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RESUMO

ANALISE DA ASSOCIACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA
OSSEA A UM ARCABOUCO DE OSSO BOVINO LIOFILIZADO

As células-tronco mesenquimais detém grande promessa para a reparacao e
regeneracao de tecidos, inclusive de defeitos 6sseos. A associacdo destas células a
um arcabouco que se assemelhe a estrutura e a fisiologia do tecido 6sseo é um dos
grandes desafios da engenharia tecidual 6ssea. O o0sso bovino liofilizado, com
estrutura e composicao quimica similares ao 0sso humano medular, além de possuir
propriedades mecéanicas comparaveis as do 0sso humano, atua como excelente
material osteocondutor. O presente estudo in vitro teve como objetivos avaliar o
cultivo de células mononucleares de medula éssea (CMMO) sobre um arcabouco de
0sso bovino liofilizado (OrthoGen® - Baumer S.A., BR) recoberto com fibronectina;
verificar se diferentes densidades celulares interferem na proliferagcdo e na adesao
destas células e avaliar se a associacdo de plasma rico em plaquetas (PRP)
interfere na adesdo e na proliferacdo das CMMO cultivadas sobre o arcabouco de
0sso bovino liofilizado. Para isso, células da medula 6ssea obtidas de um rato Kyoto
foram cultivadas sobre blocos de osso bovino liofilizado, recobertos com fibronectina,
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado.
As amostras do OrthoGen® foram distribuidas em quatro grupos experimentais, em
triplicata, em trés placas de cultura com 24 pocos e avaliadas em trés periodos: 72
h, 96 h e 192 h. Grupo 1: 0sso bovino liofilizado + CMMO (5 x 10* células/poco);
Grupo 2: 0sso bovino liofilizado + CMMO + PRP; Grupo 3: 0osso bovino liofilizado +
fibroblastos (3T3); Grupo 4: 0sso bovino liofilizado + CMMO (15 x 10* células/poco).
As culturas foram incubadas com o agente intercalante 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) para coloracdo nuclear visando a avaliacdo de densidade populacional, por
meio da deteccdo por microscopia confocal, do nimero de células aderidas aos
arcaboucos de osso bovino liofilizado, apds 72 h, 96 h e 192 h. A anélise da
superficie do osso bovino liofilizado e das caracteristicas morfolégicas das células
aderidas sobre ele o foram realizadas em uma amostra de cada grupo, com o auxilio
do microscopio eletrénico de varredura. A andlise de variancia (ANOVA) com dois
fatores mostrou interacao significativa entre os efeitos principais avaliados: grupo e
tempo, com valor de p < 0,001. Através dos resultados do teste estatistico de

Bonferroni, verificou-se diferenga significativa da média de nucleos no periodo de




cultura de 96 h no grupo 3, e no periodo de cultura de 192 h no grupo 4, a qual foi
maior do que as dos demais grupos. Através da analise por microscopia eletrénica
de varredura foram observadas CMMO aderidas ao arcabou¢o de 0sso bovino
liofilizado somente no grupo 3 e no grupo 4, neste aumentando de forma
progressiva, ja sendo possivel evidenciar diferenciacdo na morfologia celular e
identificar células esféricas e fusiformes com prolongamentos citoplasmaticos.
Conclui-se que as CMMO cultivadas sobre um arcabougo de 0sso bovino liofilizado
recoberto com fibronectina aderiram e proliferaram sobre a superficie 6ssea. As
CMMO cultivadas numa densidade de 15 x 10* células / poco, aderiram e
proliferaram sobre a superficie 6ssea de forma mais evidente, quando comparadas
as CMMO cultivadas numa densidade 5 x 10* células / poco, nos trés periodos de
cultura avaliados. A associacdo de PRP a cultura de CMMO sobre um arcabouco de
0sso bovino liofilizado aumentou, mas nao de forma estatisticamente significativa, a

adesdo e a proliferacao celular sobre a superficie 6ssea.

Palavras-chave: Células da Medula Ossea; Células-Tronco; Matriz Ossea;
Regeneracao Ossea; Engenharia Tecidual




ABSTRACT

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION OF BONE MARROW MONONUCLEAR
CELLS TO A LYOPHILIZED BOVINE BONE SCAFFOLD

Mesenchymal stem cells hold great promise for tissues repair and regeneration,
including bone defects. The association of these cells to a scaffold which resembles
bone tissue structure and physiology is a major challenge in bone tissue engineering.
The lyophilized bovine bone has a structure, chemical composition and mechanical
properties similar to human bone marrow and acts as an excellent osteoconductive
material. This in vitro study aimed to evaluate the growth of bone marrow
mononuclear cells (BMMC) on a lyophilized bovine bone scaffold (Orthogen® -
Baumer S.A., BR) covered with fibronectin; to verify if different cell densities interfere
with the adhesion and proliferation of these cells and to evaluate whether the
combination of platelet-rich plasma (PRP) interferes with adhesion and proliferation
of BMMC grown on the lyophilized bovine bone scaffold. For this purpose, bone
marrow cells obtained from a Kyoto rat were grown on blocks of lyophilized bovine
bone coated with fibronectin in DMEM culture medium supplemented with 10%
inactivated fetal bovine serum. The Orthogen® samples were distributed into four
experimental groups, in triplicate, in three 24 wells culture plates and evaluated in
three periods: 72 h, 96 h and 192 h. Group 1: lyophilized bovine bone + BMMC (5 x
10* cells / well); Group 2: lyophilized bovine bone + BMMC + PRP; Group 3:
lyophilized bovine bone + fibroblasts (3T3); Group 4: lyophilized bovine bone +
BMMC (15 x 10* cells / well). Cultures were incubated with the intercalating agent
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for nuclear staining in order to evaluate the cell
population density, by detection with confocal microscopy, of the number of cells
adhered to the lyophilized bovine bone scaffolds, after 72 h, 96 h and 192 h. The
analysis of the lyophilized bovine bone surface and the morphological aspects of the
cells adhered to it was performed on one sample from each group, by scanning
electron microscopy (SEM). Analysis of variance (ANOVA) with two factors showed a
significant interaction between the main effects evaluated: group and time, with p <
0.001. Through the results of Bonferroni statistical test, significant difference was
found in the average number of nuclei in the period of culture of 96 h in group 3, and
the period of culture of 192 h in group 4, which was higher than the other groups.
Through SEM analysis, mononuclear cells adhered to the lyophilized bovine bone




scaffold were observed only in the groups 3 and 4, in the last, progressively, being
already possible to observe cell morphology differentiation and to identify spherical
and fusiform cells with cytoplasmic extensions. We concluded that BMMC cultured on
a lyophilized bovine bone scaffold coated with fibronectin adhered and proliferated on
the bone surface. BMMC cultured at a density of 15 x 10* cells / well, adhered and
proliferated on the bone surface more evidently, when compared to the BMMC
cultured at a density 5 x 10* cells / well, in the three culture periods evaluated. The
association of PRP to BMMC culture on a lyophilized bovine bone scaffold increased,
but not with statistical significance, the adhesion and proliferation on the bone

surface.

Key-words: Bone Marrow Cells; Stem Cells; Bone Matrix; Bone Regeneration;

Tissue Engineering
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1 INTRODUCAO

O osso autdgeno € considerado o enxerto ideal para o reparo de defeitos
0sseos devido a sua capacidade osteogénica, osteoindutora e osteocondutora. No
entanto, a necessidade de se ter uma area doadora e a morbidade cirdrgica
associada a sua remocédo tem sido um limitador da indicacdo e aceitacdo pelos

pacientes deste tipo de enxerto.

A utilizacdo de enxertos homdlogos € uma alternativa para o reparo de
defeitos Osseos por possuirem boa capacidade osteocondutora e terem
disponibilidade menos limitada. Embora haja desvantagens no uso desses enxertos
como a pouca osteogenicidade, baixa osteoindugdo, maior taxa de reabsorcao,
menor capacidade de incorporacdo ao hospedeiro, um potencial de gerar respostas
imunologicas no receptor e o risco de transmissdo de doencas, outros substitutos
biolégicos e sintéticos ndo se mostraram superiores. Por isso seu uso tem
aumentado nos ultimos anos de acordo com as estimativas da Associacdo Brasileira
de Transplantes. Apesar do crescimento continuo dos transplantes 0sseos nos
altimos anos, os Bancos de Tecidos Musculo-Esqueléticos no nosso pais ainda
lidam com dificuldades em captar, processar, armazenar e distribuir estes tecidos
dentro de processo rigoroso e normatizado pelo Sistema Nacional de Transplantes -
Ministério da Saude. A demanda atual por enxertos 6sseos homélogos congelados é
muito maior que a quantidade disponibilizada e ha necessidade da busca de novas
fontes de tecido 6sseo e do desenvolvimento de estratégias para resolver esta
questdo’. Visando o conforto e o minimo de morbidade aos pacientes, buscamos
repostas por meio da terapia celular, que utiliza os beneficios das células-tronco,
para incrementar o0s substitutos ésseos aldégenos, xendgenos e sintéticos,
transformando um material primariamente osteocondutor, em um substituto 6sseo
com todas as propriedades e qualidades do enxerto ésseo autdgeno, sem a

morbidade e as complicacfes cirdrgicas associadas a sua obtencao.
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As células-tronco adultas ou somaticas detém grande promessa para a
reparacdo e regeneracdo de tecidos, inclusive de defeitos 6sseos. Atualmente, o
interesse dos cientistas é continuo na investigacdo da biologia das células-tronco
mesenquimais, sobretudo quanto ao potencial de aplicacées terapéuticas?.

As células mesenquimais tém sido descritas como células multipotentes que
podem se multiplicar como células indiferenciadas e se diferenciar em células de
linhagens de diferentes tecidos. A medula 6ssea de individuos adultos contém
células-tronco mesenquimais indiferenciadas com um grande potencial osteogénico,
que contribuem para a regeneracdo do tecido 0sseo. As células da fracéo
mononuclear correspondem a primeira separacdo das células-tronco e podem ser
obtidas por meio de técnicas simples de centrifugacdo. Dentre as células

mononucleares, existem as hematopoiéticas e as mesenquimais®”.

Nos ultimos anos, os estudos da associacdo de células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) a diversos biomateriais tém evoluido progressivamente,

visando melhorar a capacidade reparadora dos diferentes tipos de tecidos™®.

A bioengenharia tecidual possibilita a utilizacdo de células isoladas, fatores de
crescimento que induzem a proliferacdo celular e substratos adequados que agem
como carreadores de células ou proteinas, objetivando criar tecidos autdgenos em
laboratério e possibilitar sua aplicacdo como agentes terapéuticos. A associacao de
células-tronco adultas induzidas para diferenciacdo osteogénica a um arcabouco
gue se assemelhe o0 mais préximo a estrutura e a fisiologia do tecido 6sseo é um dos

grandes desafios da engenharia tecidual 6ssea’.

Substitutos 6sseos alégenos, xendgenos e sintéticos vem sendo utilizados de
maneira crescente nas reconstrucbfes 0sseas, como alternativa aos enxertos
autdgenos, servindo como arcabouc¢o ou suporte para o processo de neoformacao
0ssea (osteocondutores). Pesquisadores das diferentes areas de regeneracao 0ssea
buscam incrementar esses enxertos 0sseos com células vidveis e fatores de
crescimento, atribuindo a eles propriedades osteogénicas e osteoindutoras,

caracteristicas inerentes ao 0sso autégeno.

Diversos biomateriais vem sendo estudados para serem utilizados como

bY

arcaboucos para transplantes celulares, visando a reparacdo 6ssea. Um bom

arcabouco produzido pela bioengenharia deve possuir a morfologia semelhante a do
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osso perdido, apresentar uma arquitetura interna que permita uma boa perfuséo,
adesao, proliferacdo, crescimento e maturacdo das células. Este material deve ser
altamente hidratado para manter o ambiente isosmatico, permitir a mobilidade e o
crescimento de elementos angiogénicos, apresentar baixo nivel de imunogenicidade,
ser de facil adaptacdo e ter a capacidade de ser fixado cirurgicamente com
parafusos ou fios. Além disto, deve ser uma barreira aos tecidos vizinhos e ser

absorvido em um tempo compativel com a formagado 6ssea>’*%*2,

O o0sso esponjoso xendégeno de origem bovina com estrutura e composicao
quimica comparavel ao osso humano é uma alternativa para atender a alta demanda
de pacientes com necessidade de enxertos. O processo de fabricacdo do enxerto
0sseo bovino liofilizado mantém a estrutura morfolégica e quimica natural do 0sso,
permitindo a producdo de um produto final com excelentes caracteristicas
biomecanicas. Os ensaios pré-clinicos demonstraram excelente biocompatibilidade,
capacidade de neoformacdo Ossea e resisténcia mecanica do produto. O
procedimento de limpeza dos espagos intertrabeculares otimiza os fendmenos de
osteoconducdo acarretando a revascularizagdo do enxerto. A preservacdo da
estrutura quimica (mineral-colagenosa) e fisica (porosa trabeculada) natural do osso
favorece a deposicao e populacdo de células com potencial osteogénico e formacao

de osso novo®3,

A necessidade de desenvolver alternativas para o reparo de tecidos lesados
tem dado destaque a implementacdo de materiais biomiméticos. Estes sédo capazes
de induzir uma resposta celular especifica e direcionar a formag&o do novo tecido via
reconhecimento biomolecular. A modificacdo de superficies tem sido proposta a fim
de melhorar os processos de adeséao, proliferacdo, migracao e diferenciacdo celular
nas superficies de biomateriais. O método de imobilizacdo de biomoléculas da matriz
extracelular, como a fibronectina, tem sido utilizado na producdo de materiais

bioativos*®.

O plasma rico em plaquetas (PRP) tem sido utilizado associado aos enxertos
0sseos visando acelerar e melhorar a qualidade da regeneracdo 6ssea. Promove
uma maior adesao celular e acelera a proliferacdo celular e a diferenciacao
osteogénica devido a quantidade acentuada de fatores crescimento nele

presentes™.
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A acédo conjunta dos fatores de crescimento derivados das plaquetas resulta
na sinalizacdo para que células mesenquimais e epiteliais migrem para o local
lesado, sofram divisdo mitética, estimulem a sintese de matriz e colageno,
resultando assim, em uma cicatrizacdo mais rapida e eficiente e favorecendo o

processo de neoformacéo 6ssea’®.

O presente trabalho constitui um estudo experimental in vitro que se propde a
realizar a andlise da cultura de células mononucleares derivadas da medula 6ssea
de rato Kyoto, associadas ou ndo a PRP, sobre um arcabouco de osso bovino

liofilizado recoberto com fibronectina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o cultivo de CMMO sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado

(OrthoGen®- Baumer S.A., BR) recoberto com fibronectina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se diferentes densidades celulares interferem na adesdo e na
proliferacdo de CMMO cultivadas sobre um arcabouco de 0sso bovino

liofilizado.

e Avaliar se a associacdo de PRP interfere na adesdo e na proliferacdo das

CMMO cultivadas sobre o arcabouco de osso bovino liofilizado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 REGENERACAO OSSEA

A regeneracdo do tecido 6sseo danificado esta relacionada aos seguintes
principios biolégicos fundamentais: osteogénese, osteoinducdo, osteoconducado e
osteopromocao. Esforcos tém sido feito para atingir a forma ideal de regeneracao
Ossea através da combinacdo destas quatro propriedades nos diversos tipos

biomateriais®?*’.

A osteogénese é considerada o processo mais eficaz de regeneracdo 0ssea.
Ocorre quando células Osseas vivas sdo enxertadas em um leito receptor e
permanecem com a capacidade de formacédo de novo tecido 6sseo. A formacgéo e o
desenvolvimento de tecido O6sseo ocorrem através do transplante autdégeno de
células 0sseas, sendo necessario uma area doadora, distante ou ndo da area a ser
enxertada. Esse tipo de terapia fornece desde células osteoblasticas bem
diferenciadas até células mesenquimais indiferenciadas (CMIs). O osso autogeno €&
0 Unico biomaterial disponivel com propriedade osteogénica. A sua forma mais

7

eficaz é 0 0sso esponjoso, que contém a maior concentracdo de células

6sseast>1’18,

A osteoinducao representa a capacidade de um material de formar osso em
local onde nédo haveria formacdo Ossea através da inducdo de células-tronco
mesenquimais indiferenciadas a se diferenciarem em osteoblastos. As proteinas
morfogenéticas 0sseas (BMPs) e a matriz 6ssea desmineralizada sdo exemplos de

agentes osteoindutores*>" 8.

A osteoconducdao € a propriedade apresentada pelos biomateriais de conduzir
a neoformacdo é6ssea através de sua matriz de suporte (arcabouco), permitindo a
migracdo de vasos e de células osteoprogenitoras provenientes da area receptora,
além de impedir a migragcdo de epitélio para o interior do defeito 6sseo e desta
forma, contribuir para a neoformacdo O6ssea. A matriz deve ser reabsorvida e

simultaneamente substituida por tecido ésseo. Assim, os materiais osteocondutores
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sdo biocompativeis e formam um arcabouco para deposicdo e proliferacdo celular
com atividade osteoblastica. Entre os materiais podemos incluir a hidroxiapatita,

sulfato de célcio, fosfato tricalcico e colageno™*"*8,

A osteopromocdo ocorre quando um material é adicionado ao leito receptor e
sua presenca exerce uma influéncia positiva sobre a regeneracéo 6ssea, quando em
conjunto com outros fatores. Um exemplo seria o plasma rico em plaquetas, que
através de seus fatores de crescimento liberados no processo de cicatrizagao
contribui para a diferenciacdo e multiplicacao celular, porém a sua simples presenca,
sem fatores osteogénicos ou osteocondutores, ndo propicia a formacdo Ossea.
Refere-se também ao uso de meios fisicos (membranas ou barreiras) com o intuito
de impedir a migracdo de células indesejaveis oriundas dos tecidos conjuntivo e
epitelial, permitindo a diferenciacdo e proliferagdo celular, predominantemente de
osteoblastos, a partir do leito receptor, viabilizando a neoformacdo oéssea. A

7

regeneracdo O0ssea guiada é a técnica que usa a osteopromocdo como principio
biolégico®*"*8,

As abordagens atuais em reconstrucdo Ossea incluem cirurgias com
biomateriais, enxertos autégenos ou alégenos e xendgenos, embora existam
restricdes em todas essas técnicas. Dentre estas restricbes, a morbidade da area
doadora, a limitacdo de quantidade dos auto-enxertos, riscos de respostas
imunologicos e de transmissao doencas infecciosas para aloenxertos. Numerosos
substitutos 0sseos tém sido utilizados nos ultimos anos na prética clinica, no
entanto, cada material tem desvantagens especificas, e nenhum deles pode
perfeitamente substituir o auto-enxerto. Uma importante razdo para priorizar 0s
enxertos de tecido sobre os biomateriais é que eles contém células viaveis e
substancias capazes de induzir a formacao de tecidos, restaurando e mantendo as

funcées teciduais'®!t>1718,

3.2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS INDIFERENCIADAS

As células mesenquimais tém sido descritas como células progenitoras
multipotentes que podem se replicar como células indiferenciadas e apresentam
ainda a capacidade de se diferenciar em células da linhagem mesenquimal, como

0sso, cartilagem, ligamento, tenddo, tecido conjuntivo, gordura e musculo. A
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multiplicacéo e diferenciacédo destas células sdo reguladas por fatores intrinsecos e
extrinsecos, 0s quais sdo responsaveis pelo controle da expressdo dos padrées
molecular e celular, resultando em tecidos especificos, com fungbes especificas, de

acordo com o seu fen6tipo®*.

A medula 6ssea de individuos adultos contém células-tronco mesenquimais
indiferenciadas com um grande potencial osteogénico, que contribuem para a
regeneracao do tecido 6sseo. Esse processo de diferenciacdo é influenciado por
nutrientes basais, densidade celular, organizacdo espacial, forcas mecanicas,

fatores de crescimento e citocinas”.

No aspirado obtido de células da medula d&ssea existem células
mononucleares (indiferenciadas) e multinucleares (j& diferenciadas). Dentre as
células mononucleares, existem as hematopoiéticas e as mesenquimais. As células
da fracdo mononuclear correspondem a primeira separacdo das ceélulas-tronco e
podem ser obtidas por meio de técnicas simples de centrifugacdo. As células
hematopoiéticas ddo origem a todos os tipos de células do sangue e as células
mesenquimais tém o potencial de se renovar e diferenciar em varias linhagens de
tecido, se diferenciando em adipdcitos, condrdcitos, e precursores osteogénicos. O
isolamento das CMIs é baseado no gradiente de densidade na centrifugacdo, o
fenétipo das células permanece estavel durante a cultura e ndo existe perda do
potencial osteogénico, condrogénico e adipogénico®.

Nos dultimos anos, os estudos da associacdo de CMMO a diversos
biomateriais tém evoluido progressivamente, visando melhorar a capacidade

reparadora dos diferentes tipos de tecidos®®.

3.3 ARCABOUCO

Arcaboucos podem ser definidos com matrizes provisoérias para o crescimento
0sseo, proporcionando um ambiente apropriado para o desenvolvimento do tecido e

favorecendo a adesdo, o crescimento e a diferenciacéo celular®*.

Diversos biomateriais vem sendo estudados para serem utilizados como
arcaboucos para transplantes celulares, visando a reparacédo 6ssea. Um arcabouco

ideal para a engenharia O6ssea deve apresentar algumas caracteristicas
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fundamentais: biocompatibilidade, propriedades osteocondutora e osteoindutora;
possuir uma arquitetura que permita uma boa perfusdo e penetracdo celular
(porosidade e interconectividade), composi¢cdo quimica e propriedades mecéanicas
semelhantes as do osso perdido e caracteristicas de superficie que permitam
adesdo, crescimento e maturacdo das células das células. Este material deve ser
altamente hidratado para manter o ambiente isosmotico, permitir a rapida
angiogénese, apresentar baixo nivel de imunogenicidade, ser de facil adaptacdo ao
0SSO e ter a capacidade de ser fixado cirurgicamente com parafusos ou fios. Além
disto, deve ser uma barreira aos tecidos vizinhos, e ser absorvido em um tempo

compativel com a formacdo 6ssea” %1219,

De acordo com Khaled et al. (2011), o tamanho dos poros é uma
caracteristica determinante para um arcabouco eficiente, podendo variar de 300 a
1.200 ym de diametro, visando facilitar a semeadura e a difusdo de células, assim
como nutrientes através dos poros, permitindo a migracao e a proliferacdo celular. A
porosidade de menor didametro ndo é eficiente, enquanto a de maior pode afetar
propriedades mecanicas dos arcaboucos™.

De acordo com Szpalski et al. (2012), numerosos investigadores tém
estudado os arcaboucos utilizados em engenharia 0ssea no intuito de melhorar as
propriedades de biocompatibilidade, osteoindutividade, osteocondutividade,
resisténcia mecanica, e reabsorcéo funcional, minimizando a inflamacéo e reacéo de
corpo estranho. A associacdo de células-tronco adultas induzidas para diferenciacao
osteogénica a um arcabouco que se assemelhe o mais proOximo a estrutura e a
fisiologia do tecido 6sseo é um dos grandes desafios da engenharia tecidual éssea.
Além disto, moléculas de sinalizac&o celular, fatores de crescimento e estimulantes

da angiogénese podem melhorar o reparo 6sseo?.

Tabatabaei et al. (2012), em revisdo sistematica de 64 estudos sobre
arcaboucos utilizados associados a CMIs para as reconstrucdes maxilares, os
classificaram em trés principais grupos: naturais organicos, como a esponja de
colageno e o PRP; naturais inorganicos, como a hidroxiapatita de coral e a fibroina
da seda; polimeros sintéticos, como o PLA (acido poli-lactico) e PLGA (acido poli-
lactico-glicélico); ceramicas sintéticas, como a hidroxiapatita e o B-TCP, e
compostos, como a associacao de hidroxiapatita com polimeros sintéticos. De uma

forma geral, os melhores resultados foram obtidos quando foram utilizados




27
Revisdo de Literatura

arcaboucos de coral, seguido dos biomateriais compostos, com mais de 80% de
osteogénese. Concluiram que, até o presente momento, o arcabouco ideal, que
atenda a todos os critérios para a engenharia tecidual 6ssea ainda nao foi
encontrado, e que apesar da reconstru¢cdo com 0sso autdégeno permanecer sendo
considerada a estratégia preferida para o tratamento de defeitos Osseos, a
perspectiva futura da engenharia tecidual 6ssea inclui a aplicacdo da técnica da
prototipagem rapida para a fabricagdo de arcabougos compostos customizados
utilizando as imagens de tomografia computadorizada e de ressonancia magnética

dos pacientes associadas a células-tronco geneticamente modificadas™.

3.4 ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

A engenharia tecidual 6ssea € a construcdo, o reparo ou a substituicdo de
tecido 0sseo perdido em seres humanos ou animais. Pode ocorrer dentro do corpo
ou extra-corporal, em um biorreator, para posterior enxertia dentro do corpo. Da
engenharia tecidual vem emergindo a possibilidade de alternativas estratégicas para
a regeneracdo 0ssea. Para o desenvolvimento de pesquisas dentro da engenharia
tecidual sdo requisitos minimos a presenca de células osteoprogenitoras, um
arcabouco apropriado e substratos, além de estimulos bioquimicos e biofisicos para
o crescimento e a diferenciacdo celular. O arcabouco extra-celular fornece a
estrutura fisica e quimica para orientar a proliferacdo e a diferenciacdo

celular>t0-1221,

Técnicas de reparo dos defeitos 0sseos eficazes, minimamente invasivas e
seguras vém sendo testadas em pesquisas nos diversos centros de bioengenharia
espalhados pelo mundo. Existem trés principais estratégias terapéuticas para o
reparo de perdas Osseas em pacientes: o implante células recém-isoladas ou
cultivadas e induzidas para a diferenciacédo osteoblastica in vitro; o implante de um
tecido semelhante a osso desenvolvido in vitro a partir de células cultivadas sobre
um arcabouco e a regeneracao de tecidos in situ. No implante de células induzidas
osteoblasticas in vitro, células do paciente ou de um doador sdo injetadas
diretamente no tecido danificado associada ou ndo a um arcabouco. No implante de
tecido, ocorre quando um tecido tridimensional completo é cultivado in vitro,

utilizando células aut6logas ou doadores sobre um arcabouco, o qual tem que ser
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implantado, uma vez que chegou a "maturidade". Na regeneracdo in situ, a
neoformacédo 6sse é induzida por arcaboucos especificos ou por estimulos externos
que sdo usados para estimular as células do proprio corpo a promover a reparacao
do tecido local'®1?2,

De acordo com Szpalski et al. (2012), dentro da engenharia de tecidos
existem trés fatores principais que podem promover rapida regeneracdo éssea e
integracdo com o tecido hospedeiro: osteoconducéo (biomateriais), indugao por
fatores bioativos e transplante celular. A engenharia 6ssea deve fornecer
osteocondutividade, auxiliando na formacdo e deposicdo de osteoblastos e
subsequente mineralizacdo da interface do biomaterial e fornecer sinais
osteoindutivos como as proteinas morfogenéticas 6sseas e hormdnios para a
formagcdo Ossea. Esses fatores também estardo diretamente interligados com o
tamanho do defeito, o suprimento de células adjacentes a essa area, a velocidade

de migracé&o celular e a viabilidade de vascularizacdo?.

Pourebrahim et al. (2012) afirmaram que para reduzir as complicacoes
associadas aos enxertos 6sseos autdgenos, diversos biomateriais substitutos estao
sendo utilizados clinicamente como a hidroxiapatita, o alfa e beta fosfato tricalcico e
a matriz 6ssea desmineralizada. A engenharia tecidual permite a combinacao destes
biomateriais com osteoblastos e fatores de crescimento, proporcionando uma nova
alternativa na qual células osteprogenitoras sdao semeadas em um arcabouco
semelhante a o0sso, de origem natural ou sintético, que permite a adesdo e
crescimento de células osteoblaticas, ou a diferenciacdo osteogénica de células
precursoras in vitro. Ressaltaram que a engenharia tecidual 6ssea € uma éarea de
crescimento rapido e promissora. Na engenharia de tecidos, células, a matriz
extracelular e fatores de crescimento sdo combinados para projetar novos materiais
de enxerto que podem induzir o reparo dos tecidos com base no potencial de

regeneracdo natural®*,

Estudos realizados pelo grupo de pesquisas do Laboratério de Biologia
Celular e Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS com cultura, in vitro, de células-tronco mesenquimais derivadas da medula
0ssea humana, utilizando a BMP-4 como agente indutor, assim como derivadas de
tecido adiposo, mostraram que estas células aderem e proliferam em cultura; sofrem

osteoinducéo quando cultivadas em meio contendo proteina éssea morfogenética-4
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(BMP-4) ou dexametasona / acido ascorbico/ B-glicerolfosfato (DAG), produzindo
células dos diferentes estagios da linhagem osteoblastica; expressam proteinas
marcadoras da linhagem osteogénica — fosfatase alcalina, osteocalcina e

osteopontina e; apresentam deposicdo de matriz mineralizada®*.

Fritscher (2007) realizou um estudo in vitro que teve como objetivo avaliar a
adeséo, a proliferacdo e a diferenciacdo de células mesenquimais da medula 6ssea
humana cultivadas sobre membrana de colageno bovino e sobre um arcabouco de
acido poliglicdlico polilatico (PLGA), com a adi¢do do gel de PRP e/ ou da proteina
morfogenética 6ssea recombinante humana (rhBMP-4). Avaliou a qualidade e a
velocidade da formacédo tecidual. Os dados obtidos indicaram que o PRP e/ ou a
presenca de RhBMP-4 induzem adeséo, proliferacdo e diferenciacdo de células da
medula 6ssea em células de linhagem osteogénica. Este estudo mostrou haver uma
relacdo positiva entre a proliferagéo e a adesao celular com o uso do PRP. Em todos
0S grupos nos quais foram utilizados PRP, houve um maior nimero de células
aderidas, tanto na membrana de colageno, como na membrana de PLGA, quando

comparados com os demais grupos®®.

Eniwumide et al. (2007), realizaram estudo para avaliagdo de
formacdo 6ssea ectOpica nos seguintes grupos experimentais: 0Sso autdégeno; 0SS0
alégeno; 6sseo aldégeno e arcaboucgos de beta fosfato tricalcico (B-TCP) associados
a hidroxiapatita semeados com células-tronco derivadas da medula éssea autdgena.
Todos os arcaboucos foram implantadas no musculo de cabras holandesas por 12
semanas. A andlise tomografica e histomorfométrica foi realizado para avaliar e
quantificar a formacdo de osso ectépico. A andlise demonstrou um aumento
significativo na neoformacdo 6ssea nos arcabouco de fosfato de calcio semeados
com celulas-tronco derivadas da medula Ossea, quando comparados aos
arcaboucos de osso autdgeno, alégeno e alégeno semeados com células-tronco
derivadas da medula 0ssea. Estes resultados indicam que os arcaboucos de B-TCP
associados a hidroxiapatita semeados com células mesenquimais sédo superiores ao
enxerto autégeno, ao enxerto alégeno e ao enxerto aldgeno semeado com células
mesenquimais, no que se refere a de formacdo 0ssea em locais implantacao

ectopica®.

Loro (2009) analisou, em estudo in vitro, a associacdo de células-tronco

adultas derivadas da medula éssea a um arcabouco de osso alégeno fresco
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congelado, proveniente de banco de tecidos, em meio de cultura osteogénico DAG
(dexametasona /acido ascoérbico /B-glicerolfosfato). Os aspectos morfolégicos das
células osteogénicas e do arcabougco, além da expressdo das proteinas
osteopontina, osteocalcina e fosfatase alcalina 6sseas foram analisadas em sete,
quatorze e vinte e um dias de cultura, sem e com meio osteogénico (DAG). Os
resultados obtidos do sétimo dia até o vigésimo primeiro dia da pesquisa
demonstraram um aumento na adesdao, na migragdo, no crescimento e na
diferenciacdo celular 6ssea. O meio DAG foi um acelerador da osteogénese,
verificado principalmente, nas primeiras duas semanas. O arcabouco de 0SSO
alégeno apresentou a capacidade de suportar a osteogenése até a mineralizacao
em todas as culturas. Assim, concluiu-se que as células derivadas da medula 6ssea
humana podem aderir, migrar, crescer, proliferar e se diferenciar sobre um
arcabouco de osso alégeno fresco congelado. O meio osteogénico acelera a
adesdo, a migracdo, o crescimento, a proliferacdo e a diferenciacdo das células
tronco adultas em osteoblastos principalmente nos primeiros quatorze dias de
cultura. Os osteoblastos foram obtidos a partir de células de medula 6ssea humana
sobre o0 arcabouco de osso alégeno fresco congelado, mesmo sem adicéo de fatores
osteoindutores. Finalmente, o arcabouco de osso alégeno fresco congelado é

osteocondutor e osteoindutor quando associado a células-tronco adultas®.

Matsushima et al. (2009), avaliaram a capacidade de diferenciacao
osteogénica de CMiIs derivadas da medula déssea humana cultivadas sobre
arcaboucos de hidroxiapatita e de B-TCP, numa densidade de 1 x 10° células/
arcabouco, em meio de cultura suplementado com soro humano, vitamina C, 3-
glicerolfosfato, e dexametasona. A cultura revelou a expresséo de atividade de
fosfatase alcalina, indicando que a diferenciacdo osteogénica das CMIs sobre os
arcaboucos ceramicos, os quais foram entdo, implantadas no tecido subcutanio de
ratos por um periodo de 8 semanas. A analise topografica da superficie dos
arcaboucos e a verificacdo da adesdo celular foram realizadas através de
microscopia eletrénica de varredura. O biomaterial permitiu ndo apenas a adesao
das CMIs, como também a sua proliferacéo in vitro e diferenciacdo osteogénica. A
neoformacgdo Ossea foi observado em ambos os tipos cerdmicos, sendo mais
evidente sobre ceramica de hidroxiapatita do que na de B-TCP. Os resultados

sugerem que as CMIs humanas cultivadas sobre arcaboucos ceramicos poderiam
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manter a sua capacidade osteogénica, mesmo apOs implantacdo ectopica,
proporcionar uma base racional para o uso de CMIs de um paciente e arcaboucos

ceramicas de hidroxiapatita e B-TCP na regeneracéo de tecido 6sseo®.

Mesimaki et al. (2009) ressaltaram que as células-tronco derivadas do tecido
adiposo, quando manuseadas corretamente e, preparadas em nivel laboratorial, em
condicGes padronizadas, podem ser consideradas seguras para a aplicacdo clinica.
Ressaltaram ainda que associacdo com proteinas morfogenéticas (RhMBP-2 e
RhMBP-7), como fatores de crescimento e osteoindutores, € de fundamental
importancia. Estes autores descreveram o primeiro caso de reconstrucdao de maxila
secundaria a hemi-maxilectomia devido a um extenso ceratocisto odontogénico
através de enxerto microvascularizado ectdpico personalizado, utilizando-se um
arcabouco de titanio, associado a células-tronco derivadas do tecido adiposo do
proprio paciente e beta-trifosfato de B-TCP e a RhMBP 2. As células-tronco
derivadas do tecido adiposo foram isoladas e cultivadas in vitro, induzindo a
diferenciagcdo em células mesenquimais osteogénicas e processadas de acordo com
as Normas de Seguranca de Terapia Celular da Unido Européia. O
acompanhamento clinico e radiografico do paciente - através de tomografia
computadorizada - foi realizado durante 12 meses, sendo o0 mesmo submetido a
instalacdo de implantes osseointegrados e a reabilitacdo apds este periodo de
controle. Houve a formacdo de osso maduro. O osso formado apresentou boa
vascularizacdo e permitiu a instalacdo dos implantes com excelente estabilidade
priméaria. Este primeiro relato de utilizagdo das células tronco derivadas de tecido
adiposo seguindo um protocolo técnico, provavelmente servird de base para outros

estudos experimentais em pacientes®,

Beltrdo (2010) realizou estudo in vitro com objetivo de avaliar a adeséo, a
proliferacéo e a diferenciacdo das células da medula 6ssea humana em superficies
de implantes de titdnio com e sem deposicdo discreta de fosfato de célcio. Os
resultados indicaram que a rugosidade da superficie dos discos de titanio possibilita
a adesdao, diferenciacdo e proliferacdo celular e que a presenca de nanoparticulas
de fosfato de calcio na superficie dos implantes aumenta a proliferacdo celular e a

diferenciacao celular®.

Fritscher (2011) realizou estudo para avaliar a influéncia de células

mononucleares de medula 6ssea cultivadas sob membranas de coldgeno no reparo
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de defeitos 6sseos em fémur de ratos. Concluiu que o uso de CMMO associada a
este biomaterial ndo contribui para acelerar o processo de reparo 6sseo, podendo
inclusive atrasar este processo, uma vez que 0 organismo tera que reabsorver o

biomaterial, a0 mesmo tempo em que devera estar formando novo 0sso>°.

Ye et al. (2012) investigaram o efeito da diferenciacdo osteogénia in vitro de
CMlIs cultivadas sobre um arcabouco de ceramica porosa de [B-TCP, apoés
implantacdo subcutanea em ratos. ApO6s o isolamento a partir de aspirados de
medula 6ssea humana, as CMMO foram divididas em trés partes: uma parte foi
semeada em ceramica porosa de B-TCP imediatamente e transplantadas em
camundongos; duas partes foram expandidas in vitro até a segunda passagem
antes da semeadura da células e do transplante in vivo, em condi¢c6es osteogénicas
ou ndo. Os animais foram sacrificados apés 4, 8. 12, 16 e 20 semanas apos a
implantacéo para avaliagcdo tomografica e histolégica. Os resultados mostraram que
a clonogenicidade, a taxa de proliferacdo e a eficacia da semeadura nao foi
significativamente afetadas pela diferenciacdo osteogénica, quando comparadas
com as CMIs. Foi observada neoformacao 6ssea nos poros de todos os arcabougos
semeados com células mesenquimais osteodiferenciadas apds 4 semanas da
implantagdo, a qual foi mantida durante 20 semanas. Pelo contrario, nos arcaboucos
contendo CMIs foi observada neoformacéo 6ssea limitada em apenas em 1 dos 6
casos apos 8 semanas da implantacao, a qual foi mantida durante 4 semanas. Para
os arcabougcos com CMMO, tecido 6sseo neoformado foi observado
esporadicamente em apenas um caso apos 8 semanas da implantagdo. No geral,
este estudo sugere que a osteogénese ectopica em arcaboucos de compostos
ceramicos semeados com CMMO é mais dependente da condigdo de expanséo in
vitro, e que as células mesenquimais osteodiferenciados apresentam o maior

potencial em regenerac&o éssea in vivo®’.

Pourebrahim et al. (2012) realizaram estudo comparativo em cées entre a
reconstrucéo 0ssea de fenda alveolar maxilar através de tecido 0sseo produzido por
engenharia tecidual, por meio do cultivo de células-tronco mesenquimais isoladas a
partir de tecido adiposo subcutaneo canino e cultivadas em uma densidade de 5 x
10° sobre um arcabouco de hidroxiapatita / B-TCP, em meio osteogénico por 21 dias,
e a reconstrucdo Ossea por enxerto 0sseo autdégeno. A regeneracdo Ossea foi

avaliada por histomorfometria 15 e 60 dias apdés a reconstrucdo das fendas
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alveolares. Na reconstrucao realizada com enxerto 0sseo autégeno foi observada
maior neoformacdo O0ssea quando comparada com a reconstrucdo realizada com
células-tronco mesenquimais em 15 e 60 dias, 45% e 96% contra 5% e 70%,
respectivamente. Concluiu que, embora enxerto 6sseo autégeno ainda seja
considerado o padrdo-ouro para a regeneracdo 0ssea, a engenharia de tecidos do

0sso pode fornecer uma alternativa aceitavel*.

3.4 ENXERTO OSSEO BOVINO LIOFILIZADO

O enxerto 6sseo bovino liofilizado tem sido utilizado de forma crescente em
cirurgia ortopédica e buco-maxilo-facial devido a disponibilidade quase ilimitada e
grande semelhanca fisica e quimica ao 0osso humano. Por ser um xenoenxerto
apresenta como desvantagem a possibilidade de desencadear uma resposta
imunolégica e reagfes inflamatorias indesejadas. Muitos estudos foram realizados
para desenvolver um protocolo ideal de processamento fisico e quimico, visando
minimizar os riscos e diminuir a antigenicidade, tornando 0sso bovino liofilizado uma

alternativa aceitavel para os auto-enxertos®.

Galia et al. (2008) realizaram estudo para avaliar, in vitro e in vivo, a
biocompatibilidade do osso bovino liofilizado fabricado em escala semi-industrial
(OrthoGen® - Baumer S.A., BR), por modificagdo de um protocolo desenvolvido
originalmente por Kakiuchi et al. (1996), visando minimizar as alteragbes mecanicas,
fisicas e quimicas, reduzir o teor de gordura, e aumentar a pureza do enxerto 6sseo.
Os seguintes testes foram realizados: citotoxicidade in vitro, toxicidade sistémica
aguda in vivo, potencial de irritagdo bucal in vivo, rea¢do pirogénica in vitro, e carga
microbiana. A avaliacdo in vitro do 0sso esponjoso bovino liofilizado revelou a
auséncia de citotoxicidade, em 100% das amostras. Em relacdo a avaliagdo in vivo
de toxicidade sistémica aguda, realizada em ratos do sexo masculino, nem
anomalias macroscopicas nem mortes foram observadas nos animais testados. A
pirogenicidade nao foi maior do que 0,125 UE/mL em qualquer das amostras. A
carga microbiana revelou resultados negativos para o crescimento microbiano antes
da esterilizacdo. Em relacéo ao potencial de irritacdo bucal, na avaliacdo in vivo em
24 e 72 horas mostraram que 0s animais ndo apresentaram eritema ou edema na

mucosa oral. Concluiram que as mudancas estabelecidas pelos autores para
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preparar o 0sso medular bovino liofilizado em escala semi-industrial € reprodutivel e

produziu um produto com excelente biocompatibilidade®°.

Galia et al. (2009) realizaram um estudo para verificar as similaridades fisico-
quimicas entre os ossos liofilizados humanos e bovinos produzidos a partir de um
protocolo de processamento desenvolvido pelos autores, por meio de analises de
suas composicdes organicas e minerais. O processo de liofilizacdo visou manter as
caracteristicas do tecido processado o mais proximo possivel do 0sso in natura,
subtraindo apenas 0s possiveis agentes imunogénicos, como células medulares e
gordura; quebrando quimicamente as cadeias proteicas e retirando agentes
infecciosos bacterianos, virais e pridnicos. Os percentuais de extrato etéreo (gordura
bruta), proteina total (nitrogénio total) e composi¢cao mineral (fésforo total, P,Os total,
calcio total, sodio total, cinzas e cloretos) das amostras de 0ssos humanos e bovinos
liofilizados foram determinados. Os resultados da composi¢cdo organica e mineral
das amostras estdo expressos nas tabelas 1 e 2. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi observada entre ossos bovinos e humanos apés o
processo de liofilizacdo. Através da avaliacdo das caracteristicas fisicas e quimicas
das amostras de osso liofilizado bovino, conclui-se que, 0 método de processamento
fisico-quimico sugerido pelos autores preserva todas as caracteristicas do 0Sso
original e de similaridades com o osso humano, levando a um produto final com boa

biocompatibilidade excelente capacidade de osteoconducao®.

Tabela 1. Resultados da composi¢cao organica das amostras de 0sso humano e
bovino liofilizados

Elementos (%) Osso Liofilizado
Bovino* Humano*
Proteina Bruta 27,20 27,53
Extrato Etéreo 0,14 0,06
pH 7,41 7,58

*NS — néo significativo, teste t de Student.

Fonte: Galia et al. Caracterizagdo fisico-quimica de ossos liofilizados de origem bovina e humana.
Rev. Col. Bras. Cir. 2009;36(2):157-60 **.
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Tabela 2. Resultados da composi¢cao mineral das amostras de 0sso humano e
bovino liofilizados

Elementos (%) Osso Liofilizado
Bovino* Humano*

Nitrogénio total 4,30 4,30
Fosforo total 11,90 11,90
P,0Os total 27,20 27,10
Calcio total 23,70 24,06
Ca/P 1,99 2,06
Sadio total 0,46 0,57
Cinzas 64,30 64,80
Cloretos 1,30 1,30

*NS — néo significativo, teste t de Student.

Fonte: Galia et al. Caracterizacao fisico-quimica de ossos liofilizados de origem bovina e humana.
Rev. Col. Bras. Cir. 2009;36(2):157-60 **.

Galia et al. (2011) realizaram estudo com objetivo de caracterizar as
propriedades fisico-quimicas do osso medular bovino liofilizado (OrthoGen® -
Baumer S.A., BR) por meio de microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), difratometria de raios-X, analise por
termogravimetria, analise de calorimetria exploratoria diferencial e analise por
infravermelho. A andlise da estrutura microscopica por MEV/EDS revelou que o
produto apresenta estrutura tipica de osso medular com poros interconectados, e
que, apos o processo fisico-quimico ao qual a matéria prima é submetida para
fabricacdo, foi possivel manter a estrutura caracteristica desse tipo de tecido. A
presenca dos poros e a manutencdo da estrutura cristalina trabeculada do 0sso sao
fatores fundamentais para sucesso dos fendmenos celulares de deposicdo de
células osteoprogenitoras sobre o enxerto, reabsorcdo do mesmo e neoformacao
0ssea. Os minerais calcio e fosforo foram os principais componentes encontrado nas
amostras - 60% e 28%, respectivamente. Foi determinado o tamanho dos poros a

partir das analises obtidas no MEV. O tamanho médio dos poros foi 316 um (dp =




36
Revisdo de Literatura

146,7um), variando de 91,2 a 497,8um, e 333,5um (dp = 304,8um), variando de 87,2

a 963,9 um, nos aumentos de 50 x e 150 x, respectivamente‘“’.

Através dos estudos de Galia et al. (2008, 2009 e 2011), conclui-se que 0SS0
medular bovino liofilizado (OrthoGen® - Baumer S.A., BR), com estrutura fisica
(porosa-trabeculada) e composicdo quimica (mineral-colagenosa) comparavel ao
0sso humano € uma alternativa para atender a alta demanda de pacientes com
necessidade de enxertos. Apds o0 processamento desenvolvido pelos autores,
mantém a estrutura quimica organica e inorganica original do osso. Essa estrutura
mista final € composta por uma porgéo organica (25-30% de proteinas colagenosas)
e uma porcdo mineral (65-70% de hidroxiapatita), livre de residuos medulares,
gordura, metais pesados, componentes celulares e agentes antigénicos. Sua
estrutura porosa e firme permite rapida vascularizacdo, deposicao e proliferacdo de
células osteogénicas tanto sobre a sua superficie quanto no seu interior, servindo

como um suporte para formag&o de 0sso novo por osteocondugao™>>%°,

Encarnacéao et al. (2011), verificaram que o uso do 0sso bovino em bloco para
as reconstrucdes 0sseas dos rebordos alveolares € uma opcao de tratamento viavel
e segura, principalmente com relacdo a reducdo da morbidade ao paciente, porém,
demanda tempo de reparo maior em relacdo aos enxertos autégenos, previamente a

instalacéo dos implantes®.

Sauerbier et al. (2010) realizaram um estudo comparativo da utilizacdo de
0sso bovino mineral sozinho e associado as CMIs em levantamento do seio maxilar
bilateral em 6 ovelhas; de um lado utilizaram osso bovino mineralizado associado a
CMI e do lado contralateral apenas 0sso bovino mineralizado. Os animais foram
eutanasiados apos 8 e 16 semanas e as areas de enxertia 6ssea foram analisadas
através de tomografia computadorizada, histologia e histomorfometria. Observou-se
que os volume iniciais nos dois lados eram semelhantes e ndo houve alteracao
significativa com o tempo. Histologicamente, observou-se uma boa interconexéo das
particulas 0sso bovino mineralizado com osso neoformado. A formacdo 6ssea foi
significativamente mais rapida — em torno de 49%, no lado onde foi utilizado osso
bovino mineralizado associado as CMIs. Os autores concluiram que a associagédo de
CMIs ao osso bovino mineralizado acelerou o processo de formacdo O6ssea na
técnica de enxertia 6ssea com o levantamento do seio maxilar, 0 que poderia

permitir a instalacdo mais rapida dos implantes dentarios*.
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Zhao et al. (2013) realizaram estudo comparativo da reconstrucdo de defeito
0sseo de 8 mm em rebordo orbital de ratos em trés grupos experimentais: somente
utilizando enxerto 6sseo bovino esponjoso, utilizando um arcabouc¢o de 0sso bovino
semeado com células mesenquimais derivadas da medula éssea, e utilizando
arcabouco de osso bovino semeado com células mesenquimais osteogenicamente
induzidas. Foram realizadas andlise tomografica, histolégica e histomorfométrica
depois da implantacéo. No grupo onde a reconstrucéo foi realizada com 0sso bovino
associado a células mesenquimais osteogenicamente induzidas a analise
tomografica apos 12 semanas da implantacdo mostrou uma perfeita reparacdo do
defeito orbitario, e a analise histolégica mostrou a reabsorcdo quase que total do
0SSO esponjoso bovino e evidente neoformacgéo 6ssea (57,12 + 6,28%), com unido
das trabéculas 6sseas. Em contraste, no grupo onde a reconstrucdo foi realizada
com 0sso bovino associado a CMlIs foi observada a maior presenca de 0sso bovino
residual, menor neoformacdo O0ssea e menor unido das trabéculas 6sseas, € no
grupo onde foi realizada a reconstru¢cdo somente com 0sso bovino, observou-se uma
pequena quantidade de osso neoformado e uma lenta reabsorcéo do enxerto 6sseo
e envolvimento por tecido conjuntivo fibroso. Concluiram que a associacdo de
células mesenquimais derivadas da medula 6ssea, osteogenicamente induzidas, ao
0sso bovino medular, € uma estratégia promissora para a engenharia tecidual

6ssea™.

3.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O uso do plasma rico em plaquetas (PRP) na terapia de reconstrucdo 0ssea
foi introduzido na década de 1990. Desde entdo, muitos cientistas e médicos tém
utilizado isso em cirurgias ortopédicas e bucais. O PRP é um produto derivado do
processamento laboratorial pela centrifugacdo em velocidade baixa de sangue
autogeno. Técnica de dupla centrifugacdo € necessaria para um processamento
efetivo do concentrado plaquetario. A primeira centrifugacdo, denominada “hard
spin” separa as células vermelhas do plasma, a segunda centrifugacdo, chamada
“soft spin” concentra as plaguetas formando assim duas camadas: o PRP e o plasma
pobre em plaquetas (PPP). Apés essas duas fases de processamento a geleificacao

do PRP é obtida pela adicdo de ions calcio (cloreto de calcio ou o gluconato de




38
Revisdo de Literatura

calcio a 10%). Alguns protocolos adicionam também trombina autéloga ou bovina. O
processo de obtencdo do PRP tornou-se préatico, com facil uso no trans-cirdrgico, e

efetivo em diversas cirurgias bucais***°.

Diversos estudos tém sido relatados mostrando a influéncia do PRP nos
processos de reparo 0sseo. Sua estratégia terapéutica fundamenta-se na
aceleracdo da cicatrizacao através da concentracdo dos fatores de crescimento que
influenciam o crescimento, a quimiotaxia, a diferenciacdo e proliferacdo de células
Osseas. A associacdo do PRP aos enxertos 0sseos visa acelerar e melhorar a
qualidade da regeneracdo 6ssea devido a quantidade acentuada destes fatores. Isto
ocorre porque as ceélulas da medula Ossea, presentes no enxerto, possuem
receptores para os fatores de crescimento e a presenca do PRP reduz

significativamente o tempo para a maturacéo e consolidacédo do enxerto 6sseo™>?"

44-46

A acao conjunta dos fatores de crescimento derivados das plaquetas resulta
na sinalizacdo para que células mesenquimais e epiteliais migrem para o local
lesado, sofram divisdo mitotica, estimulem a sintese de matriz e colageno,
resultando assim em uma cicatrizagcdo mais rapida e eficiente. Alem disto, outras
proteinas das plaguetas como fibrina, fibronectina e vitronectina, atuam promovendo

a adesdo celular e osteocondug&o™> 44,

A literatura revela resultados controversos em relacdo ao uso de gel de
plaguetas na regeneracéo 0sseas. Uma provavel explicacdo deste fato e a utilizagéo
de diferentes protocolos para obtencdo de PRP. A obtencdo de um numero reduzido
de plaquetas no PRP, bem como a fragmentacéo ou ativagao precoce das plaquetas
durante a coleta e manuseio do sangue, pode resultar na liberacdo dos fatores de
crescimento antes do preparo do gel, o que ird influenciar o sucesso desse

procedimento?**"8,

O PRP deve possuir a concentracdo minima de 1.000.000 plaquetas/pul, ou
seja, as plaquetas estdo 4 a 7 vezes mais concentradas, para ser considerado
clinicamente eficiente no aumento da capacidade regenerativa. Os mesmos autores
relatam que em um coagulo comum h& a presenca de, aproximadamente, 94% de
hemacias, 6% de plaquetas, e menos de 1% de leucécitos. No PRP esse valor
muda, encontrando-se em média 94% de plaquetas, 5% de hemacias e 1% de

leucdcitos™.
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Rossi Janior & Souza Filho (2004) descreveram um protocolo de obtencédo de
PRP de modo simplificado, dispensando a necessidade da utilizacdo de
equipamentos de alto custo e sofisticados. Segundo o protocolo descrito por estes
autores, o PRP é obtido da seguinte forma: 1. Obtencdo de sangue venoso através
de puncéo periférica na quantidade aproximada de 20 mL, colhidos em tubos de
vacuo de 4,5 mL contendo citrato de sédio; 2. Centrifugacdo dos tubos em centrifuga
de 8 x 15 mL a 200 g (800 rpm por 10 min). A porcao celular (leucdcitos e hemacias)
ird precipitar no final do tubo e o plasma contendo as plaquetas ira sobrenadar. 3. O
plasma, contendo as plaquetas, € pipetado diretamente dos tubos e acondicionado
em dois tubos de 4,5mL. Desta maneira obtém-se aproximadamente 4 mL em cada
tubo. 4. Uma segunda centrifugacdo a 400 g é efetuada por 10 minutos e ao seu
término, o tubo exibe um botéo plaquetéario ao fundo e o plasma sobrenadante. Parte
dessa porcao plasmatica (50%) é retirada por pipetagem e acondicionada em outro
tubo (o que constitui 0 PPP) enquanto o restante € ressuspenso, constituindo o
P.R.P. Para obtencédo do gel de PRP adiciona-se ao PRP obtido uma solucdo de
trombina autégena obtida a partir da adicao de glucanato de calcio a 10% ao PRP, a

mistura é mantida em banho-maria a 37° C até a sua geleificacdo parcial*®*°.

Zhang et al. (2011) avaliaram CMIs derivadas da medula 6ssea cultivadas
sobre arcaboucos de coral natural poroso associadas a PRP. As CMiIs foram
semeadas em discos de coral numa densidade de 5 x 10° em 50 uL de PRP e
cultivados in vitro, sendo a atividade da fosfatase alcalina avaliada em 7 e 14 dias.
Em outro grupo, os arcabougos semeados com CMIs associadas a PRP foram
implantados no tecido subcutanio de ratos, sendo o nivel de formagédo de 0sso
ectopico avaliado apds 4 e 8 semanas. Discos de coral semeados somente com
CMIs ou somente com PRP foram utilizados como controle nos dois grupos
avaliados. As amostras do grupo coral / PRP / CMIs cultivadas in vitro exibiram
significativamente maior atividade da fosfatase alcalina, em comparacdo a aquelas
cultivadas somente com CMIs ou PRP. Neoformacdo 6ssea pode ser observada em
ambos os grupos: coral / PRP / CMIs e grupo coral / CMIs nos locais de implantacdo
ectopica. No grupo coral / PRP néo foi observada neoformacédo 6ssea. As anélises
histomorfométricas mostraram neoformacdo aumentada de cartilagem e / ou a 0sso
no grupo coral / PRP / CMIs, 4 e 8 semanas apos a implantacdo. Os autores

concluiram que a associacdo de PRP a CMIs em arcaboucos de coral natural
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poroso poderia melhorar a atividade da fosfatase alcalina e aumentar formacao

6ssea ectopica™.

3.6 FIBRONECTINA

A fibronectina (FN) € uma das principais proteinas de matriz extracelular, é
reconhecidamente uma molécula com funcdes de adesdo, migracao, proliferacéo e
diferenciacéo celular. Liga-se a receptores proteicos da membrana celular chamados
integrinas, podendo estabelecer ligacdes com outras moléculas tais como: colagéno,
fibrina e heparina. E encontrada em todos os organismos vertebrados sob duas
formas fundamentais: uma forma soluvel no plasma sanguineo e em outros fluidos
corporais, ativando a coagulacéo, cicatrizacdo e a fagocitose, e uma forma insoltvel,
compondo a matriz extracelular de diversos tecidos. Esta proteina adesiva tem sido
utiizada em ensaios in vitro, recobrindo a superficie de diversos tipos de
biomateriais, como um dos métodos de bioativacdo de materiais regenerativos,
permitindo a interacdo especifica com receptores celulares e promovendo uma maior

ades3o celular**°>®,

De acordo Zhang et al. (2007), o sucesso do uso de arcaboucos em
engenharia 0ssea depende da manutencdo de uma interface apropriada a formacéo
de tecido 0sseo, visto que as propriedades de superficie dos biomateriais e das
células influenciam os eventos observados na interface célula-material resultando ou
ndo na biocompatibilidade. A modificacdo de superficie dos biomateriais aparece
como uma alternativa para regular os eventos interfaciais sem alterar suas
propriedades mecanicas. Neste contexto, estratégias biomiméticas vém sendo
empregadas. A principal delas consiste na imobilizagdo de proteinas ou peptideos
biologicamente ativos na superficie de biomateriais. A adsor¢cdo de FN e/ou de uma
de suas sequéncias de peptideos RGD (arginina — glicina — acido aspartico) a
superficie dos biomateriais pode promover uma maior a adesao celular mediada por
integrinas. Desta forma, as propriedades de superficie de arcabougos podem ser

melhoradas através da biomimetizagéo utilizando FN°2.

Mendonga et al. (2009), realizaram estudo in vitro adicionando FN sérica
humana em uma concentracdo de 10 pg/cm® & superficie de arcaboucos de

polihidroxibutirato a fim de otimizar a adesao de osteoblastos humanos. Visando



http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Integrina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Colag%C3%A9neo
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fibrin&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Heparina
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criar sitios para a imobilizacdo de FN, os arcaboucos foram previamente tratados por
meio de reacdo com etilenodiamina. O tratamento modificou a morfologia e a
composi¢cdo quimica dos arcaboucos, possibilitando um aumento no teor de FN
adsorvido a superficie, resultando em uma superficie com propriedades adesivas
para as células, no entanto, ndo houve um aumento na adesdo de osteoblastos
humanos a estes materiais, provavelmente devido a diferenca de conformacéo
adotada pela FN na superficie do arcabouco, com a modificagdo da exposi¢do dos
pontos de ades&o™.

Sevilla et al. (2010) demonstram em estudo in vitro com fibroblastos
embrionarias de rato que uma matriz extracelular de FN induziu a adesédo celular
sobre um substrato de colageno tipo |, com proliferacdo celular e a formacéo de
estruturas multicelulares, de forma progressiva, de acordo com as concentracdes de

FN utilizadas®2.

Kuzmenko et al. (2013) realizaram estudo in vitro associando células
endoteliais do corddo umbilical humano e células tronco mesenquimais de ratos a
um arcabouco de nanocelulose bacteriana, visando aumentar a aderéncia celular, a
superficie do biomaterial foi modificada com duas proteinas, a FN e o colagéno tipo
I, em ambos os casos, a modificagdo da superficie aumentou o nimero de células
ligadas a superficie, além de apresentar morfologia de células mais saudaveis e
vidveis®®.

Linsley et al. (2013) estudaram o efeito das diferentes proteinas da matrix
extracelular: fibrinogénio (10mg/mL), colageno tipo | (Img/mL) e fibronectina (10
pg/mL), na cultura de CMIs e na diferenciacdo em osteoblastos. Os resultados
sugerem que a diferenciacdo osteogénica das CMis é influenciada tanto pelas
condicBes do meio de cultura quanto pelo substrato, os quais em conjunto tém um
efeito sinérgico, contituindo um complexo biomimético para o cultivo e para a

diferencic&o osteoblastica®’.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS BIOETICOS

O estudo foi realizado ap6s aprovacéo pela Comissio Cientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia (CCEFO — 0021/12) (Anexo A) e da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA -12/00285) (Anexo B) da PUCRS. Foram seguidos os
preceitos apresentados na Lei N° 11.794 de 11 de outubro de 2008 e do Guia de Uso
e Cuidado com Animais de Laboratério do National Institute of Health (EUA)
adotados pelo Conselho Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). A fase
experimental do estudo foi desenvolvida no Laboratorio de Biologia Celular e

Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

4.2 ANIMAIS

Neste estudo foi utilizado para a obtencdo das células mononucleares da
medula 6ssea (CMMO) um rato Kyoto, isogénico, do sexo masculino, entre 55 a 75
dias de vida, adquirido da Fundacéo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude —
FEPPS.

4.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

No presente trabalho foi realizada a andlise in vitro da cultura de células
mononucleares da medula 0ssea sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado,

sendo avaliados quatro grupos:

a) Grupo 1: Composto por suspensdo de CMMO, numa densidade de 5 x 10*

células / poco, sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado;
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b) Grupo 2: Composto por suspensdao de CMMO associadas a PRP, numa

densidade de 5 x 10* células / poco, sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado;

c) Grupo 3: Composto por suspensao de fibroblastos da linhagem NIH (National
Institute of Health) 3T3, numa densidade de 5 x 10* células / pogo, sobre um

arcabouco de osso bovino liofilizado, sendo este o grupo controle;

d) Grupo 4: Composto por suspensdo de CMMO, numa densidade de 15 x 10*

células / pogo sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado.

As amostras de osso bovino liofilizado foram distribuidas pelos quatro grupos
em triplicata em trés placas de cultura com 24 pocos e avaliadas em trés tempos: 72
h, 96 h e 192 h. Para a determinacdo dos periodos de cultura ideais para a andlise
das amostras, foi realizado o monitoramento diério, através da observacao direta das
placas de cultura em microscépio 6ptico, da presenca de CMMO aderidas, assim

como da proliferacédo destas células.

4.4 MEIO DE CULTIVO CELULAR

O meio de cultura celular utillizado no presente estudo foi o DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Media - Invitrogen Corp. Carlsbad, CA - USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (FBS, Sorali Biotecnologia,
BR), penicilina (100 U/mL, Invitrogen, USA), estreptomicina (100 ug/mL, Invitrogen,
USA) e gentamicina (10ug/mL, Invitrogen, USA).

4.5 OBTENCAO DO OSSO BOVINO LIOFILIZADO

O osso bovino liofilizado foi doado pela empresa Baumer S.A. — Divisdo de
Biomateriais - OrthoGen®, ap0s a aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de
Tecnologia da Unidade Genius Baumer S.A. Foram confeccionados blocos de 10
mm de largura x 10 mm de altura x 1 mm de espessura especialmente para a
pesquisa (Figuras 1 e 2). Todas as amostras fornecidas foram preparadas de acordo
com os protocolos de processamento do OrthoGen® e esterilizados através de

radiacdo gama.
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Figura 1. Enxerto 0sseo bovino Figura 2. Osso bovino liofilizado

liofilizado (OrthoGen® - Baumer S.A.). OrthoGen®. Conforme preparado pela Baumer
S.A. para a confec¢do de blocos de 10 mm de
largura x 10 mm de altura x 1 mm de
espessura.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS DE OSSO BOVINO LIOFILIZADO

O o0sso bovino liofilizado (OrthoGen® - Baumer S.A., BR) foi cuidadosamente
recortado em blocos de 10 mm de largura x 10 mm de altura x 1 mm de espessura,
utilizando-se capela de fluxo laminar visando a manutencdo da esterilizacdo do
material (Figura 3). As amostras foram incubadas em meio DMEM por 72 h na estufa
a 37 °C, visando a neutralizacdo do pH do material (Figura 4). Apos este periodo, o
meio foi aspirado, sendo realizada a lavagem das amostras com PBS (Phosphate
Buffered Saline, Invitrogen, USA) e a aspiracdo da solucdo e, em seguida, as
amostras foram colocadas em placas de cultura de 24 pocos, para ser realizada a
aplicacao de fibronectina sérica humana na concentracao de 1 mg/mL, cedida pelo
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Um mililitro de fibronectina (1 pL/mL em PBS), na concentracao final de
1pg/mL, foi colocado em cada poco e as placas incubadas a 4 °C por 96 h (Figuras 5
e 6). Apos este periodo, as placas foram transferidas para estufa a 37 °C e
incubadas 30 min. Posteriormente, o sobrenadante contendo PBS e fibronectina foi
aspirado e as amostras do OrthoGen® foram distribuidas em novas placas de 24

pocos as quais foi adicionado meio DMEM suplementado.
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Figura 3. Preparo das amostras do osso bovino liofilizado - OrthoGen® em capela de fluxo
laminar do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas
do Hospital S&o Lucas da PUCRS.

Figura 4. Amostras do osso bovino liofilizado - OrthoGen® - recortadas em blocos de 10 mm
de largura x 10 mm de altura x 1 mm de espessura em meio DMEM.
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Figura 5. Amostras do osso bovino liofilizado - Figura 6. Disposicdo das amostras do
OrthoGen® - sendo colocadas em placa de 0sso0 bovino liofilizado - OrthoGen® - na
cultura de 24 pocos. placa de cultura de 24 poc¢os para ser

realizada a aplicacéo de fibronectina.

4.7 OBTENCAO DE CELULAS DA FRACAO MONONUCLEAR

A extracdo das células da fragdo mononuclear de medula 6ssea do rato Kyoto
doador foi realizada ap6s a realizacdo de eutanasia utilizando-se injecdo
intraperitoneal de 0,4 a 0,6 mL de solucdo com 0,8% de ketamina (Dopalen®) e 0,2%

de cloropromazina (Torazina®), conforme o peso do animal.

As células foram obtidas através da lavagem dos fémures, tibias e imeros do
rato Kyoto em capela de fluxo laminar. As epifises 6sseas foram seccionadas e a
extracdo do estroma medular foi obtida pela introducdo de uma agulha 32 G x 1/2"
nas extremidades Osseas, sendo o interior dos 0ssos longos lavado com meio de
cultura RPMI1640 (Gibco®, USA) com heparina 5.000 U.l. (Hepamax-S®) na
proporcdo de 50 mL:1 mL. Esta suspenséo foi fracionada em um gradiente de
densidade de Histopaque® (1,119 g/mL) (Sigma-Aldrich) e centrifugada a 400 g
durante 30 min, a 21 °C (MSE Harrier 18/80, USA). A fracdo mononuclear situada
sobre a interface com o Histopaque® foi coletada e lavada duas vezes com solucao
salina 0,9 % estéril (Figura 7). A viabilidade celular foi avaliada pelo método de
exclusao com azul tripan 0,4 % (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA - USA), e quantificada

em camara de Neubauer (Loptik Labor, Alemanha).
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Figura 7. Células mononucleares da medula 6ssea (seta) ap6s centrifugacdo em gradiente de
Histopaque®.

4.8 PREPARO DOS CONCENTRADOS DE PRP

Para a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP), foi realizada a puncéo
cardiaca ap0s a realizacdo da eutanasia do rato Kyoto, previamente a extracdo da
fracdo mononuclear de medula éssea. O sangue aspirado (aproximadamente 4 mL)
foi acondicionado em um frasco contendo citrato de sodio a 3,2% (Vancuonet, USA)
como anticoagulante. O protocolo simplificado adotado para a obtencdo do PRP foi o
preconizado por Rossi et al. (2004) de dupla centrifugacdo: a primeira centrifugagao
a 200 g durante 10 min a 21 °C e a uma segunda centrifugacéo a 400 g durante 10
min a 21 °C (Centrifuge 5417 C, USA). Apés a primeira centrifugacdo, a porcao
celular (hemacias) precipita na porcdo final do frasco e o plasma rico em
plaquetas contendo leucdcitos sobrenada. A porcdo que contém o plasma e as
plaquetas (porcéo superior até o limite da zona de névoa) foi coletada delicadamente
e acondicionada em um microtubo. A segunda centrifugacéo foi efetuada e ao seu
término, o microtubo exibiu um botdo plaquetario ao fundo e o plasma sobrenadante.
Parte desta porcdo plasmatica foi retirada por pipetagem e acondicionada em outro
microtubo constituindo o Plasma Pobre em Plaquetas - PPP), enquanto o restante é
ressuspenso, constituindo o PRP. Em seguida, foi adicionada solugcéo de gluconato
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de céalcio a 10%, em quantidade equivalente a 50% do PRP obtido, conforme
descrito por Rossi et al. (2004)*°. Ap6s a geleificacdo (37 °C por 15 min), 100 pL de
PRP foram adicionados a suspensdo de células mononucleares que constituiu o

grupo 2 deste estudo.

4.9 PREPARO DOS FIBROBLASTOS

Os fibroblastos da linhagem NIH (National Instituto of Health) 3T3,
provenientes de camundongos, foram cedidos pelo Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas da PUCRS, sendo cultivados em
meio de cultura DMEM suplementado. Apos tripsinizacdo, os fibroblastos foram
plaqueados a uma densidade de 5 x 10* células/poco para serem utilizados como

controle.

4.10 PREPARO DAS PLACAS

As células foram cultivadas em placas de 24 pocos sobre os blocos de 10 mm
de largura x 10 mm de altura x 1 mm de espessura de osso bovino liofilizado -
OrthoGen® - Baumer S.A., os quais foram distribuidos pelos quatro grupos em
triplicata em trés placas de cultura, para serem avaliadas em trés tempos: 72 h, 96 h
e 192 h. Em cada poco da placa de cultura foi colocado 1 mL da suspenséo
contendo células da fragcdo mononucleares de medula 6éssea e meio DMEM, sendo
as culturas mantidas em estufa umida a 37 °C e 5% CO,, (Figura 8). Para o controle
de crescimento celular foram ainda mantidos dois po¢os em cada placa de cultura,
para cada tempo da avaliagdo, contendo apenas fibroblastos (controle positivo) e
dois pocos contendo apenas células mononucleares de medula 6ssea - controle

experimental (Figura 9).
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Figura 8. A. Preparo das suspensfes contendo CMMO e meio DMEM. B. Distribuicdo das
suspensfes sobre os blocos de osso bovino liofilizado - OrthoGen® nas trés placas de
cultura de 24 pocos.

1 2 3 4 5 6
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Figura 9. Esquema representativo da disposi¢do das amostras nos pocos da placa de cultura.
GRUPO 1 (1A, 1B e 1C): osso bovino liofilizado + CMMO; GRUPO 2 (2A, 2B e 2C): 0sso bovino
liofilizado + CMMO + PRP; GRUPO 3 (3A, 3B e 3C): osso bovino liofilizado + fibroblastos (3T3);
GRUPO 4 (4A, 4B e 4C): osso bovino liofilizado + CMMO (15 x 10*  células/pogo); CONTROLE
POSITIVO: 5A e 5B (fibroblastos); CONTROLE EXPERIMENTAL: 5C e 5D (CMMO).
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4.11 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA A COLORACAO PELO DAPI

As culturas foram incubadas com o agente intercalante 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) para coloracdo nuclear visando a avaliacdo de densidade
populacional. Duas amostras de cada grupo foram fixadas com 1 mL de
paraformaldeido a 4% por 20 min, em seguida lavadas duas vezes com PBS. Apos
este periodo, as amostras foram incubadas com o DAPI 1:10.000 em 0,9% de
solucdo salina por 20 min em temperatura ambiente. O DAPI foi aspirado e as
amostras foram lavadas por trés vezes com PBS, para a posterior deteccdo dos

nacleos corados em microscopio confocal.

4.12 AVALIACAO DA DENSIDADE POPULACIONAL

Foi realizada a avaliacdo de densidade populacional através da mensuracao
do numero de células aderidas aos arcabouc¢os de 0sso bovino liofilizado, ap6s 72 h,
96 h e 192 h, por meio da deteccdo da coloracao nuclear pelo DAPI. A analise foi
realizada utilizando-se microscopia confocal. Foi utilizado o microscopio ECLIPSE
TE 2000-S (NIKON) do Laboratério de Sinalizacédo Celular do Instituto de Pesquisas
Biomédicas do Hospital Sdo Lucas da PUCRS.

Foram avaliadas duas amostras de cada grupo nos trés tempos estudados,
sendo realizadas 12 fotos (campos) de cada amostra no aumento de 100 X, de forma
aleatdria, mas procurando-se observar toda a amostra. A quantificacao foi realizada
através da contagem do numero de ndcleos observados em cada campo
fotografado, por um avaliador, apds a aplicacdo do teste de replicabilidade em 10
amostras selecionadas de forma aleatoria, realizado em dois momentos, visando a
calibracdo da contagem do nimero de nicleos corados. O indice de Correlacéo
Intraclasse (ICC) obtido foi de 0,99, considerado excelente para a replicabilidade,
segundo FLEISS (1986)>°. Utilizou-se o programa PhotoScape versdo 3.5 e para a
quantificacdo nuclear foi utilizada a ferramenta Paint Brush. Foram selecionadas as
imagens com as marcacoes nucleares mais intensas e regulares, todas as amostras
foram avaliadas em dois momentos, sendo considerada para a quantificacdo a

segunda avaliagéo.
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Figura 10. Fotomicrografia de células Figura 11. llustracdo do método empregado
coradas com DAPI - 100 x. Imagem original para quantificacdo dos nucleos corados
das células da fracdo mononuclear aderidas pelo DAPI usando o software PhotoScape e
ao 0sso bovino liofilizado (Grupo 4, 96 h). a ferramenta Paint Brush. Células da fracao

mononuclear aderidas ao o0sso bovino
liofilizado (Grupo 4, 96 h).

4.13 PREPARO E ANALISE DAS AMOSTRAS POR MEIO DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Uma amostra de cada grupo foi preparada para ser avaliada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da
UFRGS.

Primeiramente, o meio de cultura foi retirado e as amostras fixadas com 2,5%
glutaraldeido e incubadas a 4°C por uma semana. Apos a fixacdo, o material foi
lavado por trés vezes com solug¢do tampéao fosfato 0,2 M e H,O destilada em uma
proporcdo de 1:1. As amostras foram desidratadas de maneira lenta e gradual em
banhos seriados de acetona de 30% a 100%. As amostras foram levadas para o
aparelho de Ponto Critico (Bal-Tec CPD 030 Critical Point Dryer). Apés a realizacao
do Ponto Critico, as amostras foram colocadas em suportes metalicos (“stubs”) e
receberam a aplicacdo de uma camada fina de ouro e carbono para tornar o material

condutivo (Figura 12).

A sequir, foi realizada a andlise da superficie dos arcaboucos de 0sso bovino
liofilizado de uma amostra de cada grupo com o auxilio do microscoépio eletrénico de
varredura JEOL JSM 6060 do CME da UFRGS, em 20.0 kW. Os aumentos

empregados foram de: 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x. As imagens foram capturadas
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pelo proprio pesquisador em diferentes regides da superficie dos blocos para a
avaliagdo das caracteristicas morfologicas e estruturais das células aderidas sobre

0s arcaboucos.

A B

Figura 12. A. Amostras de osso bovino liofilizado - OrthoGen® montadas nos suportes
metdlicos. B. Amostras ap0s sofrerem a metalizagcdo com ouro e carbono.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica deste trabalho foi realizada através de estatisticas

descritivas (média e desvio-padrdo) e testes paramétricos.

Os dados da avaliagdo da densidade populacional por meio da detec¢éo da
coloracao nuclear pelo DAPI foram organizados e analisados por meio da analise de
variancia (ANOVA) com dois fatores (two way: grupo e tempo), seguida do Teste de

Bonferroni para comparac6es multiplas.

Para o processamento e analise destes dados foi o software utilizado foi o
SPSS versao 17.0, tendo-se adotado como nivel de significancia maximo de 5% (p <
0,05).




53
Resultados

5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA DENSIDADE POPULACIONAL

No grupo 1, as médias dos numeros de ndcleos quantificados nos periodos
de cultura de 72 h, 96 h e 192 h corresponderam a 5,6 (EP=8,34), 7,4 (EP=8,34) e
6,0 (EP=8,34); respectivamente.

Figura 13. Fotomicrografia de células da Figura 14. Fotomicrografia de células da
fracdo mononuclear aderidas ao 0sso fracdo mononuclear aderidas ao 0sso
bovino liofilizado, coradas com DAPI - 100 x bovino liofilizado, coradas com DAPI - 100 x
(Grupo 1, 72 h). (Grupo 1, 96 h).

Figura 15. Fotomicrografia de células da fracdo mononuclear aderidas ao o0sso bovino
liofilizado, coradas com DAPI - 100 x (Grupo 1, 192 h).
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No grupo 2, as médias dos numeros de ndcleos quantificados nos periodos
de cultura de 72 h, 96 h e 192 h corresponderam a 13,2 (EP=5,62), 19,1 (EP= 5,90)
e 19,1 (EP= 7,05); respectivamente.

Figura 16. Fotomicrografia de células da Figura 17. Fotomicrografia de células da
fragdo mononuclear associadas a PRP fracdo mononuclear associadas a PRP
aderidas ao osso bovino liofilizado, coradas aderidas ao osso bovino liofilizado,
com DAPI - 100 x (Grupo 2, 72 h). coradas com DAPI - 100 x (Grupo 2, 96 h).

Figura 18. Fotomicrografia de células da fragdo mononuclear associadas a PRP aderidas ao
0sso bovino liofilizado, coradas com DAPI - 100 x (Grupo 2, 192 h).
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No grupo 3, as médias dos numeros de ndcleos quantificados nos periodos
de cultura de 72 h, 96 h e 192 h corresponderam a 16,0 (EP=7,61), 80,9 (EP= 5,62)
e 16,4 (EP=7,05); respectivamente.

Figura 19. Fotomicrografia de fibroblastos Figura 20. Fotomicrografia de
NIH 3T3 aderidos ao o0sso bovino fibroblastos NIH 3T3 aderidos ao 0sso
liofilizado, corados com DAPI - 100 x bovino liofilizado, corados com DAPI -
(Grupo 3, 72 h). 100 x (Grupo 3, 96 h).

Figura 21. Fotomicrografia de células de fibroblastos NIH 3T3 aderidos ao osso bovino
liofilizado, coradas com DAPI - 100 x (Grupo 3, 192 h).
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No grupo 4, as médias dos numeros de ndcleos quantificados nos periodos
de cultura de 72 h, 96 h e 192 h corresponderam a 10,8 (EP=8,34),19,4 (EP=8,34), e
48,0 (EP=8,34); respectivamente.

Figura 22. Fotomicrografia de células da Figura 23. Fotomicrografia de células da
fracdo mononuclear (15 x 10%) aderidas ao fragdo mononuclear (15 x 10%) aderidas ao
0sso0 bovino liofilizado, coradas com DAPI - osso bovino liofilizado, coradas com DAPI -

100 x (Grupo 4, 72 h). 100 x (Grupo 4, 96 h).

Figura 24. Fotomicrografia de células da fracdo mononuclear (15 x 10%) aderidas ao 0sso
bovino liofilizado, coradas com DAPI - 100 x (Grupo 4, 192 h).




57
Resultados

5.1.1 Comparagdao entre os grupos nos diferentes periodos de tempo de cultura

A andlise de variancia (ANOVA) com dois fatores mostrou interacéo
significativa entre os efeitos principais avaliados: grupo e tempo, com valor de p <

0,001 (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da Analise de Variancia para a quantificacdo do numero

de nucleos.
Fontede Somados Grausde Quadrado vglorF Valor-p Poder
variacdo quadrados liberdade médio observado
Grupo 10.131,29 3 3.377,10 9,70 <0,001 0,997
Tempo 5.286,16 2 2.643,08 7,59 0,001 0,937
Grupo * 20.585,92 6 3.430,99 9,86 <0,001 1,000

Tempo
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5.1.2 Comparagdes entre os grupos nos diferentes periodos de tempo de

cultura conforme teste de bonferroni

A analise do numero médio de células aderidas ao arcabouco de 0sso bovino
liofilizado de cada grupo, de acordo com o periodo de tempo avaliado, foi realizada
através do Teste de Bonferroni para comparagbes multiplas, com um intervalo de
confianca de 95% (Tabela 4 e Figura 25).

Tabela 4. Resultados da comparacédo do nimero de células aderidas ao arcabouco
de osso bovino liofilizado de cada grupo, nos diferentes periodos de cultura, de
acordo com o Teste de Bonferroni.

Intervalo de confianca - 95%

Tempo
Grupo (h) n Média Erropadrao Limite inferior Limite superior
1 72 5 560" 8,34 -11,04 22,24
96 5 740" 8,34 -9,24 24,04
192 5 6,00" 8,34 -10,64 22,64
2 72 11 13,18" 5,63 1,96 24,40
96 10 19,10" 5,90 7,33 30,87
192 7 19,14" 7,05 5,08 33,21
3 72 6 16,00° 7,62 0,81 31,19
96 11 80,91" 5,63 69,69 92,13
192 7 16,43° 7,05 2,36 30,49
4 72 5 10,80° 8,34 -5,84 27,44
96 5 19,40"° 8,34 2,76 36,04
192 5 48,00" 8,34 31,36 64,64

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
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Grupo N Média e limite superiordo IC

100,0
90,0 + l
80,0 +
70,0
60,0
50,0 +
40,0
30,0

20,0

10,0 -

0.0 : : : : :
AV AV P

o \q’b
a N 0‘1,/ O‘L

NS 7

Figura 25. Resultados da comparacdo do nimero médio de células aderidas ao 0sso bovino
liofilizado de cada grupo, nos diferentes periodos de cultura, de acordo com o Teste de
Bonferroni.

Através dos resultados do teste estatistico de Bonferroni, expressos no
intervalo de confianca, verificou-se que nos grupos 1 e 2 nado existe diferenca
significativa entre as médias do numero de nudcleos quantificados nos trés periodos
de cultura avaliados. No grupo 3 foi observada diferenca significativa de média de
nacleos no periodo de cultura de 96 h, a qual foi maior do que as demais, as médias
nos tempos de 72 h e de 192 h n&o diferiram estatisticamente entre si. No grupo 4 foi
observada diferenca significativa de média de nucleos no periodo de cultura de 72 h
em relacdo ao periodo de 192 h, a média no periodo de cultura de 96 h, ndo diferiu

estatisticamente dos demais tempos avaliados.

Através dos resultados do teste estatistico de Bonferroni, verificou-se ainda
que, no periodo de cultura de 72 h ndo se observou diferenca significativa entre as
médias do numero de células aderidas ao arcabouco de osso bovino liofilizado nos
grupos estudados. No periodo de cultura de 96 h observou-se diferenca significativa
entre as médias de ndcleos apenas no grupo 3, a qual foi maior em relacdo aos
demais grupos. No periodo de cultura de 192 h observou-se diferenca significativa
entre as médias de nucleos no grupo 4, a qual foi maior em relacéo aos grupos 1 e 3

neste periodo de avaliacao.




60
Resultados

5.2 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

a) Analise dos grupos 1e 2:

Nos periodos de cultura de 72 h, 96 h e 192 h, ndo foram observadas células
da fracdo mononuclear aderidas ao arcabouco de osso bovino liofilizado, nos
aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x.

IIIIIII

XSE SEEsn « XKZ58 188mm

Figura 26. Fotomicrografias eletrénicas de varredura de uma amostra de 0sso bovino
liofilizado + CMMO, nos aumentos de 50 x e 250 x (Grupo 1, 96 h).
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b) Analise do grupo 3:

No periodo de cultura de 72 h, foram observados fibroblastos aderidos ao

arcabouco de 0sso bovino liofilizado nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x.

)V X588 SBam

Figura 27. Fotomicrografias eletrbnicas de varredura de varredura de uma amostra de
0sso bovino liofilizado + fibroblastos NIH 3T3, nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x
(Grupo 3, 72 h).
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No periodo de cultura de 96 h ndo foram observados fibroblastos aderidos ao
arcabouco de osso bovino liofilizado nos aumentos de 50 x e 250 x. Nos aumentos

de 500 x e 1000 x foram observadas poucas células.

Figura 28. Fotomicrografias eletronicas de varredura de uma amostra de 0sso bovino
liofilizado + fibroblastos NIH 3T3, nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x (Grupo 3, 96 h).

No periodo de cultura de 192 h ndo foram observados fibroblastos aderidos
ao arcabouco de osso bovino liofilizado nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e
1000 x.
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d) Analise do grupo 4:

No periodo de cultura de 72 h foram observadas células da fracao

mononuclear aderidas ao arcabouco de osso bovino liofilizado nos aumentos de 50

X, 250 x, 500 x e 1000 x.

Za kU
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Figura 29. Fotomicrografias eletronicas de varredura de uma amostra de 0sso bovino
liofilizado + CMMO (15 x 10%, nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x (Grupo 4, 72 h).
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No periodo de cultura de 96 h foram observadas células da fracdo
mononuclear aderidas ao arcabouco de osso bovino liofilizado nos aumentos de 50
X, 250 x, 500 x e 1000 x.

2@kU %58 SEEmm 5 1E8mm
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Figura 30. Fotomicrografias eletrénicas de varredura de uma amostra de osso bovino
liofilizado + CMMO (15 x 10%), nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x (Grupo 4, 96 h).
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No periodo de cultura de 192 h foram observadas células da fracdo
mononuclear aderidas ao arcabougo de osso bovino liofilizado nos aumentos de
50 x, 250 x, 500 x e 1000 x, ja sendo possivel evidenciar diferenciagdo na morfologia
celular, visualizando células esféricas e fusiformes com prolongamentos

citoplasmaticos.

Figura 31. Fotomicrografias eletrénicas de varredura de uma amostra de 0sso bovino
liofilizado + CMMO (15 x 10%), nos aumentos de 50 x, 250 x, 500 x e 1000 x (Grupo 4, 192 h).
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Figura 32. Fotomicrografias eletrnicas de varredura de uma amostra de 0sso bovino
liofilizado + CMMO (15 x 10%, no aumento de 1000 x, evidenciando as células esféricas e
fusiformes com prolongamentos citoplasmaticos aderidas a superficie 6ssea (Grupo 4, 192 h).
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6 DISCUSSAO

A regeneracdo 6ssea vem sendo estudada ha décadas, e hoje, culturas de
CMIs vem sendo utilizadas nas pesquisas com tecido 6sseo, ajudando na
compreensao da fisiologia deste tecido e no desenvolvimento de biomateriais.
Embora existam células pluripotentes no osso receptor, dependendo do tipo de
defeito ocorrido, a adicdo de células-tronco adultas pode aumentar a possibilidade
de sucesso e melhorar a qualidade do osso restaurado.

Neste estudo, foi realizado o cultivo de CMMO sobre um arcabouco de o0sso
bovino liofilizado (OrthoGen® - Baumer S.A), no intuito de avaliar a adesdo e a
proliferacdo destas células sobre a sua superficie. Na literatura consultada, outros
autores, avaliaram diferentes biomateriais utilizados como arcabougos para o cultivo
de CMls. Fritscher (2007) avaliou o cultivo de CMIs da medula 6ssea sobre
membrana de colageno bovino e sobre um arcabouco de acido poliglicolico polilatico
(PLGA); Loro (2009) sobre um arcabougo de o0sso alégeno fresco congelado;
Matsushima et al. (2009) sobre arcaboucos de hidroxiapatita e de B-TCP; Zhang et
al. (2011) sobre arcaboucos de coral natural poroso e Ye et al. (2012) sobre
ceramica porosa de beta-fosfato tricalcio. Estes autores demonstraram que estes
diferentes biomateriais utilizados como arcaboucgos, permitram a adesdo, a

2932333751 Acsim como nos trabalhos

proliferagdo e a diferenciagdo das CMiIs
citados, o arcabouco de 0sso bovino liofilizado - OrthoGen®, permitiu a adeséo e a
proliferacdo de CMMO sobre a sua superficie. A capacidade de diferenciacéo
osteogénica nao foi avaliada nesta pesquisa, podendo ser realizada em continuidade
a este trabalho. Assim como a implantacdo ectépica do arcabouco de 0sso bovino
liofilizado semeado com CMIs em estudos em animais, também poderdo ser

realizados em estudos futuros.

Nesta pesquisa, optou-se pela utilizagdo do o0sso bovino liofilizado
(OrthoGen® - Baumer S.A) como arcabouco para o cultivo de CMMO, uma vez que

este enxerto ja vem sendo utilizado ha alguns anos nas reconstrucdes 6sseas por
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apresentar estrutura quimica, caracteristicas morfolégicas e propriedades
biomecanicas semelhantes ao tecido 6ésseo humano, conforme demonstrado por
Galia et al. em 2009 e 2011. O processo de liofilizagc&o e esterilizagao por radiacao
gama preserva as caracteristicas do 0sso original, a sua estrutura trabeculada e
porosa, com tamanho médio dos poros de 316 um, facilita a deposi¢cao de células
osteogénicas e a neoformacéo 6ssea por osteoconducdo’**°. Pode ser considerado
um arcabouco apropriado para a engenharia tecidual déssea por apresentar

caracteristicas fundamentais descritas por diversos autores> 0131940,

Assim como relatado por Paris (2004), quando as amostras de 0sso bovino
liofilizado (OrthoGen®) foram colocadas nas placas de cultura com o meio DMEM,
foi observada uma alteracéo de coloracdo do réseo para o amarelado, indicado pelo
vermelho de fenol presente no meio de cultura, demonstrando uma acidez devido a
dissolucédo quimica da superficie do osso bovino liofilizado, o que poderia inibir a
proliferacdo celular. Devido a este fato, se fez necessério a incubacédo das amostras

Y

em meio DMEM por 72 h na estufa a 37 °C, visando a neutralizacdo do pH do

material®®.

Nas pesquisas descritas na literatura consultada, as CMIs foram cultivadas
em diferentes densidades: 7,2 x 10* células/ mL (Paris, 2004); 8 x 10°> a 1 x 10’
células/ mL (Lemos, 2008 e Loro, 2009); 5 x 10° células/mL (Beltrdo, 2010; Zhang et
al., 2011 e Pourebrahim et al., 2012); 1 x 10° células/mL (Matsushima et al., 2009 e
Fritscher, 2011)%428:3032.33353651 £ todos os experimentos foi possivel observar
adesdo e a proliferacdo das CMI sobre o biomaterial avaliado, como também no

presente trabalho.

O presente trabalho foi realizado de acordo com o0s protocolos para 0s
ensaios in vitro do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS. As CMMO foram cultivadas em meio de cultura
DMEM suplementado e semeadas nos arcaboucgos de osso bovino liofilizado em
uma densidade de 5 x 10* células/ mL nos grupos 1 e 2 deste estudo, assim como
em pesquisas realizadas por Loro, 2002 e Silva-Junior, 2002; Silva, 2004 e Fritscher,
2007%°2"%° No entanto, nas culturas destes grupos, observou-se pequena adesao e
proliferacdo celular nos trés periodos de cultura avaliados. Apenas no grupo 3
(controle) foi observada uma maior adesédo e proliferacdo de fibroblastos NIH 3T3,

cultivados também nesta densidade. No grupo 4 deste estudo, utilizou-se para os
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preparos de cultura, uma suspensdo de CMMO numa densidade de 15 x 10* células
/ poco, observando-se uma maior adesdo e proliferacdo celular, de forma

progressiva, nos trés periodos de cultura avaliados.

Observou-se neste estudo que as CMMO de rato Kyoto cultivadas numa
densidade de 15 x 10* células / poco aderiram e proliferaram de forma
significativamente mais evidente quando comparadas as CMMO cultivadas numa
densidade de 5 x 10* / poco, sugerindo que a maior densidade deve ser utilizada
para o cultivo de CMMO em estudos futuros.

Alguns autores indicam a utilizacdo do PRP associado aos enxertos 0sseos
visando promover uma maior adeséo celular e acelerar a proliferagcao celular e a
diferenciacdo osteogénica®****°. Fritscher (2007) demonstrou haver uma relacédo
positiva entre a adesdo e a proliferagcdo celular com a adicdo de PRP a CMiIs
cultivadas sobre membranas de colageno e de PLGA®. Zhang et al. (2011)
cultivaram CMIs sobre arcaboucos de coral natural poroso associadas a PRP e
concluiram que a associacdo de PRP a CMIs poderia melhorar a atividade da
fosfatase alcalina e aumentar formacao 6ssea ectépica™’. O protocolo adotado neste
estudo para a obtencdo do PRP foi o descrito por Rossi et al. (2004) por ser
simplificado e de facil reproducéo clinica®. Foi possivel verificar que a associacio
do PRP a suspensdo de CMMO utilizada no grupo 2, promoveu uma maior adesao e

proliferacéo celular, no entanto, ndo de forma estatisticamente significativa.

Nesta pesquisa a fibronectina foi aplicada a superficie do OrthoGen® em uma
concentracdo de 1 pg/mL, visando melhorar a adesdo celular a superficie 6ssea.
Esta proteina adesiva tem sido utilizada em ensaios in vitro, recobrindo a superficie
de diversos tipos de biomateriais, como um dos métodos de bioativagdo de materiais
regenerativos, permitindo a interacdo especifica com receptores celulares e
promovendo uma maior adesdo celular. A modificacdo das superficies de
biomateriais tem sido proposta a fim de melhorar os processos de adesao,
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular. O método de imobilizacdo de
biomoléculas da matriz extracelular, como a fibronectina, tem sido utilizado na

producdo de materiais bioativos'*°?8,

Os estudos in vitro de Mendonga et al. (2009) e Linsley et al. (2013)
utilizando a fibronectina na cultura de CMIs e na diferenciacdo em osteoblastos em

uma concentracdo de 10 pg/mL. No presente estudo, apesar de ter sido utilizada
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uma concentracdo menor de fibronectina sobre os arcaboucos de 0sso bovino
liofilizado (1pg/mL), observou-se adesao e proliferacdo celular, sendo mais evidente

nos grupos 3 e 4, nos periodos de cultura de 72 h, 96 h e 192 h**’.

Através da andalise em MEV evidenciou-se a semelhanca da estrutura porosa
do arcabouco do osso bovino liofilizado (OrthoGen®) com o tecido 0sseo
trabeculado humano, permitindo a adesdo e a proliferacdo das CMMO. Foram
observados os aspectos morfologicos e proliferativos destas células, evidenciando-
se células esféricas e fusiformes com prolongamentos citoplasmaticos aderidas a
superficie do arcabouco (Figuras 29, 30, 31 e 32). Os resultados obtidos atravées da
associacdo de CMMO ao arcabouco osso bovino liofilizado, confirmam as citacdes
de Meyer et al. (2004), Wiesmann et al. (2004), Marolt et al. (2010), Khaled et al.
(2011) Szpalski et al. (2012) e Tabatabaei et al. (2012), que enfatizam a
necessidade do arcabouco ideal apresentar morfologia, composicdo quimica e
propriedades biomecéanicas semelhantes as da area receptora, fornecer
osteocondutividade, ndo ser toxico, ser biodegradavel e possibilitar a sua integracéo

ao tecido adjacente®”10-1219.20,

A andlise pelo MEV ndo demonstrou a adeséao e proliferacédo celular ocorrida
nos grupos 1 e 2, em nenhum dos periodos avaliados, apesar da analise através da
coloracao nuclear pelo DAPI ter demonstrado uma pequena adeséo e proliferagéo e
celular, semelhantes nos trés periodos de cultura avaliados. Assim como a analise
pelo MEV ndo demonstrou a adesao e proliferacdo celular ocorrida no grupo 3 no
periodo de 96 h, onde houve a maior quantidade de nucleos marcados pelo DAPI, e
também no periodo de 192 h. Deve-se ser considerado que na avaliacdo pelo DAPI
foram analisadas 2 amostras de cada grupo, e na analise pelo MEV apenas uma

amostra de cada grupo foi avaliada.

Em revisdo sistematica realizada por Tabatabaei et al. (2012) sobre
arcaboucos utilizados associados a CMIs para as reconstru¢cdes maxilares, os
autores ressaltaram que os melhores resultados foram obtidos quando foram
utilizados arcaboucos de coral, seguido dos biomateriais compostos. Concluiurem
que, até o presente momento, o arcabouco ideal, que atenda a todos os critérios
para a engenharia tecidual 6ssea ainda n&o foi encontrado®?. Os resultados obtidos
na presente pesquisa mostram que o0 0sso bovino liofilizado (OrthoGen®) permite a

adeséao e a proliferacdo das CMMO sobre a sua superficie devido a semelhanca da
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sua estrutura quimica (mineral-colagenosa) e fisica (porosa trabeculada) com 0 0sso
natural, o que favorece a deposicdo e populacdo de células com potencial

osteogénico e formac&o de 0sso novo, conforme descrito por Galia et al. (2009)*°.

A associagdo de CMMO ao osso bovino liofilizado - OrthoGen® poderia
contribuir para otimizar o potencial osteogénico e osteoindutor deste enxerto.
Estudos in vitro da associacdo de células mesenquimais e de células mesenquimais
osteodiferenciadas a um arcabougo 0sso bovino liofilizado - OrthoGen® poderao ser

realizados em continuidade a este trabalho.

As analises iniciais da associacdo de CMMO ao osso bovino liofilizado -
OrthoGen® sugerem que este enxerto apresenta um potencial para o
estabelecimento de novas técnicas terapéuticas para o reparo de perdas 0sseas. Os
resultados desta pesquisa devem ser somados a outros que se seguem, visando
compreender claramente o comportamento celular frente as superficies dos
biomateriais. Sendo assim, o presente estudo contribui para o desenvolvimento de

novas tecnologias visando melhorar as reconstru¢ées 6sseas.

Visando facilitar o desenvolvimento das pesquisas em engenharia tecidual
0ssea, 0 estabelecimento de protocolos para 0s ensaios in vitro com o cultivo de
CMils se faz necesséario, com determinacdo das caracteristicas do meio de cultura,
da densidade celular ideal e dos periodos de avaliagdo da cultura. Assim como a
definicdo do tipo de tratamento de superficie dos diversos biomateriais utilizados
como arcaboucos e do protocolo para a associacdo de fatores de crescimento
(PRP).
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7 CONCLUSOES

Baseados nos objetivos propostos, na metodologia empregada e nos
resultados obtidos, concluiu-se que:

7.1 As CMMO cultivadas sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado
(OrthoGen®- Baumer S.A., BR) recoberto com fibronectina, aderiram e proliferaram
sobre a superficie éssea.

7.2 As CMMO cultivadas sobre um arcabouco de osso bovino liofilizado numa
densidade 15 x 10 células / poco, aderiram e proliferaram sobre a superficie 6ssea
de forma mais evidente, quando comparadas as CMMO cultivadas numa densidade

5 x 10* células / poco, nos trés periodos de cultura avaliados.

7.3 A associacdo de PRP a cultura de CMMO sobre um arcabouco de 0sso bovino
liofilizado aumentou, mas nao de forma estatisticamente significativa, a adeséo e a

proliferacéo celular sobre a superficie 6ssea.
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ANEXO C - TESTE DE REPLICABILIDADE PARA A QUANTIFICACAO NUCLEAR
DAS AMOSTRAS.

Imprimir

“aridncia entre os Erro expernimental
06262 0.0004
GL?
10

pwalor

17624163 p < 0.00M

Correlacdo Intraclasse

0.9989

IC 952 Lim. Inferior IC95%: Lim. Superior

0.9351 0.9957

Conclus@o segundo Fleiss, J. L. (1986)

| Replicahilidade Excelente]

O indice de Correlacéo Intraclasse (ICC) obtido foi de 0,99, considerado

excelente para a replicabilidade, segundo FLEISS (1986).




