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RESUMO

A engenharia tecidual tem se mostrado um campo promissor para a reabilitacdo de
pacientes com traumas ou deformidades faciais que necessitem de areas extensas
de enxerto 0sseo. Seu principio basico envolve a associagdo de um tipo apropriado
de célula e de um arcabouco biocompativel e bioabsorvivel que mimetize funcional e
estruturalmente determinado tipo de tecido. O Cimento de Fosfato de Célcio (CFC)
aparece como uma alternativa viavel de biomaterial a ser utilizado com esta
finalidade em virtude de suas caracteristicas como biocompatibilidade, bioatividade e
osteocondutividade. Assim, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a capacidade
de suportes tridimensionais macroporosos de CFC, confeccionados com matérias-
primas brasileiras, de permitir a adesédo, proliferacdo e diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea humana. Para isso, células obtidas
da crista iliaca de um doador humano adulto foram rotineiramente processadas até
as condicdes experimentais e, a seguir, cultivadas sobre suportes de CFC,
macroporosos, que tiveram como corpo gerador de poros, microesferas de parafina,
com tamanho entre 100 e 250um. Para inducdo das células em linhagem
osteogénica foi acrescentada Proteina Morfogénica Ossea (BMP4) ao meio de
cultura. Os periodos de cultura estabelecidos foram de cinco, dez e 15 dias. Apos
estes periodos, o comportamento e a morfologia das células junto ao biomaterial
foram avaliados por meio de Microscopia Eletronica de Varredura. Os niveis de
expressao dos genes BGLA e SSP1, que codificam as proteinas osteocalcina (OC) e
osteopontina (OP) respectivamente, bem como a atividade da Fosfatase Alcalina
(ALP), outro marcador osteoblastico importante, foram quantificados pela técnica de
PCR em Tempo Real (QT-PCR) utilizando o fluor6foro SYBR Green®. O QT-PCR
detectou a expressdo dos genes BGLA e SSP1 e a atividade da fosfatase alcalina
nos periodos de 10 e 15 dias de cultura, 0 que nos permitiu constatar que houve
proliferacéo celular e diferenciacdo destas em células osteogénicas. No periodo de
cinco dias, ndo foi observada a expressdo de nenhum dos genes investigados. A
partir destes resultados concluimos que o CFC, macroporoso, com tamanho de
poros entre 100 e 250um, criados por meio da utlizacdo de microesferas de
parafina, permite a adeséo, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais em células osteogénicas, podendo ser utilizado como arcabouco para
engenharia de tecido 0sseo.

Palavras-chave: Cimento de Fosfato de Calcio, Células-Tronco Mesenquimais,
Engenharia de Tecido Osseo.
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ABSTRACT

Tissue engineering has been showing a promising approach on the treatment of
patients with trauma or facial deformities that need extensive areas of bone grafts. It
involves the association of an appropriate kind of cell and a biocompatible and
biodegradable scaffold that imitates functionally and structurally a specific kind of
tissue. Calcium Phosphate Cement (CFC) appears as an interesting alternative of
biomaterial to be used as a scaffold due to its characteristics as biocompatibility,
bioactivity and osteoconductivity. Thus, the aim of the present study was to evaluate
the ability of macroporous tridimensional CFC scaffolds, made with brazilian raw-
material, to allow the adhesion, proliferation and differentiation of mesenchymal stem
cells, derived from human bone marrow in cells osteogenic lineage. For that, cells
obtained from iliac crest of an adult human donor were routinely processed until
experimental conditions and, after that, cultured over CFC discs, macroporous that
had as poror generation body, paraffin spheres, with size between 100 and 250um.
For the induction of cells in osteogenic lineage, BMP4 was added to the culture.
Culture periods were established in five, ten and fifteen days. After these periods
cells were evaluated due to their morphology by Scanning Electron Microscopy. The
expression levels of genes BGLA and SSP1, that codify the osteocalcine (OC) and
osteopontine (OP) proteins, as well as the Alkaline phosphatase activity (ALP), other
important osteoblastic marker , were quantified by the PCR technique in real time
QT-PCR) using the fluorophore SYBR GREEN® . The QT-PCR detected the
expression of the genes BGLA and SSP1 and the alkaline phosphatase activity in the
periods of 10 and 15 days of culture, what permitted them to check that had a cell
proliferation and the differentiation of it in osteogenic cells. In the period of five days,
it was not observed the expression of any observed genes. From theses results we
concluded that the macroporous CFC, with pore size between 100 and 250 um,
created through the utilization of the paraffin microspheres, permits the adhesion,
proliferation and differentiation of mesenchymal stem cells and can be used as an
scaffold to the bone tissue engineering.

Keywords: Calcium Phosphate Cement, Mesenchymal Stem Cells, Bone Tissue
Engineering
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1 INTRODUCAO

ResseccbOes de tumores, traumas, anormalidades esqueléticas ou atrofias
causam, muitas vezes, defeitos 6sseos extensos na regido maxilofacial que devem
ser tratados a fim de garantir a continuidade do esqueleto, o suporte mecéanico e
uma eventual regeneracdo. As estratégias utilizadas rotineiramente para preencher
esses defeitos 0sseos incluem enxertos 0sseos autdgenos, implantes alogréficos,
metais e ceramicas. Todas estas alternativas apresentam limitacdes especificas
como a quantidade limitada de tecido obtido nos enxertos autégenos, a dificuldade
em preparar 0os enxertos no formato desejado e o risco de transferéncia de
patdogenos quando da utilizacdo de implantes sintéticos e alograficos (TURHANI et
al., 2005).

O osso é responséavel por diversas fungdes na manutencdo dos sistemas
corporeos. Ele protege Orgaos vitais, fornece suporte e sitio para insercdo de
musculos, gera células sanguineas brancas e vermelhas para imunoprotecdo e
oxigenacdo de outros tecidos e retém reservas de célcio, fosfato e outros ions
importantes. A diversidade de fungbes, combinada com seu potencial de remodelar
em resposta a fatores ambientais locais tem tornado bastante dificil a reposicéo
adequada de osso perdido apenas com a utilizacdo de materiais sintéticos
(TEMENOFF et al., 2000).

A medicina regenerativa com o uso de células-tronco é um campo que
emerge rapidamente no tratamento de defeitos 6sseos (KASTEN et al., 2008).
Técnicas de engenharia tecidual surgem como alternativas para solucionar tais
problemas e criar sistemas de enxertos 0sseos viaveis. Seu principio basico envolve
0 uso de um tipo apropriado de célula e de um arcabouco (matriz, carreador)
biocompativel e bioabsorvivel a fim de produzir um biossistema que mimetize
funcional e estruturalmente determinado tipo de tecido (LI et al., 2005).

Para o reparo de defeitos 6sseos, uma alternativa de engenharia tecidual
seria combinar células com potencial osteogénico e um arcabouco adequado a fim
de estimular a regeneragdo e o reparo 0sseo (ARINZEH et al., 2005). Tais matrizes
devem apresentar caracteristicas bioquimicas, fisico-quimicas e geométricas
especificas (LOGEART-AVRAMOGLOU et al.,2005, MACHADO, 2007, MARTINS et
al., 2008).
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Matrizes tridimensionais para regeneracao de tecido ésseo requerem além da
microarquitetura interna, estruturas interconectadas altamente porosas a fim de
permitir a migracdo e distribuicdo das células (LOGEART-AVRAMOGLOU et
al.,2005). O design aberto e poroso destas matrizes aumenta a difusdo e permite o
crescimento vascular para dentro das estruturas implantadas (TURHANI et al.,
2005).

Idealmente, arcaboucos para engenharia tecidual deveriam agir como guia
para direcionar o crescimento 0sseo e a formacdo de matriz extra-celular em trés
dimensdes. Porosidade apropriada, tamanho de poros e estrutura interconectada
sd0 necessarias para garantir a nutricdo das células no interior do arcaboucgo, ao
mesmo tempo em que fornecem espaco para a regeneracéao tecidual (TEMENOFF
et al., 2000, GUO et al., 2009).

Indmeros materiais tém sido utilizados em engenharia tecidual incluindo
polimeros, biovidros e uma variedade grande de ceramicas de fosfato de calcio
(CYSTER et al., 2005).

Recentemente, muita atencéo tem sido dada ao uso do Cimento de Fosfato
de Calcio (CFC) como substituto 6sseo. Este biomaterial apresenta composi¢do e
estrutura muito proxima da parte mineral do tecido 6sseo e tem sido considerado um
material bastante apropriado para a construgcédo de arcaboucgos para engenharia de
tecido 6sseo (MACHADO, 2007; GUO et al.,, 2009). Aléem de apresentarem as
caracteristicas mencionadas, os CFCs destacam-se ainda pela facilidade de
manipulagdo e moldagem (MORAES et al., 2004).

Existem diversos trabalhos publicados na area de biomateriais no Brasil, em
especial sobre a obtencdo e caracterizacdo de hidroxiapatita na forma de po.
Entretanto, sédo poucos os trabalhos versando sobre CFCs, em especial o sistema a-
fosfato tricélcico (a-TCP), e principalmente, ndo ha trabalhos nacionais na obtencéo
de estruturas porosas desses materiais. Apesar disso, as tecnologias de
processamento e de caracterizacdo destes biomateriais sdo disponiveis no pais, o
que pode permitir a obtencdo de materiais com custos relativamente baixos e de
elevada qualidade. A partir deste conhecimento, Machado (2007) desenvolveu e
caracterizou arcaboucos de CFC para engenharia de tecido 6sseo, macroporosos,
utilizando como corpo gerador de poros, microesferas de parafina, que permitiram
controlar a distribuicdo e o tamanho dos poros no biomaterial. Assim, o objetivo

principal desta pesquisa foi avaliar a viabilidade do CFC, de producao nacional, com
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porosidade criada por meio de microesferas de parafina, como arcabouco para
engenharia de tecido 0sseo, analisando o comportamento de células-tronco

mesenquimais cultivadas em meio indutor osteogénico sobre este biomaterial.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 ENGENHARIA TECIDUAL

O reparo de defeitos 0sseos extensos continua sendo um desafio para os
cirurgides bucomaxilofaciais. Diversos tipos de materiais podem ser utilizados nestes
procedimentos: enxertos autdgenos (obtidos do préprio paciente), enxertos alégenos
(obtidos de outro individuo da mesma espécie), enxertos xendégenos (obtidos de
animais) ou implantes aloplasticos feitos de biomateriais, entretanto, cada material
apresenta vantagens e limitacdes (CERRONI et al., 2002). A engenharia tecidual
representa uma alternativa promissora para o preenchimento de defeitos 0sseos
extensos. O objetivo da engenharia tecidual € desenvolver um arcabougo com
porosidade e resisténcia mecanica suficientes para permitir a migracdo, adesao,
crescimento e proliferacdo das células resultando em uma boa integracdo com os
tecidos circunjacentes (BURG; PORTER; KELLAN, 2000).

A expressao “engenharia tecidual” engloba uma variedade de abordagens
com o mesmo objetivo e essas abordagens envolvem o uso de um ou mais dos
seguintes elementos: matriz osteocondutiva, células osteoprogenitoras e fatores de
crescimento osteoindutivos (BAKSH; DAVIES, 2000; BARRALET et al., 2002;
MEYER et al., 2004). Geralmente associa-se o uso de células progenitoras ou
diferenciadas cultivadas com fatores de crescimento especificos em um arcabouco
de biomaterial (LI et al., 2005).

Uma das maneiras de se desenvolver estes biossistemas seria isolando
células viaveis do paciente, expandindo a populagédo celular, cultivando as células
sobre um arcabouco in vitro e posteriormente implantando o biossistema
desenvolvido novamente no paciente. Neste tipo de abordagem, o arcabouco deve
ser bioabsorvivel e atuar como uma matriz extra-celular artificial, servindo assim,
temporariamente, como um guia para a adesao, proliferacéo e diferenciacdo celular.
O arcabouco deve ainda apresentar uma rede macroporosa interconectada que
permita a penetracdo de células e a transferéncia de nutrientes, oxigénio e outros
produtos (KATHURIA et al., 2009).
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Embora na maioria dos relatos, as células cultivadas sejam inoculadas no
arcabouco de biomaterial poucas horas antes da implantagdo, uma técnica
alternativa seria a de expandir as células pré-osteogénicas do estroma da medula
O0ssea em cultura e, subsegientemente, semea-las e cultiva-las em um arcabouco
de biomaterial por tempo suficiente para induzir a diferenciacdo osteogénica e a
producdo de matriz 6ssea extra-celular. A vantagem desta técnica é que as células
iniciam a produzir matriz 6ssea in vitro e vao continuar este processo in vivo,
resultando na aceleracdo da cicatrizacdo 6ssea apos a implantacdo, se comparado
as células que sao simplesmente semeadas sobre o arcabougo. Além disso, a matriz
O0ssea produzida ir4 conter varias proteinas e fatores de crescimento que, somadas
as células cultivadas, espera-se que induzam formacao 6ssea apos a implantacéo
(de BRUIJN et al, 2000).

As células-tronco mesenquimais (CTM) sdo particularmente atrativas para
este tipo de aplicacdo devido a disponibilidade de técnicas de -culturas ja
estabelecidas para isolar e expandir essas células in vitro a partir de doadores
humanos adultos (MAUNEY et al., 2005).

Dentro do corpo, os tecidos sdo organizados em estruturas tridimensionais
como oOrgaos funcionais ou sistemas de érgdos. Para construir tecidos e 6rgaos com
éxito, o arcabouco deve ser projetado para facilitar a distribuicdo celular e guiar a
regeneracao dos tecidos em trés dimensbes (TEMENOFF et al., 2000; MACHADO,
2007). A presenca de porosidade interna € uma das condi¢cdes fundamentais para a
estabilizacdo e incorporacdo dos biomateriais pelos tecidos vivos, entretanto a
guantidade de poros e fendas na estrutura do biomaterial pode acarretar uma
diminuicao na sua resisténcia (LEONEL et al., 2003).

A microestrutura de arcaboucos tridimensionais, como o tamanho e o volume
dos poros, apresenta alguns efeitos na secrecdo de matriz extra-celular e no
crescimento das células. O tamanho dos poros do arcabougo desempenha um papel
importante no recrutamento, migracdo e crescimento celular. Poros grandes
permitem um suplemento efetivo de nutrientes, a difusdo de gases e a remocao de
restos metabolicos (KIM et al., 2005; LIEN; KO; HUANG, 2009), entretanto, Oh et al.
(2007) demonstraram, com diferentes tipos de células (condrdcitos, osteoblastos e
fibroblastos) cultivados em arcaboucos poliméricos, que diferentes células

necessitam de diferentes tamanhos de poros para um crescimento mais efetivo.
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Alguns requisitos basicos devem ser observados durante o desenvolvimento
de arcaboucos para engenharia tecidual. De acordo com MA (2004), um arcabouco
tem que apresentar alta porosidade e tamanho de poro definido. Uma alta area
superficial também € necessaria. A biodegradabilidade € geralmente requerida, e
uma taxa de degradacdo apropriada é necesséria para igualar a taxa de formacao
do novo tecido formado. O arcabouco deve ainda possuir integridade mecanica para
manter a estrutura pré-desenvolvida do tecido. Nao deve ser toxico para as células
(ser biocompativel) e deve interagir positivamente com as células, incluindo melhorar
a adeséao celular, crescimento, migragéo e diferenciacao de fungoes.

A maneira como as células se ligam ao arcabouco pode afetar seu
comportamento: uma forte adesdo e espalhamento celular esta, usualmente,
associada com proliferacdo, enquanto uma forma celular cuboidal, no caso de
células osteogénicas, € freqientemente exigida para o desempenho da funcéo
especifica da célula. Além da morfologia, a relacdo espacial das células com sua
matriz extra-celular pode ser importante para a continuacdo da diferenciacao
(TEMENOFF et al., 2000). Segundo Chou et al. (1995), a morfologia das células
pode ser marcadamente influenciada pela topografia da superficie do substrato e
esta morfologia apresenta estreita relacdo com o crescimento celular, a expresséo
de genes, o metabolismo da matriz extra-celular e a diferenciagéo celular.

Os fatores criticos que podem determinar o sucesso de um biossistema
CTM/biomaterial para osteogénese incluem: adeséo inicial das CTM, sobrevivéncia
das células sobre o biomaterial, proliferacdo celular e a manutencéo do processo de
diferenciacao celular (KASTEN et al.,, 2008). A qualidade da primeira fase de
interacbes entre ceélula/biomaterial, que inclui o recrutamento, a adesdo e o
espalhamento celular, ira influenciar a capacidade das células de proliferar e
diferenciar em contato com o implante (ANSELME, 2000). Estudos prévios
descrevem que a porosidade do biomaterial apresenta um importante papel no
sucesso destes biossistemas (KASTEN et al., 2008).

Diversos tipos de materiais tém sido utilizados em engenharia tecidual,
destacando-se 0s materiais ceramicos e poliméricos. A investigacdo de novos
materiais que possam ser utilizados como arcaboucos, representa uma area
essencial para o desenho das estratégias de engenharia de tecidos. Neste contexto
situam-se os cimentos de fosfato de calcio (CFCs), cuja principal vantagem € a

facilidade de uso, permitindo a obtencéo de formatos complexos (MACHADO, 2007).
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De acordo com Rossa Jr et al. (2005) os implantes baseados em fosfato de
calcio encontram-se entre 0s materiais mais promissores para engenharia de tecido
0sseo, uma vez que apresentam grande similaridade com a fase mineral do 0sso. A
busca por melhores resultados tem levado a modificacbes no processo de
sinterizacdo atraveés do qual estes materiais sdo obtidos. Essas modificacdes podem
resultar em varios tipos de materiais de fosfato de calcio, com variagbes na
degradabilidade e na porosidade, que podem afetar tanto a biocompatibilidade
guanto a resisténcia mecanica dos mesmos. Uma destas variacbes € o cimento de
fosfato de calcio.

Recentemente, muita atencéo tem sido dada ao uso do CFC como substituto
0sseo em ortopedia, otorrinolaringologia, neurocirurgia, cirurgia plastica e
reconstrutiva, ja que estes preenchem a maioria dos requisitos para o biomaterial
ideal. Desde sua descricao, em 1983, e em decorréncia de sua potencial utilidade
em aplicacbes biomédicas, estes cimentos tém sido constantemente avaliados e
aprimorados (CIPRANDI, 2007).

2.2 CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de calcio hidratado (Caio(PO4)s(OH)y),
componente majoritario (cerca de 95%) da fase mineral dos o0ssos e dentes
humanos (MACHADO, 2007). Sinteticamente, duas formas de HA podem ser
produzidas: ceramica e nao-ceramica. Os primeiros implantes de HA eram
sinterizados, um processo que causava a fusdo dos cristais através de seu
aguecimento a temperaturas elevadas. A HA sinterizada é uma ceramica
essencialmente ndo-reabsorvivel. Os materiais ndo-ceramicos, dentre 0s quais
encontram-se os cimentos de fosfato de calcio, sdo produzidos pela cristalizacéo
direta da HA. Nenhum aquecimento é necessario para formar um implante
estruturalmente estavel e a falta de fusdo dos materiais ndo-ceramicos parece
permitir a reabsor¢cdo dos mesmos com o passar do tempo (SCHMITZ; HOLLINGER,;
MILAM, 1999).

Genericamente, os CFCs sao materiais constituidos por um po (sal de fosfato

de célcio) e um liquido (Agua ou solucdo aquosa), 0s quais, ao serem misturados
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formam uma pasta que endurece espontaneamente a temperatura ambiente ou
corporal como resultado da precipitacdo de um ou varios fosfatos de calcio,
ocorrendo a cura pelo intercruzamento dos cristais deste precipitado (DRIESSENS
et al., 1997, CARRODEGUAS et al., 1999; YUAHN et al., 2000).

Desde que surgiram no mercado, no inicio dos anos 80, as ceramicas de
fosfato de calcio foram consideradas os materiais por exceléncia para a
remodelacéo e reconstrucao de defeitos 6sseos em decorréncia de certas vantagens
por elas apresentadas. Essa preferéncia deve-se principalmente as suas inigualaveis
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade, o que
significa que, ao serem implantadas no sitio 0sseo, ndo induzem resposta
imunologica; sdo capazes de ligar-se diretamente ao tecido 6sseo e permitem o
crescimento do 0sso ao longo de sua superficie (LIU et al., 1997; CARRODEGUAS
et al., 1999).

Os CFCs comportam-se in vivo de maneira semelhante as bioceramicas de
fosfato de calcio, ndo atuando como substitutos 6sseos permanentes, sendo
lentamente substituidos por tecido 0sseo neoformado, comportamento este
denominado osteotransdutividade (CIPRANDI, 2007). Como vantagem em relag&o
as bioceramicas de fosfato de célcio, eles ndo necessitam de formas pré-fabricadas
ou granulares, sendo utilizados na forma de pasta auto-curavel (SANTOS, 2005).

A similaridade quimica e morfologica entre este biomaterial e a parte mineral
do tecido 6sseo permite a osteoconducao, sendo o cimento substituido por osso
novo com o passar do tempo e com a vantagem de ndo desencadear processos
inflamatorios e de corpo estranho, com eventual expulsdo do material implantado
(MACHADO, 2007).

Santos (2002) desenvolveu um CFC baseado no alfa-fosfato tricalcico (a- TCP)
com adicdo de um defloculante, com resisténcia & compressdo superior aos
tradicionais, minimizando, com isto, a principal desvantagem dos CFCs conhecidos
que é a baixa resisténcia mecanica. Avaliacdes bioldégicas comprovaram sua
biocompatibilidade, ampliando suas possiveis indicacbes em locais solicitados por
carga, encontrando aplicacfes odontologicas como substituto 6sseo no reparo de
defeitos amplos, preenchimento de alvéolos e consolidagdo de fraturas mdltiplas.
Machado (2007) ressalta que a fase a-TCP é a mais desejavel para a confeccao de
arcaboucos para engenharia de tecido 6sseo, ja que existe uma diferenca entre a

solubilidade da fase a-TCP e da fase B-TCP. A fase a-TCP é bastante solavel no
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organismo vivo enquanto a fase B-TCP possui um tempo de degradacdo maior
devido a sua maior estabilidade quimica.

Dentre as caracteristicas que tornam os cimentos de fosfato de calcio
biomateriais atrativos para a reconstituicdo ou remodelacdo 6ssea encontram-se
ainda a facilidade de manipulagdo e moldagem (SANTOS et al., 2005).
Genericamente, os cimentos de fosfato de célcio sdo reabsorvidos devido a
atividade osteoclastica, formando, ao mesmo tempo, novo tecido 0sseo na interface
osso-implante. Desta forma, os CFCs ndo atuam como substitutos permanentes do
0SS0, apenas temporarios, sendo lentamente substituidos por tecido 6sseo de nova
formacao (MORAES et al., 2004).

Como a estrutura macroporosa nao resiste a tensées mecanicas severas sem
uma estabilizacao cirargica, a maior parte das aplicacdes dos materiais de fosfato de
calcio consiste no preenchimento de defeitos 6sseos onde estdo presentes uma
estabilidade mecénica primaria e um contato com o0 0Sso receptor. A
macroporosidade contribui para a osteoconducdo, mas também apresenta varios
efeitos sobre o comportamento mecanico destes materiais. A colonizacao celular e a
formacao Ossea aparentemente ocorrem quando o tamanho dos poros € superior a
100 um (GAUTHIER et al.,, 1998; CHANG et al., 2000) e uma redugdo nesta
macroporosidade pode apresentar resultados negativos para as propriedades
biologicas dos mesmos.

Ainda ndo ha consenso na literatura sobre o grau de porosidade e o tamanho
de poros que mais favorecem a adesao, proliferacéo e diferenciacdo de CTM in vitro
e in vivo (CHANG et al., 2000; CHOUTEAU et al. 2003; KASTEN et al., 2008).

Chouteau et al. (2003) analisaram o comportamento in vitro de fibroblastos e
osteoblastos cultivados sobre ceramicas de fosfato de célcio e concluiram que um
tamanho de poro de 300um ou mais é o indicado para a invasao do biomaterial
pelas células.

Kasten et al. (2008) examinaram a influéncia da porosidade de trés ceramicas
de fosfato [-tricalcico sobre a diferenciacdo osteogénica de células-tronco
mesenquimais. Para isso, arcabougcos de TCP cobertos com células-tronco
mesenquimais foram mantidos em meio de cultura indutor por 21 dias. A medicao
das proteinas totais, bem como a atividade da fosfatase alcalina foram utilizados
como indicadores de crescimento e producdo de matriz e de diferenciacéo

osteogénica. Os resultados demonstraram que a porosidade e o tamanho dos poros
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influenciaram ndo apenas na producdo de proteinas, mas também na atividade da
fosfatase alcalina, que € um importante marcador de diferenciacédo osteogénica.

Boyan et al. (1996) relataram que poros com diametro variando entre 200 e
400um sao os que mais favorecem a migracdo, adesdo e proliferacdo de
osteoblastos. Segundo o autor, isso pode ser justificado pela curvatura do poro que
fornece compressado e tensao ideais sobre os receptores mecéanicos das células e
permite que elas migrem em direcéo a poros deste tamanho.

Até o0 momento sdo consagradas no mercado trés marcas de CFC comerciais:
NORIAN® Skeletal Repair System (Norian Corp., Cupertino CA, USA), CEMENTEK®
(Teknimed S.A., Vien Bigorre, Franca) e BIOCEMENT® D (Merck Biomaterial,
Darmstadt, Alemanha). Em estudos comparativos de algumas propriedades destes
cimentos observa-se que, 0 BIOCEMENT D® tem propriedades superiores, seguido
do NORIAN® SRS e pelo CEMENTEK®, nessa ordem (DRIESSENS et al., 1997).

A escolha da técnica de fabricagdo apropriada para o arcaboucgo é critica, pois
pode influenciar significativamente as propriedades dos implantes e suas
caracteristicas de degradacédo. H4 uma necessidade crescente de se procurar novos
materiais e metodologias para produgédo de arcaboucos para engenharia de tecido
0sseo (MARTINS et al., 2008).

J& que um dos pré-requisitos exigidos de arcaboug¢os para engenharia de
tecido 6sseo é que tenham uma estrutura macroporosa, € necessario que seja
possivel criar essa macroporosidade no material. InUmeros processos sao
atualmente utilizados para produzir ceramicas porosas. As técnicas mais simples se
baseiam na incorporacao de uma segunda fase organica na composi¢cado do material
ceramico, em proporgcdes e tamanho controlados, que apds sua eliminacdo deixam
vazios de mesmo tamanho (MACHADO, 2007). A utilizacdo de microesferas de
parafina ja havia sido relatada em arcaboucos poliméricos (MA, 2004). Machado
(2007), visando obter suportes tridimensionais para engenharia de tecido 6sseo, com
poros esféricos interconectados bem controlados, adaptou a técnica das
microesferas de parafina para a confeccado de arcaboucos de cimento de fosfato de

calcio.
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2.3 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Um dos aspectos mais importantes da engenharia de tecido 0sseo € a
introducdo de células bioativas em um arcabouco tridimensional macroporoso. As
células-tronco mesenquimais (CTM) apresentam iniUmeras vantagens sobre outros
tipos celulares, e tém sido largamente utilizadas na engenharia de tecido 6sseo.
Estas células estdo presentes em diversos tecidos humanos e podem ser retiradas
diretamente da medula 6ssea. Elas sao capazes de originar varios tecidos como
0sso, cartilagem, musculo e outros tecidos de origem mesenquimal. Além disso,
apresentam como vantagem o fato de n&do serem rejeitadas pelo sistema imune
(GUO et al., 2009).

O estroma da medula 6ssea consiste de uma populacdo celular heterogénea
que fornece suporte estrutural e fisioldgico para as células hematopoéticas.
Adicionalmente, esse estroma contém células com caracteristicas de células-tronco,
gue possuem potencial para se diferenciar em outras que irdo formar os progenitores
hematopoéticos e mesenquimais, além de constituirem um suporte hematopoético
para os tecidos (KRESSBACH et al., 1999). Varios pesquisadores tém relatado que
as células da medula Ossea, quando cultivadas em condi¢cbes apropriadas,
conseguem manter sua viabilidade e sdo capazes de se diferenciar em células
osteogénicas (de BRUIJN et al., 2000).

Osteoblastos, adipdcitos, condrécitos e miécitos sdo células derivadas de
uma progenitora comum, denominada célula mesenquimal indiferenciada ou célula-
tronco mesenquimal. Durante o processo de sua diferenciacdo, as ceélulas
progenitoras adquirem fenotipos especificos, sob o controle de fatores reguladores.
As proteinas morfogénicas Osseas (BMP’s) sdo fatores de crescimento que
desempenham um papel critico na proliferacdo e na diferenciacédo de células-tronco
mesenquimais em osteoblastos (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002). Dentre as
inomeras BMP’s ja descritas, a BMP-4 estd envolvida nos estagios iniciais da
osteogénese (SHIMIZU; YOSHIKAWA ; TAKAOKA, 1995; KATAGIRI; TAKAHASHI,
2002; LORO, 2002).

Muitos tecidos adultos contém populacdes de células-tronco que tém a
capacidade de se renovar apds um trauma ou uma doenca. A medula 0ssea adulta

contém células-tronco que contribuem para a regeneracéo de tecidos mesenquimais
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como 0sso, cartilagem, musculo, tendéo, tecido adiposo e estroma (PITTENGER et
al., 1999).

Long (2001) definiu a osteogénese atraves da compartimentalizacao
categorica das fases de diferenciacdo, o que chamou de hierarquia da populacao de
células 6sseas. A hierarquia de células precursoras 6sseas é melhor entendida se o
desenvolvimento da célula precursora for dividido artificialmente em um nimero de
estagios de desenvolvimento: células-tronco mesenquimais, células
osteoprogenitoras, pré-osteoblastos e osteoblastos (FIGURA 1). Assim, uma
compartimentalizacdo serve para categorizar e descrever caracteristicas das
subpopulacdes de todas as linhagens em desenvolvimento, mas é importante
ressaltar que estas ceélulas existem, de fato, como um desenvolvimento continuo,
nao tendo limites distintos entre si e, consequentemente, sem compartimentalizacao
(MALAVAL et al., 1999).

Células-tronco mesenquimais — classicamente definidas como células que

tém o potencial de produzir clonalmente multiplas linhagens celulares e

tém a capacidade de se auto-renovar

e Células osteoprogenitoras — sao funcionalmente definidas como sendo
aptas a gerar, clonalmente, as células de uma ou mais linhagens, mas
sem capacidade de auto-renovagao.

» Pré-osteoblasto — Representa um estado de transi¢cdo entre o progenitor
altamente proliferativo e o osteoblasto maduro.

e Osteoblastos — Células de aspecto cuboidal, sintetizadoras de matriz

ostedide.



Célula
osteoprogenitora  prg.osteoblasto

Osteoblasto

QOutras linhagens Tecido Adiposo
Cartilagem
N—
——

Osteopoiese

Figura 1: Desenvolvimento da célula 6ssea
Fonte: Long (2001).

Em cada estagio de diferenciacdo, a célula expressa determinados tipos de
proteinas. Experimentos tém revelado papéis especificos bastante significativos para
proteinas individuais ou familias de proteinas. A osteopontina € largamente
distribuida em diferentes tecidos, enquanto a osteocalcina € altamente expressa no
0sso e nas cartilagens esqueléticas. No 0sso, a osteocalcina é expressa por células
osteoblasticas maduras, responsaveis pela deposicdo de matriz mineralizada, mas
apenas durante as fases iniciais da formag¢ao do novo osso (RIMINUCCI; BIANCO,
2003).

A osteocalcina € a maior proteina nao-colagena do 0sso e é expressa em
abundancia por osteoblastos maduros. Dos marcadores osteoblasticos, a
osteocalcina é, atualmente, considerada a mais especifica e como sendo o marcador
gue se expressa mais tardiamente, indetectdvel em pré-osteoblastos e
abundantemente expressa em osteoblastos pos-mitéticos e maduros. E constituida
por 49 aminoacidos, sendo trés destes GLA (acido gama-carboxiglutamico). Ja as
analises da osteopontina mostram que esta proteina ja é detectavel em células
precursoras em estagios relativamente precoces da diferenciacdo (OZAWA,
KASUGAI, 1996; AUBIN, 1998).

A atividade da fosfatase alcalina € outro marcador bastante comum de
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diferenciac@o osteoblastica (REILLY et al., 2007). A fosfatase alcalina € uma enzima
gue esta localizada na membrana celular de células osteoblasticas e condroblasticas
(AKAHANE et al., 1999) e caracteriza-se por ser um dos marcadores mais precoces
de pré-osteoblastos, o que a torna um valioso indicador de diferenciacéo
osteoblastica (MUELLER; GLOWACKI, 2000).

2.4 PCR E PCR EM TEMPO REAL

A técnica de PCR, desenvolvida, nos anos 80 do século XX, por Kary Mullis,
tem como objetivo produzir uma quantidade apreciavel de um segmento especifico
de DNA a partir de uma quantidade minima (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). O DNA
molde sofre uma amplificacdo controlada por enzimas, obtendo-se milhdes de copias
do fragmento de DNA de interesse. A técnica de PCR consiste na sintese
bidirecional e repetitiva de DNA através da extensdo de uma regido de acido
nucléico com a utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores.

Trés eventos distintos ocorrem durante a reacdo de PCR, a cada ciclo:
desnaturacdo do DNA molde (a 95C), ligacdo (annealing) dos oligonucleotideos
iniciadores (a 64C) e polimerizacdo do DNA (a 72C ). A primeira fase é a
desnaturacdo da fita de DNA que acontece quando a reacdo € aquecida. Esta
separacéo € essencial para que, na segunda fase, dois oligonucleotideos iniciadores
se liguem as sequéncias das bases complementares da cadeia molde. Estes
oligonucleotideos iniciadores sdo desenhados e sintetizados de modo a ligarem-se
as extremidades opostas de cada uma das cadeias de DNA molde que se pretende
amplificar e servem, portanto, de ponto de partida para a replicagdo de DNA. A
enzima responsavel por esta polimerizacdo € a DNA polimerase termoestavel (Taq),
tendo sido isolada a partir da bactéria termofilica Thermus aquaticus que vive em
elevadas temperaturas. E essencial que a enzima usada seja estavel ao calor, uma
vez que os ciclos de PCR tém lugar a temperaturas situadas entre os 64°e os 95T.
Para executar este ciclo usa-se um termociclador, que faz variar de forma rigorosa o
tempo e a temperatura ao longo do ciclo. Normalmente, sédo repetidos cerca de 30
ciclos, o que demora apenas algumas horas.

Assim, duas novas cadeias sao sintetizadas a partir da cadeia molde em cada
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ciclo de PCR, logo, da-se um crescimento exponencial, havendo ao fim de n ciclos
2" vezes mais copias do que no inicio.

O segredo do sucesso da técnica de PCR reside na capacidade que ela tem
de amplificar uma sequéncia precisa de DNA aliada a sua simplicidade, rigor,
elevada sensibilidade e especificidade. Nao € necessario isolar o DNA que se
pretende amplificar (mesmo que se encontre misturado com DNA de outras
espécies), uma vez que especificidade da PCR €& dada pelos oligonucleotideos
iniciadores. E uma técnica rapida, barata e segura.

Contudo, a PCR também tem limitacdes, como a necessidade de conhecer a
sequéncia de DNA a amplificar para que possam ser sintetizados oligonucleotideos
iniciadores especificos. Outras desvantagens sédo a relativa facilidade com que
ocorre contaminacado da amostra por DNA estranho (uma vez que se trata de uma
técnica muito sensivel) e a limitada extenséo da sequéncia que € possivel amplificar.
Pode também ocorrer incorporacédo errébnea de bases durante a replicacéo.

O primeiro relato da técnica de QT-PCR foi feita por Higushi, em 1993. A
possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de
quantificacdo dos fragmentos, pois identifica o DNA alvo com maior sensibilidade,
uma vez que a deteccdo da amplificacdo é feita através da captacdo de
fluorescéncia. Esta técnica apresenta também maior especificidade devido a
utilizacdo de uma sonda especifica para o fragmento alvo na reacdo. A amplificacao
e a deteccdo do DNA séao realizadas simultaneamente em um sistema fechado,
dispensando procedimentos adicionais como a corrida eletroforética dos produtos
em gel de agarose e a fotodocumentacdo. Com a eliminagdo destas etapas, 0s
resultados sédo obtidos mais precocemente pela PCR em tempo real, quando
comparada a convencional.

Com o QT-PCR é possivel mensurar o nimero de ciclos necessarios para se
detectar um sinal, denominado Cycle Threshold (C+) e usa-lo para determinar o nivel
inicial de um mRNA especifico presente na preparacdo (DEPREZ et al., 2002).
Portanto, o Ct é o ponto que detecta o ciclo na qual a reacao atinge o limiar da fase
exponencial. Este ponto permite a quantificacdo exata fundamentada na
fluorescéncia. A emissao da luz pelos compostos fluorescentes (moléculas que
absorvem e emitem luz em comprimento de onda especifico) gera um sinal que
aumenta na proporcdo direta da quantidade de produto da PCR. Com isso, 0s

valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a
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guantidade do produto amplificado. Os compostos fluorescentes mais utilizados sao
0 SYBR Green® e TagMan®. O SYBR Green® se liga entre a dupla fita do DNA e,
com a excitacao da luz emitida pelo sistema otico do termociclador, emite uma luz
verde. No entanto, a ligacdo da fita de DNA nado é especifica, podendo se ligar a
dimeros dos oligonucleotideos iniciadores e outros produtos inespecificos, alterando,
com isto, a concentracdo do fragmento alvo. No inicio da amplificagdo, a reacdo
contém DNA desnaturado, oligonucleotideos iniciadores e o SYBR Green®. As
moléculas nao ligadas ao SYBR Green® apresentam fluorescéncia fraca produzindo
um sinal minimo (ruido), o qual € subtraido durante a andlise instrumental. Apés o
reconhecimento dos oligonucleotideos iniciadores, ocorre a polimerizacdo do DNA
(mediada pela enzima Tag polimerase) e os compostos fluorescentes (SYBR
Green® se ligam ao DNA polimerizado, sendo que a reacdo é monitorada
continuamente, e o aumento de fluorescéncia é observado em tempo real. No ciclo
da desnaturacéo do DNA, as moléculas de SYBR Green® séo liberadas e ha queda
no sinal da fluorescéncia. A deteccao da fluorescéncia no fim da etapa de cada ciclo
da PCR permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (BOXER,
2000, BUSTIN; MUELLER, 2005).



OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar a viabilidade do cimento de fosfato de calcio, de producéo nacional,
com macroporosidade criada através de esferas de parafina, como matriz carreadora

para células osteogénicas.

3.2 ESPECIFICOS

» Caracterizar o arcabougco de CFC macroporoso por meio de Microscopia
Eletrdnica de Varredura.

* Analisar, por meio de MEV, o comportamento e a morfologia das células
aderidas ao arcabouco de CFC nos diferentes periodos de cultura.

» Detectar, através do QT-PCR, a expressao dos genes BGLA e SSP1 que
codificam as proteinas osteocalcina e osteopontina respectivamente, bem

como a atividade da fosfatase alcalina, nos diferentes periodos de cultura.



METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS BIOETICOS

Esta pesquisa foi realizada ap6s a aprovacéo pela Comisséao Cientifica e de
Etica da Faculdade de Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul - protocolo n® 0064/05 (ANEXO A) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS — protocolo n° 05/02882 CEP (ANEXO B).

4.2 CONFECCAO DOS ARCABOUCOS

Foram confeccionados, no Departamento de Materiais da Escola de
Engenharia Mecéanica da UFRGS, 15 arcaboucos de cimento de fosfato tricalcico
com 15mm de diametro (FIGURA 2.A) e aproximadamente 3mm de altura (FIGURA
2.B). Como corpo gerador de poros foram utilizadas microesferas de parafina
(MACHADO, 2007), que conferiram aos arcaboucos uma estrutura macroporosa e
interconectada. Considerando que, segundo a literatura (GAUTHIER et al., 1998;
CHANG et al., 2000), o tamanho de poro ideal para o crescimento de tecido 6sseo é
acima de 100um, a faixa granulométrica adotada foi a de 100 a 250um.

As amostras utilizadas neste estudo foram desenvolvidas e caracterizadas por
Machado (2007). O cimento de a- fosfato tricalcico foi sintetizado em laboratorio
utilizando-se a metodologia reportada por Driessens (1997). Foi adicionado um
defloculante a pasta cimenticea que provocou uma maior compactacao da estrutura
e uma maior resisténcia mecanica (SANTOS, 2002). A resisténcia mecanica dos
corpos da solucdo com defloculante tendeu a uma estabilizacdo a certo valor
(~3,60MPa).

Os arcabougos foram confeccionados homogeneizando-se as esferas de
parafina juntamente com o a-TCP e sO entdo adicionado a fase liquida. A fase
liquida sempre foi adicionada na propor¢cao de 1ml para cada 1g de a-TCP. A pasta

formada foi vazada em moldes de silicone e os corpos-de-prova foram desmoldados
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apos as 24h de cura e entdo submetidos a um tratamento térmico para extracdo da
parafina. O tratamento térmico consistia em colocar os corpos-de-prova em estufa a
100 sobre papéis absorventes para extracdo da maior parte da parafina e,
posteriormente a colocacdo dos mesmos em um forno tipo mufla a uma temperatura

de 600C, a uma taxa de aquecimento de 10C/min, co m um patamar de 1h.

Figura 2: Discos de Cimento Osseo de Fosfato de Calcio. A) Vista superior: didmetro igual a 15 mm.
B) Vista lateral: altura aproximada de 3 mm.

As esferas de parafina (FIGURA 3) foram confeccionadas com o intuito de
obter corpos organicos que poderiam, apds queima a uma determinada temperatura,
proporcionar a formacéo de poros de formato, tamanho e distribuicdo controlados. A
parafina foi escolhida por ser um material organico de baixo ponto de fuséo, o que
possibilita uma facilidade no processamento; por ter inércia quimica, fazendo com
que ndo haja nenhuma reacdo com o cimento ou a fase liquida; e por ser de baixo
custo. Para a obtencdo de parafina na forma de microesferas utilizou-se um béquer
com capacidade para 1l contendo 500ml de agua deionizada, 4g de poli (alcool
vinilico) (PVA) (Kuraray Poval) e 5g de sulfato de sodio (Na,SO,) (Synth). Esta
solucéo foi aquecida & 100 e nela foi adicionada a parafina comercial (Petrobras)
e aguardada sua total fusdo . Colocou-se o sistema sob agitacdo mecéanica de 400
rpm durante aproximadamente 10 min para a formagcdo de uma espuma consistente,
e entdo foi desligado o aguecimento e feito um resfriamento rapido com a adicao de
agua fria (aproximadamente 5°C). As esferas foram separadas da solucédo através
de uma peneira com faixa granulométrica entre 100 e 250um. As esferas foram
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lavadas com agua deionizada, secas a temperatura ambiente e armazenadas em um

dessecador.

Figura 3 : Fotomicrografia de MEV mostrando as esferas de parafina utilizadas na confeccéo de poros
no cimento. Fonte: Machado, (2007).

A caracterizacdo das amostras foi feita por Microscopia Eletronica de
Varredura, através da qual foram aferidos a morfologia, a distribuicdo e o tamanho
dos poros nos arcaboucos.

A temperatura para a extracdo da parafina do cimento foi determinada em
600<C, nado ocorrendo mudancas significativas nas fa ses do cimento. As medidas de
pH foram realizadas com um medidor de pH digital marca comercial DIGIMED®,
modelo DM-20, a temperatura de 22°C + 1°C. Houve uma queda significativa no
valor do pH logo nos primeiros dias de imerséo, voltando a subir com o aumento no
namero de dias até a estabilizacdo em um valor préximo a 7,3 quando o sistema
entra em equilibrio. Um cimento, para ser utilizado como substituto 6sseo, requer um
rigido controle do pH, pois sua variacdo pode desencadear uma série de problemas
ao local de enxerto, e ao corpo humano como um todo.

Em testes preliminares, o arcabougo de CFC foi incubado em meio de cultura,
sem a presenca de ceélulas. Nenhuma modificagdo da estrutura macroscopica foi
observada apds cinco dias e o pH do meio manteve-se neutro.



4.3 DISPOSICAO DAS AMOSTRAS

ApoOs serem autoclavados a 121 por 15min (OZAWA; KASUGAI, 1996;
SILVA JUNIOR, 2003), os arcaboucos foram dispostos em placas de poliestireno de
24 pocos (Nunclon™ Delta Surface, Nunc Products; Denmark), sendo uma placa
para cada periodo de cultura, definidos em cinco, dez e 15 dias (FIGURA 4).

Cada placa recebeu cinco discos, sendo quatro deles utilizados para
realizacdo do QT-PCR (para avaliagdo da expressédo dos genes que codificam as
proteinas Osteopontina, Osteocalcina e Fosfatase Alcalina) e um para avaliagdo por
meio de MEV, do comportamento e morfologia das células aderidas ao CFC.
Também foram conduzidos controles onde as células foram cultivadas em pocos

sem a presenca dos arcaboucos, para melhor visualizagédo da viabilidade celular.

Figura 4: Colocacao dos arcaboucos de CFC na placa de poliestireno de 24 pocos.

As amostras avaliadas por MEV foram preparadas conforme as instru¢des do

Centro de Microscopia e Microanalises da PUCRS.



4.4 OBTENCAO DE CELULAS DE MEDULA OSSEA HUMANA

Células provenientes de medula e fragmentos 6sseos foram obtidas, apés
consentimento por meio de Termo de Consentimento Informado (ANEXO C), de um
paciente de 45 anos de idade, com bom estado geral, admitido no Servico de
Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial do Hospital Independéncia da ULBRA,
para cirurgia de reconstrucdo de maxila atrésica, com enxerto 6sseo autdgeno
removido da crista do osso iliaco (FIGURA 5).

Depois de iniciada a cirurgia, a medula e o trabeculado ésseo foram aspirados
da crista iliaca do paciente com uma seringa de 20ml, ao mesmo tempo em que se
realizava a curetagem da regido, a fim de conseguir maior intimidade tecidual e
maior quantidade de medula 6ssea e 0sso esponjoso. O material obtido foi colocado
em uma nova seringa de 20ml e, apos pressédo sobre o émbolo, o material resultante
foi depositado em um tubo estéril e armazenado em banho de gelo até a separacao
em gradiente de densidade (FIGURA 5.D). Os procedimentos laboratoriais foram
todos realizados no Laboratério de Biologia Celular e Doencas Respiratérias do
Instituto de Pesquisas Biomédicas no Hospital S&o Lucas da PUCRS.

Figura 5: Remocao de medula 6ssea humana da crista do osso iliaco; A. Preparacdo do campo
operatorio. B. Acesso e osteotomia da crista do iliaco; C. Medula e fragmentos 6sseos da regiao
doadora apés curetagem, raspagem e aspiracdo da area; D) Células da medula éssea armazenadas
em tubo estéril para utilizacéo nos procedimentos laboratoriais.
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As células de medula 6ssea obtidas foram separadas por centrifugagdo em
gradiente de densidade utilizando Histopaque® - 1077 (Sigma Diagnostics, USA). A
camada de células mononucleares foi removida e lavada com 10ml de DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline; Invitrogen, USA) e centrifugada a 1500rpm
por 3 min.

As células de medula déssea purificadas foram entdo suspensas em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100U/ml de penicilina,
100pg/ml de estreptomicina e 50ug/ml de gentamicina (Gibco, USA) e contadas. Um
novo meio de cultura foi adicionado para o ajuste da concentragéo celular contendo
40ng de BMP-4 por ml de DMEM.

A suspensao foi adicionada sobre as placas de 24 pocos previamente
preparadas, contendo os discos de CFC no seu interior. Cada po¢o contendo um
disco de CFC recebeu 1ml de DMEM contendo 0,5 x 10° células e 40ng/pl de BMP,.
Finalmente as culturas foram incubadas e mantidas em estufa umidificada a 37C

contendo 5% de CO,. Foram realizadas trocas do meio de cultura a cada trés dias.

4.5 PROCEDIMENTOS PARA ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES BGLA,
SSP1 E FOSFATASE ALCALINA

A técnica de PCR em tempo real utilizada neste estudo baseou-se na
amplificacdo do cDNA com oligonucleotideos iniciadores especificos para cada gene
e deteccdo por um feixe de laser capaz de capturar a fluorescéncia emitida pelo
fluor6foro SYBR Green® a cada sintese. Este processo permitiu quantificar os niveis
das sequéncias complementares ao mMRNA para esses genes presentes nas

amostras analisadas.

4.5.1 Obtencéao do RNA total das amostras

O RNA total das células foi isolado, empregando-se uma solu¢do de TRIZOL

Reagent (Invitrogen, USA). As células aderidas a superficie do CFC foram lavadas
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uma vez com 1 ml de DPBS. Depois, foram adicionados 200 ul de DPBS e 800 pl de
TRIZOL e as células foram incubadas a temperatura ambiente para destruicdo das
membranas celular e nuclear e liberagdo dos &cidos nucléicos.

Apds 5 minutos, as suspensdes foram removidas da placa de cultura e
transferidas para um tubo Eppendorf seguida da adicdo de 160ul de cloroférmio
gelado. As amostras foram homogeneizadas durante 15 segundos, incubadas por 10
min a temperatura ambiente e centrifugadas (Eppendorf 5417R, USA) a 14.000 rpm
a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, onde foram
adicionados 400 pl de alcool isopropilico gelado. Na sequéncia, as amostras foram
incubadas por duas horas, a -20°C e, posteriormente, centrifugadas por 10 min, nas
mesmas condicdes descritas anteriormente. Os precipitados foram lavados com
500ul de etanol a 75% gelado, e centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 15 minutos.
O sobrenadante foi aspirado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente
durante, aproximadamente, 30 min, para secar o precipitado. Uma vez secos, 0S
RNAs foram solubilizados com 20ul de H,O tratada com dietilpirocarbonato (DEPC
0,1%, Invitrogen, USA), contendo 1ul de inibidor de Rnase (40 U/ul; Invitrogen,
USA). As amostras foram tratadas com 10U de Desoxirribonuclease | (DNase |
124U/ul, Invitrogen, USA), em volume final de 22ul e incubadas durante 15 min a
temperatura ambiente. Apos este periodo, a enzima foi inativada pela adicdo de 1pl

de 25mM de EDTA e as amostras foram incubadas a 65°C por 10 min.

4.5.2 Transcricdo Reversa para Obtencdo dos cDNA's

Uma vez obtido o RNA total das células e tratado com a DNase |, procedeu-se
uma transcricdo reversa para a sintese da primeira fita de DNA complementar
(cDNA), que foi realizada utilizando-se a enzima Superscript Il e os iniciadores
oligos-dT2.15 (Invitrogen, USA). Cada reacédo consistia de 22ul da extracdo de RNA
total, 0,5ul da enzima Superscript Il (200U/ul; Invitrogen, USA), 0,2 de oligo-dT 1.1,
4,5ul de DTT (0,1M; invitrogen, USA), 4,5ul de dNTPS (100 mM; Invitrogen, USA),
4,5ul de MgCl, (50 mM), 9ul de tampé&o da enzima (5x; Invitrogen, USA) e H,O-MQ

até completar 45ul de solucdo de reacdo. As reacdes foram entdo levadas a um



48

termociclador (Peltier Termocycler, MJ Research, USA) e submetidas aos seguintes
ciclos: 10 min a 25T, 45 min a 42, e 3 min a 99° C. Apdés o término da transcricao
reversa foram adicionadas 5U de ribonuclease H (Invitrogen, USA) e as amostras
foram incubadas a 37C por 20 min. Os cDNAs foram armazenados a —20C até o

uso para a reagao da PCR.

4.5.3 Técnica da PCR em Tempo Real (QT-PCR)

A expressao dos transcritos de RNA (mRNA) para as proteinas da linhagem
osteogénica, osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina foi determinada pela
técnica da PCR em tempo real usando o termociclador iCYCLER (Bio-Rad) (FIGURA

6) . Cada amostra foi analisada em duplicatas bioldgicas.

Figura 6: Aparelho iCYCLER (BIO-RAD) para amplificacdo do cDNA do QT-PCR.

Os resultados foram analisados usando o sistema de deteccdo de sequéncia
(SDS), software (Applied Biosystems). Para cada periodo estudado foram avaliados
os diferentes valores de Cy do limiar do ciclo relativo da expresséo de cada gene
BGLA, SSP1 e ALP.

A abundancia relativa dos transcritos foi determinada pela comparacdo dos
valores de C; definido como o ciclo na qual ha um aumento significativo na
magnitude do primeiro sinal gerado pela reacdo de PCR. Foi empregado o método
de quantificacdo relativa utilizando-se o gene da B-actina como controle. Desta
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forma, os niveis de expresséo relativa de cada gene foram normalizados com a

expressao do gene da B-actina na relacéo (Croprioc/aLp/Crg-actina))-

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Apoés cada periodo de cultura, os discos foram avaliados através de MEV, a
fim de analisar o comportamento das células em contato com a superficie do
biomaterial. O microscopio eletronico de varredura utilizado foi um equipamento
marca PHILIPS®, modelo XL30. As amostras analisadas sofreram a aplicacéo de
uma camada fina de ouro via sputtering.

Para realizagdo da MEV as amostras foram fixadas em solugdo de
gluteraldeido de 2% por 12hs. Na sequéncia as amostras foram lavadas em varias
trocas com solucdo tampao. Posteriormente as amostras foram desidratadas em
acetona, em concentracdes que variaram entre 50 e 100%, sendo que as amostras
permaneceram cerca de 20 min em cada concentracdo. As pecas foram entao
transferidas para o aparelho de ponto critico e apos secagem foram montadas sobre

o0s stubs. Foi realizada metalizacdo das amostras com ouro.



RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Os discos foram avaliados, quanto a sua topografia, por meio de MEV.

Figura 7: Fotomicrografias eletrbnicas da superficie macroporosa de CFC. Em A) Magnificacdo de
100x. Em B) Magnificacao de 200x.

E possivel perceber, através das imagens de MEV, a forma esférica dos
poros e a interconectividade dos mesmos (FIGURA 7). Nao foram encontrados
dados na literatura que demonstrem a quantidade de esferas de parafina
necessarias para obter-se interconectividade. A quantidade de esferas adicionadas
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esta ligada a formagdo de uma camada minima de cimento entre as esferas, de
forma que elas possam entrar em contato umas com as outras e, assim, apos
retirada da parafina, serem formadas interconexfes entre os poros oriundos das
esferas de parafina. O tamanho dos poros encontrados coincide com o tamanho das

microesferas de parafina utilizadas, que oscilou entre 100 e 250um.

5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens de MEV foram Uteis para o entendimento do modo como as

células se desenvolvem em contato com o biomaterial.

“AceV  Spot Magn _ Det WD =1 10um
200 KV 3.2 4000xI%SE 105

Figura 8: Fotomicrografias eletrbnicas das células aderidas sobre a superficie macroporosa de CFC
no 5°dia de cultura. A) Magnificacdo de 2000x, B) Magnificacdo de 3250x. Seta: célula de aspecto
alongado e fusiforme. C) Magnificacdo de 4000X. D) Magnificacdo de 6500x. PP — placas petal6ides.

No 5°dia de cultura, observa-se um pequeno niumero de células com aspecto
alongado e fusiforme (FIGURA 8).
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Na Figura 8.D, observa-se a presenca de glébulos ou placas petaléides (PP),
que sdo caracteristicos dos cimentos de fosfato de célcio baseados no a-TCP. E
pelo intercruzamento destes cristais que ocorre 0 aumento da resisténcia mecanica
do material (MACHADO, 2007).

AccV  Spot Magn Det WD —
200kV 35 2000x SE 107
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Figura 9: Fotomicrografias eletrbnicas das células aderidas sobre a superficie macroporosa de CFC
no 10° dia de cultura. A) Magnificagdo de 2000x, seta: deposicdo de matriz extra-celular, B)
Magnificagdo de 3250x, seta: prolongamentos celulares. C) Magnificacdo de 4000X, seta: deposi¢céo
de matriz extra-celular. D) Magnificagéo de 6500x, seta: prolongamentos celulares.

No 10°dia de experimento é possivel observar a dep osi¢cdo de matriz extra-
celular sobre o biomaterial (FIGURAS 9.A e 9.C). No interior dos poros, observa-se
prolongamentos celulares (FIGURAS 9.B e 9.D). As células comecam a apresentar

um aspecto mais cuboidal.
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Figura 10: Fotomicrografias eletrénicas das células aderidas sobre a superficie macroporosa de CFC
apés 15 dias de cultura. A) Magnificacdo de 4000x, seta: célula com aspecto cuboidal,B)
Magnificagdo de 6500x, seta: conexdes entre as células. C) Magnificacdo de 13000X. D)
Magnificacdo de 16000x.

No 15° dia de cultura observa-se células com aspecto cuboidal (FIGURA
10.A), compativel com a morfologia correspondente a das células osteogénicas. E
possivel observar o estabelecimento de conexdes entre as células (FIGURA 10.B),
bem como a migracdo das mesmas e de seus prolongamentos para o interior dos

poros.

5.3 PCR EM TEMPO REAL PARA EXPRESSAO DOS GENES QUE CODIFICAM
AS PROTEINAS OP, OC E ALP

A expressdo dos genes BGLA e SSP1 que codificam as proteinas
osteocalcina e osteopontina, respectivamente, bem como a atividade da fosfatase

alcalina foram detectadas pela técnica do QT-PCR.
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Para a mensuragdo, o valor do ciclo limiar, Cy, foi determinado pelo
termociclador. A partir da analise em duplicata, obteve-se a média e o desvio-padréao

dos valores de Ct encontrados.

Tabela 1 — Valores de Ct para a expressao dos genes B-actina, BGLA, SSP1 e ALP
nos diferentes periodos de cultura

: SSP1 BGLA
B-Actina ALP (Osteopontina) (Osteocalcina)
05 dias 0 0 0 0
10 dias 53+0,14 40,95 + 0,21 38,8 +0,14 35,45 + 0,07
15dias 42,6+0,14 34,35+0,35 37,5 34,65 + 0,07

Os valores de Ct expressam o ciclo no qual o gene comecgou a ser expresso.
Quanto menor o valor do Ct, mais cedo foi detectada a expresséo do gene.

No quinto dia de cultura ndo foi detectada a expressdo de nenhum dos genes
investigados, provavelmente por haver um nimero muito pequeno de células, o que
resultou em um quantidade insuficiente de mMRNA para ser detectada pela técnica de
PCR. Ja no 10°e 15°dias de cultura, foi detectad a a expressao de todos os genes
investigados, sendo que os valores de Ct foram menores para todos 0s genes no
15°dia de cultura, indicando que a deteccéo da exp ressdo dos genes investigados
ocorreu mais precocemente neste periodo, o que nos leva a concluir que as células
estavam expressando uma maior quantidade de proteinas e, portanto, estavam mais
diferenciadas neste periodo de cultura. Também é possivel confirmar que houve
proliferacéo celular e diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em células de
linhagem osteogénica, ja que as proteinas investigadas sdo consideradas
marcadores osteoblasticos, em especial, a osteocalcina e a fosfatase alcalina.

Os niveis de expressédo relativa de cada gene foram normalizados com a
expressao do gene da B-actina na relacéo (Cropjoc/ap/Cr(p-actina)), ONde obtivemos os

valores descritos a seguir.
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Tabela 2- Valores de Ct normalizados da expresséo dos genes ALP, SSP1 e BGLA

ALP SSP1 BGLA
(Osteopontina) (Osteocalcina)
05 dias L L L
10 dias 0,77 0,73 0,66
15 dias 0,80 0,88 0,81

Apés a normalizagdo dos valores de Cr, foi possivel comparar a expressao
relativa dos genes, nos periodos estudados, e observa-se, pela tabela acima, que,
no periodo de 15 dias, houve uma maior expressao de todos os genes investigados.

5.4 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR NOS POCOS SEM ARCABOUCO

Os pocos-controle foram utilizados para analise da morfologia celular nos

diferentes periodos de cultura, sem a presenca do arcabouco.
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Figura 11: Desenvolvimento das células de medula 6ssea nos diferentes periodos de cultura sem a
presenca dos arcaboucos. Magnificacdo de 100x. A) 05 dias de cultura. B) 10 dias de cultura. C) 15
dias de cultura.
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No quinto dia de cultura, observa-se um numero pequeno de células
arredondadas, com pequenas variagbes de tamanho e aderidas a superficie. Sao
observadas colbnias simples e isoladas de células (FIGURA 11.A).

No décimo dia, observou-se um aumento consideravel no numero de células
e estas apresentavam-se fortemente aderidas, com citoplasma prolongado e aspecto
fusiforme (FIGURA 11.B).

No décimo quinto dia de cultura, as células apresentaram aspecto cuboidal
compativel com a morfologia de células osteogénicas. Observam-se as células com
extensdo dos prolongamentos, sugerindo o estabelecimento de conexdes entre as
colonias (FIGURA 11.C).



DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Indmeros materiais tém sido investigados como potenciais arcaboucos para
engenharia de tecido 6sseo, cada um deles apresentando vantagens e limitacdes.
Neste estudo optou-se por pesquisar o CFC, desenvolvido com matéria-prima
brasileira, em virtude de seu baixo custo em relacdo aos cimentos importados
disponiveis comercialmente, ja que sua biocompatibilidade e facilidade de manuseio
demonstraram ser similares. As técnicas de imagem e os diferentes testes
realizados neste estudo nos forneceram um melhor entendimento do
desenvolvimento celular em contato com o cimento de fosfato de célcio.

Uma das caracteristicas exigidas dos arcaboucos para engenharia de tecido
0sseo é que apresentem uma estrutura porosa e interconectada, que permita a
migracdo e distribuicdo das células (LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005). Com
este objetivo, optou-se pela utilizacdo de esferas de parafina como corpo gerador de
poros nos arcaboucos. A parafina foi escolhida por ser um material organico de
baixo ponto de fus&o, que permitiu que se controlasse a distribuicdo e o tamanho
dos poros, obtendo-se, entdo, um arcabou¢o macroporoso e interconectado. Além
disso, a parafina destaca-se por ter inércia quimica, fazendo com que nao haja
nenhuma reacdo com o cimento ou a fase liquida, e por ser de baixo custo
(MACHADO, 2007).

Uma das principais vantagens do CFC em relagdo a outros materiais,
inclusive ceramicas, € o fato dele apresentar biodegradabilidade a uma taxa
proporcional com a remodelagem (YUAN et al, 2000; MACHADO, 2007)
caracteristica esta bastante desejada em arcaboucos para engenharia tecidual, ja
que se visa a substituicdo do biomaterial por 0sso novo. Essa caracteristica deve-se
ao fato do CFC ser precipitado em temperatura ambiente, o que Ihe confere uma
baixa cristalinidade, ou seja, os atomos ficam desorganizados, ha espacos entre eles
e, portanto, a estrutura fica mais aberta e reagente, sendo este material mais
facilmente solubilizado, fagocitado e por isso, reabsorvido.

A engenharia tecidual envolve a associagdao de uma matriz osteocondutiva, no
caso deste estudo, o CFC; células osteoprogenitoras e fatores de crescimento
osteoindutores. A escolha das células-tronco mesenquimais derivadas da medula

0ssea humana justificou-se por seu potencial de expansdo e diferenciacdo em
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linhagens especificas, combinado com sua origem autdégena, o que as torna boas
candidatas a engenharia tecidual e terapias regenerativas. Por apresentarem
vantagens sobre outros tipos celulares, as CTM tém sido largamente utilizadas na
engenharia de tecido 6sseo (LI et al., 2005; LOGEART- AVRAMOGLOU, 2005; GUO
et al, 2009).

As proteinas 6sseas morfogénicas (BMPs) desempenham um papel critico na
diferenciacdo de osteoblastos (KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002; LOGEART-
AVRAMOGLOU et al., 2005). Na presente investigacdo, a Proteina Morfogénica
Ossea-4 (BMP4) foi utilizada como fator indutor da diferenciacio das células-tronco
mesenquimais em células osteogénicas, método este jA empregado com sucesso
por Loro (2002) e Silva Janior (2003). A diferenciacdo das células-tronco
mesenquimais em células da linhagem osteogénica pdode ser comprovada pela
deteccdo, através do QT-PCR, da expressdo dos genes que codificam as proteinas
osteopontina e osteocalcina, bem como da atividade da fosfatase alcalina, que é
outro marcador osteoblastico bastante especifico.

Ainda ndo ha consenso na literatura em relacéo ao tamanho de poro que mais
favorece a osteoconducdo. Autores como Oh et al. (2007) e Lien et al. (2009)
afirmam gue o tamanho do espaco para o crescimento das células € um fator chave
para o metabolismo celular e que o tamanho dos poros do arcabouco influencia
fortemente a proliferacao celular. Segundo eles, isso pode ser explicado pelo fato de
que os poros devem apresentar tamanho suficiente para que as células mantenham
seus fendtipos, e desempenhem, com isso, suas funcées normais, proliferando e
secretando mais matriz extra-celular. Para Chou et al.(1995), a forma que as células
adquirem tem relagcdo com o crescimento celular, com a expresséo de genes, com 0
metabolismo da matriz extra-celular e com a diferenciacao celular.

Para o crescimento 6sseo ocorrer, 0 poro deve ser grande o bastante para
acomodar as células, juntamente com o sistema de irrigacdo sanglinea.
Geralmente, um tamanho de poro superior a 100um e inferior a 400um é
considerado ideal para osteoconducdo (BOYAN et al., 1996; TEMMENOF et al.,
2000), embora haja relatos cientificos conflitantes demonstrando crescimento ésseo
em poros com menos de 100um e mais de 50um (CYSTER et al., 2005). Neste
estudo, optou-se por adotar a faixa granulométrica de 100 a 250um, por ser uma
porosidade que permite o0 crescimento celular, mas que ainda nao interfere

consideravelmente na resisténcia mecéanica do biomaterial, ja que ha uma estreita



61

relacdo entre a mesma e a quantidade e tamanho dos poros (CHOUTEAU et al.,
2003).

E valido ressaltar que o tamanho de poro necessério para o crescimento
0sseo difere em experimentos in vitro e in vivo. Ha relatos de poros com apenas
80um em estudos in vivo que permitiram o crescimento de tecido 0sseo. Isso pode
ser explicado pelas diferencas significativas existentes entre 0s mecanismos pelos
quais as células aderem a superficie do arcabouco in vitro e in vivo (BAKSH,;
DAVIES, 2000).

A diferenciacéo celular foi avaliada por meio de MEV e pelo QT-PCR, através
do qual foi verificada a expressdo dos genes BGLA e SSP1, que codificam as
proteinas osteocalcina e osteopontina, respectivamente, bem como a atividade da
fosfatase alcalina. Através da MEV, foi possivel confirmar a proliferacéo das células
sobre o arcabouco de CFC, bem como a diferenciacdo destas em células
osteogénicas, 0 que pode ser percebido pelo formato cuboidal, compativel com o
formato das células osteogénicas, que as mesmas adquiriram proximo ao 15°dia de
cultura. O QT-PCR corroborou estes achados, através da deteccdo da expresséo
dos genes investigados, nos periodos de 10 e 15 dias de cultura.

No quinto dia de cultura, a expressao de qualquer dos genes estudados nao
pdde ser detectada através da técnica de QT-PCR, inclusive ndo tendo sido
detectada a presenca de B-actina, que € um marcador constitutivo das células. Tal
resultado sugere que, neste periodo de tempo, havia uma quantidade muito
pequena de células na cultura, sendo a quantidade de moléculas de mRNA
insuficientes para serem detectadas pela técnica de PCR. Nesse contexto, € valido
ressaltar que as células utilizadas neste estudo foram provenientes de um doador
adulto, com idade superior a 40 anos. Assim, a possibilidade de que o numero de
células-tronco mesenquimais fosse mais elevado e que seu potencial de
diferenciacdo fosse maior se células da medula 6ssea de um paciente mais jovem
tivessem sido utilizadas, ndo pode ser descartada.

No décimo e no 15° dia de cultura foi detectada, através do QT-PCR a
expressdo dos genes BGLA e SSP1, que codificam as proteinas osteocalcina e
osteopontina, respectivamente, bem como a atividade da fosfatase alcalina, sendo
gue os resultados mostraram uma deteccdo mais precoce da expressdo destes
genes com o passar dos dias. Esses dados permitem concluir que houve

proliferacdo celular, bem como diferenciacdo osteogénica das ceélulas nestes
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periodos, ja que estas proteinas sdo consideradas marcadores osteoblasticos, por
serem expressas exclusivamente por células pré-osteogénicas e por osteoblastos
maduros, com excecdo da osteopontina que pode ser detectavel em células
precursoras em estagios relativamente precoces da diferenciacdo (OZAWA,
KASUGAI, 1996; AUBIN, 1998).

Diversos autores tém chamado atencéo para a necessidade dos arcaboucos
para engenharia de tecido 0sseo apresentarem boas propriedades mecanicas
(TEMENOFF et al., 2000), entretanto, pode-se concordar com Logeart-Avramoglou
et al. (2005) e Cyster et al. (2005) quando afirmam que tais exigéncias ndo séo
necessarias ja que a funcao principal do arcabouco é suportar o crescimento 0sseo
e nao fornecer suporte para forcas mecanicas. Para estes autores, quando
necessario, uma estabilidade mecanica suficiente pode ser obtida através de

aparatos ortopédicos apropriados como placas internas ou fixadores externos.

A resisténcia mecanica das amostras estudadas nesta pesquisa foi
previamente mensurada por Machado (2007) e situou-se em torno de 3,6MPa. Os
arcaboucgos apresentavam a resisténcia minima suficiente para o manuseio dos
mesmos, 0 que de certo modo ja era suficiente, ja que essa resisténcia seria
aumentada com a proliferacdo de osteoblastos ao formar o tecido ésseo, e isto se da
de modo extracorpéreo, in vitro, sem grandes solicitagdes mecanicas. De qualquer
forma, para um aumento da resisténcia mecanica dos arcaboucos utilizou-se a
solugao com defloculante, pois desta forma haveria um aumento na compactacéo da
pasta cimenticia, favorecendo um aumento da resisténcia (SANTOS, 2002).

Concordamos com Barralet et al. (2002) ao afirmar que, embora a resisténcia
mecanica dos arcaboucos de CFC macroporosos seja baixa, é evidente que isso
ndo pode contra-indicar seu uso como arcabouco para engenharia de tecido 6sseo.
A principal exigéncia mecéanica do arcabouco € manter a estrutura da camada
tecidual enquanto a vascularizacdo e o crescimento 0sseo ocorrem. Uma vez que 0s
arcaboucos de CFC podem ser reabsorvidos, a sua resisténcia a longo prazo pode
ser menos importante que a néo-reabsor¢édo das hidroxiapatitas sinterizadas, por
exemplo.

O cimento de fosfato de calcio apresenta-se como um material de uso

potencial bastante forte na engenharia de tecido 0sseo e sua associacdo com
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materiais poliméricos é um campo bastante promissor a ser investigado em

pesquisas futuras, visando, com isto, associar as vantagens de ambos 0s materiais.
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7 CONCLUSOES

A patrtir dos resultados da presente pesquisa € possivel concluir que:

Os arcaboucos de CFC, com macroporosidade criada por esferas de
parafina, avaliados por meio de MEV, apresentaram poros interconectados
e com dimensbes compativeis com o tamanho das esferas utilizadas, que
foi entre 100 e 250um.

O CFC permite adesédo, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais em células da linhagem osteogénica, podendo ser utilizado
como arcabouco para engenharia tecidual.

A diferenciacdo das células-tronco mesenquimais em células osteogénicas
foi confirmada pela deteccdo da expressédo dos genes BGLA e SSP1 que
codificam as proteinas osteocalcina e osteopontina, respectivamente bem
como a atividade da fosfatase alcalina, outro marcador osteoblastico, nos

periodos de 10 e 15 dias de cultura.
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O Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS
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Prof. Dr. Delio José Kipper
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ANEXO C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Resolucdo 196/96 do CNS/MS

Titulo da pesquisa: A Utilizacdo do Cimento de Fosfato de Calcio como
Arcabouco para Engenharia de Tecido Osseo: estudo in vitro .

Sr. Paciente:

O senhor(a) tem indicacdo de cirurgia para remocao de enxerto 0sseo da
crista do osso iliaco, objetivando a reconstru¢cdo da maxila para posterior colocacao
de implantes dentéarios, o que possibilitara uma reabilitacdo oral completa. Dentro
deste o0sso que serd removido pelo seu Cirurgido-responsavel, existem células
(chamadas células de medula Ossea) que, durante a coleta do 0sso, morrem
naturalmente devido ao processo cirargico e serdo descartadas pelo seu cirurgido.
Estas células que serdo, inevitavelmente, descartadas poderéo ser aproveitadas em
uma pesquisa que tem por objetivo desenvolver novas técnicas e materiais que
possam ajudar na reabilitacdo de pacientes que buscam o0 nosso servico com o0
objetivo de também serem reabilitados.

Os procedimentos a serem utilizados : Esclarecemos que tal coleta s6
podera ser realizada quando estiver ocorrendo a sua cirurgia para reconstrucao
maxilar com enxerto de 0sso iliaco. Estas células serdo removidas, com seringas e
curetas, da medula que se encontra junto ao o0sso iliaco ja removido, que sera
destinado a enxertia proposta no maxilar. Depois disto, as células seréo utilizadas na
nossa pesquisa em laboratdrio e feito isto, serdo finalmente descartadas.

Da mesma forma, a ndo concordancia em participar de  ste estudo nao ira
alterar de nenhuma maneira o tratamento ja estabele  cido.

A justificativa e os objetivos desta pesquisa: Este estudo visa beneficiar todos
aqueles pacientes que por qualquer razédo vieram a perder seus dentes de forma
precoce e, por conseguinte, apresentam necessidade de reabilitacdo com implantes.
Serd verificada a interacdo das células com outros materiais biocompativeis com o
intuito de desenvolver técnicas e materiais que ajudem aos pacientes a terem cada
vez melhores materiais a sua disposicao.

Caso o0 senhor concorde em participar do estudo em ¢ uestdo, por favor leia
com atencdo, preencha e assine este Termo de Consen timento Livre e
Esclarecido conforme se segue:

Eu, (paciente ou responsavel) fui
informado dos objetivos da pesquisa acima descrita de maneira clara e detalhada.
Recebi informagdes a respeito dos procedimentos a serem executados e esclareci
minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacoes e




77

modificar minha decisdo se assim eu desejar. A Dra. Tais Somacal Novaes Silva
(Pesquisadora Responsavel) certificou-me de que todos os dados desta pesquisa
referntes as células de medula 6ssea do meu corpo serdo confidenciais, bem como
0 meu tratamento ndo sera modificado em razdo desta pesquisa e terei liberdade de
retirar meu consentimento de participacdo na pesquisa face a essas informacoes.

Caso eu tenha novas perguntas ou duvidas sobre este assunto, ou ainda
qualquer pergunta sobre os meus direitos como participante deste estudo, ou se
penso que fui prejudicado pela minha participagéo, posso contactar, imediatamente,
a Dra. Tais Somacal Novaes Silva ou a Dra. Denise Cantarelli Machado
(Orientadora).

Declaro que recebi copia do presente termo de consentimento.
Nome do Paciente:

Assinatura:
Data:

Nome do Pesquisador Responsavel:
Assinatura:
Data:

Nome do Orientador:
Assinatura:
Data;

Este formulario foi lido para

1.a Via Paciente
2.a.Via Pesquisador



