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RESUMO

Varios estudos tém investigado o comportamento de biomateriais no preenchimento
de defeitos 0sseos. A maior morbidade pds-operatoria associada as restricdes de
areas doadoras para enxertos 0sseos autdgenos e a maior demanda por
procedimentos cirdrgicos menos invasivos tém trazido para o mercado de enxertias
Osseas diferentes biomateriais com composi¢cOes variadas. As bioceramicas a base
de fosfato de calcio bifasico (BCP) compostas por hidroxiapatita (HA) associada ao
beta-tricalcio fosfato (3-TCP) tém sido uma alternativa ao enxerto 0sseo autégeno
com caracteristicas semelhantes aos componentes da matriz 6ssea. Este estudo in
vivo investigou o efeito da incorporacdo de células-tronco originadas da polpa de
dentes deciduos esfoliados humanos (SHED), nos granulos de BCP quando
utilizados como material de preenchimento de defeitos em calvarias de ratos adultos
metabolicamente normais. Um defeito de tamanho critico de 6 mm de didmetro, por
animal, foi realizado nas calvarias de 50 ratos. Foram utilizados granulos de BCP
com 60% de HA e 40% de B-TCP com tamanho médio de 250 a 420 pym que foram
incorporados a SHED cultivadas durante 7 dias em meio de cultura convencional
(MC) ou meio de cultura osteogénico (MO). Os animais foram divididos em 5 grupos
com 10 animais cada: coagulo (CO), osso autégeno (AUT), BCP, BCP + SHED em
MC (BCP-MC) e BCP + SHED em MO (BCP-MO). A eutanasia ocorreu apos 4 e 8
semanas. A neoformacdo Ossea e presenca de particulas residuais do biomaterial
foram avaliadas por meio da histometria e o processo inflamatério crénico através de
uma analise histoldgica qualitativa. A menor neoformacéo 6ssea foi observada no
grupo CO para 4 e 8 semanas sem diferenca significante entre os periodos
(p = 0,9996). O grupo AUT teve a maior média em neoformacdo éssea e foi
estatisticamente diferente (p < 0,05) de todos os outros grupos apés 8 semanas e
guando avaliado todo o periodo de estudo. Apds 8 semanas os grupos BCP-MC e
BCP-MO apresentaram homogeneidade em neoformagéo 6ssea (p = 0,1363). Em
todo o periodo do estudo o grupo BCP apresentou a maior média percentual de
particulas residuais de biomaterial, porém, sendo igual estatisticamente ao grupo
BCP-MC (p = 0,0604) e diferente (p = 0,0104) do grupo BCP-MO. Os grupos
BCP-MC e BCP-MO foram iguais (p = 0,5920) quanto a presenca de particulas
residuais de biomaterial. O infiltrado inflamatério crénico foi considerado discreto

com 4 e 8 semanas em um transplante xendgeno de SHED para ratos sem



imunodeficiéncia. Assim, considerando as limitacfes deste estudo, concluimos que
as particulas de BCP incorporadas com SHED em MC ou MO mostraram resultados
homogéneos, porém, inferiores ao enxerto 6sseo autdgeno para o preenchimento de

defeitos criticos em calvarias de ratos.

Palavras chaves: Regeneracdo Ossea. Células-Tronco. Materiais Biocompativeis.

Durapatita. Fosfatos de Calcio.



ABSTRACT

Several studies have investigated the effect of biomaterials in filling bone defects.
The higher postoperative morbidity associated with donor area restrictions for
autogenous bone grafts and the greater demand for less invasive surgical
procedures have brought different biomaterials with different compositions to the
bone grafting market. Bioceramics based on biphasic calcium phosphate (BCP)
composed of hydroxyapatite (HA) associated with beta-tricalcium phosphate (B-TCP)
have been an alternative to the autogenous bone graft with characteristics related to
the bone components. This in vivo study investigated the effect of the incorporation
of stem cells originated from the pulp of human exfoliated deciduous teeth (SHED),
into the granules of BCP when used as a filling material in calvarial defects in
metabolically normal adult rats. A critical size defect measuring 6 mm in diameter,
per animal, was performed in the calvarial of 50 rats. BCP granules with 60% HA and
40% B-TCP with an average size of 250 to 420 um were used and incorporated into
SHED cultured for 7 days in conventional culture medium (MC) or osteogenic culture
medium (MO). The animals were divided into 5 groups with 10 animals each: clot
(CO), autogenous bone (AUT), BCP, BCP + SHED in MC (BCP-MC) and BCP +
SHED in MO (BCP-MO). Euthanasia occurred after 4 and 8 weeks. Bone
neoformation and presence of biomaterial residual particles were assessed using
histometry and the chronic inflammatory process through qualitative histological
analysis. The lowest bone neoformation was observed in the CO group for 4 and 8
weeks with no significant difference between the periods (p = 0.9999). The AUT
group had the highest average in bone neoformation and was statistically different (p
<0.05) from all other groups after 8 weeks and when the entire study period was
evaluated. After 8 weeks, the BCP-MC and BCP-MO groups showed homogeneity in
bone neoformation (p = 0.1363). Throughout the study period, the BCP group had
the highest percentage of residual biomaterial particles, however, it was statistically
equal to the BCP-MC group (p = 0.0604) and different (p = 0.0104) from the BCP-MO
group. The BCP-MC and BCP-MO groups were the same (p = 0.5920) in terms of the
presence of biomaterial residual particles. The chronic inflammatory infiltrate was
considered mild at 4 and 8 weeks in a xenogenous SHED transplant for rats without
immunodeficiency. Thus, considering the limitations of this study, we concluded that

BCP particles incorporated with SHED in MC or MO showed homogeneous results,



however, inferior to the autogenous bone graft for filling critical calvarial defects in

rats.

Key words: Bone Regeneration. Stem Cells. Biocompatible Materials. Durapatite.

Calcium Phosphates.
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1 INTRODUCAO

A involucdo do aparelho mastigador, no aspecto do periodonto de
sustentacdo, caracteriza-se pela perda 0ssea manifestada em funcdo de fatores
fisiologicos e patoldgicos. A perda dentaria desencadeia um processo de reabsorgao
0ssea dos rebordos alveolares alterando de forma significativa as dimensdes em
altura e largura, chegando a inviabilizar a insercdo de préteses suportadas por
implantes osseointegrados (SCHROPP et al., 2013; SALVI et al., 2018; CHEN;
DARBY, 2020).

Atrofias do rebordo alveolar, portanto, apresentam-se atualmente como as
maiores restricbes para os métodos reabilitadores na era da implantodontia. E as
cirurgias reconstrutivas 0sseas tomam suas indicacdes para devolver um contorno
com dimensBes minimas do rebordo alveolar para garantir posicdo otimizada dos
implantes dentarios (SESMA et al., 2012; TRAN et al., 2016).

As técnicas de reconstrucdo dos tecidos 0sseos exigem a aplicacdo de
principios basicos para conseguir uma adequada osteogénese. O “padrao ouro” tido
como modalidade de tratamento de defeitos 6sseos para se garantir qualidade de
osteogénese é 0 enxerto 6sseo autdgeno. Entretanto, a reconstrucdo éssea com
esses enxertos esta associada as desvantagens severas como morbidade do sitio
doador, forma e tamanho limitados de material, custos extras e necessidade de
hospitalizacdo em muitos casos severos (KHOJASTEH; MOTAMEDIAN, 2016;
MENDES et al.,, 2016; JAFARI et al.,, 2017). Portanto, pesquisadores tentam
encontrar métodos alternativos de regeneracao 6ssea. Um dos métodos propostos
envolve 0 uso de substitutos 0sseos em conjugacdo com células-tronco para
fornecer um material de enxerto projetado com caracteristicas semelhantes as dos
enxertos 0sseos autégenos (KHOJASTEH et al., 2015; MOTAMEDIAN et al., 2015).

Assim, opcoOes alternativas para resolver esses problemas por engenharia de
tecido 6sseo tém surgido. Materiais biocompativeis para uso como substitutos
0sseos ou arcaboucos estdo sendo desenvolvidos. Mas além da importante
propriedade da estrutura de biocompatibilidade, o arcabouco deve permitir
neovascularizacdo e suporte para adesdo de células semeadas, seguida da
proliferacdo e diferenciacdo celular. Além disso, os arcaboucos devem se degradar
adequadamente e o0s produtos metabolizados precisam ser ndo toxicos e

absorviveis por mecanismos fisiologicos. As propriedades mecanicas devem
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suportar forcas ou fungdes repetitivas. Os arcabougcos também precisam ser
estruturas tridimensionais porosas que possuam uma rede de poros com tamanhos
adequados e interconectados de modo que o fluido e nutriente passem para permitir
o crescimento de células através dos suportes (SALGADO et al., 2004). Arcabouc¢os
tridimensionais fabricados pela técnica de deposicdo por estiramento e
multicamadas por fusdo, especificamente desenhados para a regeneragao de tecido
0sseo, foram desenvolvidos por Wongsupa et al. (2017) e foram confeccionados
para terem as propriedades mecanicas apropriadas, redes porosas interconectadas
e um padrao caracterizado por microssulcos ou ranhuras para favorecer a adesao
celular, bem como as fun¢des celulares osteogénicas.

A empresa Eincobio, localizada na cidade de Belo Horizonte - MG - Brasil,
desenvolve materiais granulosos com seus granulos em diversos tamanhos de
particulas isoladamente, desde a mais grossa até a mais fina. Informa que cada
grama do material granulado tem a capacidade de absor¢cédo de aproximadamente
0,7ml de substancias organicas, promovendo a osteogénese sem 0 uso de
substancias exogenas. Pode ainda ser misturado com outras substancias, quando
indicado, como, por exemplo: sangue ou 0sso medular, plasma rico em plaquetas,
proteinas recombinantes humanas tipo IlI, ou conduzir e liberar substancias como
antibioticos.

Os granulos apresentados pela empresa acima citada € uma associacao
balanceada dos seus principais componentes - hidroxiapatita (HA) e beta-tricalcio
fosfato (B-TCP). Esta associacao permite um equilibrio entre o tempo de reabsorcéo
do material pelo organismo, de reconstituichio do osso e da manutencdo da
resisténcia mecanica, ja que tem uma fase mais estavel representada pela HA, que
€ reabsorvida mais lentamente, e uma fase mais sollvel proporcionada pelo B-TCP,
que é menos estavel e reabsorvida mais rapidamente. Desta forma, o profissional e
0 paciente contam com diferentes apresentacdes para encontrar uma solucao
especifica caso a caso. As proporgdes de HA e B-TCP disponibilizadas no mercado
pela Eincobio apresentam taxa de reabsorcgéo e estabilidades diferentes:

a) 80% de HA e 20% de B-TCP apresentam maior estabilidade e reabsorcao
mais lenta;

b) 60% de HA e 40% B-TCP proporcionam média estabilidade e reabsorcéo

também média;
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c) 20% de HA e 80% de B-TCP possibilitam menor estabilidade e reabsorcao
mais rapida.

A légica de usar biomateriais a base de fosfato de calcio (CaP), como a HA e
o B-TCP, é sua similaridade quimica com os componentes dos minerais 0sseos
(TANAKA et al., 2017; HERNIGOU et al., 2017). Roberts et al. (2011) estudaram a
capacidade de formacdo Ossea de células derivadas do periosteo humano
combinadas com fosfatos de calcio in vitro e in vivo. Os resultados mostraram que o
CaP pode suportar a adeséo, proliferacdo, diferenciacdo dos osteoblastos e,
eventualmente, promover a cicatrizacdo 6ssea. A combinacdo de HA e B-TCP
produz fosfato de calcio bifasico (BCP) ndo apenas para biodegradacéo equilibrada,
mas também para bioatividade melhorada (BOSE; TARAFDER, 2012). Os granulos
de BCP podem atuar como portadores potenciais para a cicatrizacdo 6ssea guiada
por células (LOMELINO et al., 2012).

As células-tronco dos dentes deciduos esfoliados humanos (SHED)
originam-se da crista neural embrionaria como células-tronco mesenquimais. Elas
sdo auto-renovaveis, possuem taxas altas de proliferacio com aumento da
duplicacdo da populacdo de células e apresentam capacidade imatura de
multi-diferenciacdo. Células-tronco oriundas da polpa de dentes permanentes ou
SHED podem exercer aplicacbes terapéuticas promissoras na pratica clinica em
varios niveis além do escopo do sistema estomatognatico. Devido as suas robustas
capacidades angiogénicas, neurogénicas, osteogénicas e odontogénicas, varios
tecidos apresentam potencial para serem regenerados, como a polpa dentaria e o
0SSO, entre outros. A engenharia de tecidos tem dedicado muita atencdo para as
células-tronco obtidas de dentes humanos, sobretudo pelas SHED, devido a
facilidade de obtencdo, plasticidade e alta capacidade de diferenciacéo
multipotencial em varios tipos de células, tornando-as uma das fontes mais
populares de células-tronco para engenharia biomédica (YANG et al.,, 2019;
CHIH-SHENG et al., 2020; SHI et al., 2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

As alteracdes dimensionais dos rebordos alveolares decorrentes das perdas
dentarias muitas vezes caracterizam-se como defeitos 6sseos que dificultam os
atuais meétodos de reabilitacdo do complexo bucomaxilofacial. Os defeitos 6sseos
resultantes também de trauma, doencgas neoplasicas e patoldgicas, periodontite e
condicbes congénitas, juntamente com as atrofias dos rebordos alveolares sé&o
desafios comuns no tratamento reabilitador. A modalidade de tratamento “padrao
ouro” desses defeitos é o enxerto 6sseo autégeno. No entanto, a obtencdo desses
enxertos esta associada a varias desvantagens, como aumento do nimero de sitios
cirdrgicos, morbidade do sitio doador, tamanho e forma limitados, custos extras e
necessidade de hospitalizacdo (KHOJASTEH; MOTAMEDIAN, 2016; JAFARI et al.,
2017).

Em principio, biocompatibilidade, propriedades biomecénicas satisfatorias e
capacidade de devolver a funcionalidade ao 0sso, sdo caracteristicas desejaveis aos
biomateriais aplicaveis a odontologia com a funcdo de substituir 0 osso autégeno
nas cirurgias 6sseas reconstrutivas dos maxilares antecipadamente a colocacéo de
implantes dentérios, a regeneracao periodontal e a reconstrucdo do rebordo alveolar
em fissuras labiopalatinas congénitas (FINKEMEIER, 2002; JENSEN et al., 2012).

Sendo assim, os diferentes substitutos 6sseos sdo classificados quanto ao
seu mecanismo de acdo em biomateriais osteogénicos, osteoindutores e
osteocondutores. Materiais osteogénicos sao organicos e capazes de estimular a
formacao 6ssea a partir de osteoblastos e células progenitoras. Os osteoblastos e
células-tronco presentes no enxerto autdgeno e que sobrevivem ao processo de
transplante sdo inicialmente os Unicos responsaveis pela proliferacdo e formacao de
nova matriz ostedide. JA os osteoindutores, sdo aqueles capazes de induzir a
diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas (pluripotentes) ou
osteoprogenitoras em osteoblastos nos tecidos adjacentes, estimulando assim, a
formacdo Ossea no local ou mesmo num sitio heterotipico. Por outro lado, os
osteocondutores auxiliam a cicatrizacdo através de seu arcabouco micro e
macroscopico permitindo a infiltracdo vascular e a migragcéo interna de elementos
celulares envolvidos na formagdo de o0sso como células mesenquimais
indiferenciadas e osteoblastos, conduzindo o crescimento do 0sso e possibilitando

aposicdo Ossea do 0sso existente, mas ndo induzem a formacdo Ossea
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(LOURENCO, 2002; GUIANNOUDIS; DINOPOULQOS; TSIRIDIS, 2005; CARVALHO,
et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

Os substitutos 6sseos podem ser também classificados quando relacionados
a sua origem em autdégenos ou autologos (quando obtidos do préprio individuo);
homdgeno, homologo ou aloenxerto (quando obtidos de individuos da mesma
espécie); heter6geno ou xendégeno (quando obtidos de individuos de espécie
diferente); sintéticos ou aloplasticos (que possuem origem sintética) (CARVALHO et
al., 2010; CONZ et al., 2010; FARDIN et al., 2010; OGUNSALU, 2011).

A utilizacdo de substitutos 0sseos como material de preenchimento de
defeitos no complexo bucomaxilofacial tem permitido associa¢gbes de produtos para
agregar propriedades melhoradas para a formacdo Ossea. Diferentes estudos
tentam encontrar um método alternativo de regeneracdo Ossea, utilizando de
substitutos ésseos de origem homdgena, xendgena ou sintética. Recentes estudos
investigam a utilizacdo de substitutos 6sseos em conjugacdo com células-tronco
para fornecer um material de enxerto projetado com caracteristicas semelhantes as
dos enxertos 6sseos autégenos (KHOJASTEH et al., 2015; MOTAMEDIAN et al.,
2015). A chamada medicina regenerativa baseada em células € uma das técnicas
mais convincentes para tratar varios defeitos nos tecidos. Constitui um método de
engenharia tecidual composto de células-tronco multipotentes e um arcabouco de
biomateriais (CECCARELLI et al., 2017). Espera-se que as células-tronco por ter um
forte e estavel potencial de diferenciacdo, tenham capacidade de expansdo e
transformacdo osteogénica (MIURA et al.,, 2003; SEO et al.,, 2008; HUANG;
THESLEFF, 2013).

As células-tronco podem ser derivadas de varios tecidos, como medula
0ssea, tecido adiposo, pele e corddo umbilical, e sdo isoladas e examinadas em
termos de capacidade de proliferacdo e diferenciacdo celular, levando a
regeneracao tecidual (DE MIGUEL et al., 2012; LIU et al., 2018). Além disso, nos
altimos anos, células-tronco mesenquimais derivadas de tecidos dentarios tém sido
estudadas devido a sua maior acessibilidade, que é considerado um fator muito
importante (NAKAJIMA et al., 2018; LEE et al., 2019; FERREIRA; GRECK, 2020).

Existem cinco fontes principais de células-tronco
de origem dentéaria, podendo ser classificadas quanto a sua origem como células-
tronco da polpa dentéria de dentes permanentes ou deciduos, da papila apical, do

ligamento periodontal e do foliculo dentario. Essas células tem sido estudadas
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para o tratamento da periodontite, reparo 6sseo, regeneracao da polpa apds necrose
e desenvolvimento de novos dentes. Desta forma as células-tronco de origem
dentaria constituem uma alternativa interessante para pesquisa e aplicacdo em
terapias regenerativas em odontologia (ALMEIDA; CUNHA, 2016; CHIH-SHENG et
al., 2020).

Miura et al. (2003) e Seo et al. (2008) afirmam que as células-tronco de
dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) também tém a capacidade de se
submeter a diferenciacdo osteogénica com alta eficiéncia. Com esta capacidade de
diferenciagdo osteogénica, as SHED podem reconstruir um defeito de tamanho
critico na calvaria de um camundongo.

Na medicina regenerativa baseada em células, a aplicacdo de células no local
da ferida pode ser realizada de diferentes maneiras. Dentre elas, por laminas de
células, com a injecdo de células dissociadas (MENASCHE et al., 2001; ATALA,
2011). Também podem as células estar associadas a um arcabouco de biomateriais
(OHASHI et al., 2007; IWATA et al., 2009; SEKIYA et al., 2009).

Estudos relatam que as folhas ou camadas de células geram resultados
clinicos mais eficazes, como meio de transplante de células, do que a injecao de
células dissociadas sem um suporte. Na organizacdo da folha de células, as
intricadas juncdes célula-célula sdo preservadas, as proteinas de superficie estédo
presentes em quantidades fisiologicas e a matriz extracelular é secretada
naturalmente (MENASCHE et al., 2001; ATALA, 2011).

Essas importantes propriedades bioldgicas ndo podem ser facilmente
reproduzidas em sistemas baseados em arcaboucos para engenharia de tecidos.
Além disso, tecidos mais complexos e funcionais podem ser gerados pelo
empilhamento de folhas de células compostas por diferentes tipos de células, com
densidades celulares muito altos. Portanto, as folhas de células transplantadas
proporcionam maior funcionalidade tecidual, regeneracédo tecidual mais consumada
e efeitos terapéuticos aumentados, quase imediatamente, do que os transplantes
monocelulares (OHASHI et al., 2007; IWATA et al., 2009; SEKIYA et al., 2009).

Liu et al. (2015) demonstraram que o tratamento com acido acetil salicilico in
vitro melhorou as fungdes das SHED, incluindo uma regulagcdo positiva
na proliferacdo celular e osteogénese. Afirmando que o tratamento com acido acetil
salicilico pode ser uma abordagem farmacoldgica viavel e eficiente para melhorar os

efeitos terapéuticos das SHED.
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Células progenitoras mesenquimais com propriedades regenerativas e
imunomoduladoras foram isoladas e caracterizadas a partir da lamina prépria
gengival. Estas células, em contraste com outras fontes de células progenitoras
mesenquimais, sdo abundantes e facilmente acessiveis e obtidas através de
técnicas minimamente invasivas de isolamento celular. Considerando suas
semelhancas nas caracteristicas culturais e genéticas com outras células
progenitoras mesenquimais, as ceélulas-tronco gengivais podem ganhar inidmeras
aplicacoes em terapias celulares e regenerativas que visam incluir o reparo de ferida
de pele, regeneracdo de tendBes e defeitos 6sseos, bem como reparacdo
periodontal e periimplantar (VENKATESH; KUMAR; ALUR, 2017).

Sakai et al. (2010) estudaram as SHED com o objetivo de constatarem a
diferenciacéo destas células em odontoblastos e células endoteliais. As SHED foram
cultivadas em arcaboucos de tecido dentario e implantadas no subcutaneo de ratos
com imunodeficiéncia. Desta forma, através de uma compreensdo mais aprimorada
dos mecanismos de odontogénese, verificou-se a efetiva diferenciacdo das SHED
em odontoblastos funcionais e células endoteliais angiogénicas, produzindo
respectivamente dentina tubular e neoformagéo capilar. Assim a terapia com SHED
tem demonstrado um potencial muito interessante para o tratamento de dentes com
inflamacédo pulpar irreversivel ou com necrose em alternativa ao tratamento
endodontico tradicional.

Lee et al. (2019) estudaram in vitro as células-tronco mesenquimais humanas
da medula 6ssea (HMSC) e as SHED. Ambas deram origem a calcificacao in vitro,
que indicou o potencial osteogénico dessas células. As folhas de células de HMSC e
SHED expressaram os marcadores osteogénicos especificos de 0sso, mostrando
gque as células-tronco podem representar uma nova alternativa ao
transplante de osso aut6logo na reconstrucao de defeitos 6sseos como as fissuras
alveolares e palatinas.

Nakajima et al. (2018) estudaram o transplante de células-tronco de diferentes
origens em defeitos criticos de 4 mm de didmetro em calvarias de camundongos
com imunodeficiéncia. Foram utilizadas células mesenquimais da medula 0ssea, da
polpa de dentes humanos permanentes e da polpa de dentes deciduos esfoliados.
Estas células foram semeadas em um arcabouco constituido de uma membrana de
acido polilatico e poliglicolico que preencheram os defeitos 6sseos. Todas as

células-tronco, de diferentes origens, foram estatisticamente semelhantes para a



25

regeneracao 0ssea nos defeitos criados, porém, as células provenientes dos dentes
deciduos esfoliados mostraram maiores fibras de coladgeno ostedide e também com
melhor distribuicdo na area 6ssea neoformada.

Mebarki et al. (2017) descreveram a importancia de desenvolver um
arcabouco com poros abertos para uma melhor adeséo e proliferacdo de células-
tronco mesenguimais in vivo. Somente as células que permanecem aderidas ao
arcabouco conseguem sobreviver in vivo. Os autores relatam que a sobrevivéncia
destas células enxertadas é crucial, uma vez que elas irdo participar diretamente na
formacdo 6ssea. Comparando dois diferentes tipos de arcaboucos, o fosfato de
calcio bifasico (HA associada ao B-TCP) e o osso humano processado e liofilizado,
concluiram que a neoformacéo O0ssea e a adesédo celular aos poros do arcabouco
foram duas vezes maiores in vitro e in vivo no grupo do osso humano liofilizado
quando comparado ao grupo de fosfato de calcio bifasico, atribuindo a isto uma rede
com poros mais abertos e com contetdo de coldgeno no osso humano liofilizado,
sendo mais propicio para adesao, proliferacdo e sobrevivéncia das células-tronco in
vivo. Kouhestani et al. (2018) também demonstraram que células-tronco
mesenquimais humanas da medula 6ssea e da polpa de dentes de terceiros molares
retidos tém apresentado bons resultados in vitro em arcaboucos de osso humano
liofilizado devido sua estrutura de poros extremamente adequada para a fixacéo e
proliferacdo das células enxertadas.

As SHED quando cultivadas em meio osteogénico tém potencial para se
diferenciarem em células 6sseas como o0s osteoblastos, fundamentais para a
aposicao de novo tecido ésseo. No entanto, para que as células-troncos possam ser
transplantadas para um defeito O0sseo que precisa ser reconstruido, had a
necessidade da utilizacdo de arcaboucos onde estas células poderao se diferenciar
em células osteogénicas. O fosfato de calcio bifasico (BCP) que € o resultado da
unido da hidroxiapatita (HA) com o beta-tricalcio fosfato (B-TCP) demonstraram
biocompatibilidade comprovada, osteocondutividade, seguranca e
previsibilidade em modelos in vitro, in vivo e clinico. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que o BCP pode ser osteoindutor. No campo da engenharia de
tecidos ele representa arcaboucos promissores capazes de transportar e modular o
comportamento das células-tronco, criando um microambiente Unico que favorece a
regeneracao 0ssea (LOBO; ARINZEH, 2010).
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Lobo et al. (2015) estudaram a resposta de células-tronco de diferentes
origens, incluindo de polpa de dentes humanos, associadas a HA e o B-TCP em uma
proporcao respectivamente de 65% e 35%. Em um estudo in vitro verificaram que
ocorreu maior adeséo, proliferacdo e diferenciacdo celular em pré-osteoblastos em
arcaboucos de BCP no formato de granulos com tamanhos menores, cujo diametro
médio das particulas era de 0,6 mm. Em granulos maiores com diametro médio de 1
a 1,5 mm as taxas de adesao e proliferacdo celular foram menores respectivamente.
No entanto, os autores afirmam que estudos de longo prazo in vivo se fazem
necessarios para determinar a qualidade do tecido 6ésseo neoformado.

Pereira et al. (2019) estudaram células-tronco mesenquimais da medula
Ossea associadas a granulos de BCP na proporcédo de HA e B-TCP respectivamente
de 60:40 e 20:80. No modelo de estudo in vitro o estudo mostrou uma taxa mais alta
de liberacdo de ions calcio nas particulas de BCP na propor¢édo de 20:80. Quando
ambas as ceramicas associadas as células-tronco foram implantadas no subcutaneo
de camundongos foi observada uma neoformacdo 6ssea mais rapida e mineralizada,
bem como uma neovascularizacdo mais intensa nos animais que receberem o BCP
na proporcdo de 20:80. Os autores acreditam que a liberagdo dos ions de caélcio
pelos arcaboucos de BCP sdo responsaveis para ativar uma proteina receptora
sensivel ao calcio (CaSr) presente na superficie das células-tronco semeadas
nesses arcaboucos, representando assim um possivel mecanismo de ossificacdo e
angiogénese mediada por células-tronco provenientes da medula éssea.

Zheng et al. (2009) estudaram as células-tronco provenientes de dentes
deciduos de porcos em miniatura e transplantaram-nas para um defeito de tamanho
critico na regido da parasinfise mandibular. As células foram cultivadas em um
arcabouco de B-TCP e cada porco recebeu um transplante autdégeno de células-
tronco associado ao biomaterial sintético. No grupo onde somente o biomaterial foi
colocado foi observado uma reparacdo parcial do defeito 6sseo apdés 6 meses. No
grupo com células-tronco, tendo o biomaterial como arcabouco, a reparagdo 6ssea
do defeito foi completa apés o mesmo periodo de pds-operatorio. Este estudo
realizado em um modelo de animal grande permite testar um arcabouco de células-
tronco para restauracdo de defeitos 0Osseos através de ensaios clinicos em
humanos.

Chu et al. (2018) realizaram defeitos 6sseos de tamanho critico na tibia de 12

cabras com 3 cm de extensdo. Apos o preparo do defeito a tibia foi estabilizada
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atraves de fixacao interna rigida. Em 6 cabras a reconstrucédo do defeito foi realizada
com somente granulos de B-TCP e na outra metade foram preenchidos com
associacdo de [B-TCP e células-tronco provenientes da medula 6ssea. Cada animal
recebeu as células-tronco retiradas dele mesmo caracterizando um transplante
autogeno de células. Apos 6 meses foi observado uma neoformacdo dssea
significativamente maior no grupo com [(3-TCP e células-tronco e também menor
guantidade de granulos residuais de B-TCP no interior do defeito quando comparado
com o grupo controle. Os autores concluem que as células-tronco foram capazes de
proporcionar ao biomaterial estudado propriedades osteogénicas.

Apesar dos desafios enfrentados na terapia com células-tronco,
o futuro deste campo é extremamente promissor. Compreensdo das interacdes
celulares envolvidas no complexo processo de regeneracdo Ossea
é fundamental para o avan¢co da engenharia do tecido 6sseo. As propriedades
regenerativas das células-tronco estdo sendo exploradas para responder o0s
problemas clinicos, além da regeneracdo 0ssea, incluindo saude cardiaca,
recuperagédo de derrame e doenga renal, entre outras. In vitro os diversos tipos de
origem de células-tronco apresentam resultados semelhantes no campo da
regeneracdo Ossea, entretanto, nos resultados in vivo permanecem
variaveis a serem esclarecidas. Entendendo e minimizando variacdes em estudos
futuros, os projetos permitirdo uma maior generalizacdo dos resultados e a
traducdo final destes achados para a pratica clinica (HO-SHUI-LING et al., 2018;
LUBY et al., 2019; DAHAKE et al., 2020).
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3 OBJETIVO

Investigar o efeito da incorporacdo de células-tronco de dentes deciduos
esfoliados humanos (SHED), cultivadas em meio de cultura convencional ou
osteogénico, nos granulos porosos da associacdo de hidroxiapatita (HA) e
beta-tricélcio fosfato (3-TCP), quando utilizados como material de preenchimento de
defeitos 0sseos criticos em calvarias de ratos adultos metabolicamente normais,

através de analises histoldgicas e histométricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todo o protocolo experimental foi desenvolvido apds aprovacédo do Comité de
Etica na Utilizagdo em Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL
— MG) com o protocolo de registro n° 32/2019 (ANEXO A). Os experimentos foram
realizados de acordo com as diretrizes institucionais e do Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA). O presente estudo procurou
contemplar a conformidade com as diretrizes ou lista de verificagbes Arrive2
(PERCIE DU SERT et al., 2020).

Foram utilizados 50 ratos metabolicamente normais (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), machos, com 2 a 3 meses de idade e peso entre 200 e 300 gramas
(Biotério da Universidade Federal de Alfenas-MG). Os animais foram mantidos em
um ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada
(12 horas claro e 12 horas escuro) e consumo de racdo solida e agua ad libitum

durante todo periodo experimental.

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Para o planejamento estatistico e delineamento experimental visando
encontrar o numero da amostra adequado segundo os grupos de tratamento e 0s
periodos de analise, utilizou-se o software G*Power 3.1.9.2. Através da analise de
variancia (ANOVA) com 2 fatores (grupos e tempo), considerando o tamanho do
efeito igual a 0.5, sendo alfa igual a 5% e poder do teste de 80%, segundo os
parametros apresentados na literatura cientifica, foi necessario um total de 50
animais para os calculos estatisticos, divididos em 10 animais para os diferentes
grupos e 5 animais para os diferentes periodos, com eutanasias em 4 e 8 semanas
(5 animais/periodo/grupo). Levando em consideracéo o aprendizado com um estudo
piloto prévio, foi escolhido um biomaterial com tamanho de particulas adequado para
uma melhor acomodacgao e distribuicdo do mesmo no preenchimento dos defeitos
0sseos produzidos nas calvarias dos ratos. O grupo coagulo foi considerado o
controle negativo e 0 grupo enxerto autégeno como controle positivo por ser
considerado o “padrdo ouro” para as reconstrugdes oOsseas. Uma randomizacéo
estratificada dos animais foi realizada através do editor de planilhas Microsoft Excel,

levando em consideracdo o peso corporal. Os animais foram colocados em uma
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planilha seguindo uma sequéncia do mais leve para 0 mais pesado e numeros

aleatorios foram gerados pelo proprio programa para cada rato seguido da

distribuicdo aleatéria entre 5 grupos, sendo que cada grupo foi dividido em 2

subgrupos para analises em 4 e 8 semanas. Desta forma, os animais mais leves e

mais pesados foram distribuidos de forma balanceada entre os grupos (TABELA 1) e

nomeados como:

a)

b)

d)

grupo coagulo (CO): uma cavidade cirargica de 6 mm de diametro na
calvaria do animal foi realizada e preenchida com apenas o coagulo
sanguineo natural;

grupo autdégeno (AUT): uma cavidade cirtrgica de 6 mm de diametro na
calvaria do animal foi realizada e preenchida com o0sso autdgeno
particulado da propria calvéria,

grupo HA/B-TCP (BCP): granulos compostos por 60% de HA e 40% de
B-TCP com tamanho médio das particulas de 250 a 420 micras. Uma
cavidade cirurgica de 6 mm de diametro na calvaria do animal foi realizada
e preenchida com 7 mg de granulos de HA/B-TCP - Osteosynt® (EINCO
Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil);

grupo HA/B-TCP + SHED MC (BCP-MC): uma cavidade cirtrgica de 6 mm
de didmetro na calvaria do animal foi realizada e preenchida com 7 mg de
granulos de HA/B-TCP (60:40 e 250 a 420 micras) incorporados na
suspensdo de SHED cultivadas durante 7 dias em meio de cultura
convencional;

grupo HA/B-TCP + SHED MO (BCP-MO): uma cavidade cirdrgica de 6 mm
de diametro na calvaria do animal foi realizada e preenchida com 7 mg de
granulos de HA/B-TCP (60:40 e 250 a 420 micras) incorporados na
suspensao de SHED cultivadas durante 7 dias em meio de cultura

osteogénico.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos animais em relagéo aos grupos e periodos no modelo experimental.

Grupo Material Ne total de | N°de animais | N° de animais
animais 4 semanas 8 semanas
CO Coagulo sanguineo do préprio 10 5 5
animal
AUT Osso particulado da propria 10 5 5
calvaria do animal
BCP BCP 60:40 - 250 a 420 micras 10 5 5
(Osteosynt®)
BCP-MC BCP 60:40 - 250 a 420 micras 10 5 5

(Osteosynt®) + SHED cultivadas
em meio convencional

BCP-MO BCP 60:40 - 250 a 420 micras 10 5 5
(Osteosynt®) + SHED cultivadas
em meio osteogénico

Fonte: Do autor.

Durante os primeiros 7 dias de pds-operatério os animais ficaram em gaiolas
individuais para uma cicatrizagéo inicial da ferida cirirgica sem o risco de traumas
produzidos por outros animais. Decorrido este periodo eles foram alocados em
gaiolas com 5 animais em cada uma até o final do experimento. O animal que viesse
a apresentar sinais de infec¢éo na ferida cirargica ou a demostrar comportamento de

sofrimento incompativel com o bem estar animal seria excluido do estudo.

4.2 CULTURA DE CELULAS

Células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED), isoladas por
digestdo enziméatica e caracterizadas de acordo com Miura et al. (2003), foram
gentilmente cedidas pela Dr. Thais Marchini Oliveira (DDS, MSc, PhD, Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo, SP, Brasil), apds aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da referida instituicio (protocolo nimero CAAE:
88330218.6.0000.5417).

SHED foram mantidas em meio de cultura convencional (Meio Essencial
Minimo Modificado Alfa - MEMa - Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA),
suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) (Fetal Bovine Serum, Certified,

Heat-Inactivated, Gibco, Invitrogen) e solucdo de penicilina e estreptomicina 1%
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(Penicillin-Streptomycin, Gibco, Invitrogen). As células foram mantidas em
incubadora a 37°C e 5% de CO,, sendo o meio trocado a cada dois dias. Foram
seguidos os protocolos para a cultura de células conforme estabelecido por Sakai et
al. (2010). Nos experimentos, foram utilizadas SHED na 132 a 142 passagem
(FIGURA 1).

Figura 1 - SHED del42 passagem visualizadas na microscopia de luz.

Fonte: Acervo da coorientadora.
Legendas: (A) Aumento de 100X; (B) Aumento de 400X.

4.2.1 Plagueamento das células

Para o estudo in vitro granulos porosos de BCP com tamanho médio de 40 a
60 mesh (250 a 420 micras) compostos por 60% de HA e 40% de B-TCP —
Osteosynt® (EINCO Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) foram avaliados.

Todo o biomaterial utilizado foi fornecido pelo fabricante (FIGURA 2).
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Figura 2 - Fosfato de célcio bifasico (BCP) - Granulos de HA/B-TCP - Osteosynt®.

Fonte: EINCO Biomaterial Ltda.

Foram colocados 7 mg de granulos por poco de uma placa de 24 pocos, e
500 pl de uma suspensdo de células contendo 5 x 10* SHED foi semeada nos
pocos. Apos o plaqueamento com meio de cultura convencional (MEMa), as células
foram incubadas a 37°C e 5% de CO, até o dia seguinte, durante aproximadamente

18 horas, para se aderirem aos granulos e/ou ao fundo dos pocos (FIGURA 3).

Figura 3 - SHED de 142 passagem + granulos de HA/B-TCP 1 dia apés o plagueamento.
Aumento de 100X na microscopia de luz.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Area proxima ao granulo; (B) Area distante do granulo.

Decorrido o periodo de adesédo das células aos granulos e/ou ao fundo dos
pocos, elas foram cultivadas em meio de cultura convencional ou em meio de cultura
osteogénico (Osteogenic Differentiation Medium, Lonza Group Ltd., Basel, SWZ)
durante 7 dias, sendo trocados a cada dois dias (FIGURAS 4, 5, 6 E 7).
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Figura 4 - SHED de 142 passagem + granulos HA/B-TCP no dia 2. Microscopio invertido - Aumento
de 100X.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Meio de cultura convencional proximo ao granulo; (B) Meio de cultura convencional
distante do granulo; (C) Meio de cultura osteogénico préoximo ao granulo; (D) Meio de
cultura osteogénico distante do granulo.
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Figura 5 - SHED de 142 passagem + granulos HA/B-TCP no dia 2. Microscopio invertido - Aumento
de 400X.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Meio de cultura convencional proximo ao granulo; (B) Meio de cultura convencional
distante do granulo; (C) Meio de cultura osteogénico préoximo ao granulo; (D) Meio de
cultura osteogénico distante do granulo.
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Figura 6 - SHED de 142 passagem + granulos HA/B-TCP no dia 7. Microscopio invertido - Aumento
de 100X.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Meio de cultura convencional proximo ao granulo; (B) Meio de cultura convencional
distante do granulo; (C) Meio de cultura osteogénico préximo ao granulo; (D) Meio de
cultura osteogénico distante do granulo.
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Figura 7 - SHED de 142 passagem + granulos HA/B-TCP no dia 7. Microscopio invertido - Aumento
de 400X.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Meio de cultura convencional préximo ao gréanulo; (B) Meio de cultura convencional
distante do granulo; (C) Meio de cultura osteogénico préximo ao granulo; (D) Meio de
cultura osteogénico distante do granulo.

Apos 7 dias de cultivo, os meios de cultura foram descartados através de uma
pipeta e os granulos associados as células foram coletados com o auxilio de um
descolador de Molt e levados diretamente para o preenchimento dos defeitos 6sseos

de tamanho critico em calvarias de ratos (FIGURA 8).
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Figura 8 - Granulos de HA/B-TCP apés 7 dias incorporados a SHED cultivadas em meio de cultura
convencional ou osteogénico.

Fonte: Acervo da coorientadora.

Legendas: (A) Manipulacdo do meio de cultura; (B) Biomaterial pronto para uso nos defeitos 6sseos
em calvarias de ratos.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Todos o0s procedimentos cirargicos foram realizados pelo mesmo
pesquisador. Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de xilazina
(6 mg/kg) e quetamina (70 mg/kg). Analgesia por inje¢do subcutédnea com cloridrato
de tramadol (12,5 mg/Kg) em dose Unica e profilaxia antibi6tica por via intramuscular
com pentabiético veterinario 1.200.000Ul (0,1 ml/Kg). Inicialmente foi realizada
tricotomia na regido frontoparietal da calvaria dos animais e antissepsia feita com
polivinilpirrolidona-iodado (PVPI) a 10% com 1% de iodo ativo. A seguir, com uma
lamina de bisturi n © 15 foi realizada uma incisdo em “U”, com base caudal na
calvaria do rato. A incisdo atingiu o periosteo, permitindo o deslocamento de um
retalho de espessura total em dire¢cdo posterior. Com broca trefina de 6 mm de
diametro externo (3i), acoplada em motor BLM 600 plus (Driller) e sob refrigeracao
abundante com soro fisioldgico estéril, foi preparado uma cavidade cirdrgica circular
bicortical com 6 mm de didmetro, com remocdo da cortical externa e interna na
calvaria do rato com o cuidado de evitar perfuracdo ou lesdo na dura-méter. O
defeito foi realizado na regido central da calvaria do animal de tal forma que a sutura

sagital mediana representasse o centro do defeito cirdrgico. Depois de preenchidos
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os defeitos, de acordo com cada grupo, os tecidos moles foram reposicionados e
suturados com suturas interrompidas simples com fio de nylon 5-0 (FIGURA 9).

Figura 9 - Técnica cirdrgica para o preparo do defeito 6sseo de tamanho critico na calvaria dos ratos.

Fonte: Acervo do orientador.

Legendas: (A) Tricotomia; (B) Incisdo com base caudal; (C) Divulsé@o de retalho total; (D) Retalho
afastado; (E) Ostectomia com broca trefina de 6 mm de didmetro externo; (F) Defeito
O6sseo de 6 mm de diametro demarcado no centro da imagem e no canto superior direito a
membrana dura-méater exposta e integra apds remocao da cortical externa e interna da
calvaria; (G) Preenchimento do defeito com material a depender do grupo; (H) Sutura
interrompida simples com fio de nylon 5.0.
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4.4 EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados com 4 e 8 semanas de pds-operatorio por

dose excessiva de didxido de carbono (COy).

4.5 PROCESSAMENTO DAS PECAS

As pecas obtidas dos ratos foram fixadas em formol neutro a 10%, lavadas
em agua corrente e descalcificadas em solugdo de acido etilenodiaminotetracético
(E.D.T.A) a 18%. ApoOs descalcificagdo inicial, cada peca foi dividida
longitudinalmente em dois blocos, exatamente ao longo do centro do defeito
cirirgico original representado pela sutura sagital mediana. Ap6s um periodo de
descalcificacdo adicional, as pecas foram processadas e incluidas em parafina.
Foram realizados cortes seriados no sentido longitudinal da peca com seis
micrometros de espessura, iniciados a partir do centro do defeito cirargico original.
Os cortes foram corados pelas técnicas da Hematoxilina e Eosina (HE) para anélise

com microscopia de luz.

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes histologicos corados por Hematoxilina e Eosina foram avaliados
qualitativamente em microscopia Optica, observando os aspectos:
a) qualidade e intensidade da reacao inflamatdria cronica desenvolvida;

b) tipo e qualidade do tecido formado no interior do defeito cirdrgico.

4.7 ANALISE HISTOMETRICA

Os cortes histologicos foram selecionados de maneira que o defeito cirdrgico
original pudesse ser avaliado histometricamente em toda a sua extensdo. As
imagens dos cortes histologicos foram capturadas por meio de uma camera digital
(Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada a um
microscoépio éptico binocular (Axio Lab - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) utilizando
as lentes objetivas com aumento de 10X e 40X (lente objetiva N - Achroplan) e uma

lente ocular com aumento de 10X, resultando em ampliagcdo de 100X e 400X das
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imagens capturadas salvas em um computador. A analise histométrica foi realizada
com o auxilio do “software Image J - Versao 1.51p”. Os seguintes critérios baseados
nos trabalhos de Melo et al. (2005) e Messora et al. (2008) foram utilizados para
padronizar a analise histométrica das imagens digitalizadas:

a) a éarea total (AT) analisada corresponde a area total do defeito cirdrgico.
Esta 4rea é determinada pela identificacdo das superficies interna e externa da
calvaria original nas margens direita e esquerda do defeito cirdrgico. Estas
superficies sdo conectadas com linhas desenhadas seguindo suas curvaturas, de tal
forma que a espessura da calvaria determina a altura da AT. A area de tecido 6sseo
neoformado, designada de &area de osso (AO) e a area de particulas residuais do
biomaterial, designada de area de particulas (AP) sdo delineadas dentro dos limites
da AT (FIGURA 10).

b) a AT é medida em um?e considerada 100% da &rea a ser analisada. A AO
e a AP s&o também medidas em pm?e calculadas como porcentagem da AT.

A AO e AP foram representadas respectivamente pelas porcentagens da area
de novo tecido osso e de particulas residuais do biomaterial em relacdo a AT,
envolvendo os cortes histoldégicos localizados em toda a extensdo do defeito
cirargico original. Foram realizadas 3 mensuragfes, sendo cada uma em dias
diferentes, para se obter a média percentual referente a cada imagem digitalizada no
tocante a AT, AO e AP.

Figura 10 - Padronizacdo da delimitac@o da area total (AT) para realizacdo da andlise histométrica.

Fonte: Do autor.

Notas: Considerando um comprimento total de 6 mm do defeito 6sseo, utilizamos o software Image J,
para estabelecer a area total (AT) do defeito cirlrgico. Em altura, realizamos o prolongamento
das corticais externa e interna da calota craniana do rato seguindo suas curvaturas (linhas em
laranja). Entdo é identificada a juncdo entre 0 0sso nativo da calvaria com a formacao de novo
tecido 6sseo (linhas em azul). A partir desta juncéo dos dois lados do defeito 6sseo e entre o0s
prolongamentos das corticais externa e interna da calvaria mensuramos a area de 0sso (AO) e
a area de particulas (AP).
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4.8 ANALISE ESTATITICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia — ANOVA
(p < 0,05) para avaliar as diferencas estatisticas em relagcdo as médias da AO e AP
entre os grupos no modelo experimental. Quando a ANOVA identificou diferenca
significativa, o teste de Tukey a 5% de significancia (p < 0,05) foi aplicado para
determinar entre quais grupos havia diferenca estatistica significante. Para a
realizacdo das referidas analises foi utilizando o software Graphpad Prism - verséo

8.4.3 para Windows.
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5 RESULTADOS

Todos os animais mantiveram-se em bom estado geral durante todo o periodo
experimental, demonstrando boa tolerabilidade ao procedimento cirargico e nao foi

detectado presenca de sinais de infeccdo apos as intervencoes.

5.1 AVALIACAO HISTOLOGICA QUALITATIVA: 4 SEMANAS

5.1.1 Grupo coagulo (CO)

N&o foi constatada a reparacdo Ossea total do defeito cirirgico em nenhum
dos espécimes. Neoformacéo 0ssea discreta foi observada apenas nas margens do
defeito (FIGURA 11 e 12). A regido central do defeito mostrou espessura menor que
a espessura da calvaria original, sendo predominante a presenca de tecido
conjuntivo com um grande numero de fibroblastos e poucas fibras colagenas.
Infiltrado inflamatdério crénico e discreto pode ser notado em algumas localizagdes ao

longo do defeito 6sseo.

Figura 11 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo CO no periodo experimental de 4 semanas
(Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.

Nota: (ON) Osso neoformado.
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Figura 12 - Aumento de 400X em HE do grupo CO no periodo experimental de 4 semanas.

Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Borda do defeito: pequena aposicdo de osso neoformado - ON e presenca de infiltrado
inflamatdrio discreto; (B) Tecido conjuntivo mostrando a presenca de fibroblastos numa
area de pouca formacdo de fibras colagenas no centro do defeito ésseo.

5.1.2 Grupo autogeno (AUT)

N&o foi constatada a reparacdo completa do defeito em nenhum espécime
deste grupo, mas foi evidenciada na microscopia uma neoformacdo O0ssea a partir
das bordas do defeito em direcdo ao centro. Observou-se na regido do 0Sso
neoformado manutencdo da espessura da calota craniana original (FIGURA 13). O
tecido 6sseo neoformado apresentou um aspecto menos denso e mais
vascularizado em relacdo ao 0sso nativo da calvéaria, permitindo a diferenciacédo da
interface do osso neoformado com o0 0sso nativo, bem como presenca de
fibroblastos e osteoblastos (FIGURA 14).

Figura 13 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo AUT no periodo experimental de 4
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.

Nota: (ON) Osso neoformado.
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Figura 14 - Osso neoformado (ON) junto ao 0sso nativo, com boa mineralizag&o, circundado por
tecido conjuntivo maduro com fibroblastos e osteoblastos em meio a um infiltrado
inflamatério discreto no grupo AUT no periodo de 4 semanas (Borda do defeito. Aumento
de 400X - HE).

Fonte: Do autor.

5.1.3 Grupo BCP

Neoformacao Ossea foi observada somente em localizacdes adjacentes as
margens do defeito 0sseo. As particulas de BCP preenchiam a maior parte do
defeito (FIGURA 15), mantendo a espessura da calvaria original e apresentavam-se
circundadas por tecido conjuntivo contendo poucos fibroblastos com presenca de
matriz ostedide e osteoblastos em algumas regides. Muitas particulas do biomaterial
apresentavam invaginacdo de tecido conjuntivo e areas de infiltrado inflamatério
cronico ndo intenso foram observadas em algumas localiza¢des (FIGURA 16).

Figura 15 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP no periodo experimental de 4
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.
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Figura 16 - Osso neoformado (ON) junto a margem do defeito circundado por tecido conjuntivo
contendo fibroblastos, osteoblastos e particulas residuais de BCP no periodo
experimental de 4 semanas (Aumento de 400X - HE).

Fonte: Do autor.

5.1.4 Grupo BCP-MC

A formacao de novo tecido 6sseo se restringiu as proximidades das margens
do defeito 6sseo. As particulas de BCP se localizaram ao longo do defeito mantendo
a espessura da calvaria e apresentavam-se circundadas por tecido conjuntivo
desorganizado contendo fibroblastos e osteoblastos. Também foi constatado que
muitas das particulas do material exégeno de preenchimento apresentavam
invaginacdo de tecido conjuntivo em meio a areas localizadas de infiltrado

inflamatério crénico e discreto ao longo do defeito 6sseo (FIGURAS 17 e 18).

Figura 17 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP-MC no periodo experimental de 4
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.
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Figura 18 - Margem do defeito evidenciando pequena formagédo 6ssea circundado por tecido
conjuntivo com presenca de fibroblastos e osteoblastos em meio a fibras colagenas
pouco organizadas no grupo BCP-MC no periodo experimental de 4 semanas (Aumento
de 400X - HE).

Fonte: Do autor.

Nota: (ON) Osso neoformado.

5.1.5 Grupo BCP-MO

Foi observada formacgéo de novo tecido 6sseo nas proximidades das margens
do defeito e em locais isolados do centro do defeito, porém, nenhum espécime teve
reparacdo completa. As particulas de BCP se distribuiram ao longo do defeito
contribuindo para a manutencdo da espessura da calvaria e apresentavam-se
circundadas por tecido conjuntivo contendo fibroblastos e presenga de matriz
ostedide associadas a osteoblastos. Também foi constatado que muitas das
particulas de BCP apresentavam invaginagado de tecido conjuntivo em meio a areas

localizadas com discreto infiltrado inflamat6rio cronico (FIGURAS 19 e 20).

Figura 19 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP-MO no periodo experimental de 4
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.
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Figura 20 - Aumento de 400X em HE do grupo BCP-MO no periodo experimental de 4 semanas.
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Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Osso neoformado - ON a margem do defeito circundado por tecido conjuntivo com
presenca de fibroblastos e osteoblastos; (B) Osso neoformado (ON) no centro do defeito
envolvida por fibras coldgenas e presenca de fibroblastos e osteoblastos.

5.2 AVALIACAO HISTOLOGICA QUALITATIVA: 8 SEMANAS

5.2.1 Grupo coagulo (CO)

Assim como no periodo de 4 semanas, a area de novo osso formado apés 8
semanas permaneceu restrita as margens do defeito. Um maior nimero de
trabéculas Osseas foi verificado e o tecido 0sseo apresentou-se melhor
desenvolvido. Ao longo do defeito o tecido conjuntivo fibroso apresentou grande
guantidade de fibras colagenas, mas com espessura menor que a da calvaria

original devido a falta total de tecido 6sseo no centro do defeito (FIGURAS 21 e 22).

Figura 21 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo CO no periodo experimental de 8
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.

Notas: (ON) Osso neoformado. (TCF) Tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 22 - Aumento de 400X em HE do grupo CO no periodo experimental de 8 semanas.

Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Osso neoformado - ON mais desenvolvido e maduro nas proximidades da borda do
defeito com presenca de fibroblastos e poucos osteoblastos; (B) Fibras colagenas em
maior quantidade na regido central do defeito dsseo.

5.2.2 Grupo Autogeno (AUT)

Nenhum espécime mostrou reparacdo completa do defeito, mas ocorreu uma
neoformacdo 6ssea mais densa nas margens do defeito cirirgico em direcdo ao
centro com maior intensidade em relacdo ao periodo de 4 semanas, sendo que uma
das margens apresentava maior neoformacao 0ssea que a outra. A maior parte do
defeito estava preenchida por novo tecido 6sseo e com manutencdo da espessura
da calvéaria (FIGURA 23). Presenca de osteoblastos e fibroblastos em meio a fibras

colagenas mais organizadas podiam ser notados (FIGURA 24).

Figura 23 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo AUT no periodo experimental de 8
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.

Nota: (ON) Osso neoformado.
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Figura 24 - Osso neoformado (ON) proximo a regido central do defeito 6sseo onde observamos a
presenca de osteoblastos, fibroblastos e fibras colagenas mais organizadas do grupo
AUT no periodo experimental de 8 semanas (Aumento de 400X - HE).

Fonte: Do autor.

5.2.3 Grupo BCP

A formacdo de novo tecido Osseo foi observada principalmente em
localizacdes proximas as margens do defeito ésseo, contudo, houve mais formagéo
O0ssea em direcdo ao centro do defeito, sem reparacdo da calvaria, que no grupo
BCP no periodo experimental de 4 semanas. A espessura da calvaria foi mantida e
as particulas de BCP estavam envoltas por tecido conjuntivo contendo fibroblastos
com presenca de poucos osteoblastos. Muitas particulas de BCP apresentavam
invaginacao de tecido conjuntivo como em todos 0s grupos que envolveram material
exogeno. Areas de infiltrado inflamatério crénico de menor intensidade foram

observadas em algumas localizagbes (FIGURA 25 e 26).

Figura 25 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP no periodo experimental de 8
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.
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Figura 26 - Osso neoformado (ON) na margem do defeito circundado por tecido conjuntivo contendo
poucos fibroblastos e osteoblastos nas adjacéncias de particulas residuais de BCP no
periodo experimental de 8 semanas (Aumento de 400X - HE).

Fonte: Do autor.

5.2.4 Grupo BCP-MC

Constatou-se neoformacdo 6ssea nas proximidades das margens do defeito
0sseo em maior intensidade que no periodo de 4 semanas, bem como houve areas
de formacao de novo tecido 6sseo no centro do defeito, todavia, sem reparacéo total
na calota craniana (FIGURA 27). As particulas de BCP se localizaram ao longo do
defeito contribuindo junto com o o0sso neoformado para manter a espessura da
calvaria e ambos apresentavam-se circundados por tecido conjuntivo organizado
contendo fibroblastos e osteoblastos. Foi observado que as particulas do biomaterial
de preenchimento apresentavam invaginagdo de tecido conjuntivo e um discreto

infiltrado inflamatorio crénico, assim como no periodo de 4 semanas (FIGURA 28).

Figura 27 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP-MC no periodo experimental de 8
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.
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Figura 28 - Aumento de 400X em HE do grupo BCP-MC no periodo experimental de 8 semanas.

Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Osso neoformado - ON nas bordas do defeito mostrando presencga de fibras colagenas
melhores organizadas com fibroblastos e osteoblastos entre particulas residuais de BCP e
0 novo tecido 6sseo; (B) Osso neoformado - ON no centro do defeito em meio a particulas
residuais de BCP envolvidas por tecido conjuntivo com fibroblastos e osteoblastos.

5.2.5 Grupo BCP-MO

Uma neoformacdo oOssea mais densa foi observada nas adjacéncias das
margens do defeito em direcdo ao centro e também em locais isolados do centro do
defeito e em um espécime foi verificado um reparo total do defeito, no entanto, a
formacao de novo tecido 6ésseo no centro do defeito apresentava espessura inferior
a calvaria original, mas quando consideravamos também as particulas de BCP a
espessura da calvaria estava preservada (FIGURA 29). As particulas do biomaterial
apresentavam-se circundadas por tecido conjuntivo contendo muitos fibroblastos e
presenca de matriz ostedide associadas a muitos osteoblastos. Também foi
constatado que muitas das particulas do material exégeno de preenchimento
apresentavam invaginacéo de tecido conjuntivo e tecido 6sseo neoformado pode ser

observado circundando algumas particulas. (FIGURAS 30).
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Figura 29 - Visdo panoramica do defeito 6sseo do grupo BCP-MO no periodo experimental de 8
semanas (Aumento de 100X - HE).

Fonte: Do autor.
Notas: (ON) Osso neoformado. (BCP) Particula residual de BCP.

Figura 30 - Aumento de 400X em HE do grupo BCP-MO no periodo experimental de 8 semanas.

Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Regido da borda do defeito onde observamos tecido 6sseo neoformado - ON envolto
por um tecido conjuntivo denso e muitos fibroblastos e osteoblastos; (B) Regido do centro
do defeito onde verificamos uma particula residual de BCP circundada por 0sso
neoformado - ON.

Em ambos os grupos com granulos de BCP, associados ou ndo com SHED
em meio osteogénico ou convencional, nos periodos experimentais estudados de 4
e 8 semanas, as particulas do biomaterial apresentaram boa biocompatibilidade com
formag&o de novo tecido 6sseo ao redor e em intimo contato em algumas delas, no
entanto, uma grande quantidade de particulas residuais do biomaterial pode ser
observado (FIGURA 31).
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Figura 31 - Particula de BCP envolvida por neoformacéo 6ssea apés 8 semanas no grupo BCP-MO.

Fonte: Do autor.

Legendas: (A) Particula de BCP na proporcéo de HA e B-TCP de respectivamente 60:40 com
tamanho médio dos granulos de 250 a 420 um envolvida por osso neoformado - ON
(Aumento de 100X - HE); (B) Mesma particula descrita na figura A, onde observamos
uma boa biocompatibilidade e osteoconducédo, mas baixa capacidade de reabsorcéo da
mesma apo6s um tempo de metabolismo dsseo suficiente para uma maturagéo adequada
do mesmo (Aumento de 400X - HE).

5.3 ANALISE HISTOMETRICA E ESTATISTICA

5.3.1 Area de neoformac&o 6ssea

A percentagem de formacdo 6ssea levando-se em conta a AT (area total do
defeito) e AO (area de o0sso) de cada espécime segundo os periodos e grupos
experimentais serviram para o célculo das médias percentuais e desvio padrao da
histometria da AO (TABELA 2). Podemos verificar que a maior média percentual de
formacdo Ossea tanto no periodo de 4 e 8 semanas foi encontrada no grupo AUT,
correspondendo respectivamente a 41,23% e 81,51%. A menor média percentual foi
observada no grupo CO para 4 e 8 semanas com médias respectivamente de
16,53% e 20,09% e sem diferenca estatistica significante (p = 0,9996) (TABELA 6).
Este resultado encontrado no grupo CO, que representou o0 controle negativo,
reforca que o defeito bicortical na calvaria de 6 mm pode ser considerado um defeito
de tamanho critico.
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Tabela 2 - Médias percentuais e desvio padrao dos dados da histometria da AO segundo os periodos
do modelo experimental.

4 semanas 8 semanas
Grupo n AO Desvio padréo n AO Desvio padréo
(6{0) 5 16,53 2,5424 5 20,09 1,5172
AUT 5 41,23 13,2580 5 81,51 1,4100
BCP 5 29,88 8,8463 5 34,11 9,6050
BCP-MC 5 30,85 5,6385 5 38,60 9,7211
BCP-MO 5 31,96 2,1622 5 54,38 15,6650

Fonte: Do autor.

O Gréfico 1 ilustra respectivamente as medias percentuais da AO nos

diferentes grupos, considerando os periodos de estudo de 4 e 8 semanas. O Gréfico

2 mostra as médias percentuais da AO nos diferentes grupos em todo periodo de

estudo.

Gréfico 1 - Representacao grafica das médias percentuais da AO e do desvio padrdo nos diferentes
grupos, considerando os periodos de avaliacdo do modelo experimental.
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Fonte: Do autor.

Notas: Teste de Tukey a 5% de significancia. As verificacdes de presenca ou auséncia de
homogeneidade séo feitas dentro do mesmo grupo nos diferentes periodos de estudo de 4 e 8
semanas e também entre grupos diferentes no mesmo periodo de analise. Letras iguais em
grupos ou periodos de estudo demonstram médias homogéneas do ponto de vista estatistico

(p > 0,05).
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Grafico 2 - Representagdo gréafica das médias percentuais da AO e do desvio padrdo nos diferentes
grupos em todo o periodo do modelo experimental.
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Fonte: Do autor.

Notas: Teste de Tukey a 5% se significancia. (B) significa que o grupo AUT obteve média superior
estatisticamente diferente dos demais grupos (p < 0,05); (A) e (C) significam grupos

homogéneos do ponto de vista estatistico (p > 0,05).

Apbs a submissdo dos dados de histometria da AO dos diferentes grupos do

modelo experimental a andlise de variancia (ANOVA), levando em consideragéo

todo o periodo do estudo, foi observada diferenca estatistica entre os dados
(a < 0,05) (TABELA 3). Entao foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia

para poder observar onde ocorreram estas diferencas entre 0s grupos. A

comparacdo entre os grupos mostrou diferencas estatisticas significantes que

colocam o grupo AUT como o melhor em formacédo de novo tecido 6sseo em relacéo

aos demais grupos (p < 0.05). Os grupos BCP, BCP-MC e BCP-MO demonstraram

homogeneidade ndo sendo estatisticamente diferentes (p > 0,05), porém, com média

percentual maior no grupo BCP-MO de 43,17%, sendo este ultimo, 0 Unico entre 0s

grupos com biomaterial que foi estatisticamente diferente do grupo CO (TABELA 4).
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Tabela 3 - Andlise de variancia (ANOVA) para AO segundo os grupos do modelo experimental.

ANOVA
Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Grupos 4 10074 2518 13,37  0,0001
Residuo 45 8477 188,4
Total corrigido 49 18551

Fonte: Do autor.

Notas: G.L.: graus de liberdade; S.Q.: soma dos quadrados; Q.M.: média dos quadrados.

Tabela 4 - Teste de Tukey para as médias percentuais da AO segundo os grupos do modelo
experimental.

Grupos N Média Homogeneidade
1- CO 10 18,31 A
2- AUT 10 61,37 B
3- BCP 10 31,99 AC
4- BCP-MC 10 34,72 AC
5- BCP-MO 10 43,17 C
Contraste Diferenca Q (p)
1-2 -43,06 9,921 <0,0001
1-3 -13,69 3,154 0,1875 ns
1-4 -16,42 3,782 0,0740 ns
1-5 -24,86 5,728 0,0018
2-3 29,37 6,768 0,0002
2-4 26,65 6,139 0,0007
2-5 18,20 4,193 0,0369
3-4 -2,728 0,6284 0,9916 ns
3-5 -11,17 2,574 0,3750 ns
4-5 -8,445 1,946 0,6459 ns

Fonte: Do autor.

Nota: ns: ndo significante.
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Apébs as analises histométrica e estatistica dos grupos da AO foi realizada as
andlises dos mesmos por periodo de estudo em 4 e 8 semanas, através da
submissdo dos dados de histometria da AO dos diferentes grupos e periodos, do
modelo experimental, a andalise de variancia (ANOVA), sendo entdo observada
diferenca estatistica entre os dados (a < 0,05) (TABELA 5). Entdo foi realizado o
teste de Tukey a 5% de significancia para poder observar nos grupos e periodos
onde ocorreram as diferencas, sendo importante reforcar que nao se justifica
comparar grupos diferentes em periodos também diferentes. No periodo de 4
semanas o0 grupo codgulo s6 foi diferente estatisticamente do grupo autégeno
(p = 0,0018) e o grupo autdgeno obteve a maior média percentual em neoformacéo
Ossea (41,23%) , mas foi homogéneo em relacéo a todos os outros grupos (p > 0,05)
com excecdo do grupo coagulo. Os grupos BCP, BCP-MC e BCP-MO tiveram
comportamento similar em 4 semanas (p > 0,05). No periodo de 8 semanas 0 grupo
AUT se destacou melhor estatisticamente em relacdo a todos os demais grupos
(p < 0,05) e os grupos BCP-MC e BCP-MO demonstraram homogeneidade, nao
sendo estatisticamente diferentes (p = 0,1363), mas em numeros percentuais o
grupo BCP-MO apresentou uma maior area de neoformacdo O6ssea com média
percentual de 54,38% contra 38,60% do grupo BCP-MC. Quando comparado os
resultados em 4 e 8 semanas dentro dos respectivos grupos, o grupo autégeno
apresentou uma média percentual muito superior em 8 semanas de 81,51%
(p < 0,0001), o grupo BCP foi similar (p = 0,9985), o grupo BCP-MC também foi igual
(p = 0,9104) e o grupo BCP-MO foi superior em média percentual em 8 semanas
(p = 0,0061) (TABELA 6).

Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para AO segundo os periodos de avaliagdo do modelo
experimental.

ANOVA
Causas da variagéo G.L. S.Q. Q.M. Valor de f o
Periodos 9 15611 1735 23,60 0,0001
Residuo 40 2940 73,49
Total corrigido 49 18551

Fonte: Do autor.

Notas: G.L.: graus de liberdade; S.Q.: soma dos quadrados; Q.M.: média dos quadrados.
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Tabela 6 - Teste de Tukey para as médias percentuais de AO segundo os periodos de avaliagcdo do

modelo experimental.

(Continua)
Grupos N Média Homogeneidade

1- CO4S 5 16,53 A

2- AUT A4S 5 41,23 B

3- BCP4S 5 29,88 AB

4- BCP-MC 4S 5 30,85 AB

5- BCP-MO 4S 5 31,96 AB

6- CO8S 5 20,09 AC

7- AUT 8S 5 81,51 D

8- BCP8S 5 34,11 BC

9- BCP-MC 8S 5 38,60 BE

10- BCP-MO 8S 5 54,38 E

Contraste Q (p) Contraste Q (p)

1-2 -24,71 0,0018* 3-10 -24,49 0,0020*
1-3 -13,36 0,3179 4-5 -1,111 >0,9999
1-4 -14,32 0,2325 4-6 10,76 0,6144
1-5 -15,43 0,1557 4-7 -50,66 <0,0001*
1-6 -3,565 0,9996 4-8 -3,258 0,9998
1-7 -64,98 <0,0001* 4-9 -7,750 0,9104
1-8 -17,58 0,0645 4-10 -23,53 0,0034*
1-9 -22,07 0,0073* 5-6 11,87 0,4804
1-10 -37,85 <0,0001* 5-7 -49,55 <0,0001*
2-3 11,35 0,5428 5-8 -2,147 >0,9999
2-4 10,38 0,6591 5-9 -6,639 0,9638
2-5 9,274 0,7831 5-10 -22,42 0,0061*
2-6 21,14 0,0118* 6-7 -61,42 <0,0001*
2-7 -40,27 <0,0001* 6-8 -14,02 0,2579
2-8 7,127 0,9443 6-9 -18,51 0,0425*
2-9 2,635 >0,9999 6-10 -34,29 <0,0001*
2-10 -13,14 0,3392 7-8 47,40 <0,0001*
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Tabela 6 - Teste de Tukey para as médias percentuais de AO segundo os periodos de avaliagcdo do

modelo experimental.

(Conclusao)

Contraste

3-5
3-6
3-7
3-8
3-9

Q

-2,073
9,795
-51,62
-4,220
-8,713

(P)

>0,9999
0,7273

<0,0001*
0,9985
0,8370

Contraste

7-10
8-9

8-10
9-10

Q

27,13
-4,492
-20,27
-15,78

(p)

0,0005*
0,9976
0,0183*
0,1363

Fonte: Do autor.

Nota: *: p<0.05

5.3.2 Area de particulas residuais do biomaterial

A percentagem de presenca de particulas residuais do biomaterial levando-se

em conta a AT (area total do defeito) e AP (area de particulas) de cada espécime

segundo os periodos e grupos experimentais serviu para o calculo das médias

percentuais e desvio padréo da histometria da AP. Observamos que nos periodos de

4 e 8 semanas o grupo BCP-MO foi 0 que apresentou a menor média percentual de

AP e o grupo BCP apresentou a maior nos mesmos periodos (TABELA 7).

Tabela 7 - Médias percentuais e desvio padrao dos dados da histometria da AP segundo os periodos

do modelo experimental.

4 semanas 8 semanas
Grupo n AP Desvio padréao AP Desvio padrao
BCP 5 31,24 12,1318 20,80 3,0597
BCP-MC 5 21,14 6,7732 13,49 6,7309
BCP-MO 5 20,35 3,6453 11,00 0,4412

Fonte: Do autor.

Os Gréficos 3 e 4 apresentam respectivamente as meédias percentuais da AP

nos diferentes grupos,

considerando os periodos de avaliagdo do modelo

experimental, e as médias percentuais da AP nos diferentes grupos em todo periodo

de estudo.
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Gréfico 3 - Representagédo grafica das médias percentuais da AP e do desvio padrédo nos diferentes
grupos, considerando os periodos de avaliagdo do modelo experimental.
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Fonte: Do autor.

Notas: Teste de Tukey a 5% de significancia. A analise das médias dentro dos 3 grupos em seus
respectivos periodos de estudo de 4 e 8 semanas néo evidenciou diferenca estatistica

(p > 0,05). A andlise entre os grupos considerando os mesmos periodos de avaliagdo também
identificou homogeneidade (p > 0,05).

Gréfico 4 - Representacao grafica das médias percentuais da AP e do desvio padrédo nos diferentes
grupos em todo o periodo do modelo experimental.
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Fonte: Do autor.

Notas: Teste de Tukey a 5% de significancia. Letras iguais demostram médias percentuais
homogéneas do ponto de vista estatistico entre os grupos (p > 0,05).



62

ApOs a submisséo dos dados de histometria da AP dos diferentes grupos do
modelo experimental que receberam granulos de BCP a analise de variancia
(ANOVA), levando em consideracdo todo o periodo do estudo, foi observada
diferenca estatistica entre os dados (a < 0,05) (TABELA 8). Entéo o teste de Tukey a
5% de significancia foi realizado, sendo que o grupo BCP apresentou a maior média
percentual de particulas residuais com 25,97%, sendo estatisticamente igual
(p = 0,0604) ao grupo BCP-MC com 17,31% e diferente (p = 0,0104) do grupo
BCP-MO com 15,67%. Os BCP-MC e
homogeneidade considerando todo o periodo de estudo (p = 0,5920) (TABELA 9).

grupos BCP-MO apresentaram

Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) para AP segundo os grupos do modelo experimental.

ANOVA
Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor de f a
Histometria X Grupos 2 612,83 306,41 4,8964 0,0151
Residuo 27 169 62,58
Total corrigido 29 781,83

Fonte: Do autor.

Notas: G.L.: graus de liberdade; S.Q.: soma dos quadrados; Q.M.: média dos quadrados.

Tabela 9 - Teste de Tukey para as médias percentuais da AP segundo os grupos do modelo
experimental.

Grupos N Média Homogeneidade
1- BCP 10 25,97 A
2- BCP-MC 10 17,31 AB
3- BCP-MO 10 15,67 B
Contraste Diferenca Q (p)
1-2 8,66 3,463 0,0604 ns
1-3 10,30 4,117 0,0104
2-3 1,63 0,654 0,5920 ns

Fonte: Do autor.

Nota: ns: ndo significante.
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Apébs as andlises histométrica e estatistica dos grupos da AP foi realizada as
andlises dos mesmos por periodo de estudo em 4 e 8 semanas, através da
submissdo dos dados de histometria da AP dos diferentes grupos e periodos, do
modelo experimental, a analise de variancia (ANOVA), sendo entdo observado que
houve diferenca estatistica dentro dos grupos considerando os periodos de
avaliacdes de 4 e 8 semanas (a < 0,05), mas quando realizado o teste de Tukey a
5% foi constatado que estas diferencas foram apenas entre grupos diferentes em
periodos de analise também diferentes (BCP 4 semanas com BCP-MC 8 semanas e
BCP 4 semanas com BCP-MO 8 semanas). As comparagcdes entre os diferentes
grupos no mesmo periodo de analise e dentro do mesmo grupo em periodos de
avaliacdes diferentes obtiveram resultados estatisticamente homogéneos no que diz
respeito a AP (p > 0,05) (GRAFICO 3).
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6 DISCUSSAO

O defeito 6sseo de tamanho critico € aquele ndo consegue reparo
espontaneo, sem que se realize procedimentos para otimizar a regeneracao 0ssea
(COOPER et al.,, 2011; CARDOSO et al.,, 2019; DO LAGO et al.,, 2020). A
localizacdo do defeito critco e o modelo animal escolhido s&o aspectos
extremamente importantes para o estudo da regeneracdo O0ssea. O fato do o0sso
onde o defeito critico foi realizado estiver exposto a funcdo e sujeito a cargas pode
interferir diretamente na neoformacdo 6ssea obtida com a enxertia. Cardoso et al.
(2019) pesquisando os mesmos biomateriais em defeitos 6sseos criticos, na calvaria
e na tibia de ratos wistar, verificaram uma maior formacao de novo tecido 6sseo nos
defeitos criticos da tibia quando comparados com os da calvaria, atribuindo estes
resultados a funcéo precoce e a carga que ocorria na tibia gerada pelo estimulo da
deambulacéo do animal, fato este que n&o ocorre com 0 0Sso da calota craniana.
Além disso, acrescentam os autores, a dificuldade técnica em realizar o defeito na
calvaria por ela apresentar pouca espessura (muita vezes inferior a 1 mm), podendo
ocorrer a lesdo da dura-mater durante a confeccdo do defeito que poderia contribuir
negativamente para a neoformacdo Ossea. Mas mesmo com esta dificuldade
técnica, o defeito critico de calvaria de ratos é consagrado, sendo um dos mais
utilizado e aceito pela comunidade cientifica para estudo da regeneracdo éssea
devido a praticidade de se trabalhar com pequenos roedores e por ser possivel
adquirir, por parte do pesquisador, treinamento adequado para esta cirurgia,
minimizando intercorréncias.

Cooper et al. (2011) definiram como defeito de tamanho critico em ratos um
defeito de 8 mm de didametro, no entanto, outros pesquisadores comprovaram que 5
mm de didmetro na calvaria de ratos wistar jA seria um defeito critico (CARDOSO et
al., 2019; DO LAGO et al.,, 2020). Em nosso estudo todas as cirurgias foram
realizadas pelo mesmo pesquisador e comprovamos que um defeito de 6 mm de
didmetro na calvéaria de ratos wistar era critico, ou seja, ndo apresentava reparacao
espontanea no grupo controle negativo, representado pelo preenchimento do defeito
apenas com 0 proprio coagulo sanguineo do animal. Neste grupo nos periodos
experimentais de 4 e 8 semanas a média percentual de neoformacéo 6ssea foi muito
baixa, com valores respectivamente de 16,53% + 2,5424 e 20,09% + 1,5172, sendo

estatisticamente ndo significante (p = 0,9996), e o pouco o0sso neoformado se
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restringiu as bordas do defeito e todo o centro foi preenchido com tecido conjuntivo
fibroso. Sabendo que a reparacdo do defeito 6sseo critico apresenta melhores
resultados em ossos submetidos a carga e funcdo precoce, a neoformacéo Ossea
em defeitos criticos na calvaria de ratos deve ser interpretada com cautela e
resultados mais baixos em relagdo a outros modelos experimentais ndo sao
necessariamente ruins. Assim sendo, é importante explorar os diversos tipos de
modelos experimentais para o0 estudo da regeneracdo Ossea de arcaboucos
incorporados as células-tronco.

Ha um consenso que um arcabouco ideal para ser utilizado como substituto
0sseo e ser incorporado com células-tronco, precisa ter caracteristicas adequadas,
como uma rede interconectada de poros que possibilitem retencdo necessaria para
a adesdo, sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células transplantadas. A
pesquisa e desenvolvimento por um biomaterial que melhor apresente arcaboucos
ideais tem sido uma constante (LOBO et al., 2015; MEBARKI et al., 2017; LIU et al.,
2018;). No entanto, o microambiente encontrado em um enxerto 6sseo autégeno é
algo extremamente dificil de conseguirmos reproduzir, uma vez que este
proporciona um microambiente completo e dinAmico composto por células nativas,
indiferenciadas e maduras, associadas a vasos sanguineos ja formados, que
mantém sua viabilidade, diferenciacdo e proliferacdo celular em um estagio mais
avancado quando comparado aos substitutos 0sseos incorporados as células-
tronco, onde primeiro h& a necessidade de sobrevivéncia das células transplantadas
gque ndo sdo nativas deste microambiente, representado pelo arcabouco do
biomaterial. Deste modo, a pesquisa por um arcabouc¢o de biomaterial ideal para ser
associado as células-tronco continua sendo uma busca extremamente necessaria
(LEE; HIRASAWA; GARCIA, 2019).

Entre os substitutos 6ésseos disponiveis para contrapor ao enxerto autégeno,
os de origem sintética a base de HA e B-TCP vem sendo amplamente utilizados.
Eles sdo comprovadamente biocompativeis e osteocondutores para a formacédo
0ssea, sendo importante considerarmos trés caracteristicas de extrema relevancia
deste biomaterial para serem utilizados em associagcdo com células-tronco, que séo:
a proporcao de HA e B-TCP, o tamanho das particulas que se pretende utilizar e as
dimensdes dos poros em cada particula (LOBO; ARINZEH, 2010; MARRELLA et al.,
2018).
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A proporgéo ideal de HA e B-TCP dependem fundamentalmente da finalidade
do seu uso ou do tipo de defeito 6sseo que se pretende reconstruir. Quanto maior for
a quantidade de HA em relacédo ao B-TCP, maior sera a estabilidade e a capacidade
de suportar cargas do biomaterial, mas apresentara uma velocidade de reabsorcao
diminuida, sendo que uma maior concentracdo de B-TCP em relacdo a HA
proporciona menos estabilidade, suporta menos cargas nas fases iniciais apos a
reconstrucdo Ossea, porém, apresenta uma reabsorcdo pelo organismo mais
acelerada (LOBO; ARINZEH, 2010; LOBO et al., 2015). Pereira et al. (2019) em um
estudo in vitro e in vivo, compararam os granulos de BCP, na proporcédo de HA e
B-TCP respectivamente de 60:40 e 20:80, associados as células-tronco
mesenquimais da medula éssea. Os autores verificaram que na relacdo de 20:80,
com maior predominio de B-TCP, houve maior liberacdo de ions de calcio in vitro e
uma neoformacéo 0ssea e vascular melhor e mais rapida in vivo quando utilizados
no subcutdneo de camundongos, acreditando os autores que a liberacdo dos ions
de calcio pelos arcaboucos de BCP sdo responsaveis para ativar uma proteina
receptora sensivel ao célcio (CaSr) presente na superficie das células-tronco
semeadas nesses arcaboucos. No entanto, h4 a necessidade de analizarmos as
caracteristicas do tipo de defeito 6sseo que pretendemos reconstruir. Mesmo
sabendo que um maior predominio de B-TCP em relacdo a HA, nos granulos de
BCP, pode possibilitar uma reabsorcdo mais rapida do BCP pelo organismo, com
consequente formacdo Ossea também mais répida, nés perdemos muito a
capacidade do biomaterial suportar cargas e permanecer estavel com o minimo de
alteracdes dimensionais, fazendo com que o0 substituto O6sseo possa nao
permanecer no leito receptor pelo tempo necessario para o inicio da reparacao
0ssea. Isto € extremamente valido quando pensamos em reconstruir defeitos 6sseos
na regido bucomaxilofacial, ou mais especificamente nos processos alveolares
atréficos dos maxilares, onde muitas vezes temos a necessidade de reconstruir
largura e altura O0ssea para posterior colocacdo de implantes dentarios. Em tal
situacdo ndo temos um defeito constituido por duas ou mais paredes 0sseas para
servirem de contencdo para a acomodacdo do biomaterial. Nestas situacdes
rotineiras é importante pensarmos no uso de um substituto 0sseo com maior
capacidade de estabilidade e resisténcia a compressao, podendo permanecer no
local reconstruido, com maior seguranga, nas fases iniciais do processo de reparo

0sseo. Assim sendo, em nosso trabalho escolhemos gréanulos de BCP com a
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proporcao de HA e B-TCP de respectivamente 60:40, para termos maior capacidade
de estabilidade e resisténcia a compressédo fornecido pela HA, sem perder a
capacidade mais rapida de reabsorcdo do biomaterial oriunda do B-TCP, todavia,
observamos que ap6s o periodo de 8 semanas, que representa um estagio de
maturacdo do metabolismo 6sseo em ratos bastante avancado, nos grupos com
particulas com esta propor¢do, seja no grupo somente com o biomaterial ou
associado com culturas de SHED em meio convencional ou odontogénico, a
permanéncia de uma grande numero de granulos residuais na analise histologica,
entretanto, foi obervado que muitas destas particulas residuais demostravam boa
biocompatibilidade e osteoconducdo com presenca de tecido 6sseo neoformado ao
redor delas, contudo, uma baixa capacidade de reabsorcdo e substituicio das
mesmas por tecido 6sseo (FIGURA 35). Diante disso, faz-se necesséarios novos
estudos com o BCP e também com outros biomaterias, com e sem células-tronco,
diversificando o modelo animal e a localizacdo do defeito ésseo critico com o
objetivo de observar resultados de osteoinducdo e osteogénese com reducdo de
particulas residuais dos biomateriais.

O tamanho médio das particulas ou granulos, bem como dos poros em cada
granulo do biomaterial, sdo fatores que podem interferir diretamente na capacidade
de adesdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das células-tronco semeadas
(CECCARELLI et al., 2017; WONGSUPA et al., 2017). O tamanho das particulas
deve ser compativel com a extensdo do defeito 6sseo que se deseja reconstruir, ou
seja, quanto maior o defeito 6sseo, maior sera a tendéncia em se utilizar granulos
maiores para um preenchimento mais adequado do leito receptor e, quanto menor
for a area a ser reconstruida, menores devem ser os granulos do substituto 6sseo,
sendo este principio utilizado em nosso estudo para definicdo da escolha do
tamanho dos granulos (JAFARI et al., 2017).

Marrella et al. (2018) analisando as particulas de BCP conjugadas com
células-tronco, chamam atencdo para o desenvolvimento de biomateriais porosos,
sendo que o tamanho dos poros poderia influenciar a neoformacdo Ossea e
vascular. O diametro minimo de poro para se obter uma formacédo adequada de
novo tecido 0sseo seria de 100 um e que granulos com diametro médio de seus
poros inferior a esta mensuragdo poderiam induzir a formacdo de tecido ostedide.
Ainda de acordo com os autores, poros maiores que 200 uym parecem facilitar a

penetracdo de osteoblastos, contudo, chamam a atencdo para o fato que uma alta
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porosidade apesar de facilitar a difusdo de nutrientes, adesédo, diferenciagcédo e
migracao celular, pode conferir uma baixa resisténcia mecanica ao biomaterial,
devendo ser evitado em areas de reconstrucao de defeitos 6sseos sujeitos a carga.

Lobo et al. (2015) em um estudo in vitro onde estudaram células-tronco de
diferentes origens cultivadas em arcaboucos de BCP com uma proporcédo de HA e
B-TCP respectivamente de 65% e 35%, verificaram que ocorreu maior adesao,
proliferacdo e diferenciacdo celular em pré-osteoblastos em arcaboucos de BCP
com granulos cujo diametro médio das particulas era de 0,6 mm (420 a 850 pm), o
que representa um didmetro médio dos poros entre 100 e 300 um. Estes resultados
estdo em concordancia com os estudos de Marrella et al. (2018) e com 0S NOSs0S
resultados in vivo, onde nos experimentos que utilizamos particulas de HA/B-TCP na
proporcao de HA e B-TCP respectivamente de 60% e 40%, com tamanho médio de
0,3 mm (250 a 420 ym) dos granulos e de 100 a 200 ym de didmetro dos poros
associados a SHED cultivadas em meio osteogénico (grupo BCP-MO), foi
evidenciado uma neoformacao éssea na reparacdo de defeitos de tamanho critico
na calvaria de ratos apos 8 semanas que so foi inferior ao grupo do enxerto 6sseo
autdgeno, que é considerado o padrao ouro para reconstrucées 0sseas.

Além dos substitutos 6Osseos de origem sintética, representado pelas
ceramicas de HA e B-TCP, os de origem alégena e xendgena, para serem utilizados
no ser humano, vém sendo estudados para o emprego associado as células-tronco.
Mebarki et al. (2017) comparando dois diferentes tipos de arcaboucos, o BCP e o
0sso humano liofilizado, concluiram que a adeséao celular aos poros do arcabouco e
a neoformacédo 6ssea foram duas vezes maiores respectivamente, in vitro e in vivo,
no grupo do osso humano liofilizado quando comparado ao grupo da combinacéo de
HA e B-TCP, atribuindo este resultado a uma rede com poros mais abertos e com
contetdo de colageno no osso humano liofilizado, sendo mais propicio para adeséo,
proliferacdo e sobrevivéncia das células-tronco in vivo. Entretanto, verificamos na
metodologia deste estudo que os granulos de BCP utilizados tinham tamanho médio
de 2 a 3 mm e que, apesar de serem grandes, apresentavam um diametro médio
dos poros menores de 10 um em aproximadamente 40% da superficie do
biomaterial. Isto pode explicar, a0 menos parcialmente, os resultados inferiores
obtidos do BCP em relacdo ao osso liofilizado humano, uma vez que in vitro, Lobo et

al. (2015) comprovaram uma maior taxa de adesao e diferencigéo celular das células
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semeadas em granulos com didmetro médio dos poros entre 100 e 300 ym quando
comparado com outras ceramicas de BCP.

No campo da regeneracao 0ssea, o cultivo de células-tronco in vitro pode ser
realizado, por exemplo, em meio de cultura convencional ou osteogénico, como
descritos na metodologia desta dissertagdo. A maioria dos estudos que visam a
reconstrucdo de defeitos 6sseos com biomateriais associados a células-tronco,
tiveram as células cultivadas em meio osteogénico, obtendo resultados promissores
quanto a neoformacao 6ssea in vivo (NAKAJIMA et al., 2018; CHU et al., 2018).
Mebarki et al. (2017) utilizaram células-tronco da medula 6ssea cultivadas em meio
de cultura convencional para comparar a associacdo dessas células com granulos
de BCP e com o osso liofilizado humano quando implantados no subcutaneo de
camundongos, sendo os resultados mais desfavoraveis para os granulos de BCP.
Qiao et al. (2015) comprovaram que 0 meio osteogénico apresentava melhores
condicBes para a diferenciacao osteogénica in vitro. Lobo et al. (2015) em um estudo
também in vitro, cultivando células-tronco de diferentes origens, incluindo de polpa
de dentes humanos em meio de cultura osteogénico associadas as particulas de
HA/B-TCP, verificaram a diferenciacdo celular em pré-osteoblastos em média apos
14 dias. Novais et al. (2019) cultivando SHED em meio de cultura osteogénico junto
com fator de crescimento de fibroblastos tipo 2 em arcaboucos de gel de colageno
obtiveram diferenciacdo osteogénica in vitro em 21 dias. Yang et al. (2019)
estudaram in vitro os derivados do grafeno (6xido de grafeno e pontos quanticos de
oxido de grafeno) em culturas de SHED em meio osteogénico. Estes derivados do
grafeno sao conhecidos por apresentarem fatores bioativos na diferenciacao
osteogénica de células-tronco. Apdés 7 dias de cultivo ambos facilitaram a
proliferacdo de SHED, mas sO ocorreu diferenciacdo osteogénica no grupo com
pontos quanticos de oxido de grafeno. Em nosso estudo, cujo objetivo era avaliar os
resultados de neoformacdo o6ssea in vivo, ndo foi avaliado a diferenciacdo
osteogénica in vitro, mas o grupo onde os granulos de HA/B-TCP foram
incorporados as SHED cultivadas em meio osteogénico durante 7 dias (grupo
BCP-MO) apresentaram resultados superiores, em média percentual, na formacao
de novo tecido 0sseo apOs 8 semanas quando comparado ao grupo onde o cultivo
foi em meio convencional no mesmo periodo (grupo BCP-MC), mas o teste de Tukey
a 5% de significancia ndo evidenciou diferencas estatisticas significantes

(p = 0,1363). Quando avaliado todo o periodo de estudo no modelo experimental, os
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grupos BCP-MC e BCP-MO também apresentaram homogeneidade (p = 0,6459),
apesar de uma média percentual maior para o grupo BCP-MO.

Diversos estudos relatam que as células-tronco podem ser obtidas de varias
localizacGes diferentes como medula 6ssea, tecido adiposo, pele, corddo umbilical e
tecidos dentarios. Devido ao fato de se tratar de células mesenquimais
indiferenciadas, independentemente do tecido de origem, todas teriam potencial
para se diferenciarem em qualquer outro tipo de célula a depender do estimulo in
vitro e do local in vivo para onde elas séo transplantadas, ou seja, a origem tecidual
das células-tronco ndo seria um fator importante para a obtencdo de resultados
satisfatorios in vivo (DE MIGUEL et al., 2012; LIU et al., 2018; LEE et al., 2019).
Entretanto, na éarea do estudo da regeneracdo Ossea, alguns autores tém
demonstrado resultados que parecem ser mais promissores quando se utiliza
células-tronco de uma origem especifica. Nakajima et al. (2018) compararam HMSC
com as SHED para reconstruir defeitos 6sseos de tamanho critico em calvarias de
camundongos, concluindo que ambas proporcionaram um reparo satisfatério do
defeito 6sseo, mas que as células com origem nos dentes deciduos esfoliados
mostraram maiores fibras de colageno ostedide e também com melhor distribuicéo
na area 6ssea neoformada. Du et al. (2016) estudaram as HMSC de duas diferentes
origens, sendo uma da medula éssea da regido da crista iliaca e a outra da regido
medular da maxila. As propriedades angiogénicas de ambas foram testadas, uma
vez que para os autores, a formacdo de novos vasos sanguineos seria fundamental
para que a neoformacdo O0ssea possa ser adequada. Analisando in vitro o fator de
crescimento vascular endotelial e o fator de crescimento basico de fibroblastos
(BFGF), verificaram que os resultados mostraram uma expressao significativamente
mais alta da proteina BFGF no sistema de cultura de HMSC provenientes da maxila
quando comparados com o de HMSC originarios da crista iliaca, sugerindo que esta
proteina poderia promover a migracao e proliferacdo de células endoteliais que séo
fundamentais para a neovascularizagdo. Esse resultado indicou que as HMSC
obtidas da maxila pareciam ter maior capacidade de angiogénese do que as HMSC
da crista iliaca e isso pode estar associado aos diferentes niveis de expressédo da
proteina BFGF, portanto, acreditam os autores, que uma melhor neoformacgéo
vascular contribuiria de forma significatica para uma mehor formacéo de novo tecido

dsseo.
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Véarios estudos tem demostrado bons resultados in vivo em termos de
neoformacédo éssea através do emprego de Varios tipos de arcaboucos incorporados
as células-tronco de diferentes origens, entre elas as SHED (PEREIRA et al., 2019;
CHU et al.,, 2018; NAKAJIMA et al.,, 2018; MERBARKI et al., 2017; ZENG et al.,
2009). Todavia, se faz necessario para extrapolar o emprego de um substituto 6sseo
incorporado as células-tronco para aplicacdo em humanos, que esta associacao seja
comparada com o padrdo ouro de neoformacédo Ossea proporcionada pelo enxerto
0sseo autdgeno, fato que nenhum dos trabalhos citados acima o fez, sendo esta
uma das pretencbes do presente estudo, onde constatamos que apesar dos
resultados promissores no campo da regeneracdo Ossea proporcionado por
arcaboucos incorporados com células-tronco, a neoformacdo 6ssea para reparacao
de defeitos de tamanho critico em calvarias de ratos foi superior para o0 enxerto
0sseo autdgeno.

Muitos estudos in vivo tem a preocupacdo de minimizar o efeito quando
células-tronco de uma espécie sao transplantadas para outra espécie, supondo que
um transplante xendgeno de células poderia interferir negativamente na reparagao
tecidual, devido a um processo inflamatério mais intenso que poderia ocorrer nesta
situacdo. Dessa forma, € comum quando células-tronco de origem humana séo
utilizadas em modelos experimentais, a escolha por animais imunodeficientes,
acredidanto que um sistema imunolégico normal poderia ser um fator agravante para
um processo inflamatério mais intenso em um transplante celular xenégeno, com
consequente alteracdo do processo de reparacdo tecidual (SAKAI et al.,, 2010;
NAKAJIMA et al., 2018). H4& também estudos in vivo que para evitar esta variavel,
utiliza-se de um transplante celular autégeno, onde células-tronco sdo obtidas de um
animal, que apdés cultivo in vitro associado a um biomaterial, sdo utilizados para o
preenchimento de defeitos 6sseos no mesmo animal (ZHENG et al., 2009; CHU et
al.,2018). Em ambas as situacdes, sejam em modelos animais com sistema imune
deficiente ou em transplantes celulares autégenos, os resultados tem sido
promissores para o0 uso das células-tronco como um mecanismo de auxilio na
reparacdo 0ssea. Todavia, nosso estudo utilizou SHED em ratos metabolicamente
normais, ou seja, sem imunodeficiéncia, e a analise qualitativa do processo
inflamatorio crénico nos grupos com HA/B-TCP associados com células-tronco, em
meio convencional ou osteogénico, ndo evidenciou nos periodos de 4 e 8 semanas

um infiltrado inflamatério mais intenso que nos demais grupos controles,
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representados pelo coagulo sanguineo, osso autdgeno e também da HA/B-TCP
isoladamente, sendo o grupo com HA/B-TCP associado a SHED cutivadas em meio
osteogénico apods 8 semanas (grupo BCP-MO), o que obteve a maior taxa de
formacdo de novo tecido 6sseo apO0s o grupo considerado como padrdo ouro,
representado pelo enxerto autdégeno. Assim, em um modelo animal sem
imunodeficiéncia, a terapia com SHED se mostrou animadora, no entanto, faz se
necessarios outros estudos envolvendo transplantes xendégenos de células-tronco
para outros modelos experimentais envolvendo animais metabolicamente normais
para elucidar e consolidar a intensidade da reacéo inflamatéria aguda e crénica,
sendo que a falta da avaliacdo do infiltrado inflamatério agudo foi uma limitacado do
presente estudo. Portanto, se mesmo em um transplante celular xendégeno, do
homem para ratos sem imunodeficiéncia, os resultados foram promissores apos 8
semanas, quando extrapolamos a ideia ou intencdo de usarmos as SHED em um
transplante celular autégeno ou mesmo alégeno, envolvendo o ser humano,
associado ao desenvolvimento de novos arcaboucos de biomateriais que
possibilitem a sobrevivéncia e diferenciacdo das células-tronco, deslumbramos uma
opcdo muito interessante e viavel no campo da regeneracdo 0Ossea para nos
aproximarmos cada vez mais dos resultados proporcionados pelo enxerto 6ésseo

autogeno.
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7 CONCLUSAO

Analisando a metodologia empregada, as limitacbes deste estudo e o0s
resultados nos periodos de avaliacbes, foi possivel concluir que os granulos da
associacdo de HA e [B-TCP incorporados em culturas de SHED em meio
convencional ou osteogénico apresentaram resultados homogéneos, porém,
inferiores ao enxerto 6sseo autdgeno para a reparacao de defeito 6sseo de tamanho

critico em calvarias de ratos adultos metabolicamente normais.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Uso da hidroxiapatita e beta-tricalcio
fosfato incorporados em culturas de células-tronco, obtidas de dentes deciduos
esfoliados humanos, em defeitos de calvaria de ratos", registrada com o n°
32/2019, sob a responsabilidade de Ronaldo Célio Mariano, que envolve a
producao, manutencgao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e
foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA-UNIFAL)
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizagao De 01/08/2019 a 31/12/2020
Espécieflinhagem/raga Rato Wistar / heterogénico

N° de animais 50
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 29 de Julho de 2019.
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Prof. Dr. Leonardo Augusto de Almeida
Coordenador do CEUA/UNIFAL-MG
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