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1. INTRODUCAO

A trepanacdo do cranio é considerada um dos mais antigos procedimentos
cirargicos. Cranios retirados dos cemitérios de Paracas e Pachamac, no Peru,
mostram que essa intervencao ja era realizada pelos Incas em 3000 a.C.. Pedacos
de ouro e prata com o mesmo tamanho dos buracos das trepanagdes foram
achados nos cemitérios junto aos cranios trepanados, indicando que essas pecgas
metalicas representam as primeiras tentativas de realizacdo de cranioplastia por
humanos. Naquela época, as trepanacdes tinham um papel mistico. Acreditava-se
que, abrindo o cranio, os maus espiritos podiam ser retirados daquele individuo. Um
dos pioneiros da neurocirurgia, o francés Pierre Paul Broca, em 1861, foi o primeiro
a interpretar as perfuragbes nos cranios incas pré-colombianos como sendo
praticadas cirurgicamente (Youmans, 2003; Gusmao, 2000; Schmidek, 2000).

Na pratica neurocirirgica, a craniotomia €& etapa fundamental do
procedimento cirirgico. E por meio dela que o contedo encefélico é acessado.
Wagner, em 1889, descreveu a craniotomia osteoplastica nos moldes como é
realizada até hoje (Gusmao, 2000). A evolugdo das técnicas operatérias e dos
materiais cirurgicos disponiveis aponta para uma tendéncia em buscar realizar
abordagens invasivas cosmeticamente imperceptiveis. Muitas das situagdes
médicas que levam pacientes as cirurgias neurologicas tém uma grande
probabilidade de cura com o procedimento cirurgico ou, pelo menos, de uma
sobrevida expressiva com boa qualidade de vida. E principalmente em situagdes
como esta que o neurocirurgido, ou qualquer outro profissional que atue na area,
deve buscar alternativas para tentar minimizar os eventuais danos na solucdo de
continuidade da calota craniana, produzindo um resultado cosmético funcional e
favoravel.

O cranio tem a fungao basica de estojo protetor do encéfalo e, em situagdes
de falha Ossea da caixa craniana existe o risco aumentado de traumatismo
encefalico, normalmente resultando em um grave defeito estético. Dentre as
diferentes causas de falhas 6sseas no cranio o trauma pode ser apontado como a
mais frequente, seguido das craniotomias descompressivas, infec¢des, neoplasias e
defeitos congénitos (Youmans, 2003).

As tentativas de reconstrugao da calota craniana vém evoluindo ao longo da

historia da Medicina. Fallopius, em 1600, descreveu que 0 0sso deveria ser usado



como material para o reparo dos defeitos cranianos ocasionados por trepanacoes, e
para o reparo dos defeitos secundarios produzidos por trauma deveria ser usado o
ouro. Van Meeken, em 1670, corrigiu um defeito craniano com osso canino, tendo
que depois retirar o enxerto por exigéncia da Igreja. O uso de materiais aloplasticos
para cranioplastia teve seu inicio na pratica da neurocirurgia durante a Segunda
Guerra Mundial, com a introducdo do uso do tantalo e do metilmetacrilato para
reparar falhas 6sseas cranianas, sendo este ultimo o material mais utilizado para
cranioplastia ainda atualmente (Youmans, 2003).

A literatura esta repleta de estudos clinicos e laboratoriais (Delacure, 1994;
Ferreira, 1997; Silva, 2000; Conrad, 1993; Lemperle, 1998; Deluca, 1997; Isaksson,
1992; Ozaki, 1999; Perry, 1999) que mostram a superioridade dos enxertos
membranosos e as vantagens da utilizagdo de osso isotopico, que se adapta melhor
ao sitio receptor (Fukuta, 1992).

O osso autégeno é frequentemente utilizado como enxerto para reparar
defeitos cranianos. Sua sobrevivéncia como enxerto depende da invasdo de
capilares e osteoblastos do osso receptor. O enxerto, quando colocado no local
receptor, é rodeado por sangue e a resposta inflamatéria inicia. Capilares dipldicos
do osso circunjacente, da dura-mater e do escalpo se infiltram no leito transplantado
durante a primeira semana apds a cirurgia. Durante a segunda semana, ocorre a
proliferagcdo do tecido de granulagdo fibroso e atividade osteoplastica. O leito
vascular invade o enxerto 0sseo e as células mesenquimais primitivas se
diferenciam em células osteogénicas. Essas células osteogénicas se diferenciam em
osteoblastos, que revestem as bordas das trabéculas mortas e depositam osso
novo. As areas de 0sso necrosado cercado sdo gradualmente reabsorvidas e
substituidas por osso novo. O contato funcional entre o osso transplantado e a
diploe receptora, associados a uma fixagdo firme favorecem a integracdo do
transplante. Contrariamente, se o osso autdégeno for colocado em gordura ou
musculo e ficar sem contato funcional com osso circunjacente, ele provavelmente
sera reabsorvido. A integragdo do enxerto é influenciada pela fixagao 6ssea, pela
substituicdo da dura mater, por aplicagédo de cera 6ssea na diploe circunjacente e
vascularizag&o do escalpo.

A colocagdo de um enxerto 6sseo num defeito craniano é uma situagéo
similar a uma craniotomia osteoplastica devido ao interrompimento total de aporte

sanguineo. O retalho ésseo reimplantado numa craniotomia e um enxerto ésseo de



qualquer natureza sao percebidos pelo organismo como um corpo estranho. Se o
enxerto 6sseo permanecer sem vascularizacao, ele sera encapsulado e reabsorvido.
O risco de infeccdo aumenta e existe a eventual necessidade de retirada do
implante. No entanto, quanto mais o implante for vascularizado a partir do osso
circunjacente, mais resistente a infeccao ele se torna (Youmans, 2003).

Diferentes estudos tém sido feitos no intuito de procurar materiais de
substituicdo 6ssea (MSO) adequados. Em situagcbes de extenso déficit 6sseo, ou
mesmo em situagdes que se buscam diminuir o tempo e a morbidade cirurgica,
alternativas vém sendo buscadas. Os requisitos para um MSO ideal sao: estimular a
regeneragdo e a consolidacdo Ossea, proporcionar resisténcia fisiologica,
permanecer observavel (ter contraste radiografico), ser obtido prontamente, ser facil
de usar, ndo causar reagado inflamatéria em tecidos adjacentes, ndo levar a
encapsulacdo de tecido conjuntivo, ndo desencadear transformagdo maligna, néo
produzir subprodutos toxicos, ndo ter propriedades galvanicas ou eletroliticas e néao
proporcionar mecanismos facilitadores de infec¢oes (Sailer, 2000).

Uma possibilidade atual é a utilizacdo de material proveniente de bancos de
tecidos. Na ultima década, o uso clinico de homoenxertos 6sseos atingiu 355.000
casos por ano (Jinno, 2000). Destes, estima-se que 200.000 séo para uso médico e
o restante para uso odontolégico (Zasacki, 1991). Aproximadamente entre 10% a
15% das cirurgias ortopédicas realizadas nos EUA a cada ano envolvem alguma
forma de enxerto 6sseo (referido por Macedo, 1999).

Os xenoenxertos bovinos sdo correntemente comercializados como material
inerte, livre de antigenos, porém tém apresentado respostas insatisfatérias (Fukuta,
1992).

Os biomateriais da hidroxiapatita (HA) sdo osteocondutivos, mas néao
intrinsecamente osteoindutivos. Esses materiais sdo biocompativeis. Apresentam,
contudo, um desempenho biofisico inadequado em termos de remodelacio,
podendo haver migragao, deiscéncia, ulceragao e extrusdo. A ossificagdo com esses
materiais costuma ocorrer nos limites da zona receptora, sem migragcdo para as
areas mais internas do enxerto (Ferreira, 1997). Este parece ser um limite de
integracéo e regeneracéo a ser estudado e transposto com novas técnicas, como a
associagao de culturas celulares (Fukuta, 1992).

A liofilizagdo para preservacdao de enxertos 6sseos nao parece afetar de

forma adversa a capacidade osteoindutiva do transplante. Ela pode, entretanto,



alterar significativamente a biomecéanica desses enxertos, caso for utilizada como
implantes estruturais (Macedo, 1999; Conrad, 1993; Perry, 1999). Seus resultados,
em modelos experimentais, tém sido inferiores ao osso autdogeno (Cheng, 2005).

Uma das tarefas de quem utiliza procedimentos de enxerto 6sseo € escolher
o0 enxerto correto para o0 meio biolégico e mecanico aonde ele vai ser colocado
(Stevenson, 1996). A escolha do processo de armazenamento a ser utilizado deve
levar em consideracdo aspectos praticos e econbmicos, com 0 maximo de
segurancga possivel para os pacientes. O cirurgido € obrigado a estar familiarizado
com as propriedades dos varios materiais de enxertia 6ssea disponiveis, seu
desempenho, indicagdes, contra-indicagdes e risco de transmissdo de doencgas
(Macedo, 1999).

Atualmente, pesquisadores de uma area recente de investigagdo biomédica
denominada engenharia tecidual (ET), estudam novas formas de producgao tecidual,
inclusive para uso em cirurgias reparadoras (Chang, 2003). A ET &€ um campo
multidisciplinar e compreende todos os métodos e esforgos para projetar, produzir,
modificar, expandir e manter tecidos vivos especificos em locais especificos
(Goessler, 2005). A manipulagao podera ser de células, matrizes ou de estimulos
bioldgicos (Muschler, 2002).

Os principios biolégicos que embasam a ET tornaram-se um campo de
grande interesse na pesquisa biomédica. As pesquisas em ET cresceram de
maneira vertiginosa nos ultimos dez anos, uma vez que se descobriu que ha grande
potencial para a regeneracéao e fabricagao de tecidos (Goessler, 2005).

As técnicas de ET, combinadas a terapia génica, podem melhorar a
osteogénese e a fabricacdo de enxertos 6sseos. Mais importante do que isso, a ET
esta se tornando uma realidade clinica.

A ET envolve fundamentalmente duas etapas:

1. a manipulagdo ex vivo de células autdgenas, sua expansdo, diferenciagéo e
introdugdo em estruturas ordenadas superiores (como por exemplo uma matriz
O0ssea mineral pré-moldada), que sao reintroduzidas nas regides lesadas e
integradas no processo de regeneragao;

2. a introdugdo de estruturas supramoleculares nas regides lesadas, semelhantes
aos elementos de matriz extracelular (MEC) e mediadores intercelulares associados,

facilitando a mobilizacdo, a expansdo e integracdo de populagbes de células
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regenerativas, fomentando o reparo, regeneracao e renovacgao de tecidos e érgaos
degenerados (biomimética).

Nos ultimos anos, o conceito do uso potencial das células-tronco (CT) de
origem embrionaria ou de organismo adulto introduziu novas perspectivas em
tratamento celular de patologias teciduais (Jones, 2004).

O termo “células-tronco” descreve um tipo celular nao-especializado, que
pode renovar-se e manter-se por um periodo longo de tempo com o potencial de
derivar para uma linhagem celular ou tecidual com fun¢des especializadas (Conrad,
2005). Em 1981, publicagbes na area de cardiologia apresentaram o isolamento de
CT embrionarias murinas e sua utilizagdo para a produgdo de cardiomidcitos
(revisado em Passier, 2005). Em 1997, a clonagem de um mamifero, a ovelha Dolly,
trouxe um novo estimulo para a pesquisa de CT e a medicina regenerativa (revisado
em Sylvester, 2004).

As CT mesenquimais ja foram denominadas células estromais ou de
sustentagdo da medula éssea (MO), pois pareciam surgir de uma matriz complexa
de estruturas encontradas neste 6rgdo. Sua funcado era restrita a servir de camada
de suporte para as CT hematopoiéticas (Pereira, 1998). Pesquisas da ultima
década, porém, evidenciaram que as CT mesenquimais tém fungdes muito mais
importantes (Sylvester, 2004). Elas s&o capazes de se diferenciar em qualquer
linhagem mesenquimal e também de sofrer um processo de transdiferenciagao
celular a outras linhagens, como a de células nervosas — que tém origem
ectodérmica (Batouli, 2003; Conrad, 2005; Meirelles, 2003).

As CT podem ser utilizadas como terapia celular para o reparo e regeneragao
de tecidos e 6rgaos (Sylvester, 2004). A possibilidade de cultivo de CT embrionarias
humanas a partir de blastocistos obtidos por fecundacao in vitro, permitiu propor
transplantes de CT embrionarias totipotentes em tecidos degenerados, conseguindo
uma regeneragao in situ com populagdes celulares funcionais.

Tanto as CT embrionarias como as adultas sdo fontes potenciais para
aplicagdes clinicas futuras (Passier, 2005). Parece haver uma vantagem das CT
embrionarias pelo fato de que elas podem ser mantidas indiferenciadas
indefinidamente. Contudo, sua segurangca em termos de formagcdo de um
teratocarcinoma ainda requer muita cautela e varios estudos.

A questao ética também tem sido uma grande barreira a realizagdo de novas

pesquisas com CT, uma vez que, ao se determinar que o embrido ja € um ser
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humano, o procedimento de aquisicdo das CT embrionarias seria considerado
abortivo. Em nivel clinico, sua utilizagdo ndo é permitida, em fungdo destes
aspectos. As pesquisas com CT embrionarias estdo autorizadas em alguns paises,
com base em requerimentos distintos. No Brasil, é possivel utilizar linhagens ja
estabelecidas ou embrides nao utilizados em clinicas de fertilizagao. Entretanto, isso
enquadra a pesquisa em nivel pré-clinico no Pais. As CT adultas, contudo, tém sido
empregadas ha algum tempo em protocolos clinicos.

A utilizacdo de CT adultas pode ser uma via alternativa promissora a
utilizacdo de CT embrionarias e seus entraves. Foi demonstrado que o0 organismo
adulto possui reservas de CT (conforme é possivel visualizar na Figura 1) e a fonte
mais rica € a medula 6ssea (MO), cujas CT mostram a capacidade de diferenciagao
praticamente pluripotente, incluindo (em modelos animais) uma capacidade de
diferenciagdo em uma ampla gama de células de origem mesenquimal, endodérmica
e ectodérmica (Pittenger, 1998). Como essas células podem ser facilmente colhidas
e potencialmente cultivadas ex vivo, este novo conceito abre amplas possibilidades
de seu uso em medicina regenerativa, nos sistemas autélogos e, portanto, néo
apresentando problemas de rejei¢ao imunoldgica.

Muitos esforcos tém sido feitos para isolar e definir o tipo celular que deriva da
MO e leva a formacdo de adipdcitos, condrécitos e osteoblastos (Sylvester, 2004).
Os clones de CT mesenquimais sdo dificeis de ser gerados e, por isso, essas
células costumam ser isoladas por sua tendéncia de aderir frmemente a placas de
cultivo (Pittenger, 1999).

Além das CT medulares, outros tecidos guardam uma reserva consideravel
de células pouco diferenciadas, com alta capacidade de regeneragdo (Sonoyama,
2005). As células-satélites de fibras musculares esqueléticas sdo um dos exemplos
classicos. Estudos recentes mostraram que, embora engajadas em uma via de
diferenciagao, essas células podem ser induzidas ao processo de transdiferenciacao
celular como, por exemplo, na obtencdo de condroblastos e osteoblastos (Batouli,
2003; Gronthos, 2001). Esses resultados abrangem uma perspectiva muito ampla
para a medicina regenerativa, uma area de estudo em crescimento franco.

A indugao da diferenciacdo — aplicada a area de regeneragao 0ssea — pode
ser feita apenas colocando-se a CT mesenquimal em meios apropriados de cultivo,

considerados osteoindutores.

12



O estagio de diferenciagcao celular pode ser inversamente proporcional a
capacidade da célula em promover regeneragao se cultivada. Ja esta comprovado
que osteoblastos bem diferenciados perdem suas propriedades fenotipicas e
regenerativas durante periodos de cultivo, enquanto que células pouco diferenciadas
do periésteo podem manter seu potencial de regeneracao e de diferenciagao quando
cultivadas (Nakahara, 1990).

Faz-se necessario, assim, a compreensdao de: auto-renovagao celular,
diferencas entre mitoses simétricas e assimétricas, estabelecimento de linhagens,
condicbes de cultivos celulares, sinais indutivos, fontes potenciais de células e
interacdes entre células e matrizes extracelulares (MEC) (Ge, 2004; Hanks, 2004;
Meirelles, 2003). A adicdo de fatores de crescimento e outras substéncias pode
melhorar a regeneracéo e a integragdo de enxertos 6sseos contendo CT (Ozturk,
2005).

A atuacado da ET pode ser revolucionaria na produgcéo de enxertos 0sseos.
Talvez seja possivel a utilizagdo de grandes quantidades de osso autégeno por meio
da associagao de cultivos celulares associados a MSO. A area doadora para estes
casos poderia ser uma pequena amostra tecidual, ou mesmo um pequeno numero
de células. Além disso, o planejamento e a moldagem (prototipagem) do enxerto
podem ser aperfeigcoados e melhor utilizados.

A utilizacdo de CT pode ser associada também a outras técnicas de
promogao, regeneragao e reconstrugao 6ssea, como a distragdo osteogénica (Kitoh,
2004).

A interagdo entre as células cultivadas e as matrizes 6sseas tem sido um
outro ponto de estudo (Hanks, 2004). A MEC medeia a adesdo celular a
biomateriais. No osso, a MEC é composta de proteinas, tais como colageno,
fibronectina, laminina, vitronectina, osteopontina e osteonectina. Além da
possibilidade de estudo da adesao, estes elementos podem ser avaliados como
indicadores da regeneracgao tecidual (EI-Amin, 2003).

Sabe-se que osteoblastos que ndo expressam proteinas de adesao — como
as integrinas, por exemplo — e que nédo se aderem a MEC circunjacente sofrem
apoptose.

Alguns estudos utilizando abordagens experimentais distintas, estabeleceram

que as culturas de CT mesenquimais contém estagios distintos de diferenciagao. O
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estimulo do microambiente pode provocar a diferenciagcdo dessas células em
osteoblastos (Minguel, 2001).

E necessario estudar com mais profundidade as propriedades bioldgicas das
CT adultas, no sentido de esclarecer melhor o mecanismo de acao relacionado a
diferenciagao celular, bem como o tipo ideal a ser empregado em protocolos
clinicos. Assim, novos estudos deverdo ser feitos nas mais diversas areas
biomédicas. No caso das reconstrugdes osseas, € preciso compreender também a
interagéo entre as células e as matrizes 6sseas ou seus substitutos (Passier, 2005).

O processo de angiogénese ocorre em diferentes estagios que,
resumidamente, compreendem: dilatacédo do vaso, ativagado de células endoteliais,
ativagcdo de plaquetas, secregdo de ativadores do plasminogénio e enzimas
proteoliticas, desgranulacdo de mastodcitos, ativagdo de macréfagos, ruptura da
membrana basal e aumento de permeabilidade com saida de fibrina e outras
proteinas (estagio 1). Em seguida, ocorre formagao de pseudépodos, degradacao da
matriz extracelular, migragao de células endoteliais para o espago extravascular com
proliferagcdo das mesmas e formacéo de brotos de tecido vascular (estagio 2). Por
fim, forma-se nova membrana basal e maturacdo da nova parede vascular para
estabelecimento do fluxo sanglineo, formagao de tubos e conexdes, estabelecendo-
se 0s novos vasos (estagio 3).

O processo pelo qual a hipéxia e a inflamagdo induzem a angiogénese esta
parcialmente esclarecido. J4 se sabe que a inflamacdo aumenta a produgao do
peptideo derivado de macrofagos PR-39. Este inibe a degradacao de HIF-1alfa
(hypoxiainducible factor 1 alfa), levando ao aumento da expressdo de VEGF
(vascular endothelium growth factor), seus receptores Flt1 e FIk1 e da sintetase de
oxido nitrico (eNOS). Por outro lado, o PR- 39 aumenta a producédo de fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF), os quais tém poder angiogénico. Ainda por outro
caminho, a inflamagéao induz a produgao de citoquinas promotoras de angiogénese.

As duas familias de fatores mais bem estudados que participam do processo
descrito sdo as de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e as de fator de
crescimento fibroblastico (FGF). O membro melhor identificado da familia VEGF é
VEGF-A, que consiste de 5 isoformas, resultantes de divisbes alternativas de um
gen unico, ou seja: VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 e VEGF 206. A

familia FGF compreende pelo menos 9 polipeptideos, incluindo FGFbasico e

14



FGFacido. Diferentemente do VEGF, o FGF atua na mitogénese de células

endoteliais, de fibroblastos e de células musculares lisas (Kalil, 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Analisar a capacidade de integracdo e regeneragdo de enxertos 0sseos,

contendo CT mesenquimais indiferenciadas, enriquecidas ou ndo de VEGF.

2.2 Objetivos Secundarios

Comparar diferentes materiais de substituicdo oOssea contendo CT
mesenquimais indiferenciadas enriquecidas ou nao de VEGF.

Mensurar a atividade da enzima fosfatase alcalina (FA) na reconstrugdo com

CT enriquecidas ou ndo de VEGF.
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3. HIPOTESE INFERENCIAL OU DE PESQUISA (H)
A regeneracao Ossea de falhas de calota craniana apresenta maior qualidade

bioquimica e histolégica quando a matriz inorganica utilizada € a HA acrescida de

CT mesenquimais e € maior ainda quando enriquecida com VEGF.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA

Macewen (Perry, 1999), em 1880, foi pioneiro ao descrever o uso do
homoenxerto como forma de reconstituir o tecido dsseo. No procedimento, ele
utilizou com sucesso a tibia de uma crianga para reconstruir o Umero de um menino
de quatro anos. A base cientifica do transplante 6sseo foi estabelecida na metade do
século XIX, com as observacodes feitas por Ollier, em 1867, sobre as propriedades
osteogénicas do osso e do peridsteo (Volpon, 2000).

Sailer (2000) descreveu as caracteristicas de um material de substituicao
o0ssea (MSO) ideal. Os varios tipos de biomateriais podem ser tanto incorporados no
interior do tecido 6sseo do hospedeiro, quanto substituidos por tecido 6sseo. A
conversdo completa do material de preenchimento em osso autégeno pode ser
esperada somente apds um periodo de dois anos.

Delacure, em 1994, publicou uma revisao sobre os mecanismos fisioldgicos
da cicatrizacdo Ossea. Ele cita que a compreensdo desses processos permite
escolher com maior clareza técnicas e sitios doadores, aproveitar mais
adequadamente o volume de enxerto retirado, alcangar resultados mais consistentes
e direcionar melhor o processo cicatricial ésseo.

Ozaki e Buchman (1998) estudaram a manutengdo de volume Osseo de
enxertos, comparando enxertos corticais e medulares. Foram realizados enxertos
0sseos em vinte e cinco coelhos Nova Zelandia e em cada cranio de coelho foram
colocados enxertos corticais de 0sso membranoso e enxertos corticais € medulares
de osso endocondral. Os animais foram sacrificados com trés, oito e dezesseis
semanas de pos-operatorio. A analise de volume por tomografia computadorizada
(TC) demonstrou uma reabsorgéo significativamente maior no osso medular
endocondral do que no cortical, independente de ele ser membranoso ou
endocondral (P<0,05). Isso ocorreu nos trés tempos de avaliagdo. Entre os dois
ultimos, ndo houve diferenga significativa. Considerando os resultados obtidos, os
autores acreditam que o osso cortical pode ser superior no que diz respeito a
manutencao de volume apds enxertos.

Esses mesmo autores (Ozaki e cols., 1999) estudaram, posteriormente, a
micro-arquitetura de enxertos corticais de origens embrionarias diferentes —
membranosa versus endocondral. O trabalho também foi realizado com coelhos

Nova Zelandia, divididos em dois grupos e sacrificados apés o0 mesmo periodo: trés,

18



oito e dezesseis semanas de pds-operatério. Um enxerto de cada origem foi
colocado no plano subperiosteal desses animais. A analise por TC e
histomorfometria ndo demonstrou diferengas estatisticas entre: volume, numero
médio de trabéculas e medidas de anisotropia. Houve, no entanto, diferencgas
significativas entre as afericbes com trés e com dezesseis semanas. Os dois
trabalhos publicados por esses autores desafiaram alguns conceitos prévios sobre
as diferencas bioldgicas de enxertos 0sseos de origens diferentes.

Lemperle e cols. (1998), analisaram a regeneragdo Ossea espontanea, a
osteoconducdo e os auto-enxertos medulares em falhas de calota craniana e
mandibula em cées. Apds dois e quatro meses de colocagido, os enxertos foram
retirados e avaliados. No modelo de falha mandibular, houve maior formacido de
osso na falha sem enxerto (47,3%), seguido do grupo com auto-enxerto (34,8%) e
do grupo com implantes de hidroxiapatita (HA) (19,0%). No modelo de calota
craniana, o tratamento com auto-enxerto demonstrou maior formacgdo O&ssea
(27,3%), seguido do grupo sem tratamento, que foi similar ao grupo com implantes
de HA (18,2%). No modelo de mandibula, uma tela de titédnio foi utilizada para
impedir a penetragdo de tecidos moles na falha. Assim, o efeito osteogénico do
periosteo conseguiu promover o fechamento da falha. Os autores enfatizaram a
necessidade de diferenciar falhas criticas que contenham ou nao protecdo e
peridsteo, uma vez que estas podem ser consideradas variaveis fundamentais na
osteogénese.

Stevenson (1996) apresentou uma revisdao sobre fatores que afetam a
integracdo dos enxertos O6sseos. Segundo o autor, o enxerto, para sua
revascularizagéo, € dependente do tecido circunjacente, e isso resulta em atraso na
penetragao vascular. Quando células histocompativeis sao adicionadas ao enxerto,
a velocidade de regeneragao e integracédo parece aumentar.

Isaksson e cols. (1992) estudaram as diferengas entre enxertos homdgenos
membranosos e endocondrais. Apds produzirem falhas na calota craniana de
coelhos adultos e reconstrui-las com ambos os tipos de enxerto (liofilizados), os
estudos provaram nao haver diferengas significativas entre eles, e o potencial
osteoindutivo foi baixo.

Zasacki (1991) fez uma analise retrospectiva de cirurgias ortopédicas nas
quais foi utilizado osso liofilizado (OL) esterilizado com radiagdo. De 435 amostras

analisadas, houve resultados satisfatorios em 394 pacientes (91%).
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Deluca e cols. (1997) observaram a perda de volume em enxertos 0sseos.
Em um modelo animal com coelhos Nova Zelandia, compararam o volume de
enxertos frescos contra enxertos preservados em solucéo salina e antibidticos por
trés meses. O primeiro grupo apresentou manutencao de 85,1% do volume inicial,
enquanto que o segundo, entre 61,8 e 75,9% do mesmo. Os pesquisadores
concluiram que o osso fresco permanece como padrao-ouro para enxertias, mas
que outros enxertos preservados podem ser alternativas viaveis.

Lohmann e cols. (2001) pesquisaram o efeito da desmineralizacdo no
potencial osteoindutivo de enxertos 6sseos humanos em dois grupos de pacientes.
No primeiro grupo, havia pacientes com menos de 42 anos e, no segundo, com mais
de 70 anos. O material retirado foi liofilizado e dividido em duas porgdes: uma foi
usada diretamente, e a outra desmineralizada. Foi criado um escore para classificar
os enxertos, baseado no numero e tamanho dos ossiculos formados. Além disso, a
area de osso neoformado foi determinada por histomorfometria. A resposta tecidual
ao enxerto variou com a idade do doador e dependendo de ser ou nhao
desmineralizado. O enxerto desmineralizado de pacientes jovens apresentou
propriedades osteoindutivas. O enxerto de pacientes idosos, desmineralizado ou
nao, gerou tecido conjuntivo denso e fibroso.

Macedo e cols. (1999) compararam a resisténcia a compressdo entre 0sso
bovino congelado e liofilizado. Trés grupos foram analisados: o primeiro, formado
por cilindros de osso congelado, posteriormente descongelados, durante uma hora;
o segundo, formado por cilindros de OL e reidratado durante 0 momento do teste; e
o terceiro, por fim, formado por cilindros de OL e reidratado durante uma hora e meia
antes do teste. Os autores ndo encontraram diferengcas estatisticamente
significativas nas avaliagdes biomecanicas de deformagao, nem na carga maxima de
compressao, nem na razao de deformagao. Os pesquisadores salientaram também
que estes resultados foram realizados in vitro e que negligenciam,
consequentemente, os processos bioldgicos aos quais 0 0sso é submetido in vivo.

Fukuta e cols. (1992) compararam a reconstrugdo de falhas de espessura
total da calota craniana em coelhos. Eles demonstraram que tanto o p6 de osso
autégeno, granulos de HA porosa ou particulas de osso mineral bovino geram
regeneragao na calota craniana. No entanto, a quantidade de osso gerada com

material autégeno foi significativamente maior.
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Alberius e cols. (1990) detectaram que as suturas cranianas tém um
comportamento biomolecular diferente das outras regides do osso craniofacial.

Cheng e cols. (2005) examinaram modelos ovinos para reconstru¢cao ossea
por engenharia tecidual (ET). Eles compararam osso autélogo com OL. O primeiro
grupo apresentou mais volume e mais formagao 6éssea apds nove semanas, embora
continuasse a haver remodelamento e diminui¢gao volumétrica de ambos.

Schwartz e cols. (1996) observaram a capacidade osteoindutiva de enxertos
de OL. Foram realizados implantes intramusculares e subcutaneos. Apds quatro e
oito semanas, tais implantes foram retirados para exame. Nas amostras de
colocagao intramuscular houve neoformacao éssea, ao contrario do que aconteceu
nas amostras de colocagao subcutanea.

Conrad e cols. (1993) estudaram o efeito da liofilizagdo e da reidratagdo no
0sso0 medular. A partir de uma analise de ossos de cadaveres, foi possivel
determinar que o processamento 6sseo diminui a for¢a e a resisténcia 6ssea.

Oliveira e cols. (2002) compararam a reconstru¢cado 0ssea de calota craniana
em ratos ndo-isogénicos. Eles demonstraram que o enxerto autdlogo fresco foi a
melhor opcdo na reparacdo do esqueleto craniofacial. Embora os enxertos
homologos tivessem apresentado resultados satisfatérios, com capacidade de
osteoindugdo e osteocondugdo, os enxertos homologos liofilizados pareceram ter
um melhor comportamento em longo prazo.

Jinno e cols. (2000) estudaram os efeitos da utilizacdo de radiagdo gama em
baixas doses (1,5 Mrad) em enxertos 6sseos corticais singénicos e homoélogos. Nem
0 processamento, nem a radiacdo afetaram significativamente a integracdo dos
enxertos, independente de serem singénicos ou homélogos. Apds seis meses, a
resisténcia dos dois enxertos foi similar. Assim, neste estudo, a radiagdo nao
comprometeu as propriedades biolégicas dos enxertos 0sseos.

Silva e cols. (2000) compararam retalhos 0sseos pré-fabricados com o0sso
homogeno liofilizado e congelado. O grupo com OL demonstrou maior perda da
arquitetura e da rigidez.

Nakahara e cols. (1990) examinaram células do peridsteo de frangos e
demonstraram que esse tecido tem precursores que podem diferenciar tanto a
osteoblastos como a condrdocitos. As células bem diferenciadas, como os

osteoblastos, perdem suas propriedades fenotipicas durante o periodo de cultivo,
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enquanto que outras menos diferenciadas, como as do periosteo, mantém tais
propriedades.

Passier e Mummery (2005) revisaram e compararam a utilizagdo de CT
embrionarias e adultas para diferenciacdo a cardiomiécitos. Uma das primeiras
areas a utilizar CT para diferenciagdo e tratamento foi a cardiologia. Os
cardiomiocitos ndo tém capacidade para reparar areas extensas do coragao, a hao
ser que novas células dessas sejam transplantadas. A partir disso, foram iniciadas
novas pesquisas para obter fontes de cardiomidcitos. Essas pesquisas estenderam-
se também a outras linhagens, como a de células 6sseas e precursoras. As CT
embrionarias tém a vantagem de serem mantidas indiferenciadas indefinidamente e
sao de facil obtencdo, ao passo que as adultas tém menor risco de formacao de
neoplasias e problemas éticos.

Silva (2005) determinou métodos de separagdo de CT mesenquimais de
aspirados medulares, cultivo e expansao de culturas in vitro.

Muschler e Midura (2002) revisaram conceitos e aplicagbes de células
progenitoras do tecido conjuntivo. Apresentaram aspectos sobre a biologia celular
das CT, incluindo auto-renovacao, mitoses simétricas e assimétricas e restricido de
linhagens. A eficacia de enxertos 6sseos depende inteiramente das células na area
receptora, particularmente das CT e das células progenitoras, capazes de gerar um
novo tecido.

Minguell e cols. (2001) publicaram uma revisdo sobre estudos realizados ex
vivo a respeito das CT derivadas da MO. Apesar do grande conhecimento que veio a
tona nas ultimas décadas, tanto em nivel molecular como celular, ainda existem
questdes fundamentais em analise para determinar a eficacia e a seguranga da
utilizacao de CT em terapia génica e celular.

Sylvester e Longaker (2004) fizeram uma importante revisdo sobre as CT e
sua utilidade potencial em cirurgias reparadoras. Eles apontam diferencas entre as
CT embrionérias e as adultas ou somaticas pos-natal. Embora as primeiras tenham
maior potencial para produzir novos tecidos, esbarram nas questdes de seguranga e
de ética. Assim, as CT adultas ganharam muita importancia no estudo da ET. Os
autores destacam o potencial das CT mesenquimais, que outrora foram tidas apenas
como células de sustentagdo da MO (células estromais ou de suporte).

Conrad e cols. (2005) publicaram uma revisao sobre a utilizagdo das CT

adultas em medicina regenerativa e em cirurgia reparadora. Eles citam que tais
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células apresentam a propriedade de diferenciagdo em outros tecidos, uma
caracteristica definida como plasticidade. Além disso, elas podem sofrer
transdiferenciagdo, uma propriedade que permite que, mesmo estando
comprometidas com uma via (committed, em inglés) — que pode ser a mesenquimal,
produzindo musculo, por exemplo —, podem passar a outra via — como a
ectodérmica, produzindo células do tecido nervoso. Esses autores também afirmam
que uma das dificuldades atuais com pesquisa de CT €& o isolamento de uma
quantidade suficientemente numerosa e pura dessas células.

Um dos problemas das CT, principalmente as mesenquimais, € a questao de
nao expressar antigenos especificos de tecidos (lin"). Outra caracteristica peculiar é
que as CT adultas ndo podem ser localizadas em uma regidao especifica de um
orgao (nicho), mas estéo dispersas por todo esse 6rgao (ou tecido), com frequiéncia
e estado de atividade muito variaveis.

Lucarelli e cols. (2004) também revisaram a possibilidade de reconstrugcdes
osseas com CT. Eles destacam a importdncia das CT autégenas adultas que
facilitam as questdes éticas e ndo requerem imunossupressao. Os autores também
apresentam duas abordagens pré-clinicas que precisam ser estudadas: as CT da
MO e as de outros tecidos. Assim, novas fontes podem ser consideradas e eleitas
para técnicas de ET dssea.

Goessler e cols. (2005) publicaram uma revisado sobre ET, suas defini¢cdes e
potenciais. Citam que o sucesso de qualquer estudo nesta area deriva
fundamentalmente do conhecimento de uma unidade: a célula. As CT surgem como
um dos principais arsenais na reconstrugao e reparo de tecidos nessa nova area.

Pittenger e cols. (1999) apresentaram uma publicagdo sobre a potencialidade
das CT mesenquimais. Essas células contribuem para a regeneragdo do osso, da
cartilagem, dos musculos, ligamentos, tenddes, tecido adiposo e do estroma. Tais
células podem ser cultivadas, baseadas em suas propriedades de aderéncia a
superficies.

Um estudo utilizou CT mesenquimais de oito ovelhas para reparo craniano de
defeitos dsseos (Shang, 2001). Foram criados defeitos bilaterais de 20mm de
diametro (espessura total) nesses animais. Esses defeitos foram reparados por
implantes ésseos de CT (n=8) ou com alginato de calcio sem CT (n=4). Um grupo
controle (n=4) n&o teve reparagao. Houve crescimento 6sseo consideravel apos seis

semanas nos dois grupos de intervencdo, mas nao no grupo-controle. O o0sso
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cultivado por ET tornou-se mais maduro apds 18 semanas de pds-operatério. A
avaliagao tomografica demonstrou reparagao quase completa apos esse periodo.

Dong e cols. (2002) analisaram a implantagcéo de blocos de HA contendo CT
mesenquimais da MO em tecido subcutaneo de ratos singénicos. Apos 13 semanas
da cirurgia, foi evidenciado que a superficie porosa da matriz estava coberta com
osteoblastos e colageno. Com 26 semanas, a concentragdo desses elementos era
maior, assim como a quantidade de osso formado.

Ge e cols. (2004) avaliaram a interagcdo entre HA com varios graus de
hidratacdo e com CT mesenquimais induzidas a osteoblastos. Eles demonstraram
regeneragao 0ssea nas areas implantadas, ndo so pelas células do enxerto, mas
também da area circunjacente.

El-Amin e cols. (2003) realizaram um estudo para avaliar a produgado de
matriz extracelular (MEC), organizacao do citoesqueleto e adesao de osteoblastos a
matrizes biodegradaveis para ET, denominadas acido polilatico glicdlico (PLAGA) e
acido polilatico (PLA). Eles examinaram a adesao celular a essas matrizes apds trés,
seis e 12 horas. Os autores determinaram que os osteoblastos colocados no PLAGA
aderiam melhor, produzindo maior quantidade de MEC.

Hanks e Atkinson (2004) observaram a interagao entre célula e MEC no
tecido 0sseo. Eles compararam duas matrizes 6sseas inorganicas liofilizadas, sendo
que uma continha o peptideo P-15, que € derivado da molécula do colageno tipo |.
No grupo onde o P-15 estava presente, a adeséo foi significativamente maior.

Meirelles e Nardi (2003) isolaram uma linhagem de CT mesenquimais
murinas, caracterizando sua morfologia, seus marcadores de superficie e sua
cinética de crescimento in vitro. Eles demonstraram que estas células podem se
diferenciar a uma rota osteogénica, outra adipogénica, ou ainda sofrer uma
transdiferenciacdo para uma rota de desenvolvimento ectodérmico, permitindo
diferenciagao a células de tecido nervoso.

Gronthos e cols. (2001) pesquisaram adipécitos derivados da MO como fonte
potencial para CT mesenquimais. Eles determinaram o fenétipo daquelas células,
tanto em estado indiferenciado como diferenciado. As células adiposas da MO tém
similaridades com as CT mesenquimais e podem ser integradas em técnicas de ET.

Yoshikawa e cols. (1999) utilizaram métodos de reconstrugdo 6ssea por ET.
Eles fizeram o cultivo de o0sso in vitro em uma estrutura porosa de ceramica de HA.

Apds duas semanas de cultura, a estrutura demonstrou a existéncia de fibras
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mineralizadas de colageno na superficie da HA, conforme avaliagdo por microscopia
eletronica de varredura. A estrutura também demonstrou FA e osteocalcina
elevadas. A cultura foi implantada e houve aumento de tecido 6sseo, avaliado por
microscopia eletrbnica. A atividade osteoblastica manteve-se por até um ano. O
desempenho do enxerto foi avaliado também por analise por Northern blot, que
ratificou a expressdo aumentada de RNA mensageiro para FA e osteocalcina, em
comparagao a implantes-controle. Os resultados demonstraram a efetividade da
reconstrucdo com 0sso cultivado.

O mesmo autor observou a regeneragdo Ossea com ceradmica € 0SSO
autégeno cultivado (Yoshikawa, 2003). Um estudo em caes avaliou, apos trés
semanas de implantacdo, que a formagao O6ssea na superficie da ceramica era
espessa, e a FA foi detectada em niveis elevados. Apds oito semanas, notou-se
invasao vascular dos poros e a presenga de MO. Nos poros da ceramica, linhagens
hematopoiética também foram encontradas.

Batouli e cols. (2003) compararam a osteogénese e a dentinogénese com o
uso de CT. Eles avaliaram células humanas, sendo que as CT mononucleares da
MO foram obtidas de coletas laboratoriais da Empresa Poietic Technologies
(Gaithersburg, MD, USA), e as CT da polpa dentaria (PD), a partir de terceiros
molares extraidos na Dental Clinic of the National Institute of Dental and Craniofacial
Research. As células foram cultivadas sobre um pd de ceramica de HA e fosfato de
célcio, em uma concentragdo de aproximadamente 4,0 x 10° células/ml. A incubagdo
foi a 37,0 °C por 2 horas. Este material foi transportado para o subcutadneo de
camundongos imunocomprometidos. A avaliagao foi feita apds duas, quatro, oito e
16 semanas. Apds quatro semanas, tanto as CT da MO quanto as da PD
apresentaram diferenciacdo a osteoblastos e odontoblastos, respectivamente. Nesse
periodo, ja foram capazes de gerar, respectivamente, MO e dentina.

A CT da MO e a CT da PD sao multipotentes e podem se diferenciar a varias
linhagens celulares, quais sejam: osteoblastos, odontoblastos, adipocitos e células
neurais. No entanto, os autores concluiram que os mecanismos de regeneragao
para estes dois tecidos, 0sso e polpa dentaria, sédo diferentes.

Ozturk e cols. (2005) publicaram um estudo sobre reconstrucdo 6ssea com
CT extraidas da MO e estimuladas com prostaglandina E2. Nos animais em que a

prostaglandina foi utilizada — ratos Wistar —, houve aumento da cicatrizagao dssea.
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Riley (1996) revisou a biologia e as aplicagdes possiveis para a BMP-2. As
BMP pertencem a uma superfamilia do fator de crescimento de transformagao-beta.
A BMP-2 tem funcgdes pleiotrépicas que vao desde a organogénese, esquelética e
extra-esquelética, até a geracao e regeneragao 6ssea. Varios autores tém utilizado a
BMP-2 para tratamentos de nao-uniao 6ssea e para fusao espinhal.

Chang e cols. (2003) estudaram um modelo animal para avaliar se CT
transfectadas com um adenovirus carreador do gene para BMP-2 humana
aumentariam a formagao de osso autdlogo para o reparo de defeitos cranianos. Eles
criaram dois defeitos de 2 x 5 cm em cranios suinos, sendo um para controle, onde
utilizou-se apenas CT. Tanto a dura-mater como o periosteo foram retirados das
falhas. A concentracdo de células utilizadas foi de 5 x 10’/ml. As analises foram
realizadas apos seis e 12 semanas. Houve diferenga significativa na regeneragao
Ossea entre o lado tratado com BMP-2 e o lado controle em 12 semanas (P<0,001).
As areas foram submetidas a um teste de resisténcia biomecénica, demonstrando
similaridade com o osso craniano normal (P=0,227).

Kitoh e cols. (2004) associaram a distragdo osteogénica com o transplante de
CT mesenquimais na mesma regido tratada. Eles demonstram aceleragdo da
regeneragao nos casos relatados.

A FA é uma enzima que reflete a atividade osteoblastica, aumentando a
propor¢do da renovagao éssea (Yoshikawa, 1999). Trata-se de uma glicoproteina
associada a formacao de tecidos calcificados. A FA catalisa a hidrolise dos ésteres
de fosfato em pH alcalino e parece ser um pré-requisito para a mineralizagdo normal
do esqueleto (Stucki, 2001). Em humanos, essa enzima ocorre de maneira ubiqua, e
trés isoenzimas sao identificadas: inespecifica, intestinal e placentaria (Sabokbar,
1994). No entanto, 0 0osso nao € a unica fonte de FA no organismo. Isso pode levar a
vieses de afericdo, a ndao ser que esta seja feita de maneira especifica e
proporcional a um 6rgao ou tecido, como, por exemplo, um enxerto 0sseo.

A FA parece ser um sinal precoce da secrecido osteblastica de uma matriz,
que subsequentemente transformar-se-a em osso. Stucki e cols. (2001)
demonstraram que: (a) a osteogénese na regeneracao tecidual guiada é precedida
por um aumento localizado e significativo da FA; (b) a neogénese O6ssea € um
evento precoce e pode ser detectada com apenas duas semanas apds a
cicatrizagdo; (c) a expressao de FA e a neogénese Ossea subsequente séo

interligadas e originarias das estruturas 0sseas pré-existentes.
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Warnke e cols. (2004) apresentaram um relato de caso interessante sobre
reconstrucao parcial de mandibula com a utilizacdo de técnicas de ET. Um paciente
de 58 anos havia sido submetido a uma mandibulectomia subtotal oito anos antes,
devido a um tumor maligno. Uma reconstrugcéo foi realizada com os seguintes
elementos: tela de titanio pré-moldada; blocos de osso mineral; BMP-7; colageno
bovino tipo 1; aspirado de MO da crista iliaca para inserir precursores celulares
indiferenciados — que seriam alvo da BMP; osso mineral bovino, misturado com o
aspirado de MO.

Essa composi¢cao de enxertos foi colocada dentro do musculo grande dorsal
por sete semanas, para compor um retalho pré-moldado, posteriormente transferido
como retalho livre. Conforme demonstrado por cintilografia e TC, houve
remodelagdo e mineralizagdo apds a cirurgia. O paciente teve melhoria funcional e
estética.

Ferreira (1997) avaliou a reconstrugcdo do arco zigomatico de coelhos Nova
Zelandia com trés tipos de enxerto Osseo: autdgenos, homodgenos frescos e
homogenos congelados. Ele demonstrou que os transplantes do grupo homégeno
fresco apresentaram os maiores indices de atividade osteoclastica e os menores
indices de atividade osteoblastica, com tendéncia ao balango negativo na integracao
Ossea. Ja os transplantes do grupo homdgeno congelado apresentaram os menores
indices de atividade osteoclastica tardiamente, acompanhados de indices
relativamente altos de atividade osteoblastica, o que demonstrou a manutencao de
sua propriedade de osteoinducgao, justificando seu uso clinico.

Kilian e cols. (2005) estudaram os efeitos dos fatores de crescimento
plaquetarios (PDGF) na neo-formag&o vascular e a expressao dos receptores de
VEGF em defeitos 6sseos preenchidos com uma pasta de HA em suinos. Foram
criados defeitos cilindricos de 8,9mm de didmetro e 10mm de profundidade na
regidao subcondral do condilo do fémur direito dos animais que foram preenchidos
com a pasta de HA em um grupo e HA enriquecida com PDGF em outro grupo. Os
animais foram sacrificados 20 dias depois e a expressao do VEGF foi maior no
grupo com HA enriquecida de PDGF assim como o numero de vasos neoformados
em comparagado com o grupo que continha apenas a HA.

Chouteau e cols. (2003) estudaram a interagdo de culturas de osteoblastos e
fibroblastos com uma ceramica macroporosa composta de 70% de HA e 30% de

trifosfato de calcio processada com diferentes tamanhos de macroporsidade e com
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ou sem microporosidade na superficie. Através da microscopia por scanner de
elétrons o comportamento celular em contanto com a superficie dos substitutos
o0sseo foi analisada além da analise histologica da invasao celular dos materiais.
Houve um crescimento exponencial de ambos grupamentos celulares, o tamanho de
macroporos de 300 ym ou mais pareceu suportar bem a colonizagcdo e a
microporosidade ndo pareceu interferir a colonizagao celular. Os autores concluem
que esses materiais estudados sdao moderadamente osteoindutores mas nao
possuem propriedades osteoindutivas. Uma associagdo hibrida de células
osteogénicas e ceramicas de fosfato de calcio poderiam compor um material com

propriedades osteoindutivas.
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5. METODO
5.1 Delineamento

Estudo experimental, aberto, comparado e prospectivo.

5.2 Locais de Realizacao

A pesquisa foi realizada na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram do projeto
a Unidade de Cirurgia Craniomaxilofacial — Cirurgia Plastica — HCPA, o Banco de
Ossos — Servigco de Ortopedia e Traumatologia — HCPA, o Laboratério de
Biomaterias — Faculdade de Engenharia da UFRGS, o Laboratério de Imunogenética
— Departamento de Genética — UFRGS, a Unidade de Experimentagdo Animal —
Centro de Pesquisa (CP) — HCPA, o Departamento de Patologia — Faculdade de
Medicina — UFRGS e o Servigo de Patologia Clinica — CP — HCPA.

5.3 Populacéao

Foram utilizados 45 camundongos adultos, fémeas, da linhagem isogénica
C57BL/6, com dois meses de vida e peso entre 20g e 80g (conforme pode ser
visualizado na Figura 2). A escolha por fémeas ocorreu em funcédo da possibilidade
de, futuramente, rastrear as CT das culturas do Laboratério de Imunogenética que
sao feitas a partir de animais machos. Assim, poder-se-ia marcar o cromossomo Y
para identificacdo das CT apds a implantagdo nas areas a serem reconstruidas.
Esses camundongos foram colocados em caixas contendo cinco animais por caixa

(caixas um a nove). As referéncias dos animais estdo descritas no Anexo |.

5.4 Preparo dos Animais e Técnica Cirurgica

Foram obedecidas todas as normas de bioética estabelecidas pelo Grupo de
Pesquisa e Pds-Graduacado — HCPA, da Unidade de Experimentacdo Animal — CP —
HCPA e do National Institutes of Health (NIRC). Todos os procedimentos cirurgicos,
inclusive a retirada dos enxertos 6sseos, foram realizados sob cuidados estritos de
anti-sepsia.

Foi realizada tricotomia da regi&o crénio cervical dos animais apos a indugao
anestésica com quetamina (10mg/kg; Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) e
xilazina (5mg/kg; Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), administradas via intra-

peritoneal. Foi aplicada solugao de iodofor aquoso em toda a cabega do animal para
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a anti-sepsia e a regiao operatdria foi isolada com campos estéreis. Apds o término
do procedimento cirurgico a analgesia foi, imediatamente, realizada com tramadol
(1,5mg/kg Carlo Erba S. A., Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) administrado
em dose Uunica via subcutanea. No periodo pods-operatério, os animais foram
mantidos em gaiolas com ciclos de 12 horas de luz, com acesso a agua e a comida
ad libitum. A antibioticoprofilaxia utilizada foi uma solugdo de oxitetraciclina (Pfizer,
Sao Paulo, Brasil) na concentragdo de 20mg/kg, diluida em agua, ofertada aos
animais nos primeiros 7 dias de pds-operatorio.

Todo o procedimento cirurgico foi realizado com técnica microcirurgica e
auxilio de microscopio. Apos a indugao anestésica, a tricotomia e o posicionamento,
foi realizada uma incisdo em forma de meia-lua na regido biparietal com
levantamento de um retalho cutdneo expondo a regido parietal direita do animal
(Figura 3). Com um dissector delicado foi descolado o periésteo (Figura 4). Foram
criadas falhas ésseas com uso de broca cirurgica do tipo lamina de craniétomo
Midas Rex Legend 8TA11 1714E (Figura 5) de espessura total na regido do osso
parietal, a serem reconstruidas no mesmo tempo cirurgico por diferentes maneiras,
de acordo com cada grupo em estudo. Foi utilizado um motor do tipo drill que girava
a lamina a 10.000 rotagdes por minuto. A falha de forma retangular, medindo pelo
menos 3mm x 5mm, foi cuidadosamente realizada no osso parietal direito com a
broca e irrigacado continua (Figura 6 e Figura 7). Em seguida, um descolador de
periosteo delicado foi empregado para abrir a falha, minimizando laceragbes
meningeas (Figura 8).

Por meio de um estudo-piloto, foi demonstrado que uma falha de 3mm x 5mm
pode ser utilizada, sem que haja o viés da regeneragao total espontanea da falha —
como demonstrado em estudo anterior da mesma linha de pesquisa (Portinho,
2006). A falha 6ssea do estudo ndo envolveu as suturas cranianas, que tém
sabidamente um comportamento biomolecular diferente das outras regiées do osso
craniofacial (Alberius, 1990).

Os animais foram sacrificados apds quatro semanas de pdés-operatério em
camara de CO; (Biotécnicas, Sao Paulo, SP) (Figura 9), conforme rotina da Unidade
de Experimentagdo Animal — Centro de Pesquisa — HCPA. O periodo de quatro
semanas foi escolhido porque ja foi demonstrado que a osteogénese de enxertos

inicia-se entre duas e quatro semanas de pds-operatorio (Batouli, 2003).
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5.5 Determinacéo do Modelo Experimental e da Falha Critica

Foram utilizados os dados da linha de pesquisa para a determinacéo da falha
critica. Conforme discutido na literatura (Oliveira, 2002), foram criadas falhas
retangulares de espessura total de um osso parietal.

Estes animais foram escolhidos por que:
1. as células isoladas e cultivadas no Departamento de Genética da UFRGS sao
desses animais;
2. a utilizagdo de animais isogénicos facilita sobremaneira a extragao celular e o
enxerto de tecidos, ndo necessitando que esses procedimentos sejam feitos para
cada animal;
3. ndo ha preocupagéo com barreiras imunoldgicas;
4. ha trabalhos na literatura que utilizam camundongos para enxertos 0sseos
(Batouli, 2003).

5.6 Matriz Ossea

O OL tem sido utilizado em larga escala em procedimentos cirurgicos de
Ortopedia. Além disso, Oliveira e cols. (2002), em trabalho ja apresentado neste
Curso de P6s-Graduagao, confirmaram caracteristicas favoraveis a seu uso,
principalmente quanto a sua osteocondutibilidade. O OL ndo costuma ser
osteoindutivo, ainda mais quando colocado heterotopicamente e em outra espécie
(xenoenxerto), embora alguns autores tenham descrito tal propriedade com
doadores jovens (Lohmann, 2001).

O protocolo de liofilizagdo do Banco de Ossos do Servico de Ortopedia e
Traumatologia do HCPA esta descrito no Anexo |l.

Como existe variagao das propriedades do OL que sao dependentes da idade
do doador, da porosidade e da estocagem (Schwartz, 1996), foi utilizado um bloco
de fémur bovino de um mesmo doador para todos os grupos em estudo.

Os blocos de OL foram confeccionados no formato retangular, com a
espessura o0 mais delgada possivel no intuito de se aproximarem ao maximo do
tamanho da falha 6ssea que preencheriam (Figura 10). Esses blocos foram
esterilizados em autoclave e encaminhados para a cultura celular

A HA utilizada no trabalho foi precipitada no laboratério de biomateriais da
UFRGS pelo método da Via-Umida com o uso de defloculantes. Apés a precipitacéo,

o material foi calcinado a 1300°C no intuito de diminuir a area superficial especifica

31



do po, permitindo uma maior incorporagao de solidos em uma suspensao aquosa.
Os blocos porosos foram obtidos pelo método gelcasting de espumas. A
comprovacao da pureza da matéria-prima utilizada se deu por difracdo de raios X e
espectroscopia de infravermelho. A média de tamanho dos poros do material foi 195
Mm e porosidade de 86% . A descricdo do método de obtengao da HA esta no Anexo
Il

Os blocos de HA foram confeccionados no formato retangular, com a
espessura o mais delgada possivel no intuito de se aproximarem ao maximo do
tamanho da falha 6ssea que preencheriam (Figura 10). Esses blocos foram

esterilizados em autoclave e encaminhados para a cultura celular.

5.7 Grupos de Estudo

Os grupos de estudo foram divididos da seguinte forma:
- Grupo 1: composto de 15 espécimes com colocagao do bloco de HA na falha
ossea produzida em cultura de CT (HA + CT).
- Grupo 2: composto de 15 espécimes com colocacdo do bloco de HA na falha
Ossea produzida em cultura de CT enriquecidas com VEGF (HA + CT + VEGF).
- Grupo 3: composto de 15 espécimes com colocacdo do bloco de OL na falha
ossea produzida em cultura de CT enriquecidas com VEGF (OL + CT + VEGF).

Como o trabalho esta inserido em uma linha de pesquisa, os grupos OL + CT
e o0 grupo controle (craniotomia e recolocagao da falha dssea) ja foram realizados

em experimento anterior ao descrito.

5.8 Cultivo Celular de CT Mesenquimais Adultas de Camundongos Isogénicos
C57BL/6

As culturas de CT foram realizadas no Laboratério de Imunogenética —
Departamento de Genética — UFRGS.

As CT foram isoladas a partir de um aspirado de medula 6ssea (Figura 11).
Os cultivos celulares utilizados foram de baixa densidade, para isolar as CT
mesenquimais. O isolamento e a preparagao das culturas celulares previamente a
colocacdo na matriz 6ssea seguiu o protocolo de Meirelles e Nardi (2003). A

concentragdo celular em cada amostra foi de aproximadamente 5 x 10° células/ml.
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A proliferagdo das colénias foi realizada sem adicdo de fatores de
crescimento, conforme descrito por Zvaifler e cols. (2000). Para a separagéo das CT
mesenquimais a partir do aspirado de medula o&ssea, foram utilizadas as
propriedades biolégicas das CT mesenquimais e as do meio de cultura empregado
(aderéncia x sobrenadante).

O VEGF utilizado no experimento foi o VEGF humano 165 (Genetech USA)
gentilmente cedido pelo Dr. Renato Kalil que tem uma linha de pesquisa com o
VEGF em cardiologia e detém os direitos sobre o uso do mesmo. O método de

transfeccgéao foi realizado conforme o protocolo de Jacobsen (2003) e Jordan (2003).

5.9 Procedimento de Randomizacao dos Grupos de Estudo

As cirurgias foram realizadas em 3 dias, na propor¢ao de 15 animais por dia,
com intervalo de duas semanas entre elas. No primeiro dia (D1) foram operados os
animais das caixas 1, 2 e 3. No segundo dia (D2), os animais das caixas 4,5e6 e
no terceiro dia (D3) foram operados os animais das caixas 7, 8 e 9.

Os blocos de matriz 6ssea enriquecidos com as culturas celulares foram
colocados em placas de 24 pocos, com a identificacdo do conteudo de cada pogo
(Figura 12). Em cada dia de cirurgia foram utilizados, de forma aleatéria, os 3 tipos
de métodos de reconstrucdo a serem investigados.

Os procedimentos de inducédo anestésica e a criagcao da falha éssea foram
realizados sem o conhecimento prévio sobre qual método de reconstrucdo seria
empregado. Apos o término da craniotomia, ou seja, imediatamente antes de iniciar
a reconstrucdo Ossea, foi realizado um sorteio para a escolha do tipo de
reconstrugdo empregada. Esse dado foi anotado e a reconstrugdo sorteada
realizada. Apds o término do procedimento cirurgico e da aplicagao da analgesia
subcutadnea com tramadol, um novo sorteio foi realizado para identificar o animal por
meio da pintura de sua cauda. Como haviam 5 animais por caixa, foram utilizados 5
tipos de identificagdo baseados em 4 cores: PRETO, VERMELHO, AZUL, VERDE e
SEM COR. Portanto, em cada caixa (caixas 1 a 9) de 5 animais foi colocado um
animal de cada cor (Figura 13) e cada animal teve, por sorteio, sua alocagdo nos
grupos de pesquisa.

Os dados referentes ao animal operado, a caixa pertencente, ao tipo de
reconstrucao realizada, a cor da cauda e ao tempo de cirurgia foram preenchidos na

forma de um protocolo descrito no Anexo IV.
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5.10 Analise das Amostras

Foram feitas avaliagdes histoldgicas e bioquimicas de cada grupo de estudo e
seus resultados foram posteriormente comparados. Tais avaliacbes foram feitas a
partir de amostras do enxerto retiradas na quarta semana de pés-operatério.

Os animais foram sacrificados (conforme protocolo do Centro de Pesquisas
do HCPA) apés quatro semanas de pos-operatorio. Estudos prévios demonstraram
cicatrizagdo Ossea significativa a partir de duas a quatro semanas apés a colocagéo
do enxerto (Brodie, 2005; Batouli, 2004; Lohmann, 2001; Schwartz, 1996). O bloco
de osso enxertado na falha éssea foi retirado (por osteotomias), sem margem de
0sso além do enxerto para evitar obliqiidade na afericao da FA (Figura 14). Metade
do fragmento Osseo retirado foi colocado em formalina e levado a preparagéo
histolégica com hematoxilina-eosina (HE). A outra metade foi colocada em soro
fisiolégico e transportada imediatamente para o Laboratério de Patologia Clinica —
CP — HCPA, para analise da FA (Figura 15).

5.10.1 Analise Histoldgica

As laminas histolégicas foram descalcificadas com o6xido nitrico a 10% e
coradas com HE para avaliagdo por microscopia 6ptica. A analise foi executada no
Servico de Patologia do Centro de Pesquisas do HCPA, por um patologista
“cegado”.

A analise histolégica das laminas contendo OL como matriz inorganica foi
realizada considerando a escala de Ferreira (1997), que utiliza os seguintes critérios:
1. trabéculas 6sseas neoformadas (0 a 3);

2. atividade osteoblastica (0 a 3);

3. atividade osteoclastica (numero absoluto em campo de 400 vezes);
4. absorcao do transplante (0 a 3);

5. viabilidade da medula éssea (0 ou 1).

A escala incluia, originalmente, o critério de fusdo de corticais. Tal critério foi
excluido por nao poder ser aferido, uma vez que o bloco de OL foi retirado sem
margens do 0sso nativo, a fim de n&o prejudicar as aferigdes bioquimicas.

O critério de atividade osteoclastica foi estratificado e analisado em separado,
ja que se tratava de um numero absoluto, tendo muito mais peso do que os outros
critérios para o somatdrio final. Essa escala permitiu uma analise histolégica

quantitativa.
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A classificagao para cada critério histologico esta demonstrada na Tabela 2
(Anexo V).

A analise histolégica das laminas contendo HA como matriz inorgénica, por
nao preencherem critérios de neoformacao 6ssea que pudessem ser aplicados na
escala de Ferreira (1997), foi realizada pela técnica de coloragao de picrosirius, que

indica a presencga de colageno.

5.10.2 Analise Bioquimica

A atividade de FA foi expressa em unidade por minuto por miligrama de 0sso
do enxerto. A enzima foi extraida das amostras com o auxilio de Triton 0,2% e sua
atividade ensaiada de acordo com a padronizagdo de Yoshikawa e cols. (1999),
utilizando como substrato o p-nitrofenilfosfato (kit de diagnéstico Sera—Pak Bayer®,
Sao Paulo, Brasil).

Através da analise de curvas de tempo e concentragao, foi utilizado o mesmo
tempo de incubagao preconizado pelo fabricante de 30 minutos. Esta técnica ja foi
previamente utilizada na linha de pesquisa.

Os valores de atividade de FA foram obtidos por meio da aplicagdo da
seguinte férmula:

FATOR X AABS / MASSA AMOSTRA = U/min/mg de osso

5.11 Aspectos Bioéticos

O trabalho foi feito visando minimizar o sofrimento dos animais envolvidos.
Em todos os procedimentos cirurgicos, foi utilizada anestesia com quetamina e
xilazina. A eutanasia, ao fim do experimento, foi feita com camara de CO, T61
(Biotécnicas, Sao Paulo, SP). Os animais foram sacrificados pela necessidade do
estudo da area Ossea receptora. Nao houve necessidade de sacrificio apdés a

aspiracao da medula éssea.

5.12 Analise Estatistica

A analise estatistica da FA foi feita utilizando-se o teste de Kruskal-Walis para
variaveis nao paramétricas.

Uma diferenca estatistica foi considerada significativa sempre que o P foi

menor que 0,05. A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do grupo de
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estatistica do GPPG do HCPA de softwares especificos, como o SPSS® versdo 11
do GPPG - HCPA.
A FA (varidavel nao-paramétrica) foi apresentada também por meio da

mediana e dos percentis 25 (P25) e 75 (P75) de cada grupo do estudo.
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6. RESULTADOS

Dos 45 animais operados, os dois primeiros foram a ébito logo apds a indugao
anestésica. Os procedimentos anestésicos foram iniciados utilizando-se medicacdes
previamente diluidas que estavam devidamente armazenadas e dentro do seu
periodo de validade. Apdés o Obito dos dois primeiros animais e da troca das
medicagdes anestésicas nao ocorreram mais obitos.

Dois animais tiveram extrusdo espontdnea dos blocos colocados - com
aparecimento na pele — que pode ser atribuida possivelmente a algum defeito no
fechamento do retalho cutadneo (Figura 16). Em um animal ndo foi encontrado seu
bloco de reconstrucdo no momento do sacrificio. Provavelmente isso se deve a uma
extrusdo cutanea do bloco e saida do sitio receptor. Estes animais foram excluidos

do experimento.

6.1 Analise Bioquimica

Os valores de FA encontrados estdo descritos na Tabela 3 (Anexo V). As
analises realizadas apontam para um aumento significativo na expressdo de FA,
respectivamente nos grupos contendo OL em cultura de CT enriquecidas com VEGF
(OL + CT + VEGF), HA em cultura de CT (HA + CT) e HA em cultura de CT
enriquecidas com VEGF (HA + CT + VEGF) (P<0,0001).

O valor das medianas das dosagens de FA esta expresso no Grafico 2
(AnexoV) que mostra a presenca significativa da FA no grupo da HA + CT e maior
ainda no grupo HA + CT + VEGF em relagdo ao grupo OL + CT + VEGF.

Os valores das medianas das dosagens de FA e os percentis 25 e 75 (P25 e

P75) dos grupos de estudo estao dispostos na Tabela 4.

6.2 Analise Histoldgica

A proposta inicial do trabalho foi de realizar a analise histolégica utilizando-se
a escala histolégica de Ferreira (1997) — excluindo o critério “fusdo de corticais” —
seguindo os trabalhos da mesma linha de pesquisa que a utilizaram (Tabela 2,
Anexo V).

No momento da analise, o patologista “cegado” percebeu que em algumas
ldminas ndo havia uma formagdo Ossea que permitisse a aplicagdo da escala

proposta (Figura 17 e Figura 18). Nas |laminas em que a matriz éssea era o OL, os
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critérios podiam ser preenchidos (Figura 19 e Figura 20), mas nas laminas em que a
matriz era a HA esses critérios ndo se aplicavam. Estas amostras foram entéo,
novamente coradas pelo método de picrosirius (Figura 21 e Figura 22).

A andlise histoldgica destas laminas demonstrou a presencga de colageno, de
um tecido granular com vasos proeminentes e de deposi¢gao de material fibrilar. Foi
observado também um espessamento que aparentemente € o inicio de matriz

ossea.
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7. DISCUSSAO

No experimento, optou-se pelo uso de camundongos C57BL/6 para
desenvolver e aprimorar o modelo animal criado pela linha de pesquisa em que o
trabalho esta inserido. Pesquisas anteriores ja haviam determinado que a falha de
3mm X 5mm realizada no osso parietal € a falha critica para esse camundongo.
Reconstrugdes “padrao ouro”, ou seja, de recolocagado do proprio osso do animal
também ja foram estudadas. Esta € a menor falha critica de um modelo animal
experimental ja descrita.

Por meio da confecgao pré-operatdria dos blocos de OL e HA do tamanho o
mais préximo possivel da falha éssea criada, foi simulada uma “prototipagem” com a
intencdo de uma reconstrugao ideal, onde a falha 6ssea € preenchida na sua
totalidade. Este fator € fundamental na integragcdo de uma reconstrugcéo de falha
Ossea craniana (Youmans, 2003).

Como foram utilizados dois tipos de matriz éssea inorganica (OL e HA) e
também culturas de CT com e sem VEGF, foi desenvolvido um método de
randomizacao da técnica de reconstrucdo e identificacdo do animal para que o
procedimento operatério realizado fosse “cegado”. Assim, o cirurgido nao teve o
beneficio de aprimorar a técnica cirurgica ao longo do experimento para utiliza-la em
um determinado grupo a ser estudado.

Foram utilizados animais adultos porque a regeneracao € menor e porque ha
maior absorcdo 6ssea em imaturos (Delacure, 1994; Riley, 1996). A opgao por
fémeas é justificada pela possibilidade futura de marcar o cromossomo Y, ja que
todas as culturas celulares do Laboratério de Imunogenética foram realizadas com
células de machos.

Foi escolhida a FA como método de avaliagao da neoformacgéo éssea porque
diferentes estudos descritos pela literatura comprovam sua eficacia (Sabokbar,
1994; Yoshikawa, 1999 e 2003; Stucki, 2001; Ge, 2004). Além disso, nesta linha de
pesquisa, foram demonstrados resultados significativos, utilizando a mesma técnica
em experimentos anteriores.

A FA é uma enzima que pode se originar de varios tecidos do organismo. No
entanto, foi utilizado um método desenvolvido na linha de pesquisa onde a aferigao
de sua concentracao é feita apenas no enxerto realizado, de forma que outras fontes

nao influissem nos valores calculados.
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Devido ao tamanho do fragmento retirado nao foi desenvolvida ainda a
possibilidade de realizar outras dosagens bioquimicas no fragmento, como a
osteopontina e osteocalcina, enzimas que também expressam atividade Ossea e
ajudariam muito na analise dos resultados.

A maior expressdao de FA nos dois grupos contendo a HA sugere uma
atividade metabdlica mais intensa em relagcéo ao grupo do OL + CT + VEGF, apesar
de na analise histoldgica n&o ter sido encontrado claramente osso neoformado. O
material colagendide ou de matriz é6ssea muito jovem encontrado nas laminas de HA
sugere que, juntamente com uma significativa expressao de FA, a reconstrugdo com
a HA parece ser mais apropriada para a calota craniana do modelo estudado.

Experimentos de reconstrugcdo da falha com OL em cultura de CT mostraram,
pelos critérios bioquimicos da expressao da FA, e pela aplicacdo da escala
histolégica proposta, resultados favoraveis ja na quarta semana de pds-operatério.
Analisando esses dados e os estudos de Brodie e cols. (2005), Batouli e cols.
(2004), Lohmann e cols. (2001) e Schwartz e cols. (1996) que demonstraram
osteogénese percebida a partir de duas semanas de pdés-operatério, foi decidido
analisar todos os grupos com quatro semanas de pés-operatério.

Uma analise histolégica de reconstrugcdes com HA realizadas nos mesmos
moldes do trabalho apresentado, realizadas com oito semanas de poés-operatorio,
possivelmente responderédo se todo o material colagendide encontrado nas laminas
de quatro semanas pode ser 0osso neoformado.

A atuacdo das CT na area de regeneracdo ainda precisa ser melhor
estabelecida. Nao esta esclarecido se estas células sdo responsaveis por todo o
processo de regeneragdo ou se, em algum momento, tornam-se apenas
coadjuvantes. A utilizagao de genes reporteres podera permitir tal esclarecimento.

O grupo que continha o VEGF transfectado nas CT também mostrou uma
expressdo maior de FA em relagdo ao grupo sem VEGF com a mesma matriz (HA).
O VEGF é um fator angiogénico e, portanto, parece também auxiliar no metabolismo
de formacdo o6ssea. O papel do VEGF na formagdao Ossea ainda néo foi
estabelecido. Estudos posteriores envolvendo angiogénese O&ssea poderao
responder a essa questao.

O modelo de pesquisa utilizado ndo permite avaliar a resisténcia biomecanica
do osso e esta investigagcdo € fundamental para avaliar um tecido que serve

principalmente para prote¢cdo na regido craniana. Serao necessarios experimentos
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com modelos animais de maior porte, que possibilitem estudos apropriados para
analise da resisténcia biomecéanica do osso regenerado.

A interacdo entre células e matrizes tem sido estudada e foi evidenciado que
proteinas de adesao sdo necessarias para que a célula se estabeleca sobre uma
matriz. Hanks e Atkinson (2004) demonstraram que matrizes com expressao de
moléculas de adesao apresentam maior capacidade de reter CT in vitro do que o OL
simplesmente. Brodie e cols. (2005) comprovaram que a cobertura de matrizes de
HA com colageno tipo | aumentou a proliferagdo celular, provavelmente pela
facilidade de adesao que foi criada. A falta de ades&o pode levar a apoptose.

As CT mesenquimais parecem ter um elevado potencial bioldgico. As técnicas
de ET que utilizem CT e matrizes ésseas combinadas, preparadas antes de sua
implantacdo na area a ser reconstruida, podem ser promissoras para cirurgias
reparadoras do esqueleto craniofacial em seres humanos.

Estudos subseqlientes serdo necessarios para aperfeicoar a integracao,
regeneragao e diferenciacdo do tecido ésseo no esqueleto craniofacial com

protocolos de ET.
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8. CONCLUSAO

A atividade da enzima FA verificada comprova que as reconstrugdes Osseas
de HA acrescidas de CT e VEGF apresentam um elevado metabolismo de
neoformacéao éssea.

A comparacédo entre os diferentes materiais de substituicdo éssea estudados
indica que a HA enriquecida com CT e VEGF tem um potencial biolégico superior ao
OL (mesmo enriquecido com CT e VEGF) e a HA enriquecida apenas com CT.

A partir dos resultados obtidos €& possivel indicar que a capacidade de
integracao e regeneragao de enxertos 6sseos contendo CT mesenquimais e VEGF é

favoravel do ponto de vista bioquimico e histologico.
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11. FIGURAS

Figura 1 - ROTAS DE DIFERENCIACAO DA CT EM ADULTOS
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Figura 3 — EXPOSICAO DA REGIAO PARIETAL DIREITA
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Figura 5 —- BROCA Figura 6 - CONFECCAO DA FALHA OSSEA
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Figura 8 - ABERTURA DA FALHA OSSEA

Figura 9 — CAMARA DE CO, DO CENTRO DE PESQUISAS DO HCPA
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Figura 10 — BLOCOS DE OL E HA CONFECCIONADOS PARA PREENCHER A FALHA
OSSEA
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Figura 12 - PLACA DE 24 POCOS DIVIDIDA EM 3 SESSOES COM OS BLOCOS
NAS CULTURAS UTILIZADAS

Figura 13 — ANIMAIS DE UMA CAIXA NO POS-OPERATORIO IMEDIATO COM
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Figura 14 — ASPECTO DA FALHA OSSEA NO Figura 15 — PECA RETIRADA E
MOMENTO DA RETIRADA DAS PECAS DIVIDA AO MEIO PARA ANALISE
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Figura 17 - LAMINA DE HA CORADA Figura 18 - LAMINA DE HA CORADA
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Figura 19 — LAMINA DE OL CORADA Figura 20 - LAMINA DE OL CORADA
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12. ANEXOS
ANEXO |

Referéncias dos animais:

Pureza genética: Camundongos isogénicos C57BL/6N;

Pelagem: black

Padrao sanitario: convencional

Ectoparasita.................. negativo
Endoparasita................. negativo
Virus murinos................ negativo

Animais criados pelo método de acasalamento Brother & Sister de criagao

isogénico em condigdes sanitarias de biotério convencional.
Procedéncia: Coordenacdo de Produgao e Experimentacdo Animal do Centro

de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da Fundagao Estadual de Produgéao e

Pesquisa em Saude.
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ANEXO Il

Protocolo de liofilizagdo do Banco de Ossos do Servigo de Ortopedia e
Traumatologia do HCPA:

1. Imersao por uma hora em solugéo de hipoclorito de sodio a 0,5 %;

2. Lavagem em agua filtrada a 4 °C;

3. Centrifugacgao a 2500 rotagdes por minuto (RPM) durante 10 minutos;

4. Desengorduramento em temperatura ambiente em uma solugédo de cloroférmio e
metanol na diluigdo de 1:1. Durante este processo, a mistura de cloroférmio e
metanol foi continuamente agitada e trocada nas primeiras horas, e depois a cada
hora, de acordo com a sua coloragao, permanecendo nesta mistura por 48 horas;

5. Centrifugagéo a 2500 RPM durante 10 minutos;

6. Aeracdo em contato direto com o meio ambiente por 24 horas, para evaporagao
do metanol e do cloroférmio;

7. Lavagem e agitacdo em agua filtrada a 4°C por 24 horas;

8. Centrifugagéo a 2500 RPM por 10 minutos;

9. Liofilizagao a frio (-40°C) durante sete dias;

10. Empacotamento em embalagens permeaveis a gas;

11. Esterilizacdo em autoclave por 10 minutos a 121°C.
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ANEXO Il

Blocos porosos obtidos pelo método gelcasting de espumas

A hidroxiapatita utilizada no trabalho foi precipitada no laboratério de
biomateriais da UFRGS pelo método da Via-Umida com o uso de defloculantes.
Apos a precipitagdo, o material foi calcinado a 1300°C no intuito de diminuir a area
superficial especifica do pd, o que permite uma maior incorporagao de solidos em
uma suspensao aquosa. Os blocos porosos foram obtidos pelo método gelcasting de
espumas. A comprovagao da pureza da matéria-prima utilizada se deu por difracéo

de raios X e espectroscopia de infravermelho, Figuras 23 e 24, respectivamente:

Figura 23 — PADRAO DE DIFRACAO DE RAIOS X DA HA UTILIZADA
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Figura 24 —- ESPECTROGRAMA DE INFRAVERMELHO DA HA
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A Tabela 1 mostra o tamanho médio de poros, o comportamento trimodal da

distribuicdo de tamanho de poros e a porosidade dos blocos obtidos.

Tabela 1 — CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA HA

Caracteristica da HA
Tamanho Médio (um) | 195

Desvio Padrao 81
Tamanho Modal (um) | 132 — 182 - 255
Porosidade 86%
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Figura 25 — MICROGRAFIA OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA (MEV)

Gréfico 1 — DISTRIBUICAO DE TAMANHO DOS POROS
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ANEXO IV

Protocolo dos Procedimentos Cirargicos

ANIMAL n (1 a45)
CAIXA (1a9)
HA + CT grupo 1

RECONSTRUCAO HA + CT + VEGF grupo 2
OL + CT + VEGF grupo 3

PRETO

VERMELHO
COR DA CAUDA VERDE
AZUL
SEM COR
TEMPO DE CIRURGIA valores em minutos

O protocolo acima foi preenchido durante a realizacdo de cada procedimento
cirurgico. Esses dados foram guardados e somente revelados apos toda a analise
bioquimica e histoldgica dos espécimes. Durante as analises, as amostras de cada
animal foram identificadas pela caixa procedente (1 a 9) e cor da cauda (preto,

vermelho, verde, azul e sem cor).
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ANEXO V
Tabela 2 - DETALHAMENTO DA PONTUACAO DA ESCALA HISTOLOGICA,
SEGUNDO FERREIRA (1997)

Critério Pontuacéao Descrigao da Pontuagéao

Trabéculas 6sseas o .
0 Auséncia de trabéculas neoformadas
neoformadas

Trabéculas finas, isoladas, nao ultrapassando

1/3 do campo microscopico

Trabéculas isoladas ou anastomosadas,
2 ocupando entre 1/3 e 2/3 do campo

microscopico

Trabéculas espessas, predominantemente
3 anastomosadas, ocupando mais de 2/3 do

campo microscopico

Atividade

osteoblastica

0 Atividade inexistente

Menos de 1/3 das trabéculas neoformadas

apresentam atividade osteoblastica

Atividade observada entre 1/3 e 2/3 das

° trabéculas 6sseas neoformadas
Mais de 2/3 das trabéculas neoformadas
° apresentam atividade osteoblastica
Atividade Numero absoluto na maior contagem de trés
osteoclastica campos de 400x.
Absorcao do 0 Auséncia de areas de lise dssea; 100% do
transplante transplante estava presente
1 Reabsorcao de até 1/3 do transplante
2 Reabsorcao entre 1/3 e 2/3 do transplante
3 Reabsorcao de mais de 2/3 do transplante
Viabilidade da
medula 6ssea 0 Ausente
1 Presente
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Tabela 3 — RESULTADOS DA EXPRESSAO DE FA

| Caixa | TipoReconstrugdo | CordaCauda | FA (umolS/min/ mg o0sso) |
C1 HA + CT preta 11,27
C1 HA + CT + VEGF verde 20,50
C1 HA + CT + VEGF azul 33,10
C2 OL + CT + VEGF azul 0,80
Cc2 OL + CT + VEGF verde 0,13
Cc2 HA + CT + VEGF preta 9,32
Cc2 HA + CT vermelha 3,03
C2 HA + CT + VEGF nenhuma 15,47
C3 OL + CT + VEGF preta 1,25
C3 HA +CT azul 3,23
C3 HA + CT vermelha 5,75
C3 HA + CT verde 7,71
C3 OL + CT + VEGF nenhuma 2,36
C4 HA + CT nenhuma 12,67
C4 HA +CT azul 9,12
C4 HA + CT + VEGF verde 3,77
C4 HA + CT + VEGF vermelha 5,95
C4 HA + CT + VEGF preta 11,41
C5 HA + CT nenhuma 13,26
C5 OL + CT + VEGF azul 2,98
C5 HA + CT + VEGF verde 5,78
C5 HA + CT vermelha 8,28
C5 OL + CT + VEGF preta 1,47
C6 OL + CT + VEGF azul 2,04
C6 HA + CT nenhuma 5,57
C6 HA + CT + VEGF verde 1,89
C6 OL + CT + VEGF vermelha 1,10
C6 OL + CT + VEGF preta 7,55
C7 OL + CT + VEGF nenhuma 1,41
C7 HA +CT azul 1,85
Cc7 OL + CT + VEGF verde 0,59
C7 HA + CT vermelha 2,51
C7 HA + CT + VEGF preta 5,79
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| Caixa | TipoReconstrugdo | CordaCauda | FA (umolS/min/ mg osso) |

C8 HA + CT nenhuma 5,48
C8 OL + CT + VEGF azul 1,45
C8 OL + CT + VEGF verde 0,64
Ccs8 HA + CT vermelha 3,65
C8 HA + CT + VEGF preta 7,12
C9 HA + CT + VEGF azul 32,86
C9 HA + CT + VEGF verde 1,97
Co9 HA + CT vermelha 5,67
C9 HA + CT + VEGF preta 2,37
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Grafico 2 - MEDIANAS DA EXPRESSAO DA FA NOS GRUPOS DE ESTUDO

OL+CT+ HA + CT HA + CT +
VEGF VEGF

Valores da FA expressos em pmolS/min/ mg osso

Tabela 4 - MEDIANAS, PERCENTIL 25 (P25) E PERCENTIL 75 (P75) DA
EXPRESSAO DE FA NOS GRUPOS DE ESTUDO

Grupo de estudo FA (umolS/min/
mg 0SSO0)
mediana 1,4112
OL + CT + VEGF P(25) 0,7155
P(75) 2,2017
mediana 56741
AA+CT P(25) 3,2261
P(75) 9,1236
mediana 6.5332
HA + CT + VEGF P(25) 3,4226
P(75) 16,7256




Tabela 5 - RESULTADOS OBTIDOS NA PONTUACAO DA ESCALA
HISTOLOGICA, SEGUNDO FERREIRA (1997)

Caixa | Cor da Cauda Pontuacéo
C2 |azul 3
C2 |verde 11
C3 |sem cor 4
C3 |preta 4
C5 |preta 9
C5 |azul 6
C6 |azul 4
C6 |vermelha 4
C6 |preta 8
C7 |sem cor 4
C7 |verde 0
C8 |verde 9
C8 |azul 5

Os dados apresentados referem-se aos 13 animais do grupo que recebeu OL

como matriz 6ssea inorganica e que portanto preencheram os critérios de analise da

escala.
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RESUMO

INTRODUCAO: Na pratica neurocirirgica, a craniotomia é etapa fundamental do
procedimento cirurgico. O cranio tem a fungao basica de estojo protetor do encéfalo,
nas situacdes de falha éssea da caixa craniana nos deparamos com O risco
aumentado de traumatismo encefalico e, normalmente, com um grave defeito
estético. Dentre as causas de falhas 6sseas no cranio encontramos o trauma como
a mais frequente, seguido das craniotomias descompressivas, infec¢des, neoplasias
e defeitos congénitos. Inumeros estudos tém sido feitos com o intuito de procurar
materiais de substituicdo 6ssea adequados. A engenharia tecidual (ET) pesquisa
novas formas de producgao tecidual, inclusive para uso em cirurgias reparadoras. A
ET é multidisciplinar e compreende todos os métodos e esforgos para projetar,
produzir, modificar, expandir e manter tecidos vivos especificos em locais
especificos. As células-tronco (CT) podem ser empregadas em ET e contribuir para
0 reparo e regeneragao de tecidos e 6rgaos. A inflamagéo aumenta a producéo do
peptideo derivado de macrofagos PR-39. Este inibe a degradacdo de HIF-1alfa
(hypoxiainducible factor 1 alfa), o que leva a aumento da expressdao de VEGF
(vascular endothelium growth factor), a inflamagao induz a producéao de citoquinas
promotoras de angiogénese OBJETIVO: Analisar a capacidade de integracéo e
regeneragdo de enxertos Osseos, contendo CT mesenquimais indiferenciadas,
enriquecidas ou ndo de VEGF. Comparar diferentes materiais de substituicdo 6ssea
contendo CT mesenquimais indiferenciadas enriquecidas ou nao de VEGF.Mensurar
a atividade da enzima fosfatase alcalina (FA) na reconstru¢cdo com CT enriquecidas
ou ndo de VEGF. METODO: Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6,
adultos, fémeas. Uma falha éssea no osso parietal esquerdo, de espessura total 5
mm x 3 mm, foi criada para o estudo da reconstrugdo éssea. Foram estudados trés
grupos compostos de: grupo 1 — 15 espécimes com colocagédo do bloco de HA na
falha éssea produzida em cultura de CT (HA + CT), Grupo2 — 15 espécimes com
colocacgao do bloco de HA na falha dssea produzida em cultura de CT enriquecidas
com VEGF (HA + CT + VEGF) e grupo 3 —15 espécimes com colocacao do bloco de
OL na falha 6ssea produzida em cultura de CT enriquecidas com VEGF (OL + CT +
VEGF). Os animais foram sacrificados quatro semanas apds as reconstrugdes e o
enxerto colocado foi dividido ao meio para analise bioquimica e histologica.

RESULTADOS: A prevaléncia da atividade presente da enzima fosfatase alcalina
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(FA) nas amostras avaliadas foi considerada entre os grupos. O grupo com maior
atividade enzimatica foi HA + CT + VEGF (P<0,0001). A analise histologica foi
realizada utilizando-se o0s seguintes critérios: trabéculas &ésseas neoformadas;
atividade osteoblastica; absorcdo do transplante; viabilidade da medula &ssea.
Também foi avaliada em separado a atividade osteoclastica. As laminas com HA
foram submetidas a coloracéo de picrosirius. CONCLUSAO: A atividade da enzima
FA verificada comprova que as reconstrugcbes o6sseas de HA acrescidas de CT e
VEGF apresentam um elevado metabolismo de neoformagédo ossea. A analise
histolégica indica um material indicativo de uma matriz éssea muito jovem e

abundante nos grupos com HA.

DESCRITORES: transplante 6sseo; osso liofilizado; hidroxiapatita; células-tronco;

vascular endothelium growth factor.
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INTRODUCAO

Na pratica neurocirurgica, a craniotomia €& etapa fundamental do
procedimento cirGrgico. E por meio dela que o contetido encefalico é acessado.
Wagner, em 1889, descreveu a craniotomia osteoplastica nos moldes como é
realizada até hoje (Gusméao, 2000).

O cranio tem a fungdo basica de estojo protetor do encéfalo, nas situagdes de
falha Ossea da caixa craniana nos deparamos com O risco aumentado de
traumatismo encefalico e, normalmente, com um grave defeito estético. Dentre as
causas de falhas 6sseas no cranio encontramos o trauma como a mais frequente,
seguido das craniotomias descompressivas, infec¢des, neoplasias e defeitos
congénitos (Youmans, 2003).

O uso de materiais aloplasticos para cranioplastia teve seu inicio na pratica da
neurocirurgia na 22 Guerra Mundial com a introducdo do tantalo e do
metilmetacrilato, sendo este, o material mais utilizado para cranioplastia atualmente
(Youmans, 2003).

A literatura esta repleta de estudos clinicos e laboratoriais (Delacure, 1994;
Ferreira, 1997; Silva, 2000; Conrad, 1993; Lemperle, 1998; Deluca, 1997; Isaksson,
1992; Ozaki, 1999; Perry, 1999) que mostram a superioridade dos enxertos
membranosos e as vantagens da utilizagdo de osso isotopico, que se adapta melhor
ao sitio receptor (Fukuta, 1992).

O osso autégeno é frequentemente utilizado como enxerto para reparar
defeitos cranianos. Sua sobrevivéncia como enxerto depende da invasdo de
capilares e osteoblastos do osso receptor. A integragdo do enxerto € influenciada
pela fixagcao dssea, pela substituicdo da dura mater, por aplicacdo de cera 6ssea na
diploe circunjacente e vascularizagdo do escalpo.

Quando um enxerto 6sseo € colocado num defeito craniano, temos uma
situacao similar a uma craniotomia osteoplastica devido ao interrompimento total
aporte sanguineo. O retalho 6sseo reimplantado numa craniotomia e um enxerto
0sseo de qualquer natureza sao percebidos como um corpo estranho. Se o enxerto
0sseo permanecer sem vascularizagéo ele sera encapsulado e reabsorvido. O risco
de infeccdo aumenta e existe a eventual necessidade de retirada do implante. No
entanto, quanto mais vascularizado torna-se o implante a partir do o0sso

circunjacente, mais resistente a infecgao ele fica (Youmans, 2003).
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Diferentes estudos tém sido feitos no intuito de procurar materiais de
substituicdo 6ssea (MSO) adequados. Em situagcbes de extenso déficit 6sseo, ou
mesmo em situagdes que se buscam diminuir o tempo e a morbidade cirurgica,
alternativas vém sendo buscadas. Os requisitos para um MSO ideal sdo: estimular a
regeneragdo e a consolidacdo Ossea, proporcionar resisténcia fisiologica,
permanecer observavel (ter contraste radiografico), ser obtido prontamente, ser facil
de usar, ndo causar reacgdo inflamatéria em tecidos adjacentes, ndo levar a
encapsulacéo de tecido conjuntivo, ndo desencadear transformagdo maligna, n&o
produzir subprodutos toxicos, ndo ter propriedades galvanicas ou eletroliticas e nao
proporcionar mecanismos facilitadores de infecgoes (Sailer, 2000).

Uma possibilidade atual € a utilizagdo de material proveniente de bancos de
tecidos. Na ultima década, o uso clinico de homoenxertos 6sseos atingiu 355.000
casos por ano (Jinno, 2000). Destes, estima-se que 200.000 sédo para uso médico e
o restante para uso odontolégico (Zasacki, 1991). Aproximadamente 10 a 15% das
cirurgias ortopédicas realizadas nos EUA a cada ano envolvem alguma forma de
enxerto 0sseo (referido por Macedo, 1999).

Os biomateriais da hidroxiapatita (HA) s&o osteocondutivos, mas nao
intrinsecamente osteoindutivos. Esses materiais sdo biocompativeis; apresentam,
contudo, um desempenho biofisico inadequado em termos de remodelacio,
podendo haver migragao, deiscéncia, ulceragao e extrusdo. A ossificagdo com esses
materiais costuma ocorrer nos limites da zona receptora, sem migracdo para as
areas mais internas do enxerto (Ferreira, 1997). Aqui parece estar um limite de
integracéo e regeneracéo a ser estudado e transposto com novas técnicas, como a
associagao de culturas celulares (Fukuta, 1992).

Atualmente, uma area nova de pesquisa biomédica, denominada engenharia
tecidual (ET), estuda novas formas de producao tecidual, inclusive para uso em
cirurgias reparadoras (Chang, 2003). A ET é multidisciplinar e compreende todos os
métodos e esforgos para projetar, produzir, modificar, expandir e manter tecidos
vivos especificos em locais especificos (Goessler, 2005). A manipulagado podera ser
de células, matrizes ou de estimulos biolégicos (Muschler, 2002).

Os principios biologicos que embasam a ET tornaram-se um campo de grande
interesse na pesquisa biomédica. As pesquisas em ET cresceram de maneira
vertiginosa nos ultimos dez anos, porque se descobriu que ha grande potencial para

a regeneracao e fabricagao de tecidos (Goessler, 2005).
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As técnicas de ET, combinadas a terapia génica, podem melhorar a
osteogénese e a fabricacdo de enxertos 6sseos. Mais importante do que isso, a ET
esta tornando-se uma realidade clinica.

Nos ultimos anos, o conceito do uso potencial das células-tronco (CT), de
origem embrionaria ou de organismo adulto, introduziu novas perspectivas em
tratamento celular de patologias teciduais (Jones, 2004).

As CT mesenquimais ja foram denominadas células estromais ou sustentacao
da medula éssea (MO). Pareciam surgir de uma matriz complexa de estruturas
encontradas neste 6rgao. Sua funcéo era restrita a servir de camada de suporte
para as CT hematopoiéticas (Pereira, 1998). Pesquisas da ultima década, porém,
evidenciaram que a CT mesenquimal tem fungbes muito mais importantes
(Sylvester, 2004). Ela é capaz de se diferenciar em qualquer linhagem mesenquimal
e também de sofrer um processo de transdiferenciagdo celular a outras linhagens,
como a de células nervosas (origem ectodérmica) (Batouli, 2003; Conrad, 2005;
Meirelles, 2003).

A inducado da diferenciacdo — aplicada a area de regeneragédo 6ssea — pode
ser feita apenas colocando-se a CT mesenquimal em meios apropriados de cultivo,
considerados osteoindutores.

A adigdo de fatores de crescimento e outras substéncias pode melhorar a
regeneragao e a integracao de enxertos 6sseos contendo CT (Ozturk, 2005).

A atuacao da ET pode ser revolucionaria na producao de enxertos 6sseos.
Talvez seja possivel a utilizacdo de grandes quantidades de osso autdogeno através
da associagao de cultivos celulares associados a MSO. A area doadora para estes
casos poderia ser uma pequena amostra tecidual, ou mesmo um pequeno numero
de células. Além disso, o planejamento e a moldagem (prototipagem) do enxerto
podem ser aperfeicoados e melhor utilizados.

Os estudos, utilizando abordagens experimentais distintas, estabeleceram
que as culturas de CT mesenquimais contém estagios distintos de diferenciagdo. O
estimulo do microambiente pode provocar a diferenciacdo dessas células a
osteoblastos (Minguel, 2001).

O processo de angiogénese ocorre por estagios, que, resumidamente,
compreendem: dilatacdo do vaso, ativacdo de células endoteliais, ativacdo de
plaquetas, secrecdo de ativadores do plasminogénio e enzimas proteoliticas,

desgranulacdo de mastécitos, ativagcdo de macrofagos, ruptura da membrana basal
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e aumento de permeabilidade com saida de fibrina e outras proteinas (estagio 1). A
seguir, ocorre formacdo de pseudopodos, degradacdo da matriz extracelular,
migragado de células endoteliais para o espacgo extravascular com proliferagdo das
mesmas e formagao de brotos de tecido vascular (estagio 2). Por fim, forma-se nova
membrana basal e maturagdo da nova parede vascular para estabelecimento do
fluxo sangulineo, formacg&o de tubos e conexdes, estabelecendo-se os novos vasos
(estagio 3).

O processo pelo qual a hipéxia e a inflamagdo induzem a angiogénese esta
parcialmente esclarecido. Em resumo, sabe-se que a inflamacdo aumenta a
producao do peptideo derivado de macrofagos PR-39. Este inibe a degradacao de
HIF-1alfa (hypoxiainducible factor 1 alfa), o que leva a aumento da expressao de
VEGF (vascular endothelium growth factor), seus receptores FIt1 e FIk1 e da
sintetase de 6xido nitrico (eNOS). Por outro lado, o PR- 39 aumenta a producgéo de
fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), os quais tém poder angiogénico. Ainda
por outro caminho, a inflamagao induz a producdo de citoquinas promotoras de
angiogénese.

As duas familias de fatores mais bem estudadas, que participam do processo
acima descrito, sdo as de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e as de
fator de crescimento fibroblastico (FGF). O membro melhor identificado da familia
VEGF & VEGF-A, que consiste de 5 isoformas, resultantes de divisdes alternativas
de um gen unico, ou sejam: VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 e VEGF
206. A familia FGF compreende pelo menos 9 polipeptideos, incluindo FGFbasico e
FGFacido. Diferentemente do VEGF, FGF atua na mitogénese de células

endoteliais, de fibroblastos e de células musculares lisas (Kalil, 2004).

METODO

Um estudo experimental, aberto, comparado e prospectivo foi delineado. A
pesquisa foi realizada na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Participaram do projeto a Unidade de
Cirurgia Craniomaxilofacial — Cirurgia Plastica — HCPA, o Banco de Ossos — Servigo
de Ortopedia e Traumatologia — HCPA, o Laboratoério de Biomaterias — Faculdade de
Engenharia da UFRGS, o Laboratério de Imunogenética — Departamento de

Genética — UFRGS, a Unidade de Experimentagcdao Animal — Centro de Pesquisa
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(CP) — HCPA, o Departamento de Patologia — Faculdade de Medicina — UFRGS e o
Servico de Patologia Clinica — CP — HCPA.

Foram utilizados 45 camundongos adultos, fémeas, da linhagem isogénica
C57BL/6, com dois meses de vida e peso entre 20g e 80g. Foram obedecidas todas
as normas de bioética estabelecidas pelo Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacgao —
HCPA, da Unidade de Experimentagao Animal — CP — HCPA e do National Institutes
of Health (NIRC).

Todo o procedimento cirurgico foi realizado com técnica microcirurgica e
auxilio de microscopio. Apos a indugao anestésica, a tricotomia e o posicionamento,
foi realizada uma incisdo em forma de meia-lua na regido biparietal com
levantamento de um retalho cutaneo expondo a regido parietal direita do animal.
Com um dissector delicado foi descolado o peridsteo. Foram criadas falhas dsseas
com uso de broca cirurgica do tipo lamina de craniétomo Midas Rex Legend 8TA11
1714E de espessura total na regiao do osso parietal, a serem reconstruidas no
mesmo tempo cirurgico por diferentes maneiras, de acordo com cada grupo em
estudo. Em seguida, um descolador de periésteo delicado foi empregado para abrir
a falha, minimizando laceragbes meningeas.

Por meio de um estudo-piloto, foi demonstrado que uma falha de 3mm x 5
mm pode ser utilizada, sem que haja o viés da regeneracgdo total espontanea da
falha — como demonstrado em estudo anterior da mesma linha de pesquisa
(Portinho, 2006). A falha 6ssea do estudo ndo envolveu as suturas cranianas, que
tém sabidamente um comportamento biomolecular diferente das outras regides do
osso craniofacial (Alberius, 1990).

Os animais foram sacrificados apds quatro semanas de pds-operatorio em
camara de CO, (Biotécnicas, Sdo Paulo, SP), conforme rotina da Unidade de
Experimentacdo Animal — Centro de Pesquisa — HCPA. O periodo de quatro
semanas foi escolhido porque ja foi demonstrado que a osteogénese de enxertos
inicia-se entre duas e quatro semanas de pos-operatorio (Batouli, 2003).

Os blocos de OL, provenientes do Banco de Ossos do HCPA, foram
confeccionados no formato retangular, com a espessura o mais delgada possivel no
intuito de se aproximarem ao maximo do tamanho da falha 6ssea que preencheriam.
Esses blocos foram esterilizados em autoclave e encaminhados para a cultura

celular.
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A HA utilizada no trabalho foi precipitada no laboratério de biomateriais da
UFRGS pelo método da Via-Umida com o uso de defloculantes. Os blocos de HA
foram confeccionados no formato retangular, com a espessura o mais delgada
possivel no intuito de se aproximarem ao maximo do tamanho da falha 6ssea que
preencheriam. Esses blocos foram esterilizados em autoclave e encaminhados para
a cultura celular.

Os grupos de estudo foram divididos da seguinte forma:

- Grupo 1: composto de 15 espécimes com colocagdo do bloco de HA na falha
Ossea produzida em cultura de CT (HA + CT).

- Grupo 2: composto de 15 espécimes com colocacdo do bloco de HA na falha
ossea produzida em cultura de CT enriquecidas com VEGF (HA + CT + VEGF).

- Grupo 3: composto de 15 espécimes com colocagdo do bloco de OL na falha
Ossea produzida em cultura de CT enriquecidas com VEGF (OL + CT + VEGF).

Como o trabalho esta inserido em uma linha de pesquisa, os grupos OL + CT
e o0 grupo controle (craniotomia e recolocagao da falha d6ssea) ja foram realizados
em experimento anterior ao descrito.

As culturas de CT foram realizadas no Laboratério de Imunogenética —
Departamento de Genética — UFRGS. As CT foram isoladas a partir de um aspirado
de medula éssea. Os cultivos celulares utilizados foram de baixa densidade, para
isolar as CT mesenquimais. O isolamento e a preparacdo das culturas celulares
previamente a colocagdo na matriz 6ssea seguiu o protocolo de Meirelles e Nardi
(2003). A concentracdo celular em cada amostra foi de aproximadamente 5 x 10°
células/ml.

A proliferagdo das colbnias foi realizada sem adicdo de fatores de
crescimento, conforme descrito por Zvaifler e cols. (2000). Para a separagéo das CT
mesenquimais a partir do aspirado de medula o&ssea, foram utilizadas as
propriedades bioldgicas das CT mesenquimais e as do meio de cultura empregado
(aderéncia x sobrenadante).

O VEGF utilizado no experimento foi o VEGF humano 165 (Genetech USA)
gentilmente cedido pelo Dr. Renato Kalil que tem uma linha de pesquisa com o
VEGF em cardiologia e detém os direitos sobre o uso do mesmo. O método de
transfecgao foi realizado conforme o protocolo de Jacobsen (2003) e Jordan (2003).

As cirurgias foram realizadas em 3 dias, na propor¢ao de 15 animais por dia,

com intervalo de duas semanas entre elas. No primeiro dia (D1) foram operados os
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animais das caixas 1, 2 e 3. No segundo dia (D2), os animais das caixas 4,5e 6 e
no terceiro dia (D3) foram operados os animais das caixas 7, 8 e 9.

Os blocos de matriz 6ssea enriquecidos com as culturas celulares foram
colocados em placas de 24 pocgos, com a identificacdo do conteudo de cada poco.
Em cada dia de cirurgia foram utilizados, de forma aleatdria, os trés tipos de
métodos de reconstrugédo a serem investigados.

Os procedimentos de inducédo anestésica e a criagao da falha 6ssea foram
realizados sem o conhecimento prévio sobre qual método de reconstrucido seria
empregado. Apds o término da craniotomia, ou seja, imediatamente antes de iniciar
a reconstrucdo Ossea, foi realizado um sorteio para a escolha do tipo de
reconstrugdo empregada. Esse dado foi anotado e a reconstrugdo sorteada
realizada. Apos o término do procedimento cirurgico e da aplicagdo da analgesia
subcutanea com tramadol, um novo sorteio foi realizado para identificar o animal por
meio da pintura de sua cauda. Como haviam 5 animais por caixa, foram utilizados 5
tipos de identificagdo baseados em 4 cores: PRETO, VERMELHO, AZUL, VERDE e
SEM COR. Portanto, em cada caixa (caixas 1 a 9) de 5 animais foi colocado um
animal de cada cor e cada animal teve, por sorteio, sua alocagao nos grupos de
pesquisa.

Os animais foram sacrificados (conforme protocolo do Centro de Pesquisas
do HCPA) apés quatro semanas de pos-operatorio. Estudos prévios demonstraram
cicatrizagdo 6ssea significativa a partir de duas a quatro semanas apds a colocagao
do enxerto (Brodie, 2005; Batouli, 2004; Lohmann, 2001; Schwartz, 1996). O bloco
de osso enxertado na falha Ossea foi retirado (por osteotomias), sem margem de
osso além do enxerto para evitar obliquidade na afericdo da FA. Metade do
fragmento &sseo retirado foi colocado em formalina e levado a preparagéao
histolégica com hematoxilina-eosina (HE). A outra metade foi colocada em soro
fisiologico e transportada imediatamente para o Laboratério de Patologia Clinica —
CP — HCPA, para analise da FA (Figura 15).

As laminas histoldgicas foram descalcificadas com oxido nitrico a 10% e
coradas com HE para avaliacdo por microscopia 6ptica. A analise foi executada no
Servico de Patologia do Centro de Pesquisas do HCPA, por um patologista
“cegado”.

A analise histolégica das laminas contendo OL como matriz inorganica foi

realizada considerando a escala de Ferreira (1997), que utiliza os seguintes critérios:

80



. trabéculas 6sseas neoformadas (0 a 3);
. atividade osteoblastica (0 a 3);
. atividade osteoclastica (numero absoluto em campo de 400 vezes);

. absorc¢ao do transplante (0 a 3);

a A~ O N -

. viabilidade da medula 6ssea (0 ou 1).

A escala incluia, originalmente, o critério de fusdo de corticais. Tal critério foi
excluido por ndo poder ser aferido, uma vez que o bloco de OL foi retirado sem
margens do 0sso nativo, a fim de n&o prejudicar as aferigdes bioquimicas.

O critério de atividade osteoclastica foi estratificado e analisado em separado,
ja que se tratava de um numero absoluto, tendo muito mais peso do que os outros
critérios para o somatario final.

A analise histolégica das laminas contendo HA como matriz inorgénica, por
nao preencherem critérios de neoformacao 6ssea que pudessem ser aplicados na
escala de Ferreira (1997), foi realizada pela técnica de coloragao de picrosirius, que
indica a presencga de colageno.

A atividade de FA foi expressa em unidade por minuto por miligrama de 0sso
do enxerto. A enzima foi extraida das amostras com o auxilio de Triton 0,2% e sua
atividade ensaiada de acordo com a padronizacdo de Yoshikawa e cols. (1999),
utilizando como substrato o p-nitrofenilfosfato (kit de diagnostico Sera—Pak Bayer®,
Sao Paulo, Brasil).

Através da analise de curvas de tempo e concentracgao, foi utilizado o mesmo
tempo de incubagao preconizado pelo fabricante de 30 minutos. Esta técnica ja foi
previamente utilizada na linha de pesquisa.

Os valores de atividade de FA foram obtidos por meio da aplicacdo da
seguinte férmula:

FATOR X AABS / MASSA AMOSTRA = U/min/mg de osso

O trabalho foi feito visando minimizar o sofrimento dos animais envolvidos.
Em todos os procedimentos cirurgicos, foi utilizada anestesia com quetamina e
xilazina. A eutanasia, ao fim do experimento, foi feita com cadmara de CO, T61
(Biotécnicas, Sao Paulo, SP). Os animais foram sacrificados pela necessidade do
estudo da area Ossea receptora. Nao houve necessidade de sacrificio apds a
aspiracao da medula éssea.

A analise estatistica da FA foi feita da seguinte forma:

— Foi utilizado o teste de Kruskal-Walis para variaveis nao paramétricas.
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Uma diferenca estatistica foi considerada significativa sempre que o P for menor que
0,05. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do grupo de estatistica do
GPPG do HCPA de softwares especificos, como o SPSS® versdo 11 do GPPG -
HCPA.

A FA (variavel nao-paramétrica) foi apresentada também com a mediana e os
percentis 25 (P25) e 75 (P75) de cada grupo do estudo.

RESULTADOS

Dos 45 animais operados, os dois primeiros foram a 6bito logo apos a indugao
anestésica. Os procedimentos anestésicos foram iniciados utilizando-se medicagdes
previamente diluidas que estavam devidamente armazenadas e dentro do seu
periodo de validade. Apdés o Obito dos dois primeiros animais e da troca das
medicagdes anestésicas nao ocorreram mais obitos.

Dois animais tiveram extrusdo espontdnea dos blocos colocados - com
aparecimento na pele — que pode ser atribuida possivelmente a algum defeito no
fechamento do retalho cutadneo (Figura 16). Em um animal nao foi encontrado seu
bloco de reconstrucdo no momento do sacrificio. Provavelmente isso se deve a uma
extrusdo cutanea do bloco e saida do sitio receptor. Estes animais foram excluidos
do experimento.

Os valores de FA encontrados estdao descritos na Tabelal. As analises
realizadas apontam para um aumento significativo na expressdo de FA,
respectivamente nos grupos contendo OL em cultura de CT enriquecidas com VEGF
(OL + CT + VEGF), HA em cultura de CT (HA + CT) e HA em cultura de CT
enriquecidas com VEGF (HA + CT + VEGF) (P<0,0001).

Tabela 1 — RESULTADOS DA EXPRESSAO DE FA

| Caixa | TipoReconstrugdo | CordaCauda | FA (umolS/min/ mg osso) |
C1 HA + CT preta 11,27
C1 HA + CT + VEGF verde 20,50
C1 HA + CT + VEGF azul 33,10
| Caixa | TipoReconstrugdo | CordaCauda | FA (umolS/min/ mg 0sso) |
| C2 |OL+CT+VEGF | azul 10,80 |
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cz2 OL + CT + VEGF verde 0,13
C2 HA + CT + VEGF preta 9,32
Cc?2 HA + CT vermelha 3,03
C2 HA + CT + VEGF nenhuma 15,47
C3 OL + CT + VEGF preta 1,25
Cc3 HA + CT azul 3,23
C3 HA + CT vermelha 5,75
C3 HA + CT verde 7,71
C3 OL + CT + VEGF nenhuma 2,36
C4 HA + CT nenhuma 12,67
C4 HA +CT azul 9,12
C4 HA + CT + VEGF verde 3,77
C4 HA + CT + VEGF vermelha 5,95
C4 HA + CT + VEGF preta 11,41
C5 HA + CT nenhuma 13,26
C5 OL + CT + VEGF azul 2,98
C5 HA + CT + VEGF verde 5,78
C5 HA + CT vermelha 8,28
Cb5 OL + CT + VEGF preta 1,47
C6 OL + CT + VEGF azul 2,04
C6 HA + CT nenhuma 5,57
C6 HA + CT + VEGF verde 1,89
C6 OL + CT + VEGF vermelha 1,10
C6 OL + CT + VEGF preta 7,55
C7 OL + CT + VEGF nenhuma 1,41
Cc7 HA + CT azul 1,85
C7 OL + CT + VEGF verde 0,59
C7 HA + CT vermelha 2,51
C7 HA + CT + VEGF preta 5,79
Ccs8 HA + CT nenhuma 5,48
C8 OL + CT + VEGF azul 1,45
cs8 OL + CT + VEGF verde 0,64
C8 HA + CT vermelha 3,65
C8 HA + CT + VEGF preta 7,12
C9 HA + CT + VEGF azul 32,86
C9 HA + CT + VEGF verde 1,97
Co9 HA + CT vermelha 5,67
C9 HA + CT + VEGF preta 2,37
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O valor das medianas das dosagens de FA estdo expressos no Grafico 1 que
mostra a presencga significativa da FA no grupo da HA + CT e maior ainda no grupo
HA + CT + VEGF em relagédo ao grupo OL + CT + VEGF.

Grafico 1 — MEDIANAS DA EXPRESSAO DA FA NOS GRUPOS DE ESTUDO

OL+CT+ HA + CT HA + CT +
VEGF VEGF

Valores da FA expressos em pmolS/min/ mg osso

Os valores das medianas das dosagens de FA e os percentis 25 e 75 (P25 e

P75) dos grupos de estudo estao dispostos na Tabela 2
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Tabela 2 — MEDIANAS, PERCENTIL 25 (P25) E PERCENTIL 75 (P75) DA
EXPRESSAO DE FA NOS GRUPOS DE ESTUDO

Grupo de estudo FA (umolS/min/
mg 0Ss0)
mediana 1,4112
OL+CT+VEGF P(25) 0,7155
P(75) 2,2017
mediana 56741
AA+CT P(25) 3,2261
P(75) 9,1236
mediana 6,5332
HA + CT + VEGF P(25) 3,4226
P(75) 16,7256

A proposta inicial do trabalho foi de realizar a analise histolégica utilizando-se
a escala histolégica de Ferreira (1997), excluindo-se o critério “fusdo de corticais”
seguindo os trabalhos da mesma linha de pesquisa que a utilizaram (Tabela 3).

No momento da analise, o patologista “cegado” percebeu que em algumas
ldminas ndo havia uma formagdo Ossea que permitisse a aplicacdo da escala
proposta. Nas laminas em que a matriz 6ssea era o OL, os critérios podiam ser
preenchidos, mas nas laminas em que a matriz era a HA esses critérios ndo se
aplicavam. Estas amostras foram entdo, novamente coradas pelo método de
picrosirius.

A andlise histologica destas laminas demonstrou a presencga de colageno, de
um tecido granular com vasos proeminentes e de deposi¢gao de material fibrilar. Foi
observado também um espessamento que aparentemente é o inicio de matriz

ossea.

DISCUSSAO

No experimento, optou-se pelo uso de camundongos C57BL/6 para

desenvolver e aprimorar o modelo animal criado pela linha de pesquisa em que o
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trabalho esta inserido. Pesquisas anteriores ja haviam determinado que a falha de
3mm X 5 mm realizada no osso parietal € a falha critica para esse camundongo.
Reconstrugdes “padrao ouro”, ou seja, de recolocagao do préprio osso do animal
também ja foram estudadas. Esta € a menor falha critica de um modelo animal
experimental ja descrita.

Por meio da confecgao pré-operatéria dos blocos de OL e HA do tamanho o
mais préximo possivel da falha éssea criada, foi simulada uma “prototipagem” com a
intencdo de uma reconstrugao ideal, onde a falha 6ssea € preenchida na sua
totalidade. Este fator € fundamental na integragcdo de uma reconstrugcéo de falha
Ossea craniana (Youmans, 2003).

Como foram utilizados dois tipos de matriz 6ssea inorgénica (OL e HA) e
também culturas de CT com e sem VEGF, foi desenvolvido um método de
randomizacao da técnica de reconstrucdo e identificacdo do animal para que o
procedimento operatério realizado fosse “cegado”. Assim, o cirurgido nao teve o
beneficio de aprimorar a técnica cirurgica ao longo do experimento para utiliza-la em
um determinado grupo a ser estudado.

Foram utilizados animais adultos porque a regeneragcéo € menor e porque ha
maior absorcdo 6ssea em imaturos (Delacure, 1994; Riley, 1996). A opgao por
fémeas é justificada pela possibilidade futura de marcar o cromossomo Y, ja que
todas as culturas celulares do Laboratério de Imunogenética foram realizadas com
células de machos.

Foi escolhida a FA como método de avaliagdo da neoformacgéo éssea porque
diferentes estudos descritos pela literatura comprovam sua eficacia (Sabokbar,
1994; Yoshikawa, 1999 e 2003; Stucki, 2001; Ge, 2004). Além disso, nesta linha de
pesquisa, foram demonstrados resultados significativos, utilizando a mesma técnica
em experimentos anteriores.

A FA é uma enzima que pode se originar de varios tecidos do organismo. No
entanto, foi utilizado um método desenvolvido na linha de pesquisa onde a aferigao
de sua concentracao é feita apenas no enxerto realizado, de forma que outras fontes
nao influissem nos valores calculados.

Devido ao tamanho do fragmento retirado n&o foi desenvolvida ainda a possibilidade
de realizar outras dosagens bioquimicas no fragmento, como a osteopontina e
osteocalcina, enzimas que também expressam atividade 6ssea e ajudariam muito na

analise dos resultados.
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A maior expressdao de FA nos dois grupos contendo a HA sugere uma
atividade metabdlica mais intensa em relagéo ao grupo do OL + CT + VEGF, apesar
de na analise histoldgica ndo ter sido encontrado claramente osso neoformado. O
material colagendide ou de matriz é6ssea muito jovem encontrado nas laminas de HA
sugere que, juntamente com uma significativa expressao de FA, a reconstrugdo com
a HA parece ser mais apropriada para a calota craniana do modelo estudado.

Experimentos de reconstru¢cado da falha com OL em cultura de CT mostraram,
pelos critérios bioquimicos da expressao da FA, e pela aplicacdo da escala
histolégica proposta, resultados favoraveis ja na quarta semana de pés-operatério.
Analisando esses dados e os estudos de Brodie e cols. (2005), Batouli e cols.
(2004), Lohmann e cols. (2001) e Schwartz e cols. (1996) que demonstraram
osteogénese percebida a partir de duas semanas de pdés-operatério, foi decidido
analisar todos os grupos com quatro semanas de pés-operatério.

Uma analise histoldégica de reconstrugdes com HA realizadas nos mesmos
moldes do trabalho apresentado, realizadas com oito semanas de pods-operatorio,
possivelmente responderédo se todo o material colagendide encontrado nas laminas
de quatro semanas pode ser 0osso neoformado.

A atuacdo das CT na area de regeneracdo ainda precisa ser melhor

estabelecida. Nao esta esclarecido se estas células sdo responsaveis por todo o
processo de regeneragdo ou se, em algum momento, tornam-se apenas
coadjuvantes. A utilizagao de genes reporteres podera permitir tal esclarecimento.
O grupo que continha o VEGF transfectado nas CT também mostrou uma expressao
maior de FA em relagdo ao grupo sem VEGF com a mesma matriz (HA). O VEGF é
um fator angiogénico e, portanto, parece também auxiliar no metabolismo de
formacao 6ssea. O papel do VEGF na formagao 6ssea ainda nao foi estabelecido.
Estudos posteriores envolvendo angiogénese Ossea poderao responder a essa
questao.

O modelo de pesquisa utilizado ndo permite avaliar a resisténcia biomecéanica
do osso e esta investigacdo € fundamental para avaliar um tecido que serve
principalmente para prote¢cdo na regido craniana. Serdo necessarios experimentos
com modelos animais de maior porte, que possibilitem estudos apropriados para
analise da resisténcia biomecéanica do osso regenerado.

A interacao entre células e matrizes tem sido estudada e foi evidenciado que

proteinas de adesao sdo necessarias para que a ceélula se estabelegca sobre uma
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matriz. Hanks e Atkinson (2004) demonstraram que matrizes com expressao de
moléculas de adesao apresentam maior capacidade de reter CT in vitro do que o OL
simplesmente. Brodie e cols. (2005) comprovaram que a cobertura de matrizes de
HA com colageno tipo | aumentou a proliferagdo celular, provavelmente pela
facilidade de adeséao que foi criada. A falta de adesao pode levar a apoptose.
As CT mesenquimais parecem ter um elevado potencial bioldgico. As técnicas de ET
que utilizem CT e matrizes Osseas combinadas, preparadas antes de sua
implantacdo na area a ser reconstruida, podem ser promissoras para cirurgias
reparadoras do esqueleto craniofacial em seres humanos.

Estudos subseqlientes serdo necessarios para aperfeicoar a integracao,
regeneragao e diferenciacdo do tecido ésseo no esqueleto craniofacial com

protocolos de ET.

CONCLUSAO

A atividade da enzima FA verificada comprova que as reconstrucbes ésseas
de HA acrescidas de CT e VEGF apresentam um elevado metabolismo de
neoformacéao éssea.

A comparagédo entre os diferentes materiais de substituicdo 6ssea estudados
indica que a HA enriquecida com CT e VEGF tem um potencial biolégico superior ao
OL (mesmo enriquecido com CT e VEGF) e a HA enriquecida apenas com CT.

A partir dos resultados obtidos é possivel indicar que a capacidade de
integracéo e regeneragao de enxertos 6sseos contendo CT mesenquimais e VEGF é

favoravel do ponto de vista bioquimico e histologico.
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ABSTRACT

The craniotomy is the basis of the neurosurgical procedure. The basic skull
function is brain protection. Situations of bone defects in the skull lead to high risk of
brain traumatism and severe esthetics disorders. Among the causes of skull defects
trauma is the most commom, followed by decompressive craniotomies, infection,
neoplasms and congenital defects. Tissue engineering (TE) studies new ways of
tissue production, including for use in reconstructive surgeries. TE is multidisciplinary,
it represents all the methods and efforts to project, produce, modify, expand and
keep alive specific tissues in specific places. Stem cells (SC) can be used in TE and
contribute for the repair and regeneration of tissues and organs. Inflammation
increases the production of the macrophage-derived peptide PR-39. It inhibits the
degradation of hypoxiainducible factor alfa 1 that leads an increase of vascular
endothelium growth factor (VEGF) expression. Inflammation increases the production
of citoquines that promote angiogenesis. Objective: Analyze the integration and
regeneration capacity of bone grafts containing mesenquimal SC enriched or not with
VEGF. Measure the activity of alkaline phosphatase (AP) in reconstructions with SC
enriched or not with VEGF. Method: Isogenic, adults, females of C57BL/6 mice were
used. A whole thickness failure measuring 5mm x 3 mm was performed in the right
parietal bone. This failure was reconstructed in three different ways. The following
groups (G) were studied: G1 — freezed-dried bone (FDB) in mesenquimal SC culture
enriched with VEGF. G2 — Hydroxyapatite (HA) in mesenquimal SC culture. G3 — HA
in mesenquimal SC culture enriched with VEGF. RESULTS: The prevalence of
positive activity of alkaline phosphatase was considered among groups. The group
with the highest number of positive samples was G3 (P<0,0001). Histological

analysis was made according to the following criteria: new bone trabecules;
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osteoblastic activity; graft absorption; bone marrow viability. Osteoclastic activity was
analyzed separately. The specimens containing HA were submitted to picrosirius
coloration. CONCLUSION: The AP activity examined proves that the bone
reconstructions with HA and ST enriched with VEGF show a high new bone
metabolism. The histological analysis indicates a material very close to a young bone

matrix.

KEYWORDS: bone graft; freezed-dried bone; hydroxyapatite; stem cells; vascular

endothelial growth factor.
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INTRODUCTION

In neurological surgery practice craniotomy is a basic step of the surgical
procedure. It is through the craniotomy that the brain is reached. Wagner, in 1889,
first described the osteoplastic craniotomy as it is performed these days (Gusmao,
2000).

The skull has the basic function to protect the brain, in situations of skull
defects there is an increase of brain traumatism and, generally a severe esthetic
disorder. Among the causes of skull defects trauma is the most commom, followed by
decompressive craniotomies, infection, neoplasms and congenital defects (Youmans,
2003).

Literature has several clinical and experimental studies (Delacure, 1994;
Ferreira, 1997, Silva, 2000; Conrad, 1993; Lemperle, 1998; Deluca, 1997; Isaksson,
1992; Ozaki, 1999; Perry, 1999), which demonstrate superiority of membranous
autogenous bone grafts (ABG) and the advantages of isotopic bone usage, for it
shows better adaptation to the receptor site (Fukuta, 1992).

Autogenous bone is frequently used as a graft to repair cranial defects. Its
survival as a graft depends on the invasion of capillaries and osteoblasts from the
receiver bone. Bone integration is influenced by these factors: bone fixation, dura
mater substitution, use of bone wax and scalp vascularization.

When a bone graft is placed in a skull defect it works like an osteoplastic
craniotomy due to total blood flow interruption. The bone graft and the craniotomy
flap are identified as a strange body by the organism. If the bon graft remains without
vascularization it will be encapsulated and reabsorbed. The infection risk and the
need of graft removal become more real. Although, more vascularized becomes the

graft more infection resistant it is (Youmans, 2003).
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A great number of studies have been made in order to search for adjusted
bone substitute materials (BSM). In such situations, when there’s a great bone
deficit, or even to diminish procedure duration and morbidity, alternatives are being
searched. Requisites for and ideal BSM are (Sailer, 2000): stimulating bone
regeneration and consolidation; proportionating physiologic resistance; remaining
observable (which means having radiographic contrast propreties); being promptly
achieved; being easily utilized; it cannot initiate inflammatory reaction in nearby
tissues; it cannot promote encapsulation of connective tissue; it cannot lead to
malignant transformation; it cannot produce toxic sub products; it can have neither
galvanic nor electrical properties; it cannot proportionate any mechanism which
facilitates infections.

One possibility is the employment of any material derived from tissue banks.
Storage bone usage has increased in the United States of America, from about
100,000 cases in 1971 to 250,000 in 1991 (Hardin, 1994; Ozaki, 1998). In the last
decade, clinical utilization of bone homografts has reached 355,000 cases per year
(Jinno, 2000). Among these, it is estimated that 200,000 cases were directed to
medical usage and the rest to deontological usage (Zasacki, 1991). About 10 to 15%
of orthopedic surgeries performed in USA every year involve any kind of bone graft
(referred by Macedo, 1999).

Hydroxiapatite (HA) derived biomaterials are osteoconductive, but not
intrinsically osteoinductive. Such materials are biocompatible, though they
demonstrate an inappropriate biophysical performance for remodeling, with risk for
migration, dehiscence, ulceration, and extrusion. Ossification of these materials
usually occurs in the limits of the receptor area, with no migration for inner zones of

the graft (Ferreira, 1997). There may be a limit at this point to be studied and
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transposed in terms of integration and regeneration. Cell cultivation and its
association to biomaterials may be an interesting solution (Fukuta, 1992).

Nowadays, a new area of biomedical research, known as tissue engineering
(TE), studies new ways of tissue production, including those for reconstructive
surgeries (Chang, 2003). TE is multidisciplinary and includes all of the methods and
efforts to develop, produce, modify, expand and maintain alive specific tissues in
specific sites (Goessler, 2005). Manipulation may be either in cell, matrix or biological
stimuli (Goessler, 2005).

In the last years, the concept of the potential utilization of stem cells (SC),
either embryonic or adult in origin, introduced new perspectives for the cellular
treatment of tissue pathologies (Jones, 2004).

Mesenchymal SC have been already named as stromal or sustentation cell of
bone marrow (BM). They seemed to be originated from a complex matrix of
structures that were found in such organ. Their function was known as a support
layer of cells for hematopoietic SC (Pereira, 1998). Researches from the last decade,
however, demonstrated that mesenchymal SC have many and more important
functions (Sylvester, 2004). They are capable of differentiating in any mesenchymal
lineage, and also to suffer a process of cellular transdifferentiation to other lineages,
like neural cells (ectodermic origin) (Batouli, 2003; Conrad, 2005; Meirelles, 2003).

Addiction of new growing factors and other substances may improve
regeneration and integration of SC-containing bone grafts (Ozturk, 2005).

The paper of TE may be revolutionary in producing bone grafts. It might be
possible to use a great amount of autogenous bone, by association with cellular

cultures and BSM. Donor area for these cases could be a little tissue sample or even
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a few number of cells. Besides, the graft planning and modeling (prototyping) can be
improved and better employed.

SC usage can also be associated to other techniques for regeneration and

reconstruction of bone loss areas, such as bone distraction (Kitoh, 2004).
Interaction between cultivated cells and bone matrices has been another issue for
research (Hanks, 2004). Extracellular matrix (ECM) mediates cell adhesion to
biomaterials (EI-Amin, 2003). In bone, ECM is composed by proteins, such as:
collagen, fibronectin, laminin, vitronectin, osteopontin, and osteonectin. Besides the
possibility of studying adhesion, these elements can be evaluated as indicators of
tissue regeneration.

The studies that employ different experimental approaches have established
that cultures of mesenchymal SC contain different stages of differentiation. The
microenvironment stimulus may lead to differentiation till osteoblasts (Minguel, 2001).

Angiogenesis process occur trough stages: vessel dilatation, endothelial cells
activation, platelet activation, plasminogen activators and proteolithic enzymes
secretion, mastocites degranulation, macrophage activation, basal membrane
rupture and increase in the permeability with way out of fibrin and other proteins.

The rule of inflammation is unclear. Inflamation increases the production of the
macrophage-derived peptide PR-39. It inhibits the degradation of hypoxiainducible
factor alfa 1 that leads an increase of vascular endothelium growth factor (VEGF)
expression. Inflamation increases the production of citoquines that promote
angiogenesis.

The two families of factor better studied who participate of this process are the

vascular endothelial factor (VEGF) family and fibroblast growth factor (FGF) family.
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The most known and studied is VEGF 165. Differently of VEGF, FGF acts on

mitogenesis of endothelial cells, fibroblasts and smooth muscle cells (kalil, 2004).

METHOD

An experimental, open, comparative, and prospective study was assembled.
The research was performed at the Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) and at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Participated of the
project: Craniomaxilofacial Surgery Unit — Plastic Surgery Division — HCPA, The
Bone Bank — Orthopedics Division — HCPA, Biomaterials Laboratory — Engineering
Faculty — UFRGS, Imunogenetics Laboratory — Genetic Departament — UFRGS,
Animal Experiment Unit — Research Center — HCPA, Pathology Department —
Medicine Faculty — UFRGS and Clinical Pathology Department — HCPA.

There were used 45 adult female isogenic mice C57BIl/6 (FEPPS, Porto
Alegre, Brazil). Animals were maintained in Animal Experimental Division (Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brasil). Feeding was ad libitum and
biological cycle was according to the protocols of that Institution.

All the surgical procedures were under microscopic technique. After animal
anesthesia, antisepsis, tricotomy and positioning. A scalp flap was made, as the
incision was made from the occipital to the right parietal area. This way, the bone
work region remained not so close to the surgical wound, preventing exposure to the
environment.

With a Midas Rex Legend 8TA11, a whole thickness failure was performed in
right parietal bone, measuring 5mm x 3 mm. The original bone fragment was
cautiously detached from dura mater, in order to prevent its laceration. A pilot study

demonstrated that a failure with such dimensions is unable to close by itself. Cranial
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sutures were not involved in the failure, for they have a different biological behavior
(Alberius, 1990).

After four weeks, animals were sacrificed. A CO, gas chamber was used for
that purpose (Figure 8) (Biotécnicas, Sao Paulo, Brazil), according to our Institute
protocols. Such period was chosen based on other authors’ studies (Batouli, 2003),
who demonstrated significant osteogenesis in grafts even in two weeks.

FDB was supplied by HCPA Bone Bank (Porto Alegre, Brazil). Such division is
regularized by Brazilian Health Ministry. The pieces of FDB were shaped the size of
the cranial defect the would close, they sterilized and sent to cell culture.

HA was supplied by Biomaterials Laboratory (Porto Alegre, Brazil). The pieces
of HA were shaped the size of the cranial defect the would close, they sterilized and
sent to cell culture.

The groups of the research were:

Group 1 — FDB in mesenquimal SC culture enriched with VEGF (FDB + SC +
VEGF)

Group 2 — Hydroxyapatite in mesenquimal SC culture (HA + SC)

Group 3 — HA in mesenquimal SC culture enriched with VEGF (HA + SC +
VEGF)

Cell cultures were developed in Immunogenetic Laboratory (Genetics
Department, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil). They
were aspirated from murine BM. Cell cultures had a low density in order to isolate
mesenchymal SC. Isolation and preparation, before mixture with bone matrices,
followed the protocol established by Meirelles & Nardi (2003). Cell concentration for

each sample was approximately 5 x 10° cells/ml.
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The VEGF used was human 165 VEGF (Genetech, USA) kindly granted by Dr
Renato Kalil who heads a research line in cardiology and has the right to use this
factor. The transfection method was followed the protocol of Jacobsen (2003) and
Jordan (2003).

The surgeries were performed in three days, 15 animals per day with an
interval of two weeks. On the first day the animals from boxes 1, 2 and 3 were
operated. On the second day, the animals from boxes 4, 5 and 6 and on the third day
the animals from boxes 7, 8 and 9 were operated.

The grafts with the cultures were placed in a plaque with 24 wells with the
identification of which reconstruction method it was. In each day of surgery it was
used in an alleatory fashion all three kinds of reconstruction.

The anesthesia and craniotomy were performed without the knowledge about
which reconstruction method it would be used. Just before the reconstruction be
made a raffle was performed and the reconstruction done. After the end of the
surgery another raffle was made to identify the mouse by painting the tail. As we had
5 mice per box we defined four colors to create five categories: BLACK, BLUE
GREEN, RED and NO COLOR. So, we had 9 boxes with 5 animals identified by the
color of the tail and with a random selection in the groups of the research.

At the sacrifice the grafts were removed by osteotomies without any donor
bone, only graft was removed. The piece was divided in two, half to biochemical
analysis with AP and half to histological analysis.

A histological scale described by Ferreira e cols. (1997) was used previously.
Such scale has the following criteria:

1. New bone trabecules (0 to 3);

2. Osteoblastic activity (0 to 3);
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3. Osteoclastic activity (absolute number in a 400-time amplification optic field);
4. Graft absorption (0 to 3);
5. Bone marrow viability (O or 1).

Originally, it included another condition that was the cortical bone fusion. Such
feature was excluded because the native bone borders were not removed together
with graft block. Also, osteoclastic activity was stratified and analyzed apart from the
other features.

The activity of alkaline phophatase (AP) was express as unity by micrograms
per milligram of bone graftt To do it straight from the bone, a technical
standardization was necessary, according to Yoshikawa et al. (1999). Enzyme was
extracted from bone using Triton 0.2%; activity was assayed by using p-
nitrophenylphosphate as substract (Sera-Pak Bayer, Sao Paulo, Brazil). AP

concentration was calculated by the following formula:

[Factor x (A ABS) x 100] / sample weight = U/min/mg bone

Statistical analysis was made with Kruskal-Walis non-parametric variables trest,
determined if P < 0.05. Specific statistical softwares, such as SPSS, were used in

this study.

RESULTS
The first 2 animals died in the anesthesia, after recalculation of drugs no one
mouse died anymore. 2 animals had spontaneous extrusion of the grafts trough the

skin. In 1 animal the graft was not found. These animals were excluded.
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The values of AP are shown in Table 1. The analysis indicate to a significant
increase in AP expression respectively n the groups FDB + ST + VEGF, HA + ST

and HA + ST + VEGF (P<0,001).

Table 1 — AP RESULTS

Box | Reconstruction |  Tailcolor | AP (umolS/min/ bone mg) |
B 1 HA + SC black 11,27
B 1 HA + SC + VEGF green 20,50
B 1 HA + SC + VEGF blue 33,10
Box | Reconstruction |  Tailcolor | AP (umolS/min/ bone mg) |
B2 FDB + SC + VEGF blue 0,80
B2 FDB + SC + VEGF green 0,13
B2 HA + SC + VEGF black 9,32
B2 HA + SC red 3,03
B2 HA + SC + VEGF no color 15,47
B3 FDB + SC + VEGF black 1,25
B3 HA + SC blue 3,23
B3 HA + SC red 5,75
B3 HA + SC green 7,71
B3 FDB + SC + VEGF no color 2,36
B4 HA + SC no color 12,67
B4 |HA+SC blue 9,12
B4 HA + SC + VEGF green 3,77
B4 HA + SC + VEGF red 5,95
B4 HA + SC + VEGF black 11,41
B5 HA + SC no color 13,26
B5 FDB + SC + VEGF blue 2,98
B5 HA + SC + VEGF green 5,78
B5 HA + SC red 8,28
B5 FDB + SC + VEGF black 1,47
B6 FDB + SC + VEGF blue 2,04
B6 HA + SC no color 5,57
B6 HA + SC + VEGF green 1,89
B6 FDB + SC + VEGF red 1,10
B6 FDB + SC + VEGF black 7,55
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B7 FDB + SC + VEGF no color 1,41
B7 HA + SC blue 1,85
B7 FDB + SC + VEGF green 0,59
B7 HA + SC red 2,51
B7 HA + SC + VEGF black 5,79
B8 HA + SC No color 5,48
B8 FDB + SC + VEGF blue 1,45
B8 FDB + SC + VEGF green 0,64
B8 HA + SC red 3,65
B8 HA + SC + VEGF black 7,12
B9 HA + SC + VEGF blue 32,86
B9 HA + SC + VEGF green 1,97
B9 HA + SC red 5,67
B9 HA + SC + VEGF black 2,37

The medians of the AP results are shown in the Graphic 1:

Graphic 1 — AP MEDIANS IN THE STUDY GROUPS

FDB + SC +
VEGF VEGF

HA+ SC HA + SC +

Values of AP shown in pmolS/min/ bone mg
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The AP medians and quartiles are shown in Table 2.

Table 2 — MEDIANS, QUARTIL 25 (P25) E QUARTIL 75 (P75) OF AP IN THE

STUDY GROUPS

Study Group AP (umolS/min/
bone mg)

Median 1,4112

FDB + SC + VEGF P(25) 07155
P(75) 2,2017

Median 5,6741

HA+SC P(25) 3,2261
P(75) 9,1236

Median 6,5332

HA + SC + VEGF P(25) 34226
P(75) 16,7256

The initial purpose of the research was to realize the histological analysis

applying the histological scale of Ferreira (1997) excluding the criteria “cortical

fusion” and “osteoclastic activity”.

Such scale has the following criteria:

6.

7.

8.

9.

New bone trabecules (0 to 3);
Osteoblastic activity (0 to 3);
Osteoclastic activity (absolute number in a 400-time amplification optic field);

Graft absorption (0 to 3);

10.Bone marrow viability (O or 1).

On the specimens with HA this scale could not be applied. So the picrosirius

color was performed. This analysis showed the presence of collagen, a granular

tissue with proeminent vessels and fibrilar deposition. This can be the beginning of

bone formation.
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DISCUSSION

In this experiment, we have chosen C57BL/6 mice to keep developing the
animal model created by the research line. Anterior researches had already
determinated the failure measuring 5mm x 3 mm was the critical failure to this animal.
This is the smallest critical failure ever published (Portinho, 2006).

By shaping the grafts exactly the size of the cranial defect we tried to
“‘prototype” the ideal reconstruction, fact that is fundamental to a cranial
reconstruction (Youmans, 2003).

As we used two types of grafts matrix we developed a randomization method
of the reconstruction and identification of the animals so that the surgeon could not
know which type he would use in the surgery.

The AP was chosen as method of evaluation because studies in the literature
prove this information (Sabokbar, 1994; Yoshikawa, 1990 and 2003; Stucki, 2001;
Ge, 2004) and in this research line it has been used this technique.

The AP in an enzyme that can originate from several tissues from the
organism. But with the technique used in this research we measure only the AP of
the graft.

Due to size of the fragment it still was not developed another type of
measurement like osteocalcin or osteopontin, that would increase the value of the
research.

A bigger expression of AP in the group containing HA + SC + VEGF suggest
one more intense metabolic activity that associated with the histological analysis

make this reconstruction the more appropriated to the studied model.
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One analysis in the same way it was purposed but with eight weeks of post
operative seems to be the answer to this question. And it is what the researchers will
do to publicate this research.

This model does not allow an evaluation of bone biomechanical
resistance. This is a basic characteristic for a tissue whose main function is to protect
central nervous system. Other animal models will be necessary for that.

Cell-matrix interaction has been studied, ad It has been demonstrated that
adhesion proteins are important to cell survival inside a matrix. Hanks and Atkinson
(2004) showed that matrices with adhesion molecules expressions are capable of
retaining a higher number of SC in vitro, when compared to FDB alone. Brodie et al.
(2005) have demonstrated that covering HA matrices with collagen type | has
increased cell proliferation, probably because of adhesion easiness.

Mesenchymal SC seem to have a higher biological potential. ET techniques
which utilized SC combined to bone matrices, and assembled before implantation in
receptor area, may be promising in reconstructive procedures in craniofacial

skeleton.

CONCLUSION
The activity of AP enzyme verified improves that bone reconstructions using
HA with SC and VEGF show a high bone neoformation metabolism.
The comparison between different materials studied suggests that HA with SC
and VEGF has a higher biological potential than FDB with SC and VEGF a than HA

with SC.
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