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RESUMO

Introducéo: A cirurgia craniomaxilofacial utiliza enxertos freqlen-
temente para a reconstrucdo de perdas e deformidades
esqueléticas. No entanto, essa rotina ndo é livie de problemas.
Assim, técnicas novas vém sendo estudadas. As células-tronco
vém ganhando notoriedade por sua capacidade potencial de
regeneracdo. Dentro da cirurgia plastica e da engenharia de
tecidos, elas poderdo representar um arsenal importante para a
reconstrugdo dos mais diversos tecidos, especialmente no caso
das células-tronco mesenquimais (CTM). Objetivo: Comparar a
reconstrugéo parcial da calota craniana de camundongos, com
enxertos que contivessem ou ndo CTM indiferenciadas. Método:
Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6, fémeas, adul-
tas. Cada grupo foi composto iniciaimente de 20 animais. Uma
falha 6ssea de espessura total foi criada no osso parietal esquerdo
do animal, medindo, aproximadamente, 5 x 3 mm. O grupo 1 (G1)
foi reconstruido com osso liofiizado bovino (OL) e CTM; ja o grupo
2 (G2) - controle da matriz -, apenas com OL. No caso do G1, o OL
era deixado dentro da placa de cultivo por 24 horas antes do
procedimento. Ap6s quatro semanas, todos foram sacrificados
em camara de CO, Para a avaliagéo histologica, foram utilizados
0s seguintes critérios histologicos: trabéculas 6sseas neoformadas,
atividade osteoblastica, absorcdo do transplante e viabiidade da
medula 6ssea. Resultados: Foram analisadas 15 amostras no G1
e 19, no G2. A comparagdo estatistica demonstrou diferenca
significativa entre 0 G1 e o G2 (p=0,002). A utilizagdo de CTM
determinou uma pontuacao histolégica maior nas amostras utiliza-
das. Discussé@o: A utilizagdo de CTM indiferenciadas nos enxertos
6sseos de OL pareceu melhorar a integracéo e a regeneracéo na
area receptora. A escala histolégica utiizada baseou-se em
quatro critérios importantes, que demonstram a presenca de uma
atividade regenerativa ap6s uma enxertia. As CTM podem ter um
papel primério ou adjuvante na regeneracé@o tecidual. Tal papel
ainda esta por ser determinado. Conclusdo: Os enxertos contendo
CTM indiferenciadas apresentaram resultados melhores, quando
comparados aqueles sem combinacdo com células, do ponto de
vista de regeneracdo histologica. O emprego de CTIM pode
significar uma melhoria na qualidade dos enxertos 6sseos e uma
otimizagdo no tempo para a integracdo desses enxertos.

Descritores: Transplante 6sseo. Células-tronco. Liofilizagéo.

SUMMARY

Introduction: Bone graft employment is frequent in
craniomaxillofacial procedures. Nonetheless, such routine
is not free of troubles. This way, new techniques have been
researched. Stem cells are becoming notorious for its
regeneration potentials. For plastic surgery and tissue
engineering, they may become an important arsenal for
several tissue reconstructions, especially in the case of
mesenchymal stem cells (MSC). Purpose: The aim of this
study was to compare murine partial cranial vault
reconstruction, using grafts that contained undifferentiated
MSC or not. Method: There were used adult female
isogenetic mice C57BI/6. Each group was initially compo-
sed of 20 animals. A whole thickness failure measuring 5 x 3
mm was performed in the left parietal bone. In group 1 (G1),
reconstruction was made with bovine freeze-dried bone
(FDB) and MSC. Group 2 (G2) - matrix-control group -
received only FDB. For G1, FDB was left inside MSC culture
plate for 24 hours before procedure. After four weeks, all the
animals were sacrificed in CO, chambers. For histological
evaluation, the following criteria were analyzed: new bone
trabecules, osteoblastic activity, graft absorption, and bone
matrix viability. Results: Fifteen samples were analyzed in G1
and 19, in G2. Statistical comparison has demonstrated
significant differences between G1 and G2 (p=0.002). MSC
employment has determined a higher degree in histological
scale. Discussion: MSC utilized in FDB grafts seemed to
improve integration and regeneration in receptor area.
Histological scale has been based on four important criteria,
which have demonstrated the presence of regeneration
activity after surgery. MSC may have a primary or adjuvant
role in tissue regeneration. Such importance remains to be
well established. Conclusion: Bone grafts containing undiffe-
rentiated MSC have better histological results, when
compared to those without cells. MSC employment may
represent an improvement in graft quality and optimization
of the integration period.

Descriptors: Bone transplantation. Stem cells. Freeze-drying.
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INTRODUCAO

A cirurgia craniomaxilofacial utiliza enxertos freqlien-
temente para a reconstrucdo de perdas e deformidades
esqueléticas. No entanto, essa rotina ndo € livre de problemas.
As areas doadoras podem tornar-se escassas; a cicatrizacédo
pode ser ineficiente em muitos casos?, alguns pacientes apre-
sentam defeitos congénitos da ossificacio; pode haver
morbidade consideravel na area doadora®.

Assim, técnicas novas vém sendo estudadas, tanto no
sentido de diminuir o tamanho das areas doadoras, como gerar
enxertos com maior potencial de integracdo e regeneracao,
diminuindo a necessidade de reintervencges futuras.

A engenharia de tecidos (ET) € uma area biomédica rela-
tivamente nova‘. Ela visa a reconstrucdo de tecidos e 6rgaos
autdgenos, por meio da expansdo e diferenciacdo de amos-
tras celulares ex vivo®. A manipulag@o pode ser feita em nivel
de células, matrizes ou mesmo estimulos biol6gicos®. Apds o
cultivo, essas amostras seriam reintroduzidas no organismo do
paciente. Por se tratar de material autégeno, a preocupagao
com a rejeicdo imunoldgica a transplantes poderia tornar-se
prescindivel.

As células-tronco vém ganhando notoriedade por sua
capacidade potencial de regeneracao’. Dentro da cirur-
gia plastica e da ET, elas poderdo representar um arsenal
importante para a reconstrucdo dos mais diversos tecidos.
Especialmente no caso das células-tronco mesenquimais
(CTM), podem ser precursoras importantes para o fornecimento

Figura 1-Esquema grafico da técnica cirlrgica. A linha arciforme
representa a incisdo na pele sobre a calota craniana, entre as
orelhas, iniciando na regido occipital e estendendo-se até a
regido parietal direita, afastando-se ao maximo da regiéo de
craniotomia, impedindo que esta area fique em contato com
a ferida operatoria ap6s o fechamento do escalpo. A area
retangular representa a area de craniotomia parietal esquerda,
medindo 3 x 5 mm aproximadamente, realizada com broca de
perfuracao (6 furos) e osteotomia com tesoura ou
mesmo com broca de corte.

das linhagens mesenquimais, como: o0sso, cartilagem,
musculo, gordura e assim por diante®*,

O objetivo deste estudo foi comparar a reconstrugéo
parcial da calota craniana de camundongos, com enxertos
gue contivessem ou ndo CTM indiferenciadas.

METODO

Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6,
fémeas, adultas, com massa entre 50 e 100g. Cada grupo foi
composto, inicialmente, de 20 animais. O grupo 1 (G1) foi
reconstruido com OL e CTM; ja o grupo 2 (G2) - controle da
matriz, apenas com OL.

Uma falha dssea de espessura total foi criada no 0sso
parietal esquerdo do animal, medindo, aproximadamente, 5 x
3 mm (Figuras 1 e 2). A reconstrucao foi realizada com um bloco

Figura 2 - Imagem da craniotomia. Note-se o fragmento
inteiro, retrado na forma de um retangulo de 5 x 3 mm. A
utlizagdo de um descolador de periésteo delicado permitiu a
manutencdo da integridade meningea.
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Reconstrugéo de calota craniana com células-tronco mesenquimais indiferenciadas

de OL, fornecido pelo Banco de Osso do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Esse bloco continha, no G1, CTM indiferenciadas
cultivadas em uma concentragéo de aproximadamente 5 x 10°
células/ml (Figura 3). Os cultivos foram preparados e fornecidos
pela Equipe do Laboratério de Imunogenética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. No caso do G1, o OL era deixado
dentro da placa de cultivo por 24 horas antes do procedimento
(Figura 4).

Ap6s a cirurgia, os animais foram conduzidos a uma sala de
recuperacdo e receberam tramadol injetavel por 24 horas.
Ap6s quatro semanas, todos foram sacrificados em camara de
CO,, conforme o protocolo da Unidade de Experimentagao
Animal - Centro de Pesquisa - Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Figura 4 - Osso liofiizado fragmentado, ap6s
ter sido colocado em meio de cultivo
celular contendo células-tronco
mesenquimais indiferenciadas.
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Figura 5 - Lamina histolégica de enxerto ésseo com células-
tronco mesenquimais, corada com hematoxilina-eosina,
apos quatro semanas da cirurgia. Aumento: 400 vezes.

(TNF: trabéculas neoformadas. MO: medula 6ssea).
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Figura 6 - LAmina histolégica de osso liofiizado, corada com
hematoxilina-eosina, apds quatro semanas da cirurgia.
Observa-se neste corte um fragmento de 0sso liofiizado ndo
totalmente reabsorvido, com osteoclastos ao seu redor.
Aumento: 400 vezes. (TNF: trabéculas neoformadas, MO:
medula 6ssea. OC: osteoclasto. OL: o0sso liofilizado).
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O bloco de OL foi retirado para avaliagcéo histologica.
Nenhum osso nativo circunjacente foi levado junto. As amos-
tras foram conduzidas imediatamente ao Laboratério de
Patologia - Centro de Pesquisa - HCPA, para preparagéo
histolégica. A coloragcdo utilizada foi com hematoxilina-
eosina (HE) - Figuras 5 e 6.

Este trabalho seguiu as normas bioéticas estabelecidas pelo
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacédo - HCPA, da Unidade de
Experimentacdo Animal - Centro de Pesquisas - HCPA e do
National Institutes of Health (NIRC).

Para a avaliacdo histolégica, foram utilizados os critérios
histolégicos propostos por Ferreira’?, apresentados na Tabela 1.
O critério de fuséo de corticais foi retirado da avaliacao neste
estudo, porque poderia causar viés de afericdo as analises
bioguimicas futuras das amostras retiradas. O critério de nimero
de osteoclastos também foi retirado porque se tratava de um
numero absoluto grande e que poderia distorcer a soma final
da escala. O somatdrio da pontuagéo de cada critério permitiu
uma andlise semi-quantitativa dos resultados obtidos.

A anlise estatistica foi realizada com o Teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney para duas amostras independentes, uma vez
gue a natureza das variaveis era livre ou ndo-paramétrica. Foi
considerada significativa uma diferenca quando p<0,05.

RESULTADOS

Foram analisadas 15 amostras no G1 e 19, no G2. A compa-
racao estatistica demonstrou diferenca significativa entre o G1
e 0 G2 (p=0,002). A utiizacdo de CTM determinou uma
pontuacgdo histolégica maior nas amostras utilizadas, conforme
demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 1 - Critérios de avaliagdo histolégica dos enxertos.

Critério Pontuacéao Descricdo da Pontuacao
Trabéculas 6sseas neoformadas 0 Auséncia de trabéculas neoformadas
1 Trabéculas finas, isoladas, ndo ultrapassando 1/3 do
campo microscopico
2 Trabéculas isoladas ou anastomosadas, ocupando
entre 1/3 e 2/3 do campo microscopico
3 Trabéculas espessas, predominantemente
anastomosadas, ocupando mais de 2/3 do
campo microscopico
Atividade osteoblastica 0 Atividade inexistente
1 Menos de 1/3 das trabéculas neoformadas apresenta
atividade osteoblastica
2 Atividade observada entre 1/3 e 2/3 das trabéculas
6sseas neoformadas
3 Mais de 2/3 das trabéculas neoformadas apresentam
atividade osteoblastica
Absorcdo do transplante 0 Auséncia de areas de lise 6ssea; 100% do transplante
estava presente
1 Reabsorcdo de até 1/3 do transplante
2 Reabsorcéo entre 1/3 e 2/3 do transplante
3 Reabsorcdo de mais de 2/3 do transplante
Viabilidade da medula 6ssea 0 Ausente
1 Presente

Tabela 2 - Pontuagao histolégica dos grupos estudados.

Mediana; Percentil 25 e 75
6; [0;9]
0; [0;1]

Média + Desvio-Padréao
5,42+3,79
1,00+2,00

G1l
G2

DISCUSSAO

Utilizaram-se animais transgénicos para facilitar a interacéo
entre os cultivos e os organismos receptores. Utilizamos animais
adultos porque a regeneracao € menor; além disso, ha maior
absorcao 6ssea nos imaturos®,

A utilizacdo de CTM indiferenciadas nos enxertos 6sseos de
OL pareceu melhorar a integracdo e a regeneragao na area
receptora. A escala histologica utilizada baseou-se em quatro
critérios importantes, que demonstram a presenca de uma
atividade regenerativa apds uma enxertia.

Utiizamos o periodo de quatro semanas para a avaliacdo
das condi¢cBes do enxerto no sitio receptor. Esse periodo é
condizente com aquele ja observado por varios autores3101516,

O OL é oriundo de um Banco de Osso reconhecido pelo
Ministério da Saude, e que fornece enxertos de qualidade
elevada. Trata-se do mesmo material utilizado em cirurgias
ortopédicas do HCPA,

N&o foi possivel avaliar, neste estudo, alguns critérios impor-
tantes, como fusdo de corticais e resisténcia da area
reconstruida; para o ultimo, animais maiores serdo necessarios.

As CTM podem ter um papel primario ou adjuvante na
regeneracao tecidual. Para determinar isso, far-se-a necessario
um acompanhamento molecular de seu comportamento na
area receptora, esclarecendo se ela faz a regeneragdo ou
estimula outros grupos celulares a executa-la. A marcagéo
dessas células com genes repoérteres pode ser uma opgao
adequada.

CONCLUSOES

Os enxertos com CTM indiferenciadas apresentaram resulta-
dos melhores, quando comparados aqueles sem combinagao
com células, do ponto de vista de regeneracéo histolégica. O
emprego de CTM pode significar uma melhoria na qualidade
dos enxertos 0sseos e uma otimizagdo no tempo para a
integracdo desses enxertos.

As técnicas de ET que utilizem CT e matrizes ésseas
combinadas, preparadas antes de sua implantagédo na area
a ser reconstruida, podem ser promissoras para cirurgias
reparadoras do esqueleto craniofacial em seres humanos.
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