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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar biologicamente uma ceramica bifasica
(BTCP:HA, 70:30). A citocompatibilidade foi testada com células osteoprogenitoras
humanas (COPH), ap0s 24 horas de exposicdo ao extrato do material (norma ISO
10993-5), através de analises morfologica e bioquimica (cristal violeta). A adesédo de
hOST a ceramica foi avaliada apods incubacédo por 14 dias. A biocompatibilidade em
tecido subcutaneo e o reparo de defeito 6sseo (©65mm) em calvaria de ratos (n=20),
do material sem células (controle) e com células (COPH) foram avaliados
concomitantemente em 15 e 45 dias ap6s 0s enxertos, através de analises
histoldgica e histomorfométrica. O material apresentou alta citocompatibilidade, com
preservacdo da morfologia celular e uma densidade celular estimada similar ao
controle negativo. A microscopia eletrénica de varredura, houve presenca de COPH
aderidas e espraiadas na superficie da ceramica e indicativa migragdo para dentro
dos seus poros. A microscopia de luz, o tecido subcutaneo exibiu maior celularidade
no grupo com COPH do que a ceramica pura, em ambas houve auséncia de
leucécitos polimorfonucleares ou necrose e presenca moderada de linfdcitos,
macréfagos e células gigantes multinucleadas circundantes (15 dias), seguindo-se a
maturacdo de tecido conjuntivo e revascularizacdo compativel com o processo
normal de reparo (45 dias). Os achados histopatolégicos da area central de defeitos
cranianos apos 15 dias mostraram alta celularidade no grupo com COPH junto a
ceramica do que matriz de tecido conjuntivo em contato com o material sem células,
em ambos houve suave presenca de linfocitos, macrofagos e novos vasos
sanguineos circundando as particulas do enxerto e apds 45 dias, no grupo com
COPH a ceramica foi circundada por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos,
poucas ceélulas gigantes multinucleadas e moderado novo o0sso (6,64%),
confirmando o processo de biomineraliza¢do similar ao osso autégeno (6,59%), que
foi maior do que no grupo sem células (3,84%) e significativamente diferente do
coagulo sanguineo (2,23%, p<0,05), este ultimo com osteogénese apenas nas
bordas do defeito tal quais os demais grupos. Pode-se concluir que o material
testado apresenta cito e biocompatibilidade, osteocondutividade e funciona como
carreador de células para promocao de maior reparo sseo in vivo.

Palavras-chave: BTCP:HA, Enxerto aloplastico, Terapia de perdas 6sseas



ABSTRACT

The aim of this study was the biological characterization of a biphasic ceramic
(BTCP: HA, 70:30). The cytocompatibility was tested with human osteoprogenitor
cells (HOPC), after 24 hours of exposure to material extract (ISO 10993-5), using
morphological and biochemical analysis (crystal violet). The HOPC adhesion to
ceramic was evaluated after incubation for 14 days. The biocompatibility in
subcutaneous tissue and repair of bone defects (©5mm) in rat calvaria (n = 20), of
the material without cells (control) and cells (HOPC), was evaluated concurrently on
15 and 45 days after the grafts using histology and histomorphometry. The material
showed high cytocompatibility, with preservation of cell morphology and cell density
similar to the estimated negative control. In scanning electron microscopy, was
present and adhered and sprawling HOPC on the surface of ceramic and indicative
migration into the pores. At light microscopy, the subcutaneous tissue showed
increased cellularity in the group with HOPC than the pure ceramic, in both there
was no polymorphonuclear leukocytes or necrosis and moderate presence of
lymphocytes, macrophages and multinucleated giant cells surrounding (15 days),
followed maturation of tissue revascularization and compatible with the normal
process of repair (45 days). The histopathologic findings of central skull defects after
15 days showed higher cellularity with HOPC together the ceramics than connective
matrix in contact with the material without cells, in both there was mild presence of
lymphocytes, macrophages and new blood vessels surrounding particles of the graft
and after 45 days in the group with HOPC the ceramic was surrounded by loose
connective tissue, blood vessels, few multinucleated giant cells and moderate new
bone (6.64%), confirming the biomineralization process similar to the autograft
(6.59%), which was higher than the group without cells (3.84%) and significantly
different from the blood clot (2.23%, p <0.05), the latter with osteogenesis only at the
edges of the defect such as the other groups. It can be concluded that the material
tested is citocompatible, biocompatibile, osteoconductive and works as a carrier of
cells to promote greater bone repair in vivo.

Key-words: BTCP:HA, aloplastic graft, Bone loss therapy
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude ha mais de 150 doencas e
sindromes relacionadas a problemas musculares e esqueléticos (BIOMET, 2004). A
despeito do grande avanco no desenvolvimento de biomateriais osteosubstitutos,
nao se obteve, ainda, o biomaterial ideal capaz de mimetizar as propriedades e
caracteristicas de células viaveis especializadas em produzir seus respectivos
tecidos. Neste sentido, a Bioengenharia de Tecidos surge como uma abordagem
capaz de aliar células, substratos adequados (carreadores ou scaffolds) e fatores de
crescimento para a criacdo de tecidos em laboratério, autégenos e passiveis de
serem aplicados como agentes terapéuticos (NEREM, 1992; LANGER e VACANTI,
1993; CHEN et al., 2007; HOFMANN et al., 2008). As estratégias da engenharia de
tecidos envolvem o uso de células isoladas para substituir funcbes especificas,
substancias que induzem a proliferacdo de células e tecidos (fatores de crescimento
como as proteinas 6sseas morfogenéticas), ambas combinadas a matrizes que
atuam como suportes (carreadores) para células ou proteinas (UEDA et al., 2000;

GRANJEIRO et al., 2005; TIAN et al., 2008).

1.1. CELULAS

14



Os significativos avancos nas técnicas de biologia celular e molecular tém
permitido a obtencdo de células bem diferenciadas, pouco (células
osteoprogenitoras) ou nao-diferenciadas (células-tronco) de uma larga variedade de
sitios anatomicos para a recriacdo dos mais distintos tecidos do organismo, para o
tratamento das mais diversas patologias (HUTMATCHER e SITTINGER, 2003;
BARRY e MURPHY, 2004).

A mais estudada tem sido a medula 6ssea, porém existem outras fontes
teciduais para obtencdo de células com potencial osteogénico, tais como: 0SSO
trabecular (NOTH et al., 2002; SOTTILE et al., 2002; TULI et al., 2003; BELOTI et
al., 2008; CHAMBERLAIN et al., 2007), periésteo (FUKUMOTO et al., 2003;
NAKAHARA et al., 1990; ZARNETT et al., 1989; O'DRISCOLL et al., 2001), tecido
adiposo (DE UGARTE et al., 2003; DRAGOO et al., 2003; GRONTHOS et al., 2001;

WICKHAM et al., 2003) e polpa de dentes deciduos (MIURA et al., 2003).

1.2. BIOMATERIAIS:

O melhor material com capacidade de promover osteogénese em um defeito
0sseo continua sendo considerado o 0sso autdégeno, por apresentar células do
préprio hospedeiro, propiciando formato e suporte adequados ao novo tecido 6sseo
em formacdo e fatores de crescimento. A desvantagem do seu uso € a
disponibilidade limitada e possiveis complicacdes per e pds-operatdrias relacionadas
ao procedimento de coleta (BOO et al., 2002).

Formas alternativas ao enxerto autdégeno tém sido exaustivamente

pesquisadas para o desenvolvimento de novos materiais osteosubstitutos, como:
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colageno (BER et al., 2005), hidroxiapatita (KASTEN et al., 2005; MORISHITA et al.,
2006; TURHANI et al., 2005), beta tricalcio fosfato (ARNOLD et al., 2002; ARINZEH
et al., 2005), &cido polilatico (CHEN et al., 2007), dentre outros, isoladamente ou em
associacdo. A busca por um material com boas propriedades fisico-quimicas,
biologicamente aceitavel e possivel de ser comercializado € o grande objetivo das
pesquisas sobre o tema.

Bioceramicas tém surgido como boas alternativas para reabilitacdes
ortopédicas e craniomaxilofaciais (LE GEROS et al., 2003). O desenvolvimento de
materiais ceramicos hibridos baseados em fosfatos de calcio (BCP), combinando as
favoraveis taxas de reabsorcédo do beta tricalcio fosfato (3TCP) e as propriedades
osteocondutora/osteoindutora da hidroxiapatita (HA), representa uma promissora
ferramenta para bioengenharia 6ssea (GOSAIN et al., 2004; ARINZEH et al., 2005).
Além disso, estes materiais podem servir como carreadores de células formadoras
de o0sso, objetivando acelerar e aumentar o0 ganho 6sseo em novos procedimentos
regenerativos (ARINZEH et al., 2005). Entretanto, neste mercado predominam
materiais que nao permitem a regeneracdo do tecido 6sseo. Tem se buscado pela
Bioengenharia a conjugacao de células e biomateriais objetivando a reconstrucdo
completa do tecido lesado, embora limites técnicos tenham, ainda, que ser

superados.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. FISIOLOGIA OSSEA:

Segundo NEFUSSI et al. (2003), modelos in vitro de osteogénese permitem
estudo da cinética da diferenciacdo osteoblastica. De acordo com a cinética celular
baseada em auto-radiografia e estudos microcinematograficos, quatro sucessivas
etapas morfolégicas de formacdo do nddulo ésseo podem ser distinguiveis: (a)
proliferacdo celular com formacdo de camadas multicelulares; (b) mudancas
fenotipicas na superficie celular com diferenciacao celular; (c) atividade celular com
formacdo e maturacdo de matriz e processos de incluséo celular; (d) mineralizacao
de matriz 6ssea medular com formacdo de superficie 6ssea ativa e ostedcitos
maduros.

Os osteoblastos sdo as células responsaveis pela sintese e secrecdo de
matriz organica do 0sso, cujo componente mais abundante é o colageno |. Estas
células também s&o responsaveis pela formacéo das vesiculas da matriz e estao
associadas a enzima fosfatase alcalina, imprescindivel na mineralizacdo Ossea
(KATCHBURIAN e ARANA, 1999). Os osteoblastos se organizam em monocamada
aderente sob as superficies do osso (peridosteo e endosteo) e apresentam um
formato cuboidal, com ndcleos normalmente arredondados (MACKIE, 2003).

Ultraestruturalmente, os osteoblastos maduros e metabolicamente ativos
apresentam um fendtipo com inUmeras cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso,
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complexo de Golgi bem desenvolvido associado a uma grande quantidade de
vesiculas de secrecéo, lisossomas e mitocondrias. A zona subjacente a membrana
plasmatica € rica em filamentos de actina que também estdo presentes nos
prolongamentos citoplasmaticos caracteristicos destas células. Estes filamentos
projetam-se para a matriz, e chegam a se prender aos prolongamentos dos
osteoblastos vizinhos através de juncgBes comunicantes (gap). Estas juncdes
aderentes conectam os corpos celulares de osteoblastos maduros (WIESMANN et
al., 2003).

Em cultura, os osteoblastos podem ser muito semelhantes aos fibroblastos
exceto pelo fato de que estes ndo sédo capazes de produzir uma matriz extracelular
mineralizada (DUCY et al., 2000).

Geneticamente podemos considerar 0s osteoblastos como fibroblastos
especializados, jA que quase todos 0s genes expressos nos osteoblastos séo
também expressos em fibroblastos. Somente dois fatores s&o transcritos
especificamente em osteoblastos: Cbfal (core binding factor alfa one - fator de
transcricdo indutor de osteoblastos), expressos em niveis de 10 a 100 vezes mais
altos em osteoblastos do que em qualquer outro tipo celular, e osteocalcina
(marcador especifico de osteoblastos maduros). O Cbfal possui um papel critico na
diferenciacéo de linhagens osteogénicas. Durante o desenvolvimento embrionario, a
expressao de Cbfal precede a diferenciacéo dos osteoblastos e é restrita as células
mesenquimais destinadas a serem condrécitos ou osteoblastos (DUCY et al., 2000).

KOBAYASHI et al. (2000) mostrou que ratos deficientes no gene Cbfal em
células mesenquimais ndo adquiriram fenotipo osteoblastico, mas numerosos focos
de adipécitos apareceram no lugar. Mesmo em cultura com BMP-2, estas células

falharam em gerar nédulos O0sseos, mas se diferenciaram em condrécitos. Estes
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resultados indicam que deficiéncia de Cbfal leva a perda da habilidade de
diferenciar em osteoblastos maduros. Cbfa1, também chamado Pebp2aA (polyoma
enhancer-binding protein) € um fator de transcricdo pertencente a familia do gene de
dominio runt, que se liga a uma sequéncia de consenso (TGT/CGGT) e ativa uma
variedade de genes, incluindo colageno tipo |, osteopontina, sialoproteina 0ssea,
osteocalcina, que participam da osteogénese. Células de calvaria tém sido usadas
para estudar diferenciacdo osteoblastica visto que a calota craniana possui células
mesenquimais heterogéneas que incluem osteoprogenitores em varios estagios de
diferenciacdo e é formada principalmente através de processo de ossificacao
intramembranosa.

A formacdo O6ssea implica direta ou indiretamente em crescimento 6sseo
longitudinal, mineralizacdo 0ssea e remodelacdo O6ssea, todas as funcbes que nao
sdo facilmente estudadas in vitro. Dessa forma, a compreensdo do controle
molecular da fungdo de osteoblastos tem sido significativamente baseada em
tecnologia de delecéo de genes (DUCY et al, 2000).

A deposicao da matriz extracelular € uma importante etapa na formacéo de
todos os tecidos rigidos e 6rgdos. Os osteoblastos ndo sé sdo responsaveis pela
deposicao da matriz 6ssea, como também regulam a diferenciacdo dos osteoclastos
e a sua atividade no processo de reabsorcdo 0ssea, 0 que remete a essas células
um papel importante, mesmo que por vias indiretas, na regulacdo de homeostasia
do calcio (DUCY et al., 2000; MACKIE, 2003). In vivo, a deposi¢cdo da matriz € um
processo altamente direcionado que requer que o0s osteoblastos facam a distin¢ao
entre a membrana ligada por contato (juncdes) e a membrana livre, com o objetivo
de direcionar o fluxo de vesiculas para uma determinada regido. Por serem células

polarizadas, 0s osteoblastos secretam as proteinas que vao constituir a matriz
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(osteoide), de forma perpendicular a base da célula, longe dos capilares e em
direcdo a superficie 6ssea ja existente. Sendo assim, a direcdo do crescimento do
0sso € sempre perpendicular & base dos osteoblastos (PRELE et al., 2003).

Os osteoprogenitores dos osteoblastos derivam das células mesenquimais
pluripotentes, que por sua vez dao origem a progenitores de outras linhagens de
células como fibroblastos, mioblastos, adipdcitos e condrdcitos (KARTOSOGIANNIS

e NG, 2004; ALBREKTSSON et al., 2001).

| s .
'I':E] ICeIuIa mesenquimal

* indiferenciada
INDUGAO OSTEOGENICA —-—'i:. | Colul
elula

osteoprogenitora

CELULA FORMADORA DE 0SSO —nkﬂ Osteoblasto

L4

b
Ostedcito

.r:}

FIGURA 1: Estagios celulares no processo de diferenciacao 6ssea (adaptado de

ALBREKTSSON et al., 2001).

O desenvolvimento 6sseo pode ocorrer atravées de dois processos:
ossificacdo intramembranosa e ossificagdo endocondral.

A ossificacdo intramembranosa € responsavel pela formacdo dos ossos da
calota craniana como o frontal, o parietal, parte do occipital e as partes escamosas e
timpanicas do osso temporal. Através deste processo se originam também, a maxila,

a mandibula e a clavicula. A ossificacdo intramembranosa também contribui para o
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aumento em espessura dos 0ssos longos e para o crescimento dos 0SS0S curtos
(KATCHBURIAN e ARANA, 1999).

O inicio da ossificacdo intramembranosa ocorre com a ativacdo das células
mesenquimais que proliferam e se agrupam na presenca de uma abundante rede de
capilares. Em seguida estas células se diferenciam em osteoblastos que passam a
sintetizar e secretar as moléculas constituintes da matriz organica (osteoide), que é
posteriormente mineralizada. A deposi¢cdo dos componentes da matriz organica e a
sua subseqguente mineralizacdo acarretam o aprisionamento dos osteoblastos dentro
desta matriz calcificada e, nesta condicdo, se diferenciam em ostedcitos (MACKIE,
2003). O entrelacamento de varios centros de ossificacdo intramembranosa resulta
na formacdo das trabéculas ou traves Osseas e entre elas, amplas cavidades
abrigam numerosos vasos sanguineos. Dessa forma, origina-se o 0sso primario, que
com o aparecimento dos osteoclastos é gradualmente substituido pelo osso maduro
ou lamelar (KATCHBURIAN e ARANA, 1999).

O processo de ossificacdo endocondral é responsavel pela formacdo dos
0ssos longos das extremidades, bem como das vértebras e costelas. Neste tipo de
ossificacdo as células mesenquimais proliferam, condensam e se diferenciam em
condroblastos. A partir dai, um esboco cartilaginoso € inicialmente formado, na
regido e na forma do futuro osso. Na superficie da regido mediana do modelo
cartilaginoso, células mesenquimais adjacentes ao pericondrio se diferenciam em
osteoblastos. Estes passam a sintetizar e secretar matriz orgéanica 0ssea que em
seguida €& mineralizada, formando externamente ao pericondrio do modelo
cartilaginoso um anel 0sseo, que restringe a passagem de nutrientes para 0s
condrécitos na parte mais interna da cartilagem. A seguir, os condrocitos sofrem

alteracdes e comecam a hipertrofiar (MACKIE, 2003). Durante esse processo 0S
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condrocitos produzem vesiculas da matriz que promovem a sua mineralizacdo, com
subsequente morte das células por apoptose, restando apenas as cavidades entre
os tabiques da matriz cartilaginosa calcificada. A persisténcia da matriz mineralizada
mesmo apos a morte e desaparecimento dos condrécitos, serve de suporte para a
deposicdo do osso subcondral. As cavidades deixadas pelos condrocitos entre os
tabigues de matriz cartilaginosa calcificada sdo invadidas por capilares e células
indiferenciadas vindas do mesénquima adjacente. Estas células se diferenciam em
osteoblastos, que passam a sintetizar e secretar a matriz organica 6ssea sobre os
tabigues de cartilagem calcificada, que servem apenas de ponto de apoio para a
ossificacdo. Essa matriz € posteriormente mineralizada, dando origem ao tecido
0sseo onde, anteriormente, havia tecido cartilaginoso (MARKES e HERMEY, 1996).
Segundo AKITA et al. (2004), a presenca de citocinas pode influenciar o grau de
inducéo osteogénica in vitro de células tronco mesenquimais e o padrdo de reparo
0sseo in vivo em modelo de defeito critico craniano. Através da aplicacdo de bFGF
(2,5 ng/mL) e BMP-2 (50 ng/mL) além do meio suplementado osteogénico,
observou-se em cultura expressao de fosfatase alcalina e osteocalcina, e em defeito
craniano tratado com esponja colagena acrescida de 10ug de BMP-2 e bFGF, que
produziu osteécitos maduros circundados por osteoblastos e osteoclastos,
expressando fosfatase alcalina e osteocalcina, com maior imunoreatividade
observada nos espacos intersticiais do carreador colageno, acelerando o padrao de
reparo 0sseo.

O mecanismo pelo qual o osso é formado a partir de células previamente nao
diferenciadas, seja na recuperacdo de uma fratura, na recuperacdo do tecido em
torno de um implante ou na remodelacdo, € semelhante. A formacdo de 0sso

depende da migracdo de uma populacédo de células potencialmente osteogénicas, e
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da diferenciacdo desta populacdo em células secretérias maduras. Tanto na
remodelacdo endosteal como na cortical, isto envolve a migracdo através de uma
matriz de tecido conjuntivo primitivo, células perivasculares, endosteais, ou células
da camada interna do periosteo para a superficie da regido reabsorvida. Da mesma
forma, na fratura e recuperacdo peri-implante, a populacdo potencialmente
osteogénica vai migrar através do coagulo assumindo a retencdo do mesmo, e vai
atingir a superficie dos fragmentos de osso ou implante, dentro do local da lesao.
Em cada um destes casos, as células que atingem a superficie solida do tecido
0sseo velho ou do implante, vao iniciar a sintese de matriz nessas superficies. As
células que se diferenciam antes de atingir a superficie do alvo vao secretar matriz.
Como consequéncia, elas irdo parar de migrar e, portanto, ndo atingirdo a superficie
do alvo. Dessa forma, a osteoconducdo vai resultar em uma espicula Ossea
avancando na direcdo da superficie do alvo. Por outro lado, os osteoblastos
diferenciados, ativos na secrec¢do, irdo se afastar da superficie em consequéncia da
diferenciacdo precoce, ou ficar presos como ostedcitos na matriz que eles
produziram (DAVIES e HOSSEINI, 2000).

A literatura mostra que a microarquitetura dos 0ssos lamelares e esponjosos
difere, mas a histodinamica que esta por tras da sua formagdo é muito similar. E a
taxa de sintese da matriz recém-formada que produz as diferengas significativas na
aparéncia do osso lamelar e esponjoso. O osso lamelar € o resultado de secrecéo
lenta e sincronizada, enquanto 0 0SSO esponjoso € o resultado de secrecéo rapida e
nao sincronizada. Aparentemente a estrutura e a composi¢cdo do osso formado in
vitro mimetizam 0 0SSO esponjoso. Isto é particularmente significativo para aqueles
interessados em estratégias de engenharia de tecidos baseadas em estagio de

formacdo de matriz de tecido ésseo in vitro. Mesmo nas estratégias de engenharia
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de tecidos, nas quais as células-tronco ou osteoprogenitoras sdo semeadas sobre
ou dentro de um arcabouco que € implantado imediatamente, a primeira matriz de
osso formada dentro do arcabouco sera de 0sso esponjoso, o qual sera substituido
durante remodelacédo de longo termo. De fato, na remodelacédo 6ssea, seja do 0sso
esponjoso ou lamelar, um novo o0sso se forma sobre a superficie sélida resultante da
absorcdo 0ssea. Este novo 0sso tem caracteristicas particulares e a sua formacéao é
denominada de novo, resultante da atividade de células osteogénicas em recente

estado de diferenciacédo (DAVIES e HOSSEINI, 2000).

2.2. REPARO DE PERDAS OSSEAS SEVERAS:

Um dos dilemas em cirurgias reconstrutivas nas areas de Ortopedia e
Craniomaxilofacial é a escolha sobre a forma de tratar extensas injurias 6ésseas
secundarias a trauma, cirurgia, infeccao e outras causas. O tecido 6sseo possui alta
capacidade de regeneracdo espontanea, porém este potencial é limitado pelo
tamanho do defeito. Nos ultimos anos, véarios procedimentos cirdrgicos usando
substitutos 6sseos bioldgicos ou sintéticos tém sido desenvolvidos para o tratamento
destes defeitos no intuito de promover sua cicatrizacdo com novo tecido 6sseo, que
possua caracteristicas morfolégicas e funcionais similares ao tecido original
(MARINS et al., 2004; OKLUND, 1986).

Segundo SCHMITZ & HOLLINGER (1986), a quantidade de reparo que ocorre
no defeito 6sseo é dependente do tamanho da ferida. Um defeito critico pode ser
definido como o menor tamanho de ferida intra-0ssea em um 0sso particular ou

espécie animal que nao cicatrizara espontaneamente durante o tempo de vida do
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animal. A patogénese dos defeitos 0sseos de tamanho critico envolvem 2
mecanismos: a) formacdo de uma barreira fibroblastica pelo periésteo ou segundo
DAHLIN et al. (1991), prolapso de tecido mole dentro do defeito com fusdo de dura e
pericranio, devido a rapida migracdo de fibroblastos, prevenindo a unido das
margens 6sseas, ou b) incapacidade do hematoma, no momento de injdria, em se
organizar e preencher o defeito, levando a auséncia de outros elementos
osteogénicos e fazendo reparo incompleto.

A qualidade do reparo 0sseo, sob condicBes experimentais Otimas (defeitos
estaveis e ndo-infectados), pode ser influenciada marcadamente por cinco variaveis:
(1) espécies animais, (2) idade do animal, (3) localizacdo anatdbmica do defeito
experimental, (4) tamanho do defeito e (5) peridsteo intacto. Defeitos 6sseos criticos
podem ser considerados um prot6tipo modelo para defeitos de descontinuidade e
nao-unides osseas. (SCHMITZ & HOLLINGER, 1986)

Em 1963, URIST e McLEAN estabeleceram que a razdo da osteogénese ou
formacdo de novo osso deve ser superior a razdo de invasédo de tecido fibroso
durante reparo de lesdes endocondrais. Aparentemente, este principio se aplica
também ao osso intramembranoso. OKLUND (1986) mostra que o recrutamento de
células mesenquimais perivasculares do estroma da medula 6ssea e o enddsteo
podem direcionar de forma eficiente o crescimento 6sseo das bordas para completa
regeneracao 0ssea no animal adulto.

TAGAKI e URIST (1982) mostraram que defeitos de 8mm de didmetro criados
em calvaria de ratos Sprague-Dawley velhos ndo repararam espontaneamente em
12 semanas, sendo observada uma formacgéo Ossea inferior a 50% do defeito, por
técnicas radiografica e histopatoldgica. Essa formacdo Ossea diminuta ocorreu

principalmente nas margens do defeito de calvaria, mas se observou também na
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camada mais profunda da dura-mater em forma de ilhas de novo 0sso. Ratos em
desmame formam um modelo animal nado-satisfatério para avaliar materiais de
reparo 6sseo devido a sua grande capacidade de reparar espontaneamente defeitos

grandes.

2.3. USO DE CELULAS NA TERAPIA DE PERDAS OSSEAS:

A manipulacao de células humanas tem despertado grande atencéo por conta
de seu potencial uso em aplicacfes de engenharia tecidual. Um material ideal para
enxertia 6ssea do ponto de vista biolégico e biomecanico € aquele que consegue ser
completamente reposto por novo osso formado pelo hospedeiro (BOO et al, 2002).

O trabalho de REDLICH et al. (1999) discute que células bem diferenciadas
sdo dificeis de expandir em cultura e que muitas vezes perdem o potencial para
diferenciacdo. Em contraste, células-tronco mesenquimais proliferam facilmente,
mas direcionar estas células para a diferenciacdo osteogénica € ainda um grande
desafio.

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

de mineralizacdo (KARTSOGIANNIS e NG, 2004).
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A diferenciacdo osteogénica pode ser detectada a partir do aumento da
expressdo génica de certos marcadores mais comumente utilizados. Fosfatase
alcalina é considerada um marcador inicial da osteogénese in vitro, pois durante a
diferenciacdo osteogénica, 0s osteoblastos exibem forte atividade do marcador
(CHANG et al., 2006), detectavel por imunomarcacéao (AKITA et al., 2004), reacao
em cadeia da polimerase (PCR) (TULI et al.,, 2003) ou atividade enzimatica via
espectrofotometria (pico de expressdo em 10-14 dias pds-osteoinducdo em cultura
celular) (KOTOBUKI et al., 2004; YOSHIMURA et al, 2006). No6dulos de
mineralizacdo sdo normalmente evidenciados pela técnica de Von Kossa, método
qualitativo baseado na substituicdo de fons Ca®* da matriz calcificada por &tomos de
prata, revelando os minerais de célcio como pontos negros (ZHENG et al., 2006).
Depésito de calcio, método quantitativo, mensura a deposicdo mineral por
colorimetria (SOTTILE et al., 2002). Dentre as proteinas e genes que podem ser
utilizados para a deteccdo, pode-se citar o colageno |, que € a proteina mais
abundante no osso conhecida por exercer um importante papel na producédo de
matriz e que pode ser detectado por dosagem (ARNOLD et al., 2002),
imunomarcacao (LU et al., 2005) ou PCR (TURHANI et al., 2005). A osteocalcina é
um importante marcador para diferenciacdo terminal do osteoblasto, podendo ser
detectada por imunomarcacéo (IKEDA et al., 2006) ou PCR (CLAUSEN et al., 2006).
A osteopontina € um marcador 0sseo nao especifico que é expresso bimodalmente,
presente tanto no inicio (fase proliferativa) quanto no fim (ap6és comeco da
mineralizacdo) da osteogénese (MEINEL et al., 2006; KIM et al., 2004), podendo ser
detectada por imunomarcacéo (JAGER et al., 2005) ou PCR (BENSAID et al., 2003).
A osteonectina € considerada um potencial regulador da mineralizacdo em tecidos

calcificados, devido a sua afinidade a acido hialurénico (ZHENG et al., 2006),

27



hidroxiapatita e colageno I, detectavel através de imunomarcacédo (JAGER et al.,
2007) ou PCR (CLAUSEN et al., 2006; TURHANI et al., 2005). Cbfa 1 (ou Runx2) é
reportado como gene-mestre da diferenciacdo osteoblastica, sendo seus transcritos
detectados por PCR (TURHANI et al., 2005; KIM et al., 2004). A sialoproteina 6ssea
(BSP) € um marcador 6sseo tardio, produzido por osteoblastos diferenciados
formando osso, podendo se ligar a colageno, hidroxiapatita em formacéo e tem sido
isolado em células ativamente mineralizando uma matriz de colageno | (MEINEL et
al., 2006; TULI et al, 2003). O fator de crescimento transformante beta (TGF-) € um
potente fator de crescimento osteogénico que estimula a sintese de proteinas da
matriz e tem grande efeito sobre as células responsaveis pela regeneracdo 6ssea,
atuando na quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos (KANNO et al.,
2005), aumentando e acelerando a regeneracdo Ossea (KITOH et al., 2004),
detectado por PCR (KANNO et al.,, 2005). A osteoprotegerina € uma proteina
envolvida no metabolismo celular ésseo, sendo detectavel por PCR (KULTERER et
al., 2007). Osterix é um fator de transcricdo essencial que regula a diferenciacédo e
formacdo Ossea detectavel por PCR (KADOWAKI et al., 2004); camundongos
deficientes geneticamente apresentam bloqueio da maturacdo de osteoblastos,
perdendo a capacidade de formar osso. BMP2, em altas concentracdes, funciona
como uma proteina osteoindutiva conhecida por estimular a diferenciacdo de
células-tronco mesenquimais durante a linhagem osteogénica (MEINEL et al., 2006).
O aumento da expresséo de receptor de hormdnio paratireoidiano (PTH) acompanha
a osteogénese (SOTTILE et al., 2002). A calceina € usada na deteccéo de células
sofrendo osteodiferenciacdo atravées da marcacdo de depositos de calcio

intracelulares (LAINO et al., 2006).
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2.4. USO DE BIOMATERIAIS NA TERAPIA DE PERDAS OSSEAS:

As sociedades atuais apresentam um aumento progressivo da idade média
populacional, levando a uma enorme demanda de equipamentos e materiais
meédico-hospitalares. Segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU,
2008), a populacdo mundial excedeu 6 bilhdes em 1999 e alcancara 9 bilhdes 2050,
sendo que a média de idade para todos os paises vai subir de 29 para 38 anos em
2050. No momento, apenas menos de 11% da populacdo mundial de 6,9 bilhdes de
pessoas estd acima dos 60 anos. Entretanto, em 2050 a parcela aumentara para
22% (de uma populacéo de 9 bilhdes), chegando nos paises desenvolvidos a 33%.
(ONU, 2008; BAXTER, 1999)

Adicionalmente, ocorre um crescente nimero de estados moérbidos (lesdes
traumaticas, doencas crbnicas e degenerativas) que exige da rede hospitalar um
organizado e caro processo de atendimento. Entre outras acfes, € importante o
desenvolvimento de interven¢cdes médicas, processos cirargicos e materiais de
maior tecnologia que possibilitem uma rapida recuperacdo do paciente e retorno a
sua vida produtiva. (BIOMET, 2004)

Assim como nos paises desenvolvidos, tem crescido rapidamente o mercado
de produtos destinados ao cuidado com saude nos paises em desenvolvimento,
incluindo materiais médicos implantaveis (BAXTER, 1999). Estima-se que em 2004 o
mercado mundial de produtos utilizados no tratamento de doencas musculo-

esqueléticas, em especial as Osseo-articulares, tenha alcancado 20 bilhdes de
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dolares, com um crescimento anual de cerca de 14% somente nos Estados Unidos
(BIOMET, 2004). Na América Latina, 0 mercado de materiais ortopédicos é estimado
em 200 milhdes de dolares anuais, e € liderado pelo Brasil, com 70 milhdes de
dolares anuais (MRG, 2004). O desenvolvimento de um biomaterial nacional, com
producdo em larga escala, custo acessivel e propriedades biologicas benéficas ao
reparo 0sseo, em quantidade e qualidade, é o foco das recentes pesquisas de

osteosubstitutos (SILVA et al., 2009, GONCALVES et al., 2009).
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(adaptado de BAXTER, 1999) e C - Perfil do mercado de produtos musculo-

esqueléticos (adaptado de BIOMET, 2004).

Na area da bioengenharia tecidual, os materiais biomiméticos destacam-se
por terem caracteristicas semelhantes as da propria matriz extracelular na qual
serdo aplicados e podem acelerar o reparo da lesdo a partir do tecido original
adjacente do proprio paciente, ndo necessitando serem substituidos apds alguns
anos. Dessa forma, estes materiais sustentaveis para intervencdes de reparo ou
reestruturacdes 6sseas se assemelham a um “osso artificial” (VALLET-REGI, 1997).

Materiais de enxerto pertencem a uma das quatro categorias basicas, que
inclui os autégenos, aldégenos, xendgenos ou aloplasticos. Autégenos sdo materiais
retirados do hospedeiro e sdo o Unico tipo de material de enxerto que possui
propriedades osteogénica, osteoindutiva e osteocondutiva, sendo entédo
considerados o “padréo ouro” para regeneracao de estruturas 6sseas (MAH et al.,
2004). Como ratifica OKLUND (1986), o osso trabecular fresco autégeno € superior
a todos os tipos de osso autégeno processado ou o0sso alégeno fresco ou
processado. Seja como for, seu uso é limitado pela necessidade de um segundo
sitio cirdrgico para coletar o0 0sso com possiveis complicacdes per e pds-operatorias
relacionadas ao procedimento de coleta (infeccdo, deformidades, dor e perda de
sangue) e quantidade limitada de enxerto. (BOO et al., 2002).

Os materiais alégenos sao retirados de outro individuo da mesma espécie
com diferentes genotipos, como cadaveres, parentes ou bancos 0sseos. Para a
preparacdo como enxerto, sdo, muitas vezes, simplesmente congelados a seco,
irradiados ou desmineralizados. O congelamento dos ossos doados diminui a

antigenicidade do enxerto, enquanto a irradiacdo diminui a chance de infeccdo e a
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desmineralizacdo remove o conteudo mineral, deixando somente o colageno e
morfégenos, aumentando o potencial osteoindutivo. As vantagens de aldégenos
sobre autdgenos séo a eliminacédo da necessidade de sitio doador durante cirurgia e
a rapida disponibilidade. Entretanto, as desvantagens incluem rejeicéo, infeccao e
maiores periodos de reparo, 0 que resulta em menos volume 0sseo que o autdégeno.
(MAH et al., 2004)

Os materiais xendégenos, onde individuos doador e receptor sdo de espécies
diferentes (geralmente, enxertos bovinos ou suinos utilizados em seres humanos),
tem sido uma boa alternativa para suprir a pouca disponibilidade de material humano
autdégeno ou alogeno, por serem biomiméticos. A matriz 6ssea desmineralizada €&
uma matriz leve, biodegradavel, puramente protéica, consistindo se principalmente
em colageno | e uma mistura natural de fatores de crescimento (KASTEN et al.,
2005). Ap6s adequado processamento, além de minimizar risco de ocorréncia de
encefalopatia espongiforme ou doenca prid nica, sdo obtidas mais propriedades
favoraveis para seu uso clinico, como citocompatibilidade e biocompatibilidade
(CASTRO-SILVA et al., 2009).

Os materiais aloplasticos s&o osteosubstitutos sintéticos facilmente
disponiveis e que dispensam a necessidade de sitio doador do paciente. Idealmente,
devem ser biocompativeis com tecidos hospedeiros, n&o-antigénicos, nao-
carcinogénicos e nao-inflamatorios. Adicionalmente, eles devem ser suficientemente
porosos e interconectivos para permitir crescimento dentro e em torno do implante
(osteoconducédo), devem ser capazes de estimular osteoindugdo, serem
bioabsorviveis para permitir reposicdo por osso, radiopacos para permitirem boa
visualizacdo e distingcdo radiografica, aptos a resistir a esterilizacdo sem perder

qualidades favoraveis, estaveis em varias temperaturas e sob umidade, baratos e
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facilmente obtidos. A maioria dos materiais aloplasticos é osteocondutora e as
principais limitacdes sdo a reabsorcéo lenta, formando muitas vezes, uma capsula
de tecido conjuntivo que pode afetar estabilidade do enxerto (KREBSBACH et al.,
1998). Materiais aloplasticos podem ainda apresentar varias desvantagens como
rejeicdo, infeccao, perda e toxicidade (OKLUND, 1986; MAH et al., 2004).

Atualmente, para aplicacbes em tecido 0sseo, 0s biomateriais aloplasticos
metalicos utilizados apresentam propriedades mecéanicas semelhantes as naturais e
auxiliam na sustentacdo do organismo. Os Implantes de liga de titanio, embora
apresentem Otimas propriedades mecéanicas e compatibilidade com 0sso,
demonstram osteogénese demorada e em menor quantidade, quando comparadas
ao fosfato de calcio, material de excelente osteocondutividade (HARTMAN et al.,
2005). Porém, estes materiais ndo sdo biodegradados com o tempo, necessitando
sua posterior remocdo e substituicdo de acordo com a vida atil do material . (LE
GEROS, 2003)

Materiais poliméricos tém boa biocompatibilidade, mas pelo seu alto grau de
deformacédo, exibem o pior desempenho mecanico. O colageno é um biomaterial que
apresenta boas propriedades de degradacdo e de viabilidade celular (adeséao,
crescimento e diferenciacéo), em analise topogréafica e quimica (BER et al., 2005). O
poliacido-L-latico € atrativo como um polimero reabsorvivel, pois seu produto de
degradacédo, acido glicélico, € um metabolito natural, que além de promover boa
aderéncia celular em meio osteogénico (JAGER et al, 2005; HOSSEINKHANI et al.,
2006) e formacéao de tecido mineralizado (CHEN et al., 2007; HOSSEINKHANI et al.,
2006); em associado a trombina, forma osso trabecular mineralizado com presenca
de ostedcitos (SCHMELZEISEN et al., 2003). Células mesenquimais mantém sua

viabilidade em hidrogel de polietilenoglicol, além da heparina conjugada relacionar-
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se a adesdo e diferenciacdo dos osteoblastos (BENOIT et al., 2007). Poli-s -
caprolactone promove adesdo e proliferacdo de células osteoblastéides, sendo
favoravel a associacdo com fosfato de célcio no intuito de aumentar o potencial
osteocondutivo (SCHANTZ et al.,, 2005). Poligalactina 910, com sua estrutura
porosa, permite o crescimento do tecido 6sseo e polidioxanone funciona como
barreira tecidual (JAGER et al., 2005). Hidrogéis termo-reversiveis, como poli(N-
isopropilacrilamida-co-acido acrilico) utilizado como carreador, permitem evidente
expressdo dos marcadores osteogénicos, tendo resultados ainda mais favoraveis
guando associados a HA e BMP-2 (NA et al., 2007).

Materiais ceramicos, como os fosfatos de célcio, apresentam caracteristicas
interessantes quanto a biocompatibilidade e reabsorcdo natural, mas perdem
significativamente resisténcia mecanica com o passar do tempo. Portanto, encontrar
um biomaterial ideal ainda requer muitas pesquisas nesta area. (LE GEROS, 2003)
A hidroxiapatita, seja natural ou sintética, pode ser considerada um controle positivo
para formacdo Ossea ectdpica via osteoconducdo in vivo (KASTEN et al., 2005;
MORISHITA et al., 2006; TURHANI et al., 2005); a sua associacdo com BTCP
mostra inducdo de células mesenquimais e consequente formacao éssea, distribuida
através de sua estrutura porosa, numa sugerida proporcdo Otima de 20:80
(ARINZEH et al., 2005). Beta-tricalcio fosfato apresenta boa biocompatibilidade,
biodegradabilidade e extrema osteocondutividade; quando associado ao acido
polilatico, mostra formacéo de tecido pré-6sseo (ARNOLD et al., 2002). Ceramica de
alumina tem excelente biocompatibilidade e resisténcia mecanica, permite
proliferacdo de células osteoblastéides sobre sua superficie (KITAMURA et al.,
2004), entretanto, € um material bioinerte, ndo apresentando osseointegracdo. As

bioceramicas, como alumina, zircbnia e fosfatos de calcio, ja foram aplicadas em
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diversos sitios como dentes, 0ssos do ouvido e em reparos de doencas periodontais,
respectivamente, ndo causando rejeicdo ou danos ao sistema musculo-esqueletal
(LE GEROS, 1991).

A producao e utilizacdo de fosfatos de calcio na Medicina Regenerativa data
do inicio do século XX. Muitos autores desenvolveram produtos com diferentes
caracteristicas, variando sua composicdo, forma, propriedades fisico-quimicas e
estrutura. (LE GEROS, 2003). Ceramicas a base de fosfatos de calcio apresentam
expressiva contribuicdo aos implantes para regeneracdo 6ssea. A hidroxiapatita é
uma ceramica bioativa comumente utilizada no organismo humano sob formas
particuladas em varios sitios de reparo 6sseo, no revestimento de préteses
metalicas para o melhoramento de suas propriedades bioldgicas, e ainda como
substrato para liberacdo controlada de drogas. Hidroxiapatita €,
termodinamicamente, o mais estavel dos fosfatos de calcio em relacdo a mudancas
de pH, temperatura e composicéo do fluido bioldgico. (LE GEROS, 2003)

A estrutura cristalina da hidroxiapatita foi determinada por NARAY-SZABO &
MEHMEL em 1930. Seu cristal possui estrutura hexagonal com as dimensdes da
célula unitéria a = b= 9,423 e ¢ = 6,875. O atomo de célcio forma triangulos normais
ao eixo ¢ que giram mutuamente 60° ao longo deste e € rodeado por seis atomos de
oxigénio ligados a grupos PO, e grupos OH'. A partir das concentracfes adequadas,
ocorre o0 produto iGnico entre ions calcio e fosfato que posteriormente sofre um
processo de transicdo e interconversdo, gerando varios arranjos cristalinos
alternativos de graus variaveis de complexidade. Uma vez iniciada a formacdo dos
cristais de hidroxiapatita, eles tenderdo a crescer e a catalisar a posterior
cristalizacdo de fosfatos de céalcio, mesmo nos locais que as concentracdes de ions

calcio e fosfato sejam semelhantes as do nivel plasmatico (COMARCK, 1991).
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A hidroxiapatita sintética apresenta a habilidade de ligar-se diretamente ao
tecido 6sseo adjacente do sitio implantado, sem a formacédo de capsula fibrosa
(ROUAHI et al., 2006). Além disso, substitutos 6sseos baseados nesse mineral sao
biocompativeis e osteocondutivos (TACHIBANA et al., 2005). Para uso clinico,
alguns desses ceramicos além de biocompatibilidade e osteoconducéo apresentam
também alta biodegradabilidade (UEMURA et al., 2003).

Complicacdes no desenvolvimento de bioceramicas reabsorviveis sdo (1)
manutencdo da resisténcia e estabilidade da interface durante o periodo de
degradacédo e substituicdo por tecido natural novo e (2) a razao de substituicdo para
a razao de reparo dos tecidos do corpo (degradacao muito rapida ou muito lenta).

SCHIMITZ & HOLLINGER (1986) sugerem um protocolo in vivo para
testagem de novos materiais de reparo 0sseo , seguindo uma hierarquia de modelos
animais antes de testes de fase | em humanos serem realizados, conforme

demonstrado na TABELA 1.
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Etapas

I. Comecar testando em defeitos de
calvaria de ratos

Il. Continuar testando em defeitos de
calvaria de coelhos

lll. Finalizar o teste em defeitos de
descontinuidade em mandibulas de
cdes mongrel adultos ou primatas
ndo humanos, ou calvaria de
primatas nao-humanos

Vantagens
(1) Animais ndo sao caros e podem ser
usados em grande numero
(2) Somente poucas quantidades do
agente experimental sdo requeridas para
teste individual
(3) Agentes particulados/gelatinosos sao
bem aceitos para implantes neste tipo de
defeito
Este tipo de defeito permite um implante
sélido para ser avaliado em termos de sua
habilidade em ser adaptado dentro do
defeito
(1) Permite a avaliagdo do material de
reparo 6sseo em uma area funcional
(mandibula)
(2) Permite uma comparacéo da razédo de
reparo do material de reparo 6sseo X 0SS0
medular particulado
(3) Permite a avaliacdo do material de
reparo 6sse0 no sitio onde sera
eventualmente usado em humanos
(vantajoso para futura aprovacdo do
material pelo FDA)

TABELA 1: Protocolo sugestivo de experimentagéo in vivo.

2.5. USO DA BIOENGENHARIA TECIDUAL NA TERAPIA DE PERDAS OSSEAS:

Na ultima década tem se observado o desenvolvimento de uma area que une

conhecimentos de diferentes disciplinas de ponta para a pesquisa de produtos e

técnicas que visam a melhoria necessaria aos pacientes que necessitam de cirurgia

ortopédica . A bioengenharia tecidual € uma area multidisciplinar que pode ser

classificada como Medicina Regenerativa, pois substitui tecidos e 6rgédos danificados

por substitutos funcionais e estruturalmente equivalentes. Agregando o termo
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“‘biomimética”. Esses materiais planejados apresentam sua formacédo, constituicao
e/ou funcdo semelhante aos encontrados nos tecidos vivos. Dentre inimeras
caracteristicas, a bioengenharia tecidual faz uso de arcaboucos (ou “scaffolds”)
tridimensionais biocompativeis, células autdbgenas e moléculas sinalizadoras que,
unidos, sdo implantados no paciente. Esse “complexo” fornece elementos que irdo
favorecer a integracao e substituicdo gradativa do material, diferenciacdo de células
progenitoras do tecido adjacente e, consegientemente, a retomada da saude do
individuo. (HARDOUIN et al., 2000).

Existe uma grande variedade de biomateriais associados a terapia celular
usados na bioengenharia 6ssea. Para orientar a melhor escolha, considera-se que
um carreador ideal deva apresentar as seguintes caracteristicas: a) adaptabilidade a
area do defeito; b) osteocondutividade, marcada por boa capacidade de adeséo,
proliferacdo e maturacdo das CTMA, c) capacidade de servir como barreira aos
tecidos vizinhos; d) tempo de reabsor¢cdo compativel com o tempo requerido para
formacao Ossea, porém ndo tdo longo que interfira na substituicdo do material pelo
osso (DONZELLI et al.,, 2007); e) biocompatibilidade, ndo-imunogenicidade e
atoxicidade; f) radioluscéncia, preferivel para permitir que 0 novo 0sso seja
distinguivel radiograficamente do implante; g) facilidade na manufatura e
esterilizacéo; h) facil manuseio durante ato cirurgico, evitando procedimentos pré-
operatorios que aumentam o risco de infeccdo; i) adequada microarquitetura, com
interconexdes e porosidades (200-900um) que permitam tanto a penetragdo de
células osteocompetentes quanto de células endoteliais, necessarias a
vascularizacdo do novo tecido em formacdo (LOGEART-AVRAMOGLOU et al.,

2005).
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No interior destes substitutos teciduais, células pluripotentes teciduais sao
estimuladas bioquimicamente a proliferarem, diferenciarem e a criarem uma nova
matriz extracelular, resultando na substituicdo progressiva do material implantado.

Apesar do rapido avanco dessa area, os produtos utilizados nos pacientes
ainda apresentam um custo muito elevado. Uma das explicacdes para esse alto
valor agregado € o fato da bioengenharia tecidual ser usada individualmente, com
tratamento especifico para aquele contexto particular. Em especial, pela etapa inicial
gue consta de captacdo, expansao e cultivo das células do préprio paciente sobre o
arcabouco, que representa um alto custo apesar de fundamental ao sucesso do
implante, pois diminui significativamente o risco de rejeicdo pelo organismo.
(BARBANTI & ZAVAGLIA, 2005)

Estudos in vitro indicam que as respostas celulares, quando em contato com
os biomateriais artificiais, sdo fundamentais para se conhecer a dindmica da
interac&o entre o implante e o tecido vivo participante (VERNON et al., 2005).

Estudos in vivo, utilizando diferentes animais experimentais (camundongos
[TASSO et al., 2010], ratos [SAKATA et al., 2006], coelhos [JIANG et al., 2010], caes
[YOSHIMI et al., 2009], cabras [MAREI et al., 2009] e primatas [XIE et al., 2007])
mostram qualitativamente uma boa biocompatibilidade tecidual e quantitativamente
uma osteogénese aumentada no sitio de implantacéo, com efeito direto em defeitos
0sseos criticos induzidos ou mesmo ectopicamente. A enxertia de células alégenas
ou xendégenas em tecido subcutaneo demonstrou processo de mineralizacdo dentro
de pouco tempo (em média, 4 semanas) [TORIGOE et al, 2009; VAN DINTHER et
al., 2010], sendo consideradas um material bioativo para 0sso e nao gerador de
resposta inflamatoria intensa (reacado de corpo estranho exacerbada e/ou focos de

necrose). Defeitos 6sseos criticos induzidos em diferentes sitios anatémicos servem
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como bom modelo para estudar a possibilidade de osteogénese em leitos receptores
desfavoraveis ou muito extensos. (SCHMITZ & HOLLINGER, 1986) A terapia celular
pré-clinica mostra-se entéo favoravel para oferecer melhor grau de osteogénese de
4 a 12 semanas (XIE et al., 2007) pds-enxerto (superando mais de 100% o controle
negativo [SAKATA et al., 2006]) e ainda mostra-se até trés vezes mais rapida frente
ao material sem células (XIE et al., 2007), sendo refletido o resultado positivo em
tratamentos de defeitos cranianos (SAKATA et al., 2006) e mandibulares [YOSHIMI
et al., 2009] em interesse as cirurgias O0sseas para seres humanos, enguanto
resultados promissores em defeitos femorais (KANCZLER et al., 2010), radiais (XIE

et al.,, 2007) e ulnares (ZHOU et al., 2010) abrem possibilidade de aplicabilidade

clinica em cirurgia ortopédica. ( FIGURA 2)

FIGURA 2: Tratamento de lesGes ortopédicas via uso de biomateriais
osteosubstitutos. Caso 1. A - Tomografia computadorizada evidenciando area
tumoral metafisaria. B - Radiografia apds exérese da lesdo e preenchimento com
enxerto 6sseo, com 1 ano de follow up. Caso 2. C - Radiografia mostrando

integracdo protese-biomaterial-osso, com 1 ano de follow-up.
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A terapia celular vem crescentemente evoluindo no campo das pesquisas
clinicas, voltada para o tratamento de perdas 0sseas advindas de traumas e/ou
patologias pré-existentes.

Trabalhos em pacientes com osteogénese imperfeita, patologia caracterizada
por deficiéncia no gene para Colageno |, tem obtido resultados promissores,
utilizando células mesenquimais autégenas modificadas que traduzem a proteina em
deficiéncia, dessa forma otimizando a reposicdo 0ssea do individuo, traduzida por
incremento na massa 0ssea corporal, reducédo da taxa de ocorréncia de fraturas e
atividade osteoblastica acelerada (HORWITZ et al., 1999). No tratamento da
hipofosfatasia infantil, apds implante de células mesenquimais houve aumento da
radiopacidade femoral, diminuindo a aparéncia radiografica similar ao raquitismo
(CAHILL et al., 2004). Em defeitos cranianos extensos, houve clara reducao
dimensional em poucos meses apos o enxerto celular em infantes (VELARDI et al.,
2006). Para o procedimento oral de levantamento de seio maxilar, houve formacao
de 0sso esponjoso ou trabecular em 4 meses pés-cirurgia, possibilitando reabilitacéo
protética satisfatéria através de ancoragem de implantes osseointegraveis de titanio
na mesma regido (SCHMELZEISEN et al., 2003). Fenda alveolar congénita teve alta
taxa de fechamento maxilar (80% de osso regenerado em 9 meses) apds uso de
células mesenquimais (HIBI et al., 2006). Distracdo 6ssea, procedimento indicado
para alongamento 0sseo em casos de pseudartrose, discrepancia de membros e
acondroplasia, foi realizada de forma gradual e concomitantemente usando enxerto
de células mesenquimais, o que demonstrou formacéo de calo 6sseo na tibia e no
fémur tratados (KITOH et al., 2004). De forma semelhante, tumores 0sseos (cisto
0sseo aneurismatico, granuloma de células gigantes e displasia fibrosa) tratados

com curetagem e enxerto com células mesenquimais, conseguiram bom padrdo de
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reparo ou ossificagdo em 4 semanas pos-cirurgia de tibia ou fémur, e em um ano,

sua completa regeneracdo (MORISHITA et al., 2006).
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FIGURA 3: Representacdo de uma técnica para bioengenharia tecidual
(adaptado de BARBANTI & ZAVAGLIA, 2005).

Buscou-se neste estudo desenvolver um substituto 6sseo biocompativel, com
organizacdo estrutural que favorecesse a atividade osteocondutora e ainda, que
pudesse ser usado de forma isolada ou associado a células osteocompetentes.

Foi produzida uma ceramica a base de tricalcio fosfato (TCP) e hidroxiapatita
(HA) devido a alguns fatores, como: facil obtencdo e manipulacdo, porosidade,

resisténcia a compressdo similar ao 0sso esponjoso e capacidade de ser

reabsorvido pelo organismo (HAK et al., 2007).
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O TCP pode assumir duas formas estruturais: o aTCP, que forma cristais
poligonais, e o BTCP, que forma cristais esféricos com porosidade mais alta. O
BTCP, por sua microestrutura (ERBE et al., 2001), se mostra mais osteocondutor e
soltvel/absorvivel pelo organismo do que o aTCP (WILTFANG et al., 2002;
GAASBEEK et al.,, 2009). Neste trabalho, optou-se pelo BTCP por conta destas
propriedades favoraveis. Os PBTCPs podem ser produzidos por processos
convencionais com altas temperaturas ou por processos quimicos. Estes processos
tendem a alterar a porosidade do material, melhorando assim suas propriedades
osteocondutoras e alterando o tempo de reabsorcdo do material. O fato do BTCP ser
bioabsorvivel também l|he confere vantagens sobre outros biomateriais que nao
possuem esta caracteristica, como a hidroxiapatita, material mais encontrado no
mercado. Os BTCPs sao reabsorvidos em média entre 6 e 18 meses via
osteoclastos, sem persiténcia de reacdo inflamatdria e resposta exuberante de
células gigantes (MOORE et al., 1987). A hidroxiapatita (HA), por sua vez, além de
osteoconducdo pode promover osteoindugcdo, sendo um controle positivo
(HABIBOVIC et al., 2008; KASTEN et al., 2005; MORISHITA et al., 2006; TURHANI
et al., 2005). A associacdo sinérgica entre BTCP e HA numa razdo favoravel de
70:30, poderia aumentar a formacdo 6ssea, tal qual em estudos com proporcéo
similar (80:20) (ARINZEH et al., 2005) ou ligeiramente diferentes (BERTRAM et al.,
2005; CHAMBERLAIN et al., 2004; KOK et al., 2003; LECHNER et al., 2006; OTAKI
et al., 2007; ROSADA et al.,, 2003). Neste contexto, a conjugacao de células
osteoprogenitoras a essa ceramica bifasica poderia representar, hipoteticamente, o

aumento da resposta bioldgica reparadora, levando assim a maior formacéo éssea.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é avaliar biologicamente o biomaterial
aloplastico a base de BTCP e HA no formato de granulos e seu potencial como
carreador de células derivadas de osso trabecular humano no tratamento de defeitos
extensos em cranio de ratos.

Como obijetivos especificos, pretende-se:

1- Avaliar in vitro qualitativa e quantitativamente a citocompatibilidade da
ceramica bifasica BTCP:HA;

2- Avaliar in vivo semi-quantitativamente a biocompatibilidade da ceramica
bifasica BTCP:HA, isoladamente ou com células osteoprogenitoras humanas,
enxertada em tecido subcutédneo de ratos;

3- Avaliar in vivo qualitativa e quantivamente o reparo tecidual promovido pela
ceramica bifasica BTCP:HA, isoladamente ou com células osteoprogenitoras

humanas, enxertada em cranio de ratos;
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada segundo as normas de boa conduta cientifica
recomendadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana do Hospital Universitario
Antbnio Pedro / Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense
(Registro CEP-UFF 232/08) para os estudos in vitro (ANEXO [) e pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal Fluminense (Registros CEPA-

UFF 94/09 e 149/09) para os estudos in vivo (ANEXOS Il e 1lI).

4.1. MATERIAL

O material testado é de origem sintética e formulacao bifasica composta por
B-TCP (70%) e HA (30%) hiperporotico, com porosidade de 75%, calcinado a
1150°C na forma de granulos (450-750um de diametro), foi idealizado na UFF e
sintetizado no Laboratério de Bioceramicas do Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF). Foi usada a composicéo de Cao(PO4)sOH> (HA) e Casz(PO4)2+H20,
a 2% (B-TCP), formando uma substancia pastosa, levada em férma para estufa a
80°C por 10 horas, e depois para forno a 1150°C por 8 horas com intuito de

aumentar a sua resisténcia (processo de sinterizagao).

Este material foi esterilizado em calor umido (autoclave, 20 minutos, 121°.C,

2ATM), previamente a todos os testes bioldgicos.
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4.2. METODOLOGIA:

4.2.1. Caracterizacao fisico-quimica

Amostras de BTCP/HA foram avaliadas usando Microscopia Eletronica de
Varredura (Jeol JSM 5800LV, Suécia), Difracdo de Raios-X-(Zeiss HZG4, Alemanha)
e Espectroscopia por infravermelho transformada de Fourier (Paragon1000 Perkin-
Elmer, Estados Unidos) para caracterizacdo de sua topografia, fases cristalograficas

/ cristalinidade e analise estrutural de fases inorganicas, respectivamente.

4.2.2. Caracterizacao biologica

4.2.2.1. Coleta das amostras de tecido 6sseo e expansao celular

Apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
coletadas amostras de osso trabecular de pacientes voluntarios saudaveis, que
seriam descartadas apds procedimento cirirgico de artroplastia no Hospital
Universitario Antonio Pedro (HUAP). Somente pacientes que apresentaram prova
sorolégica negativa de imunodeficiéncia (HIV), hepatite ou doenca venérea (VDRL)
foram inseridos neste estudo. A equipe de coleta das biopsias 6sseas foi composta
pelo médico ortopedista Prof. Dr. Vinicius Schott Gameiro, pela técnica em cultivo
celular Dra. Adriana Linhares e pelas técnicas de enfermagem do Centro Cirlrgico
da referida instituicdo. ( FIGURA 5)

A expansao celular foi realizada no Nucleo de Terapia Celular — Unidade de

Pesquisa Clinica — HUAP/UFF. As amostras de osso trabecular foram lavadas em
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solucdo salina tampédo fosfato (PBS) e posteriormente tratadas com solucdo de
colagenase 0,2% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) permanecendo em digestao
enzimatica pelo periodo de 2 horas e acondicionadas em frascos plasticos de cultura
de tecidos (Corning, Estados Unidos) com meio de Eagle modificado por Dubelco
(DMEM; Cultilab, Brazil) com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil), incubadas
em frascos de cultura a 37° C, pressédo de CO,=5% e 95% de atmosfera Umida, com
trocas de meio a cada 2 dias ( FIGURA 6). Ap6s 7 dias, as primeiras células
humanas comecaram a migrar dos explantes 6sseos para o plastico e em 30 dias,
foi possivel observar a cultura primaria de células fibroblastoides dispostas em uma
monocamada confluente ( FIGURA 7). O presente material biolégico humano foi
usado para ambos os teste in vitro e in vivo.

Para a quantificacdo celular foi utilizada a camara de Neubauer, como
preconizado por FRESHNEY (2000), fazendo-se a exclusdo de células mortas ou
nao viaveis coradas com azul de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, BR). Uma
aliquota de 20uL da suspenséo celular em 1mL foi misturada em igual volume ao
azul de trypan, homogeneizada e transferida para a camara. As células foram
contadas excluindo-se aquelas que se apresentaram coradas em azul. Para o
calculo do numero de células no frasco, foi utilizada a seguinte equagdo: NC x D x
10* / Q, onde NC= nimero de células viaveis contadas, D= diluicdo da amostra, Q=

quadrantes da Camara de Neubauer utilizados na contagem.
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4.2.2.2. Teste in vitro de citotoxicidade:

A citotoxicidade dos materiais foi determinada utilizando o protocolo definido
na 1ISO 10993-5, sendo as amostras BTCP:HA preparadas como descrito na ISO
10993-12 e previamente esterilizadas por calor umido/autoclave
(temperatura=121°C, pressdao=1ATM, tempo de ciclo=20 minutos). Células:
osteoprogrnitoras humanas passagem 2, semeados em placa de cultura de 96
pocos em quintuplicata, na densidade de 1,0 x 10* células/mL, mantidos em DMEM
suplementado com 1,2 g/L NaHCOg3, 0,025 g/L ampicilina, 0,1 g/L estreptomicina e
10% soro fetal bovino e incubados a 37°C em atmosfera Umida (95% de ar e 5% de
COy) por 24 horas. Extrato: obtido na propor¢éao de 0,1g de material/mL de a-MEM e
incubado a 37°C em atmosfera iimida (95% de ar e 5% de CO,) por 24 horas; como
controles, foram usados: pdé de titanio grau Il (Micron Metals, Estados Unidos),
negativo, e fenol 0.2% (VETEC, Brasil), positivo. Apés o periodo de incubacao, os
extratos acrescidos de 10% de soro fetal bovino foram incubados junto as células
durante adicionais 24 horas, momento em que as amostras foram submetidas a
andlise bioquimica.

O efeito dos tratamentos foi observado pela mensuracdo da coloracdo por
cristal violeta (Cristal Violet Dye Elution/CVDE test, KXRCV 96300 - Xenometrix Kit,
Alemanha), que possui afinidade aos nucleos celulares. As absorbancias dos
diferentes materiais (A=540nm) foram detectadas em espectrofotometro PowerWave
MS2 (BioTek Instruments, Estados Unidos), sendo diretamente proporcionais ao
namero real de células, baseando-se na lei de Lambert-Beer. Os resultados foram
expressos em porcentagem, onde: VC = AbsCcE / AbsCsE. VC = viabilidade celular,

AbsCcE = absorbancia das células com extrato, AbsCsE = absorbancia das células
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sem extrato, ja descontados os brancos (corantes). A analise estatistica (GraphPad
Software, USA) utilizou teste paramétrico de ANOVA seguido de pds-teste de Tukey,

considerando diferencas significativas se p<0,05. (FIGURA 8) e (GRAFICO 3)

4.2.2.3. Teste in vitro de adesao:

Para observar os eventos celulares de adesdo e migracdo, um total de 2,0 x
10* células/mL foram semeadas sobre trés discos plasticos thermanox (Thermo
Scientific, Estados Unidos). Apds 24 horas e ja estabelecida uma monocamada de
osteoblastos humanos, foi depositado sobre cada disco plastico cerca de 50 mg de
granulos de BTCP:HA, sendo este conjunto incubado em DMEM mais 10% SFB pelo
periodo de 14 dias.

As amostras do conjunto bioceramica-células foram fixadas em solucdo de
Karnovsky em tampéao cacodilato 0,1M pH 7,2 por 1 hora, lavadas com o tampéao,
pés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,2 por 1
hora, banhadas em solugdes crescentes de etanol (1 banho de 30%, 50%, 70% e
90% e 3 banhos de 100%) por 10 minutos cada sempre em temperatura ambiente
(+25°C), desidratadas em aparelho de ponto critico (Bal-tec®-CPD.030, Alemanha),
metalizadas em ouro (Balzers Union FL9496, Alemanha) e analisadas
morfologicamente em Microscopio Eletrénico de Varredura (Jeol JSM 5800LV,

Suécia). (FIGURA 9)
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4.2.2.4. Teste in vivo em tecido subcutaneo de ratos

O objetivo de se utilizar a metodologia do enxerto em subcutéaneo a fim de
avaliar a biocompatibilidade, € que esta técnica permite avaliar a seguranca
sistémica de novos biomateriais, constatando: o grau de toxicidade, possiveis
malformacgbes de estrutura, degeneracao do tecido. Além disso, permite identificar
as fibras imaturas as quais penetram entre enxertos de materiais granulares, sinais
de inflamacdo e grau de encapsulamento do enxerto. Desta forma é capaz de
concluir o grau de toxicidade do material utilizado como enxerto (NUSS et al., 2008).
Outros estudos consideram como parametros, que avaliam compatibilidade no
emprego desta técnica o aumento do calibre dos vasos, neovascularizacdo e
inducdo de angiogénese (PEATTIE et al., 2006), além de minima resposta
inflamato6ria com o passar do tempo (STITZEL et al., 2003). A fim de se avaliar a
biocompatibilidade in vivo da bioceramica, foi analisada a resposta inflamatoria ao
biomaterial enxertado, além de identificar as células e estruturas presentes.

Ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, n=10) machos adultos com 2 meses
de idade e 300 g tiveream anestesia geral intraperitoneal préxima do muasculo reto
femoral da pata direita por meio de uma mistura de 90mg/kg de cloridrato de
ketamina (Ketamin S® 50 mg/ml — Cristalia Ltda, S0 Paulo, BR) e 10mg/kg de
xilazina (Rompun® 20mg/ml — Bayer S/A, Sdo Paulo, BR), administrando-se de 1 a 2
mL por animal de 300g, mostrando duracdo média de efeito de 40 minutos. Quando
0s animais ficaram completamente imoveis, foram colocados sobre um campo
operatorio esterilizado, submetidos a tricotomia e anti-sepsia. Para cada espécime

(n=10), foram realizadas na sua regido dorsal tricotomia bilateral, duas incisdes
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lineares sequenciadas por divulsdo tecidual e preparo do leito subcutaneo para
enxertia. (FIGURA 10)

Cada envelope subcutaneo recebeu uma forma de tratamento (FIGURA 11):
enxerto de 50mg de granulos de BTCP:HA ou 50mg de granulos de BTCP:HA com
2,0x10° células 6sseas humanas, passagem 2, pré-incubadas em DMEM por 1 hora
antes do procedimento (LIN et al., 2006). Os animais foram sacrificados apés 15 e
45 dias, para avaliacdo da resposta tecidual, e necropsias excisionais
guadrangulares dos sitios de enxerto foram removidas e imediatamente imersas em

formol 4% tamponado por no minimo 24 horas antes do processamento histoldgico.

4.2.2.5. Teste in vivo em calvaria de ratos

Foram utilizados 20 Rattus norvegicus albinus neste estudo (10 animais por
periodo experimental ou 5 animais por grupo; cada animal equivale a 2 grupos).
Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Nucleo de Animais
Experimentais (NAL) da Universidade Federal Fluminense e conduzidos sob
anestesia geral.

Os animais foram submetidos a anestesia geral e em seguida a tricotomia na
regido frontoparietal, com auxilio de tesoura e lamina de barbear. Seguiu-se a anti-
sepsia vigorosa com polivinilpirrolidonaiodo (PVPI) degermante e alcodlico e
colocacao de campos cirurgicos esterilizados. Foi realizada uma incisdo em formato
de meia-lua de espessura total com cabo de bisturi n° 03 e lamina n°15.

Na sequéncia foi realizado o descolamento da pele e peridsteo conjuntamente
com o auxilio de um descolador do tipo Molt e cinzel de Ochsenbein n°1, expondo

assim a cortical 6ssea da regido interparietal a ser osteotomizada. Com uma broca
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trefina cirargica de 5mm de diametro externo (Sistema de Implantes Nacionais/SIN -
Séao Paulo, BR, Lote: E9208) acoplada a um contra-angulo redutor com rotacdo de
1:16 e irrigacdo externa (Anthogyr S/A - FRA) e micromotor cirargico (VK Driller
Equipamentos elétricos Ltda - modelo BLM 350 - Sdo Paulo, BR) com irrigacao
abundante e continua com solucéo fisiolégica, realizou-se na regido interparietal
duas craniotomias bicorticais, expondo a dura-mater sem lesdo da mesma, a
exemplo de trabalhos similares (BOSCH et al. 1995, KHOJASTEH et al., 2008;
SILVA et al., 2005; GRANDI, 2007; SANTOS, 2007). (FIGURA 12)

Foram quatro os grupos experimentais (ESQUEMA 1): Grupo 1 ou Controle
Negativo (coagulo sanguineo, defeito 6sseo sem tratamento), Grupo 2 ou Controle
Positivo (0sso autdgeno particulado com macerador de o0sso, da propria calota
retirada para confeccao do defeito), Grupo 3 ou Experimental 1 (50mg de BTCP:HA)
e Grupo 4 ou Experimental 2 (50mgBTCP:HA + 2,0x10° células humanas pré-
incubadas em DMEM 1 hora antes da cirurgia [LIN et al., 2006]). ApoOs as terapias
propostas segundo 0s grupos experimentais, o retalho foi reposicionado e suturado
com fio de nylon 4.0 (Ethicon Inc., EUA). Os ratos foram deixados em gaiolas
individuais com racao peletada da marca Nuvilab CR1® (Nuvital, Parana, BR) e 4gua
ad libitum. Foram realizadas visitas pos-operatodrias a cada 3 dias e trocas semanais

de agua e maravalha
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Testes em Calvaria

Coagulo
sanguineo

Osso autégeno

HA/BTCP

HA/BTCP +
@ Células-tronco

Esquema 1: Sitio de implantagao ortotépico. Defeitos 6sseos
extensos em calvaria de rato Wistat.

Os animais foram mortos apés 15 dias (para observar as alteracdes
inflamatorias) e 45 dias (reparo 6sseo inicial), utilizando injecao intraperitoneal de
5mL de KCI 10% que promove parada cardiaca em 2 segundos, de acordo com a
resolucdo n° 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Constatada a morte do animal, uma necropsia excisional retangular,
englobando a area do defeito e sua periferia, foi realizada utilizando um micromotor
odontoldgico e disco de aco de Carburundum. O material coletado foi fixado por 7

dias em formol 4% tamponado (pH 7,2).( FIGURA 13)

4.2.2.6. Processamento e exame histoldgico das amostras in vivo:

ApoOs a fixacao das pecas referentes aos sitios subcutaneo e cranio, seguiu-se

a sua lavagem em agua corrente por 1 hora, desmineralizacdo com solucao

desmineralizadora rapida de ossos da Alkkimia® por 48 horas (somente para cranio),
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lavagem em agua corrente por 1 hora (somente para cranio), desidratacdo em
concentracdes crescentes de alcool etilico (1 banho de 70%, 80%, 90% e 3 banhos
de 100%, 1 hora cada), diafanizacdo em 3 banhos de xilol (30 minutos cada),
impregnacdo em 3 banhos de parafina liquida a 60.° C (1 hora cada) e inclusdo em
parafina. Através de microtomia do material emblocado, foram obtidas laminas
histol6gicas com cortes na espessura de 5um, havendo coloracdo com hematoxilina-
eosina (HE) e/ou tricrobmio de Masson-Goldner.

A resposta bioldgica foi analisada em funcdo das alteracdes inflamatérias
(alteracdes vasculares e infiltrado inflamatdrio) e dos processos reparatorios (fibrose,
proliferacéo angioblastica, aposicao e reabsorcédo 0ssea e reabsorcdo do material).

As imagens mais representativas dos fendmenos observados foram
documentadas em um microscopio Nikon Modelo Eclipse E400 utilizando a camera

fotogréafica acoplada Evolution® MP Color 5.0 MegaPixel (MediaCybernetics, CAN).

4.2.2.7. Andlises histomorfométrica e estatistica de calvarias de ratos:

Na calvaria, além da analise qualitativa, foi empregada uma analise
guantitativa de novo osso formado, novo tecido conjuntivo formado, novos vasos
sanguineos formados e presenca do material enxertado, a partir das fotomicrografias
capturadas em camera digital.

Campos contiguos néo superpostos (5 por lamina corada em HE, aumento de
170x) representaram a extensao do defeito 6sseo, de borda a borda, num total de
200 imagens avaliadas, utilizando o programa Image Pro-Plus 6.0
(MediaCybernetics, Estados Unidos) calibrado em micrédmetros/pixel e com

superposicao de grade contendo 100 pontos (MANDARIM-DE-LACERDA, 2003).
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Para cada imagem, foi contado o namero de pontos sobre tecido conjuntivo, vasos
sanguineos, tecido 6sseo neoformado, tecido 6sseo antigo e biomaterial enxertado,
por patologista calibrado. A densidade média e desvios padrao obtidos foram
submetidos a Andlise de Variancia/ANOVA, com diferencas significantes se p<0,05
(teste de Tukey); se p>0,05, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

(pbs-teste de Dun). (FIGURA 14 e 15)
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacédo fisico-quimica:

A andlise por Microspoia Eletrébnica de Varredura mostrou particulas do
material aloplastico em formato granular, com 450-700um em didmetro e
apresentando superficie microrugosa (FIGURA 4). A analise por Difracdo de Raios-X
das amostras de BTCP/HA apds calcinacdo confirmaram a presenca de uma
ceramica bifasica. Os trés picos maximos de difracdo correspodem aos planos (0 2
10), (22 0) e (2 1 4) do BTCP foram observados a 31.08° 34.48° e 27.88° como
definido na norma JCPDS # 09-0169. Os trés picos maximos de difracdo
correspodem aos planos (21 1), (11 2) e (3 0 0) da HA foram observados a 31.88°,
32.28° e 32.98° como definido na norma JCPDS #09-0432. A andlise por
Espectroscopia por infravermelho transformada de Fourier mostrou diferencas nos
espectros do grupamento fosfato (PO4>) no comprimento de onda de 500 a 1200
cm™, com bandas caracteristicas de BTCP em 1115 cm™, 1096 cm™, 1020 cm™ e
944 cm™ e bandas caracteristicas de HA em 550 cm™, 605 cm™, 960 cm™ e 1040 cm’

! além da banda de grupamento hidroxila (OH") em 3571 cm™. ( GRAFICO 2)

5.2. Caracterizacao biolégica in vitro - Citotoxicidade:

O ensaio de citotoxicidade apontou a bioceramica BTCP:HA testada como
material citocompativel, com resultado semelhante ao titanio (preservacdo da
morfologia da monocamada celular e densidade celular proxima), onde ambos

tiveram diferencas significativas em relacédo ao fenol 0.2% (que apresentava nucleos
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picnoticos, com tamanho reduzido, cromatina densa e hipercorada, sugerindo
processo de apoptose e consequente diminuicdo da densidade celular), tanto

morfolégica (FIGURA 8) quanto estatisticamente (GRAFICO 3).

5.3. Caracterizagdo bioldgica in vitro - Adesao:

Apoés 14 dias de incubacéao, foi notada a migracdo das células sob o material
BTCP:HA, que atravessaram os poros do material-teste, emitiram prolongamentos
préprios de mecanismos de adesdo (filopddios), aderindo e espraiando
(reconfigurando sua morfologia, tendo um alta superficie de contato e
acompanhando as irregularidades ou microrugosidades do BCP) até o topo da
superficie da ceramica (distal ao disco termanox e a monocamada celular inicial).
(FIGURA 9)

Este “tropismo positivo” foi muito favoravel de se constatar, pensando no
material BCP como um arcabouco ou carreador de células, para passar as etapas

seguintes de testes bioldgicos in vivo.

5.4. Caracterizacdo biolégica in vivo - Tecido subcutaneo de ratos:

O tecido subcuténeo exibiu em 15 dias maior celularidade no grupo BCP
carreando células 6sseas humanas do que o tecido conjuntivo frouxo verificado no
grupo de BCP sozinho e em ambos, notou-se: auséncia de leucocitos
polimorfonucleares ou focos de necrose, moderada presenca de linfécitos,
macrofagos e células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho circundando o

BCP, presenca de fibroblastos, matriz extracelular colagenosa e novos vasos
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sanguineos. Apos 45 dias, em ambos os grupos foram observados: tecido conjuntivo
denso circundando o BCP acompanhado de celularidade diminuida em relacdo ao
periodo anterior, aumento da matriz extracelular colagenosa e favoravel
vascularizacéo indicando o processo natural de reparo tecidual e persisténcia de
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho especialmente no grupo BCP
com células 6sseas humanas.

Por ndo haver significativa resposta inflamatéria nos grupos testados em
tecido subcutadneo de ratos, sem focos de necrose ou indicios de processos de
rejeicdo ao transplante de células humanas, com vascularizacdo, sendo possivel o
processo de reparo por cicatrizacdo ou conjuntivizagcdo. Seguindo 0s critérios
morfolégicos para analise de biocompatibilidade estabelecidos pela norma I1SO
10993-6, pode-se afirmar que as duas modalidades de enxerto (grupo BTCP:HA e

grupo BTCP:HA + celulas) sdo biocompativeis. (FIGURAS 16,17,18 €19)

5.5. Caracterizacdo biolégica in vivo - Calvaria de ratos:

Todos os grupos apresentaram em 15 dias leve processo inflamatério e tecido
conjuntivo frouxo preenchendo a extenséo dos defeitos 6sseos, com pobre formacao
0ssea, restrita as suas bordas. A interface célula-material mostrou uma camada
composta por células humanas aderentes ao BCP com fenadtipo variando de células
com nucleo cuboidal e citoplasma intensamente hialino a basofilico e lacuna circular
confirmando a diferenciacdo de osteoblastos em osteodcitos. Apos 45 dias, amostras
de BCP foram circundadas por tecido conjuntivo denso, moderado a abundante novo
0SSO € poucos NOVOoS vasos sanguineos justapostos ao BCP por toda a extenséo

dos defeitos 0sseos no grupo com células 6sseas humanas, enquanto BCP sozinho

58



exibiu menor potencial osteocondutivo, e em ambos o0s grupos, houve suave
presenca de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho, o que sugeriria
um inicio de processo reabsortivo. Nos controles, presenca de tecido conjuntivo
preenchendo o grupo coagulo sanguineo e maior formacdo éssea ao redor de
particulas do autoenxerto. Em analise histomorfométrica, no periodo de 15 dias foi
notado novo tecido O0sseo especialmente nas bordas do defeito, sem diferencas
estatisticas dentre os grupos analisados (coagulo sanguineo: 2,17+1,34%, 0SSO
autdgeno: 3,44+1,84%, BCP: 3,04+2,38%, BCP + células humanas: 1,8+1,67%,
p>0,05). ApoOs 45 dias, interessantemente, a nova densidade Ossea foi maior no
grupo BCP associado a células 6sseas humanas (6,64+2,84%) do que no grupo
BCP sozinho (3,84+1,75%), similar ao grupo 0sso autdgeno (6,59+1,79%) e
significativamente diferente do coagulo sanguineo (2,23+0,75%, p<0,05),
confirmando o potencial osteocondutor do BCP. Nao houve diferencas significativas
na densidade de vasos sanguineos (coagulo sanguineo: 1,19+0,48%, 0SSO
autogeno: 2,15+1,38%, BCP: 1,4+0,97%, BCP + células 6sseas humanas:
3,4+£1,77%, p>0,05), na densidade de tecido conjuntivo (coagulo sanguineo:
39,67+7,13%, osso autdgeno: 31,90+3,58%, BCP: 33,60+6,00%, BCP + células
O0sseas humanas: 29,84+4,04, p>0,05) e na densidade de biomaterial (0sso
autdogeno: 13,5+1,24%, BCP: 22,80+3,17%, BCP + células ¢sseas humanas:
26,80+2,46%, p>0,05) observadas no final do experimento (45 dias). (FIGURAS

20,21,22,23,24,25,26,27,28 e 29), (GRAFICOS 4 e 5)

59



FIGURA 4: Andlise topografica por eletromicrografia de varredura de amostras

do material aloplastico BTCP:HA.

A - O material BTCP:HA apresentou formato de granulos, com tamanho variavel de

450 a 750um de diametro.

B - A superficie do material BTCP:HA constou de camada globosa heterogénea,

favorecendo a formacao de uma topografia microrugosa.
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9/15/2010 Det HV Mag WD HFW Spot 1.0mm
10:16:45 AM LFD 20.0 kV 90x 10.0 mm 3.00 mm 5.0
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1:50:54 PM LFD 15.0 kV 10000x 26.4 mm 27.04 um 3.5

FIGURA 4
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GRAFICO 2: Andlise estrutural de amostras do material aloplastico BTCP:HA.

A - Difratograma (DRX) do material sinterizado a 1150°C, BTCP:HA. Os trés picos
méaximos de difracdo correspondentes aos planos cristalinos do BTCP foram: (0 2
10), (2 2 0) e (2 1 4), observados respectivamente em 31,0°, 34,4° e 27,8°, de acordo
com a ficha JCPDS de n° 09-0169. Os trés picos maximos de difracéo
correspondentes aos planos cristalinos da HA foram: (2 1 1), (1 1 2) e (3 0 0),
observados respectivamente em 31,8°, 32,2° e 32,9° de acordo com a ficha JCPDS

de n°09-0432.

B - Espectrofotometria por infravermelho transformada por Fourier (FTIR) do material
sinterizado a 1150°C, BTCP:HA. A diferenca entre os espectros do BTCP [Caz(PO4)]
e da HA [Ca;0(PO4)s(OH);] est4 nas bandas de absorcédo do grupo P-O na faixa de
500 a 1200 cm™. Nestas regifes, para a fase BTCP, aparecem as bandas a 1115
1 rxx 3- 1 faex 3- 1 rxx 3- 1 ek 3-
cm™ (**, PO4 ™), 1096 cm™ (**, PO4 ™), 1020 cm™ (**, PO4 ¥) e 944 cm™ (**, PO4 7).
Ja o espectro da hidroxiapatita evidencia as bandas a 550 cm™ (*, PO, ), 605 cm™
(*, PO4 %), 960 cm™ (*, PO4 *) e 1040 cm™ (*, PO, *), além dos grupos hidroxilas a

partir de banda a 3571 cm™ (OH 1).
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FIGURA 5: Obtencéao das células humanas para experimentos — Parte 1.

A - Procedimento cirdrgico de artroplastia em paciente adulto saudavel.

B - Fragmentos 0sseos dispensados apds a cirurgia corretiva, que serviram de fonte

para a obtencéo das células humanas.

Imagens gentilmente cedidas pelo médico ortopedista prof. Dr. Vinicius Schoot

Gameiro, durante a realizacdo de procedimento no Centro Cirdrgico do Hospital

Universitario Anto nio Pedro.
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FIGURA 6: Obtencéao das células humanas para experimentos — Parte 2.

A - Fragmentos 0sseos acondicionados em container plastico contendo meio de

cultura DMEM com 10% de soro fetal bovino.

B - Incubacdo do material bioldgico em estufa Thermo sob condicbes ambientais

favoraveis para o crescimento das células (95% de atmosfera umida, pressdo de

CO»=5%).
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FIGURA 7: Obtencéao das células humanas para experimentos — parte 3.

A - Fotomicrografia evidenciando migracdo de células a partir do explante ou

fragmento 6sseo. A barra representa 100um.

B - Fotomicrografia evidenciando monocamada de células fibroblastéides ja

estabelecida. A barra representa 100um.
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FIGURA 7
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FIGURA 8: Teste in vitro de citotoxicidade.

A - Monocamada higida de células 6sseas humanas, tratadas por 24 horas com
extrato de BTCP:HA e com nucleo corado por cristal violeta. A barra representa

200pm.

B - Monocamada higida de células 6sseas humanas, tratadas por 24 horas com
extrato de titnio e com nucleo corado através de cristal violeta. A barra representa

200pm.

C - Perda da estrutura de monocamada de células 6sseas humanas, tratadas por 24
horas com extrato de fenol 2% e com nucleo corado por cristal violeta. Sugestivo
processo de morte celular por apoptose, caracterizado por perda da morfologia
fibroblastoide tipica, picnose e hipercromatismo nucleares e significativa diminuicdo

do namero de células. A barra representa 200um.
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FIGURA 8
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GRAFICO 3: Teste in vitro de citotoxicidade.

Grafico de viabilidade celular, determinada pela equacé&o: Viabilidade Celular =

Absorbancia das células com extrato / Absorbancia das células sem extrato, apds o

desconto em ambos 0s casos do branco ou corante cristal violeta.
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FIGURA 9: Teste in vitro de adeséao celular.
A - Eletromicrografia de varredura representando uma célula derivada de 0sso

trabecular espraiada sobre granulo do material-teste, ap6s 14 dias de incubacao.

B - Eletromicrografia de varredura representando uma célula derivada de o0sso
trabecular com migracao orientada para o interior de um dos poros que constituem o

material-teste, apds 14 dias de incubacao.
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FIGURA 10: Testes in vivo em ratos.

A - Anestesia geral intramuscular.

B - Instrumental cirdrgico.

C - Design experimental dos diferentes sitios de enxerto por animal experimental:

subcutaneo e calvaria.
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FIGURA 11: Testes in vivo em tecido subcutaneo de ratos.

A - Preparo do leito subcutaneo para receber o material-teste.

B - Enxertia do material sem células no leito subcutaneo.

C - Enxertia do material com células no leito subcutaneo.
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FIGURA 12: Testes in vivo em calvaria de ratos — Parte 1.

A - Criacdo dos defeitos 6sseos em calvéaria de ratos Wistar, por meio de trefinagem

perpendicular & calota craniana e com irrigagdo continua.

B - Defeitos 0sseos circulares bilaterais, com didmetro interno de 5mm, separados
entre si por 1 mm e preenchidos por osso autégeno particulado (esquerda) ou

coagulo sanguineo (direita).

C - Defeitos Osseos circulares bilaterais, com diametro interno de 5mm, separados

entre si por 1 mm e preenchidos por BTCP:HA (esquerda) ou BTCP:HA + células

humanas (direita).
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FIGURA 13: Testes in vivo em calvaria de ratos — Parte 2.

A - Necroépsia de cranio de rato Wistar (visdo externa).

B - Necrdpsia de cranio de rato Wistar (visdo interna). Notar areas referentes aos

defeitos osseos circulares (diametro: 5mm) bilaterais induzidos.

C - Clivagem do créanio de rato com navalha e separacdo dos grupos experimentais.

D - Clivagem na regido mediana do defeito 6sseo de cada grupo experimental,

sequenciada do depodsito dos fragmentos em cassetes para 0 posterior

processamento histologico.
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FIGURA 14: Histomorfometria de calvaria de ratos — Parte 1.

A - Captura dos 5 campos contiguos nao-superpostos em cada lamina histolégica,
referente a regido mediana ou de maior extensdo do defeito 6sseo em calvaria de

rato (5mm).

B - ApOs captura das imagens, cada campo teve a sobreposicdo de uma grade de

calibracdo de 100 pontos para a contagem manual, por meio do programa Image

ProPlus.
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FIGURA 15: Histomorfometria de calvéaria de ratos — Parte 2.

A - Determinacédo de classes de interesse para a contagem dos fend menos

biolégicos, no programa Image ProPlus.

B - Plotagem direta dos resultados obtidos no programa Image ProPlus para

programa de editoracéo de planilhas eletrénicas (MS Excel)
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FIGURA 16: Tecido subcutaneo de ratos, 15 dias — Parte 1.

A - 15 dias, grupo BTCP:HA sem células. Presencga de tecido conjuntivo (CT) e vaso
sanguineo (asterisco) interpondo granulos de BCP. Notar a presenca de algumas
células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (setas). Coloracao:

Hematoxilina-Eosina. A barra representa 60um.

B - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenca de maior celularidade ao redor
dos granulos de BCP, interpostos por tecido conjuntivo (CT) e vaso sanguineo
(asterisco). Notar a presenca de algumas células gigantes multinucleadas do tipo

corpo estranho (setas). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 60um.
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FIGURA 17: Tecido subcutaneo de ratos, 15 dias — Parte 2.

A - 15 dias, grupo BTCP:HA sem células. Presenca de célula gigante (seta) formada
por poucos nucleos referentes a fusdo de macrofagos constituintes do infiltrado
inflamatorio envolvendo particula do material (BCP), de vasos sanguineos
(asteriscos) e de tecido conjuntivo (CT) interpondo os seus granulos. O mesmo
comportamento bioloégico foi observado no grupo com células. Coloracéo:

Hematoxilina-Eosina. A barra representa 10um.

B - 15 dias, grupo BTCP:HA sem células. Presenca de célula gigante (seta) formada
por muitos nudcleos envolvendo um fragmento maior do material (BCP), de vaso
sanguineo (asterisco) e de tecido conjuntivo (CT) interpondo os seus granulos. O
mesmo comportamento bioldgico foi observado no grupo com células. Coloracao:

Hematoxilina-Eosina. A barra representa 30um.
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FIGURA 18: Tecido subcutaneo de ratos, 45 dias — Parte 1.

A - 45 dias, grupo BTCP:HA sem células. Presenca de tecido conjuntivo (CT) com
maior matriz extracelular colagenosa interpondo os granulos de BTCP:HA e de vaso
sanguineo (asterisco). Presenca moderada de células gigantes do tipo corpo
estranho (setas) envolvendo o material (BCP). Coloracdo: Tricrd mio de Masson. A

barra representa 60um.

B - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenca de tecido conjuntivo (CT) com
maior matriz extracelular colagenosa interpondo os granulos de BTCP:HA e de vaso
sanguineo (asterisco). Presenca moderada de células gigantes do tipo corpo
estranho (setas) envolvendo o material (BCP). Coloracdo: Tricré mio de Masson. A

barra representa 60um.
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FIGURA 19: Tecido subcutaneo de ratos, 45 dias — Parte 2.

A - 45 dias, grupo BTCP:HA (BCP) com células. Uma das amostras apresentou foco
de metaplasia conjuntiva, com transdiferenciacdo do tecido muscular (M) abaixo do
tecido conjuntivo (CT) subcutaneo em tecido cartilaginoso (CA) hialino. Coloracgéao:

Tricrd mio de Masson. A barra representa 100um.

B - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. Detalhe do tecido cartilaginoso hialino.

Coloracgéao: Tricromio de Masson. A barra representa 30um.
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FIGURA 20: Calvaria de ratos. Coagulo sanguineo — Parte 1.

A - 15 dias, grupo Coagulo Sanguineo. Tecido conjuntivo (CT) frouvo e denso,
abundante vascularizacdo (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra

representa 60um.

B - 45 dias, grupo Coagulo Sanguineo. Tecido conjuntivo (CT) denso, abundante
vascularizagcdo (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa

60um.
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FIGURA 21: Calvaria de ratos. Coagulo sanguineo — Parte 2.

45 dias, grupo Coagulo Sanguineo. Presenca de osso neoformado (NB) somente na
borda do defeito 6sseo constituido de osso velho (OB), enquanto o resto do defeito
foi preenchido por tecido conjuntivo (CT) e vasos sanguineos (asterisco). Todos 0s
demais grupos experimentais apresentaram tanto osteogénese marginal quanto

central. Coloracéo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 60um.
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FIGURA 22: Calvaria de ratos. Osso Autégeno — Parte 1.

A - 15 dias, grupo Osso Autégeno. Fragmentos de osso velho (OB) da prépria calota
craniana, envoltos por tecido conjuntivo (CT) em formagé&o. Coloragdo: Hematoxilina-

Eosina. A barra representa 60um.

B - 15 dias, grupo Osso Autdégeno. Substituicdo do tecido de granulacdo que
circunda os fragmentos de osso velho (OB) por tecido conjuntivo (CT) e presenca de
novos vasos sanguineos (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra

representa 10um.
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FIGURA 23: Calvaria de ratos. Osso Autdégeno — Parte 2.

A - 45 dias, grupo Osso Autdgeno. Fragmentos de osso velho (OB) envoltos por
tecido conjuntivo (CT) com maior matriz extracelular colagenosa e vasos sanguineos

(asterisco). Coloracéo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 50um.

B - 45 dias, grupo Osso Autégeno. Detalhe de pequeno fragmento de osso velho
(OB) e de vaso sanguineo (asterisco) estimulando a formacdo de novo osso (NB),
representando o processo de osteocondugdo. O espaco entre os fragmentos
autdgenos continua interposto por tecido conjuntivo (CT). Coloracdo: Hematoxilina-

Eosina. A barra representa 50um.
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FIGURA 24: Calvaria de ratos. BTCP:HA — Parte 1.

A - 15 dias, grupo BTCP:HA. Presenca de tecido conjuntivo (CT) ainda com pouca
matriz extracelular envolvendo o material teste (BCP) e foco de tecido 0Osseo
neoformado (NB). Presenca de vaso sanguineo (asterisco) e de célula gigante
multinucleada do tipo corpo estranho (seta) em proximidade ao BCP. Coloracéo:

Hematoxilina-Eosina. A barra representa 30um.

B - 15 dias, grupo BTCP:HA. Migracéo e adesédo de células do tecido conjuntivo (CT)

do animal hospedeiro ao material teste (BCP). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A

barra representa 10um.
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FIGURA 25: Calvaria de ratos. BTCP:HA — Parte 2.

A - 45 dias, grupo BTCP:HA. Presenca de osso neoformado (NB) em contato direto
com o material (BCP), cujos granulos se mantém interpostos por tecido conjuntivo
(CT) com vasos sanguineos (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra

representa 100im.

B - 45 dias, grupo BTCP:HA. Detalhe da figura anterior. Presenca de 0Sso
neoformado (NB) em contato direto com o material (BCP), cujos granulos se mantém
interpostos por tecido conjuntivo (CT) com abundantes vasos sanguineos
(asteriscos). Notar numa extremidade acicular do BCP a presenca de células
gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho (setas), envolvidas com 0 processo
de substituicdo do material. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa

30um.
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FIGURA 26: Calvaria de ratos. BTCP:HA + células humanas — Parte 1.

A - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenca de mono ou dupla camada de
células com nucleo cuboidal a esférico e citoplasma hialino (setas) em intimo contato
com vasos sanguineos (asteriscos) e aderidas ao material (BCP), cujos granulos
mantém-se interpostos por tecido conjuntivo (CT). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.

A barra representa 30um.

B - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Detalhe da figura anterior. Presenca de
mono ou dupla camada de células com ndcleo cuboidal a esférico e citoplasma
hialino (setas) em intimo contato com vasos sanguineos (asteriscos) e aderidas ao
material (BCP), cujos granulos mantém-se interpostos por tecido conjuntivo (CT).

Coloragéao: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 10um.
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FIGURA 27: Calvéria de ratos. BTCP:HA + células humanas — Parte 2.

A - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenca de moderado 0osso neoformado
(NB) ao redor do material (BCP), com interposicdo de seus granulos por tecido
conjuntivo (CT) e vasos sanguineos (asterisco). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. A

barra representa 300um.

B - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenga de intenso osso neoformado
(NB) ao redor do material (BCP), com interposicdo de seus granulos por tecido
conjuntivo (CT) e vasos sanguineos (asterisco). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A

barra representa 100um.

110



FIGURA 27

111



FIGURA 28: Calvéria de ratos. BTCP:HA + células humanas — Parte 3.

A - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Interface célula-material, mostrando uma
camada composta por células aderentes ao BCP, com nucleo cuboidal e citoplasma
hialino intenso, e a presenca de vasos sanguineos (setas). Coloracdo: Hematoxilina-

Eosina. A barra representa 10um.

B - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Interface célula-material, mostrando
mudanca do fenétipo celular com camada composta por células aderentes ao BCP,
de citoplasma basofilico intenso e em lacuna circular, sugerindo a diferenciacdo em
osteoblastos, e a presenca de vasos sanguineos (setas) no tecido conjuntivo (CT).

Coloragéao: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 10um.

C - 15 dias, grupo BTCP:HA com células. Interface célula-material, mostrando
camada justaposta ao BCP de ostedcitos (asterisco) aprisionados pela matriz
mineralizada do osso neoformado (NB) e presenca de vasos sanguineos (setas) no

tecido conjuntivo (CT). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina. A barra representa 10um.
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FIGURA 29: Calvaria de ratos. BTCP:HA + células humanas — Parte 4.

A - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. O material (BCP) ora foi circundado por
células em formato cuboidal (CC) e formadoras de vasos sanguineos (asterisco)
semelhante a pericitos ora por células fibroblastéides (FC). Presenca de tecido
conjuntivo interpondo os granulos da BCP. Coloragédo: Hematoxilina-Eosina. A barra

representa 10um.

B - 45 dias, grupo BTCP:HA com células. Presenca de células gigantes
multinucleadas do tipo corpo estranho (setas), tecido conjuntivo (CT) e vasos
sanguineos (asterisco) circundando o material (BCP). Coloracdo: Hematoxilina-

Eosina. A barra representa 10um.
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TABELA 2: Dados histomorfométricos de calvaria de ratos.

Dados obtidos nos diferentes grupos experimentais, considerando como parametros:
Novo Tecido Osseo (NTO), Novo Tecido Conjuntivo (NTC), Novos Vasos
Sanguineos (NVS), Biomaterial (B), Outras Estruturas (OE) (osso velho + espagos
vazios + infiltrado inflamatério + derme). Observacao: osso velho foi considerado o

biomaterial no Grupo 2.
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15 dias pos-enxerto 45 dias p6s-enxerto
NTO NTC NVS B OE NTO NTC NVS B OE
2.60 36.20 0.40 0.00 60.80 2.20 49.60 1.20 0.00 47.00
1.75 5250 250 0.00 4325 275 30.25 2.00 0.00 65.00
Grupol 0.75 4425 375 0.00 5125 3.20 38.00 1.00 0.00 57.80
425 43.00 0.75 0.00 52.00 150 42.75 1.00 0.00 54.75
150 38.75 525 0.00 5450 150 37.75 0.75 0.00 60.00
0.60 33.60 1.60 12.00 52.20 8.50 3525 1.25 14.50 40.50
5.00 27.00 2.67 28.33 37.00 200 32.75 3.50 11.50 50.25
Grupo2 5.17 16.67 150 1233 64.33 7.25 2850 1.00 1450 48.75
3.25 2375 150 550 66.00 5.60 3520 1.20 13.20 44.80
3.20 4180 2.80 13.20 39.00 9.60 27.80 3.80 13.80 45.00
0.80 33.20 3.80 23.20 39.00 4.20 28.60 1.00 20.00 46.20
1.20 30.20 4.00 26.20 38.40 4.20 42.60 2.00 22.00 29.20
Grupo3 5.60 41.20 2.00 28.40 22.80 1.00 36.80 0.60 19.80 41.80
2.00 31.60 3.20 37.80 2540 4.00 29.00 2.80 26.80 37.40
5.60 34.80 2.60 27.00 30.00 5.80 31.00 0.60 25.40 37.20
4.60 38.60 2.60 25.80 2840 8.40 26.80 3.00 30.80 31.00
140 4180 3.60 2540 27.80 4.20 34.80 3.40 26.60 31.00
Grupo4 1.00 40.20 0.80 22.80 35.20 10.20 27.80 2.20 25.00 34.80
0.20 33.20 1.40 29.80 3540 7.00 26.20 6.40 24.60 35.80
1.80 32.80 3.20 3540 26.80 3.40 33.60 2.00 27.00 34.00

TABELA 2
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GRAFICO 4: Histomorfometria de calvaria de ratos — Parte 1.

A - Densidade de volume de tecido 6sseo neoformado nos diferentes grupos
experimentais. As barras representam a meédia (+ desvio padrdo) dos dados obtidos

na TABELA 2.

B - Densidade de volume de tecido conjuntivo neoformado nos diferentes grupos
experimentais. As barras representam a média (+ desvio padrdo) dos dados obtidos

na TABELA 2.
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GRAFICO 5: Histomorfometria de calvéria de ratos — Parte 2.
A - Densidade de volume de vasos sanguineos neoformados nos diferentes grupos
experimentais. As barras representam a média (+ desvio padréo) dos dados obtidos

na Tabela 2.

B - Densidade de volume de biomaterial nos diferentes grupos experimentais. As

barras representam a média (+ desvio padrao) dos dados obtidos na Tabela 2.
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6. DISCUSSAO

Como sugere a literatura, a formacédo Ossea pode ser influenciada por
parametros dependentes do hospedeiro, pelo biomaterial carreador e pelo
comportamento das células doadoras em relagdo ao seu potencial osteogénico
(KASTEN et al, 2005), representando uma combinacédo de efeitos fisico-quimicos,
bioldgicos e biomecanicos no tecido (LANDIS & SILVER, 2002), como é discutido a

seqguir.

6.1. Caracterizacdao fisico-quimica:

A andlise estrutural das amostras de BCP mostrou pelo seu difratograma por
raios-X (DRX) e espectro por infravermelho transformado por Fourier (FTIR)
composicdo similar a outras ceramicas bifasicas (SANTOS et al., 2008; LE GEROS
etal., 1991; SLOSARCZYK et al., 1998).

As propriedades fisico-quimicas do presente material ceramico bifasico
composto por fosfato de calcio é semelhante a estrutura natural do osso trabecular
(BIGI et at., 1997), representando uma boa perspectiva como material

osteosubstituto.

6.2. Caracterizacdo biologica in vitro:

O comportamento celular pode ser influenciado por caracteristicas do
material, como topografia (ANSELME et al. 2006; SANTOS et al. 2005), tamanho da
particula (GRANDJEAN-LAQUERRIERE et al., 2005), cristalinidade (MAXIAN et al.,

1998), composicdo quimica (SANTOS et al., 2009; BAXTER et al., 2002) e
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porosidade (BIGNON et al., 2003), tendo esta ultima grande relevancia nos estudos
in vitro e in vivo para materiais osteosubstitutos (ANSELME & BIGERELLE, 2006
(@)

Desde os ultimos anos o cultivo de células ndo esta mais limitado a sistemas
em monocamadas. As células podem ser semeadas em arcaboucos, que refletem
com maior semelhanca as estruturas tridimensionais dos tecidos. Pesquisas
biologicas utilizando matrizes tridimensionais de colageno oferecem novas
oportunidades para o entendimento das interacfes reciprocas e adaptativas que
ocorrem entre as células e a matriz em um ambiente que mimetiza um tecido
biolégico (ABBOTT, 2003). As culturas celulares tridimensionais permitem que 0s
osteoblastos criem um micro-ambiente suficiente para preservar a competéncia
osteogénica, além de atingir a completa maturacdo com depésito de matriz
extracelular. Este micro-ambiente fisiolégico produzido pelos préprios osteoblastos
apresenta uma quantidade e uma qualidade de componentes enddgenos, celular e
extracelular com uma considerada interacao célula-célula e célula-matriz extracelular
(FERRERA et al., 2002).

Um biomaterial ideal deve permitir a adesdo das células do paciente e
manter-se como um arcabouco tridimensional necessario durante todo o0 processo
de manipulagéo in vitro e, posterior a implantagdo, ao periodo de tempo necessario
a substituicdo pelo tecido novo natural. Adicionalmente, devem apresentar: poros,
para a infiltracdo de vasos sanguineos; pontos de ancoragem e sinalizacéo celular,
que irdo facilitar a adeséao, proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras da
linhagem correspondente; resisténcia mecénica, para sustentar o tecido neo-

formado; e uma razédo de degradacado compativel com a velocidade de deposicao da
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matriz e formacéo do novo tecido. (ANSELME, 2000; ANSELME & BIGERELLE (b),
2006).

As interacbes na interface entre biomaterial e organismo ocorrem nas
seguintes fases (ANSELME, 2000): Adsorcédo, que ocorre assim que a superficie do
material entra em contato com o fluido corpéreo e € regida por fatores presentes
entre a superficie do biomaterial e o meio biolégico (pH, composicao ibnica,
temperatura, grupos funcionais das proteinas presentes no meio e tipo de substrato
/efeito Vroman); Adesdo, que promove a ligacdo de células ao substrato
(biomaterial) através de proteinas com alta afinidade a superficie (MEYER, 2005) e
moléculas de adesdao (integrinas, superfamilia da imunoglobulina, selectinas, fatores
de crescimento, citocinas, acdo hormonal), em especial no tecido 6sseo uma
sequéncia proteica RGD (Arg-Gly-Asp) que gera quimiotaxia e fixacao de receptores
de integrinas de membrana celular (MEYER, 2005); e por fim, Espraiamento,
proliferacdo e migracdo celulares, que estdo diretamente ligadas a interface
presente entre a superficie do material e a célula (ANSELME, 2000), propiciando um
ambiente favoravel a sintese de proteinas de adesdo, crescimento celular e
diferenciacdo celular, além de mecanismos biofisicos ligados a resposta celular em
reacdo a superficie como efeitos mecanicos como diretos e indiretos, efeitos
eletromecanicos, mecanismos de transporte molecular, eventos estes explicaveis
pela transferéncia de carregamento da superficie do material para células,
provocando efeitos estimulatéorios (MEYER, 2005). No presente estudo, verificou-
se a adesao, migracao e espraiamento de ceélulas 6sseas humanas, semelhante aos
achados morfologicos de KASTEN et al. (2003) com células medulares interagindo
com o BTCP poroso, conferindo ao material potencialidade de uso como

osteosubstituto.
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Estudo com ceramicas densas monofasicas (BTCP e HA) mostrou que mais
importante que as micro rugosidades de superficie do material para os osteoblastos
humanos é o tipo de fosfato de calcio que o compde, influenciando nos processos de
adesdo (espalhamento, contatos focais e reorganizacdo do citoesqueleto),
proliferacdo e diferenciacdo celulares; HA estimula maior diferenciacdo em
detrimento da proliferacdo celular apos 7 dias, enquanto BTCP (SANTOS et al.,
2009) que mantém a viabilidade e morfologia celulares em contato direto com os
osteoblastos (AYBAR et al., 2004). Ceramicas bifasicas com proporcdes inversas
BTCP:HA (70/30 e 30/70) apresentaram melhores resultados na taxa de dissolu¢cédo
e resposta proliferativa in vitro utilizando razdo 70:30 (HAHN et al.,, 2009),
semelhante ao citocompativel BCP do presente estudo. No entanto, em co-cultura
de macrofagos humanos e osteoblastos, particulas grandes de BCP (diametro: 2-
6mm) podem promover maior liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa e IL13)
sugerindo suave potencial inflamatério, assim como a propor¢cdo de BTCP no
material que mostra baixa viabilidade celular em curto tempo (100 ou 80% BTCP),
enquanto razées mais baixas na ceramica bifasica (20% ou 50%) obtiveram melhor
adesdo e viabilidade celulares apés 14 dias (CURRAN et al., 2005). Material 3D
composto por BTCP aloplastico e HA bovina mostrou adesdo das células do
periosteo que formaram camadas cobrindo toda a superficie do carreador, apos 7
dias da semeadura (BECKER et al., 2010). Porosidades interconectantes no BCP
com tamanhos de 15um parecem ser mais efetivos para apoiar a invasao celular,
sem derrubar a resisténcia mecanica (BIGNON et al., 2003). Nossos resultados
positivos in vitro corroboram que o BCP pode promover a sobrevivéncia e adeséo de

células 6sseas humanas.
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6.3. Caracterizacao bioldgica in vivo:

Deve-se evidenciar que modelos animais tém sido utilizados, por varias
décadas, em experimentos para testes de medicamentos, materiais cirirgicos e
técnicas de tratamentos. Foi usado um modelo animal criado em condi¢cdes
laboratoriais totalmente padronizadas, seguindo condicfes éticas pré-estabelecidas.
Entretanto, os resultados obtidos em modelos animais devem ser analisados com
cautela, visto que n&do podem ser extrapolados diretamente para os humanos,
devendo-se salientar que animais de laboratério de pequeno porte apresentam
maior capacidade regenerativa 6ssea do que humanos. A espécie Rattus norvegicus
albinus, avaliada neste estudo, € muito utilizada em pesquisas e aceita na
comunidade cientifica (BOHNING et al., 1999).

A biocompatibilidade dos materiais segue uma relagdo particularmente
estreita com o ambiente de contato e a adesdo das células na superficie. Por
apresentarem estruturas vivas, os estudos de determinadas interacfes celulares
com os diversos biomateriais possuem alguns incovenientes, como 0 envolvimento
de muitos e simultdneos parametros, os quais alguns ndo podem ser completamente
controlados (ANSELME, 2000; ANSELME & BIGERELLE, 2006 (b)).

Segundo ANDERSON et al. (2008), reacdes teciduais do hospedeiro frente a
implantagdo de um biomaterial incluem: inflamacdo aguda, inflamacdo crénica,
reacdo de corpo estranho, tecido de granulacdo e fibrose. A inflamacdo aguda
normalmente se resolve em menos de uma semana, dependendo da extensédo do
sitio de implantacdo, sendo caracterizada pela presenca de células
polimorfonucleares (neutrofilos em maioria) e poucas mononucleares (mondcitos e
linfécitos). Por este motivo, pode-se explicar a ndo visualizacdo de células

polimorfonucleares caracteristicas deste estagio inicial no tempo experimental de 15
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dias. A persisténcia do quadro de inflamacdo aguda depois do periodo de 3
semanas € indicativo de infeccdo, o que nado foi constatado em nenhuma das
amostras. A inflamac&o cronica tem sido usada para descrever a reacdo de corpo
estranho, onde ocorre adsorcédo de proteinas, adesdo de mondcitos/macréfagos e
fusdo de macrofagos para formar células gigantes multinucleadas do tipo corpo
estranho, estando estas células presentes na interface do biomaterial nas primeiras
duas a quatro semanas poés-implantacdo. Outras células mononucleares também
podem estar presentes, como linfécitos e alguns plasmocitos. Os materiais
biocompativeis apresentam resolucédo deste quadro em algumas semanas. O tecido
de granulacao é identificado pela presenca de macréfagos, infiltracdo de fibroblastos
e neovascularizacado, precedendo a formacédo do tecido a ser reparado. Macrofagos
e ceélulas gigantes de corpo estranho sdo responsaveis pela degradacdo do
biomaterial, visto que macrofagos sdo capazes de fagocitar particulas muito
pequenas (<5um) enquanto particulas maiores (>10um) induzem formacédo de
células gigantes de corpo estranho. Estes dois tipos celulares sobre a superficie do
biomaterial também s&o importantes por controlarem o remodelamento de matriz
extracelular, afetando a performance do material. Isto se da através da secrecdo de
citocinas inflamatorias, que tanto influenciam no comportamento de outros leucocitos
(neutrdfilos, mondcitos e linfocitos) quanto nas células reparativas (fibroblastos,
ceratinocitos, células endoteliais).

O BCP enxertado em tecido subcutaneo atingiu os critérios morfolégicos para
defini-lo como material biocompativel, segundo a ISO 10993-6 (2007). A persisténcia
de células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho pode ser interpretada
como a responsividade natural do sitio heterotopico e também sugerir o processo de

biodegradacdo para particulas de BCP (ANDERSON et al., 2008). O grupo com
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células 6sseas humanas nao exibiu intensa xenoreatividade devido a auséncia de
inflamacéo extensa e de morte celular ou processos degenerativos (ARINZEH et al.,
2005; BURNS et al., 2010; BRUDER et al., 1998; HARRIS et al., 2003; KASTEN et
al., 2008; MANKANI et al., 2004; SAKATA et al, 2006) de forma similar ao observado
com outra ceramica bifasica BTCP:HA na razdo 80:20 carreadora de células
mesenquimais humanas e enxertada em calvarias de camundongos (CHUANG et
al., 2010). Estudo preliminar in vivo sugere que, isoladamente, o BTCP poderia ser
um bom carreador de células assim como a HA (BOO et al., 2002). BTCP:HA na
razdo 80:20 associado a celulas mesenquimais humanas estimulou sua
diferenciacdo Ossea em modelo ectépico murino, onde apds 6 semanas de
implantagdo houve mineralizagdo subcutanea em camundongos, taxa in vivo mais
rapida frente a demais formulacdes ceramicas bifasicas (ARINZEH et al., 2005),
achado este ndo observado no presente estudo.

Interessantemente, 1 das amostras de 45 dias de BCP com células humanas
enxertada em subcutaneo exibiu uma metaplasia conjuntiva, havendo formacgéao de
tecido cartilagionoso hialino na interface do tecido subcutaneo e do plano muscular
dorsal subjacente. Este achado pode sugerir a ocorréncia de: (i) um processo de
desdiferenciacdo (TAGAMI et al.,, 2003), onde uma célula especializada (pré-
osteoblasto) retorna ao estado de células-tronco mesenquimal, podendo assim ter
se diferenciado diretamente em condroprogenitores e, consequentemente gerado
foco de cartilagem madura; ou (ii) um mecanismo paracrino (CAPLAN et al., 2006),
onde as células 6sseas humanas enxertadas liberaram mediadores quimicos para a
diferenciacdo de células conjuntivas do proprio hospedeiro, tendo uma participacao

indireta no processo.
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Muitos fatores devem ser levados em consideracao na avaliacdo de estudos
in vivo, como a quantidade e qualidade de osso formado num defeito 6ésseo, pois
sao influenciadas pela espécie e o tipo de animal utilizado no experimento, sua
idade, a estabilidade do defeito, localizagcdo anatdmica do defeito, tipo de 0sso,
presenca ou auséncia de periosteo e da dura-mater (TAGA, 2004).

Neste trabalho, a regido anatémica escolhida para a confeccao do defeito foi
a calvéaria. A utilizacdo da calvaria para a realizacdo de defeito de tamanho critico
deveu-se a sua pobre vascularizacdo e relativa deficiéncia de medula éssea com
relacdo a outros 0ssos. Na diploe da calvaria do rato, a presenca do 0SS0 esponjoso
entre as corticais € muito discreta. Devido as caracteristicas citadas, a calvaria é o
local de eleicdo para testes de biomateriais e de estudo de regeneracdo 6Ossea
guiada.

O tipo de incisdo usada na calvaria € também um aspecto de discussao, ja
que deve: facilitar a visao do leito cirdrgico, gerar um retalho de facil manejo, manter
0 periosteo integro, conter o material em experimentacdo no local e facilitar a sutura.
Nos trabalhos de BOSCH et al. (1995); BOHNING et al. (1999); DUPOIRIEUX et al.
(2001) foi utilizada a incisdo sobre a sutura sagital. Contudo, acredita-se que esse
tipo de incisdo seja contra-indicado, uma vez que a coaptacado do retalho e do
periosteo, dividido no meio pela inciséo, fica no meio do defeito fazendo com que os
dois processos de cicatrizagdo, o do tegumento e o do 0sso, figuem sobrepostos,
possibilitando a interferéncia entre ambos e o desvirtuamento do processo de
regeneracao 0ssea. Também pode ocorrer, neste tipo de incisdo, que a sutura seja
realizada de forma inadequada, promova deslocamento do material ou ainda ocorra
a deiscéncia, 0 que provocaria a exposicao do material, com instalacdo de um

processo infeccioso e, consequentemente, alteracdo no resultado final do reparo.
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(JOVANOVIC et al., 1992; MURPHY, 1995; NOWZARI & SLOTS, 1995; LEKOVIC et
al., 1998; WANG & CAROLL, 2001). Devido a estas consideracdes, optou-se por
realizar uma incisdo em meia-lua (SCHLIEPHAKE et al., 2004), deixando o retalho e
0 periosteo integro sobre o defeito, fazendo com que a sutura fiqgue a uma distancia
segura, sem a possibilidade de deslocamento do material em experimentacao.

Existe uma discordancia na literatura quanto ao tamanho critico dos defeitos
em calvaria de ratos. Com relacdo ao defeito 6sseo de tamanho critico, SCHMITZ &
HOLLINGER (1986), definiram-no como um defeito cujas dimensdes ndo permitem a
regeneracao espontanea do tecido 6sseo durante o tempo de vida do animal, a ndo
ser que algum tipo de material osteogénico, osteoindutor ou osteocondutor seja
colocado dentro ou sobre este defeito. Tais defeitos, quando nado tratados, séo
reparados por tecido conjuntivo fibroso, embora ocorra alguma neoformacéo 6ssea
nas margens do defeito. SANDBERG et al. (1993); BOSCH et al. (1995) e MARDAS
et al. (2002) consideraram critico defeitos de 5 mm de diametro, enquanto que para
DUPOIRIEUX et al. (2001) estes sdo defeitos de 6 mm e para DAHLIN et al. (1991)
defeitos sdo 8 mm. A escolha de realizar defeitos bilaterais foi baseada em trabalhos
anteriores (BOSCH et al. 1995, KHOJASTEH et al.,, 2008; SILVA et al.,, 2005;
GRANDI, 2007; SANTOS, 2007), onde se mostrou favoravel a comparacéo pareada
dos grupos controle e teste. Entretanto, outros pesquisadores (DAHLIN et al., 1991;
KOSTOPOULOS & KARRING, 2000; MARDAS et al.,, 2002) questionam este
procedimento pela grande proximidade dos defeitos. Os defeitos confeccionados
neste trabalho distaram 1mm um do outro e o local de analise do reparo foi o centro
do defeito Osseo, independendo da proximidade de suas bordas, dessa forma
validando a metodologia proposta, que foi extremamente favoravel pela minimizagao

de vidas de animais experimentais utilizados. O defeito de tamanho 6sseo em
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calvaria aqui usado atendeu aos requisitos descritos por BOSCH et al. (1995) para
testes de regeneracdo 6ssea, ou seja: a) o tamanho minimo do defeito 6sseo
experimental ndo deve ser menor do que o defeito 6sseo que ndo se regenera,
individualizado para a espécie; b) o sitio de implantacdo deve incluir
preferencialmente osso cortical e medular; c) o defeito deve ser estavel; d) o risco de
fratura deve ser minimo; e€) o modelo animal deve permitir facil acesso a analise
histoldgica.

A regeneracdo 0ssea guiada em relacdo a defeitos de calvaria aumenta a
osteogénese (BOSCH, 1995), como ocorreu neste trabalho. Usando o material
ceramico BCP ou o0 osso autdégeno, obteve-se melhor padrdo de reparo de defeitos
0sseos em relacdo ao coagulo sanguineo, corroborando os achados da literatura
(OKLUND, 1986; BOO et al., 2002; MAH et al., 2004).

Em relacdo a osteogénese, a porcentagem de formacdo 6ssea no interior do
defeito 45 dias apos a enxertia foi semelhante a BCP apés 10 semanas de enxerto
em calvaria de ratos (6,9%, FLECKENSTEIN et al., 2006). BCP com diferentes
razdes implantadas em defeitos extensos de outros sitios como mandibula canina
(85BTCP/15HA, FARINA et al., 2008) e fémur ovino (25TCP/75HA, BODDE et al.,
2007) também pode atuar como material osteocondutor. Neste caminho, pesquisas
clinicas utilizando BCP combinada a particulas de osso autégeno em procedimentos
do aumento do soalho do seio maxilar em 28 pacientes mostraram
biocompatibilidade e osteocondutividade, representando uma boa opg¢do como
material substituto 6sseo (ARTZI et al., 2008).

Dessa forma, comprova-se o potencial osteocondutor do material BCP
(7TOBTCP/30HA), verificada pela aposicédo de tecido 6sseo neoformado diretamente

na superficie dos granulos do enxerto, assim como demais ceramicas a base de
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fosfato de calcio (MORISHITA et al., 2006). Materiais de preenchimento em calvaria
de ratos Wistar favorecem o reparo dos defeitos dsseos devido a neoformacao
0ssea seguindo as suas bordas e significante formacdo 6ssea central comparada ao
grupo controle (MARINS et al, 2004). O grande desafio das bioceramicas sintéticas
(Orthomatrix® HA) é a bioreabsorcado, que comparada a apatitas naturais (BioOss), é
muito lenta, embora apresente crescimento 6sseo (também em menor escala) em
defeitos cranianos de 4mm de ratos em 4 meses (MAH et al., 2004). Implante de
ceramica bifasica nacional (Genphos®, 70%HA:30%BTCP) mostra osteocondugéo
em defeitos femorais de ratos em 12 semanas (47,8+11,1%), similar a HA pura
reabsorvivel (Bionnovation®, 39,9+54%), embora estes resultados ainda sejam
pouco significativos em comparacdo ao 0sso autégeno (98+9,1%), padrao-ouro na
reabilitacdo de defeitos 6sseos (STEIN et al.,, 2009). Diferentes propor¢cdes HA:[3-
TCP tém sido usadas em situacfes experimentais (30:70) (HAHN et al., 2009) e
clinicas (60:40, 70:30) (HAMADOUCHE et al., 2000), sem definicdo sobre a melhor
até o momento diante dos resultados tdo heterogéneos encontrados na literatura.

No campo do transplante celular usando bioceramicas, fosfatos de célcio
sintéticos em diferentes proporcdes carreando células mesenquimais alégenas e
enxertadas em subcutaneo de camundongos, mostraram, ap6s 5 semanas, que
tanto as proporgbes de HA:TCP, 60:40 e 20:80, exibiram osteogénese ectopica
(HARRIS et al., 2003). Células humanas associadas a ceramica HA:BTCP (60:40),
formando em conjunto um “osteosferdide” com indugcdo de meio osteogénico,
qgquando enxertadas em camundongos e avaliadas apés 8 semanas, mostram
pequena formacdo 6ssea ectdpica (BURNS et al.,, 2010). Também em modelo
ectdpico de camundongos, alterando a composicdo de HA:BTCP to 20% HA:80%

BTCP e associando a células mesenquimais humanas, a osteoinducao ocorreu na
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taxa mais rapida in vivo (6 semanas) do que nas formula¢cdes de 100% HA estavel,
HA:BTCP (76:24, 63:37, 56:44) e 100% TCP biodegradavel (12 semanas [ARINZEH
et al., 2005]). Células estromais de medula 6ssea humana infantil quando
associadas a HA/TCP com diferentes tamanhos de particula (1,0-2,0mm, 0,5-1,0mm,
0,25-0,5mm, 0,1-0,25mm, 0,062-0,1mm, 0,044-0,062mm ou <0,044mm) mostraram
em tecido subcutaneo de camundongos apds 10 semanas de poOs-operatorio
formacdo Ossea ectopica , alcancando resultados significativos nas ceramicas de
tamanho 0,1-0,25mm, 0,25-0,5mm e 0,5-1,0mm (MANKANI et al., 2001), este ultimo
similar a granulometria encontrada na presente BCP. Diferentes padrdes de células
humanas medulares (de pacientes normais, com displasia fibrosa 6&ssea,
mielodisplasia ou anemia aplastica) associadas a HA/TCP, enxertadas em tecido
subcutédneo de camundongos e avaliadas em 8 semanas, exibiram de forma similar
extensa formacéo 6ssea (mais que metade da secdo) em grande numero de casos
(amostra= 120 transplantes analisados) (MANKANI et al., 2004). A presenca
frequente na literatura de osteogénese ectdpica, ndo encontrada em nosso estudo,
se deve ao fato dos animais usados neste experimento ndo serem imunodeprimidos,
0 que restringe a resposta inflamatoéria e favorece as formas de reparo teciduais.
Sobre a influéncia da porosidade na penetragdo e maturacdo das células
osteocompetentes, KASTEN et al. (2008) apontou que BTCP com 65% de
porosidade apresentava in vitro e in vivo em subcutaneo ancoragem de células
estromais humanas e maior atividade osteogénica (processo de diferenciacao
indicado por atividade de fosfatase alcalina) do que nos grupos de 25% e 75% de
porosidade.

Defeitos 6sseos (65 mm) bilaterais em calvaria de ratos apresentaram no

tratamento com BTCP e células mesenquimais humanas apdés 6 semanas um
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padrao de reparo superior ao uso conjugado a PRP ou até mesmo maior que apatita
(BioOss) associada a células ou PRP (KHOJASTEH et al., 2008). Em defeitos
segmentares de rato, enxerto de HA/BTCP associado a células mesenquimais
autdlogas promove neoformacdo 6ssea em 8 semanas (BRUDER et al., 1998).
Estudo de longo prazo de transplantes de células humanas medulares e HA/TCP em
defeito de calvaria (65 mm) de camundongos acompanhados por 96 semanas
demonstraram mudanca na sua morfologia mas ndo no conteuddo 6sseo em 8
semanas, e nova formagdo Ossea continuou a ocorrer nos transplantes 0sseos,
confirmados por marcacdo com tetraciclina, e 0 modulo elastico do enxerto 6sseo se
assemelhou ao osso normal da calvaria (MANKANI et al., 2006).

Contudo, presenca de foco de reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho
préxima ao enxerto deve ser avaliada com cautela. A presenca de células gigantes
multinucleadas e reacdo inflamatéria do tipo corpo estranho s&do conhecidos
marcadamente por inibir nova formacao éssea (MARINS et al., 2004).

Foram observadas no Grupo 2 (autégeno), 3 (BCP) e 4 (BCP com células
O0sseas humanas) do estudo in vivo areas tipicas do processo de remodelacdo
0ssea, confirmando os achados descritos por HILL e ORTH (2000). Em 45 dias pés-
cirurgia, péde-se notar (i) algumas células multinucleadas (sugerindo osteoclastos
ativados) reabsorvendo discretas areas de matriz 6ssea mineralizada do enxerto
autogeno ou da cerdmica bifasica, caracterizando a fase de reabsorcao, (ii) células
osteoprogenitoras ocupando espaco da lacuna de reabsorcdo (gerada devido a
atividade osteoclastica anterior), na fase reversa; (iii) osteoblastos depositando
matriz 6ssea nova, inicialmente ndo mineralizada (ostedéide), preenchendo lacuna de

reabsorcéo na fase formadora, e (iv) ostedcitos aparecendo submersos no ostedide
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em concomitancia com células de revestimento da superficie (osteoblastos
guiescentes), na fase de repouso.

Outro ponto relevante de discussao € o uso de ceramicas como carreadores
de fatores de crescimento (LE GEROS, 2003). Além do uso com células, o BCP
(75BTCP/25HA) também poderia ser usado como transportador de fatores de
crescimento como rhBMP-2 no modelo de pericranio de rato (ALAM et al., 2000) ou e
rhBMP-4 em defeito craniano de rato, mostrando em 8 semanas um preenchimento
de 75,9+2,3% do defeito com novo 0sso, valor 3,75 vezes superior ao encontrado
usando apenas TCP e 9,25 vezes superior ao controle cirurgico (AHN et al., 2003),

configurando uma nova perspectiva positiva em bioengenharia éssea.
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7. CONCLUSOES

De acordo com as condi¢cfes experimentais propostas, foi possivel concluir que:

1. O material BTCP:HA foi citocompativel;

2. O material BTCP:HA permitiu a adesdo de células osteoprogenitoras humanas e
consequente migracdo para dentro de seus poros.

3. O material BTCP:HA foi biocompativel, sozinho ou na presenca de células

osteoprogenitoras humanas

4. O material BTCP:HA foi osteocondutor, sozinho ou na presenca de células

osteoprogenitoras humanas

5. O material BTCP:HA sugere inicio de reabsor¢do, sozinho ou presenca de células

osteoprogenitoras humanas

6. O material BTCP:HA funciona como carreador de células ésseas humanas,
constituindo possivel ferramenta para propostas de terapia celular para defeitos

extensos
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