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PREFACIO

Elaborar um trabalho de doutoramento é, por vérias razdes, uma tarefa séria e dificil
de cuja dimensao sé nos percebemos quando nos propomos enfrenta-la.

AreputacaoeatradicdoderigorcientificodaFaculdade de MedicinadaUniversidade
do Porto, o valor dos seus docentes e investigadores, a exceléncia dos trabalhos que
precederam este criam-nos um profundo sentimento de humildade.

Se, por um lado, sabemos que no dominio da ciéncia, os avancos se dao através de
pequenos passos, que se vao adicionando a outros que alguém anteriormente deu,
por outro lado temos consciéncia de que, quando se faz investigacdo em dreas que
lidam directamente com a salde, o sentido de responsabilidade e a honestidade
com que se trabalha tém que ser um primado.

Assim,desdequehaseisanostomamosestadecisdo,fomossendosurpreendidospor
uma variedade de sentimentos, atitudes eemocdes: agenerosidade dosdoentesem
participarnum ensaio clinicocom o Unico objectivo de, desinteressadamente, ajudar
0 proximo; as reacgdes, em regra positivas, daqueles que nos rodeiam; a tristeza
provocada pelarecusade publicacdo deumartigo, obrigandoaacrescidotrabalhoe
sacrificio paraseraprovado;abelezadasimagensrecolhidas; o entusiasmo crescente
pelos resultados que vao aparecendo; a alegria de cada pequena conquista e, por
fim, o cerrar dos olhos e o concentrar das energias para melhor descortinar a luz que
adivinhamos ao fundo do tunel.

Elaborar uma tese é, em suma, viver!
E viver é também agradecer.

Obrigado, pois,ao meu orientador, o Professor Doutor Luis de Almeida, reconhecido
CatedraticodestaFaculdade, cujas qualidades humanas revelam umaforma especial
de entender as pessoas, que me guiou no caminho que permitiu que tivesse
desenvolvidoestetrabalho.Oseuapoioamigoeesclarecido esteve sempre presente
ao longo destes anos e “obrigou-me” a ndo desistir nos momentos dificeis.

Ao Professor Doutor José Domingos Santos, meu co-orientador, o meu
reconhecimento pela sua disponibilidade, ajuda e pela confianca transmitida, que
me fez acreditar que poderiamos avancar com esta investigacao.

Aos Professores Doutores Ascensdo Lopes, Anabela Dias e Sooraj Hussain agradeco
o esforcado trabalho de equipa que desenvolveram e me deram oportunidade de
integrar, assim como a paciéncia e amizade que sempre demonstraram.

A Professora Doutora Helena Fernandes devo os ensinamentos transmitidos e toda
a colaboracao prestada na elaboracdo dos estudos in vitro.
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Dos colegas do servico, de quem recebi inimeras demonstracdes de solidariedade,
tenho de salientar em especial o meu chefe de equipa, Dr. Sérgio Silva.
Permanentemente aangariar doentes que satisfizessem as condi¢ées de integrarem
o protocolo e, depois, sempre pronto a disponibilizar tempos operatérios que me
permitissemopera-los, viabilizou,assim,a prossecucdodoensaioclinico.Estougrato,
mais do que pelas palavras, pelas provas didrias de amizade que sempre revelou.

Ao pessoal de enfermagem do bloco operatério, em particular a responsavel de
entdo, Sr2 Enfermeira Ofélia, agradeco a permanente disponibilidade para a
colaboracao que lhes solicitei.

Aos amigos, custa-me nomea-los por receio de ser menos justo com algum. Se pela
idade com alguns ja privo ha mais de 20 anos, outros, mais recentes, conquistaram
também o seu lugar na minha vida. Todos sabem, no entanto, o quanto apreciei o
seu apoio.

Uma palavrafinal de gratidao paracomaminhafamilia:ao meu avé pelo brilhozinho
nos olhos com que me incentivava a doutorar-me; aos meus pais pelo seu exemplo
de vida e empenho na formacao que, com muito amor, me transmitiram; ao meu
irmao, incontestavel e indefectivel companheiro de sempre; aos meus tios e primos
pelo seu apoio e frequentes incentivos.

As minhas filhas, Mariana e Inés, agradeco a energia que me transmitem para
enfrentar os desafios, sendo este que acabei de concluir, bem pequeno quando
comparado com a enorme responsabilidade que representa para mim guia-las e
prepara-las para a vida...
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INTRODUGAO E OBJECTIVOS

“Entédo, o Senhor Deus adormeceu profundamente o homem; e, enquanto ele dormia,
tirou-lhe uma das suas costelas, cujo lugar preencheu de carne. Da costela que
retirara do homem, o Senhor Deus fez a mulher e conduziu-a até ao homem.”

In “Livro do Génesis”

O conceito de transplante do tecido ésseo parece ter raizes biblicas.

Nos ultimos anos, a evolucdo da ciéncia ortopédica nesta drea tem sido muito
rapida, em virtude da pressao que, sobre médicos e investigadores, o crescimento
em nuimero, diversidade e complexidade dos casos clinicos, tem colocado.

O recurso a substitutos 6sseos sintéticos tem-se generalizado, ndo s6 na Ortopedia,
como também na Cirurgia Plastica e Medicina Dentaria, devido a limitacdes
decorrentes da utilizacdo dos substitutos tradicionais. O autoenxerto, embora
apresente as caracteristicas ideais em termos de propriedades osteogénicas,
apresenta o problema da morbilidade da zona da colheita, o de aumentar o tempo
e gastos operatoérios e a limitacdo em termos de quantidade e qualidade do osso
recolhido, como sucede nos doentes osteoporéticos. O aloenxerto apresenta outro
tipo deinconvenientes: a possibilidade de transmissao de doencas infecciosas, a sua
imunogeneicidade, a variabilidade dos resultados da sua aplicacao e, por fim, o seu
elevado custo.

Fruto de intensa investigacao, surgem os ceramicos de fosfato de calcio que, por
apresentarem uma composicdo semelhante a matriz 6ssea inorganica, sao bem
tolerados e osteointegrados, dispensando a realizacdo de uma cirurgia adicional
para colheita de enxerto e, simultaneamente, ndo tendo limitacdes da quantidade
disponivelnem quaisquerriscosinfecciosos.Ofosfatotricalcico (TCP) nas suasformas
alotrépicas, o e f-Ca,(PO,),, apresenta uma éptima osteointegracao, estimulando
os osteoblastos e induzindo a diferenciacao fenotipica das células osteogénicas.
E ainda um biomaterial de rapida reabsorcéo. A hidroxiapatite (HA) sofreu uma
generalizacdodasuautilizacdo,fundamentalmentecomorevestimentodeimplantes,
préteses e preenchimento de cavidades 6sseas. Tem a desvantagem da sua lenta
reabsorcdo e remodelacdo 6ssea, o que Ihe confere baixa biofuncionalidade. Os
materiais bifasicos de HA e TCP, geralmente numa propor¢ao pode variar de 2/3
para 1/3, e com porosidades controladas, tentam ultrapassar as limitacdes que os
seus constituintes apresentam quando utilizados separadamente, de forma a obter
melhor qualidade de osteointegracdo, mantendo a resisténcia a compressao.
Surgeassim aideia de sintetizar uma nova hidroxiapatite modificada pela adicdo,em

percentagenscontroladas,deumvidrodosistemaCaO-P,0,,0quepermiteintroduzir
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ides importantes na fisiologia do tecido ésseo (Ca, P, F). Este novo substituto dsseo
foi patenteado e registado sob a designacdo de Bonelike”.

Durante o processo de elaboracao, os dois p6s, depois de misturados e prensados,
sdo aquecidos até 1300° C de forma a liquefazer o vidro (que tem o seu ponto
de fusdo por volta dos 800° C). Ocorre entdo uma série de reaccdes quimicas a
superficie da HA que levam a formacao de a.e B-TCP [Ca,(PO,),]. Obtém-se assim um
compdsito que resulta ndo apenas da juncao de HA e TCP, mas sim de um material
com uma microestrutura com fases mais ligadas entre si e, por isso, com uma maior
resisténcia mecanica. Isto &, ndo se trata apenas da mistura de dois p6s, mas sim de
duas fases quimicamente unidas.

Apds estudos prévios efectuados utilizando culturas com linhas celulares
osteoblasticas e ensaios de experimentacdo em modelo animal (coelhos), o estudo
queaquiapresentamostevecomoobjectivocaracterizarocomportamentobioldgico
in vitro e in vivo deste novo biomaterial, nas suas formas granular e porosa, de
modo a poder prever os resultados da sua aplicacdo clinica posterior.

ESTRUTURA DA TESE

Seguindo uma sequéncia pré-determinada, o trabalho foi planeado da seguinte forma:

No capitulo Il é apresentada uma revisdo bibliogréfica relativa ao estado actual do
conhecimento sobre substitutos 6sseos, ndo so os auto e aloenxertos, ceramicos de
fosfatodecalcio,mastambémdeoutrassubstanciascomcaracteristicasosteoindutoras,
como as proteinas morfogenéticas dsseas (BMP’s) e factores de crescimento.

Os resultados desta pesquisa foram publicados sob a forma de artigo de revisdo nos
Arquivos de Medicina (publicacdo 1) e apresentados em duas comunica¢ées no
XXV Congresso Nacional de Ortopedia, cujos resumos foram também publicados
numa separata da Revista Portuguesa de Ortopedia (anexos | e ll).

No capitulo Ill sdo apresentados os resultados dos estudos in vitro, que avaliaram o
comportamentodecélulasdemeduladsseacultivadasnasuperficiedoBonelike’,tendo
como material controloaHidroxiapatite [Ca10(PO4)6(OH)2].Acaracterizagéodasculturas
foiefectuadarelativamentea parametros de crescimento celular, pelo doseamentodo
conteudo em proteina total e pelo ensaio do MTT (utilizacdo de um corante, amarelo
de tetrazolino, que é reduzido pelas células viaveis), e, também, a parametros de
funcionalidade, designadamente a determinacao da actividade da fosfatase alcalina
e a capacidade de formacdo de matriz mineralizada. Complementarmente, foram
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também efectuados estudos com microscopia electrénica de varrimento (MEV) que
permitiram observar as alteracdes topograficas ocorridas na superficie do Bonelike® e
opadraode comportamento das culturas celulares. Os resultados, que comprovarama
proliferacdo e diferenciagdo das células de medula 6ssea cultivadas na superficie deste
material, com formacao de matriz 6ssea mineralizada, foram publicados na revista Key
Engineering Materials (publicacao 2).

No capitulo IV sdao apresentados os resultados dos estudos de aplicacao in vivo,
que consistiram na realizacao de um ensaio clinico cujo projecto foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital de S&o Jodo em Janeiro de 2000, com
as seguintes fases:

1. Seleccdo de 26 doentes com indicacdo para realizacdo de uma osteotomia
de valgizacao tibial, isto é, aqueles com idade ndo avancada (< 65 anos)
apresentando artrose do compartimento medial e varismo metafisario do
joelho, mas mantendo ainda boa mobilidade da articulagao.

2.Realizagao, emtodos eles, de osteotomia de valgizacao tibial por subtrac¢ao de
cunha externa (segundo a técnica de Coventry) e fixacdo com placa de Puddu.

3. Simultaneamente, foi aberta uma janela 6ssea de 1x1x1 cm, na cortical externa
da tibia, 3 cm distal ao ponto de entrada dos 2 parafusos, tendo sido ai
colocados cerca de 2 gr de granulos de Bonelike®, nos primeiros 13 doentes.

4. Seguimento dos doentes, segundo protocolos clinicos e radiolégicos pré-
determinados.

5. Colheitas de amostras do material implantado, simultaneamente a extraccdo
do material de osteossintese, aos 3 meses (1 doente controlo) e aos 6,9 e 12
meses (4 doentes em cada data).

6. Na segunda série de 13 doentes, foram repetidos os procedimentos acima
descritos, com a diferenca do material implantado se encontrar sob a forma
de cilindros porosos com 0,8 cm de diametro, perspectivando a sua aplicagao
clinica sob a forma de cunhas macroporosas para osteotomias de adicdo.

Apos a colheita de todas as amostras, procedeu-se ao estudo dos cortes histolégicos
respectivos.Comaanalise histologica, pretendeu-se fazeradeterminacdo dos varios
tiposdetecidos querodeiam oimplante,nomeadamente emtermosde proliferacdo
de vasos sanguineos, formacédo de canais de Havers e aparecimento de 0sso novo.
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Pretendeu-se também verificar a presenca ou ndo de uma camada de tecido de
fibrose interposta entre o biomaterial e o novo tecido ésseo.

O recurso a Microscopia Electrénica de Varrimento (MEV) e & Microscopia Optica
sobre laminas histologicas permitiu quantificar perimetros de contacto osso-
granulosatravés de métodos de histomorfometriacomrecursoaanalise deimagem.
Seguidamente efectuou-se uma andlise estatistica, da variacao da percentagem de
contacto em funcdo do periodo de implantacgao respectivo, calculada a partir de
uma série de cortes histolégicos para cada um dos 13 doentes.

Também por técnicas de microandlise de raios-X, foi possivel fazer um estudo
semiquantitativo da interface novo osso/implante, confirmando a sua grande
similitude no que respeita aos teores de Calcio e o Fésforo.

Estes estudos efectuados com o Bonelike’ na forma granular deram origem a
duas publicagdes em revistas internacionais (Key Engineering Materials, Journal of
Orthopaedic Research - publicacdes 3 e 4) e foram apresentados no XXV Congresso
Nacional de Ortopedia, tendo ganho o prémio atribuido a melhor comunicacéo livre
(cujoresumofoi posteriormente publicado numa separata da Revista Portuguesa de
Ortopedia - anexo llI).

O estudo MEV dos 13 doentes nos quais foi aplicada a forma macroporosa, sob a
formadecilindros, teve como objectivo estudar o crescimento 6sseo pelointeriordo
biomaterial, quantificando a penetracao de novo osso da periferia para o centro e
calculando a percentagem de area coberta por este em funcao do tempo decorrido,
através da utilizacdo de um programa informatico adequado. O artigo onde sao
apresentados estes resultados foi submetido para publicacdo na edicdo Britanica do
Journal of Bone and Joint Surgery (publicacdo 5).

Finalmente no Capitulo V, descreve-se o inicio da aplicacdo clinica do Bonelike®
sob a forma de cunhas de adicao interna colocadas no foco de osteotomia de tibias
de doentes também com joelhos varus artrésicos. Assim é apresentado um caso
clinico de um paciente operado aos 2 joelhos, no qual foi aplicado um material
bifasico de HA/B-TCP ja em comercializagcao e no outro joelho, ap6s um intervalo
de 8 meses, o Bonelike™ preparado através de um processo de biomodelacao 3D. A
avaliacéo clinica e radioldgica permitiu, mais uma vez, demonstrar a sua facilidade
de osteointegracao e, além disso, por a prova em situagao de carga a sua resisténcia
mecanica simultaneamente com um outro produto comercial. Este caso clinico
foi recentemente enviado para publicacdo na revista Journal of Materials Science:
Materials in Medicine (publicacao 6).

As caracteristicas de biocompatibilidade com aposicao directa de osso novo e
facilidade de osteointegracdo com vascularizacdo abundante, parecem confirmar o
bom desempenho global do Bonelike® como substituto 6sseo.
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Ficaassimabertaumalinha deinvestigacdo com muito interesse paraa comunidade
ortopédica,queéabiomodelacdo3D.Atravésdesta,omaterialpodeserfabricadoem
diferentes formas adaptadas ao local de implantacao através de moldes elaborados
com o recurso a reconstrugdes tridimensionais por TAC dos defeitos 6sseos.

Existe também a possibilidade da utilizacdo de outras formas de Bonelike’,
nomeadamenteemassociacdocomgéisreabsorviveis,impregnadascomantibioticos
ou com materiais com propriedades osteogénicas, o que abre um sem nimero de
novas aplicagdes clinicas.
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Os substitutos 6sseos séo actualmente objecto de intensa investigagéo a nivel mundial, com vista a ultrapassar as
limitagdes decorrentes da colheita de enxerto ou do recurso a bancos de 0sso, para preencher defeitos ésseos. Além
disso, a utilizagao de substancias com capacidade osteogénica abre novas perspectivas no tratamento de fracturas,
pseudartroses e nas artrodeses vertebrais.

Dada a grande quantidade de informagao existente sobre esta matéria, este artigo pretende ndo sé rever conceitos
gerais como também sumarizar o que de mais recente foi publicado na area da aplicagdo de substitutos 6sseos para

regeneragéo ossea.

Palavras-chave: Enxerto dsseo, substituto 6sseo, biomaterial, hidroxiapatite, factores de crescimento
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BIOMATERIAIS: UM CONCEITO INOVADOR...

A aplicagdo de biomateriais remonta a pré-histéria,
como oindicia a descobertade craneos comtrepanagdes
nas quais foram utilizadas placas de ouro e prata (1).
Estaotambém descritas, ha milhares de anos, aaplicacéo
de implantes dentarios e a utilizagdo de fios de sutura.
Mais recentemente, a sua divulgagdo sofreu um forte
impulso com o aparecimento de lentes intraoculares,
préteses articulares, implantes mamarios, préteses
valvulares e vasculares (2).

No entanto, a palavra “biomaterial” como a aplicamos
actualmente, sé ha poucos anos foi introduzida na
nomenclatura médica.

Na conferéncia de Chester, em 1991, definiu-se como
um “material destinado a contactar com sistemas
biolégicos para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir
qualquer tecido, orgdo ou fungéo do organismo” (3).

Ao ser aplicado, deve manter as suas propriedades e
caracteristicas estruturais, mas simultaneamente
substituir a fungéo para a qual foi criado.

E também importante que permita uma boa adesao
celular a sua superficie, tenha uma resisténcia mecéanica
adequada, nao tenha caracteristicas oncogénicas, seja
hemostatico, esterilizavel e, por fim, que a sua produgao
emgrandes quantidades sejafacile com custos aceitaveis.

A IMPORTANCIA DOS SUBSTITUTOS OSSEOS

Tem sido notavel o desenvolvimento dos Biomateriais
utilizados em cirurgia ortopédica, traumatolégica e maxilo-
facial, particularmente dos substitutos 6sseos. Estes

podem ser definidos como “todo o material de origem
humana, animal, vegetal ou sintético, destinado a
implantagdo no homem com a perspectiva de uma
reconstituicdo do capital dsseo, para o reforgo de uma
estrutura 6ssea ou para o preenchimento de uma perda
de substancia 6ssea de origem traumatica ou ortopédica”
(4).
No @mbito da Década do Osso e da Articulagao 2000-
2010 aumentou significativamente o esforgo de
investigagéo a este nivel, tendo sido criadas equipas
multidisciplinares com a finalidade de ultrapassar as
complicagdes e limitagdes decorrentes da colheita de
enxerto 6sseo autélogo (5).

A utilizagao de aloenxertos apresenta sempre o risco
potencial de transmiss@o de doencgas infecciosas (6).
Além disso, nem sempre existe disponibilidade ou
acessibilidade facil para recorrer aos bancos de osso
existentes, que se debatem habitualmente com problemas
ao nivel do insuficiente volume de colheitas.

Anualmente, a nivel mundial, sdo efectuadas mais de
2 milhdes de cirurgias ortopédicas nas quais se colhe
autoenxerto (7). Efectivamente, este é o que apresenta
as melhores caracteristicas de osteogénese,
osteoindugao e osteoconducao (8). E dificil concentrar
estas trés propriedades num material sintético, mas é
possivel adicionar a uma matriz osteocondutora
(ceramicos como a hidroxiapatite ou o fosfato tricalcico),
agentes bioactivos (como aspirado de medula e BMP's)
que Ihe fornegam as duas caracteristicas restantes para
substituirem com sucesso os auto e aloenxertos.

A aplicagdo de terapia genética continua também a
ser uma porta aberta de um universo de solugdes para o
problema da reparagao dos defeitos 6sseos (9).
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RESPOSTA BIOLOGICA AOS BIOMATERIAIS

O éxito da aplicagdo de um material no organismo,
depende essencialmente de dois factores:

- a sua biofuncionalidade a qual esta directamente

relacionada com a capacidade do biomaterial

desempenhar uma determinada fungdo (ou parte
desta) do organismo.

- a sua biocompatibilidade que se baseia na analise

das reagdes ocorridas na superficie do implante, ndo

s6 aquando da sua implantagdo, mas também ao
longo do tempo, quando este sofre um processo de

degradagéao e desgaste (10).

Assim, em termos de resposta biologica, apds
implantagdo de um biomaterial ocorre a formagéo de um
hematoma, com uma resposta de tipo inflamatéria com
chamada de agua e glicoproteinas, que revestem e
aderem ao implante.

Por quimiotactismo, numerosas células sdo recrutadas
para o local, nomeadamente neutréfilos, eosindfilos,
mondcitos e macrofagos (reacgdo de corpo estranho).
Estas ultimas além da sua actividade fagocitica, estimulam
aacgao dos linfécitos, fibroblastos, osteoclastos e células
polimorfonucleares.

Seguidamente, inicia-se a angiogénese, com a
migragéo e proliferagdo de células endoteliais que vao
formar um rede de capilares que constituird o suporte
vascular da zona (11). Por fim, devido a acgéo de
citoquinas (IL-1 e IL-2) e de diversos factores de
crescimento (TGF-B, PDGF, IGF, BMPs) vai ocorrer um
processo de diferenciagao das células mesenquimatosas
pluripotenciais com a formagéo de matriz éssea e de
0sso imaturo.

A maturagdo e remodelagdo que encerram este
processo, salientam a semelhanga que existe com a
fisiologia da formagéo do calo 6sseo, subsequente auma
fractura (12).

AS CLASSES DE BIOMATERIAIS

De umaforma geral, os Biomateriais podem classificar-
se segundo duas vertentes: a sua composi¢ao quimica e
o seu comportamento biolégico.

A primeira subdivide os biomateriais em 4 classes:

a) metais e ligas metalicas

b) ceramicos

c) polimeros

d) compésitos

A classificagdo segundo o comportamento biolégico é
baseada na resposta do tecido hospedeiro (13):

1. Bioinertes - séo aqueles que ndo provocam reacgao

de corpo estranho no organismo, encontrando-se em

ligagéo directa ao tecido receptor. Exemplos: titanio,

zirconia e alumina.

2. Biotolerados - sdo moderadamente aceites pelo

tecido receptor, sendo geralmente envolvidos poruma

cépsula fibrosa. Exemplos: ago inoxidavel, ligas de

crémio-cobalto e o polimetilmetacrilato (PMMA).

3. Bioactivos - nestes existe a formagdo de uma
ligagao directa aos tecidos vivos, pois geralmente tém,
na sua composicgao, ides de calcio e/ou fésforo (no
caso dos substitutos dsseos) que vao estabeleceruma
ponte quimica com o osso envolvente. Exemplos:
hidroxiapatite, vidros bioactivos.

4. Reabsorviveis - aqueles que sao lentamente
degradaveis e gradualmente substituidos pelos tecidos
onde sdo implantados. Exemplos: fosfato tricalcico,
vidros bioactivos.

Para o sucesso clinico do substituto € necessario que
aumaboa osteointegragéo, estejaassociada aresisténcia
mecanica necessaria para o desempenho de fungdes de
suporte. No sentido de potenciar as suas propriedades
mecanicas e fisico-quimicas, podem combinar-se
diferentes tipos de materiais que se complementam entre
si. Por esta razdo, muitos ortopedistas utilizam
actualmente materiais compdésitos para reconstrucdo
dssea (14), cujas propriedades sdo superiores as que
resultariam da simples adigéo dos seus componentes.

Alguns principios fundamentais da engenharia de
tecidos devemtambém ser respeitados (15). Porexemplo,
para ocorrer regeneracédo tecidular é necessaria a
presenca de células capazes de formar novo tecido
dsseo (osteogénese); estas consigam aderir, crescer e
atravessar todo o material (osteocondugao) e estejam
presentes factores que estimulem a sua diferenciagéo
fenotipica em osteoblastos (osteoindugéo).

Dado ofacto de estareviséo pretender ter um caracter
primordialmente clinico, serdo estas propriedades
essenciais que vao ser utilizadas na esquematizagéo e
apresentagdo dos Biomateriais que passamos a
descrever.

MATERIAIS OSTEOGENICOS

Neste grupo incluem-se todos aqueles biomateriais
que contém células vivas com capacidade para se
diferenciarem em tecido ésseo. Estas encontram-se nao
s6 na medula éssea, mas também no peridsteo e nos
tecidos moles peritrabeculares, pois derivam de células
estaminais indiferenciadas do tecido connectivo (15).

1. Osso esponjoso autélogo

E colhido do préprio individuo (geralmente do iliaco ou
tibia proximal) pelo que nédo apresenta riscos de rejeigao
ou transmissao de doengas.

Além de uma matriz osteocondutora de minerais,
cartilagem e proteinas, inclui também proteinas
osteoindutoras além das células osteogénicas. Destas
trés caracteristicas resulta o sucesso da suaimplantagéo,
nomeadamente para obter fusdes ao nivel da coluna
vertebral, como o atesta anumerosa bibliografia publicada
a esse respeito (16-18).

Embora neste tipo de enxerto, ndo se levantem
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problemas de rejeicdo ou de transmisséo de doengas, a
morbilidade relacionada com asua colheita pode, segundo
alguns autores (5,19, 20), estar proxima dos 10%. As
complicagdes mais frequentes sdo aformagéo de hérnias,
as perdas hematicas, as lesbes nervosas, os hematomas
e a infecgdo pos-operatéria, além da possibilidade de
sofrer de dor cronica no local da colheita.

Otempo operatério, factorimportante na rentabilidade
do bloco operatorio, aumenta inevitavelmente, por ser
necessaria uma 22 cirurgia.

Por fim a qualidade (diminuida com a osteoporose) e
quantidade do “stock “ 6sseo podem ser insuficientes
para o caso a tratar, levando, por exemplo, a ndo fuséo
de uma artrodese vertebral extensa (21,22).

2. Aspirado de medula 6ssea

Habitualmente é colhido por pungéo da crista iliaca e
centrifugado de forma a concentraras células estaminais
(stem cells) , que existem na medula na proporgéo de 1
por 50000 células nucleadas (23), aumentando assim a
sua eficacia. Foi inicialmente utilizado no tratamento de
atrasos de consolidagao, através da sua injecgéo no foco
de fractura (24).

Devido a sua capacidade osteogénica, a sua utilizagdo
tem-se alargado a outras indicagdes, nomeadamente no
tratamento de quistos dsseos.

A fibrina que também a integra, forma uma matriz
biolégica degradavel, mas a faltade uma matrizinorganica
limita as suas aplicagdes.

3. Osso cortical autélogo

Tem caracteristicas de resisténcia mecanica que
permitem suportar carga imediata, pelo que tem algumas
aplicagdes clinicas particulares, nomeadamente na coluna
vertebral (16).

No entanto, biologicamente as suas qualidades séo
inferiores as do osso esponjoso, por multiplas razdes: a
sua revascularizagdo é demorada pois a sua porosidade
é reduzida; contém menos progenitores osteoblasticos e
células hematopoiéticas; a sua remodelagao é também
lenta pois a reabsorgédo, que habitualmente precede a
fase de osteogénese de novo osso, também o é (15).
Estas desvantagens associadas a morbilidade da colheita,
habitualmente néo justificam a sua utilizagdo em
detrimento do aloenxerto de osso cortical.

4. Osso autélogo vascularizado

Este tipo de enxertos é colhido com o seu pediculo
vascular, afimde serreanastomosado nazonaonde este
vai ser aplicado. Obriga, por isso, ao recurso a
microcirdrgia, pelo que a sua generalizagdo enfrenta
problemas de ordem técnica (treino médico, tempo de
cirurgia) e de maior morbilidade nazona dadora (peréneo,

costela e iliaco) (16).

Dado que o suprimento vascular praticamente néo é
interrompido, a viabilidade das células 6sseas € muito
maior, a necrose do enxerto é quase nula e dai a sua
rapida incorporagao.

A sua utilizagéo reserva-se geralmente para defeitos
6sseos com extensdo superior a 12cm, ou zonas
previamente irradiadas ou a ser submetidas a
quimioterapia pds-operatoria.

MATERIAIS OSTEOCONDUTORES

1. Materiais Ceramicos

A grande variedade de materiais que pertence a esta
classe é composto entre os elementos metalicos e nao-
metalicos, de origem natural ou sintética (25). E possivel
produzir materiais ceramicos sintéticos com uma
composigado semelhante a matriz 6sseainorganica. Estes
materiais ndo tém limitagdes em termos de quantidade
disponivel, nem requerem qualquer procedimento
cirurgico adicional.

Como desvantagens a sua utilizagédo generalizada no
ser humano salientam-se a sua inexistente actividade
osteogénica ou osteoindutiva e o seu fraco desempenho
mecanico, em situagdes de tracgdo, para servirem de
estrutura de suporte dada as inerentes fragilidade e a
elevada rigidez destes materiais (25,26).

a) Sulfato de calcio

Vulgarmente denominado como gesso (“plaster of
Paris”), utilizado para efectuarimobilizagdes em ortopedia,
ja existem descri¢bes da sua aplicagédo datadas de 1892
(27), no preenchimento de cavidades secundarias a
osteomielite tuberculosa.

Mais recentemente encontram-se na literatura,
referéncias a sua utilizagdo, em Otorrinolaringologia,
como implante de reconstrugéo pés mastoidectomia radi-
cal (28), ou em Ortopedia para o tratamento de quistos
dsseos essenciais (29).

b) Vidros

Larry Hench (30,31) foi o pioneiro da utilizagdo de
vidros bioactivos para fins biomédicos. A principal
caracteristica dos vidros bioactivos é a sua capacidade
para promover uma rapida e duravel ligagdo quimica,
através de uma interface apatitica, com o tecido dsseo
(32,33).

O método de produgéo tradicional de um vidro, por
tratamento térmico de fusdo seguido de arrefecimento
até a solidificagdo sem que haja cristalizagdo, tem-se
revelado limitativo para determinadas gamas de
composicdes quimicas, pelo que a preparagdo por via
sol-gel tem vindo a ser introduzida. A constituicdo dos
vidros é essencialmente a base de silica (vidros
silicatados) ou de fésforo (vidros fosfatados), consoante
o formador de vidro usado. Estes ultimos s&o mais

155

- 15-



ESTUDO SOBRE O COMPORTAMENTO BIOLOGICO IN VITRO E IN VIVO DE UMA NOVA HIDROXIAPATITE MODIFICADA

ARQUIVOS DE MEDICINA

Vol. 19, N° 4

facilmente fundidos e quimicamente mais instaveis que
os silicatados. A importancia dos grupos fosfatos
(PO4*) associados ao célcio (Ca?*) naformagao do tecido
ésseo, é de salientar.

A capacidade de um vidro se ligar ao tecido 6sseo,
sofrer biodegradacéo e formar uma camada de apatite
superficial, varia em fungéo da sua composigao e relagdo
dos seus constituintes. Por exemplo, no caso dos vidros
silicatados, um alto conteddo em Naz0 e CaO, levam a
que estes sejam muito reactivos quando colocados em
meio aquoso (13).

O diagrama de Hench ilustra, para vidros silicatados,
este conceito de comportamento biolégico em fungdo da
composigdo quimica (Fig. I).

Cald (MgC

1 M (K

Fig.1 - Diagrama de Hench.

Os biovidros da zona:
A - estabelecem uma unido com o0 0sso
B - sdo inertes
C - sdo reabsorviveis
D - n&o tem interesse biomédico
E - ligam-se quer aos tecidos 6sseos quer aos
tecidos moles

Na utilizagéo de vidros silicatados como biomateriais,
o tamanho das particulas é um factorimportante estudar,
para prevenirasuamigragao através do sistema linfatico.
Sabe-se agora que a utilizagao clinica de biovidros, cujo
tamanho oscila entre 90-710um de didmetro, ndo origina
os problemas de migragédo que ocorrem com particulas
menores (34, 35). Dado que os osteoblastos necessitam
de silica, calcio e fésforo para a produgéo de osso, as
particulas habitualmente sdo incorporadas neste
processo.

Em termos de aplicagéo clinica, o vidro silicatado
mais utilizado é o Bioglass® 45S5 (36), que esta
demonstrado conduzir a formagéo mais rapida de osso
do que a hidroxiapatite (HA) (37, 38). No entanto, a baixa
resisténcia mecanica ndo permite a sua aplicagdo em
zonas de carga.
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Assim vidros ceramicos bioactivos (obtidos por
cristalizagéo controlada de vidros) foram desenvolvidos
por Kokubo de forma a, mantendo as propriedades de
osteoconducdo do Bioglass® 45S5, melhorar a sua
resisténcia, permitindo a sua utilizacdo mais alargada
(39). Outros vidros ceramicos foram desenvolvidos por
Vogel (40), os quais possuem a grande vantagem de
serem magquinaveis devido a presenga de cristais curvos
do tipo mica (flogopite) na respectiva microestrutura (41).
O desenvolvimento de vidros fosfatados, em que o 6xido
formador de vidro é o P2Os em vez de SiOz, foi iniciado por
Burnie (42). Como consequéncia da estrutura tridimen-
sional destes vidros, estes sdo usualmente mais soluveis
que os anteriores.

c) Materiais Ceramicos a base de fosfato de célcio
Fosfato tricélcico (TCP)

Existe sob duas formas alotrépicas o e f. Possui a
férmula quimica Cas(PO4)2 (relagdo molar Ca/P=1,5)
contendo cerca de 39% de calcio e 20% de fosforo (43).
E considerado um ceramico de rapida reabsorgao (15,
44). O seu mecanismo de acgdo depende, pois da alta
concentragao de calcio e fésforo a superficie que melhora
a sua osteointegragao, iniciando a biomineralizagéo,
estimulando os osteoclastos e influenciando a
diferenciagao fenotipica das células osteogénicas. Sob a
forma de pasta de pd, sdo menos eficazes por falta da
porosidade necessaria ao crescimento ésseo.

Associando, no entanto, produtos como o naftaleno
ou o amido, é possivel obter poros com 100 a 300
microns, permitindo uma mais rapida osteointegracéo
(45).

Aforma granular é a mais eficiente das trés (granular,
macroporosa e em gel), porque os espagos entre os
granulos aumentam a porosidade da matriz e também a
sua superficie de contacto.

As principais desvantagens do TCP,
comparativamente com a Hidroxiapatite, prendem-se
com a sua falta de suporte estrutural provocada pela sua
demasiado rapida reabsorgdo, em fungdo da sua
macroporosidade. Devido a esta fragilidade estrutural,
quando utilizado sob a forma de cunhas de adi¢do interna
em osteotomias de valgizagao tibial, alguns autores
sugerem a utilizagdo de uma osteossintese estavel para
evitar perdas de correcgéo (46-48).

Hidroxiapatite (HA)

Ha uma grande semelhanga entre a hidroxiapatite
natural e a sintetizada em laboratério, no que diz respeito
a sua composigdo quimica e comportamento in vivo pelo
que a sua aplicagéo se generalizou ndo s6 na reparagao
dssea, no preenchimento de cavidades pés exérese de
tumores (49) e osteotomias de valgizagdo tibial (50),
como também no revestimento de préteses dentarias e
ortopédicas (51).

Anhidroxiapatite € um fosfato de célcio cuja composigao
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& Caio (POa4)s(OH):2 (relagéo molar Ca/P=1,67) pelo que
apresenta, ao contrario do TCP, muito lenta reabsorgao
e remodelagado 6ssea, o que leva a que se mantenha no
organismo durante anos (52).

Apresenta uma estrutura favoravel a invasao vascu-
lar, mas a lentiddo de reabsor¢édo e integragdo assim
como a dificuldade em manter os granulos no local do
defeito dsseo, levou a necessidade de criar compdsitos
e pastas com caracteristicas de biofuncionalidade
superiores as dos seus constituintes individualmente.

Biocompositos a base de fosfato de célcio

Os fosfatos de célcio bifasicos, sdo compésitos de
Hidroxiapatite e TCP. S&o utilizados geralmente na
proporgao de dois tergos para um tergo, com porosidade
de 40 até 60%, favorecendo a velocidade e qualidade da
osteointegragdo, a sua reabsorgao, mas mantendo uma
resisténcia & compressao que se aproxima, em alguns
produtos, dos 10 MPa (44).

Os autores deste artigo desenvolveram um compdésito
sintético, recentemente registado como Bonelike®, a
partir de hidroxiapatite reforgada com um vidro de modo
aintroduzir ides importantes na fisiologia do tecido ¢sseo
(53, 54). Este material, constituido por uma matriz de
hidroxiapatite e fases o e B-TCP dispersas na sua
microestrutura, tem uma composigéo semelhante a parte
inorganica do tecido ésseo. O desenvolvimento deste
material teve como objectivo obter um biomaterial com
melhor bioactividade (55) e propriedades mecanicas (56)
do que os materiais actualmente disponiveis
comercialmente.

Estdo em curso diversos trabalhos cientificos,
envolvendo o Servigo de Ortopedia da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto e diversas entidades
de I&D nacionais e estrangeiras, para analisar o seu
comportamento biolégico quer in vitro (57) quer in vivo
(58) ndo s6 com animais, como também, desde ha 10
anos para ca, com células humanas (59-61) e com
doentes (62) nos Ultimos 3 anos, nos quais este compdsito
tem sido aplicado. Os resultados tém sido bastante
superiores em relagéo a HA convencional, em termos da
avaliagdo da sua capacidade de formagdo de um novo
tecido ésseo.

Cimentos de ceramica injectdveis

Recentemente, novos substitutos sintéticos de fosfato
dicalcico-tricalcico foram desenvolvidos (63), de forma a
poderem ser aplicados na forma liquida e, ao serem
aquecidos atemperatura corporal, sofrerem um processo
de endurecimento através de uma reacgao endotérmica.

Sé&o usados com sucesso no tratamento das fracturas
distais do radio, com o objectivo de prevenir o colapso
nos doentes com osteoporose (64).

2. Colagénio

Trata-se da proteina mais abundante da matriz 6ssea
extracelular. E considerado um bom veiculo de transporte
para outros enxertos sintéticos, assim como BMP’s e
células osteogénicas, porque a sua estrutura é
considerada um meio adequado para a regeneragdo
Ossea (45, 65).

A sua resisténcia estrutural € minima e possui o risco
potencial de imunogenicidade.

Estudos efectuados tém no entanto atingido resultados
controversos. Porexemplo, em modelos caninos verificou-
se que a adigao de autoenxerto a um composito de um
ceramico e colagéneo é biologicamente inferior do que a
utilizagado isolada de um volume menor de autoenxerto,
na obtengao de fusdes vertebrais (66).

Por outro lado, um estudo prospectivo randomizado
efectuado com compésito colagéneo-TCP vs medula
dssea no tratamento de fracturas em ossos longos revelou
taxas de consolidagdo sem diferencas estatisticamente
significativas (67).

Um compésito deste tipo, de origem bovina, aprovado
pela Food and Drug Administration(FDA) sob a
denominagéo de Collagraft, revelou 6ptimos resultados
quando associado a células de medula, por exemplo nas
artrodeses vertebrais ou preenchimento de cavidades
quisticas (68).

MATERIAIS OSTEOINDUTORES

1. Aloenxerto

E aquele que é proveniente de um dador da mesma
espécie. Actualmente ja ndo é usado sem preparagdo
prévia (fresco), devido a resposta inflamatéria que
desencadeia e aos riscos de transmisséo de doengas.

Pode ser conservado de 2 formas (15):

1. Congelado (“fresh-frozen”) => a -70°C apds uma

lavagem com antibiético (a sua utilizagéo pode ir de 1

ano, se for mantido a -20°C, até 5 anos, se a -70°C)

2. Liofilizado (“freeze-dried”) => lavagem dupla com

antibiético, congelagédo a -70°C e secagem até ficar

com um contetido em agua de cerca de 5% (duragéo
ilimitada)

Acongelagdoreduz aimunogenicidade e consequente
rejeicdo crénica, mas néo elimina o risco de transmissao
de HIV (69). Pelo contrario, a liofilizagdo reduz ainda mais
aimunogenicidade e elimina o risco de HIV, mas diminui
também a capacidade de osteoindugao e as propriedades
mecanicas do enxerto.

Além dos problemas imunogénicos e infecciosos, os
aloenxertos apresentam ainda outras desvantagens como
asuainexistente capacidade osteogénica, a variabilidade
dos resultados clinicos da sua aplicagéo e, por fim, o seu
elevado custo.
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A quantidade disponivel, comparativamente com o
enxerto autélogo, é sem duvidauma vantagememrelagéo
a este, assim como o é, a dispensabilidade de um
procedimento cirargico adicional no paciente, para a sua
colheita.

Por fim, ja é possivel ter acesso a aloenxerto 6sseo
com uma grande variedade de formas fisicas (gel, po,
fibras, pastas, etc).

Actualmente, estd a ser desenvolvido um grande
esforco de investigagdo, no sentido de melhorar a
integragcdo e remodelagéo deste tipo de enxerto através
de modifica¢des fisico-quimicas. As modificagdes fisicas
passam por criar instrumentos de corte através de laser,
por exmplo, de forma a obter formatos especiais, com
furagdes precisas, seguidos de desmineralizagdo da
superficie para melhorar a revascularizagdo. A
modificag@o quimica dos aloenxertos pode passar ainda
pela adigao de factores de crescimento, BMP-2 e BMP-
7, que irdo estimular o crescimento ésseo (6).

Em relagéo ao problema da rejeigéo crénica, diversas
linhas de investigacdo tem sido seguidas para melhorar
atolerancia aos aloenxertos. O estudo da compatibilidade
genéticados “loci” dos antigéneos de histocompatibilidade
(HLA) ou de tolerancia induzida por curtos periodos de
imunossupressao seguidos de transplante de medula ou
mesmo com O recurso a anticorpos monoclonais séo as
que parecem mais promissoras (70).

2. Matriz 6ssea desmineralizada (DBM)

E produzida colocando aloenxerto em meio acido, o
que lhe retira a maior parte da componente mineral, mas
retém o colagéneo e as proteinas ndo colagéneas,
incluindo factores de crescimento (44).

Se por um lado este processo destréi eventuais virus,
eliminando orisco de transmissao de doencas infecciosas,
por outro diminui a sua resisténcia estrutural, limitando,
assim, as suas possiveis aplicacdes em situagdes sujeitas
a carga em Ortopedia (8).

O seu maior potencial de osteoindugédo
comparativamente ao aloenxerto (17), depende de
factores como o tipo de solugbes e o tempo usado na
desmineralizagdo, o tamanho das suas particulas e as
temperaturas e métodos de esterilizacdo utilizados (71).
Alguns estudos animais efectuados recentemente,
comparam a eficacia das diferentes DBM comercializadas,
em artrodeses de coluna onde s&o bastante utilizadas
como alternativa ou suplemento do aloenxerto (72, 73).

3. Xenoenxerto

Sé&o enxertos provenientes de outras espécies animais
(ex: bovinos). Por esse motivo, necessitam de um
tratamento antigénico, de deslipidizagdo e
desproteinizacéo, que lhe reduz concomitantemente as
suas capacidades osteoindutoras (74). Por isso, em
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regra, previamente a sua aplicagdo, o xenoenxerto é
impregnado com células de medula éssea humana.

4. Factores de crescimento 6sseo

Urist, em 1965, deu o primeiro passo na descoberta
dos factores de crescimento 6sseo. Ao implantar
fragmentos dsseos, em posigdo subcuténea ou intra-
muscular, verificou a formagédo de tecido ésseo,
introduzindo ent&o o termo “osteoindugao” (75, 76, 77).

Além disso, ao estudarem-se os factores
homeostaticos que, regulando a acgéo dos osteoblastos
e osteoclastos, contribuem para o equilibrio da massa
dssea, conclui-se que estes sdo de 2 tipos: sistémicos
(através de hormonas como a paratormona e a calcitonina)
ou locais (através de factores de crescimento). Estes séo
polipeptideos, especificos para determinados tecidos os
quais se ligam a receptores de superficie, estimulando a
actividade celular) (78). Ha pois uma série de processos
nos quais os factores de crescimento actuam: crescimento
do esqueleto, consolidagéo de fracturas, reparagéo da
cartilagem articular e osteoporose.

A matriz 6ssea contém numerosos factores de
crescimento (79), com diversas formas de actuacéo:

a) BMP (Bone Morphogenic Proteins)

A matriz 6ssea desmineralizada foi o biomaterial de
eleicédo paraisolar, purificar e fazer a clonagem molecular
das BMP’s.

Estas, apos fixarem-se a célula menquimatosa com o
auxilio da fibronectina, enviam sinais por proteinas
especificas para o nucleo, levando a expressao de genes
queinduzem a sintese de macromoléculas envolvidas na
formacéo de cartilagem e osso, originando um condrdcito
ou osteoblasto (79). H& pois aqui uma cascata da
osteogénese com 3 passos: quimiotaxia e mitose,
diferenciagdo em cartilagem e substituicdo por osso.

O processo de purificagdo, clonagem genética e
recombinagdo (rh) € complexo pelo que muitainvestigagdo
tem sido efectuada nesta area. Se por um lado esta
demonstrada a sua ligagdo a receptores celulares
especificos, o pleiotrofismo das BMP’s (capacidade de
um simples gene ter uma multiplicidade de acgdes
bioldgicas) estd comprovado inclusivamente no que diz
respeito a regulagéo da hematopoiese, sintese de matriz
extracelular e até da apoptose (morte celular) (80).

Existem mais de 20 tipos de BMP’s, mas as mais
activas sdo a 2, 4 e 7 (mais conhecida por OP-1, osteo-
genic protein-1, e ja aprovada pela FDA) (81).

As aplicagdes clinicas das formas recombinantes,
rhBMP-2 e da rhBMP-7, tém sido estudadas
exaustivamente, nomeadamente no tratamento de
fracturas ou pseudartroses (82) e emartrodeses vertebrais
(83, 18), muitas vezes com resultados superiores ao do
enxerto autélogo. No entanto, esta elevada capacidade
de osteoindugdo é, por alguns autores, considerada
excessiva.
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A investigagao dirige-se também para os veiculos de
transporte destas proteinas, no sentido da sua libertagao
sercontrolada, por exemplo com a utilizagao de particulas
de Hidroxiapatite associada a géis reabsorviveis (84).

b) TGF-Beta (Transforming Growth Factor-Beta)

Tem 3 isoformas, sendo a TGF-Beta 1 a mais
abundante no tecido 6sseo (85). Trata-se de um factor de
crescimento implicado na proliferagdo, migragéo,
diferenciagdo e sobrevivéncia de muitos tipos de células,
pelo que tem influéncia em processos tao diversos como
a embriogénese, angiogénese (86), inflamagao (87) e
cicatrizagao (88). Em contraste com as BMP's, é incapaz
de induzir a osteogénese a partir de células
mesenquimatosas pluripotenciais, mas uma vez
desencadeado o processo, aumenta a pool de células
osteoprogenitoras por indugdo da quimiotaxia e
proliferagéo (89).

Diversas linhas de investigagdo, mostram que esta
também implicado na tumorigénese e invasdo tumoral,
nomeadamente através de metastizagédo 6ssea, ao criar
condigdes locais favoraveis ao crescimento tumoral e
angiogénese (90, 91).

O tratamento da osteoporose seria outra hipétese de
aplicagao clinica, mas que, por falta de um transportador
adequado, continua a ser de dificil implantag&o.

c) PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

E um mitogéneo de células mesenquimatosas,
produzido ndo s6 por plaquetas, mas também por
macrofagos, mondcitos e células endoteliais (78). Actua
exclusivamente na replicagdo, mas néo interfere nas
fungdes dos osteoblastos (92).

Estudos animais revelaram que uma simples injecgéo
de PDGF num foco de osteotomia, aumenta a densidade
e volume de calo 6sseo quando comparado com um
grupo controle (93). Verificou-se também que implantes
sintéticos tratados com plasma, apresentam uma
densidade trabecular aos 6 meses que é superior aqueles
nao tratados, sendo esta acgao atribuida as PDGF (94)

d) IGF-I e Il (Insulin-Like Growth Factor-I e Il)

Esta ha muito descrita a forma como o eixo hipotalamo-
hipofisario, actua libertando hormonas de crescimento
que se ligam a receptores especificos da placa de
crescimento que libertam IGF-1. Ha depois um feedback
negativo sobre estas glandulas que frena a sua produgéo
(95). Além deste efeito sobre o crescimento, actuatambém
na reparagdo 6ssea, pelo que alguns investigadores
colocaram a hipotese de as hormonas de crescimento
poderem assim interferir na consolidagao de fracturas
(96), o que nao se veio posteriormente a confirmar (97).

A IGF-2 é dos factores de crescimento mais
abundantes do osso. Tem uma grande semelhanga
quimica e biolégica com a IGF-1, provavelmente porque
a sua transdugéo para a célula alvo ocorre através do
mesmo receptor de superficie (95). E no entanto menos

potente. Uma linha de investigagéo interessante surgiu
com a descoberta recente de que campos magnéticos
externos sdo capazes de estimular a produgéo de IGF-2
em culturas de osteoblastos humanos (98).

e) FGF (Fibroblast Growth Factor)

Originalmente foram descritos devido a sua actividade
mitogénica sobre os fibroblastos. No entanto, actualmente,
séo-lhes atribuidas fungdes de regulacdo de fungdes
celulares tdo diversas como mitogénese, diferenciagéo,
produgéo de proteases e modulagéo de receptores (99).

Quer a FGF-1 (acida) quer a FGF-2 (basica), actuam
naregulagdode células ésseas e cartilagineas. Ainjecgéo
local no foco de fractura de um rato de FGF-1, produziu
um alargamento significativo do calo 6sseo, embora
simultaneamente inibisse a expressao do gene da matriz
cartilaginea (98). Em relagdo a FGF-2, verificou-se
imunhistoquimicamente que ha um aumento da sua
concentragdo em redor de uma fractura em ratos saos,
ao contrario do que sucede em diabéticos, e que a sua
aplicagdo nestes, sob aforma de gel de fibrina, restaurava
o processo de consolidagdo (100).

A sua acgédo é, no entanto, complexa pois pode ter
efeitos antagénicos em fungéo da dose ministrada (101).

Estes problemas levaram a que diversos
investigadores estudassem a aplicagdo da terapia
genética para o controle da formagao 6ssea, permitindo
assim obter niveis locais mais fisiolégicos de factores de
crescimento e a sua expressao celular mais prolongada,
evitando assim o emprego de doses mais elevadas
destes sob a forma de bolus (102).

CONCLUSOES

Os avangos cientificos na drea dos substitutos 6sseos
sdo uma realidade.

A nivel de materiais osteocondutores, a evolugdo
deu-se com a introdugdo de técnicas inovadoras na
preparacdo de compdsitos HA/TCP com um
comportamento mecanico e biolégico mais préximo do
0SS0.

A engenharia de tecidos segue agora a linha da sua
associagdo com células 6sseas com o propésito de lhes
conferir o componente osteogénico que lhes falta.

As possibilidades que se abrem para a cirurgia
reconstrutiva centram-se também nos avangos da
biomodelagdo, com a produgédo de implantes com a
forma exacta do defeito 6sseo, através do recurso a
técnicas avangadas de reconstrugéo tridimensional.

Com a descoberta da importancia da angiogénese e
dos factores de crescimento nos mecanismos de formagao
de 0sso, abre-se um universo de novas aplicacgdes clinicas
ndo s6 no tratamento de pseudartroses e cirurgia
reconstrutiva, mas inclusivamente na osteoporose e
osteoartrose.
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Abstract. Bonelike® is a CaO-P,05 based glass-reinforced hydroxyapatite (HA) designed to
mimic the inorganic composition of the bone tissue. This work evaluates the response of human
bone marrow cells to Bonelike® concerning cell proliferation and osteoblast differentiation. HA
was used as control material. Results showed that Bonelike® allowed the proliferation of bone
marrow cells and their complete differentiation, as evidenced by the formation of cell-mediated
mineralisation. In comparison with HA, Bonelike® had a positive effect on the expression of
alkaline phosphatase and also on the formation of a mineralised matrix, two osteoblast markers.

Introduction

Bonelike® is a synthetic hydroxyapatite (HA) that is sintered in the presence of CaO-P,0s-based
glasses using a patented process [1]. This synthetic bone graft was designed to improve the
mechanical properties of calcium phosphate ceramics and mimic the inorganic composition of
bone tissue. The physicochemical and mechanical behaviour of Bonelike® have been extensively
reported in literature [1-3].

Previous in vitro biological studies showed that glass-reinforced HA composites allow the
proliferation of MG63 osteoblast-like cells and human bone marrow cells and the expression of
osteoblast markers [4-6]. Also, in vivo studies performed in a rabbit model demonstrated that
Bonelike® composites induced earlier new bone formation around implants than HA [7].

Recently, a composite prepared by the addition (4 wt %) of a glass with the composition of
65P,05-15Ca0-10CaF,-10Na,O (in % mol) to HA was subject of clinical trials in implantology
and maxillofacial surgery [8]. This study demonstrated extensive new bone formation around
implanted granules and continuous replacement by new bone. Osteoblasts are the cells responsible
for the formation of the bone tissue at the bone/material interface and the present work evaluates
the response of human bone marrow cells to Bonelike® composite, with the same chemical
composition, concerning cell proliferation and osteoblast differentiation. HA was used as control
material.
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Materials and methods

For the preparation of Bonelike®, a P,Os-based glass with the chemical composition of 65P,0s-
15Ca0-10CaF,-10Na,0, in mol %, was prepared from reagent grade chemicals by conventional
techniques. The glass was then milled and added to HA powder in a proportion of 4.0 wt % using
methanol as solvent medium. Disc samples were then prepared by uniaxial pressing at 288 MPa
and sintered at 1300 °C for 1h followed by natural cooling inside the furnace. Detailed description
of Bonelike® preparation was previously reported [1]. For cell culture studies, discs were polished
down to 1 pum, ultrasonically cleaned and sterilised before testing. HA samples were also prepared
and used as control material.

Human bone marrow cells (first subculture) were cultured on the surface of Bonelike® and
HA material samples for 28 days in a-MEM, 10 % foetal bovine serum, 50 pg/ml gentamicin and
2.5 pg/ml fungizone, and supplemented with 50 pg/ml ascorbic acid, 10 mM B-glycerophosphate
and 10 nM dexamethasone, experimental conditions that favour the complete expression of the
osteoblast phenotype [9]. As reference control, cells were cultured in parallel on standard tissue
culture plastic plates. Material samples were also incubated in the absence of cells in the same
experimental conditions as those of the seeded materials. Control cultures and seeded materials
were characterised at days 1, 3,7, 14, 21 and 28 for cell viability/proliferation (MTT assay), total
protein content and alkaline phosphatase (ALP) activity, using procedures previously described in
detail [6,7,10,11]. Control and seeded materials were observed by scanning electron microscopy
(SEM). The in vitro biological studies were performed at the Faculdade de Medicina Dentdria da
Universidade do Porto.

Results and discussion

Biochemical evaluation of the seeded Bonelike® showed that human bone marrow cells
proliferated during approximately three weeks and attained a stationary phase afterwards, as shown
by the results concerning the MTT reduction and total protein content (Figs. 1 A and B). Cells
expressed ALP, especially during the second and third weeks of culture (Fig. 1C). Seeded HA
presented a similar behaviour concerning cell growth but lower (20 to 30 %) ALP activity than that
measured on seeded Bonelike®.
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Fig.1. Cell viability/proliferation (A), total protein content (B) and alkaline phosphatase (ALP)
activity (C) of human bone marrow cells grown on Bonelike® (@) and HA (A). *Significantly

different from cultures performed on standard tissue culture plates (m); 'Significantly different

from cultures performed on seeded Bonelike®.
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SEM observation of Bonelike® samples incubated in the absence of cells showed
significant surface modifications resulting from the dissolution of bioresorbable phases. This
process led to the formation of different size microcavities that became progressively larger with
the incubation time (Fig. 2A). Seeded Bonelike® was partially covered with bone marrow cells that
successfully adapted to the surface irregularities of the material surface and were able to grow
towards inside the cavities, as shown in Figs. 2B for a 21-day culture. At day 28, abundant
globular mineralised structures incorporated into a network of fibres were present, Fig. 2C. It is
worthwhile to note that the formation of the mineralised matrix was especially related with the
surface cavities resulting from the dissolution of bioresorbable phases. A detailed SEM micrograph
showed exuberant cell-mediated mineralisation inside these cavities.

Fig.2. SEM appearance of Bonelike® incubated in the absence of cells for 21 days (A) and seeded
Bonelike® at days 21 (B) and 28 (C).

HA material samples incubated in the absence of bone marrow cells showed a relatively
stable surface during the 28 days incubation, Fig.3A. Seeded HA presented cell proliferation in
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some areas of the material surface but under the present experimental conditions, formation of
mineralised structures associated with the cell growth was not clearly observed, Fig. 3B.

Fig.3. SEM appearance of HA incubated in the absence of cells for 21 days (A) and seeded HA at
days 21 (B) and 28 (C).

This work showed that, in comparison with HA, Bonelike® had a positive effect on bone
marrow cells concerning the expression of ALP and formation of a mineralised matrix, two
osteoblast markers. The improved biological performance of Bonelike® compared with HA is
related with its chemical composition. Bonelike® is composed of an HA matrix with bioresorbable
B- and a- tricalcium phosphate phases (XRD data not shown), which are more soluble than single
HA and liberate Ca and P ionic species to the local environment. Surface changes occurred as a
result of these ionic interactions appear to significantly induce osteoblast differentiation. In
addition, the presence of fluoride ions in the composition of Bonelike® may also have a positive
contribution on the performance of this material, as fluoride is known to stimulate osteoblast
proliferation [10]. However, the ionic release from Bonelike® was carefully controlled and is
dependent on the content of bioresorbable phases since a strong dissolution can cause high surface
instability, which negatively affects cell adhesion.

The results reported in this work suggested that the improved bioactivity of Bonelike is a
result of very important surface changes that occur after incubation, namely ionic release of
activities species (Ca, P and F to the local environment) and surface topography modifications.
Both phenomena have a positive effect on the differentiation of osteoblast cells leading to an early
and strong bone /material bonding.
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Abstract. This paper reports the ability of Bonelike® to regenerate bone defected areas when
implanted in the tibia of 3 patients (average age of 59 years) during a high tibial osteotomy (HTO)
to treat medial compartment osteoarthritis of the knee. Bonelike® is a synthetic bone graft designed
to mimic the inorganic composition of bone using a patent process that consists of liquid sintering
hydroxyapatite in the presence of CaO-P,Os based glass. The preliminary clinical evaluation
performed showed that an intimate contact between new formed bone and Bonelike® was
established (67£10 %), with no fibrous interface. Therefore, Bonelike® is a single-handedly viable
osteoconductive synthetic grafting material as it has been demonstrated from the profiles of
radiological, histological and scanning electron microscopy analyses for the six months
implantation period.

Introduction

For decades, calcium phosphate ceramics have received a great attention in the clinical field such as
orthopaedic and dental materials because of their good ability to bond to living tissues. A wide
variety of bone graft substitutes have been reported for the repair and augmentation of bone areas
[1,2]. Among, the different bone defect regenerative techniques, when biomechanical strength is
not crucial, fresh autologuos cancellous graft is still considered the golden standard, when
evaluating bone graft materials. However, the morbidity rate and additional surgical time
associated with its collection, as well as the limited supply in each patient have been stimulated for
the search of substitutes. Literature [3] reports an overview of the basic concepts of bone grafting
and discusses the most commonly used bone-graft substitutes and their potential advantages and
disadvantages. To surpass these limitations, the use of allogeneic bone and biological processed
scaffolds such as demineralized bone matrix have been used. However, due to health and safety
issues concerns related to the effectiveness of processing on immunogenicity, disease transmission
and shortage of supply, the use of synthetic bone graft materials has been increasing steadily in the
last two decades. A wide variety of commercial synthetic forms of bone grafts are available in the
market made of hydroxyapatite (HA) and tricalcium phosphate (TCP). Over the past decade, the
authors have developed glass-reinforced hydroxyapatite (GR-HA) composites, recently registered
as Bonelike®, whose chemical composition resembles that of inorganic bone tissue [4]. This novel
material, as result of its controlled chemical phase composition of HA, a- and B-TCP and its
microstructure showed to have better mechanical properties than the actual commercial bone grafts.
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Its biological behavior assessment was confirmed from in vitro biocompatibility and in vivo
osteointegration ability [5]. The main aim of the present work is to evaluate the preliminary
biological behavior of Bonelike® graft implanted in the tibia of humans to regenerate bone defected
areas.

Materials and Methods

Bonelike® granules were prepared using phase pure HA and CaO-P,Os based glass as previously
described [4]. For the clinical evaluation, Bonelike® granules (250-500mm) were implanted in the
lateral aspect of tibia of three patients (2 women and 1 man, average age of 59 years) during a high
tibial ostotomy (HTO) to treat medial compartment osteoarthritis of the knee. A Coventry [6] type
closing wedge high tibial osteotomy (HTO) was done, and blade plates were removed after 6
months. The reported clinical trials were conducted after patient’s consent and approval of the
Ethical commission of Hospitals. To evaluate the ability of Bonelike® to regenerate bone defected
areas, 1xlcm cortical cut was created in the lateral aspect of the tibia, 3 cm distal to the entry point
of the screws and a small cavity was created with a curette. Approximately 2 g of granules of the
Bonelike® were used to fill the cavity (Fig. 1) and covered with the original cortical bone. A suction
drain was placed (and left for 48 hours) and the fascia, subcutaneous tissue and skin were closed.

Fig. 1 Radiograph of a tibia after 6 months of Bonelike® implantation

During the second surgery for removal of blade plates at 6 months, samples were taken for biopsy
using the same approach for subsequent histological study. Non-decalcified sections of
Bonelike®/bone retrieved samples were obtained perpendicular to bone length axis. Scanning
electron microscopy (SEM) observation, histological examination (Solo Chrome-R staining) and
quantitative Bonelike®/bone contact histomorphometric assessment was performed. Three
histological slices of each patient were analized with the help of a map pointer.

Results and Discussion

The microstructure of Bonelike® has a main crystalline phase of HA and B and o-TCP as secondary
phases. In applications, where bone ingrowth is intended, it is particularly beneficial to have
bioresorbable phases like beta tricalcium phosphate (B-TCP) and alpha tricalcium phosphate (o
TCP), as these phases are known to be more soluble than HA. These resorbable phases may be
substituted for new bone formation and therefore the bone defect area may be completely
regenerated keeping the original morphology. The Figure 2 shows histological/SEM images of
Bonelike®/bone retrieved biopsies after 6 months implantation period of the three reported patients.
Based on these type of acquired images, the percentage of Bonelike®/de novo bone implant contact
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has been quantified and the average value around 67 + 10 % obtained. From the histological
observations, bone with different mineral density could be identified.

Fig. 2 Transmitted light microscopy (left) and scanning electron microscopy (right) slice
images of the three different patients

The appositional growth of de novo bone within the defect showed that immature woven bone is
being remodeled into mature lamellar bone. Several blood vessels without signs of inflammation
throughout the osteoid matrix has been clearly observed and no inflammatory cells and fibrous
tissue have been found. The large presence of blood vessels are due to the active angiogenesis
process. The new bone ingrowth has a lamellar-like and predominantly filled spaces between
implanted granules, as well as establishing direct contact between the surface of the biomaterial and
the bone matrix. Furthermore the surface resorption of Bonelike® granules may be observed, which
indicates that this bone graft undergoes some resorption in vivo while new bone formation occurs,
which confirms previous study in rabbit animal model [7]. Also, the clinical and radiological follow
up (Fig.1), does not indicate any inflammatory tissue reactions or osteolysis. Hence, Bonelike®
granules seem to quite actively participate in the bone formation process and in some areas granules
resorption has clearly been observed with new formed bone penetrating through the microcavities
of the materials surface as shown in Fig. 3.

Fig. 3 Biodegradation of Bonelike® granule f0‘r the 6"months implantation period
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The basic pattern of osteointegration of Bonelike” in humans seems to be the same as previously
obtained in a rabbit model, with no fibrous interface, but instead of an intimate contact between new
formed bone, which starts growing from the cortical area along with Bonelike®.

Conclusions

The novel Bonelike® graft material demonstrated a highly bioactive behavior in humans. Further
studies examining the biological response of this material at longer period of implantations, other
sites of implantation and involving a large number of patients group are underway to further insight
in the clinical use.
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ABSTRACT: Synthetic bone grafts provide an alternative to autografts and allografts. Bonelike™ is
a patented synthetic bone graft that mimics the mineral composition of bone. The aim of the present
work was to assess the biological behavior of Bonelike™ graft in humans, before using the material in
orthopedic applications of bone regeneration, for example, in opening wedge high tibial osteotomies
for medial knee osteoarthritis. Bonelike™ granules were implanted in cortical bone of 11 patients
undergoing osteotomies, and new bone formation, osteoconductive properties, and resorption
characteristics of the granules were analyzed. The granules ranged from 500 to 1000 pm and were
implanted in the lateral aspect of the tibia. The patients’ mean age was 59 years (range 48 to 70 years);
there were eight women and three men, all suffering from medial compartment osteoarthritis of the
knee. At surgery,al x 1 x 1-cm cortical defect was created 3 cm distal to the entry point of the screws,
in line with the long axis of tibia. The implanted Bonelike" graft sample was extracted for analysis
during removal of the metallic prosthesis after implantation times of 6, 9, and 12 months.
Radiological follow-up, scanning electron microscopy, histological analysis, and histomorphometric
measurements were conducted on the retrieved samples to assess bone regeneration in the defect
area. Osteoconductive capacity was demonstrated by extensive mature bone formation around the
implanted granules and high levels of percentage bone-to-graft contact (from 67—84%). Bonelike™
acted as an excellent bioactive scaffold, allowing the migration, proliferation, and differentiation of
bone cells on its surface, and therefore regeneration of the defects was achieved in a rapid, controlled
manner. Our results suggest that Bonelike™ graft is an excellent candidate for orthopedic
applications where rapid new bone formation is a fundamental requirement. © 2006 Orthopaedic

Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res 00:1-7, 2006

Keywords:
histological analysis; orthopedics

INTRODUCTION

Bone is a connective tissue impregnated with
calcium and phosphate salts. The inorganic cal-
cium salts, mainly calcium phosphate, provide the
tissue with its ability to resist the compressive
forces of weight-bearing and impact forces.

For decades, calcium phosphate ceramics have
received a great deal of attention in clinical

Correspondence to: J.D. Santos (Telephone: (351) 22
50812419; Fax: (351) 22 50812419; E-mail: jdsantos@fe.up.pt)

© 2006 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals,
Inc.

synthetic bone graft; Bonelike®; osteoconduction; clinical applications;

applications as orthopedic and dental materials
because of their ability to bond with the living
tissues.? To improve the properties of calcium
phosphate materials for clinical use, hydroxyapa-
tite (HA), a major inorganic component of bone,
has been used extensively as bone graft filler and
as a coating for dental and orthopedic implants
because of its osteoconductive properties.3~®
Synthetic bone grafts provide an alternative to
autografts and allografts, but both have a number
of well-documented disadvantages.!® Autograft
requires a second surgical procedure that can lead
to infection and chronic pain in the harvest site and
requires more hospital time than allograft or bone
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graft substitutes. Allograft is attractive when a
large bone segment must be replaced, but can also
be used to fill small defects. The risk of post-
operative infection is slightly higher than auto-
graft. Allografts avoid the need for a harvesting
procedure, sparing the patient unnecessary pain
and expense, and are especially useful for “at-risk”
patients, for whom a harvesting procedure is
undesirable.

Synthetic bone grafts are available as blocks,
granules, cements, gels, and strips. Block and
granule products account for the majority of the
market. Granules are frequently “poured” into the
defect area, and are commonly used for posterior/
lateral spinal fusion, filling cystic voids (from
tumors), and in hip and knee revision arthroplas-
ties.!? Source appears to be the most important
factor when choosing a graft for reconstruction;
membranous and endochondral factors such as
resorption must be considered for long-term out-
come, and donor site and technical aspects of the
actual harvest are important issues to consider.
The ideal recipient site should provide good blood
supply, adequate bony contact, and secure fixation.

Over the past decade, we have developed and
characterized in vitro a glass-reinforced hydroxya-
patite biomaterial (GR-HA) using human bone
cells. This novel graft has been recently registered
as Bonelike™.'?7!® From in vivo animal studies,
Bonelike™ stimulates more rapid new bone forma-
tion on granules and rod implants when compared
to commercially available HA, particularly during
early periods of implantation.°

The aim of the present work was to assess the
biological behavior of Bonelike® graft in humans.
While performing a high tibial osteotomy in 11
patients being treated for medial compartment
osteoarthritis, Bonelike® graft in granular form
was implanted in the cortical bone of the knee for
implantation periods of 6, 9, and 12 months.
Osteotomy is a treatment for osteoarthritis (OA),
the most common joint disease, affecting more than
80% of people in the world. OA is characterized by
progressive cartilage destruction in weight-bear-
ing areas of the joints and osteophyte formation in
nonweight-bearing regions. Symptomatic osteoar-
thritis of the knee is more common in women than
men, and its prevalence increases with age from 7%
of patients aged 65—-70 years to 11.2% of those
aged 80 years or above.?~2* By implanting Bone-
like™ granules in cortical bone of patients under-
going osteotomies, the material’s capacity to
generate new bone formation, its osteoconductive
properties, and its resorption characteristics could
be analyzed.
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MATERIALS AND METHODS

Bonelike" granules ranging in size from 500—1000 pm
were produced as follows. First, a PyOs-based glass
(65P505—15Ca0—-10CaF;—10Naz0 in mol %) was pre-
pared from reagent-grade chemicals by using a plati-
num crucible at 1400°C for 2 h. The glass was crushed in
an agate mortar and sieved to a granules size less than
75 um. The Bonelike™ composite was obtained by mixing
2.5% of glass with lab-prepared hydroxyapatite (HA) in
isopropanol. The mixed powders were dried for 24 h at
60°C, sieved to less than 75 pm, and then isostatically
pressed at 200 MPa. Finally, the obtained Bonelike"
was sintered at 1300°C for 1 h. A description of this
preparation process was reported previoulsy.'*2

Phase identification and quantification were per-
formed from X-ray diffraction (XRD) and Rietveld
analysis. XRD was performed on Bonelike" powder
samples using a Siemens D5000 diffractometer with
Cu-K, radiation (A =1.5418 A). The scans were made in
the range of 25—-40° (20) with a step size of 0.02° and a
count time of 2 s/step.

The clinical study took place between March 2002 and
June 2003, and included eight women and three men,
with a mean age of 59 years (range 47 to 70 years), who
consented to participate under a protocol approved by the
Ethic Commission of Hospital de Séao Joao (Porto,
Portugal). The inclusion criteria were active patients
with medial compartment OA of the knee, under the age
of 70, with varus deformity less than 15° and no
associated inflammatory disease. Mild-to-moderate
patellofemoral OA was not a contraindication. In accor-
dance with patient consent, the blade plates used in the
osteotomies were removed at 6, 9, or 12 months post-
operatively.

Preoperatively, all patients were clinically evaluated
using the International Knee Score (IKS). The radiolo-
gical protocol included: a standing anteroposterior view
of both knees; a lateral view with the knee in 30° flexion;
skyline views; and standing hip—knee—ankle radio-
graphs to determine the global alignment of the limb
and perform preoperative planning to obtain a correction
to 2 or 3° valgus.

Undergeneral or regional anesthesia,all patients were
submitted to a prior arthroscopy of the affected knee.
Although this procedure has not been demonstrated to
influence long-term clinical outcome, and does not have
diagnostic value, associated meniscal lesions could be
treated and loose bodies removed. A 12-cm curved
incision was made beginning midway between the
patella and the fibular head and extended distally to
the tibial crest. The fascia was opened, and a subper-
iosteal dissection made exposing the lateral tibia and
tibiofibular ligaments. Division of superior tibiofibular
ligaments was performed in six patients. In two, a
proximal fibular osteotomy was performed. Larger
corrections were required in five patients, so prior to
the tibial approach, a fibular shaft osteotomy was done in
the region between its middle and distal thirds.
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A Coventry® type closing wedge high tibial osteotomy
was done. The use of special instrumentation improved
the precision of the bone cuts and application of the
Giebel blade plate that was used to internally fix the
osteotomy. Special care was given to keep the medial
cortex intact. Correction control was achieved with
intraoperative fluoroscopy.

To evaluate the biological behavior of Bonelike™, a
1x 1 x 1-cm cortical defect was created 3 cm distal to the
entry point of the screws, in line with the long axis of
tibia. Approximately 2 g of Bonelike™ granules were used
to fill the cavity (Fig. 1) and covered with the original
cortical bone. A suction drain was placed (and remained
for 48 h), and the fascia, subcutaneous tissue, and skin
were closed. At a second operation at a predetermined
date, the Bonelike" samples were collected using the
same surgical approach as before.

For histology, retrieved Bonelike* /bone samples were
immediately placed in a neutral formaldehyde fixative
solution (6%) for 7 days, and then dehydrated in an
increased percentage of alcohol solutions (70, 80, 90, and
100%) and embedded in a methylmethacrylate resin.
After polymerization, specimens were sectioned with a
diamond saw and polished to the thickness of 40 + 10 pm
with a diamond disc. These sections were stained with
hematoxylin/eosin and Solo-Chrome R and then exam-
ined using an Olympus BH-2 transmitted light micro-
scope. For histomorphometry, the interface between
Bonelike™ and new bone formation was examined
by scanning electron microscopy (JEOL JSM 630IF).
Histomorphometric measurements were performed on
unstained and stained sections observed by scanning
electron and transmitted light microscopy, respectively.
A series of micrographs were taken of each section to
include all the implanted granules. Total average
percentages of bone/Bonelike™ granule contact?” were

Figure 1. Theradiograph revealed noradiolucent line
between the granules and the host bone, showing that the
material is integrated with surrounding bone.
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determined using a map measurement device. For
statistical analysis, Student’s ¢-test were performed
using a 5% significance level.

RESULTS

XRD analysis revealed that due to the reaction
between the HA matrix and P,05-based glass
during the sintering process, the Bonelike® micro-
structure had a main crystalline phase of HA with
f- and a-tricalcium phosphate (TCP) as secondary
phases (Fig. 2). Rietveld analysis showed that the
weight percentage of each phase was: HA =69.2%,
B-TCP =8.8%, and o-TCP = 22.0%.

Radiographs revealed no radiolucent lines
between the granules and host bone suggesting
osteointegration (Fig. 1). Histology and scanning
electron microscopy images showed increasing
bone regeneration and maturation in the defect
area with implantation time (Fig. 3). Neither
inflammation nor fibrous tissue was seen sur-
rounding the Bonelike® granules. Direct bone
apposition as well as bridging between granules
could be observed. Microscopic features after
staining of bone sections revealed a mature bone
even after 6 months of implantation. Some signs of
granule surface degradation with simultaneous
new bone ingrowth were also detected (Fig. 4).

Table 1 summarizes the clinical data of the
patients who underwent biopsy and shows the total
average percentage of new bone-Bonelike" gran-
ule contact as determined from histology and
scanning electron microscopy. Based on quantita-
tive histomorphometry from approximately 43
assessed slices for the three different implant
periods, the bone implant contact average ranged
from 67 to 84% through the healing period. The
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Figure 2. X-ray diffraction patterns of HA and
Bonelike®™. Bonelike™ is composed of HA and f- and
o-TCP phases.
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Figure 3. Histological and scanning electron microscopy images at different implan-
tation times: (A—B) 6 months, (C—D) 9 months, and (E—F) 12 months.

.

Figure 4. Degradation of Bonelike" granules observed by histology and scanning
electron microscopy after 6 months of implantation.
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Table 1. Clinical Details of Patients and
Histomorphometric Results, Expressed as Bonelike™-
Bone Contact (% + Standard Deviation), Obtained by
SEM and Histological Data (No Less Than 50 Granules
Were Quantified)

Patients
Details
——  Implantation  Bone Implant

Sample Age Sex Period Months) Contact (%)
1 63 F 6 67+10
2 63 M 6
3 60 F 6
4 53 M 9 75+6
5 55 F 9
6 70 F 9
7 68 F 9
8 54 F 12 84+5
9 67 F 12
10 51 M 12
11 48 F 12

values attained at 6 and 9 months were signifi-
cantly lower than the value achieved at 12 months.
As expected, an increase in percentage was
observed with the implantation time, in accordance
with the histology and scanning electron micro-
scopy images (Fig. 3).

DISCUSSION

Using a chemical route, single phase HA could be
prepared (Fig. 2). The addition of P;05—CaO glass
cannot only reinforce the HA matrix, but also to
lead to the formation of p- and a-Cas(PO,); phases,
depending upon the sintering cycle and the
composition of the glass addition.’*"'° Further-
more, because CaO-P;05 can have a large range of
compositions, Bonelike® graft can incorporate in
its structure ions commonly found in human bone,
such as fluorine and magnesium besides Ca and P.
Previous in vitro studies using both osteoblast-
like cell lines and human osteoblasts showed that
Bonelike™ substrates support cell growth, differ-
entiation, and mineralization by the formation of
cell-mediated Ca—P c1rys,talls.13'23'29 Furthermore,
Bonelike® enhanced the mineralization process
compared to unmodified HA, which was a clear
indication of its osteoconductive behavior.
Histology is the most powerful method to
examine the healing of bone defects.® Another
commonly used method for quantitative assess-
ment is based on the measurement of contact
percentage between implant material and host

DOI 10.1002/jor

ANALYSIS OF BONE/IMPLANT INTERFACE 5

tissue. Our results (Table 1 and Fig. 3) revealed
that after 6 months of implantation 67 + 10% of the
bone defect area was already regenerated and that
after 12 months almost complete regeneration had
been achieved, confirming previous results in
animal experiments®! and clinical applications.'*
New bone was formed from the contact with the
bone defect border, which intimately contacted
the granules, to the middle of the bone defect by the
osteoconductive properties of Bonelike®™ granules.
The amount of newly formed bone tissue correlated
with the distance of the biopsy from the preexisting
bone surface.

Biopsies contained mineralized matrix in the
grafted area, and mature lamellar bone could be
detected close to or in contact with Bonelike™
granules even for the shortest implantation period.
New bone formation appeared to be healthy with
embedded osteocytes and active osteoblasts adja-
cent to osteoid seams. The presence of Haversian
canals in close proximity to the bony surface
implies bone remodeling around the graft material.
The extensive osseointegration was achieved by
bone deposition within the granules or directly on
their surface, demonstrating a high quality
implant/tissue interface.

The basic pattern of integration of Bonelike®
seems to be the same in animals®! and humans: no
fibrous interface occurs, but instead, an intimate
contact between mature new bone and graft
material. A transcortical bone defect implanted
with Bonelike™ becomes vascularized and is
invaded by newly formed bone, whereas the graft
material is resorbed at a rate commensurate with
bone formation (Fig. 4).

Most of the clinical human data reported in
the literature regarding bone grafts is related to
the repair of alveolar defects, ridge maintenance
after tooth extraction, or for sinus lift procedures.
Previous clinical applications of Bonelike® in
maxillofacial surgery proved its osteoconductive
properties.?> In these studies, resorption of
Bonelike™ granules occurred simultaneously new
bone formation, which correlates to the histological
results from our current work.

In some clinical applications, bioresorbable
phases like are particularly beneficial; f- and
o-TCP** are more soluble than HA. Therefore,
granule degradation in this study probably resulted
from the phase chemical composition of Bonelike™.
This phenomenon may allow the full regeneration
of a bone defect at longer implantation times with
complete bioresorption of Bonelike™.

Clinical results obtained thus far with Bonelike®
have been promising, and studies are now being
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conducted in other surgical applications, namely as
macroporous scaffolds for knee osteotomies.

In conclusion, Bonelike® synthetic bone graft

proved to be osteoconductive when implanted in the
tibiae of humans, and rapid regeneration of bone
defects was observed. The osteoconductive proper-
ties of Bonelike™ result from its chemical composi-
tion, which mimics that of human bone through an
innovative route of liquid phase sintering.
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Summary
Bonelike'isasyntheticbonegraftrecentlydevelopedtoimprovethemechanical
properties of pure hydroxyapatite and to increase the similarity between
synthetic bone graftsand bonetissue. This goal was achieved by the addition of
P.O, based glasses to a hydroxyapatite matrix, which promotes theliquid phase
sintering, reduces porosity and increases interparticle bonding. Furthermore,
this process enables the formation of [J- and [J- tricalcium phosphate phases,
which have a higher degradation rate than pure hydroxyapatite and therefore
controlled biodegradability of the material may be achieved.

The osteoconductivity and biocompatibility of Bonelike® in the granular and
dense forms have previously been reported. This study aimed at evaluating
the biological behaviour of porous scaffold structures of Bonelike® suitable
for either direct clinical use or tissue engineering applications by producing
scaffolds with pore size and interconnectivity features suitable for supporting
biological activities, such as new bone tissue growth and vascularization.
Porous cylinder specimens of 8 mm diameter were implanted in the lateral
aspectofthetibiaofthirteen patients, withanmeanage of 54 yearsold, during
osteotomysurgeriesforthetreatmentofmedialcompartmentosteoarthritisof
the knee.Implanted cylinders were retrieved at the same time of the removal
oftheblade platesat 3,6,9and 12 months. Scanning electron microscopy and
histologicalevaluationswereperformedtoobservethebiologicalresponsesof
human bone tissue to porous Bonelike".
Thepenetrationdepthwasdeterminedforallimplantation periodsand after6
months it was already possible to see new bonein the center of theimplanted
cylinders, which gives 100% of penetration depthforallimplantations periods
exceptfor3 monthswherebone couldonlybeseeninthe peripherical region.
Regardingthepercentage oftheareacovered by newbonecalculatedfrom 2D
histological sections values of 53+15%, 76+12 and 88+9% was achieved for 6,
9 and 12 months respectively.
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Porous Bonelike® due to its structural features permitted effective
vascularization and bone ingrowth, and therefore was fully osteointegrated
as shown in the histological surveys. A slowly biomaterial degradation
with implantation time is envisaged since the material showed have surface
degradation. Bonelike" scaffolds showed potential for complete ingrowth of
osseous tissue and restoration of vascularity throughout the defected site.

Keywords: Bonelike”; porous materials; bone graft; orthopaedic.

Introduction

Inthetreatmentofmonocompartmental
osteoarthritis of varus knees, high
tibial osteotomy is considered as to
be an effective procedure to reduce
pain and control the progression of
the disease, delaying more aggressive
surgeries as total knee arthroplasties.
This effect is based in the reduction of
the stress and weight over the affected
compartment, that is produced when
the mechanical axis is transferred
from the medial compartment to the
junction of the lateral third with the two
medial thirds. This corresponds to an
alignmentof9-10°valgus. Someauthors
have demonstrated that one year after
a high tibial osteotomy, radiologicaly
is possible to detect a reduction of the
bone density in medial compartment,
thus reflecting a slower progression of
the ostheoarthritis'. Others described
some degree of histological cartilage
regeneration after the joint surface has
been unloaded?.

The closing wedge osteotomy that was
used in this study is the most common
technique, but recently open wedge
procedures have been described with

autografts®, allografts, cement* and
hydroxyapatite®. This second technique
provides a more accurate correction of
varusdeformitywhencomparedwiththe
conventionallateral closing-wedgehigh
tibial osteotomy, but in a time of great
developments in knee arthroplasties,
autologous chondrocyte implantation
and growth factors there is still a place
for both.

A careful selection of the candidates is
essential not only for the success of the
surgery but also for the success of the
clinical trial that we proposed to do with
a bone graft substitute.

Because bone is a porous tissue material,
there is a physiological rationale use
of porous materials in its replacement.
Moreover, porous bone grafts is
advantageousfortheearlyincorporation
of the graft into or apposed to the bone
tissuesurroundingit®”.Severalkeyaspects
should be considered when designing
porous materials for bone grafting®®*:
(i) the size of pores at the surface of the
graft, to actually allow for bone to “flow
into” the graft and fill all its structure; (ii)
the size of porous connecting the surface
pores to allow areas of bony ingrowth to
“meet up” within the porous graft; (i)
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the extent (percentage) of the porosity;
(iv) the ability for blood vessels and
canaliculi to form within the porosities.
Regardless of the use of porous materials
boneengineeringisanareaofconsiderable
ongoingscientificexploration,theultimate
porousceramicsseemsyettobedesigned.
Avarietyoffabricationmethodshavebeen
proposed®®'8to produce porous scaffold
with interconnected pore networks,
such as the polymeric sponge method or
foamingprocesses,butageneralproblem
is how to control the processing and the
ultimate material properties. There is
also a new family of forming techniques,
named Direct Consolidation Techniques,
which allow generation of complex
shapes, but require a good knowledge of
therheologicalbehaviourofconcentrated
biomaterial suspensions'®22,

The balance between the porosity and
the initial mechanical strength must
be precisely controlled allowing the
optimal scaffold per surgical application
to be engineered while maintaining the
structural parameters necessary forhost
boneingrowth.Somecontroversystudies
have arisen regarding the importance
of specific structural parameters, such
as pore morphology, percentage of
porosity, pore connectivity and the strut
microstructure, in the biocompatibility
of the bone graft®*3°. For instance, a
number of works have suggested®'=*
that the degree of interconnectivity is
more critical than the pore size since
the vascular network needed for new
bone formation or repair is strongly

influenced by the degree of structural
interconnectivityamongpores,whereas
other works seems to give the same
importancetoboth parameters.Despite
nature can be hardly ever reproduced,
it is well established that improved
mechanical properties of hydroxiapatite
(HA) and better chemical similarity
between HA grafts and bone can be
obtained through liquid phase sintering
route using CaO-P,O, glasses as a
sintering aid as confirmed by extensive
published data regarding the Bonelike”
novelbonegraftdevelopment®>-*°.During
the sintering process CaO-P,O, glass
reacts with HA forming [J-tricalcium
phosphate ([J-TCP), which then might
transform into [J-TCP at higher
temperatures. The relative proportions
between [J- and [J-TCP phases in the
finalmicrostructuredependuponseveral
experimentalfactors,includingtheglass
content and composition. Bonelike” has
been reported as osteoconductive and
bioactive, supporting the formation of
mechanically and chemically bonded
bone directly on its surface*“¢. The
bioactivity of Bonelike® is determined
byanoptimalbalanceoftheleastsoluble
phase of HA and most soluble phase of
TCP.

This study aimed at evaluating the
biological responses of human bone
tissue to porous Bonelike® by implanting
cylindric specimens in the lateral aspect
of the tibia of patients, with medial
compartment osteoarthritis of the knee
during osteotomy surgeries.
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Materials and Methods

Material Preparation

Commercial synthetic medical grade
hydroxyapatite powder (Plasma Biotal
Limited, UK) underwent calcining and
milling procedures to supply an average
particle size of about 1.5 mm. Well
dispersed aqueous suspensions were
prepared with solids loadings as high as
60-vol % following a deagglomeration
procedure, in the presence of a
ammoniumpolycarbonate,aspreviously
described?°. These suspensions were
then used to consolidate macroporous
cylinders by suitably combining the
microstructural capabilities of the
foaming method with the shaping
capabilities of starch consolidation
method, as reported elsewhere?2,
Briefly, starch was added to the stock
suspension prior the incorporation of
the foaming agents, in a proportion of
10-vol % relative to HA. The amount
of foaming agents added was 4wt %,
relative to the mass of water present in
thesuspension,andthemassproportion
between foam-bath concentrate and
sodium lauril sulphate was 80/20. The
final mixtures were poured into a closed
mould and consolidated at 80° C for one
hour. The samples were demoulded,
dried and pre-sintered at 1100° C for 1
hour.

These pre-sintered ceramic bodies were
impregnated with a glass solution, in
optimized conditions as previously
described?,inordertoincorporateabout
4-wt. % of glass (glass composition
used: 65P,0,-15Ca0-10CaF-10Na,0 in

mol%), and then sintered at 13000 C at 4°
C/min for 1 hour.

Material Characterization

The apparent density was evaluated
from the weight and dimensions of the
samples. Scanning electron microscopy
analysis  (S-4100, HITACHI, Tokyo,
Japan) performed on fracture surfaces
ofthe sampleswere usedto characterize
the microstructure and qualitatively
assess pore size and pore morphology.
XRD analyses (Rigaku, Tokyo, Japan)
were carried out in the sintered samples
to evaluate the final crystalline phases
presentin the structure of the materials.

Clinical Trial Applications

After approval by the Ethic Commission
of Hospital de Sdo Jodo (Porto, Portugal),
thirteenpatientswithmedialcompartment
osteoarthritisofthekneewereselectedand
signedtheinformedconsenttoparticipate
in the clinical trial.

The study took place between June 2003
and September 2004 and included ten
women and three men, with a mean age
of 54 years (range 48 to 66 years). The left
side (knee) was most frequently affected.
The inclusion criteria were active patients
withmedialcompartmentosteoarthritisof
theknee, withnomorethan70years, varus
deformityoflessthan15°andnoassociated
inflammatory disease. It was also not
considermild-to-moderatepatello-femoral
osteoarthrosis as a contraindication for
high tibial osteotomy (HTO). Respecting
what had been previously accorded with
thepatientsthebladeplateswereremoved
at 6,9 and 12 months.
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Pre-operatively, all patients were clinically
evaluated with the standard protocol of
OrthopaedicDepartmentofHospitaldeSao
Joao(Porto,Portugal)thatisthelnternational
Knee Score (IKS). The radiological protocol
included: anteroposterior knee view
standing on each leg; lateral view with 30°
flexion; skyline views and hip-knee-ankle
radiographs, with the patient standing on
both legs, which allowed to determine the
global alignment of the limb and perform
the operative planning in order to obtain a
slight hypercorrection of 2 or 3° valgus.
Withgeneralorloco-regionalanaesthesia,
all patients were submitted to a prior
arthroscopy to the affected knee.
Although it has not been demonstrated
that this procedure influences the long-
term clinical outcome, it allowed the
treatment of associated lesions of the
meniscus or removal of loose bodies. A
12 cm curved incision was usually made
beginning midway between the patella
andthefibularhead and extended distally
to the crest of the tibia. The fascia was
thenopenedandasubperiostealdissection
was made to expose the lateral tibia and
tibiofibular ligaments. The division
of superior tibiofibular ligaments was
performedintwelve patients. One patient
required a large correction, so, prior to the
tibial approach, a fibular shaft osteotomy
was performed in the region between its
middle and distal thirds.

A Coventry*“ type closing wedge high
tibial osteotomy (HTO) was performed.
The use of special instrumentation
helped to improve the precision of the
bone cuts and to apply the Giebel blade
plate that was used to internally fixate it.

Special care was given to keep the medial
cortex intact. The correction control was
achievedwithintraoperativefluoroscopy.
To evaluate the biological behaviour
of the Bonelike’ to regenerate bone
defectedareas,a8 mmdiameterholewas
created in the lateral aspect of the tibia, 3
cmdistal to the entry point of the screws.
A porous cylinder with exactly the same
size was press-fitted there in order to fill
the cavity as shown in Figure 1.

A suction drain was placed (and left for
48 hours) and the fascia, subcutaneous
tissue and skin were closed. The second
operation allowed collecting samples
atthe pre-determined dates to proceed

Figure 1 — Macroporous cylinders of
Bonelike” were press fitted into a 8 mm hole,
3 cm distal to the entry point of the screws.
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with the subsequent histological study,
with the same approach, and using a
12 mm trephine to cut the cortical bone
around the specimens (Figure 2).

Retrieval samples evaluation

For histological examination, retrieval
samples were immediately placed in a
neutral formaldehyde fixative solution
(6%) for seven days, and then dehydrated
in an increased percentage of alcohol
solutions 70, 80, 90 and 100% and
embeddedinamethylmethacrylate resin.
After polymerization, specimens were
sectionedwithadiamondsawandpolished
down to the thickness of 40+10 um with
a diamond disc to prepare histological
slices. These sections were stained with
haematoxylin/eosin and Solo-Chrome R
and finally examined using an Olympus
BH-2 transmitted light microscope. The
biomaterial-new bone formed interface
was examined by scanning electron
microscopy (JEOL JSM 630IF).

By applying image analysis (software
PAQI, developed by CEMUP-UP), both
optical microscope and back-scattered
SEMimageswereusedtoassessthebone
ingrowth within the pore structures by
quantifyingthebone penetrationdepth
and relative area filled with new bone.
For statistical analysis, Student’s t-test
was performed using a 5% significance
level.

Results
Figure 3 shows one of the typical

microstructure of a porous sample after
sintering at 1300° C for one hour. The

Figure 2 - By using a 12 mm trephine,
samples were collected for histological
analysis at pre-determined times.

Figure 3 — Microstructure of the sample
sintered at 1300 °C.

estimated value of total porosity based
onthedeterminedapparentdensitywas
around 90% and in it could be observed
that over 90% of the total porosity
consists of open and interconnected
pores. This means that the fraction of
closed pores is relatively modest if one
considersthatfoaming methodstendto
form essentially closed porosity. These
results suggest that the pores left by the
burning out of starch granules enhance
poreinterconnectivity,andthereforeitis
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possible tocombine thefoamingandthe
starch consolidation methods to achieve
the 3D architectures that fulfil the pore
size requirements for bone ingrowth®?,
Previousworks*'**demonstratedthatpore
interconnectivity seems to play the most
important role in the glass impregnation
in comparison with total porosity.

The XRD pattern of the porous
specimens sintered at 1300° C revealed
the presence of of HA, [J-TCP and [J-
TCP as previously published.

In order to evaluate if porous scaffold
structures of Bonelike™ are suitable for
supporting biological activities such as
bone tissue growth and vascularization
indefectedbonesitesundercompressive
strength, porous cylinder specimens
were implanted in the lateral aspect of
the tibia of thirteen patients, with an
average age of 54 years old, with medial
compartmentosteoarthritis of the knee,
during osteotomy surgeries. Cylinders
were retrieved at the same time as the
blade plates wereremoved at6,9and 12
months (Figure 4). Four patients were
involved for each implantation period.
In one patienta deficient osteosynthesis
technique forced an earlier plate
removal. That happened immediately
after 3 months of implantation and
allowed the retrieval of a sample with
very short implantation time. The post-
operativeradiologicalevaluationstarted
48 hours after surgery with a standard
A-P and lateral view of the knee in
order to confirm the proper positioning
of the implant. The X-rays were then
repeated at 6, 12 and 24 weeks. At 6
weeks in all patients, was possible to see

Figure 4 — Post-
operative X-ray
after implanting
cylinder samples.

signs of good integration without any
lucent line surrounding the cylinders.
In later observations, the radiographic
appearancebecameprogressivelysimilar
tothe hostbone, showing that Bonelike®
was completely by new bone.

The histological analysis revealed no
collapse of the Bonelike® cylinders by
microfracture, and direct apposition of
bone on the Bonelike” surface was found
in all tissue sections with no fibrous tissue
interface. Theporeslocatedintheperiphery
were the first to be filled with bone as
envisaged from the histological surveys
after 3 months of implantation (Figure
5a). A centripetal bone colonization from
the periphery to the middle of the cylinder
was observed but in continuity with the
surrounding host bone. The percentage
of bone new coverage on the porous
Bonelike™ internal surface increased with
implantationtime.Thisnewlyformedbone
consisted of osteoid tissue as observed on
stained histological sections.
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(@) (b)

_ _ — BE1 - Doente_26__
CEMUP 13 EO=15kY WD=39mm CEMUP 310 E0=10KY WD=38mm

BE1 - Doente_21_ BE1 - Doente_21__
460um CEMUP x12 ED=15kY WD=39mm CEMUP x12 E0=16KY WD=33mm

Figure 5 - Back-scattered SEM images of implanted Bonelike™ after (@) 3 months, (b) 6 months,
(c) 9 months and (d) 12 months of implantation, showing bone regeneration inside the implants

AsshowninFigure 6 there wasevidence  implantation.Furthermore,anextensive
of the direct apposition of bone on vascularnetworkwasevidentwithinthe
internal poresurfaces,withosteocytesin  porous structure after 6 months.

close proximity to the implant material From the results obtained at short
after 6, 9 and 12 months of Bonelike® implantation periods it was noted that
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Figure 6 — Histological slices of a Bonelike” porous sample retrieved after 6 months of implantation.

boneingrowthtendedtobesitedonthe
Bonelike™ pore surfaces rather than free
standing within the pores. However, the
pore structure was not entirely covered
by bone, with portions of the implant
exposed directly to the bone marrow
at early implantation periods although
newboneformationpenetrateduntilthe
middleofthesamples.Histomorphometry
has been a tool to characterize the
degreeofboneintegration,andtherefore
bone penetration depth and therelative
cylinder area filled with new bone were
quantified.

The penetration depth was determined
from a radial line measuring the distance
of the intersection of the line with
inner new formed bone tissue and the
external surface of the implant. However
after 6 months it was already possible
to see new bone in the center of the
implanted cylinders, which gives 100%
of penetrationdepthforallimplantations
periods except for 3 months where bone
could only be seen in the periphery
region. Regarding the percentage of the
area covered by new bone calculated
from 2D histological sections a value of
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Figure 7 - Histological slices of a Bonelike” porous sample retrieved after 9 months of implantation.

53% (+15) was achieved for 6 months
and no statistical differences were found
between9and 12monthsofimplantation
since bone was found to penetrate the
channels and fill up most of the channel
spaces (76+12 and 88+9% respectively).
Figure 6 and 7 give an example of mature
bone with regular osteon structure
surrounded by areas where the new
bone tissue was still in early stages
of maturation. After 9 and 12 months
numerous intralacunar osteocytes were
embedded within the newly mineralized

bone matrix formed in the porous
structure of Bonelike® (Figure 7 and 8).
The results confirmed the highly
osteoconductive behaviour of porous
Bonelike® structures and the ability of
the porous network to promote tissue
ingrowth. Significant degradation of
the Bonelike® was not detected in the
short implantation periods under study
although clear surface dissolution was
visible after 9 months of implantation
(Figure 9).
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Figure 8 - Histological slices of a Bonelike® porous sample retrieved after 12 months of
implantation.

Figure 9 — Surface degradation of Bonelike® porous sample retrieved after 9 months of
implantation.
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Discussion

Intissuerepairapplicationainterconnected
3Dstructurenetworkisrequiredtopromote
extensivecellattachmentandorganization
of cells that leads to tissue ingrowth with
vascularization, and good implantation
integration. The tissue ingrowth rates
depend upon the pore morphology, the
degree of pore connectivity and pore
volume. It has been reported that pores
larger than 100 mm are seen as necessary
to allow blood and nutrient supply access
for bone mineralization within a graft®’.
Synthetic bone grafts provide an
alternative to the limited resourced of
autographs,andtheproblemsassociated
with the use of allogenic and xenogenic
grafts. Bonelike® is a glass reinforced
hydroxyapatite and is believed to be a
promising alternative to natural bone
grafts, especiallyin a porous form where
the3Darchitectureofthematerialallows
cellular ingrowth and vascularization
of the graft, thus promoting a greater
degree of osteointegration.

During the preparation of the porous
Bonelike’, in the stage of drying of the
pre-sintered and glass solution soaked
samples, the liquid phase tended to
migrate to the evaporating surfaces
where the soluble glassy phase started
precipitatingpreferentiallyafterreaching
asupersaturation concentration.During
sintering, the glassy phase enhances the
densificationintheabovereferred parts,
closing eventual microcracks existing
in the struts, and therefore exerting an
overall reinforcing effect of the porous
structure. Therefore, the innovative

approach used to prepare Bonelike’
porous structures has an advantage
of reinforcing the porous structure
especially in the target sites where
microfractures may occur.

The use of Bonelike® with standardize
and well-defined physico-chemical and
biologicalpropertiesinthedense/granular
forms, led to predictable results when
usingitin pre-fashioned porousstructures
as done in this study. Previous studies,
performed in vitro and using animal
models have already shown the positive
effect on the biological response to the
microstucture and chemistry of Bonelike".
Thus, the high level of affinity shown by
the host bone to the surface of Bonelike®
observedinthis study should be aresult of
acombination of its chemistry and porous
designed structure.

Extensive penetration of boneingrowth
was noted within the Bonelike’
porous structure at early time points
as 6 months, which suggest a rapid
fixation of the bone graft. The porosity
of the Bonelike™ structure allowed
osteoprogenitor cell penetration, cell
migration, and attachment enabling
new bone ingrowth and thus forming a
strong bond with the host bone, which
provides stability and osteointegration.
After the initial period, once bone
ongrowth and fixation had occurred on
the surface of Bonelike® appeared to
induce the deposition of more ordered
bone on its internal surfaces and within
its pores, thereby acting as a support for
newboneandencouragingbonegrowth
on its surfaces. The weak mechanical
properties of a porous structure should
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be eliminated once incorporation and
bone ingrowth into the pores were
achieved.

The complete penetration of bone into
the centre of Bonelike™ cylinders mustbe
consequenceofthegoodinterconnectivity
among the pores within the structure of
Bonelike’, which allowed for nutrient
and oxygen availability leading to faster
bone apposition and/or angiogenesis.
Literature describes that in the short
to medium term bone apposition was
influenced in the first instance by
the rate of cellular invasion, which is
determinedbytheporemorphology,and
in the medium to long term, by the rate
of vascularization, which is determined
by the connectivity network?*%.

HA has been characterized as being
much more stable compared to [J-
and [J-TCP phases. Therefore porous
Bonelike” has the ability to provide
the scaffold for new bone growth due
to the presence of the HA, as well as
the ability to foster osteogenesis due
to the presence of the degradable TCP
phases and by the release of specific
ions present in its composition. A series
of dissolution-precipitation processes
undergo in vivo and the release of ions,
stimulated by the high surface area, will
have a beneficial effect on cell biology
activity, as it as also been demonstrated
in several in vitro cellular studies and in
Vivo experiments.

Conclusions

This study demonstrates the porous
Bonelike® is highly biocompatible,
since direct apposition of bone to
Bonelike™ surface is the desired clinical
outcome with full osteointegration and
vascularization. Porous structures of
Bonelike” can be applied in human
adults for bone repair, even in weight-
loaded bone, and bone ingrowth into
the pores progressed with time of
implantation. Porous structures of
Bonelike" have potential to be used in
tissue engineering.
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ABSTRACT

Two synthetic calcium phosphates in porous wedge shape, Bonelike” and a
commercial HA/[J-TCP biphasic material, were used as an alternative to bone
autograftsandallograftsinthetreatmentofmedialcompartmentosteoarthritis
of varus knees. The structure of Bonelike” has a 3D architecture that is
computercontrolled,andacomposition that mimics the mineral composition
of natural bone. The HA/[J-TCP biphasic material used as a control material in
this study was prepared using conventional foaming based methods.Nosigns
ofinflammatory reactions were observed post-operatively for both materials.
After 4 months of partial weight bearing, signs of fusion at the osteotomy site
and goodintegration of theimplanted wedges were observed, showing good
mechanical resistance. Concerning the final correction attained, the left knee
revealed a satisfactory valgus of 10°, but the right one only had a final value of
6°. The clinical evaluation using International Knee Score (IKS) showed good
outcomeinallparameters:completerangeof motioninbothknees,onlyslight
pain on climbing stairs and no use of crutches.
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1. INTRODUCTION

Dealingwithbonedefectsisapermanent
challenge in orthopaedic and trauma
field. A valgus tibial osteotomy has
been selected as an efficient method
of treatment for patients with medial
compartment osteoarthritis in varus
knees'>. Studies have shown that there
issomedegree of cartilage regeneration

after this procedure®®, even without
chondrocyte implantation.

Lateral closing wedge high tibial
osteotomy technique has been so far
the most used surgery to solve this
problem. Nevertheless, in order to avoid
theperonealosteotomyandobtainmore
accurate correction of varus deformity,
a technique of medial opening wedge
tibial osteotomy has been introduced.
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Thelatertechniquehasmanyadvantages
compare with the former one. Opening
wedge tibial osteotomy is simple and
less invasive technique, and the fixation
isaccomplished easily by means of metal
plates and screws. Later, if conversion to
a total knee arthroplasty is needed, the
procedure is also simplified.
Afashioned wedge with the exactangle
forthe openingrequired can beinserted
in the osteotomy site, allowing not only
coronal but also sagital corrections.
However, opening wedge high tibial
osteotomy has limitations such as the
risk of collapsus, with loss of correction
and non-union'*>910,

The gap created by the osteotomy may
be filled with autograft or synthetic
materials'.  Autograft  substitutes,
most specifically iliac crest cortico-
cancellous graft, is considered the
most successful bone filling because
of its osteoconductive, osteoinductive
and osteogenic properties. However,
autograft substitutes showed some
drawbacks related to the donor site
and require a second surgery. To
overcome the disadvantages of the
autografts, synthetic bone substitutes
morphologically adapted to the host
site are starting to be used in several
orthopaedic applications. Pre-shaped
wedgesdesignedforspecificapplications
simplified the surgery procedure as well
as add some mechanical stability. The
syntheticsubstituteshavebeenreported
as bioactive and can support bone
growthandremodelling,whichmaylead

to faster full weight-bearing after open
wedge valgus high tibial osteotomy'>,
Three-dimensional porous scaffolds
seem to be a good option for opening
wedge high tibial osteotomy, as they
offer a framework for new bone tissue
formation and anchorage by providing
surface and volume, that will allow cell
ingrowthandanaccuratecelldistribution
throughout the porous structure'’2,
Recently,theauthorsreportedthepotential
of a composite material, registered as
Bonelike’, as a synthetic bone graft in
animal models and in implantology and
oral maxilofacial applications comparing
with the commercially available pure HA.
Inthepresentstudy,twomaterialsprepared
in different ways, computer controlled 3D
architecture fabrication and conventional
based techniques, were used as a bone
substitutes, Bonelike’ and a HA/[J-TCP
biphasic material, respectively. The 3D
architecturecomputer-controlledfabrication
techniques, known as rapid prototyping
(RP), have significant advantages over
conventional based fabrication methods.
Although conventional methods hold
great success in preparing scaffolds for
boneapplications,thecomputer-controlled
fabrication techniques promises rapid
solutionsinautomatingscaffoldproduction
as well provide several advantages such as
easyprocessing,macroshapeandstructural
design, which leads to good compressive
strength'?"22 The purpose of thisworkwas
toevaluate the performance of two porous
wedges materials with different structures
in the treatment of medial compartment
osteoarthritis varus knee.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Bonelike" composite preparation
Bonelike® composite powders were
prepared as described in previous
studies'?', Briefly, a calcium phosphate
glass with a composition of 15 CaO-
65P,0.-10 CaF,-10 Na,0 (mol %) was
preparedusingreagentgradechemicals.
The glass was obtained by melting in
a platinum crucible at 1300° C for 2 h.
The prepared glass was crushed in an
agatemortarandsievedtoagranulesize
below 75 um. The Bonelike" composite
was than obtained by mixing 4% wt
of the obtained glass with phase pure
laboratory prepared hydroxyapatite
(HA) in isopropanol. The mixture was
dried for 24 h at 60°C and sieved to less
than 75 um.

2.2. Wedges preparation

The Bonelike’ composite powders were
firstly unixially pressed at 120 MPa to
obtain dense block shaped compacts.
Then using RP technique, the blocks
were then machined into an edge shape
with porous structure distribution,
according to Figure 1. Finally, the
obtained porousBonelike’wedgeswere
sintered at 1300° C during 1 hour. The
dimensions of the wedges, required for
this particular case, were: 40 x 19 mm,
the tip and the base height were 4 mm
and 12 mm, respectively (Figure 1).

The commercial wedges used as a
controlmaterial, wereabiphasicceramic
composed of 65% of hydroxyapatite
(HA) and 35% of tricalcium phosphate
({-TCP). As reported in the literature,
this ceramic is prepared using the
conventionalmethod,i.e.macroporosity
is formed in the structure of the ceramic
body by a foaming technique.??

Figure 1 - Top and bottom view of Bonelike® wedge. The length of the edge is 40 mm, the
thickness is 19 mm and the tip and base height is 4 and 12 mm, respectively.
The space between porous is 2.0 mm.
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2.3. Materials characterization

For X-ray diffraction analyses, samples
were ground to fine powders of Bonelike”,
and analysed using a Siemens D 5000
diffractometer with flat plate geometry
and Cu K| radiation. Data were collected
from 10 to 80° (2[]), with a step size of
0.02° and a counting time of 2 s per step.
Quantitativephaseanalysiswasperformed
by the Rietveld method using General
Structure Analysis Software (GSAS, Los
Alamos National Laboratory).

2.4. Clinical Case

In June 2004, a 58 years old male
patient (AMS) was evaluated in the
Orthopaedic Department of Hospital de
Sdo Jodo (Porto, Portugal), complaining
of bilateral knee pain, specially in
the left side, for the last 4 years.
The character of the complain was
mechanical, predominantly localized in
the medial compartment, but also with
some femuropatelar complains. The
medicationandPhysiotherapyprovided
only partial relieve of the simptons. The
patient referred that, when he was 40
years old, he was submitted to an open
medial meniscectomy in the left knee.
24.1. Clinical and
evaluation
Thepatientwaspreoperativelyevaluated
according the standard protocol of
Orthopaedic Department of Hospital
de Sdo Joao (Porto, Portugal) that is
the International Knee Score (IKS).
The physical examination showed:
bilateral genum varum, with quadriceps
atrophy, a parapatelar scar from the

radiographic

previous meniscectomy in the left knee,
good range of motion, low volume
hidarthrosis, + valgus stress test, but -
Mc Murray and anterior drawer test.
The radiological procedures included
anteroposterior knee view standing on
each leg; lateral view with 30° flexion;
skyline views and hip-knee-ankle
radiographs, with the patient standing
onbothlegs,whichalloweddetermining
the global alignment of the limb and
performing the operative planning in
order to obtain an accurate correction.
Theradiographicexamshowedabilateral
osteoarthrosis, mainly in the medial
compartment (grade lI-lll - modified
Ahlback) and a varus of 6°in the leftand
10°in the right knee (Fig. 2).

2.4.2. Operative technique
Anopeningwedgeosteotomywasplanned
toobtain 2 or3°of hypercorrectionin the
alignment of both knees that is 9 or 10 ©
valgus. Firstly, the patient was submitted
to a valgus osteotomy in the left knee
with addition of a 12° medial wedge of a
commercial HA/[J-TCP biphasic material.
Eight months later the same surgical
procedure was applied to the right knee
using the Bonelike” composite material.
Inboth cases, the medial wedge opening
side was stabilized by means of a Puddu
plate and screws to avoid subsequent
displacement of the wedge (Fig. 3).
The post-operatory period was normal,
with no signs of inflammatory reaction.
Partial weight bearing was allowed until
4 months, when the use of crutches was
discontinued.
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Figure 2 - Pre-operative X-ray show 6° of anatomical varus in the left and 10° in the right knee.

Figure 3 — Post-operative X-ray after 8 weeks of left knee treated with commercial HA/TCP (A)
and right knee treated with Bonelike” composite (B).
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RESULTS AND DISCUSSION

Opening osteotomy techniques are
efficient in the correction of tibial varus
deformity, sparing bone tissue, avoiding
shortening, caused by osteotomies
with bone wedge resection'. Two
approaches can be followed in terms of
the clinical use of bone grafts, granules
or a pre-shaped wedges. The granules
have a high surface area and cover a
large area of cancellous bone in the
open gap and provide a loose matrix for
boneingrowth.However,thepre-shaped
wedges improve the ease of handling
as well as might add some mechanical
stability to the implant graft. In the
case of pre-shaped wedges, to obtain
bone ingrowth through the material’s
structure, the macroporous scaffold
must show pores diameterranging from
100 to 1000 mm. This structure allows
for cellingrowth and neovascularisation
14-16,19,20,22,27‘

Severalauthorsreporttheuseofdifferent
bone substitutes, such as acrylic bone
cement, hydroxyapatite and tricalcium
phosphate, in tibial osteotomies?”
30, Although acrylic bone cement is
clinically used, it shows some limitations
regardingabsenceofresorption,porosity
and osteointegration. Essentially, its
use only provides initial stability. The
use of porous hydroxyapatite resulted
in excellent follow-up results, showing
boneingrowthintotheporesthroughout
the implantation periods. These studies
showed a direct relation among three
factors, bone ingrowth, implantation
periods and porous diameter. However,

measurements in the radiodensity of
hydroxyapatite were mantainned for a
long time in radiographic follow-up,
which prove its lack of resorption3°3',
Conventionally fabricated porous [J-
TCP have shown to be osteoconductive
and resorbable, however its application
in opening wedge osteotomy has
usually been associated with internal or
external fixation due to lack of structural
reliability??® and therefore a rigid
fixation method is required to provide
stability of the implant graft and reduce
the risk of non-union and collapsus at
the osteotomy site as well as to reduce
the long post-operative immobilization
of the patients®2.

In this work, the clinical performance
of two bioactive materials that were
appliedin openwedge osteotomieswas
evaluated. For both materials, the post-
operatory period was normal, with no
signs of inflammatory reaction. Four
months after surgery the radiological
evaluation showed signs of fusion at the
osteotomy site and good integration of
both implanted grafts. The correction
achieved in the left knee revealed a
satisfactory valgus of 10°, but the right
oneonly had afinal value of 6°,as shown
in Figure 4. The clinical evolution was
also favourable with the IKS evaluation
performed at 4 months post-operative
showing a good outcome (complete
range of motion in both knees, only
slight pain on climbing stairsand no use
of crutches).

The commercial ceramic used was
a biphasic one, composed of 65% of
hydroxyapatite and 35% of tricalcium
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phosphate.Literaturereportsitsapplication
in orthopaedic and trauma surgery,
showing good biocompatibility®. In the
first osteotomy, where this material was
used, showed good results from clinical
and radiological point of view. The second
intervention that was performed in the
right knee using Bonelike® material,
showed radiological osteointegration and
consolidation after 4 months.

Besides the ability of reinforcing the
structure of hydroxyapatite (HA), the

Figure 4 - Final X-ray show 10° of anatomical valgus
in the left and 6° in the right knee.

addition of CaO-P,0, based glass into
the HA structure leads to the formation
of secondary phases, [J-and [J-tricalcium
phosphate (TCP). Their percentage is
dependentuponthesinteringtreatment,
contentandthe compositionoftheglass
added 2243334 Due to the presence of
HA and [J- and [J-TCP in the structure of
Bonelike” composite, which are known
to be biodegradable and bioresorbable
phases, a local enrichment in Ca e P in
the physiological environment occurs,
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which stimulates new bone formation
helping in osteointegration of Bonelike
composite as well as improve the
mechanical strength.

Bonelike” wedge was prepared by 3D
biomodelling, which is a technique that
allows for complete structural control
of the synthetic graft, automation of
the manufacturing process and high
precision of the pore size and pore
distribution. All these parameters are
known to play a fundamental role in
the structural reliability of the synthetic
graft and accounts for the higher
compressive strength than those grafts
that are prepared by conventional slip
casting and foaming techniques. From
radiological examination it was evident
that no graft displacement, distortion
or fracture occurred, which should be
attributed to the high precision of the
manufacturing process.

This clinical case report confirms other
previous studies that had shown that
Bonelike” is rapidly osteointegrated after
implantation in maxillofacial surgery
and implantology**¥. In orthopaedic
applications, radiological, histological
histomorphometric measurements and
scanning electron microscopy have
previously demonstrated that Bonelike®
is highly bioactive and it resorbs at a rate
thatis compatible with the new formation
rate. The possibility of applying 3D
Biomodellingtechniquestomanufactured
high-precision macropores structures for
openingwedgetibialosteotomyopens-up
new areas of application of Bonelike” in
the orthopaedic field.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A crescente complexidade e exigéncia de solu¢des para resolver determinadas
patologias do foro ortopédico e maxilofacial tém evidenciado o papel que os
substitutos 6sseos podem vir a desempenhar na Medicina do futuro, originando o
aparecimento de imensa informacdo como resultado da investigacao que tem sido
desenvolvida nesta area, em especial desde a conferéncia de Chester em 1991,

No Capitulo Il, pesquisando trabalhos como os publicados por Ratner? e
Laurencin®, e apds uma breve resenha histérica, sdo abordados conceitos como os
de osteoconducao, osteoinducdo e osteogénese, essenciais para a compreensao
do papel que as vdrias classes de biomateriais podem desempenhar na reparacao
do tecido 6sseo. Sdo ainda referidas as limitagdes decorrentes da utilizacdo de
autoenxertosoudorecursoaaloenxertos®,quelevaramauminteressecrescentepela
utilizacdodemateriaissintéticoscomcaracteristicasosteocondutorascomoosvidros
bioactivos desenvolvidos porHench® e Kokubo®, coma possibilidade de osassociar
asubstanciasbioactivascomoaspiradode medula, proteinas morfogenéticas dsseas
(BMP) e factores de crescimento, acrescentando-lhes qualidades osteoindutoras
como descreveu Urist em 19657,

Devidoasemelhangadasuacomposicdaocomamatrizinorganicadotecido 6sseo, os
ceramicos de fosfato de calcio tém sido cada vez mais utilizados. Com comprovada
capacidade osteocondutora, alguns autores tentaram também demonstrar neste
grupo de substitutos 6sseos, eventuais propriedades osteoindutoras®.

No ambito desta dissertacdo foi avaliado o comportamento biolégico de um novo
ceramico, denominado Bonelike’, desenvolvido e patenteado por Santos et al®, e
ja testado preliminarmente, quer em laboratério quer através da sua aplicacdo em
modelosanimais.Pelosconstituintesqueoformameomodocomoestesseencontram
quimicamente ligados, constitui um avanco em termos das suas caracteristicas
biolégicasrelativamenteaos ceramicos tradicionais,comoodemonstramosestudos
efectuados com culturas celulares descritos no Capitulo Ill.

Assim é conhecido que a implantacao de um material no tecido dsseo resulta
numa interface que é de extrema importancia para o desempenho e sucesso
do implante®™, O comportamento celular é significativamente afectado pelas
caracteristicas de superficie do biomaterial utilizado, nomeadamente morfologia,
textura, composicdo quimica e tipos de pré-tratamento, e a caracterizacdo dos
processos bioldgicos que ocorrem nesta interface podem permitir desenvolver
materiais para aplicacdes clinicas especificas"'?. Contudo, a compreensao das
interac¢oes tecido 6sseo/biomaterial é dificultada pela variedade e complexidade
dos processos que ocorrem nesta interface. A utilizacdo de culturas celulares
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representativas e com um comportamento reprodutivel constitui uma ferramenta
de investigacao de rotina para a avaliagao da resposta celular a biomateriais>',
Estes ensaios permitem a caracterizacdo dos eventos celulares e moleculares que
ocorremnainterfacetecidodsseo/biomaterialemcondi¢éesexperimentaisdefinidas
e controladas e aavaliacdo de interaccdes especificas, na auséncia da complexidade
sistémica que se observa in vivo. Actualmente, qualquer programa de avaliacao
de biomateriais deve incluir ensaios de biocompatibilidade in vitro realizados com
recurso a culturas celulares™,

Apds aimplantacgdo no tecido dsseo, os materiais que se utilizam como substitutos
6sseos permanecem em contacto intimo com a medula 6ssea. A adesao,
proliferacdoediferenciacdodecélulasprecursorasdososteoblastosemosteoblastos
funcionalmente activos constituem processos essenciais para a formacgdo de tecido
osseo na interface osso/material e, consequentemente, para a osteointegragao
do material. Deste modo, as culturas de células osteoblasticas provenientes de
medula éssea humana constituem o modelo in vitro mais apropriado para avaliar o
desempenho biolégico de biomateriais candidatos a substitutos 6sseos.

Neste trabalho, o desempenho biolégico in vitro do substituto dsseo Bonelike® foi
estudado pela avaliagdo do comportamento de proliferacédo e actividade funcional
de células osteoblasticas de medula 6ssea humana cultivadas na sua superficie. A
hidroxiapatite (HA) pura foi usada como controlo, uma vez que os substitutos 6sseos
existentes no mercado sdo na sua grande maioria de HA.

A cultura primaria foi estabelecida através da cultura de uma suspensao celular de
medula éssea humana obtida por lavagem de fragmentos ésseos descartados de
cirurgias ortopédicas (apo6s consentimento informado e aprovacédo pela Comissao
de Etica Hospitalar). As células da 12 subcultura (obtidas directamente da cultura
primaria) foram cultivadas na superficie de pastilhas densas de Bonelike” e de HA e,
também, na auséncia de materiais (placas de cultura standard - culturas controlo).
Os materiais colonizados e as culturas controlo foram cultivados durante 28 dias em
meio de cultura []-MEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 50 mg/
ml de gentamicina, 2,5 [Jg/ml de anfotericina B, e na presenca de 50 [Jg/ml de acido
ascorbico, 10mMde[J-glicerofosfato e 10nM de dexametasona.As culturas celulares
foram caracterizadas ao longo do periodo de cultura relativamente a parametros
de proliferacao/viabilidade celular — ensaio do MTT, conteddo em proteina total,
e de actividade funcional - actividade da fosfatase alcalina e formacdo de uma
matriz extracelular mineralizada de fosfato de calcio (observacao por microscopia
electrénica de varrimento e microanalise por raios-X).
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As condicoes experimentais utilizadas, nomeadamente a suplementacdo do meio
com 4cido ascoérbico, [J-glicerofosfato e dexametasona, sdo frequentemente
utilizadas na cultura de células provenientes de tecidos conjuntivos e favorecem a
proliferacdo e o desenvolvimento de células osteoblasticas. O dcido ascérbico tem
um papel essencial na sintese de colagénio, o componente fundamental da matriz
Ossea extracelular™, O [J-glicerofosfato é adicionado por rotina as culturas de
células osteoblasticas para promover a formacéao de depésitos de fosfato de célcio
na matriz extracelular’®'”), Ha uma variedade de estudos que mostra que a presenca
de [J-glicerofosfato em sistemas de cultura de células osteoblasticas muito variados
induz a formacdo de uma matriz extracelular mineralizada com propriedades e
estrutura de tecido 6sseo embrionario (“woven bone”)'%1718 A dexametasona é
um glicocorticéide sintético frequentemente utilizado como agente osteoindutivo
in vitro, devido ao seu efeito positivo na proliferacdo e/ou diferenciacéo de células
osteoblasticas em varios sistemas de cultura®2,

Os resultados obtidos mostraram que as culturas celulares de medula éssea
humana efectuadas em situagao controlo - placa de cultura, auséncia de material
- apresentaram uma fase de crescimento exponencial durante 3 a 4 semanas,
atingindo depois uma fase estaciondria. O crescimento celular foi acompanhado
pela produgao de uma matriz extracelular abundante e sintese de niveis elevados
de fosfatase alcalina. Esta enzima tem um papel essencial na hidrolise de fosfatos
organicos (no caso das culturas celulares, o [J-glicerofosfato), providenciando os ides
fosfato necessarios ao processo de mineralizacdo da matriz?¥. A partir da 32 semana
de cultura, verificou-se a formacédo de depositos de fosfato de cdlcio associados
com a matriz extracelular, observados por microscopia electrénica de varrimento e
analisados por microanalise de raios-X.

Os resultados observados sugerem que as culturas celulares de medula dssea
humana efectuadas nas condicbes experimentais descritas apresentam uma
relacdo proliferacdo/diferenciacdo caracteristica do desenvolvimento do fenétipo
osteoblastico: uma fase de proliferacdo celular activa que é acompanhada pela
sintesedeumamatrizextracelularabundanteeproducaodeproteinascaracteristicas
(porexemplo, afosfatase alcalina), maturacao e organizacao da matrizextracelulare
mineralizacao da matrizextracelular, processo que reflecte a expressao completado
fenotipo osteoblastico®. Constituem assim um modelo apropriado para o estudo
das interacgdes entre as células osteoblasticas e a superficie de substitutos ésseos.

A avaliacdo do desempenho biolégico de amostras densas do substituto ésseo

Bonelike®colonizadascomcélulasdemedulaésseahumanamostrouumaproliferacao
celular que se manteve por trés a quatro semanas e producédo de niveis elevados de
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fosfatase alcalina. As amostras apresentaram-se parcialmente cobertas com células
de medula éssea que se adaptaram perfeitamente as reentrancias e cavidades
da superficie do material. Observou-se também um crescimento exuberante no
interior das microcavidades que se desenvolveram no material durante o periodo
deincubacdo e, na tltima semana de cultura, a formacao de abundantes estruturas
globulares mineralizadas incorporadas na matriz fibrilar. A microanalise por raios-X
mostrou que estas estruturas tinham na sua composicao compostos de Ca, P, C e
O, evidenciando um processo de mineralizacdo de mediagdo biolégica. Nas mesmas
condicdes experimentais, as amostras de HA apresentaram valores de proliferacao
celular e actividade de fosfatase alcalina inferiores aos observados no substituto
6sseo Bonelike". Observou-se crescimento celular em alguns locais da superficie,
mas nao houve evidéncia da formacao de areas mineralizadas.

O melhor desempenho bioldgico do substituto 6sseo Bonelike® quando comparado
com o da HA esta intimamente relacionado com a sua composi¢ao quimical?®
2. 0 composito Bonelike® é composto por uma matriz de HA com duas fases
bioreabsorviveis: [J- e [J- fostato tricalcico, que sao mais soltveis que a HA e que
libertam localmente Ca e P?-29, As alteragOes visiveis na sua superficie resultam
destas interac¢Oes idnicas que aparentemente induzem de forma significativa
a diferenciacdo das células osteoblasticas em osteoblastos funcionais. Ainda, a
presenca de ides de fluor (F) neste microambiente, libertados deste compésito,
estimula a proliferacao das células osteoblasticas. Conclui-se assim que o substituto
0sseo Bonelike® apresenta maior bioactividade que a hidroxiapatite pura e que esta
caracteristica se deve aimportantes alteragdes verificadas na sua superficie durante
aincubacdo,nomeadamentealibertacdodeidesimportantes nafisiologiadotecido
dsseo (Ca, P, F), e modificagdes da topografia. Desta forma, verifica-se um efeito
positivo sobre a proliferacao e a diferenciacdo dos osteoblastos conduzindo a uma
unido bastante eficaz e bem mais rapida entre o biomaterial e o tecido dsseo.

No Capitulo IV sao apresentados os resultados dos estudos in vivo observados
apos aplicagcao de Bonelike® sob a forma de granulos e de cilindros macroporosos
em tibias de doentes com gonartrose do compartimento medial, submetidos a
osteotomias de valgizacao.

A opcao por esta intervencao cirurgica para efectuar este estudo estd relacionada
com uma série de razdes. Primeiro a seguranca dos pacientes. Autores como
Boden®3% e Burkus®®3” tém estudado a aplicacdo de substitutos 6sseos com
capacidade de osteoinducédo, na obtencao de fusdes vertebrais. A aplicacdo de
biomateriais numa area delicada como a coluna vertebral, embora possivel como
linha de investigacdo futura, revestir-se-ia de maior risco em caso de deficiente

_84-



DISCUSSAO E CONCLUSOES

osteointegracdo. Além disso, o estudo histolégico ndo teria sido possivel realizar
sem uma segunda intervencao destinada Unica e exclusivamente a colheita de uma
amostra, o que nao é éticamente aceitavel. Por ultimo, tratando-se a tibia de um osso
com uma localizacdo subcutanea, torna-se simples a avaliacdo de qualquer reaccao
inflamatdria local, que poderia eventualmente estar relacionada com fenémenos de
rejeicao do implante.

A reproductilidade das intervencées é também um factor importante para a
padronizacdo do estudo. A técnica cirdrgica e o cirurgido responsavel foram
sempre os mesmos e foi aplicado o biomaterial em cavidades produzidas sempre
com dimensdes iguais, localizagdo precisa e em doentes pertencentes a um mesmo
grupo etario e com um protocolo pré e pds-operatorio definido para permitir obter
assim resultados comparaveis. O preenchimento de defeitos 6sseos unicamente em
situagdes patoldgicas, embora tratando-se de uma situagéo clinica ndo provocada
artificialmente, o que seria ideal em termos de avaliacdo do comportamento
bioldgico, iria introduzir uma série de varidveis ndo controlaveis, tornando dificil a
avaliacdo e comparacao dos resultados. A aplicagao clinica do Bonelike” esta ja, no
entanto, a ser progressivamente efectuada, ndo sé em patologia Ortopédica como
também em Maxilofacial.

A localizacao da cavidade cerca de 3 cm distal ao ponto de entrada dos parafusos,
teve como objectivo colocar azona de implantacao o mais longe possivel dofoco de
osteotomiaondeindubitavelmenteocorremalteracdesdometabolismo ésseolocal,
que poderiam modificar a resposta biolégica ao material implantado.

Relativamenteaoperiododeimplantacdoecolheitasdasamostras, seriainteressante
executa-la em fases mais precoces ap6s a implantacdo, mas a necessidade de
aguardar por uma completa e segura consolidacdo do foco de osteotomia limitou
esta possibilidade.

Ao contrario do que sucedeu nos estudos in vitro, ndo foi utilizada nesta fase de
estudo in vivo, qualquer grupo controlo. Para o fazer, idealmente seria necessario
formar mais 3 grupos: um em que se deixariam cavidades por preencher; outro em
que se utilizaria autoenxerto e, por fim, um terceiro grupo em que se utilizaria outro
substituto 6sseo, como a HA ou TCP. Em vez dos 26 casos operados, necessitar-se-ia
assim de incluir muitos mais doentes, de forma a manter um nimero de aplicacdes
de Bonelike™ estatisticamente significativo. Este facto prolongaria no tempo este
estudo de uma forma inaceitavel, devido a dificuldade em seleccionar candidatos
para cirurgia mantendo o mesmo rigor nas indicacdes. A realizacdo de mais do
que uma cavidade em cada tibia aparentemente poderia ser uma solucdo, mas foi
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hipéteseabandonadapelafragilizacdoqueprovocarianacorticalcomoconsequente
aumentar do risco de fractura iatrogénica.

O problema da néo utilizacdo de grupo controlo nesta fase pode ainda ser
ultrapassado recorrendo a andlise de ensaios comparativos em animais, utilizando
este biomaterial como foi realizado por Santos JD e Lopes MA®%4), ou outros
materiais como descreve Oonishi“**%, A extrapolacao dos resultados destes ensaios
para os humanos depara, no entanto, com alguns problemas como, por exemplo, o
dolimitadopotencialosteogénicodosprimatascomparativamenteaoutrasespécies
animais. Existe, no entanto, uma grande similitude no padrao de comportamento.

Como foi salientado anteriormente, o Bonelike™ apresenta na sua constituicao duas
fasesderapidabioreabsorcao,[Je D—Cas(PO4)2 (Oe[]-TCP), presentesnasuacomposicdo
e que desempenham um papel fundamental na adesao, proliferacao e diferenciacao
das células osteoblasticas, isto é, na sua bioactividade. A fase cristalina principal, a HA,
sendo menos soltvel vai manter a morfologia original *. Os estudos de microanalise
deRX (método de Rietveld) efectuados, permitiram quantificar o pesorelativa de cada
um destes e sdo os seguintes: HA=69,2%; [-TCP=22,0% e []-TCP=8,8%.

Assim,nosdoentesnosquaisforamaplicadosgranulos,aandlisedos corteshistoldgicos
emmicroscépio optico (fixadosemformol, desidratados porumasolucaoalcodlicaem
percentagens crescentes e apos coloragdo com Hematoxilina-eosina e Solo-Chrome”),
permitiu observar o intimo contacto existente entre os granulos e o 0sso, sem
interposicao de tecido de fibrose ou a presenca de quaisquer células inflamatérias. Por
outrolado, é bem evidente a presenca de numerosos vasos sanguineos que traduzem
o processo de angiogénese activo que ocorre durante a osteogénese®®. E também
possivel identificar osso com diferentes densidades minerais e organizac¢do estrutural,
traduzindo assim a presenca de osso imaturo a sofrer um processo de remodelacdo
para 0sso com a organizacdo lamelar (com numerosos canais de Havers) caracteristica
do osso maduro. A superficie de numerosos granulos nota-se, logo apds os 6 meses,
aformacao de microcavidades preenchidas por novo 0sso, o querevela jatambémum
processo de biodegradagao em curso.

Os estudos histomorfométricos foram efectuados a partir de imagens obtidas
por microscopia electrénica de varrimento (MEV). Pretendendo-se demonstrar as
caracteristicas osteocondutoras do material, seria necessario medir a aposicao do
0ss0 novo no implante, pelo que se optou por medir o perimetro dos granulos que
se encontrava coberto por aquele (em %). Realizados diversos cortes histologicos
para cada um dos 3 diferentes periodos de implantacao, verificou-se um aumento
progressivo da percentagem do perimetro de contacto de 67+10%, para 75+6% e,
posteriormente 84+5% (para 6, 9 e 12 meses, respectivamente). Estes resultados
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demonstram que uma quase completa regeneracgao 6ssea ocorreu, a comegcar pelos
granulos localizados mais préximo dos bordos do defeito 6sseo o que revela que um
processo de osteoconducdo tera ocorrido com sucesso.

Com tempos de implantacdo mais longos, sdo de esperar ndo sé percentagens de
contacto osso-implante mais proximas ainda dos 100%, mas também que, apds
as fases mais soluveis ([J e [J-TCP) terem sofrido degradacao, o mesmo sucedera
com a HA, ainda que a um ritmo mais lento, o que poderd permitir uma completa
regeneracao de toda a area do defeito dsseo.

O estudo com cilindros macroporosos de Bonelike® veio salientar a importancia do
volume e morfologia dos poros, assim como da sua interconectividade, no grau
de osteointegracdo. Valores de diametros acima de 100 um sdo considerados
COmo necessarios para permitir o crescimento ésseo dentro dos poros, sendo a
interconectividade destes essencial para a proliferacdo de uma rede vascular
que assegure o necessario aporte de oxigénio e nutrientes. O modo como esta
arquitectura tridimensional é conseguida, depende dos métodos utilizados na
sintese das formas macroporosas, nomeadamente através da utilizacdo de amido,
espuma de poliuretano ou a combinacao de ambos como sucedeu neste caso. A
utilizacdo de métodos de espuma origina preferencialmente poros fechados, pelo
que a calcinacdo do amido foi responsavel por se ter obtido 90% de porosidade
interconectiva®“-3,

A histologia efectuada as amostras recolhidas aos 3, 6, 9 e 12 meses revelou
ausénciade colapso dos cilindros, um preenchimento progressivo com tecido ésseo
da periferia para o interior, sem interposicao de tecido de fibrose, além da presenca
de numerosos vasos sanguineos.

Ahistomorfometriademonstrouque,tambémapdsesteperiodo,apenetracaoatingiu
0s 100%, visto que em todas as amostras foi possivel observar a presenca de 0sso no
centrodoscilindros.Foitambém crescendoaareacobertaporeste,atéatingirvalores
de 88+9%, aos 12 meses. Fica assim demonstrada a boa osteoconductilidade do
material assim como as vantagens em termos de osteointegracao queaarquitectura
3D desenvolvida acrescenta.

O estudo da resisténcia mecanica de um material reveste-se de uma extrema
importancia para a sua completa caracterizacdo como substituto dsseo, visto que
serdporvezesnecessdriaasuaaplicacdoemsituacdesem quearesisténciaestrutural
sera levada ao limite. Existem ja estudos neste ambito envolvendo o Bonelike™ 459
que revelam uma tenacidade a fractura e dureza superiores aos dados publicados
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na literatura para a HA. Este facto tem a ver essencialmente com a sua forma de
preparacdo. Assim, a exposicao do vidro a elevadas temperaturas vai liquefazé-lo
de modo a preencher e encerrar pequenas fissuras da estrutura, reforcando-a e
aumentando o seu grau de densificacdo. Por outro lado, o TCP (quer na fase [] quer
na [J) apresenta uma resisténcia a flexdo e tenacidade a fractura superiores a da
HA pelo que a sua presenca na constituicdo do Bonelike® vem reforcar estes dois
parametros.

Além disso, hd nos ceramicos um compromisso entre a resisténcia e a porosidade
que possuem. Porexemplo, para determinados compositos com 65% de porosidade
a resisténcia a flexdo é de 0,2 MPa para uma taxa de sobrevivéncia de 100%,
enquanto esse valor ja chega aos 10 MPa se a porosidade descer para 40%. No
entanto, para obter poros com um diametro de pelo menos 100 um, sé porosidades
de 65% apresentam morfologias adequadas.

No Capitulo V, o caso clinico apresentado ilustra uma das situacdes em que a
resisténcia do material, aplicado em situacdo de carga, se reveste de uma extrema
importancia. No entanto, a utilizacao de cunhas de ceramicos em osteotomias
de adicao tibial é habitualmente efectuada acompanhada de um método rigido
de fixacao interna de forma a proporcionar estabilidade ao implante e prevenir a
pseudoartrose ou o colapso da zona de osteotomia. Este facto reduz muito as forcas
compressivas que actuam sobre o implante colocado. Do ponto de vista clinico e
imagioldgico, as cunhas porosas implantadas (quer as constituidas pelo material
bifasico HA/[J-TCP comercial, quer o Bonelike’) apresentaram um comportamento
promissor, sem quaisquer sinais de deformacéo ou fractura.

O Bonelike" tem ja em fase de estudo animal a sua aplicagdo associada a geis
reabsorviveis®®, além da utilizacdo sob a forma granular e macroporosa até
aqui referidas. A possibilidade de utilizacdo deste compésito associado a um gel
reabsorvivel que solidifica poderd nao so facilitar a sua aplicagao in situ, como servir
de veiculo de transporte para outros agentes com propriedades osteoinductivas,
para assim promover a regeneragao 6ssea. O veiculo ideal deverd ndo sé permitir
uma libertacdo controlada de agentes como as BMP’s e factores de crescimento,
mas também servir de matriz 6ssea tri-dimensional®”>®, A possibilidade de utilizar o
Bonelike’ como transportador de antibioticos, nomeadamente ampicilina, tem sido
estudada de forma a optimizar a sua capacidade adsorptiva e de libertacdo através
de modificacdes da porosidade e topografia de superficie de formaaaumentarasua
area, através de tratamento com Laser®-®), Existem também pastas de fosfato de
calcio que, ao serem injectadas no 0sso, através de uma reac¢do endotérmica que
ocorre aos 379 endurecem, pelo que, se utilizadas em associacdo com substitutos
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0sseos poderao, por exemplo, prevenir o colapso de 0ssos osteoporéticos®©?,
A sua degradacédo e perda das caracteristicas mecanicas deverd coincidir com o
crescimento ésseo até uma eventual substituicdo completa por matriz natural.
Com o desenvolvimento actual das técnicas cirdrgicas minimamente invasivas, as
perspectivas de aplicacdo deste tipo de materiais injectaveis que endurecem in
situ, sao particularmente promissoras. Por exemplo, na reconstrucdo de defeitos
6sseos naregido craneo-facial, permitem minimizar a agresséo cirurgica, facilitando
a cicatrizacao e a integracao no tecido receptor.

A aplicacdo médica do Bonelike® para preencher defeitos ésseos em cirurgia
Maxilofacial ja foi iniciada®®, encontrando-se em fase de estudo a sua sintese com
formatos especificos resultados dereconstrucdes 3D, com recurso atomografia axial
computorizada para tratar defeitos 6sseos de maiores dimensoes.
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CONCLUSOES FINAIS

1. Estudoscelularesinvitrodemonstraram que osubstituto ésseoBonelike’suporta
a adesao, proliferacdo e diferenciacdo completa das células osteoblasticas
humanas,incluindoaformagcdodeumamatrizextracelularmineralizada,requisito
essencial para materiais candidatos a substitutos ésseos.

2. Em virtude da composicao quimica do Bonelike®incluir uma matriz de HA com
duas fases bioreabsorviveis [] e [J-TCP (mais soltveis que a HA e que libertam
localmente ides que estdo presentes na composicao quimica do osso mineral),
este substituto 6sseo tem um efeito positivo nas células da medula éssea no que
diz respeito a proliferacdo, expressao de fosfatase alcalina e formacdo de uma
matriz extracelular mineralizada, quando comparado com a hidroxiapatite pura
(HA).

3. O Bonelike” quando implantado na forma granular (500-1000 pm) em tibias
de humanos com idade média de 59 anos, por periodos de 6, 9 e 12 meses,
apresentou uma elevada capacidade osteocondutora como o demonstra a
extensaformacao de osso maduro a volta dos granulos e a elevada percentagem
de contacto novo osso-biomaterial (67-84%) obtidos.

4. O Bonelike" quando implantado sob a forma de estruturas cilindricas porosas
com diametro de 8 mm, com adequado tamanho de poros e interconectividade,
em tibias de humanos com idade média de 54 anos, por periodos de 6, 9 e
12 meses permitiu a vascularizacdo no interior das estruturas 3D e respectivo
preenchimento com novo tecido 6&sseo, observando-se uma pequena
biodegradacdo do biomaterial. Apds 6 meses, ja era visivel novo 0sso no centro
destas tendo o preenchimento dos poros atingido o valor de 88+9% aos 12
meses.

5. Ocaso clinico que reporta a utilizacdo de uma cunha de Bonelike™ no tratamento
deartrose do compartimento medial em joelho varu mostrou aos 4 meses, sinais
defusdodofocodeosteotomiae boaosteointegracdo do biomaterial, revelando
uma boa resisténcia mecanica.

6. Desdequeadequadamente produzidoemtermosde composicaoeestrutura3D,
o Bonelike® podera ter variadas aplicagdes clinicas em situacdes de carga, como
um substituto 6sseo de primeira linha e apresentando ritmos de osteointegracao
e reabsorcao adequados a formacao de novo osso.
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RESUMO

O presente estudo teve como objectivo estudar o comportamento biolégicode uma
nova hidroxiapatite (HA), denominadaBonelike’, modificada pelaadicdode umvidro
do sistema CaO-P,0,, de forma a introduzir, neste biomaterial, sintetizado a uma
temperatura optimizada, ides importantes na fisiologia do tecido ésseo. Pretendeu-
se, assim, obter um novo substituto 6sseo com uma maior semelhanc¢a com a parte
inorganica deste tecido, pois é constituido por uma matriz de hidroxiapatite com
[J- e [J- fosfato tricalcico (TCP) dispersos na sua microestrutura.

Os estudos in vitro efectuados avaliaram a resposta de células de medula éssea
cultivadas na presenca de Bonelike®, tendo como material controlo a HA pura. As
culturas celulares foram caracterizadas relativamente a parametros de crescimento
celular,pelodoseamentodoconteddoemproteinatotaleensaioMTT,edeactividade
funcional, pela determinacédo da actividade da fosfatase alcalina e capacidade de
formacao de uma matriz mineralizada. Os resultados relativos ao comportamento
celular revelaram uma melhor resposta do Bonelike’, comparativamente a HA
convencional, provavelmentedevidoascaracteristicasde solubilidade das suasfases
de TCP com a possibilidade de maior libertacdo de i6es de Ca, P e F para o meio e
assim inducéao significativa de diferenciacao osteoblastica.

Complementarmente, foram também efectuados estudos com microscopia
electrénica de varrimento (MEV) que permitiram avaliar as alteracdes topograficas
ocorridas a superficie do Bonelike’, como a formacao de cavidades resultantes da
dissolucaodassuasfasesbioreabsorviveis,progressivamentepreenchidasporcélulas
medulares e matriz 6ssea mineralizada.

Os estudos in vivo avaliaram a osteoconductividade deste material através da sua
colocagao em janelas corticais abertas em tibias de 26 pacientes submetidos a
osteotomias de valgizacao tibial para o tratamento de artrose do compartimento
medial do joelho.

Aaplicacéo, sob aforma de granulos ou de cilindros macroporosos, foi sequida pela
sua colheita em periodos de tempo predeterminados (6,9 e 12 meses) no momento
da extraccdo do material de osteossintese utilizado nas osteotomias. As amostras
foram submetidasaanalise histoldgica e microscopia electrénicade varrimento para
estudos histomorfométricos.
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Ao redor dos granulos, o exame histolégico revelou um bom crescimento ésseo,
sem qualquer reaccao inflamataéria ou interposicao de tecido de fibrose. Consoante
os diferentes tempos de implantacéo, verificou-se uma progressiva organizagao
lamelar, tipica do osso maduro. As medicdes do perimetro de contacto osso-granulo
por MEV, efectuadas em 43 cortes, mostraram um aumento gradual de 67 para
84%, sendo o ultimo valor estatisticamente significativo (p<0,05).

O estudo histoldgico efectuado nas amostras sob a forma de cilindros revelou uma
colonizacdoo6sseacentripetaatravésdosporos,desempenhandoainterconectividade
destesumpapelimportantenaformacaodeumaredevasculardesuportenutricional.
Aos 6 meses foi possivel verificar penetracdo éssea até ao centro, em 100% dos
implantes, assim como uma 4rea total coberta de 53%=15. Mais tarde, aos 9 e 12
meses, estes valores subiram para os 76%+12 e 88%=9, respectivamente, o que
confirma o seu bom comportamento osteocondutor.

Por fim, num paciente submetido a osteotomias de valgizacao tibial bilateral, foi
aplicado o Bonelike® sob a forma de cunha de adicao interna, preparada através
de um processo de biomodelagao 3D, num dos joelhos, oito meses apds ter sido
efectuado o mesmo procedimento, no joelho contralateral, utilizando um outro
material bifasico HA/[J-TCP, ja em comercializacdo. Esta aplicacdo revelou assim o
seu bom comportamento clinico e radiolégico quando utilizado em situagdes de
carga, o que confirma a sua resisténcia estrutural e abre novas perspectivas de
aplicacdo em diferentes campos da Ortopedia.
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ABSTRACT

The present study had the purpose of studying de biological behaviour of a new
hydroxyapatite (HA), called Bonelike’, modified by addition of a glass of the CaO-
PO, system, produced at a controlled temperature, to introduce important ions
for bone physiology. The intention was to obtain a material similar to the inorganic
fraction of bone tissue, as it consists of a hydroxyapatite matrix with [J- and [J-
tricalcium phosphate (TCP) in its microstructure.

Invitrostudies evaluated the response of bone marrow cells culturedin the presence
of glass-reinforced HA, and having HA as a control material.

Cell cultures were characterized regarding to cell growth, by quantifying the total
proteins content and MTT trial, and to study the cellular activity, by determining
alkaline phosphataseactivity (APA) and the capacity of mineralized matrixformation.
The results concerning to cellular behaviour demonstrated a better response with
Bonelike’, in comparison to HA, probably because of the solubility characteristics of
its TCP phases with the possibility of higher release of Ca, P and F ions to the middle
and thus significant induction of osteoblastic differentiation.

Complementary, studies with scanning electron microscopy (SEM) were done, and
verified the topographic changes that occurred on the surface of the modified HA,
like the formation of cavities by the dissolution of the bioabsorvable phases, which
were gradually filled by bone marrow cells and mineralized bone matrix.

In vivo studies evaluated the osteoconductivity of this material by its application in
corticalwindows opened intibias of 26 patients submitted to high tibial osteotomies
for the treatment of medial compartment gonarthrosis.

The application, in granular or macroporous cylindrical shapes, was followed by its
harvesting after predetermined periods of time (6, 9 and 12 months) simultaneously
to the extraction of the osteosynthesis material used in the osteotomies. The
samples were submitted to histological analysis and scanning electron microscopy
for histomorphometric studies.

Aroundthe granules, histological examination, showed good bone growth, without
any inflammatory reaction or fibrosis interposition. According to the different
implantation times a gradual lamellar organization, typical of the mature bone, was
observed. The SEM measurements of the bone-implant contact, performed in 43

-101 -



ESTUDO SOBRE O COMPORTAMENTO BIOLOGICO IN VITRO E IN VIVO DE UMA NOVA HIDROXIAPATITE MODIFICADA

cuts, showed an increase from 67 to 84%, the later being statistically significant
(p<0,05).

The study with cylinders showed a pore centripetal bone colonization, with
interconnected porosity playing a major role in the formation of a nutrient vascular
network.

At 6 months it was possible to observe bone penetration into the center in 100% of
the implants, as well as a total covered area of 53%=15. Later, at 9 and 12 months,
this values increased to 76%=12 and 88%:x9, respectively, which confirms the good
osteoconductive behaviour of Bonelike'.

Finally, in a patient submitted to bilateral high tibial osteotomy, Bonelike” was used
as a medial wedge in one knee, prepared by 3D biomodelling, 8 months after the
same procedure had been done on the other knee, using a commercial HA/[J-
TCP biphasic material. This orthopaedic application showed the good clinical and
radiological behaviour of Bonelike® when used in a weight bearing situation, and
that confirms its structural resistance and opens-up new application possibilities in
different Orthopedic fields.
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M. Béltran, M. Gutierres, N. Amorim, S. Silva

Revista Portuguesa de Ortopedia e Traumatologia (2005). vol. 13. Separata 1: 20-21

A.INTRODUCAO

A capacidade de estimulacdo de células osteoprogenitoras indiferenciadas, para
induzir a quimiotaxis, proliferacdo e diferenciacao, permite a sintese de proteinas
(matriz 6ssea) para posteriormente ser calcificada.

B. OBJECTIVO

Os autores fazem uma revisao sobre os materiais osteocondutores e sobre os actuais
biomateriais osteoindutores utilizados no desenvolvimento de substituto do osso
vivo - “osso hibrido”.

C. METODOS

A Engenharia tecidular éssea tem vindo a demonstrar que um biomaterial 6sseo
com propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, bem como
substancias osteopromotoras estimulam a cascata natural da reparacdo éssea.

D. DISCUSSAO

A revisao bibliogréfica dos ultimos 10 anos de estudos sobre a biomecanica e a
biologia celular revelou que estes tém seguido linhas de investigacao para uma
melhor integracdao das proteses de 0sso, regeneracao precoce de tecidos moles
e aceleracdo na formacao de calo dsseo de fracturas, minimizando o tempo de
cicatrizagao.

Neste contexto, nosultimostempossdomuitosostrabalhosdireccionadosaoestudo
e utilizacao clinica de proteinas morfogénicas, BMP’s, e factores de crescimento, o
que promete trazer grandes avancos num futuro préximo para o tratamento dos
defeitos 6sseos.
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M. Gutierres, M.A. Lopes, N. Sooraj Hussain, A.T. Cabral, L. Almeida, J.D. Santos

Revista Portuguesa de Ortopedia e Traumatologia (2005). vol. 13. Separata 1: 20

Em Ortopedia tém sido constantes os progressos na area das artroplastias,
traumatologia,oncologiaecirurgiaminimamenteinvasiva.Noentanto, paralelamente
a estes, novos desafios se colocam para preencher os defeitos 6sseos que cada vez
mais frequentemente surgem na pratica clinica do ortopedista.

O auto-enxerto tem sido considerado o enxerto de eleicao, pela sua capacidade
osteogénica e caracteristicas bioldgicas, mas apresenta o problema da morbilidade
da colheita e das limitacdes da quantidade disponivel.

O entusiasmo do recurso a bancos de osso decresceu com a possibilidade de
transmissdo de HIV. Diversas linhas de investigacdo foram seguidas no sentido de
fazer melhorar a tolerancia aos aloenxertos, de forma a ultrapassar o problema da
rejeicao crénica.

Abrem-se assim as portas para uma infinidade de novas solucbes alternativas em
termos de substitutos 6sseos.

Em primeiro lugar os ceramicos a base de fosfato de calcio que, tratando-se
de materiais sintéticos com muitas semelhangas com a matriz éssea, sdo bem
tolerados e integrados, mas limitam-se a desempenhar fun¢ées osteocondutoras.
A possibilidade de sintetizar compdsitos de fosfato tricalcico e hidroxiapatite, veio
permitir aliar as capacidades de rapida osteointegracao do primeiro, com a melhoria
da resisténcia estrutural do segundo.

Aengenhariatecidulardetecidos tem evoluido deformaaadicionaraestes materiais
osteocondutores, células resultantes de, por exemplo, aspirado de medula éssea, de
forma a obter a capacidade osteogénica que lhes falta.

Abiomodelagao permite através da construcdo de modelos elaborados por técnicas
de reconstrucao tridimensional, preencher defeitos 6sseos com um formato pré-
determinado.

Por fim, os factores de crescimento (como as BMP’s, TGF-B, PDGF, IGF e FGF) devido
ao seu poder de osteoinducdo poderao ter um papel fundamental no tratamento
futuro de patologias como: fracturas, pseudartroses, patologia da coluna vertebral
e, quem sabe, na osteoartrose e osteoporose.
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Resultados preliminares de um estudo sobre osteointegracdao de uma
nova hidroxiapatite modificada reforcada com um vidro (Bonelike")

M. Gutierres, M.A. Lopes, N. Sooraj Hussain, A.T. Cabral, L. Almeida, J.D. Santos

Revista Portuguesa de Ortopedia e Traumatologia (2005). vol. 13. Separata 1: 23-24

A.INTRODUGAO

- Osceramicosabase defosfato de calciotém sido, desde ha algunsanos, aplicados
como substituto 6sseo no tratamento de diversas patologias do foro ortopédico
e maxilofacial. No entanto, tem-se levantado diversos problemas respeitantes a
resisténciamecanica,assimcomotemposdeintegracadoereabsorcaoinadequados,
nos multiplos materiais actualmente em comercializacao. O objectivodotrabalho
foi testar, pela primeira vez em doentes, o comportamento biolégico de uma
nova hidroxiapatite reforcada com vidro no preenchimento de defeitos ésseos.

B. MATERIAL

- Onovomaterialresultadaadi¢caodeumvidrodosistemaCaO-P,0, ahidroxiapatite.
Foi aplicado sob a forma de granulos na tibia de 11 doentes que apresentavam
artrose do compartimento medial do joelho, motivo pelo qual foram submetidos
a osteotomias de valgizacao tibial.

C. METODOS

- Foiefectuadaem todos os doentes, aabertura de uma pequenajanela ésseacom
1x1 cm, cerca de 3 cm abaixo do ponto de entrada dos parafusos da placa de
Giebel, na face externa da tibia. A cavidade resultante foi preenchida com cerca
de 2 gr de granulos e coberta com a cortical previamente retirada.
Osdoentesforamdivididosem 3 grupos, queforamreoperadosaos6,9e 12 meses
para ser efectuada a extraccdo do material de osteossintese e simultaneamente
serem colhidas as amostras.

Estas foram submetidas a andlise histoldgica e microscopia electrénica de
varrimento (MEV) para estudo histomorfométrico.
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D. RESULTADOS

- O exame histoldgico revelou um bom crescimento 6sseo ao redor dos granulos
sem qualquer reaccdo inflamatéria nem a interposicao de qualquer tecido de
fibrose. Consoante os diferentes tempos de implantacdo encontrou-se uma
progressiva organizacao lamelar, tipica do osso maduro.

As medicoes da superficie de contacto osso-granulo por MEV, efectuadas em 43
cortes, mostraram um aumento de 67 para 84% (aos 6 e 12 meses), sendo este
ultimo o valor estatisticamente mais significativo (P < 0,05).

E. DISCUSSAO

- O bom desempenho biolégico da hidroxiapatite reforcada com vidro esta
intimamente relacionado com a sua composicdo quimica. Este material é
composto por uma matriz de HA com duas fases bioreabsorviveis: alfa- e beta-
fosfato tricalcico, que sdo mais soltveis que a HA e que libertam ides importantes
na fisiologia do tecido 6sseo (Ca, F, P).

- Os autores referem as vantagens da associacao de ceramicos com diferentes
fases de solubilidade e reabsorcao, comentando diversas imagens obtidas nos
cortes histolégicosedemicroscopiaelectrénica. Abordamaindaoutros trabalhos
recentemente publicados sobre compdsitos.

F. CONCLUSAO

- Este estudo parece revelar que este novo substituto 6sseo apresenta uma
excelente osteointegracdo em humanos. No entanto é necessario implanta-lo
em mais pacientes, em diferentes pontos e durante periodos mais longos, para
obter uma informacdo mais completa do seu comportamento bioldgico.
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