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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da matriz porosa do biovidro 60S (BV60S) associada a células
osteoprogenitoras (CO) aldgenas no tratamento de defeitos 6sseos criticos de cdes. Foram utilizados 20
cdes, machos, sem raca definida, com dois anos de idade e massa corporal média de 25kg. Com os cées
sob anestesia geral, foram criados defeitos dsseos criticos no terco médio dos 0ssos radios. Procedeu-se a
fixacdo dssea com uma placa em ponte, e os defeitos foram tratados de acordo com cada grupo
experimental. Constituiram-se trés grupos experimentais, em que os defeitos ésseos foram preenchidos
com: BV60S associado a CO aldgenas (grupo BV60S+CO), osso autégeno (grupo C+), ou ndo
preenchidos (grupo C-). A regeneragcdo Ossea foi avaliada por meio de exames radiogréaficos,
densitométricos e histomorfométricos ao longo de 90 dias. Os grupos C- e BV60S+CO mostraram
preenchimento 6sseo parcial do defeito de, no maximo, 56,68% e 35,23%, respectivamente, sem a
formacdo de ponte Gssea entre as extremidades, e o controle positivo (C+) mostrou regeneracdo Gssea
completa. Conclui-se que a matriz porosa do BV60S associada as células osteoprogenitoras ndo é
eficiente no tratamento de defeitos dsseos criticos em radios de cées.

Palavras-chave: regeneragdo 6ssea, ortopedia, terapia celular, biomateriais
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the porous matrix of bioglass 60S (BV60S)
associated with allogenic osteoprogenitor cells (CO) in the treatment of critical bone defects of dogs. 20
male mongrel dogs at two years old and mean weight of 25kg were used. Dogs were anesthetized and
critical bone defects were created in the middle third of the radios bones. With dogs under general
anesthesia, critical bone defects were created in the middle third of bone radios. Bone fixation was done
with a bridge plate and defects treated according to each experimental group. Three experimental groups
were formed according to the treatment. The defects filled with BV60S associated with allogenic CO
(Group-BV60S+CO), autogenous bone (Group-C+) or unfilled (Group-C-). Bone regeneration was
evaluated by radiography, bone densitometry and histomorphometry over 90 days. The BV60S+CO and
C- groups showed partial bone filling of the defect of at most 56.68% and 35.23%, respectively. No bone
bridge formation was observed between the extremities in the BV60S+CO and C- groups. Positive
control showed complete bone regeneration at 90 days. It was concluded that the porous matrix of BV60S
associated with osteoprogenitor cells was not effective in the treatment of critical bone defects in the
radius of dogs.
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INTRODUCAO

O tratamento de defeitos 6sseos criticos ainda é
um dos maiores desafios da ortopedia veterinaria
e da humana. O autoenxerto é considerado a
melhor alternativa para o tratamento desses
defeitos, mas algumas limitagBes, como maior
tempo cirdrgico, complicacbes no local da
colheita, fragilizacdo do local e a quantidade
limitada de o0sso coletado, estéo associadas a esse
tipo de enxertia (DeCamp et al., 2015). Devido a
isso, muito se tem estudado em busca de
alternativas eficientes para substituicdo dessa
forma de enxertia, e a producdo de matrizes
sintéticas advindas de biomateriais parece ser a
alternativa mais vidvel e promissora (Alves et
al., 2015a). Os biovidros sdo considerados os
mais ativos e favordveis a regeneracdo 6ssea
(Coelho et al., 2005). O biovidro 60S (BV60S)
de composicdo molar 4% P,0s; 36% CaO; 60%
SiO; ja mostrou efeitos benéficos na regeneracgao
oOssea in vitro, favorecendo a atividade biologica
de osteoblastos caninos (Alves et al., 2015b) e
aumentando a osteogénese durante o processo de
diferenciacdo osteogénica de células-tronco
mesenquimais de cdes (Alves et al., 2015c).
Além disso, pode ser associado a células
osteoprogenitoras, capazes de sintetizar matriz
extracelular, regenerando o defeito 6sseo.
Estudos j& mostraram que o uso de ceélulas
osteoprogenitoras aldgenas é viavel (Arinzeh et
al., 2003; Alves et al., 2017a) e permite o
tratamento de forma imediata, utilizando-se
células criopreservadas. Desse modo, 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar a matriz porosa do
biovidro de composi¢cdo molar 60% SiO2, 36%
CaO, 4% P205 (BV60S), associada a células
osteoprogenitoras alégenas, no tratamento de
defeitos Gsseos criticos em rédios de ces.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as
normas internacionais de bem-estar animal, ap0s
aprovacdo pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da UFMG (protocolo n®
157/2009). A matriz porosa do BV60S foi
produzida de acordo com protocolo estabelecido
por Coelho e Pereira (2005), utilizando-se
133,8mL de tetraetilortosilicato (TEOS), 13,6mL
de trietilfosfato (TEP), 97,9mL de 4gua
deionizada 16,3mL de solucdo de acido nitrico
2N e 85,01g de nitrato de céalcio [Ca(NOs),
4H,0]. Foi utilizado 1mL de surfactante para
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cada 80mL de solucdo. A catalisacdo da reacdo
foi realizada com 4mL de acido fluoridrico (HF)
10% para cada 100mL da solugdo final. A
solucdo foi aerada com o auxilio de batedeira
elétrica. Espuma do BV60S foi acondicionada
em recipiente de polipropileno de forma
cilindrica com 2cm de didmetro e 3cm de altura.
O biovidro foi submetido a secagem em estufa, a
60°C por 72 horas, seguindo-se um aumento
gradual da temperatura em 10°C a cada 24 horas,
até se atingir a temperatura de 120°C. As
amostras foram tratadas termicamente na mufla a
700°C por seis horas. As amostras foram
embaladas separadamente e esterilizadas por
radiacdo gama.

A porosidade total da matriz do biovidro 60S foi
calculada pela seguinte férmula:
porosidade total

densidade verdadeira—densidade volumétrica
(%) = ( ) X100,

densidade verdadeira

em que: a densidade verdadeira foi medida por
picnometria de Hélio (2,7g/cm®) e a densidade
volumétrica foi calculada dividindo-se a massa
da matriz (g) pelo seu volume (cm®).

Para analise morfolégica da estrutura porosa, as
matrizes foram recobertas com carbono
(SPI1/Supplies-EUA) e analisadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEI-
Inspect-S50/Republica Tcheca).

A obten¢do das células osteoprogenitoras (CO)
foi realizada de acordo com Alves et al.,
(2017Db), utilizando-se trés cdes, machos, sem
raca definida, com dois anos de idade e peso
médio 18kg. Colheu-se 1cm® de tecido adiposo
de cada animal na regido subcutdnea glutea. As
amostras foram fragmentadas e submetidas a
acdo da colagenase (Colagenase B, Roche,
Alemanha) 0,1% P/V durante 45 minutos
a 37°C. Centrifugou-se a amostra por 10 minutos
a 1400rpm; o sobrenadante contendo a fracdo
adiposa foi descartado e o pellet, fragcdo
estromal, foi ressuspenso em 20mL de
meio de cultura (meio basal), DMEM com
baixa glicose, enriquecido com gentamicina
(60ug/L), penicilina (100UI/mL), estreptomicina
(100pg/mL), anfotericina (25pg/mL) e 10% de
soro fetal bovino. As células foram cultivadas até
atingirem 80 a 90% de confluéncia e foram,
entdo, repicadas. Apls o terceiro repique, as
células foram avaliadas quanto a viabilidade
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celular pelo azul de Tripan, plaqueadas na
densidade de 1x10* células/cm? e cultivadas com
meio osteogénico constituido do meio basal
enriquecido com acido ascorbico (50ug/mL), -
glicerofosfato (10mM) e dexametasona (0,1uM).
Em seguida, as células foram cultivadas a 37°C e
5% de CO, por 21 dias para diferenciagdo
osteogénica. Transcorrido esse periodo, as
células foram utilizadas para o tratamento de
defeitos Gsseos associadas a matriz porosa do
biovidro 60S, na densidade 3x10° células por
cm® de defeito, assim como o utilizado por
Arinzeh et al. (2003) e Alves et al. (2017a).

Para comprovacdo da diferenciagdo osteogénica
apés 21 dias de cultivo, realizou-se a
quantificacdo relativa dos transcriptos génicos
para osterix (OSX), sialoproteina 6ssea (BSP) e
osteocalcina (OC) por RT-PCR, em tempo real,
pelo método 2°4“". As reagbes de RT-PCR
foram realizadas, utilizando-se 2pg de cDNA,
5pM de cada iniciador e 12,5uL do reagente
Sybr Green (SuperScript™ 111 Platinum® Two-
Step gRT-PCR Kit with SYBR Green,
Invitrogen, CA, USA), em um volume final
de 25puL de reacdo em um pogo, no aparelho
SmartCycler System. Os pardmetros
utilizados para amplificacdo foram: 50°C
por 120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45
ciclos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos. Foram utilizados os primers
F- ACGACACTGGGCAAAGCAG e R-
CATGTCCAGGGAGGTGTAGAC para OSX,
F- TTGCTCAGCATTTTGGGAAT e R-
AACGTGGCCGATACTTAAAGAC para BSP
e F- GAGGGCAGCGAGGTGGTGAG e R-
TCAGCCAGCTCGTCACAGTTGG para OC.
O gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) foi utilizado como normalizador
da reacao com 0S primers
F-CCATCTTCCAGGAGCGAGGAT e R-
TTCTCCATGGTGGTGAAGAC. O osteoblasto
canino foi utilizado com padrao de expressdo dos
transcriptos. A formagdo de nodulos de
mineralizacdo foi avaliada pela coloragdo de Von
Kossa (Alves et al., 2015c).

Para criacdo dos defeitos Gsseos criticos e
tratamento com matriz porosa do BV60
associada as CO, utilizaram-se 20 cées higidos,
machos, sem raca definida, com dois anos de
idade e massa corporal média de 25kg. Os cdes
foram aleatoriamente distribuidos em dois
grupos experimentais: grupo controle negativo
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(C-) — animais com defeitos 6sseos criticos sem
preenchimento (n= 10) e grupo BV60S + CO —
animais com defeitos ésseos criticos tratados
com matriz porosa do BV60S associada a células
osteoprogenitoras (n= 10). O controle positivo
(C+) foi realizado em todos o0s animais
utilizando-se o radio contralateral, com defeito
critico preenchido com o préprio fragmento
6sseo retirado da ostectomia.

Para realizacdo das cirurgias, os caes receberam,
como medicacdo  pré-anestésica, atropina
0,02mg/kg SC (Pasmodex, Isofarma, Brasil) e,
10 minutos apds, acepromazina 0,03mg/kg 1M
(Acepran 0,2%, Vetnil, Brasil) e morfina
0,8mg/kg IM (Dimorf, Cristalia, Brasil). A
indugdo anestésica foi realizada com propofol
3mg/kg IV (Fresofol, Fresenius Kabi, Brasil) e
diazepam 0,3mg/kg IV (Diazepam, Unido
Quimica, Brasil), seguindo-se a intubacdo
endotraqueal e manutencdo anestésica por meio
da inalacéo espontanea de isoflurano (Isoforine,
Cristalia, Brasil) diluido em oxigénio puro. Para
controle da dor e inflamacdo, foram
administrados tramadol 3mg/kg SC TID
(Cloridrato de Tramadol, Teuto, Brasil) e
meloxicam 0,2mg/kg IM SID (Maxicam
injetavel 0,2%, Ouro Fino, Brasil) durante cinco
dias consecutivos, bem como antibioticoterapia
com cefalexina (30mg/kg VO, BID) durante sete
dias consecutivos. O defeito Gsseo critico foi
criado de acordo com Alves et al. (2015a),
retirando-se um fragmento désseo do terco médio
do radio com extensdo correspondente a 1,5 vez
0 didmetro do osso. A estabilizagdo Ossea foi
realizada com uma placa de aco F318 em ponte,
posicionada na superficie cranial do radio e
fixada com seis parafusos. Apos a fixagdo 0ssea,
o defeito foi tratado de acordo com cada grupo
experimental.

As avaliacGes radiograficas foram realizadas nas
projecbes  radiograficas  mediolateral e
craniocaudal de ambos os radios no pré e pds-
operatorios imediatos e aos 15, 30, 45, 60, 75 e
90 dias apo6s a intervencdo cirdrgica. A projegao
craniocaudal foi utilizada para monitoracdo do
alinhamento 6sseo e a projecdo mediolateral,
para mensuracdo das areas de crescimento 6sseo
nas linhas de osteotomia. As mensuragdes foram
realizadas com auxilio do software Digimizer
Image Analysis. As areas correspondentes ao
crescimento  d6sseo  foram  expressas em
percentagem em relagdo a area total da falha
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Ossea de cada animal considerada 100% (Alves
et al., 2015a; Alves et al., 2017a).

As avaliagBes densitométricas e histoldgicas
foram realizadas em cinco animais de cada grupo
aos 45 e 90 dias de pds-operatorio. Para isso, 0s
animais foram submetidos a eutanasia por meio
da aplicacdo de propofol até parada
cardiorrespiratoria, seguida da injecdo de 40mL
de cloreto de potassio. Os radios e as ulnas foram
dissecados, colhidos e fixados em formalina
tamponada 10% por 30 dias. A avaliacdo
densitométrica foi realizada utilizando-se um
densitbmetro de dupla emissdo de raios X
(Densitometro  DXA, modelo DPX-Alpha
Lunar). A densidade mineral 6ssea (g/cm?) foi
mensurada na regido correspondente as falhas
0sseas com incidéncia na projecdo mediolateral.
Os valores de densidade obtidos de cada falha
foram convertidos em percentagem da densidade
Ossea normal do radio de cada animal,
considerada  100%. A densidade  Ossea
considerada normal foi obtida na regido
correspondente aos defeitos tratados com o
autoenxerto (controle +) (Alves et al., 2015a;
Alves et al., 2017a).

Para avaliacdo histologica e histomorfométrica,
os radios e as ulnas foram transversalmente
seccionados na altura dos parafusos adjacentes a
falha. O segmento dsseo central, contendo a
falha, foi submetido ao protocolo de
desmineralizacdo com solucdo aquosa de acido
férmico 50% V/V e citrato de sddio 9% P/V por
90 dias. Apos esse periodo, foi realizada uma
seccdo longitudinal do segmento  dsseo
correspondente a falha e as metades foram
processadas pela técnica rotineira de inclusdo em
parafina. Cortes histolégicos de 5um foram
obtidos de cada bloco e corados pela técnica da
hematoxilina-eosina. As I[aminas foram avaliadas
descritivamente por microscopia dptica. A area
de neoformagdo Ossea foi quantificada com o
auxilio de uma ocular micrométrica, contendo
uma graticula com 121 pontos e com objetiva de
4x percorrendo-se toda a extensdo do defeito. A
area de neoformacdo dssea foi expressa em
relagdo a area total do defeito de cada animal
(Alves et al., 2015a; Alves et al., 2017a).
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Foi utilizado delineamento inteiramente ao acaso
com controle positivo pareado. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e
as médias comparadas pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) utilizando o programa
Graphpad Instat 3. Diferencas foram
consideradas significativas se P<0,05.

RESULTADOS

A matriz do BV60S apresentou porosidade
média de 97,46%, variando de 97,01 a 97,8%. A
microscopia eletrbnica mostrou que a matriz
apresentava poros interconectados com diametro
médio de 507um, variando de 300 a 700pm.
Apds 21 dias de cultivo em meio osteogénico, as
células formaram nodulos de mineralizagdo e
aumentaram a expressdo relativa dos transcriptos
génicos para osterix (5,94 vezes), sialoproteina
Ossea (20,48 vezes) e osteocalcina (32,51 vezes)
em relacéo a células ndo diferenciadas.

O controle negativo (C-) e o grupo BV60S+CO
mostraram preenchimento 6sseo parcial do
defeito de, no méaximo, 56,68% e 35,23%,
respectivamente, sem a formacao de ponte éssea
entre as extremidades, e o controle positivo (C+)
mostrou regeneracao éssea completa em todos 0s
animais aos 90 dias (Fig. 1). As areas de
preenchimento 6sseo nos grupos C- e
BV60S+CO foram significativamente inferiores
ao controle positivo (C+) em todos os tempos

(Fig. 2).

Houve um preenchimento progressivo do defeito,
com crescimento 0sseo das extremidades em
direcdo ao centro do defeito 6sseo até o 75° dia e
uma subsequente reducdo da Area de
preenchimento 6sseoc no periodo seguinte (90
dias), em todos os grupos estudados (Fig. 2).

A é&rea correspondente ao biomaterial mostrou
rapida reabsorcdo ap6s sua implantacdo, com
reducdo média de 13,17% a cada 15 dias. A
matriz porosa do BV60S foi completamente
reabsorvida em 60% dos animais aos 90 dias.

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.4, p.1121-1130, 2019
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Figura 1. Imagens radiograficas de defeitos 6sseos criticos em radios de caes nio tratados (A), tratados
com matriz porosa de BV60S associada a CO (B) e osso autdgeno (C), obtidas aos 90 dias de pos-

operatério. Observar nas imagens A e B o preenchimento parcial do defeito com 0sso esponjoso das
extremidades em direcdo ao centro do defeito.

Area 6ssea

C C+ 90 dias

1009 o L - < > > L 2
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Figura 2. Percentagem média e desvio-padrdo da area de preenchimento 6sseo em defeitos criticos de
radios de cdes, ndo tratados (C-), tratados com matriz porosa de BV60S associada a células
osteoprogenitoras (BV60S+CO) e o0sso autdgeno (C+), ao longo de 90 dias de avaliagdo pos-operatoria

(medidas obtidas radiograficamente).

Os grupos BV60S+CO e C- apresentaram menor
densidade na regido do defeito 6sseo em relagao
ao controle positivo (C+), aos 45 e 90 dias (Fig.
3). Aos 45 dias, o grupo BV60S+CO mostrou
densidade superior ao grupo controle negativo
(C-) e, aos 90 dias, nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos C- e BV60S+CO

(Fig. 3).

A avaliagdo histologica dos grupos controle
negativo (C-) e tratados com matriz porosa de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.4, p.1121-1130, 2019

BV60S associada a células osteoprogenitoras
(BV60S+CO) mostrou neoformacdo 6ssea das
extremidades do defeito em direcdo ao centro,
sem unido entre elas. O o0sso neoformado em
todos os defeitos dos grupos C- e BV60 foi
esponjoso, com trabéculas espessas (Fig. 4)
predominantemente recobertas por osteoblastos
volumosos.  Verificou-se ~ também  uma
predominancia de ostedcitos ativos em lacunas
alargadas.

1125



Alves et al.

Densitometria 45 dias Densitometria 90 dias
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Figura 3. Densidade média e desvio-padrdo de defeitos 6sseos criticos em radios de cées, ndo tratados
(C-), tratados com matriz porosa de BV60S associada a células osteoprogenitoras (BV60S+CO) e 0sso
autégeno (C+), aos 45 e 90 dias de pos-operatorio. A densidade estd expressa em percentagem em relagdo
a densidade normal do radio de cada animal. *(P<0,05).

A Controle Negativo 90 dias B BV60S+CO 90 dias
extremidade do defeito extremidade do defeito

C Controle Negativo 90 dias D BV60S+CO 90 dias
centro do defeito centro do defeito

Figura 4. Micrografia dos tecidos 0sseo (A e B) e conjuntivo fibroso (C e D) localizados,
respectivamente, na extremidade e no centro de defeitos 6sseos criticos em radios de cées, ndo tratados
(C-) e tratados com matriz porosa de BV60S associada a células osteoprogenitoras (BV60S+CO), aos 45
e 90 dias de pds-operatdrio. As setas pretas apontam fragmentos do BV60S, e as vermelhas vasos
saguineos. Hematoxilina-eosina. Barra = 93um.

1126 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.71, n.4, p.1121-1130, 2019



Matriz porosa do BV60S...

Verificou-se, pela avaliacdo histomorfométrica,
aos 45 e 90 dias, que as areas de neoformacao
0ssea nos grupos C- e BWV60S+CO foram
significativamente  inferiores ao C+ A
neoformacdo oOssea foi maior no grupo C-
quando comparada a do grupo BV60S, em todos
os tempos avaliados (Fig. 5). A média de desvio-

45 dias
L ¥ |
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S 40-
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padrdo do nimero de vasos por campo no centro
do defeito dos grupos C- e BV60S+CO foi,
respectivamente, 1,72 (x 0,09) e 3,16 (+1,01),
aos 45 dias, e 1,99 (+ 0,97) e 8,15 (+2,69), aos
90 dias, mostrando maior neovascularizacdo do
grupo BV60S+CO (Fig. 4).
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10
0 T
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Figura 5. Percentagem média e desvio-padrdo da area de neoformacdo dssea em defeitos criticos em
radios de cdes, ndo tratados (C-) e tratados com matriz porosa de BV60S associada a células
osteoprogenitoras (BV60S+CO), aos 45 e 90 dias de avaliacdo pds-operatdria (medidas obtidas por

histomorfometria). *(P<0,05).

O centro dos defeitos do grupo C- era formado
por tecido conjuntivo fibroso desorganizado (Fig.
4), e do grupo (BV60S+CO) pela matriz do
BV60S com tecido conjuntivo no interior dos
poros e em torno da matriz (Fig. 4). Nao foi
observada neoformagdo Ossea no centro dos
defeitos em nenhum dos grupos C- e
BV60S+CO. Também ndo foi observada a
presenca de infiltrado inflamatério em nenhum
dos defeitos de todos 0s grupos.

DISCUSSAO

A metodologia de estudo deve reproduzir 0 mais
fielmente possivel o problema clinico a ser
tratado, razdo da sele¢do do modelo experimental
com defeitos 0sseos criticos em radio de cdes. O
maior problema da pratica clinica em cées € a
ndo unido 6ssea em radio de cdes (DeCamp et
al., 2015). A regeneracdo incompleta dos
defeitos 6sseos no grupo C- aos 90 dias (Fig. 1 e
2) mostra que o modelo experimental refere-se
a defeitos criticos, caracterizados pela
incapacidade de regeneragdo completa sem um
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tratamento complementar & fixagdo (Standard...,
2010). A completa regeneracdo dos defeitos
6sseos observada em todos 0s controles positivos
aos 90 dias (Fig. 1 e 2) mostra que todos 0s
animais apresentaram capacidade de regeneracdo
6ssea normal e que a técnica de estabilizagdo
6ssea foi adequada, assim como observado em
outros estudos que utilizaram a mesma
metodologia (Alves et al., 2015a; Alves et al.,
2017a)

A maior densidade observada aos 45 dias de p6s-
operatério no grupo BV60S+CO em relagdo ao
grupo C- (Fig. 3) se deve a maior densidade do
biomaterial em relagdo aos tecidos moles, uma
vez que, radiografica (Fig. 2) e histologicamente
(Fig. 5), foi observada melhor éarea de
neoformacdo dssea nesse grupo (BV60S+CO).

A regeneragdo  Ossea  incompleta com
preenchimento parcial dos defeitos observada no
grupo BV60S+CO (Fig. 1, 2 e 5) mostra que esse
tratamento ndo foi eficiente na regeneracdo de
defeitos 6sseos criticos de rédios de cdes. Em
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estudo prévio com 0 mesmo biomaterial
(BV60S), foi observada rapida reabsorgdo dele e
sugeriu-se a associagdo de outras terapias
capazes de estimular a regeneragdo Ossea (Alves
et al, 2015a), como o uso de células
osteoprogenitoras (Alves et al., 2017a) e/ou
fatores de crescimento (Levi et al., 2010; Zhu et
al., 2010). Embora a associacdo de células
osteoprogenitoras a matriz do BV60S ndo tenha
aumentado a osteogénese no presente trabalho
(Fig. 2 e 5), outros estudos obtiveram resultados
mais favoraveis (Arinzeh et al., 2003; Beloti et
al., 2012). A presenca de células
osteoprogenitoras e células-tronco capazes de se
transformar em células dsseas €, provavelmente,
o fator que mais contribui para o aumento da
atividade osteogénica e, consequentemente, para
a reparacdo de uma lesdo Gssea (Alves et al.,
2017a). Uma questdo ainda controversa refere-se
a forma de se utilizarem as células associadas ao
biomaterial. Alguns estudos recomendam a
colonizacdo in vivo (Arinzeh et al., 2003; Yuan
et al., 2010), assim como o realizado no presente
estudo. Nesse tipo de colonizagdo, as células sdo
semeadas na matriz do biomaterial e ambas séo
implantadas no organismo, ou seja, a colonizacéo
da matriz ocorre apdés sua implantacdo no
organismo. A colonizagdo in vivo tem a
vantagem de ser uma técnica de utilizagdo
imediata, pois ndo é necessério o cultivo da
matriz in vitro antes da implantagdo,
possibilitando, assim, sua utilizacdo em pacientes
que necessitam de cirurgias emergenciais. Outros
estudos sugerem a colonizacdo in vitro (Belocio
et al.,, 2012; Liu et al., 2013); nesse caso, as
células sdo semeadas na matriz do biomaterial e
cultivadas em estufa antes da sua implantag&o,
garantindo a completa colonizacdo da matriz
antes de seu emprego. No entanto, a coloniza¢do
interna de grandes matrizes in vitro é um desafio
devido a problemas relacionados & semeadura e
nutrigdo de células no centro da matriz (Silva et
al., 2013).

Embora ndo se tenha observado nenhum indicio
histolégico  de  rejeicio  das  células
osteoprogenitoras, a ineficiéncia na regeneracédo
Ossea observada no grupo BV60S+CO pode estar
relacionada com a utilizagdo de células al6genas,
pois células estranhas ao organismo podem
incitar uma resposta imunolégica, prejudicando a
regeneragdo  Ossea. Todavia, estudos ja
mostraram que as células-tronco mesenquimais
alogénicas, diferenciadas ou ndo, possuem a
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capacidade de imunomodulacdo (Niermeyer et
al., 2007) e ndo s8o rejeitadas quando
implantadas em individuos imunologicamente
compativeis (Arinzeh et al., 2003; Mylonas et
al., 2007). Estudos mostraram também sucesso
com a utilizagdo de células-tronco mesenquimais
alogénicas para regeneracdo Ossea (Arinzeh et
al., 2003; Beloti et al., 2012). A utilizacdo
terapéutica de células alogénicas, assim como a
realizada no presente estudo, apresenta vantagens
em relacdo a utilizacdo de células autdgenas,
pois, quando se trabalha com células alégenas, é
possivel a criagdo de bancos de células
criopreservadas (Spencer et al., 2012), o que
permite sua pronta utilizagdo clinica em casos
emergenciais. Além disso, podem-se selecionar
doadores jovens em perfeitas condi¢des de
salde, o que propicia o isolamento de células
com alto potencial regenerativo, permitindo,
assim, sua utilizacdo terapéutica em pacientes
geriatricos e com outras condi¢Bes que podem
afetar o potencial regenerativo das células
autdgenas, como a presenca de doengas
genéticas.

A quantidade de células utilizadas é outro fator
que pode ter contribuido para o insucesso do
grupo BV60S+CO. Teoricamente, quanto maior
0 numero de células utilizado, maior sera a
producéo de matriz e melhor seré a regeneracdo
Ossea, entretanto quanto maior o ndmero de
células, maior o tempo necessario para expandi-
las in vitro antes da sua utilizag8o terapéutica e,
com isso, maior o tempo para se realizar o
tratamento. Alguns estudos mostram sucesso
com a semeadura de quantidades da ordem de
10° células/cm?® de defeito (Arinzeh et al., 2003;
Zhu et al., 2010), assim como o utilizado no
presente estudo. Outros sugerem quantidades
maiores da ordem de 10’ (Yuan et al., 2010; Liu
et al., 2013) e 10® células/cm® para uma efetiva
regeneracdo dssea (Wu et al., 2006).

A escolha da diferenciacdo osteogénica por 21
dias foi definida com base em estudos que
mostram maior osteogénese in vitro nesse
periodo (Alves et al., 2014; Alves et al., 2016).
Vérios outros tempos de diferenciacdo, como
cinco (He et al., 2007), sete (Liu et al., 2013), 10
(Liao et al., 2011), 14 (Zhao et al., 2009) e 20
dias, tém sido empregados com sucesso na
regeneracdo 6ssea (Boo et al., 2004). Um estudo
mostrou que as células-tronco mesenquimais
indiferenciadas e em estdgio inicial de
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diferenciacdo (sete a 14 dias) sdo mais eficientes
na regeneragdo dssea do que células em estagio
final de diferenciagdo (21 dias) (Beloti et al.,
2012), outro fator que pode ter contribuido para a
ineficiéncia do grupo BV60S+CO na
regeneracdo Gssea observada no presente estudo.

CONCLUSAO

Nas condicBes em que o estudo foi realizado,
conclui-se que a matriz porosa do biovidro 60S
associada a células osteoprogenitoras € uma
opcdo para o tratamento de defeitos 0sseos
criticos no radio de cées adultos, embora menos
eficiente que o autoenxerto.
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