9 . O estudo pioneiro de Sakata et al.1 0 3 (2006), 

enxertando células de periósteo mandibular humano carreadas por 

uma esponja colágena tr idimensional em defeito ósseo de tamanho 

crít ico em calvária de rato imunossuprimido, demonstrou em 5 

semanas signif icativo crescimento ósseo central se comparado ao 

controle. Hayashi et al.4 8 (2008) mostraram que a associação de 

células derivadas de periósteo alógeno (de diáf ises de fêmur e 

tíbia) e hidroxiapatita implantada no tecido subcutâneo de ratos 

gera osso ectópico no período de 6 semanas. Rodrigues et al.9 7

(2003) acrescentaram um dado favorável no campo da 

bioengenharia tecidual: compósito de hidroxiapatita e colágeno I 

testado apresenta adesão 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 

associação de células derivadas de periósteo a um carreador 

compósito (hidroxiapatita e colágeno); como já descritos, cada 

componente desta associação teria propriedades favoráveis à 

formação óssea, o que justif ica mais pesquisas no campo da 

bioengenharia tecidual. Por este motivo, procurou-se avaliar 

funcionalmente esta associação com potencial benéf ico ao 

tratamento de perdas ósseas extensas.
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REVISÃO DA LITERATURA

FORMAÇÃO E ESTRUTURA ÓSSEA - OSTEOBLASTOS

As células responsáveis pela síntese e secreção de 

matriz orgânica do osso são os osteoblastos. Os osteoblastos 

formam também as vesículas da matriz que são associadas à 

enzima fosfatase alcalina, fundamental na mineralização óssea6 3. 

Os osteoblastos estão dispostos em uma camada aderida sob a 

superf ície óssea tem uma forma cuboidal, com núcleos 

predominantemente arredondados7 5.

Em cultura, os osteoblastos podem ser muito 

semelhantes aos f ibroblastos a não ser  pelo fato de que estes não 

são capazes de produzir uma matriz extracelular mineralizada. 

Entretanto, não existem evidências até o momento de que a 

mineralização da matriz seja determinada por genes expressos 

somente por osteoblastos. Geneticamente podemos considerar os 

osteoblastos como f ibroblastos especializados, já que quase todos 

os genes expressos nos osteoblastos são também expressos em 

f ibroblastos. Somente dois fatores são transcritos especif icamente 

em osteoblastos: Cbfa1 (fator de transcrição indutor de 

osteoblastos), expressos em níveis de 10 a 100 vezes mais altos 

em osteoblastos do que em qualquer outro t ipo celular, e 

osteocalcina (marcador específ ico de osteoblastos maduros). O 

Cbfa1 possui um papel crít ico na diferenciação de linhagens 

osteogênicas. Durante o desenvolvimento embrionário, a expressão 

de Cbfa1 precede a diferenciação dos osteoblastos e é restr ita às 

células mesenquimais destinadas a serem condrócitos ou 

osteoblastos. A formação óssea está implicada diretamente ou 

indiretamente em crescimento ósseo longitudinal, mineralização 

óssea e remodelação óssea, todas as funções que não são 

facilmente estudadas in vitro. Dessa forma, a compreensão do 
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controle molecular da função de osteoblastos tem sido 

signif icativamente baseada em tecnologia de deleção de genes3 3.

A deposição da matriz extracelular é uma importante 

etapa na formação de todos os tecidos rígidos e órgãos. Os 

osteoblastos não só são responsáveis pela deposição da matriz 

óssea, como também regulam a diferenciação dos osteoclastos e a 

sua atividade no processo de reabsorção óssea, o que remete a 

essas células um papel importante, mesmo que por vias indiretas, 

na regulação de homeostasia do cálcio3 3 ,7 5 .

In vivo, a deposição da matriz é um processo 

altamente direcionado que requer que os osteoblastos façam a 

dist inção entre a membrana ligada por contato ( junções) e a 

membrana livre, com o objetivo de direcionar o f luxo de vesículas 

para uma determinada região. Por serem células polarizadas, os 

osteoblastos secretam as proteínas que vão constituir a matriz 

(osteóide), de forma perpendicular à base da célula, longe dos 

capilares e em direção à superf ície óssea já existente. Sendo 

assim, a direção do crescimento do osso é sempre perpendicular à 

base dos osteoblastos9 3. Os osteoprogenitores dos osteoblastos 

derivam das células mesenquimais pluripotentes, que por sua vez 

dão origem a progenitores de outras linhagens de células como 

f ibroblastos, mioblastos, adipócitos e condrócitos4 ,6 1 .

O desenvolvimento ósseo pode ocorrer através de 

dois processos: ossif icação intramembranosa e ossif icação 

endocondral. A ossif icação intramembranosa é responsável pela 

formação dos ossos da calota craniana como o frontal, o parietal, 

parte do occipital e as partes escamosas e t impânicas do osso 

temporal. Através deste processo se originam também, a maxila, a 

mandíbula e a clavícula. A ossif icação intramembranosa também 

contribui para o aumento em espessura dos ossos longos e para o 

crescimento dos ossos curtos6 3.

O início da ossif icação intramembranosa ocorre com 

a ativação das células mesenquimais que proliferam e se agrupam 

na presença 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 orgânica 

(osteóide), que é posteriormente mineralizada. A deposição dos 

componentes da matriz orgânica e a sua subseqüente 

mineralização acarretam o aprisionamento dos osteoblastos dentro 

desta matriz calcif icada e, nesta condição, se diferenciam em 

osteócitos7 5 .

O entrelaçamento de vários centros de ossif icação 

intramembranosa resulta na formação das trabéculas ou traves 

ósseas e entre elas, amplas cavidades abrigam numerosos vasos 

sanguíneos. Dessa forma, origina-se o osso primário, que com o 

aparecimento dos osteoclastos é gradualmente substituído pelo 

osso maduro ou lamelar6 3 .

O processo de ossif icação endocondral é 

responsável pela formação dos ossos longos das extremidades, 

bem como das vértebras e costelas. Neste t ipo de ossif icação as 

células mesenquimais proliferam, condensam e se diferenciam em 

condroblastos. A part ir daí, um esboço cart i laginoso é inicialmente 

formado, na região e na forma do futuro osso. Na superf ície da 

região mediana do modelo cart i laginoso, células mesenquimais 

adjacentes ao pericôndrio se diferenciam em osteoblastos. Estes 

passam a sintetizar e secretar matriz orgânica óssea que em 

seguida é mineralizada, formando externamente ao pericôndrio do 

modelo cart i laginoso um anel ósseo, que restr inge a passagem de 

nutrientes para os condrócitos na parte mais interna da cart i lagem. 

A seguir, os condrócitos sofrem alterações e começam a 

hipertrof iar7 5 . Durante esse processo os condrócitos produzem 

vesículas da matriz que promovem a sua mineralização, com 

subseqüente morte das células por apoptose, restando apenas as 

cavidades entre os tabiques da matriz cart i laginosa calcif icada. A 

persistência da matriz mineralizada mesmo após a morte e 

desaparecimento dos condrócitos, serve de suporte para a 

deposição do osso subcondral. As cavidades deixadas pelos 

condrócitos entre os tabiques de matriz cart i laginosa calcif icada 
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são invadidas por capilares e células indiferenciadas vindas do 

mesênquima adjacente. Estas células se diferenciam em 

osteoblastos, que passam a sintetizar e secretar a matriz orgânica 

óssea sobre os tabiques de cart i lagem calcif icada, que servem 

apenas de ponto de apoio para a ossif icação. Essa matriz é 

posteriormente mineralizada, dando origem ao tecido ósseo onde, 

anteriormente, havia tecido cart i laginoso7 9.

Segundo Akita et al.3  (2004), a presença de citocinas 

pode inf luenciar o grau de indução osteogênica in vitro de células 

tronco mesenquimais e o padrão de reparo ósseo in vivo em 

modelo de defeito crít ico craniano. Através da aplicação de bFGF

(fator básico de crescimento de f ibroblastos) (2,5 ng/mL) e BMP-2 

(50 ng/mL) além do meio suplementado osteogênico, observou-se 

em cultura expressão de fosfatase alcalina e osteocalcina, e em 

defeito craniano tratado com esponja colágena acrescida de 10μg 

de BMP-2 e bFGF, que produziu osteócitos maduros circundados 

por osteoblastos e osteoclastos. Expressando fosfatase alcalina e 

osteocalcina, com maior imunoreatividade observada nos espaços 

interst iciais do carreador colágeno, acelerando o padrão de reparo 

ósseo.

O mecanismo pelo qual o osso é formado a part ir de 

células previamente não diferenciadas, seja na recuperação de 

uma fratura, na recuperação do tecido em torno de um implante ou 

na remodelação, é semelhante. A formação de osso depende da 

migração de uma população de células potencialmente 

osteogênicas, e da diferenciação desta população em células 

secretórias maduras. Tanto na remodelação endosteal como na 

cort ical, isto envolve a migração através de uma matriz de tecido 

conjuntivo primit ivo, células perivasculares, endosteais, ou células 

da camada interna do periósteo para a superf ície da região 

reabsorvida. Da mesma forma, na fratura e recuperação peri-

implante, a população potencialmente osteogênica vai migrar 

através do coágulo assumindo a retenção do mesmo, e vai at ingir a 

superf ície dos fragmentos de osso ou implante, dentro do local da 
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lesão. Em cada um destes casos, as células que atingem a 

superf ície sólida do tecido ósseo velho ou do implante, vão iniciar a 

síntese de matriz nessas superf ícies. As células que se diferenciam 

antes de atingir a superf ície do alvo vão secretar matriz. Como 

conseqüência, elas irão parar de migrar e, portanto, não atingirão a 

superf ície do alvo. Dessa forma, a osteocondução vai resultar em 

uma espícula óssea avançando na direção da superf ície do alvo. 

Por outro lado, os osteoblastos diferenciados, ativos na secreção, 

irão se afastar da superf ície em conseqüência da diferenciação 

precoce, ou f icar presos como osteócitos na matriz que eles 

produziram3 0.

É a taxa de síntese da matriz recém-formada que 

produz as diferenças signif icativas na aparência do osso lamelar e 

esponjoso. O osso lamelar é o resultado de secreção lenta e 

sincronizada, enquanto o osso esponjoso é o resultado de secreção 

rápida e não sincronizada. Aparentemente a estrutura e a 

composição do osso formado in vitro mimetizam o osso esponjoso. 

Isto é part icularmente signif icativo para aqueles interessados em 

estratégias de engenharia de tecidos baseadas em estágio de 

formação de matriz de tecido ósseo in vitro. Mesmo nas estratégias 

de engenharia de tecidos, nas quais as células-tronco ou 

osteoprogenitoras são semeadas sobre ou dentro de um arcabouço 

que é implantado imediatamente, a primeira matriz de osso 

formada dentro do arcabouço será de osso esponjoso, o qual será 

substituído durante remodelação de longo termo. De fato, na 

remodelação óssea, seja do osso esponjoso ou lamelar, um novo 

osso se forma sobre a superf ície sólida resultante da absorção 

óssea. Este novo osso tem característ icas part iculares e a sua 

formação é denominada de novo, resultante da atividade de células 

osteogênicas em recente estado de diferenciação3 0.
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TRATAMENTO DE PERDAS ÓSSEAS SEVERAS E/OU 

CRÍTICAS

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, 

existem mais de 150 doenças e síndromes relacionadas a 

problemas esqueléticos e art iculares1 5 .

O tecido ósseo possui alta capacidade de 

regeneração espontânea, porém este potencial é l imitado pelo 

tamanho do defeito. Nos últ imos anos, vários procedimentos 

cirúrgicos usando substitutos ósseos biológicos ou sintéticos têm 

sido desenvolvidos para o tratamento destes defeitos no intuito de 

promover seu fechamento com novo tecido ósseo que possua 

característ icas morfológicas e funcionais similares ao tecido 

original8 0 ,8 7 .

Segundo Schmitz, Hollinger1 0 8  (1986), a quantidade 

de reparo que ocorre no defeito ósseo é dependente do tamanho da 

ferida. Um defeito crít ico pode ser def inido como o menor tamanho 

de ferida intra-óssea em um osso part icular ou espécie animal que 

não cicatr izará espontaneamente durante o tempo de vida do 

animal. A patogênese dos defeitos ósseos de tamanho crít ico 

envolvem 2 mecanismos: a) formação de uma barreira f ibroblástica 

pelo periósteo ou segundo Dahlin et al.2 8  (1991), prolapso de tecido 

mole dentro do defeito com fusão de dura e pericrânio, devido a 

rápida migração de f ibroblastos, prevenindo a união das margens 

ósseas, ou b) incapacidade do hematoma no momento de injúria 

em se organizar e fechar a fenda grande, levando a ausência de 

outros elementos osteogênicos e fazendo reparo incompleto.

A qualidade do reparo ósseo sob condições 

experimentais ótimas (defeitos estáveis e não-infectados) pode ser 

inf luenciada marcadamente por cinco variáveis: (1) espécies 

animais, (2) idade do animal, (3) localização anatômica do defeito 

experimental, (4) tamanho do defeito e (5) periósteo intacto4 4 ,6 4 .
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Segundo Schimitz, Hollinger1 0 8  (1986), o modelo de 

defeito crít ico em calvária tem muitas similaridades a região 

maxilofacial, sendo um sít io f reqüente para teste de materiais de 

reparo ósseo. O crânio, quando comparado a outros ossos, possui 

pobre suprimento sangüíneo e a relat iva def iciência de medula 

óssea, f isiologicamente lembrando uma mandíbula atróf ica. 

Morfológica e embriologicamente, a calvária desenvolve-se de uma 

membrana precursora e então lembra ossos membranosos da 

face1 0 8. Em 1963, Urist, McLean1 2 0  estabeleceram que a razão da 

osteogênese ou formação de novo osso deve ser superior a razão 

de invasão de tecido f ibroso durante reparo de lesões 

endocondrais. Aparentemente, este princípio se aplica também ao 

osso intramembranoso. Oklund et al.8 7  (1986) mostra que o 

recrutamento de células perivasculares do estroma da medula 

óssea e o endósteo podem direcionar de forma ef iciente o 

crescimento ósseo das bordas para completa regeneração óssea no 

animal adulto.

Takagi, Urist1 1 4 (1982) mostraram que defeitos de 8 

mm de diâmetro criados em calvária de ratos Sprague-Dawley 

velhos não repararam espontaneamente em 12 semanas, sendo 

observada uma formação óssea inferior a 50% do defeito, por 

técnicas radiográf ica e histopatológica. Essa formação óssea 

diminuta ocorreu principalmente nas margens do defeito de 

calvária, mas se observou também na camada mais profunda da 

dura-máter em forma de ilhas de novo osso. Ratos em desmame 

formam um modelo animal não-satisfatório para avaliar materiais 

de reparo ósseo devido a sua grande capacidade de reparar 

espontaneamente defeitos grandes.

Honma et al.5 0  (2008), pesquisaram o mecanismo 

biológico que regula o processo de reparação óssea do defeito de 

tamanho crít ico permanece desconhecido. O presente estudo foi 

desenhado para investigar a reparação óssea, em um defeito de 

tamanho crít ico em comparação com a de um menor ou não-crít ico. 

Os defeitos em calvárias de rato foram util izados como modelo para 
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o experimento. A taxa de formação óssea foi analisada com raios-X 

e morfometria óssea a produção de osteoblastos e osteócitos foi 

avaliada por histologia molecular com a hibridização in situ para o 

colágeno t ipo I e osteocalcina. Formação de reparação óssea por 

24 semanas, independentemente da conclusão do reparo do 

defeito. Os resultados sugerem que osteoblastos e osteócitos 

cessão a formação óssea, bem como a diferenciação dos 

osteoblastos progenitores declina em 24 semanas. Além disso, a 

reparação óssea procede do periósteo, em ambos os lados do osso 

parietal, mas não a part ir da superf ície do rebordo ósseo ao redor 

do defeito original. Os resultados poderão fornecer informações 

úteis para a investigação clínica na reparação óssea.

O declínio de formação óssea bem como a

f inalização da diferenciação dos osteoblastos é explicado pela 

senescência que é a paralisação irreversível da duplicação celular 

pelo encurtamento dos telômeros restr ingindo por conseqüência a 

reparação tecidual3 1 ,1 1 0 .

Materiais de enxerto podem se classif icar quanto a 

origem e a composição. Quanto a origem, pertencem a uma das 

quatro categorias: autógenos1 7 ,7 6 ,8 7 ,  alógenos, xenógenos ou 

aloplásticos; matrizes xenógenas de origem bovina mostraram-se 

biocompatíveis em diversos modelos biológicos, como o rato8 0 ,1 1 1 .  

Nos últ imos anos, o cult ivo de células tem sido feito em arcabouços 

(scaffolds), de diferentes origens, de forma a mimetizar a estrutura 

tr idimensional do tecido ósseo1 ,1 0 0 .

Autógenos são materiais t irados do hospedeiro e são 

o único t ipo de material de enxerto que possui habil idades 

osteogênica, osteoindutiva e osteocondutiva, sendo então 

considerados o “padrão ouro” para regeneração de estruturas 

ósseas. Como ratif ica Oklund et al.8 7  (1986) e Oliveira et al.8 8

(2008) o osso trabecular f resco autógeno é superior a todos os 

t ipos de osso autógeno processado ou osso alógeno fresco ou 

processado. Seja como for, seu uso é limitado pela necessidade de 

um segundo sít io cirúrgico para coletar o osso, possíveis 
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complicações pós-operatórias relacionadas ao procedimento de 

coleta (morbidade, incluindo infecção, malformação, dor e perda de 

função) e campo limitado em algumas situações (quantidade 

insuf iciente)1 7 .

Os materiais alógenos são t irados de outro indivíduo 

da mesma espécie com diferentes genótipos, como cadáveres, 

parentes ou bancos ósseos. Para a preparação como enxerto, são 

muitas vezes simplesmente congelados, congelados a seco, 

irradiados ou desmineralizados. O congelamento dos ossos doados 

diminui a antigenicidade do enxerto, enquanto a irradiação diminui 

a chance de infecção e a desmineralização remove o conteúdo 

mineral, deixando somente o colágeno e morfógenos, aumentando 

o potencial osteoindutivo. As vantagens de alógenos sobre 

autógenos são a eliminação da necessidade de sít io doador durante 

cirurgia e a rápida disponibil idade. Entretanto, as desvantagens 

incluem rejeição, infecção e maiores períodos de reparo, o que 

t ipicamente resulta em menos volume ósseo que o autógeno9 0.

Os materiais aloplásticos são osteosubstitutos 

sintéticos facilmente disponíveis e que dispensam a necessidade 

de sít io doador do paciente. Idealmente, devem ser biocompatíveis 

com tecidos hospedeiros, não-antigênicos, não carcinogênicos e 

não-inf lamatórios. Adicionalmente, eles devem ser suf icientemente 

porosos e interconectivos para tecidos para permit ir crescimento 

dentro e em volta do implante (osteocondução), capazes de 

estimular osteoindução, reabsorção e reposição por osso, 

radiopacos para permit irem boa visualização e dist inção 

radiográf ica, aptos a resist ir à esteril ização sem perder qualidades 

favoráveis, estáveis em várias temperaturas e sob umidade, 

baratos e facilmente obtidos. A maioria dos materiais aloplásticos 

são osteocondutores e as principais l imitações são a reabsorção 

lenta e muitas vezes a cápsula de tecido conjuntivo que pode afetar 

estabil idade do enxerto6 8 . Materiais aloplásticos podem ainda 

apresentar várias desvantagens como rejeição, infecção, perda e 

toxicidade8 7.
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Os materiais xenógenos ou xenoenxertos podem 

conter colágeno ou hidroxiapatita, bem como a combinação de 

ambos9 7 ,1 2 3 . O colágeno é biodegradável e permite adesão, 

crescimento e diferenciação celular1 3 ,1 0 6 .  A apatita natural é 

osteocondutora1 1 9  e tem se mostrado osteoindutora em alguns 

modelos in vivo4 7 ,1 2 6 . Vidal1 2 1 (1996) inicialmente testou o 

compósito natural formulado com 75% de hidroxiapatita e 25% de 

colágeno t ipo I,  de origem xenógena, observando no período de 57 

dias em ratos na região supraperiosteal do crânio e em pequenos 

defeitos ósseos circulares em fêmur (diâmetro: 1-2mm), formação 

de osteóide e/ou osso imaturo circular aos grânulos de 

hidroxiapatita. Em design funcional1 8 ,1 1 6 ,  Silva et al.1 1 1 (2009) 

comprovaram que o mesmo material preenchendo defeito ósseo 

crít ico em crânio de ratos isoladamente mostrou-se biocompatível, 

osteocondutor e parcialmente biodegradável6 no período de 3 

meses.

Os xenoenxertos bovinos devem receber um 

tratamento especial para evitar o r isco de contágio da encefalopatia 

espongiforme conhecida como “mal da vaca louca” por meio dos 

príons, a hidroxiapatita é submetida a altas temperaturas (>1100o  C 

por 3 horas). Além disto, o colágeno é extraído de gado rastreado, 

proveniente de área geográf ica sem relatos de ocorrência de 

encefalopatias espongiformes e os tecidos uti l izados(tendôes e 

ossos) também são de baixo risco9 2.

Segundo Nefussi et al.8 5 (1997), modelos in vitro de 

osteogênese permitem estudo da cinética da diferenciação 

osteoblástica. Muitos sistemas, incluindo células de calvária, 

células de endósteo e células medulares estromais mostram 

formação de nódulos ósseos in vitro. De acordo com a cinética 

celular baseada em autoradiograf ia e estudos 

microcinematográf icos, quatro sucessivas etapas morfológicas de 

formação do nódulo ósseo podem ser dist inguíveis: (a) proliferação 

celular com formação de camadas mult icelulares; (b) mudanças 

fenotípicas na superf ície celular com diferenciação celular; (c) 
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atividade celular com formação e maturação de matriz e processos 

de inclusão celular; (d) mineralização de matriz óssea medular com 

formação de superf ície óssea ativa e osteócitos maduros. Em 

estudos in vitro uti l izando células periosteais e endosteais de 

calvária de ratos (pré osteoblastos), observou-se a expressão das 

proteínas não-colagênicas Osteocalcina e Sialoproteína óssea 

(BSP) na fase de diferenciação osteoblástica, enquanto 

Osteonectina parece estar associada à fase de formação de matriz; 

a BSP associa-se exclusivamente a cristais nodulares e a 

Osteocalcina e a Osteonectina foram encontradas tanto em 

osteóide quanto na matriz mineralizada.

O uso do PRP isolado não leva ao sucesso no reparo 

de defeitos crít icos mas sua potencialização com o cálcio mostrou 

um melhor desempenho8 3.

Part icularmente, várias pesquisas têm investigado o 

potencial de células derivadas de periósteo na diferenciação em 

células osteogênicas, representando uma interessante fonte 

alternativa à medula óssea nos últ imos 10 anos1 9 ,4 8 ,8 2 ,1 2 7 .

Em relação ao potencial osteogênico, células 

derivadas de periósteo têm taxa de proliferação maior que células 

estromais medulares, ref let indo este menor tempo de cultura 

celular em menor custo e r isco de contaminação, apesar destas 

células apresentarem menos marcadores osteogênicos (como 

fosfatase alcalina e nódulos de mineralização) do que as células de 

medula óssea2 ,5 6 . Mesmo podendo encontrar células 

osteocompetentes na medula óssea, sua proporção é extremamente 

baixa (0,001-0,01%)9 1 e diminui com o passar do tempo1 2.

Recentemente, células-tronco têm despertado 

grande atenção por conta de seu potencial uso em aplicações de 

engenharia tecidual. Um material ideal para enxert ia óssea do 

ponto de vista biológico e biomecânico é aquele que consegue ser 

completamente reposto por novo osso formado pelo hospedeiro1 7 .

Além da medula óssea2 9, existem outras fontes 

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

trabecular1 1 ,2 2 ,3 1 ,  tecido adiposo1 2 2, tecido muscular1 2 5 , polpa de 

dentes decíduos8 4 e permanentes6 9, papila dental5 3 , sinóvia1 2 5 , 

sangue periférico4 3, derme7 2, placenta4 2 , sangue1 4 ,2 3 ,1 0 1  ou 

parede6 6 ,9 8  de cordão umbilical e o 

periósteo1 0 ,3 5 ,5 2 ,5 8 ,8 9 ,1 0 7 ,1 1 2 ,1 1 5 ,1 1 9 ,1 2 3 ,1 2 8 .

Células-tronco mesenquimais adultas foram isoladas 

por Friedenstein, Petrakova4 1 (1966) e subsequentemente por 

outros investigadores, adotando a nomina de células plástico-

aderentes ou unidades formadoras de colônia f ibroblastóide 

(colony-forming unit f ibroblasts ou CFU-F) para def ini- las. Segundo 

Bari et al.1 0  (2006), periósteo é um tecido intermediário localizado

entre osso e tecidos moles, contendo múlt iplos t ipos celulares 

(células de camada cambial, camada f ibrosa, vasos sanguíneos e 

pericitos) que poderiam funcionar potencialmente como células 

progenitoras. Em trabalho avaliando potencial de crescimento e 

fenótipo de células periosteais adultos humanos, verif icou 

depósitos crescentes de cálcio em cultura, at ividade de fosfatase 

alcalina e presença de nódulos de mineralização, conf irmando é 

possível, a part ir de uma pequena biópsia de periósteo, ter uma 

boa fonte e de fácil acesso de células-tronco mesenquimais. 

Conf irmando sua importância, Eyre-Brook3 6 (1984) mostra que 

periósteo provê suprimento sanguíneo ao osso cort ical e células 

osteoprogenitoras, importantes para regeneração óssea.

Em um trabalho util izando células-tronco 

mesenquimais de medula óssea de camundongos transgênicos 

ColCAT3.6, carreadas por meio de esponja gelatinosa, Krebsbach

et al.6 8  (1998), comprovou ser possível fechar defeitos cranianos 

em camundongos imunocomprometidos em 2 semanas pós-

transplante com terapia celular. O novo osso formado foi 

determinado como sendo de origem do doador pela 

imunoreatividade a alfa1 procolágeno cloramfenicol 

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

morfogenéticos.

O trabalho de Redlich et al.9 5  (1999) discute que 

células bem diferenciadas são dif íceis de expandir em cultura e que 

muitas vezes perdem o potencial para diferenciação. Em contraste, 

células-tronco mesenquimais proliferam facilmente, mas direcionar 

estas células para a diferenciação osteogênica é ainda o maior 

desaf io. Estes autores conseguiram isolar células de periósteo de 

tíbia de coelhos, carreá-las em carreador de ácido poli lát ico 

glicólico e gel de f ibrina, e os resultados mostraram que células de 

periósteo foram isoladas e expandidas in vitro com sucesso sem 

perda da expressão de marcadores osteogênicos. Eles 

conseguiram promover in vivo o reparo parcial em defeito crít ico de 

calvária observado por análise histopatológica, com intensa 

formação de osso não calcif icado nas margens ósseas e regiões 

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 cordão umbilical, de maneira similiar à 

medula óssea, tem demonstrado conter células mesenquimais ou 

células progenitoras, que são linhagens primit ivas que puderam 

diferenciar em pelo menos três t ipos celulares: osso, cart i lagem e 

gordura, sob condições apropriadas de cultura2 3.

A pluralidade de sít ios doadores de células-tronco 

mesenquimais ou osteoprogenitoras também se estende às 

diferentes espécies animais, já tendo sido isoladas CTMA em: 

homem (66%), rato (12%), coelho (8%), camundongo, cão (4% 

cada), cabra (3%), cavalo (2%), porco, ovelha e macaco (1% 

cada)1 1 1 .

Estudos in vivo, ut i l izando diferentes animais 

experimentais (camundongos, ratos, coelhos, cabras, cães e 

primatas) mostraram qualitat ivamente uma boa biocompatibil idade 

tecidual e quantitat ivamente uma osteogênese aumentada no sít io 

de implantação, com efeito direto em defeitos ósseos crít icos 

induzidos ou mesmo ectopicamente. A enxert ia de CTMA em tecido 
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subcutâneo demonstrou processo de mineralização dentro de pouco 

tempo (em média, 4 semanas), sendo consideradas um material 

bioativo e concomitantemente inerte (ausência de resposta 

inf lamatória intensa, reação de corpo estranho exacerbada e/ou 

focos de necrose). Defeitos ósseos crít icos, ou seja, que não 

reparam espontaneamente, induzidos em diferentes sít ios 

anatômicos servem como bom modelo para estudar a possibil idade 

de osteogênese em leitos receptores desfavoráveis ou muito 

extensos2 1 ,2 7 .

A terapia celular pré-clínica mostra-se então 

favorável para oferecer melhor grau de osteogênese de 4 a 12 

semanas pós-enxerto, ref let indo o resultado posit ivo de defeitos 

cranianos e mandibulares em interesse às cirurgias craniofaciais 

para seres humanos, enquanto resultados promissores em defeitos 

femorais, radiais e ulnares abrem possibil idade de aplicabil idade 

clínica em cirurgia ortopédica1 1 1 .

Muitos sistemas de culturas de células ósseas 

apresentam limitações, pois contam com uma inerente instabil idade 

e possibil idade de comportamentos aberrantes associados às 

diversas linhagens celulares. No caso das culturas primárias de 

osteoblastos, os sistemas apresentam uma mistura de células 

osteoblásticas em diferentes estágios de diferenciação além de 

possivelmente células de outras linhagens. Embora as culturas 

tenham limitações, quando plaqueadas apropriadamente 

desenvolvem-se culminando na formação de nódulos de 

mineralização6 1.

Em ensaios para mineralização in vitro, a 

suplementação das culturas celulares com ácido ascórbico e um 

����	
�� ��-glicerofosfato) é necessária. O ácido ascórbico é 

necessário como co-fator nas reações de cross-link do colágeno, 

promovendo a formação de matriz orgânica estável. Em estudos 

onde diversas concentrações de ácido ascórbico foram util izadas 

mostrou-se que a síntese de colágeno foi dose-dependente, e 

também o aumento da atividade da fosfatasealcalina. Já o �� -
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glicerofosfato é adicionado às culturas de células ósseas com 

intuito de induzir à osteogênese e promover depósitos de fosfato de 

cálcio. O mecanismo pelo qual o �-glicerofosfato induz a 

mineralização está int imamente relacionado à alta atividade da 

fosfatase alcalina nas células osteoblásticas. O �-glicerofosfato é 

rapidamente hidrolisado pela fosfatase alcalina produzindo altos 

níveis locais de íons fosfato criando as condições químicas para a 

deposição mineral2 6 ,7 7 .

Um conhecido indutor de diferenciação e de 

crescimento celular em células derivadas do estroma medular é a 

dexametazona (DEX). Este glicocort icóide tem mostrado ef iciência 

na indução da atividade da fosfatase alcalina, na potencialização 

da produção de AMPc em resposta ao paratormônio. Quando 

	���
�	��� 	�� �� -glicerofosfato e ácido ascórbico, a DEX estimula o 

processo de mineralização in vitro5 7. Entretanto, DEX não é 

estimuladora de todos os genes considerados parte do programa de 

diferenciação de osteoblastos. Em outros modelos de diferenciação 

de células, a DEX aumenta consideravelmente a atividade de 

fosfatase alcalina e  potencializa a produção de AMPc, mas não 

estimula a produção de colágeno em células humanas e de 

roedores1 0 5 . Nas culturas derivadas de estroma medular a 

dexametasona é necessária para a formação dos nódulos de 

mineralização3 2.

Em células da medula Kanou et al.6 0  (2005) 

mostraram que há maior potencial osteogênico em periósteo 

previamente estimulado ao reparo. Em trabalho util izando ratos, o 

grupo experimental onde houve liberação cirúrgica de periósteo de 

tíbia e imediato reposicionamento, para uti l ização posterior em 7 

dias como enxerto l ivre autógeno em área de defeito crít ico de 

calvária, obteve maior formação de osso, comprovada através de 

análise tomográf ica microcomputadorizada, histológica e 

imunohistoquímica. Por reconstrução tr idimensional, em 

acompanhamento nos dias 7, 14 e 21 dias pós enxerto, houve no 

últ imo estágio deste grupo experimental maior formação óssea 



42

periférica e central,  culminando em fechamento quase total do 

defeito, o que não ocorreu aos demais grupos testados (enxerto 

imediato de periósteo de tíbia, enxerto de periósteo intacto com 

incisão subcutânea prévia de 7 dias porém sem realização de 

retalho, para excluir efeito inf lamatório sobre formação óssea, e 

controle/sem enxerto). Em 14 dias, houve ativa formação óssea 

mostrando estruturas medulares no defeito, e em 21 dias, 

preenchimento total do mesmo por osso neo formado, fundindo-se 

com osso residual, fusão esta que não aconteceu nos demais 

grupos testados. Houve intensa marcação posit iva para antígeno 

nuclear de proliferação celular (PCNA), proteína óssea 

morfogenética (BMP) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF) no grupo experimental com liberação de periósteo em 0 

dias (254±16.5, 274±20.6, 149±8.03, respectivamente) se 

comparada às médias em 7 dias dos grupos com enxerto de 

periósteo sem retalho total prévio (89.4±5.35 e 72.8±11.5; 121±5.6 

e 106±5.71; e 49.0±6.39 e 36±5.4, respectivamente). Esses dados 

conf irmam que a estimulação cirúrgica potencializa em muito a 

capacidade osteogênica de células de periósteo enxertadas em 

defeito craniano in vivo.

Segundo Seebach et al.1 0 9  (2007), a severidade de 

um trauma ósseo e o gênero podem afetar a capacidade 

proliferativa (ou densidade celular) e de reserva de células-tronco 

mesenquimais de medula óssea. Numa comparação entre 

indivíduos saudáveis, com desuniões atróf icas, monofraturas e 

múlt iplos traumas, de ambos os sexos, foi observado in vitro que 

signif icantes diferenças foram encontradas entre pacientes do sexo 

feminino, com mais unidades formadoras de colônia f ibroblastóide 

(CFU-F) em pacientes com múlt iplos traumas (48±21), seguidos por 

voluntários saudáveis (18,7±3,3), pacientes com monotrauma 

(15±10) e desuniões atróf icas (6,3±4,1). Já no sexo masculino, 

signif icantes diferenças também foram encontradas, com mais 

CFU-F entre pacientes com múlt iplos traumas (59±25) do que 

indivíduos saudáveis (54±17), pacientes com desuniões atróf icas 
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(14±14) e monofraturados (14±11). Em termos de densidade 

celular, o sexo masculino teve maior representatividade nas médias 

dos indivíduos saudáveis, desuniões atróf icas enquanto as 

mulheres obtiveram melhor quantif icação em monofraturas e 

múlt iplos traumas. Isso sugere que o trauma estimula a 

mobilização, replicação e diferenciação dessas células, sendo sua 

frequência média aumentada em pacientes com múlt iplas injúrias 

(sexo feminino) e diminuída em casos de desunião atróf ica 

(mulheres/homens) e monofraturas (homens).

A diferenciação osteogênica pode ser detectada a 

part ir do aumento da expressão gênica de certos marcadores mais 

comumente uti l izados. Fosfatase alcalina é considerada um 

marcador inicial da osteogênese in vitro, pois durante a 

diferenciação osteogênica, os osteoblastos exibem forte atividade 

do marcador2 3, detectável por imunomarcação3, reação em cadeia 

da polimerase (PCR)1 1 8  ou atividade enzimática via 

espectrofotometria (pico de expressão em 10-14 dias pós-

osteoindução em cultura celular)6 7 ,1 2 5 .  Nódulos de mineralização 

são normalmente evidenciados pela técnica de Von Kossa, método 

qualitat ivo baseado na substituição de íons Ca2+ da matriz 

calcif icada por átomos de prata, revelando os minerais de cálcio 

como pontos negros1 2 7. A técnica de Von Kossa isoladamente não é 

um fator de conf irmação ossif icação1 6. Dentre as proteínas e genes 

que podem ser uti l izados para a detecção da osteogênese, pode-se 

citar o colágeno I, que é a proteína mais abundante no osso 

conhecida por exercer um importante papel na produção de matriz 

e que pode ser detectado por dosagem9, imunomarcação7 4 ,7 8  ou 

PCR1 1 9. A osteocalcina é um importante marcador para 

diferenciação terminal do osteoblasto, podendo ser detectada por 

imunomarcação5 3 ou PCR2 5.

A osteopontina é um marcador ósseo não específ ico 

que é expresso bimodalmente, presente tanto no início (fase 

proliferativa) quanto no f im (após começo da mineralização) da 

osteogênese6 5, podendo ser detectada por imunomarcação5 5  ou 
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PCR1 2. A osteonectina é considerada um potencial regulador da 

mineralização em tecidos calcif icados, devido a sua af inidade a 

ácido hialurônico1 2 7, hidroxiapatita e colágeno I, detectável através 

de imunomarcação5 4 ou PCR2 5 ,1 1 9 .  Cbfa 1 (ou Runx2) é reportado 

como gene-mestre da diferenciação osteoblástica, sendo seus 

transcritos detectados por PCR6 6 ,1 1 9 . A sialoproteína óssea (BSP) é 

um marcador ósseo tardio, produzido por osteoblastos 

diferenciados formando osso, podendo se ligar a colágeno, 

hidroxiapatita em formação e tem sido isolado em células 

ativamente mineralizando uma matriz de colágeno I1 1 8 . O fator de 

crescimento transformante beta (TGF-��� é um potente fator de 

crescimento osteogênico que estimula a síntese de proteínas da 

matriz e tem grande efeito sobre as células responsáveis pela 

regeneração óssea, atuando na quimiotaxia, proliferação e 

diferenciação de osteoblastos, aumentando e acelerando a 

regeneração óssea, detectado por PCR. Osterix é um fator de 

transcrição essencial que regula a diferenciação e formação óssea 

detectável por PCR5 8, camundongos def icientes geneticamente 

apresentam bloqueio da maturação de osteoblastos, perdendo a 

capacidade de formar osso. BMP2, em altas concentrações, 

funciona como uma proteína osteoindutiva conhecida por estimular 

a diferenciação de células-tronco mesenquimais durante a l inhagem 

osteogênica5 7. A radiograf ia convencional9 4  e a radiograf ia 

computadorizada1 0 2  são também recursos uti l izados na avaliação 

do reparo ósseo1 1 1.

USO DE BIOMATERIAIS NA TERAPIA DE PERDAS 

ÓSSEAS

Embora haja grande progresso no desenvolvimento 

de substitutos ósseos, ainda não existe o biomaterial ideal que 

mimetize as propriedades e característ icas de células viáveis 
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especializadas em produzir este tecido. Dessa forma, a 

bioengenharia tecidual surge como uma ferramenta capaz de 

uti l izar células isoladas, fatores de crescimento que induzem 

proliferação celular (como proteínas ósseas morfogenéticas) e 

substratos adequados que agem como carreadores de células ou 

proteínas, objetivando criar tecidos autógenos em laboratório e 

possibil itar sua aplicação como agentes terapêuticos2 4 ,4 5 ,7 1 ,8 6 ,1 1 7 .

A formação óssea in vivo é resultante de um 

processo complexo que pode ser inf luenciado por diversos fatores 

incluindo o biomaterial carreador, os parâmetros dependentes do 

hospedeiro e o comportamento das células doadoras em relação ao 

seu potencial osteogênico4 9 ,6 2 .

Segundo estudo de Dahlin et al.2 8  (1991), ratos 

Sprague-Dawley que sofreram uma tref inação de 8 mm em calvária 

e t iveram defeito coberto por membrana no ecto e endocrânio mais 

osso part iculado exibiram rápida e substancial regeneração de osso 

se comparadas ao grupo controle (menor osteogênese reparativa), 

indicando que o uso de membrana de barreira impede a rápida 

migração de células de tecido conjuntivo o que pode prevenir a 

produção de osso.

Dupoirieux et al.3 4 (2001), observaram que 

membranas não absorvíveis t iveram melhor resultado na reparação 

de defeitos ósseos em ratos e concluíram que a composição da 

membrana é fundamental para o reparo.

Gosain et al.4 4  (2003) desenvolveram um estudo que 

avaliou a regeneração óssea em coelhos brancos da Nova 

Zelândia, usando calvariectomias experimentais para investigar a 

inf luência da exclusão diferencial da dura-máter e pericrânio em 

defeitos ósseos de 100mm2 (10x10mm) de animais maduros e 

imaturos usando membranas de PTFE. Considerando que a 

reossif icação dentro de defeitos de calvária representa uma 

combinação de novo osso central e periférico, em análise 

histopatológica após 12 semanas, foi observado que a densidade 

de novo osso periférico era signif icantemente 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, já que os grupos de bloqueio da dura que 

util izaram PTFE duplo ou apenas dural resultaram em grande 

decréscimo na densidade óssea central em animais maduros e 

imaturos, sendo comparativamente mais osteogênica do que o 

pericrânio. Paradoxalmente, isolamento do pericrânio em animais 

maduros resultou em signif icante redução na área total de novo 

osso, enquanto o contato pericranial pareceu aumentar a formação 

de novo osso periférico, com o grupo controle (sem bloqueio dural 

ou pericranial) tendo a melhor área total de novo osso.

Taga1 1 3 (2004) realizou estudo par avaliar histológica 

e morfometricamente o reparo de defeitos de tamanho crít ico 

promovido pela dupla membrana de osso cort ical bovino (Gen-

derm, 250-300 m de espessura). Um defeito de 10 mm de diâmetro 

foi produzido na calvária de 40 cobaias obtidos, neste estudo, 

indicaram que o uso da dupla membrana de cort ical óssea bovina 

desmineralizada e o mantenedor de espaço promoveram um ótimo 

reparo do defeito de tamanho crít ico em calvária de cobaias 

levando à remoção de ambas as cort icais. Em 20 animais, o lado 

epidural do defeito foi protegido com uma membrana sobre a dura-

máter e depois preenchido com coágulo sangüíneo, o lado 

ectodural foi recoberto com uma segunda membrana. Um suporte 

de osso alogênico desmineralizado inativado (3 mm de diâmetro) 

foi usado como mantenedor de espaço. O defeito, no grupo 

controle, foi preenchido com coágulo sangüíneo e o mantenedor de 

espaço na região central. Após os períodos de 1, 3, 6 e 9 meses 

pós-cirurgia, as calotas foram coletadas, f ixadas, radiografadas, 

processadas para análise histológica. Os resultados obtidos, neste 

estudo, indicaram que o uso da dupla membrana de cort ical óssea 

bovina desmineralizada e o mantenedor de espaço promoveram um 

ótimo reparo do defeito de tamanho crít ico em calvária de cobaias.

Para promover uma adesão celular local, 

crescimento e proliferação in vivo, há necessidade de biomateriais 
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no campo de transplante celular. Jäger et al.5 5  (2005), comparando 

a ef icácia de 3 polímeros na proliferação e diferenciação 

osteogênica de células mesenquimais (ácido poli lát ico, 

poligalactina 910/polidioxanone e colágeno I/I I I),  observou in vitro

que todos os grupos apresentaram aumento no acúmulo local de 

íons cálcio sob estimulação osteogênica por 28 dias, tendo os 

carreadores colágeno I/II I  e ácido polilático propriedades 

osteoindutivas sem estimulação osteogênica. Colágeno I/II I  teve no 

início do experimento maior potencial de adesão celular, enquanto 

ácido poli lát ico mostrou o maior número de células presentes ao 

f im do experimento, ao contrário de poligalactina 910/ 

polidioxanone, com signif icante efeito citotóxico, porém 

interessantemente possuindo maior conteúdo de cálcio.

Estudo realizado com preenchimento de defeitos 

crít icos (8 mm) em ratos Wistar usando matriz orgânica óssea 

bovina (Genox®, Baumer) demonstrou grande diminuição do defeito 

ósseo com o material,  em análises radiográf ica (diminuição de 60% 

da área média do defeito pós 3 meses x grupo controle sem 

enxerto e 39% da área média pós 6 meses x grupo controle) e 

histológica (redução de osso devido a neo formação óssea 

seguindo as bordas do defeito ósseo). A maioria dos animais 

apresentou excelente resposta à implantação do enxerto, com 

ausência de inf lamação e signif icante formação óssea comparada 

ao grupo controle. Contudo, presença de foco de reação 

granulomatosa do t ipo corpo estranho próxima ao enxerto 

observada em poucos casos. A presença de células gigantes 

mult inucleadas e reação inf lamatória do t ipo corpo estranho são 

conhecidos marcadamente por inibir nova formação óssea8 0.

Schantz et al.1 0 4 (2003), combinando matrizes mistas 

(scaffolds) tr idimensionais e BMP derivadas de medula óssea 

obtiveram resultados posit ivos na terapia de defeitos crít icos em 

calvária de coelhos Nova Zelândia.

Em 1996, Ripamonti9 6  observou que a hidróxiapatita 

com porosidades apresenta um melhor potencial oateoindutor.
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Habibovic et al.4 7 (2006) observou que matrizes 

tr idimensionais que possuíam em sua estrutura  microporos dentro 

de macroporos resultava em uma melhor  adesão de células 

osteoprogenitoras e conseqüente melhora do reparo.

Quanto à forma de distr ibuição, células-tronco 

mesenquimais ou osteoprogenitoras podem ser aplicadas via 

sistêmica ou tópica. A forma sistêmica não requer a presença de 

materiais carreadores, pois se baseia na infusão sanguínea2 0 ,5 1  ou 

percutânea1 1 5 .

Alguns materiais de enxert ia híbridos tr idimensionais 

ao serem util izados no reparo de perdas ósseas associados a 

culturas de células osteoprogenitoras não t iveram um resultado 

posit ivo por falta de uma melhor adesão dos osteoblastos ao 

biomaterial7 ,1 0 0 .

Colágeno é um biomaterial que apresenta boas 

propriedades de degradação e de viabil idade celular (adesão, 

crescimento e diferenciação), em análise topográf ica e química1 3.

A hidroxiapatita, que pode ser natural ou sintética, já 

está sendo considerada um controle posit ivo para formação óssea 

ectópica via osteocondução in vivo por alguns autores6 2 ,1 1 9 , a sua 

associação com TCP mostra indução de CTMA e conseqüente 

formação óssea, distr ibuída através de sua estrutura porosa, numa 

sugerida proporção ótima de 20:808. A associação da hidroxiapatita 

com zinco melhora seu potencial osteoindutor3 7  e seu potencial 

bioabsorvível facil ita sua substituição por tecido ósseo melhorando 

o reparo3 8.

Schmitz, Hollinger1 0 8  (1986) sugerem um protocolo in 

vivo para avaliação de novos materiais de reparo ósseo 

maxilofaciais, seguindo uma hierarquia de modelos animais antes 

de testes de fase I em humanos serem realizados.

Mah et al.7 6  (2004) mostrou em defeitos cranianos de 

4mm de diâmetro em ratos machos adultos Sprague-Dawley que 

BioOss® (osso bovino desmineralizado) propiciou maior 

crescimento ósseo em 4 meses, dir igido ao redor do implante e 
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centro do defeito, seguido de Bioplant® HTR (polímero compósito, 

resultante da combinação de polimetilmetacrilato, 

polihidroxilet i lmetacrilato e carbonato de hidróxido de cálcio), 

Orthomatrix ® HA (cerâmica de hidroxiapatita sintética) e 

Interpore® 200 (cerâmica de hidroxiapatita derivada de coral 

poroso). Biogran® (biovidro a base de fosfato de cálcio) e Pro-

Osteon® 500R (carbonato de cálcio reabsorvível) não mostraram 

incorporação do implante ao osso. Atividade de fosfatase alcalina 

medida no mês 2 conf irma os achados histopatológicos dos 

materiais testados.

Os osteoblastos criam um micro-ambiente suf iciente 

para preservar a competência osteogênica, atingindo a completa 

maturação com depósito de matriz extracelular, mantendo 

interações recíprocas e adaptativas célula-célula e célula-matriz 

extracelular3 9 . O estudo pioneiro de Sakata et al.1 0 3  (2006), 

enxertando células de periósteo mandibular humano carreadas por 

uma esponja colágena tr idimensional em defeito ósseo de tamanho 

crít ico em calvária de rato imunossuprimido, demonstrou em 5 

semanas signif icativo crescimento ósseo central (59,9±10,5%) se 

comparado ao controle (0,5±5,02). Hayashi et al.4 8  (2008)

mostraram que a associação de células derivadas de periósteo 

alógeno (de diáf ises de fêmur e tíbia) e hidroxiapatita implantada 

no tecido subcutâneo de ratos gera osso ectópico no período de 6 

semanas. Rodrigues et al.9 7 (2003) acrescentaram um dado 

favorável no campo da bioengenharia tecidual: compósito de 

hidroxiapatita e colágeno I testado apresenta adesão e 

espraiamento de osteoblastos humanos dentro de 11 dias em 

cultura celular.

O fosfato octacálcio sintético (OCP) aumenta a 

formação óssea subperiosteal, quando   implantado pode ser 

reabsorvido e substituído por osso com o tempo, mostrando que 

este material possui potencial e poderá ser uti l izado como um 

ef icaz substituto ósseo5 9.
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Outros materiais tem mostrado um bom potencial no 

tratamento de perdas ósseas como o estireno de vinil8 1  e o fosfato 

de cálcio7 3 .



Proposição



PROPOSIÇÃO

OBJETIVO GERAL

� Avaliar o potencial terapêutico da associação de xenoenxerto 

bovino com células derivadas de periósteo autógeno de ratos 

para tratamento de defeito crít ico no crânio de ratos.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

� Obter e cult ivar células derivadas de periósteo autógeno 

(CDPA) de ratos.

� Demonstrar a propriedade de osteodiferenciação das CDPA in 

vitro.

� Analisar o comportamento biológico e potencial osteogênico da 

associação de CDPA + biomaterial enxertada em defeitos 

crít ico em crânio de ratos.



Material e método



MATERIAL E MÉTODO

Esta pesquisa foi realizada segundo as normas 

recomendadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Federal Fluminense (Registro 04/08) para o estudo in 

vivo (Anexo 1).

ESTUDO IN VITRO

� Coleta de amostras e proliferação celular

Dez espécimes de Rattus norvegicus albinus ,  

machos adultos com 2 meses de idade e 300 g, foram pré-

anestesiados durante 1 minuto por inalação de éter etí l ico a 97% 

(VETEC, RJ) para facil itar seu manejo (Figura 1A). A seguir foi 

feita anestesia geral por aplicação intramuscular de 60 mg/kg de 

ketamina (Francotar, Virbac, Brasil) e 12 mg/kg de xilazina 

(Rompum, Bayer, Brasil) próxima do músculo reto femoral da pata

(Figura 1B), mostrando duração de efeito de 40 minutos5.

FIGURA 1 - PRÉ-ANESTESIA DO ANIMAL COM ÉTER (A) ,  APLICAÇÃO 
INTRAMUSCULAR DE 60 MG/KG DE KETAMINA E 12 MG/KG DE 
XILAZINA(B) .
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Quando os animais f icaram completamente imóveis, 

foram colocados sobre um campo operatório esteril izado, t iveram a 

região fronto-parietal tr icotomizada e degermada com clorexidina 

alcoólica 0,5% (Rioquímica, Brasil).  O acesso ao periósteo foi 

realizado por meio de uma incisão semilunar na derme da calvária 

e do rebatimento de um retalho dividido, preservando o periósteo 

aderido ao osso. Quatro incisões delimitaram a área de 1 cm² 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, INCISÃO, DEMARCAÇÃO DO TECIDO COLETADO, 
REMOÇÃO DO PERIÓSTEO E SUTURA NOS RATTUS 
NORVEGICUS ALBINUS.

Enquanto sua biópsia foi transportada para o 

laboratório de Biomateriais, em tubo de centrífuga contendo 

DMEM:HAM F12 (Cult i lab, Brasil) gelado e em soro fetal bovino

(Figura 3).

FIGURA 3 -  TRANSPORTE DA BIOPSIA EM TUBOS DE CENTRÍFUGA 
CONTENDO DMEM:HAM F12.
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Em período inferior a 1 hora, e processada em 
ambiente estéril de f luxo laminar (Biozard Classe II 36208, 
Labconco, Estados Unidos). Em uma placa de 24 poços, o 
periósteo foi lavado 3 vezes com tampão fosfato em solução salina 
estéril (PBS) e incubado num poço com 1 mL de colagenase 0,25% 
durante 2 horas, realizando-se fragmentação auxil iar da peça com 
lâmina de bisturi e/ou tesoura (Figura 4). Após digestão enzimática, 
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 (Cult i lab, Brasil) 
e mantidas em container plástico de 25 cm2 (TPP, Estados Unidos) 
(Figura 5), acondicionadas em incubadora (Thermo Scientif ic, 
Estados Unidos) a 37ºC, 5% de CO2 e 95% de atmosfera úmida. 

FIGURA 4 - A BIOPSIA SENDO TRABALHADA EM FLUXO LAMINAR NO QUAL 
FOI LAVADA EM PBS, SOFREU DIGESTÃO ENZIMÁTICA E 
CLIVAGEM.

FIGURA 5 - APÓS A DIGESTÃO ENZIMÁTICA E CLIVAGEM O MATERIAL FOI 
CENTRIFUGADO E OBSERVADO AO MICROSCÓPIO INVERTIDO
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Trocas de meio foram realizadas a cada 2 dias. Para 

a quantif icação celular foi ut i l izada a câmara de Neubauer como 

preconizado por Freshney4 0 (2000), fazendo-se a exclusão de 

células mortas ou não viáveis coradas com azul de Trypan 0,4% 

(Sigma-Aldrich, Brasil).  Uma alíquota de 20μL da suspensão celular 

em 1mL foi misturada em igual volume ao azul de trypan, 

homogeneizada e transferida para a câmara. Util izando a equação: 

NC x D x 104 / Q, onde NC= número de células viáveis contadas, 

D= diluição da amostra, Q= quadrantes da Câmara de Neubauer 

uti l izados na contagem (Figura 6).

FIGURA 6 - A CONTAGEM CELULAR NA CÂMARA DE NEUBAUER, A 
INCUBAÇÃO EM CONTAINERS PLÁSTICOS NA ESTUFA.

� Osteodiferenciação

Células derivadas de periósteo de ratos (passagem 

2) foram semeadas em placa de 24 poços e na densidade de 3,0 x 

104 células por mL em DMEM:HAM F12 com 20% soro fetal bovino. 

Após 24 horas iniciais para adesão celular, foi realizada 

osteoindução através de suplementação com 20nM de 

dexametazona (Sigma-�����
��� ��	����� � �������� ��� ácido ascórbico 

(Sigma-�����
��� ��	����� �� ����� ��� �-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, 

Brasil),  com troca diária. O experimento foi realizado em 

quadruplicata, nos tempos experimentais: 7, 14, 21 e 28 dias. 

Foram util izados como marcadores de osteogênese in vitro: 
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fosfatase alcalina, dosagem de cálcio (análises bioquímicas 

quantitat ivas de produção de tecido ósseo) e coloração de Von 

Kossa (análise citoquímica qualitat iva de mineralização) (Figura 

7B). Para avaliação da atividade enzimática da fosfatase alcalina, o 

meio de cultura foi coletado (1 mL), transferido para um microtubo 

(Eppendorf , Estados Unidos) e congelado a -20oC; posteriormente, 

alíquotas de 100��� ���	��	��
���	�	��	���������� ��	ção uti l izando 

o Kit Labtest para Fosfatase Alcalina (Enzipharma, Brasil),  

deixando incubar por 10 minutos a 37o!�� 	��
���	��� ������ ���

NaOH 1,0 M e paralisada a reação. A densidade óptica foi medida 

em espectrofotômetro DU 800® (Beckman Coulter, Estados Unidos) 

(Figura 7A), no comprimento de onda de 405 nm. Para quantif icar 

presença de cálcio no sobrenadante (ou cálcio l ivre) e no 

precipitado (ou cálcio aprisionado) da cultura celular, foi ut i l izado o 

Kit Labtest para Cálcio (Enzipharma, Brasil);  o meio de cultura foi 

coletado e congelado a -20oC em microtubos (Eppendorf , Estados 

Unidos) até o momento da dosagem, enquanto as células e a matriz 

extracelular aderidas (precipitado) foram digeridas em HCl 0,5 M 

durante 18 horas em geladeira, o conteúdo de cada poço foi 

coletado individualmente em microtubos e congelado até o 

momento da dosagem. A leitura das amostras foi realizada em 560 

nm no espectrofotômetro DU 800® (Beckman Coulter, Estados

Unidos), ut i l izando o cálcio padrão do kit como referência, como o 

branco para calibração do aparelho a água destilada (para o meio 

de cultura) e o HCl 0,5M (para o pellet). A concentração de cálcio 

também foi determinada no meio de cultura suplementado com 

meio osteogênico como referência. Todos os resultados tabelados 

da bioquímica foram expressos uti l izando o processador de gráf icos 

Prism 5.0 (GraphPad Software, Estados Unidos) usando teste t  

(não paramétrico). Para avaliação citoquímica foi realizado o

método de Von Kossa, que permite identif icar a matriz extracelular 

mineralizada sob a forma de nódulos de mineralização1 2 7 . Foi 

realizada a substituição do meio de cultura por formol 10% para 

f ixação durante 10 minutos, a remoção do formol, a lavagem com 
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PBS por 10 minutos, o acréscimo de nitrato de prata a 5% com 

exposição à luz ultravioleta durante 60 minutos, 3 novas lavagens 

com PBS, a imersão em hipossulf ito de sódio 5% por 3 minutos, a 

coloração com safranina 0,5%, a análise em microscópio invert ido 

de contraste de fase Labomed TCM 400 (Feldmann Wild Leitz, 

Brasil) e documentação fotográf ica com máquina Canon Powershot 

A310 3.2 MegaPixel (Canon, Brasil).  

FIGURA 7 - O ESPECTROFOTÔMETRO(A)  E UM NÓDULO DE MINERALIZAÇÃO 
PELA COLORAÇÃO DE VON KOSSA(B) .

� Bioengenharia tecidual

Considerando a adsorção de proteínas como 

importante etapa envolvida na adesão de células osteogênicas a 

biomateriais7, o xenoenxerto bovino natural constituído de 75% de 

hidroxiapatita e 25% de colágeno I (HA/Col), na disposição de 

pastilha de 8 mm de diâmetro e 1,5 mm de espessura, foi 

previamente incubado em placa de 24 poços por 24 horas em 

estufa, com DMEM:HAM F12 com 10% de soro fetal bovino. Em 

seguida, realizado plaqueamento de 1,0 x 106 células derivadas de 

periósteo autógeno (CDPA) (Figura 8A) na passagem 2 sobre o 

material e mantido o conjunto em cultura celular por 6 dias1 2 7 , até o 

momento do implante do conjunto CDPA+HA/Col (Figura 8B). 
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FIGURA 8 - CÉLULAS DERIVADAS DE PERIÓSTEO AUTÓGENO (CDPA, 400X) .  
INCUBAÇÃO DO CONJUNTO CDPA+HA/COL (B) .  

Amostras adicionais (n=3) foram processadas para 

avaliação morfológica ultra-estrutural da adesão células-biomaterial 

no tempo de incubação prévio à implantação, seguindo o protocolo: 

f ixação em solução de Karnovsky em tampão cacodilato 0,1M, pH 

7,2 por 1 hora, lavagem com o tampão, pós-f ixadas em tetróxido de 

ósmio 1% em tampão cacodilato 0,1M, pH 7,2 por 1 hora, imersão 

em soluções crescentes de etanol (1 banho de 30%, 50%, 70% e 

90% e 3 banhos de 100%) por 10 minutos cada sempre em 

temperatura ambiente (±25oC), desidratação em aparelho de ponto 

crít ico (CPD.030, Bal-tec, Alemanha), metalização em ouro e 

análise em Microscópio Eletrônico de Varredura (Jeol JSM 5800LV, 

Suécia).

ESTUDO IN VIVO

� Ensaio funcional

Defeito crítico em crânio de rato.  40 animais 

( incluindo os 10 dos quais previamente removeu-se as CDPA) 

foram anestesiados, submetidos à tr icotomia e degermação 

conforme procedimento já descrito. Foi realizada uma incisão 

semilunar, seguida de retalho total com o auxílio de descolador do 

t ipo Molt e cinzel de Ochsenbein no 1, expondo a cort ical óssea da 
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região interparietal. Com uma broca tref ina cirúrgica de 8 mm de 

diâmetro (Sistema de Implantes Nacionais, Brasil) acoplada a um 

contra-ângulo redutor com rotação de 1:16 e irr igação externa 

(Anthogyr S/A, França) e micromotor cirúrgico (VK Dril ler 

Equipamentos Elétr icos Ltda., Brasil) com irr igação abundante e 

contínua a base de solução f isiológica, realizou-se uma craniotomia 

bicort ical, expondo a dura-máter sem lesão da mesma ou do 

encéfalo3 8 (Figura 9). O fragmento osteotomizado foi delicadamente 

retirado e efetuado preenchimento do defeito com uma das 4 

modalidades terapêuticas: Grupo 1 (coágulo sanguíneo) (Figura 

10A), Grupo 2 (osso autógeno, da própria calota ret irada para

confecção do defeito, part iculado 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 CRÍTICO.
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FIGURA 10 - DEFEITO ÓSSEO DE TAMANHO CRÍTICO (DIÂMETRO=8 mm),  
PREENCHIDO POR COÁGULO SANGUÍNEO (A) ,  OSSO 
AUTÓGENO PARTICULADO (B) ,  XENOENXERTO ACELULAR (C)  
OU XENOENXERTO ASSOCIADO A CÉLULAS DERIVADAS DE 
PERIÓSTEO AUTÓGENO (D) .

Em seguida, o retalho foi reposicionado e suturado 

com f io de nylon 4.0 (Ethicon Inc, Estados Unidos)3 8 . Os ratos 

foram deixados em gaiolas individuais com ração peletada (Nuvilab 

CR1, Nuvital,  Brasil) e água  ad libitum,  não havendo intercorrências 

pós-operatórias signif icantes durante o experimento. Os sacríf icios 

foram realizados nos tempos experimentais de 1 mês (n=20) e 3 

meses (n=20) pós cirurgia, com 5 animais por terapia (n=4), 

totalizando 40 amostras. Os animais foram mortos com sobredose 

de solução anestésica, o que causou a morte sem dor ou 

sofrimento. Constatada a morte do animal, foi realizada necrópsia 

contendo a área do defeito e sua periferia uti l izando micromotor 

odontológico e disco de Carborundum (Figura 11), sendo o material 

f ixado por 48 horas em formol 4% tamponado com pH 7,2. O 
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encéfalo foi removido para melhorar a captação das imagens 

radiográf icas, visto que não se tratava do alvo desta pesquisa.

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

� Processamento e análise radiográficos

Para a realização de radiograf ias digitais, foram 

util izados microfoco emissor de raio-X (FXS-100.10, Feinfocus, 

Estados Unidos) (Figura 12), placa de fósforo para detecção da 

imagem latente (Image Plate IPX, GE IT, Alemanha) e scanner de 

mesa (CR-50P, GE IT, Alemanha) (Figura 13), tendo como 

parâmetros: tensão de 40 kV, corrente de 125 µA, tempo de 

exposição de 600 segundos, distância fonte-detector de 2 m, 

distância fonte-objeto de 40 cm, fator de magnif icação de 5x, 

tamanho do pixel de 50 µm e tamanho focal do raio-X de ~10 µm. 

Foi realizada análise descrit iva, comparando o efeito do tempo e do 

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

FIGURA 13 -  SCANNER COM A IMAGEM RADIOGRÁFICA DIGITALIZADA DA 
BIOPSIA.
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� Processamento e análise histopatológicos

Após a f ixação das peças em formol 4% tamponado, 

seguiu-se à sua lavagem em água corrente (1 hora), imersão em 

solução desmineralizadora rápida de ossos (Allkimia, Brasil) por 48 

horas, lavagem em água corrente (1 hora), desidratação em 

concentrações crescentes de álcool etíl ico puro (VETEC, Brasil;  1 

banho de 70%, 80%, 90% e 3 banhos de 100%, 1 hora cada), 

diafanização em 3 banhos de xilol puro (VETEC, Brasil) por 30 

minutos cada, impregnação em 3 banhos de paraf ina líquida a 60ºC 

(VETEC, Brasil) por 1 hora cada e inclusão em paraf ina. Cortes de 

5 μm foram corados pela técnica Hematoxil ina-Eosina (HE) (Figura 

14). e examinados por um patologista, previamente treinado, em 

um estudo cego.

FIGURA 14 -  PROCESSAMENTO HISTOLÓPATOLÓGICO

A análise descrit iva comparativa intra e intergrupos 

da resposta biológica se baseou no t ipo e na intensidade das 

alterações inf lamatórias (alterações vasculares, inf i ltrado 
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inf lamatório) e dos processos reparatórios (f ibrose, proliferação 

angioblástica, aposição e reabsorção óssea e reabsorção do 

material).  As imagens mais representativas dos fenômenos 

observados foram documentadas em um microscópio óptico FWL-

1000 (Feldman Wild Leitz, Brasil) ut i l izando a câmera fotográf ica 

acoplada Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony, Brasil).

� Análise histomorfométrica

Foram util izados os parâmetros descritos por 

Mandarim-de-Lacerda7 8 (2003). A referência para contagem foi a 

imagem de maior extensão ou diâmetro do defeito crít ico, 

correspondente a região central de cada peça, que foi capturada 

digitalmente com magnif icação f inal de 170 x uti l izando a câmera 

fotográf ica Cybershot DSC-W300 Super Steady Shoot (Sony, 

Brasil).  Para cada lâmina (referente a um animal por período 

experimental), foram obtidos campos contíguos não superpostos (6 

a 8 por corte), que representam toda a área 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 

micrômetros/pixel, e em seguida feita superposição com uma grade 

contendo 100 pontos (Figura 15). Para cada imagem, foi 

determinado o número de pontos sobre o tecido conjuntivo, os 

vasos sanguíneos, o tecido ósseo neoformado, o tecido ósseo 

antigo, o biomaterial enxertado e outras estruturas que não se 

enquadrassem nessas def inições. 
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FIGURA 15 -  O PROGRAMA IMAGE PRO-PLUS 6.0 COM A IMAGEM DOS 
CAMPOS CONTÍGUOS DA LÂMINA (170 X)  COM A 
SUPERPOSIÇÃO DE UMA GRADE COM 100 PONTOS.

� Análise estatística

A contagem manual foi realizada por dois 

examinadores independentes e calibrados, num estudo cego, cuja 

variação máxima das médias foi inferior a 0,01% (paired t  test, 

InStat versão 3.01, GraphPad Software, Estados Unidos). As 

médias e desvios padrão obtidas foram submetidas à Análise de 

Variância (ANOVA) util izando o mesmo programa, def inindo 

diferenças signif icantes se p < 0,05 (teste de Tukey). Nos casos em 

que os desvios padrão dos grupos fossem signif icativamente 

diferentes, foi aplicado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis (pós 

teste de Dun).



Resultado



RESULTADO

ESTUDO IN VITRO

Foi constatada pela análise morfológica a ocorrência 

de mudança fenotípica das células em cultura a part ir de 14 dias de 

osteodiferenciação. Na fase inicial as células t inham um formato 

arredondado, com poucos dias de cult ivo sua forma mudou para um 

aspecto f ibroblastóide. Finalmente as células passaram a 

apresentar uma morfologia poliédrica ou cuboidal sugestiva da 

diferenciação das células osteoprogênitoras em f ibroblastos.

Na análise bioquímica foram observadas mudanças 

no microambiente extracelular compatíveis com o processo de 

osteodiferenciação. Durante os períodos experimentais foi possível 

constatar no meio de cultura das células osteogênicas a atividade 

máxima inicial da enzima fosfatase alcalina em 7 dias decrescendo 

em 14 dias e seguindo o crescimento até 28 dias. A concentração 

de cálcio foi menor de forma signif icativa nos períodos de 14 e 28 

dias quando comparado ao período de 7 dias. Porém observando a 

concentração de cálcio contido na matriz extracelular e células 

aderidas, houve presença signif icativa a part ir dos 14 dias, 

seguindo-se um aumento progressivo até atingir um pico máximo 

em 28 dias (Figura 16).
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FIGURA 16 -  RESULTADOS DA ANÁLISE BIOQUÍMICA MOSTRANDO: O 
CÁLCIO SOBRENADANTE, O CÁLCIO PRECIPITADO A 
ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFATASE ALCALINA E PROTEÍNAS 
TOTAIS.

A análise citoquímica mostrou a presença de nódulos 

de mineralização a part ir de 21 dias de osteoindução (Figura 17A). 

Estas estruturas t inham um formato arredondado inicialmente, 

modif icando em quantidade, tamanho e forma ao f inal do período 

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

FIGURA 17 -  NÓDULOS DE MINERALIZAÇÃO (VON KOSSA)  COM 21 DIAS (A)  
E 28 DIAS(B) .
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A análise ultra-estrutural do conjunto xenoenxerto-

células derivadas de periósteo após 6 dias de incubação 

demonstrou células em monocamada povoando parcialmente a 

superf ície de grânulos de hidroxiapatita e f ibras colágenas que 

compunham o material testado (Figura 18). 

FIGURA 18 -  ÁREAS CONFLUENTES (MATERIAL RECOBERTO COM CDPA) ,
ÁREAS NÃO CONFLUENTES (MATERIAL NÃO RECOBERTO  
COM CDPA)  1000X.

ESTUDO IN VIVO

A análise radiográf ica em 1 mês pós-enxert ia 

evidenciou ausência de formação óssea central; no Grupo 1 (Figura 

19A) observou-se alteração marginal do osso, sugerindo novo 

crescimento ósseo em direção ao centro do defeito, no Grupo 2 

(Figura 19B) houve uma discreta formação óssea marginal lateral 

ao defeito com ausência de formação óssea central, no Grupo 3 

(Figura 19C) o xenoenxerto era evidente e preenchia a área do 

defeito com radiopacidade dist inta do osso antigo, de maneira 

similar ao Grupo 4 (Figura 19D). Em 3 meses era evidente no 

Grupo 1 (Figura 19E) o crescimento ósseo centrípeto, com margens 

ósseas mais bem def inidas e radiopacas crescendo em direção ao 

interior do defeito, no Grupo 2 (Figura 19F) ocorreu uma discreta 
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formação óssea marginal ao defeito e aparente ausência de 

formação óssea na região central, que se encontra preenchida pelo 

enxerto autógeno radiopaco, nos Grupos 3 e 4 (Figuras 19G e 

19H), o xenoenxerto (menos radiopaco que no período anterior) 

sugeriu uma maior integração à estrutura óssea marginal do 

defeito, comparado ao tempo experimental anterior.

FIGURA 19 -  ANÁLISE RADIOGRÁFICA. 1 MÊS: 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 análise histopatológica do centro do defeito crít ico 

em 1 mês pós-enxert ia mostrou no Grupo 1 (Figura 20A) a 

presença de tecido conjuntivo de frouxo a denso, envolvendo 

ilhotas de tecido ósseo originadas por ossif icação 

intramembranosa, no Grupo 2 (Figura 20B), presença de 

fragmentos de osso antigo bem dist intos, interpostos por tecido 

conjuntivo, vasos sanguíneos e l inhas de reversão indicando início 

da formação de osso novo, no Grupo 3 (Figura 20C), presença de 

grânulos de hidroxiapatita de diferentes dimensões permeados por 

tecido conjuntivo f rouxo com intensidade moderada de células 

gigantes mult inucleadas do t ipo corpo estranho (CGMCE), 

revascularização e áreas sugestivas de ossif icação 
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intramembranosa entremeando os grânulos de hidroxiapatita e no 

Grupo 4 (Figura 20D), notável celularidade entremeando os 

grânulos de hidroxiapatita, também circundados por discretas 

CGMCE. Em 3 meses, o Grupo 1 (Figura 20E), embora ainda 

preenchido por tecido conjuntivo, mostrou formação óssea 

intramembranosa amorfa l igeiramente maior que em 1 mês, no 

Grupo 2 (Figura 20F) f ragmentos de osso autógeno já não se 

encontram individualizados, coalescendo através de remodelação e 

induzindo formação de novo osso, bem celularizado, em maior 

quantidade e com novos vasos sanguíneos, no Grupo 3 (Figura 

20G) houve presença marcante de ossif icação ao redor e em 

contato direto com os grânulos de hidroxiapatita, de intensidade 

leve a alta (fechamento quase completo do espaço referente ao 

material),  de forma homogênea, embora o xenoenxerto também 

seja circundado por áreas de tecido conjuntivo denso com algumas 

CGMCE, enquanto o Grupo 4 (Figura 20H) exibiu algumas áreas 

com presença de CGMCE, em intensidade fraca a moderada, ao 

redor de grânulos do biomaterial,  intercalado por tecido conjuntivo 

denso e com áreas focais ou heterogêneas de ossif icação 

circundante à hidroxiapatita.
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FIGURA 20 -  ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA, EM 1 MÊS (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 REVERSÃO 
(SETA FINA) ,  VASOS SANGUÍNEOS (CABEÇA DE SETA 
BRANCA) ,  BIOMATERIAL (B) ,  ÁREAS DE OSSIFICAÇÃO 
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(TRACEJADO).  COLORAÇÃO: HEMATOXILINA-EOSINA, 
AUMENTO: 170X.

As análises histomorfométrica e estatíst ica 

demonstraram que a densidade média de volume de osso novo 

variou signif icativamente: 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 formação óssea com osso autógeno (Grupo 

2), seguido por HA/Col (Grupo 3), enquanto o preenchimento com

CDPA+HA/Col (Grupo 4) se assemelha ao efeito do coágulo 

sanguíneo (Grupo 1) (Figura 21B e Gráf ico 1).

A densidade média de volume de novo tecido 

conjuntivo variou signif icativamente 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 área do defeito pelo material,  com 

espessura superior a encontrada nos Grupos 1 e 2 (Figura 21C e 

Gráf ico 2). A densidade média de volume de vasos sanguíneos nos 

períodos de 1 mês e 3 meses não apresentou diferenças 

signif icantes entre os Grupos 1, 2, 3 e 4 (Figura 21D e Gráf ico 3). 

A densidade média de biomaterial variou signif icativamente 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 autógeno (Grupo 2) e o xenoenxerto (Grupos 3 e 4) mantêm-

se estáveis até 3 meses pós-enxert ia, sem signif icativa degradação 

(Figura 21E e Gráf ico 4).
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FIGURA 21 -  ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA. GRÁFICOS COM A DENSIDADE 
MÉDIA DE VOLUME E DESVIO-PADRÃO DE ACORDO COM OS 
GRUPOS E OS TEMPOS EXPERIMENTAIS: OSSO NOVO (B) ,  
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TECIDO CONJUNTIVO NOVO (C) ,  PRESENÇA DE VASOS 
SAGUÍNEOS (D)  E BIOMATERIAL ENXERTADO (E) .

GRÁFICO 1 -  ANÁLISE ESTATÍSTICA. GRÁFICO DE DISPERSÃO AVALIANDO 
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: OSSO NOVO, 
CONSIDERANDO DIFERENÇAS SIGNIFICANTES SE P<0,05.
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GRÁFICO 2 - ANÁLISE ESTATÍSTICA. GRÁFICO DE DISPERSÃO AVALIANDO 
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: TECIDO CONJUNTIVO 
NOVO, CONSIDERANDO DIFERENÇAS SIGNIFICANTES SE 
P<0,05.

GRÁFICO 3 -  ANÁLISE ESTATÍSTICA. GRÁFICO DE DISPERSÃO AVALIANDO 
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: PRESENÇA DE VASOS 
SANGUÍNEOS, CONSIDERANDO DIFERENÇAS SIGNIFICANTES 
SE P<0,05.
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GRÁFICO 4 -  ANÁLISE ESTATÍSTICA. GRÁFICO DE DISPERSÃO AVALIANDO 
O GRUPO E O TEMPO EXPERIMENTAL: BIOMATERIAL 
ENXERTADO ,CONSIDERANDO DIFERENÇAS SIGNIFICANTES 
SE P<0,05.
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DISCUSSÃO

A obtenção e proliferação de culturas de células 

ósseas apresentam limitações, pois contam com uma inerente 

instabil idade e possibil idade de comportamentos aberrantes 

associados às diversas linhagens celulares. No caso das culturas 

primárias de osteoblastos, os sistemas apresentam uma mistura de 

células osteoblásticas em diferentes estágios de diferenciação 

além de possivelmente células de outras l inhagens. Células bem 

diferenciadas são dif íceis de expandir em cultura e muitas vezes 

perdem o potencial para diferenciação6 5, células-tronco 

mesenquimais proliferam facilmente, mas direcioná-las para a 

diferenciação osteogênica é ainda o maior desaf io9 5 e co-culturas 

de células-tronco mesenquimais e osteoblastos mostram 

mineralização tardia e depósito de cálcio inferior ao das culturas 

isoladas, mostrando a pouca representatividade de suas interações 

sinérgicas9 5. Embora as culturas tenham limitações, quando 

plaqueadas apropriadamente desenvolvem-se culminando na 

expressão de marcadores osteogênicos6 1.

O cult ivo de células originadas de periósteo de ratos 

possui suas peculiaridades, em relação a tempo e a cuidados 

especiais de manutenção. Porém demonstrou-se possível de 

realizar de acordo com os procedimentos operacionais padrão do 

Laboratório de Bioengenharia, Biomateriais e Mineralização 

Biológica da UFF, assim como induzir sua osteodiferenciação, 

objetivo maior deste estudo1 1 1 .

Além disso o periósteo tem um alto potencial de 

reparação3 6.

Em comparação com as células embrionárias, as 

células osteoprogenitoras (células adultas) apresentam como 

vantagens: os aspectos legais e éticos não-limitantes de uso, 

facil idade para a coleta de material e uma técnica rápida e 
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clinicamente aplicável, não f icando restr ita ao âmbito de pesquisa.

Células-tronco mesenquimais adultas foram isoladas por 

Friedenstein, Petrakova4 1 (1966) e subsequentemente por outros 

investigadores, adotando a nomina de células plástico-aderentes ou 

unidades formadoras de colônia f ibroblastóide (colony-forming unit 

f ibroblasts ou CFU-F). Entretanto, embora as células 

osteocompetentes possam ser encontradas na medula óssea, sua 

proporção é extremamente baixa (0,001-0,01%)9 1 e decresce com a 

idade1 2. Nesta condição, a célula entra em processo de 

senescência, isto é, uma paralisação irreversível da divisão celular, 

acompanhada pelo encurtamento de telômeros, o que restr inge os 

mecanismos de regeneração tecidual1 1 0 .

O suplemento básico que induz à osteodiferenciação 

em cultura de células estromais, composto pela associação 

Dexametazona – Ácido ascórbico – Beta-glicerofosfato (DAG), é 

bem descrito na literatura científ ica5 7 . Ácido ascórbico 2-fosfato 

(concentrações de 50μg/mL a 10mM) e beta-glicerofosfato (10μM a 

10mM)1 1 1  são já conhecidos indutores de osteoblastos, 

relacionando-se com depósito de matriz extracelular (colágeno I) e 

mineral, respectivamente1 0 7 . Dexametazona (10nM a 1μM), um 

glicocort icóide sintético, inclui mudanças morfológicas em células 

de formato alongado a cuboidal, aumentando a expressão de 

marcadores osteogênicos como fosfatase alcalina, osteopontina e 

osteocalcina. Os efeitos da dexametazona na expressão de 

colágeno I são dependentes das condições de cultura e período8 2. 

Ela é necessária para a formação de nódulos de mineralização em 

culturas derivadas de estroma medular3 2 , embora sozinha não 

consiga estimular in vitro a diferenciação de linhagens celulares 

com potencial osteogênico6 7.

Os nódulos de Von Kossa são estruturas típicas dos 

processos de mineralização in vitro que são normalmente 

visualizados entre a terceira e quinta semana de cult ivo pela 

técnica de Von Kossa que revela os minerais de cálcio como pontos 

negros estas estruturas tr idimensionais, formadas por agregados 
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celulares associados à mineralização, apresentam tamanhos 

variados1 0 5 ,1 2 7 .  A técnica de Von Kossa isoladamente não é um 

fator de conf irmação de ossif icação, porém é mais um fator que 

evidencia mineralização1 6.

Na osteogênese o colágeno I, pode ser detectado 

por dosagem9, imunomarcação7 4 ,7 8  ou PCR1 1 9.

Neste trabalho, a região anatômica escolhida para a 

obtenção do periósteo autógeno e confecção do defeito foi à 

calvária. A util ização da calvária para a realização de defeito de 

tamanho crít ico deveu-se a sua pobre vascularização e relativa 

def iciência de medula óssea com relação a outros ossos. Na díploe 

da calvária do rato, a presença do osso esponjoso entre as 

cort icais é muito discreta. Além disso, embriológica e 

morfologicamente, a calvária desenvolve-se por ossif icação 

intramembranosa, à semelhança dos ossos membranosos da face. 

Anatomicamente a calvária consiste de duas tábuas cort icais que 

delimitam a região medular central, semelhante ao osso alveolar. 

Segundo Dupoirieux et al.3 4 ,  devido às característ icas citadas, a 

calvária é o local de eleição para testes de biomateriais e de 

estudo de regeneração óssea guiada.

Muitos fatores devem ser levados em consideração 

na avaliação de estudos in vivo ,  como a quantidade e qualidade de 

osso formado num defeito ósseo, pois são inf luenciadas pela 

espécie e o t ipo de animal ut i l izado no experimento, sua idade, a 

estabil idade do defeito, localização anatômica do defeito, t ipo de 

osso, presença ou ausência de periósteo e da dura-

máter4 4 ,6 4 ,1 0 8 ,1 1 3 .

A espécie Rattus norvegicus albinus ,  avaliada neste 

estudo, é muito uti l izada em pesquisas e aceita na comunidade 

científ ica6 ,8 0 ,8 5 ,1 1 1 ,1 1 4 .

É importante lembrar que os resultados obtidos em 

modelos animais devem ser analisados com cuidado e não podem 

ser comparados diretamente com humanos, pois animais de 

pequeno porte para experimentação têm maior capacidade 
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regenerativa. Porém como Schmitz, Hollinger1 0 8  (1986) 

recomendam, os testes de novos materiais de reparo ósseo devem 

seguir uma hierarquia de modelos animais antes de testes de fase I 

em humanos serem realizados.

Outro fator discutido na literatura é a localização de 

defeito na calvária. Neste trabalho, optou-se por realizar o defeito 

no centro da calvária por vários fatores, como: a não interferência 

da musculatura da orelha, a disponibil idade de grande área óssea e 

a grande facil idade para o manejo, realização do defeito e tomada 

radiográf ica1 1 1 .

Apesar do acima exposto, convém salientar que 

existem pesquisadores que contra-indicam esta localização, devido 

ao risco de lesar durante a cirurgia a estrutura anatômica vascular 

existente abaixo da sutura sagital,  e de introduzir o tecido 

conjuntivo proveniente da sutura na avaliação da regeneração 

óssea1 8 ,6 8 .  Estes pesquisadores preconizam a realização de 

defeitos bilaterais em cada animal, o que permit ir ia uma análise 

pareada entre o defeito controle e o teste. Esse procedimento é 

contra-indicado porque defeitos bilaterais f icam muito próximos um 

do outro, podendo a reparação de um defeito interferir no 

contralateral e até mesmo haver a intercomunicação entre os 

defeitos por reabsorção da f ina parede divisória e, 

consequentemente, a transformação em um único grande defeito, 

afetando os resultados do experimento2 8 ,6 8 .

O t ipo de incisão usada na calvária é também um 

aspecto de discussão, já que deve: facil itar a visão do leito 

cirúrgico, gerar um retalho de fácil manejo, manter o periósteo 

íntegro, conter o material em experimentação no local e facil itar a 

sutura. No trabalho de Bosch et al.1 8 foi ut i l izada a incisão sobre a 

sutura sagital. Contudo, acredita-se que esse t ipo de incisão seja 

contra-indicado, uma vez que a coaptação do retalho e do 

periósteo, dividido no meio pela incisão, f ica no meio do defeito 

fazendo com que os dois processos de cicatrização, o do 

tegumento e o do osso, f iquem sobrepostos, possibil itando a 



84

interferência entre ambos e o desvirtuamento do processo de 

regeneração óssea. Devido a estas considerações, optou-se por 

realizar uma incisão em meia-lua1 1 1, deixando o retalho e o 

periósteo íntegro sobre o defeito, fazendo com que a sutura f ique a 

uma distância segura, sem a possibil idade de deslocamento do 

material em experimentação.

Com relação ao defeito ósseo de tamanho crít ico, 

Schmitz, Hollinger1 0 8 , def iniram-no como um defeito cujas 

dimensões não permitem a regeneração espontânea do tecido 

ósseo durante o tempo de vida do animal, a não ser que algum tipo 

de material osteogênico, osteoindutor ou osteocondutor seja 

colocado dentro ou sobre este defeito. Quando não tratados, são 

reparados com tecido conjuntivo f rouxo a denso (como observado 

no Grupo 1 deste estudo), ocorrendo apenas pequena formação de 

tecido ósseo nas margens do defeito. Essa barreira f ibroblástica 

pode ser derivada de prolapso do periósteo, fusão precoce de endo 

e pericrânio por rápida migração de f ibroblastos ou incapacidade do 

hematoma no momento da injúria de se organizar e fechar o defeito 

com ausência de elementos osteogênicos2 8 ,1 0 8 .

O defeito de tamanho crít ico em calvária aqui usado, 

atendeu aos requisitos descritos por Cardoso et al.2 1  (2006) e 

Costa et al.2 7  (2009) para testes de regeneração óssea, ou seja:

a) o tamanho mínimo do defeito ósseo experimental não deve ser 

menor do que o defeito crít ico ósseo, individualizado para a 

espécie; b) o sít io de implantação deve incluir preferencialmente 

osso cort ical e medular; c) o defeito deve ser estável; d) o r isco de 

fratura deve ser mínimo; e) o modelo animal deve permit ir fácil 

acesso às análises radiográf ica e histológica.

Existe uma discordância na literatura quanto ao 

tamanho crít ico dos defeitos em calvária de ratos. Enquanto que 

para Dupoirieux et al.3 4 estes são defeitos de 6 mm para outros 

autores os defeitos crít icos são de 8 mm2 8 ,1 0 8 ,1 1 4 .

A def inição do tamanho de uma lesão crít ica é 

fundamental, pois pode comprometer a avaliação pretendida. 
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Dupoirieux et al.3 4 (2001) relataram que três diferentes t ipos de 

membranas não apresentaram diferenças signif icativas quanto ao 

reparo ósseo. Salientamos que em virtude do tamanho do defeito 

não crít ico usado naquela pesquisa, os resultados tornam-se 

questionáveis devido à similaridade dos materiais ou à capacidade 

de reparação espontânea do tecido.

Por esta razão, foi ut i l izado no presente estudo o 

diâmetro de 8 mm em crânio de ratos, que demonstrou em todos os 

grupos analisados o fechamento incompleto do defeito crít ico por 

novo osso (em análises radiográf ica, histopatológica e 

histomorfométrica). 

O reparo ósseo normal de defeito crít ico em calvária 

de ratos pode variar de 7,6%2 1 a 10%7 3 de preenchimento ósseo em 

8 semanas e 12% em 12 semanas8 3. A área esperada de novo osso 

usando biomateriais implantados em calvária de ratos pode variar 

de 15,8%2 1 a 40% em 8 semanas e de 24%8 3 a 53,54%8 8 em 12 

semanas.

Períodos experimentais consistentes para análise de 

defeito crít ico em calvária de ratos incluem 1 mês2 1 ,3 7 ,3 8 ,5 9 ,7 3 ,8 3 ,8 8 ,1 1 1

ou 2 meses2 1 pós cirurgia,  mostrando reparo ósseo inicial,  3 

meses3 7 ,3 8 ,5 0 ,8 3 ,8 8 ,1 1 1 ,  6 meses3 7 ,3 8 ,5 9  ou 9 meses2 7, evidenciando 

processo avançado de reparo com maior neoformação óssea, 

embora após 6 meses a quantidade de tecido ósseo neoformado 

não se modif ique signif icativamente devido ao declínio da 

diferenciação de células osteoprogenitoras5 0.

Tempos menores avaliam somente o processo 

inf lamatório anterior ao reparo ósseo2 1 ,7 3 ,8 8 ,1 1 1 .

O sacrif ício dos ratos ocorreu nos períodos de 30 e 

90 dias para avaliar respectivamente o processo inf lamatório, de 

reparo ósseo inicial e reparo ósseo tardio1 1 1 .

Existe uma grande variedade de biomateriais 

associados à terapia celular com a f inalidade de bioengenharia 

óssea. Para orientar à melhor escolha, considera-se que um 

carreador ideal deva apresentar as seguintes característ icas: a) 
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adaptabil idade à área do defeito; b) osteocondutividade, marcada 

por boa capacidade de adesão, proliferação e maturação das 

CTMA; c) capacidade de servir como barreira aos tecidos vizinhos; 

d) tempo de reabsorção compatível com o tempo requerido para 

formação óssea, porém não tão longo que interf ira na substituição 

do material pelo osso3 2; e) biocompatibil idade, não-

imunogenicidade e atoxicidade; f ) radioluscência, preferível para 

permit ir que o novo osso seja dist inguível radiograf icamente do 

implante; g) facil idade na manufatura e esteril ização; h) fácil 

manuseio durante ato cirúrgico, evitando procedimentos pré-

operatórios que aumentam o risco de infecção; i) adequada 

microarquitetura, com interconexões e porosidades (200-"������

que permitam tanto a penetração de células osteocompetentes 

quanto de células endoteliais, necessárias à vascularização do 

novo tecido em formação2 6 ,4 7 ,9 6 .

O uso de xenoenxerto acelular a base de 

hidroxiapatita e colágeno no tratamento de defeitos ósseos 

extensos associado a células derivadas de periósteo autógeno 

ainda é algo pouco estudado na literatura. A origem bovina do 

material mostra boa aceitação biológica quando testado em espécie 

receptora diversa, como o rato1 2 1 . Quanto à composição do 

material,  já vem sendo estudados separadamente o colágeno, 

isolado ou associado a fatores de crescimento1 1 8 , e a 

hidroxiapatita, que nem sempre traz resultados favoráveis4 7 ,1 2 6 .  

Exata associação mostra-se então benéf ica e representa uma nova 

alternativa terapêutica para promoção de reparo de defeitos ósseos 

extensos, destacando o potencial osteocondutivo do 

biomaterial4 ,1 1 9 .

Em relação aos riscos de transmissão de prions pelo 

material biológico (xenógeno bovino) pode ser considerado de risco 

praticamente inesistente, já que a hidroxiapatita é submetida a 

altas temperaturas (>1100o  C por 3 horas). Além disto, o colágeno 

é extraído de gado rastreado, proveniente de área geográf ica de 

baixo r isco (sem relatos de ocorrência de encefalopatias 
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espongiformes). Outro ponto de relevância é que a extração dos 

materiais nos tecidos bovinos ocorre em áreas de baixo risco: 

ossos e tendões9 2

Embora a radiograf ia digital apresente maior 

def inição devido à sua alta sensibil idade9 4 ,1 0 2  se comparada com a 

convencional5 0 ,8 0 ,8 1 ,9 4 ,1 0 3 , não foi possível quantif icar o volume de 

osso neoformado devido à sua indist inção da radiopacidade do 

material implantado. Novas ferramentas imaginológicas podem ser 

testadas no intuito de promover maior acurácia à avaliação.

Em análise histopatológica, a presença de células 

gigantes mult inucleares do t ipo corpo estranho na interface do 

material em 4 semanas ou 1 mês pós-implantação corrobora a 

l iteratura. Macrófagos e células gigantes de corpo estranho são 

responsáveis pela degradação do biomaterial,  visto que macrófagos 

são capazes de fagocitar partículas m#�
�� $�&#��	�� �'�����

enquanto partículas maiores (>10���� ���#*��� ����	ção de células 

gigantes de corpo estranho. Estes dois t ipos celulares sobre a 

superf ície de um biomaterial também são importantes por 

controlarem o remodelamento de matriz extracelular, afetando a 

performance do material.  Isto se dá através da secreção de 

citocinas inf lamatórias, que tanto inf luenciam no comportamento de 

outros leucócitos (neutróf i los, monócitos e l infócitos) quanto nas 

células reparativas (f ibroblastos, ceratinócitos, células 

endoteliais)6 .

Com relação a formação óssea, melhor resultado 

histológico foi encontrado com enxert ia de osso autógeno; este 

dado, no que concerne a avaliação das terapias para perdas 

ósseas severas, corrobora que o osso autógeno ainda representa o 

padrão ouro de reparo1 7 ,7 6 ,8 7 .

A literatura tem mostrado alguns resultados posit ivos 

em terapia celular uti l izando periósteo para perdas ósseas severas. 

Em ratos, periósteo autógeno estimulado em cirurgia prévia 

uti l izado como um enxerto l ivre em região de calvária mostrou bons 

resultados no reparo ósseo6 0. O enxerto em calvária da associação 



88

de células derivadas de periósteo mandibular humano e esponja 

colágena alcançou valores signif icativos de neoformação óssea 

(59,9%) se comparado ao grupo controle (9,5%), mostrando ser 

possível a osteoindução em modelo animal xenogênico1 0 3 . Em 

coelhos, células derivadas de periósteo semeadas sobre implantes 

de ácido poliglicólico e enxertadas em defeito crít ico de calvária 

mostram em 12 semanas de pós-operatório o tr iplo da capacidade 

de formação de novo osso que o grupo não-tratado e quase o dobro 

que o carreador sozinho1 9. Quando estas células são carreadas em 

ácido poli lát ico glicólico e gel de f ibrina, mostram reparo parcial no 

defeito com intensa formação de osso não calcif icado nas margens 

ósseas e regiões centrais do defeito em 4 semanas, havendo 

fechamento do defeito em 65%, bem superior aos grupos de 

enxerto sem células (31%) e controle (22%)9 5.

Entretanto, a bioengenharia de tecidos não mostra 

sempre resultados favoráveis, como observado no presente estudo. 

Células estromais de medula óssea humana, quando carreadas, 

osteoinduzidas em matriz tr idimensional de hidroxiapatita e 

implantadas ectopicamente não mostraram formação óssea em 

todas as amostras (8 casos de osteogênese em 14) após 6 

semanas, ocorrendo nos casos de osteogênese grande 

variabil idade de acordo com o doador, de pequena (10%) a 

signif icante (50%) quantidade de tecido ósseo de novo formado8 2. 

O potencial osteogênico de células derivadas de periósteo pode 

sofrer dist inção interespecíf ica, pois coelhos apresentam 

crescimento mais rápido in vitro, embora em sít io ectópico 

(subcutâneo de camundongos atímicos, in vivo), somente células 

humanas sejam ef icazes em gerar osso quando conjugadas a um 

carreador colágeno3 5. Células mesenquimais que, embora 

osteocompetentes sob indução e aderentes a um carreador 

colágeno de submucosa intestinal suína, não mostraram maior 

osteogênese em calvária de ratos do que o material sozinho, não 

servindo para a função de terapia celular6 4 .
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A formação óssea in vivo é um processo complexo 

inf luenciado por diversos fatores incluindo o biomaterial carreador, 

os parâmetros dependentes do hospedeiro e o comportamento das 

células doadoras em relação ao seu potencial osteogênico4 9 ,6 2 .  E 

também como mostra este estudo, das interações entre todos estes 

fatores ainda não totalmente compreendidos.

Alguns materiais de enxert ia híbridos tr idimensionais 

(Scaffolds) ao serem util izados no reparo de perdas ósseas 

associados a culturas de células osteoprogenitoras não t iveram um 

resultado posit ivo por falta de uma melhor adesão dos osteoblastos 

ao biomaterial,  como relatam Rosa et al.1 0 0 (2008) em um trabalho 

de revisão conf irmando resultados de Anselme7 (2000).

As propriedades potencialmente benéf icas do 

compósito HA/Col são conf irmadas através da osteogênese próxima 

à obtida com osso autógeno. Entretanto, quando usada a 

bioengenharia tecidual, não se verif icou ganho ósseo signif icativo 

usando CDPA se comparadas ao coágulo sanguíneo. Isso poderia 

ser explicado em função do t ipo de material escolhido para a 

pesquisa não ser favorável como carreador de células, não 

permit indo adesão focal suf iciente dentro do período experimental 

proposto. A topograf ia de superf ície do biomaterial tem importância 

na diferenciação celular, como se demonstra em hidroxiapatitas 

com diferentes topograf ias onde os eventos celulares iniciais 

(adesão em 2 horas) não são interferidos, embora a capacidade de 

proliferação, a síntese protéica, a atividade de fosfatase alcalina e 

a presença de nódulos de mineralização sejam favorecidas por HA 

com superf ícies mais regulares9 9. De forma similar, o contato a 

longo prazo (6 meses) de células derivadas de osso trabecular com 

osso bovino anorgânico enxertado em maxilas humanas mostrou 

não afetar in vitro a viabil idade e a adesão celular, mas foi capaz 

de interferir negativamente na expressão do fenótipo 

osteoblastóide, diminuindo osteogenênese em comparação ao 

grupo controle/sem enxert ia prévia à biópsia óssea1 1.
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Dessa forma, o periósteo constitui uma vantajosa 

fonte de células para bioengenharia tecidual com mínima 

manipulação ex vivo desde que combinado à um adequado 

carreador para acelerar e/ou aumentar a formação óssea em casos 

de perdas ósseas severas e não piore a performance do carreador 

durante o período de reparo ósseo1 9 ,4 8 .

A engenharia tecidual usando células de periósteo 

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 fácil manipulação, expansão em laboratório e 

reimplante em fase de mineralização inicial no próprio paciente, 

sendo mais fácil coletar células do periósteo mandibular durante 

uma cirurgia oral de rotina do que de aspirado de medula 

óssea2 ,1 0 7 .



Conclusão



CONCLUSÃO

O presente trabalho permite concluir que é possível 

obter, cult ivar e semear células derivadas de periósteo, as quais 

foram capazes de aderir sobre o xenoenxerto bovino composto por 

hidroxiapatita e colágeno I. Embora o compósito testado em defeito 

crít ico de calvária de ratos mostre biocompatibil idade e 

osteocondução, o biomaterial l ivre das células derivadas de 

periósteo se mostrou mais ef icaz na formação de novo osso do que 

o uso de bioengenharia tecidual.
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