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RESUMO

Angeli LRA. Injecédo local de Preparado de Células de Polpa Dentaria na epifise
femoral proximal em um modelo experimental da necrose avascular da cabeca
femoral em crescimento: um estudo experimental em porcos imaturos [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

INTRODUGAO: a necrose avascular idiopatica juvenil da epifise femoral proximal,
ou Doenca de Legg-Calvé-Perthes, € uma das principais causas de deformidades
permanentes da articulagdo do quadril. As principais pesquisas experimentais
estudam o uso de terapias biologicas associadas ou ndo a outros procedimentos,
como a retirada de apoio do membro. A utilizacdo de células-tronco de polpa
dentaria humana (CTPDh) ainda n&o foi estudada para este propdsito em modelos
suinos. O objetivo deste estudo € avaliar se a injegdo local de CTPDh induz a
mineralizagdo 6ssea na epifise femoral proximal em um modelo experimental da
necrose avascular da cabega femoral no porco imaturo. METODOS: dez porcos
imaturos com peso entre 8 kg e 13 kg foram submetidos a um procedimento
cirargico para induzir a osteonecrose da epifise femoral proximal do lado direito. Em
5 animais (Grupo Intervengao — Gl) foram realizadas inje¢ées de CTPDh logo apods a
indugao da osteonecrose, e nos outros 5 animais (Grupo Comparagao — GC) nao foi
realizado nenhum procedimento adicional. Os quadris esquerdos dos espécimes
foram utilizados como controles. Todos os animais foram submetidos a eutanasia 8
semanas apds a indugdo da isquemia. Analises macroscopicas, radiograficas e
histologicas foram realizadas. RESULTADOS: a mineralizagdo 6ssea foi maior nos
quadris induzidos a osteonecrose no Gl em comparagdo com o GC (p = 0,0356).
Estima-se que a média do indice de mineralizagdo aumente 77,78% apos a injegao
de CTPDh. Contudo, a avaliagdo radiografica do indice epifisario mostrou maior
colapso nos quadris direitos do Gl em comparagado com os quadris direitos do GC (p
< 0,001). A avaliagdo macroscopica mostrou uma chance aumentada da cabecga
femoral injetada apresentar um formato plano (p = 0,049). Nao foi observada a
presenca de ossificacdo heterotopica ou transformag&o maligna em nenhum quadril
avaliado. CONCLUSAO: a injegdo local de CTPDh aumenta a mineralizagéo dssea
em um modelo suino experimental da necrose avascular juvenil da epifise femoral
proximal. Contudo, os quadris tratados apresentaram maior deformidade em
comparagao com os controles.

Palavras-chave: Doenca de Legg-Calvé-Perthes. Isquemia. Modelos animais.
Suinos. Células-tronco de polpa dentaria humana. Tratamento biologico.



ABSTRACT

Angeli LRA. Local injection of Dental Pulp Cell Preparation into the proximal femoral
epiphysis in an experimental model of avascular necrosis of the growing femoral
head: an experimental study in immature pigs [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de S&do Paulo”; 2024.

INTRODUCTION: juvenile idiopathic avascular necrosis of the proximal femoral
epiphysis, or Legg-Calvé-Perthes disease, is one of the main causes of permanent
hip joint deformities. Currently, experimental research is directed at studying
biological therapies associated or not with other procedures such as non-weight-
bearing. The use of human dental pulp stem cells (hDPSC) has not yet been studied
for this purpose in swine models. This investigation aims to evaluate whether local
injection of hDPSC induces bone mineralization in the proximal femoral epiphysis in
an experimental model of avascular necrosis of the femoral head in immature pigs.
METHODS: ten immature pigs weighing between 8 kg and 13 kg underwent a
surgical procedure to induce osteonecrosis of the proximal femoral epiphysis on the
right side. In 5 animals (Intervention Group — IG) hDPSC injections were performed
immediately after the induction of osteonecrosis in the right hip, and in the other 5
animals (Control Group — CG) no additional procedure was performed. The left hips
were used as controls. All animals were euthanized 8 weeks after ischemia induction.
Macroscopic, radiographic, and histological assessments were performed.
RESULTS: bone mineralization was greater in the right hips of the IG compared to
the CG (p = 0.0356). It is estimated that the average mineralization index increases
by 77.78% after hDPSC injection in hips submitted to avascular necrosis induction.
However, radiographic evaluation of the epiphyseal index showed a greater collapse
in the right hips of the IG compared to the right hips of the CG (p < 0.001).
Macroscopic evaluation showed a higher chance of the femoral head to be flat (p =
0,049). The presence of heterotopic ossification or malignant transformation was not
observed in any hip evaluated. CONCLUSION: injection of hDPSC into the proximal
femoral epiphysis increases bone mineralization compared to epiphyses induced only
to avascular necrosis in a piglet model of ischemic osteonecrosis. However, the
treated hips presented more deformity compared with the non-treated hips.

Keywords: Legg-Calvé-Perthes disease. Ischemia. Animal models. Swine. Human
dental pulp stem cells. Biologic treatment.
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A necrose avascular idiopatica juvenil da epifise femoral proximal é uma das
principais causas de deformidades permanentes da articulacdo do quadril na
infancia’3. Na pratica clinica, é conhecida como Doenga de Legg-Calvé-Perthes
(DLCP), e pode acometer pacientes com idades entre 2 e 14 anos, sendo mais
comum no sexo masculino. E considerada a forma mais comum de osteonecrose da
cabeca do fémur em criangas, com a prevaléncia global anual variando entre 5,1 a
16,9 por 100.000*8. A etiologia ainda é idiopatica, contudo inUmeras teorias foram
propostas incluindo processo inflamatorio, trauma, oclusdo vascular’, trombofilias,
uso de tabaco durante a gestagdo e mutagbes do colageno do tipo Il. Apesar das
diferentes teorias, a maioria dos pesquisadores acredita que a doenca é multifatorial,
com fatores genéticos e ambientais que levam a uma apresentagdo clinica e
patolégica comum®.

O evento chave da doencga € a interrupgado do fluxo vascular da cabeca
femoral, que produz necrose isquémica seguida por mudangas morfolégicas que
levam a perda da esfericidade da epifise proximal do fémur. A interrupcédo do fluxo
vascular é temporaria, o que torna a doenga autolimitada. Para melhorar o
prognostico das criangas afetadas pela doenga, deve-se tentar diminuir a
deformidade produzida pela osteonecrose durante a fase ativa da doenca. Ha
evidéncias de que quanto maior for a deformidade da cabega femoral, maior sera a
chance de os pacientes evoluirem com osteoartrite no futuro®1°.

O tratamento estd fundamentado em reduzir a deformidade da cabeca
femoral e minimizar as suas complicagdes'!. Inimeras formas de tratamento ja
foram propostas para a DLCP''. Contudo, devido a escassez de casos para a
producdo de estudos clinicos randomizados, ha poucas evidéncias concretas sobre
qual delas € a melhor forma de tratamento para a doenca. Desde a década de 1970,
estudos experimentais em modelos animais tém sido realizados para tentar
encontrar respostas em relagdo a abordagem da doenga'?. A partir dos anos 2000,
foram publicados varios estudos em modelos animais que elucidaram pontos
importantes em relacdo as opg¢des de tratamento, como a retirada de apoio no
membro acometido’ e a utilizagdo de terapias biologicas para aumentar a
mineralizagdo 6ssea e diminuir a deformidade da cabega femoral necrosada’®.

Revivendo a ideia de se tratar a doenga de maneira biolégica, como proposto
pelo Professor Flavio Pires de Camargo em 1957', atualmente as principais

pesquisas experimentais sdo direcionadas ao estudo de terapias bioldgicas
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associadas ou nao a outros procedimentos como a artrodiastase, as osteotomias ou
a retirada de apoio do membro'>'7. A partir destes estudos, sera possivel expandir
tais terapias para o tratamento da doenga em seres humanos, permitindo abreviar o
tempo de tratamento e diminuir a deformacdo da cabega femoral, produzindo
melhores resultados clinicos e radiolégicos para as criangas acometidas.

As células-tronco de polpa dentaria humana (CTPDh) possuem um excelente
potencial de diferenciagdo osteogénica'®?*. Em adigdo, essas células ndo sofrem
rejeicdo imunolégica em modelos animais testados no passado, o que exclui a
necessidade da produgdo de um modelo animal knock-out?*?%. Contudo, o uso de
CTPDh para tratamento da osteonecrose do quadril ainda nao foi estudada em
modelos suinos imaturos. Um estudo realizado em ovinos maduros mostrou uma
regeneragcdo O0ssea mais rapida apdés a implantagdo local de CTPDh na epifise
femoral proximal induzida a osteonecrose?3. Pela viabilidade da aquisi¢édo deste tipo
de material biolégico, que pode ser cultivada a partir de uma amostra de dentes
provisérios de criangas, seu estudo pode viabilizar uma eficaz forma de tratamento
para os pacientes com a DLCP no futuro.

Neste estudo pretendemos determinar qual a acdo do uso de enxerto de
células de polpa dentaria nos aspectos radiograficos, clinicos e histopatologicos em
um modelo experimental da DLCP. O modelo experimental no porco em crescimento
facilita o estudo da sequéncia de eventos celulares e estruturais que ocorrem apos a
isquemia da epifise femoral proximal?’. A motivagio do presente trabalho ¢ avaliar
se a injecado local de CTPDh induz a mineralizagao 6ssea na epifise femoral proximal
em um modelo experimental da necrose avascular da cabeca femoral no porco

imaturo.
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O objetivo primario desta tese é:

Avaliar se a injecao local de enxerto de CTPDh induz a mineralizagéo Ossea
na epifise femoral proximal em um modelo experimental da necrose asséptica da
cabecga femoral no porco imaturo.

Os objetivos secundarios desta tese sao:

a) Avaliar as caracteristicas histologicas e morfolégicas da cabega femoral
dos animais analisados, com a utilizagdo de radiografias e analise
macroscopica.

b) Avaliar a seguranca e viabilidade da técnica proposta no modelo

experimental.
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3.1 MODELOS EXPERIMENTAIS DA DOENCA DE LEGG-CALVE-PERTHES EM
PORCOS

Desde a década de 1970, estudos experimentais em porcos sao realizados
para tentar encontrar respostas em relagao a abordagem da doencga.

Schulitz et al.?®, em 1977, realizam experimentos em 13 porcos imaturos
(mini-pigs), executando a ligadura de todas as veias que fazem a drenagem da
cabecga femoral no compartimento intra-abdominal. A hipotese formulada é de que a
DLCP pudesse ser provocada por congestdo venosa. Apos avaliagdo dos achados,
visibiliza-se apenas fibrose, sem alteragbes significativas observadas nas
radiografias, nem microscopicamente nem macroscopicamente.

Smith et al.?°, em 1982, realizam experimentos em seis mini-pigs Gottingen de
8 a 10 semanas de vida, pesando entre 2,5 kg e 3 kg, injetando microesferas de
vidro na artéria iliaca direita dos modelos animais. Apenas um porco sofre alteracdes
radiograficas semelhantes as observadas na DLCP. O autores concluem que as
alteragdes observadas nas analises radiografica e histologica deste animal sugerem
que as alteracbes metafisarias presentes na DLCP s&do secundarias a isquemia
epifisaria. Além disso, os autores também citam a possibilidade de que as alteracdes
visibilizadas na placa de crescimento da epifise femoral sejam responsaveis pela
deformidade intrinseca da cabeca femoral.

Kim e Su®’, em 2002, realizam a secgdo do ligamento da cabega do fémur e uma
ligadura no colo femoral direito de 25 porcos imaturos com fio ndo absorvivel para
estudar os aspectos histopatolégicos e radiograficos induzidos pela necrose isquémica.
A eutanasia dos animais foi realizada entre 3 dias e 8 semanas apds o procedimento
cirurgico. Os autores observam um pequeno achatamento da cabega femoral dos
animais analisados 4 semanas apos a interrupgédo do fluxo sanguineo e, nos animais
analisados apds 8 semanas, foram percebidas as deformidades mais graves. Antes de
ocorrer a deformidade na cabega, visibiliza-se uma area central de reabsorcédo éssea
provocada pela agao osteoclastica. Esta area de reabsorcao € preenchida por tecido
fibrovascular que persiste até a oitava semana. Os autores percebem areas de
neoformacgao dssea, porém apenas em locais onde ndo ha reabsor¢ao osteoclastica, ou
seja, onde ainda existe osso trabecular necrético. Esta heterogeneidade da resposta
celular é responsavel pelo aspecto fragmentado observado nas radiografias. Por fim, os
autores concluem que a persisténcia do tecido fibrovascular, a perda éssea precoce, € a
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auséncia de neoformacdo éssea homogénea na cabega femoral sdo os eventos
responsaveis pela deformacao da epifise femoral proximal. Eles também citam que o
modelo experimental criado por esta técnica é util no estudo da necrose avascular da
epifise femoral proximal em crescimento.

Pringle et al.®', em 2004, realizam uma ligadura no colo femoral direito com
um fio absorvivel de 18 porcos imaturos de 4 a 5 semanas de vida pesando entre 6
kg e 8 kg para estudar uma propriedade mecanica denominada rigidez de
indentacdo. Em oito animais sdo realizadas cirurgias placebo e seis animais sao
submetidos a eutanasia sem nenhuma cirurgia realizada. Entre os animais operados,
a eutanasia € realizada em duas, 4 e 8 semanas. ApOs a eutanasia, o teste de
indentagdo € realizado nas cabecas femorais operadas e n&o operadas. Os
resultados obtidos demonstram que a rigidez de indentagdo diminui de maneira
significativa nas cabegas femorais necroéticas, e que tanto a cartilagem e o osso dos
espécimes avaliados tém papel mecanico relevante. Os autores sugerem que a
retirada de carga da cabeca femoral e a instituicdo de tratamentos que estimulem a
formacéo Ossea precoce podem ser benéficos para pacientes com a DLCP.

Kim et al.>?, em 2004, realizam uma ligadura no colo femoral direito com fio
nao absorvivel de 50 porcos imaturos para estudar os aspectos histopatoloégicos e
radiograficos das alteragdes radiolucentes metafisarias que aparecem junto a
necrose da epifise femoral proximal. O quadril esquerdo dos animais € utilizado
como controle. A eutanasia dos animais € realizada em duas, 4 e 8 semanas apos o
procedimento cirurgico. Alteragdes radiolucentes metafisarias sado observadas
predominantemente nos espécimes analisados apos 8 semanas. Estas alteracdes
séo correlacionadas com lesdes histopatoldgicas da fise. O estudo sugere que estas
lesbes podem ter uma correlagdo maior com disturbios de crescimento proximal do
fémur, quando observadas em pacientes com a DLCP.

Kim et al.®3, ainda em 2004, realizam uma ligadura no colo femoral direito com
dois fios absorviveis em 25 porcos imaturos de 4 a 5 semanas de vida pesando
entre 5 kg e 8 kg para estudar o fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) e a
acao na reparagcdo da necrose presente na cartilagem epifisaria. Seis porcos
imaturos da mesma linhagem s&o utilizados como controles placebo. Nestes, é
realizado o mesmo procedimento cirurgico, porem sem a ligadura do colo femoral.
Os autores concluem que a expressao do FCEV é aumentada apos indugdo da

necrose avascular, e que este aumento facilita o reparo da necrose na area
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subcondral da cartilagem epifisaria, levando ao crescimento e ao desenvolvimento
da cabeca femoral.

Kim et al.34, em 2006, realizam uma ligadura no colo femoral direito com um
fio inabsorvivel de 18 porcos imaturos de 4 a 5 semanas de vida pesando entre 6 kg
e 8 kg para estudar o efeito da inibicdo dos receptores ativador do ligante do fator
nuclear kappa-B (RANKL) e ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) pela utilizagao
de osteoprotegerina subcutdanea na deformidade da cabega femoral gerada pela
necrose avascular. Uma solucdo salina € usada como controle. As doses foram
administradas da segunda a oitava semana poés-operatoria. Os autores concluem
que a inibicdo da proteina de membrana RANKL diminui a reabsorcéo éssea e a
deformidade da cabega femoral em porcos imaturos apdés a indugdo da necrose
avascular. Os autores ainda ressaltam que o fato de os efeitos da osteoprotegerina
serem reversiveis sdo uma possivel vantagem no tratamento de doengas como a
DLCP.

Aya-ay et al.?®, em 2007, realizam a ligadura no colo femoral direito com um fio
inabsorvivel de 27 porcos imaturos pesando entre 6 kg e 9 kg para estudar a retengéo,
distribuicado e efeitos da administracao local de ibandronato na cabeca femoral apds a
inducdo de necrose avascular. O quadril esquerdo € utilizado como controle. A injegéo
local é realizada diretamente na cabeca femoral uma semana apds a indugdo da
necrose. Doze animais recebem injecdo com ibandronato marcado com carbono 14
("*C-ibandronato), para acessar a distribuicdo corporal do medicamento a injegéo local.
Os autores concluem que doses insignificantes do medicamento sédo encontradas fora
da cabega femoral em 48 horas, e que 99% do '“C-ibandronato injetado se encontra
dentro da epifise femoral. Quinze animais foram randomizados em trés grupos de cinco
animais, os quais tém suas cabecas femorais injetadas com 280 microgramas de
ibandronato, ou 550 microgramas de ibandronato ou solugdo salina. As analises
radiograficas e histomorfométricas destes espécimes, apds 7 semanas, revela melhor
preservacao da cabeca femoral do que os espécimes injetados com solugéo salina. Por
fim, os autores concluem que a administracdo local de ibandronato pode ser uma
estratégia segura e eficaz para o tratamento da necrose avascular da epifise femoral
proximal em humanos, visto que diminui os efeitos sistémicos da medicagdo e nao
necessita da restauracdo do fluxo sanguineo para a regido proximal do fémur para ser
adequadamente distribuida na regidao afetada pela necrose.

Koob et al.3¢, em 2007, realizam a ligadura no colo femoral direito com um fio
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absorvivel de 18 porcos imaturos pesando entre 6 kg e 8 kg para estudar os efeitos
biomecanicos causados pela indugédo de necrose avascular no 0sso e na cartilagem
articular da epifise femoral proximal em crescimento. Em oito animais s&o realizadas
cirurgias placebo, nas quais todos os passos sao realizados, exceto a ligadura no
colo femoral. Em seis animais ndo sao realizadas cirurgias. Os animais foram
submetidos a eutanasia duas, 4 e 8 semanas apos a cirurgia. Sao retirados
fragmentos dos espécimes analisados com uma trefina de 3,85 mm de diametro por
4,71 mm de comprimento. Estes fragmentos sdo submetidos a testes biomecanicos
especificos. Os autores concluem que a partir da segunda semana a resisténcia dos
fragmentos analisados diminui em torno de 50% a 60% em relacdo aos controles, e
se mantem semelhante até a oitava semana. O estudo sugere que a diminuigdo das
forcas biomecanicas da cabeca femoral apds indugcdo da necrose é um fator
relevante na patogénese da deformidade observada na DLCP.

Kim et al.%”, em 2009, realizam a ligadura com um fio inabsorvivel no colo
femoral direito de 65 porcos imaturos de 4 a 6 semanas de vida pesando entre 5 kg e 9
kg para estudar as altera¢des da placa de crescimento da epifise femoral proximal apos
a inducdo de necrose avascular. Os quadris do lado esquerdo foram utilizados como
controles. Os animais foram submetidos a eutanasia em duas, 4 e 8 semanas apds a
cirurgia. Os autores concluem apos uma série de analises histologicas e radiologicas
gue a maioria das placas de crescimento das epifise femorais proximais nao sofrem
lesdes significativas apds a indugédo da necrose avascular. Grande parte dos espécimes
mantém a viabilidade e func¢ao da placa de crescimento mesmo com a interrupgéo total
do fluxo vascular epifisario. Estes achados sugerem que a fise € irrigada ndo somente
pelos vasos epifisarios, como se acreditava anteriormente.

Gong et al.®8, em 2011, realizam ligaduras com dois fios inabsorviveis nos
colos femorais direito e esquerdo de 12 porcos imaturos com 5 a 6 semanas de vida
pesando entre 5 kg e 6 kg para estudar os efeitos causados pela realizagdo de
perfuragdes multiplas na epifise femoral proximal apdés a indugdo da necrose
avascular. Sao realizadas trés perfuracbes com fios de Kirschner de 1,57 mm nos
quadris esquerdos, 3 semanas apos a inducdo da necrose, por uma via medial,
através da placa de crescimento. Os animais s&o submetidos a eutanasia em 3, 6, 9
e 12 semanas apds a indugao da necrose. Os autores concluem que a porcentagem
de revascularizagdo € maior nos quadris que sao submetidos as perfuracoes

multiplas, e que este procedimento ndo aparenta produzir barras 0sseas na fise.
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Contudo, as perfuracbes nao previnem o colapso da cabega femoral e nao
promovem a neoformacgao éssea.

Russo et al.®°, em 2012, realizam a secg&o do ligamento da cabecga do fémur e a
ligadura com um fio inabsorvivel dos colos femorais direito e esquerdo de 10 porcos
imaturos de 3 meses de vida pesando entre 10 kg e 15 kg para estudar o efeito da
administracao de ibandronato subcuténeo e injegéao local de plasma rico em plaquetas
na epifise femoral proximal apds a indugéo de necrose avascular. O quadril esquerdo €
utilizado como controle. Os animais sao divididos em dois grupos. O grupo A é formado
por 5 animais que recebem ibandronato subcutdneo a partir do 10° dia do pos-
operatorio, trés vezes por semana por 6 semanas. O subgrupo A1 recebe injegdo de
plasma rico em plaquetas no quadril direito e o subgrupo A2 ndo recebe nenhum
tratamento adicional no quadril esquerdo. O grupo B é formado por 5 animais que néo
recebem ibandronato subcutaneo. O grupo B1 recebe injegdo de plasma rico em
plaquetas no quadril direito e o subgrupo B2 ndo recebe nenhum tratamento adicional
no quadril esquerdo. O estudo ndo cita em qual momento é realizada a injecao de
plasma rico em plaquetas. Ocorreram complicagdes em dois animais, que faleceram.
Logo, oito animais foram analisados. Os autores concluiram que a terapia combinada
preserva a arquitetura trabecular da epifise femoral e previne a deformidade na fase
inicial da necrose isquémica. Esses achados sugerem que a combinagdo de terapias
antirreabsortivas e anabdlicas pode ter efeito positivo na prevencdo do colapso da
epifise femoral proximal apds a necrose avascular no esqueleto em crescimento.

Kim et al.!, em 2012, realizam a secgao do ligamento da cabecga do fémur e a
ligadura com um fio inabsorvivel do colo femoral direito de 16 porcos imaturos de 6 a
8 semanas de vida pesando entre 6 kg e 8 kg para estudar os efeitos da retirada de
apoio do membro acometido apds a indugdo da necrose avascular. Os animais sao
randomizados em dois grupos de oito animais. O primeiro grupo € submetido a uma
amputacgao transtibial no mesmo ato cirurgico da indugédo da necrose avascular, para
mimetizar a retirada de apoio. O segundo grupo nao é submetido a nenhum
procedimento adicional. Os resultados encontrados apontam para uma melhor forma
residual da cabega femoral nos animais tratados com a retirada de apoio. Contudo,
as analises histologicas, anatomopatoldgicas e de micro-tomografia evidenciam uma
grande rarefacado 0ssea na epifise femoral nestes animais, ou seja, um desbalango
entre a reabsorcao 6ssea e a formagao ossea.

Cheng et al.*°, em 2014, realizam a secgéo do ligamento da cabeca do fémur e
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a ligadura com um fio inabsorvivel no colo femoral direito de 12 porcos imaturos de 6
a 8 semanas de vida pesando entre 10 kg e 15 kg para estudar os efeitos da injecéo
local da proteina morfogenética 6ssea do tipo 2 (BMP-2) recombinante humana e
bisfosfonato na epifise femoral proximal apds a indugdo da necrose isquémica. Os
quadris esquerdos sdo utilizados como controles. Os animais sédo divididos em 3
grupos de quatro animais. O primeiro grupo recebe injecdo de solugdo salina, o
segundo grupo recebe injegcdo de um biomaterial de acetato isobutirato de sucrose
(BAIS) e BMP-2 recombinante humana e o terceiro grupo recebe injecdo de BAIS,
BMP-2 recombinante humana e bisfosfonato. As inje¢cdes sao realizadas no mesmo
ato cirurgico da indugao da necrose. Os autores concluem que o biomaterial de BAIS
€ um meio eficiente de carrear a BMP-2 recombinante humana a epifise femoral
proximal. O estudo também demonstra que a injegdo de BMP-2 recombinante
humana sem bisfosfonato ndo foi capaz de prevenir a deformidade da epifise
femoral. Contudo, quando injetada com bisfosfonato, demonstra bons resultados na
manutengao do formato da cabega femoral.

Kim et al.’®, em 2014, realizam a secg¢ao do ligamento da cabega do fémur e a
ligadura com um fio inabsorvivel no colo femoral direito de 18 porcos imaturos de 6 a
8 semanas de vida pesando entre 6 kg e 8 kg para estudar os efeitos da injecéo
local de BMP-2 e bisfosfonato na epifise femoral proximal apdés a inducdo de
necrose isquémica. No mesmo ato cirurgico é realizada a amputagao transfemoral
no membro do lado operado para simular a retirada de apoio. Destes, seis animais
recebem aplicagcdo local de BMP-2, seis receberam aplicagdo local de BMP-2
associado ao ibandronato, e seis n&o recebem nenhum tipo de terapia bioldgica
local. Os resultados da analise final evidenciam uma menor absor¢cao éssea e uma
maior neoformacgao éssea nos porcos que foram tratados com terapias bioldgicas. O
volume ésseo encontrado na epifise femoral é significativamente maior no grupo que
tratado com ibandronato e BMP-2 em relagédo ao grupo tratado apenas com BMP-2.
Ossificacdo heterotdpica € encontrada em quatro dos seis animais submetidos a
injecdo de BMP-2 e ibandronato.

Zou et al.*', em 2015, realizam a ligadura com dois fios absorviveis no colo
femoral direito de 15 porcos imaturos de duas a 3 semanas de vida pesando entre 8
e 10 libras para estudar os efeitos da injecdo local de clodronato e sinvastatina na
epifise femoral proximal ap6s a indugcdo da necrose isquémica. Os animais s&o

divididos em quatro grupos: o primeiro grupo n&o recebe tratamento; o segundo



REVISAO DA LITERATURA - 33

grupo recebe apenas o veiculo da injegdo, composto por um biomaterial de
carboximetilcelulose e glutaraldeido; o terceiro grupo recebe apenas clodronato; o
quarto grupo recebe apenas sinvastatina; e o quinto grupo recebe clodronato e
sinvastatina. A injecdo é realizada 1 semana apds indugdo da isquemia, por via
lateral. Os resultados obtidos apds as analises radiologicas e histoldgicas
demonstram que os animais do quinto grupo nao sofrem colapso da epifise femoral
do quadril direito. Todavia, todos os animais dos outros grupos demonstraram entre
66% a 100% de colapso no quadril direito. Os autores concluem que a abordagem
biolégica com sinergismo entre drogas antirreabsortivas (clodronato) e osteogénicas
(sinvastatina) pode ser benéfica no tratamento de pacientes com a DLCP, com o
intuito de diminuir a deformidade da cabeca femoral durante o curso da doenca.
Adapala et al.*?, em 2016, realizam a secgéo do ligamento da cabega do fémur
e a ligadura com dois fios absorviveis no colo femoral direito de 12 porcos imaturos
para estudar os efeitos pro-inflamatérios do osso necrotico sobre os macrofagos a
partir da ativacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR-4). O quadril esquerdo é utilizado
como controle. Em trés porcos imaturos sao realizadas cirurgias placebo, nas quais
a cabeca femoral é exposta, porém nao € realizada a indu¢do da necrose avascular.
Em cinco porcos nao operados € realizada a coleta de medula 6ssea da tibia para
cultivo de macrdéfagos in vitro. Os animais s&o submetidos a eutanasia 8 semanas
apo6s a inducdo da necrose avascular. Os autores concluem que o 0sso necrético
estimula a resposta inflamat6ria dos macrofagos a partir da ativagédo do TLR-4.
Aruwajoye et al.*3, em 2017, realizam a secgdo do ligamento da cabega do
fémur e a ligadura com um fio absorvivel no colo femoral direito em 20 porcos
imaturos de 5 a 8 semanas de vida pesando entre 6 kg e 12 kg para estudar as
propriedades materiais das epifises femorais tratadas com BMP-2 e ibandronato
apos a indugao da necrose avascular. Os animais sdo divididos em quatro grupos de
cinco espécimes. O primeiro grupo recebe injecao intradssea local de ibandronato; o
segundo grupo recebe injecdo intradssea local de BMP-2; o terceiro grupo recebe
injecdo intradssea local de ibandronato e BMP-2; e o quarto grupo nao recebe
tratamento. As inje¢cdes sao aplicadas uma semana apos a indugédo da necrose. Os
quadris esquerdos e os quadris direitos dos porcos que nao receberam inje¢des
foram utilizados como controles. Os autores concluem que os grupos tratados com
BMP-2 ou com BMP-2 e ibandronato preservam as propriedades materiais da epifise
femoral semelhantes as do osso normal. Contudo, as cabecas femorais tratadas
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apenas com ibandronato mantém caracteristicas semelhantes as cabecas
necrosadas e ndo tratadas.

Upasani et al.**, em 2017, realizam a secgao do ligamento da cabega do fémur
e a ligadura com um fio absorvivel no colo femoral direito de 24 porcos imaturos de 5
a 9 semanas de vida pesando entre 7,3 kg e 15 kg para estudar os efeitos da
indugdo da necrose vascular sobre a morfologia acetabular. Os quadris esquerdos
sdo utilizados como controles. Os animais sdo submetidos a eutanasia 8 semanas
apos o procedimento cirdrgico. As analises de tomografia computadorizada
realizadas na bacia dos espécimes demonstram alteragbes morfoldgicas
semelhantes as descritas em pacientes com a DLCP. As deformidades observadas
s&o a diminuigdo da versao e do filt acetabulares, além da diminuicdo dos angulos
de cobertura acetabulares superiores, posteriores e inferiores.

Aruwajoye et al.*®, em 2018, realizam a ligadura com um fio no colo femoral
direito de 18 porcos imaturos de 6 a 8 semanas de vida pesando entre 8 kg e 11 kg
para estudar o efeito da realizagcao de perfuragdes epifisarias multiplas comparado ao
efeito da realizacdo de uma perfuragao unica transfisaria apds a indugao de necrose
avascular. Os quadris esquerdos sao utilizados como controles. No mesmo ato da
inducao da necrose € realizada uma amputacao transfemoral para simular a retirada
de carga no membro operado de todos os animais. Eles s&do divididos em trés grupos
de seis espécimes: o0 primeiro grupo nao é submetido a procedimentos adicionais; o
segundo grupo € submetido a perfuracdo unica transfisaria; e o terceiro grupo é
submetido a perfuracbes epifisarias multiplas. As perfuragdes sao realizadas 1
semana apods a indugdo da necrose, por via lateral, atravessando a placa de
crescimento do quadril direito. A perfuracdo Unica € realizada com uma broca
canulada com diametro externo de 5 mm. As perfuragbes multiplas transfisarias sao
realizadas com fios de Kirschner de 2 mm de didmetro, uma em cada quadrante,
totalizando quatro perfuracdes transfisarias. E administrada calceina na dose de 20
mg/kg 5 dias e um dia antes da eutanasia. Os animais sdo submetidos a eutanasia 8
semanas apos a primeira cirurgia. Os autores concluem que as perfuragdes epifisarias
multiplas produzem um maior volume 6sseo e estimulam uma maior formagao éssea
do que a retirada de carga isolada ou associada a perfuragao unica transfisaria. Além
disso, é ressaltado que n&o s&o observadas diferengas entre a largura da fise e o
crescimento do colo femoral entre os grupos que sdo submetidos a perfuragdes.

Martinez-Alvarez et al.*6, em 2023, realizam um estudo em 27 porcos
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imaturos com 4 semanas de vida pesando entre 5 kg e 6 kg para avaliar os
resultados da inoculacdo transfisaria de células-tronco mesenquimais extraidas dos
préprios animais. A necrose avascular € induzida pela ligadura com um fio ndo
absorvivel no colo femoral direito e sem a sec¢ao do ligamento da cabega do fémur.
Os quadris esquerdos sao utilizados como controles. Treze animais s&o tratados
com a inoculagdo das células-tronco mesenquimais e 14 animais sao injetados com
soro fisiologico. Os autores detectam que 78% das cabecgas femorais do grupo
controle apresentam deformidade extensa, sendo que apenas 15% das cabecas
femorais tratadas apresentam caracteristicas semelhantes. Os autores concluem
que a enxertia de células-tronco mesenquimais estimula a regeneragao 0ssea e tem
o potencial de preservar a esfericidade da cabeca femoral em um modelo

experimental da necrose avascular do quadril no porco imaturo.

3.2 PROPRIEDADES REGENERATIVAS DAS CTPDH

Costa et al.?*, em 2008, realizam um estudo em ratos ndo imunossuprimidos
para testar a capacidade regenerativa de CTPDh extraidas de dentes provisorios de
criangas na reconstrugcédo de defeitos craniais grandes. Oito animais foram utilizados
no estudo, sendo que seis foram tratados com CTPDh e dois sao utilizados como
controles. Anadlises moleculares revelam a presenca de CTPDh no novo 0sso
formado, e mostram capacidade de diferenciagdo em tecido muscular, gorduroso e
0sseo. Nao ha rejeicdo imunoldgica ao tratamento. Os resultados sugerem que o0 uso
de CTPDh €& promissor para a reconstrugdo de grandes defeitos cranianos humanos.

Kerkis et al.?®, em 2008, realizam um estudo para testar o potencial
regenerativo da inoculagao sistémica de CTPDh em um modelo animal da distrofia
muscular em cachorros da raga golden retriever. Seis animais sdo incluidos no
estudo. Quatro animais s&o tratados com injegdes arteriais ou intramusculares e dois
animais sao utilizados como controles. Nos animais tratados ndo sao encontrados
sinais de rejeicdo imunoldgica das células transplantadas. Um dos animais que
recebe injegcdes mensais de CTPDh apresenta melhora clinica significativa.

Gomes et al.?6, em 2010, realizam um estudo para testar o potencial
regenerativo de um folheto de células produzidas por engenharia de tecidos
composto de CTPDh para a reconstrugcédo da superficie ocular de coelhos. O modelo

animal utilizado é de deficiéncia total de células-tronco limbicas, e os animais nao
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sdo imunossuprimidos durante o processo. Os resultados mostram que o transplante
de CTPDh é bem-sucedida para a reconstrugao do epitélio da cérnea neste modelo
animal.

Feitosa et al.?, em 2010, realizam um estudo experimental em oito ovinos
esqueleticamente maduros de 1 ano de vida, para estudar o efeito da inoculagao
transfisaria de células-tronco mesenquimais de ovinos (CTMO) e CTPDh nos quadris
submetidos a indugdo da necrose avascular por inje¢cao de etanol. Quatro animais
sdo utilizados como controles. Dois animais s&o tratados com CTMO e dois animais
sao tratados com CTPDh. Os tratamentos sao realizados 6 semanas apds a indugao
da osteonecrose. Nenhum animal foi submetido a imunossupressao. Os resultados
mostram que ambas as linhagens de células se proliferam no modelo animal,
conforme observado na analise imuno-histoquimica das pecas avaliadas. Os ovinos
injetados com CTDPh apresentam melhor regeneragao 6éssea do que os animais do
grupo controle.

Chalisserry et al.’®, em 2017, publicam uma revisido sobre o potencial
terapéutico das CTPDh. No artigo, os autores relatam que a biologia das células-
tronco se tornou importante na medicina regenerativa e na terapia de engenharia de
tecidos desde a descoberta e caracterizagdo das células-tronco mesenquimais. As
células-tronco de origem dentaria sao relativamente faceis de se obter e exibem alta
plasticidade e recursos multiplos, representando um padréo-ouro para reconstrugcao
o0ssea em humanos. Elas podem ser utilizadas para reparar defeitos corporais em
terapias autélogas de baixo risco. Desta forma, a capacidade de diferenciagcéo
osteogénica das CTPDh é bem demonstrada in vitro e in vivo, com expressao de
marcadores 6sseos especificos no osso recém-formado.

Pinheiro et al.#’, em 2019, avaliam o potencial osteogénico de trés tipos
diferentes de linhagens de células-tronco, derivadas do corddo umbilical, musculo
orbicular da boca e da polpa dentaria decidua. Dez linhagens de cada origem s&o
induzidas a diferenciagdo osteogénica in vitro, e a matriz 6ssea formada por cada
cultura é quantificada. Os resultados demonstram que as células derivadas da polpa
dentaria e do musculo orbicular demonstram maior potencial osteogénico que as
células derivadas do corddo umbilical, apds 21 dias de cultivo. Os autores concluem
que este potencial aumentado é referente a origem neural destas duas linhagens.
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41 OESTUDO

Este trabalho é um estudo experimental do tipo Ensaio Experimental
Comparativo. O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica Do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (IOT-HCFMUSP), pelo protocolo IOT 1149, e também foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMUSP, pelo
protocolo n° 141/15 (Anexo A). O estudo foi realizado no Laboratoério de Investigagao
Médica do Sistema Musculoesquelético 41 (LIM-41) no IOT-HCFMUSP. A avaliagao
histoldgica foi realizada no laboratério privado HistoCell.

Foram utilizados 10 animais suinos imaturos com base em uma amostra de
conveniéncia, com idades entre 70 e 165 dias de vida e pesos variando entre 8 kg e
13 kg. A necrose avascular da epifise femoral proximal direita foi induzida
cirurgicamente nos 10 animais. O quadril esquerdo foi utilizado como controle. O
protocolo de inducdo da necrose avascular é baseado em modelos ja
descritos30,36,37,39,40_

Os animais foram divididos em dois grupos: cinco animais foram alocados no
Grupo Comparacgédo (GC), os quais tiveram os quadris direitos submetidos ao
procedimento de indugdo da osteonecrose sem procedimentos adicionais. Os outros
cinco animais restantes foram alocados no Grupo Intervencéo (Gl). Estes tiveram
seus quadris direitos submetidos a indugado da osteonecrose seguida de injecéo de
CTPDh no mesmo ato cirurgico - semelhante ao realizado por Cheng et al.*° — a fim
de simular uma intervencdo precoce sobre a inducdo osteonecrose da cabeca
femoral.

O procedimento cirurgico de indugdo da necrose consistiu na realizagédo de
duas ligaduras intracapsulares no colo do fémur direito dos animais com fios
absorviveis do tipo Vicryl 2-0 (Ethicon INc., Somerville, NJ) e na secgao do ligamento
da cabecga do fémur (Figura 1). O procedimento tem o objetivo de interromper o fluxo
sanguineo para a epifise femoral proximal. O acesso cirurgico foi realizado por uma
via lateral direta entre o intervalo dos abdutores curtos do quadril, seguida por
capsulotomia por via lateral do quadril direito, sem danificar o labrum. No GC, apds a
inducéo da necrose, realizou-se a reducéo do quadril e o fechamento dos planos por
camadas. No Gl, apds a indugéo da necrose, realizou-se o procedimento de injecéo
de CTPDh na epifise femoral proximal.
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Figura 1 - Fotografia do ato cirirgico mostrando as ligaduras intracapsulares no colo
femoral realizadas com fios absorviveis, apés a sec¢ao do ligamento da
cabeca do fémur

Fonte: arquivo pessoal do Dr. Luiz Renato Agrizzi de Angeli.

O procedimento de injecdo de CTPDh na epifise femoral proximal foi
realizado por via direta (Figura 2). Um fio de Kirschner 1,5 mm foi utilizado para
perfurar a cartilagem articular da cabega femoral, apontando para o centro da
epifise. Apos a passagem da cartilagem articular, utilizando-se uma seringa de 5 mL
com uma agulha de 1,2 x 25 mm preenchida com CTPDh adicionadas a um meio de
Hidrogel, 2 mL da solugédo contendo 1 x 108 células foi injetada na cabeca femoral,
tomando cuidado para que n&o ocorresse perda de material para a articulagéo. Apés
a remogao da agulha da epifise femoral, o orificio criado foi ocluido com cera de
0sso e 0 quadril foi reduzido na articulacdo. O fechamento dos planos foi realizado
por camadas.
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Figura 2 - Fotografias do ato cirurgico demonstrando o procedimento de inje¢ao de

Células Tronco de Polpa Dentaria humana (CTPDh) na epifise femoral
proximal por via direta

A: seringa contendo CTPDh e hidrogel. B: Perfuragdo da epifise femoral proximal com fio de
Kirschner 1,5 mm. C: Injegdo de CTPDh e hidrogel na epifise femoral proximal, com cuidado para

ndo ocorrer extravasamento do material. Fonte: arquivo pessoal do Dr. Luiz Renato Agrizzi de
Angeli.

Todos os animais dos dois grupos foram observados por um periodo total de
8 semanas a contar do dia da indugdo da isquemia, quando foram submetidos a

eutanasia para avaliagao dos resultados. Aos animais foi permitida a carga total no
membro operado, conforme aceitagao.
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4.2 AVALIAGAO RADIOGRAFICA

Todos os animais foram submetidos a avaliagdo radiografica de ambos os
quadris. Os exames radiograficos dos quadris direito e esquerdo foram realizados
em projecao anteroposterior. Os exames foram realizados logo apos a eutanasia. As
pecas dos quadris dos animais foram dissecadas, e as radiografias foram realizadas
apenas com a regido proximal dos fémures, evitando assim artefatos de
sobreposigao de imagens.

O grau de deformagao da epifise femoral foi medido pelo indice episfisario,
que é definido pela altura maxima dividida pelo didmetro maximo da epifise femoral
do quadril em uma radiografia anteroposterior**. Com o achatamento da epifise
femoral, a altura tende a diminuir, ao passo que o didametro tende a aumentar, o que
resulta na reducdo do indice epifisario. As medi¢cdes foram realizadas no software
picture archiving and communication system (PACS) do IOT-HCFMUSP (Figura 3).

Figura 3 - Imagem radiografica de uma das pecas avaliadas exemplificando a
medicao do indice epifisario

20 Bram (lmager)

A linha C demonstra a altura epifisaria, medida do ponto mais alto da epifise femoral até
a placa de crescimento. A linha B demonstra a largura da epifise femoral em seu maior
didmetro. O indice epifisario é calculado pela divisédo de C por B (Indice Epifisario = C/B).
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4.3 AVALIACAO ANATOMOPATOLOGICA E HISTOLOGICA

Os quadris direito e esquerdo dos animais foram cuidadosamente dissecados.
Foram realizados exames macroscopicos e microscopicos das amostras obtidas (Figura
4). No exame macroscopico, foi avaliada a esfericidade da cabega femoral baseada na
classificagdo de Stulberg modificada por Huhnstock et al.*® (plana, oval e esférica).

Foram feitos cortes com 3 mm de espessura nas cabecas e colos femorais
com serra no plano coronal. Cada amostra assim obtida foi analisada

macroscopicamente e microscopicamente.

Figura 4 - Exemplo da disseccdo das pecas anatdomicas apos a eutanasia

A: comparagéo entre o quadril direito (R) e esquerdo (L) de um dos animais do Grupo Comparagéo.
Perceba o colapso do quadril direito, evidenciado pela perda de esfericidade da cabega femoral. B:
secgdo no plano coronal do quadril esquerdo. C: epifises femorais seccionadas em cortes de 3 mm.
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Fone: arquivo pessoal do Dr. Luiz Renato Agrizzi de Angeli.

Cada uma das amostras foi fixada em formalina a 10%, embebida em
parafina e cortada em fatias com 6 ym. As secg¢des assim obtidas foram coradas
pela hematoxilina-eosina (HE), pela coloracdo von-Kossa e examinadas sob
microscopia optica comum (Figura 5).

Figura 5 - Exemplos de cortes histologicos realizados no plano coronal

A: exemplo de um corte histolégico de um quadril direito do Grupo Comparagéo (submetido a inducédo
da osteonecrose) corado pela hematoxilina-eosina (0,5x). Perceba a rarefagéo celular e do trabeculado
na epifise femoral. B: exemplo de um corte histolégico de um quadril esquerdo do Grupo Comparagéo
corado pela coloragédo von Kossa (0,5x). O trabeculado ésseo se encontra intacto em toda a epifise
femoral.

Foram avaliados os seguintes parédmetros nos cortes histolégicos corados
com HE entre os quadris induzidos a isquemia e seus controles: evidéncia de
Osteonecrose; ossificagdo endocondral; espessura da cartilagem articular; qualidade
do osso subcondral; caracteristicas da medular 6ssea; relagdo entre a matriz mineral
0ssea e a matriz organica e espessura da cartilagem articular.

Foram avaliados os seguintes parédmetros nos cortes histolégicos corados
pela coloracdo von-Kossa entre os quadris induzidos a isquemia e seus controles:

porcentagem de mineralizagao da epifise femoral; e a distribuicdo da mineralizag&o.
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4.4 DESCRICAO DETALHADA DOS CUIDADOS REALIZADOS COM OS ANIMAIS
4.41 Informagdes referentes aos animais e cuidados

Foram utilizados porcos imaturos brancos procedentes do mesmo produtor.
Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da
USP, um local adequado para a manutencdo das espécies, com cuidador local.
Foram utilizados servigos de limpeza local, despejo adequado de dejetos segundo
as normas sanitarias locais, agua e ragdo adequadas para a espécie.

4.4.2 Cuidados pré-operatoérios
No periodo pré-operatorio os animais ficaram em jejum durante 4 horas.
4.4.3 Procedimento anestésico

Os animais receberam medicacdo pré-anestésica com associagdo de
cetamina (3 mg/kg intramuscular - IM) e midazolan (0,4 mg/kg IM). A indugc&o da
anestesia foi realizada com isoflurano (3,5%) com auxilio de mascara e a
manutengdo da anestesia foi realizada com isoflurano (2%) e fentanil (0,2 pg/kg/h
intravenoso - 1V). Para a intubagdo foi administrado 5mg/kg de propofol.
Imediatamente antes do inicio da cirurgia foi realizada antibioticoprofilaxia com
cefazolina (30 mg/kg 1V). Ao final do procedimento cirurgico foi realizada analgesia
com dipirona (25 mg/kg IV) e morfina (3 mg/kg IV), curativo na regido da ferida
cirargica e um cateter periférico para administracédo de farmacos analgésicos e anti-

inflamatdrio no pds-operatorio.
4.4.4 Procedimento pos-operatério

Foi realizado tratamento medicamentoso analgésico poés-operatorio com
dipirona (25 mg/kg SC) e cloridrato de tramadol (3 mg/kg SC) a cada 8 horas por 5
dias.
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4.4.5 Eutanasia

Os animais foram submetidos a morte indolor induzida, seguindo o
cronograma das avaliagdes de imagem.

Os animais receberam medicacdo pré-anestésica com associagdo de
cetamina (3 mg/kg IM) e midazolan (0,4 mg/kg IM). A indugdo da anestesia foi
realizada com isoflurano (3,5%) com auxilio de mascara para facilitar a venopunctura
de veia auricular. Apds confirmacgao do plano anestésico, foi administrado cloreto de

potassio por via endovenosa.
4.5 PRODUCAO DO HIDROGEL TERMOSSENSIVEL

Para o presente estudo foi desenvolvido um substituto &ésseo injetavel
bioabsorvivel (hidrogel) com propriedades bioativas composto pelos polimeros
quitosana-xantana-metilcelulose e gréanulos de fosfato de calcio, na fase
hidroxiapatita.

Primeiramente, a produgao base do hidrogel foi realizada na razdo massica
de 1:1 de quitosana e xantana. A solugédo de quitosana a 1% m/v (Sigma-Aldrich,
83% de desacetilagcéo), foi preparada em solugdo composta de 2% v/v de acido
latico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) dissolvido em agua ultrapura (Milli-Q
Direct Q 8/16 System) e homogeneizada em agitador mecénico (Tecnal, S&o Paulo,
Brasil), com uma rotagao de 1000 rpm. Além do complexo polieletrélito de quitosana-
xantana, o polimero metilcelulose foi utilizado na concentracdo de 10% descrito pelo
fabricante (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e pela literatura como uma concentragéo
onde a transi¢cdo sol-gel ocorre entre 30°C e 34°C. Para a adigdo da metilcelulose
foram realizadas as seguintes etapas: dispersdo do p6 de metilcelulose em 1/3 do
volume de solvente aquecido a 80 °C; adicdo de mais 1/3 do volume de solvente em
temperatura entre 2°C e 8°C, em agitacéo; e adicao do 1/3 restante de solvente para
adequacao da concentracao e do comportamento liquido em baixas temperaturas.

Os granulos de fosfato de calcio foram obtidos apds a sintese de
hidroxiapatita adotando o método de precipitagdo quimica em meio aquoso*>%. O
método compreende, primeiramente, a produ¢do de uma solugao precursora rica em
ions Ca?* e PO4%, com razédo molar Ca/P de 1,67. Para obter a solugdo precursora

foi necessario produzir duas solugdes, uma rica em ions Ca?* e outra rica em ions
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PO, A primeira foi obtida a partir da mistura de 250 mL de hidréxido de calcio (0,5
mol/L, Merck KGaA-Darmstadt, Alemanha) e 250 mL de acido latico (1 mol/L, Merck
KGaA-Darmstadt, Alemanha) dissolvido em agua ultrapura (Milli-Q Direct Q 8/16
System) e homogeneizada em agitador magnético (Quimis, Sdo Paulo, Brasil). A
segunda foi uma solu¢cdo de 250 mL de acido fosforico (0,3 mol/L, Merck KGaA-
Darmstadt, Alemanha). As solugbes foram entdo misturadas, adicionando-se a
solugédo de acido fosférico a solugdo de acido latico e hidréxido de calcio com o
auxilio de uma bomba peristaltica (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) a uma taxa de 8
mL/min. A soluc&o foi mantida em agitagcdo por 24 horas em temperatura ambiente
(de 24 °C) e umidade de 59% (Incoterm, modelo: 7663.02.0.00). Para que ocorra a
precipitacdo do fosfato de calcio: hidroxiapatita, foi necessario adicionar 250 mL de
hidréoxido de potassio a 1 mol/L na solugdo precursora. Apos a precipitagao, o
sistema foi mantido em repouso por 24 horas; nesta etapa é importante que o pH
figue em torno de 12 para que haja formagao do fosfato de calcio desejado.

O po precipitado foi entédo filtrado com papel de filtro (Qualy, J.Prolab — 80
gramas, 18,5 cm), em sistema a vacuo (DVP, modelo ZA 60S) a 400 mbar. O pé
retido foi lavado com agua ultrapura para a retirada dos ions de potassio até que se
alcangasse o pH igual a 7 no liquido filtrado. Para a produgdo dos granulos de
hidroxiapatita, o pé produzido foi seco a 70°C por 12 horas. O p6 produzido foi
macerado, utilizando um gral e pistilo de agata, e transferido para uma peneira
granulométrica entre 150 e 300 um (A bronzinox, malha de 100 e caixilho inox 5” x
2”) e peneirado.

O final da producdo do hidrogel de quitosana-xantana-metilcelulose com
particulas de hidroxiapatita consistiu na mistura dos produtos descritos acima,
misturados com espatula em temperatura inferior a 8°C até completa

homogeneizacéo.
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4.6 PRODUTO DE TERAPIA AVANCADA

Para a entrega do produto de terapia avangada, a associagdo das células

ao hidrogel ocorreu em duas etapas:

a)

b)

Preparacao das células: as CTPDh (DPSC - PT5025, LONZA) foram
descongeladas e ressuspendidas em DPBS 1X (Thermo Fisher
Scientific). A contagem celular foi realizada utilizando o equipamento
Countess™ e uma concentragao de 1,0 x 10° células foi centrifugada a
300 x g por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet celular
foi ressuspendido em 600 pL de solugao fisiologica de cloreto de sédio
a 0,9%.

Associacao das células no hidrogel: um volume de 1,4 mL do
hidrogel esterilizado foi homogeneizado com os 600 pL de células
ressuspendidas em solugdo fisiologica. A mistura final de 2 mL foi
aspirada em uma seringa de 5 mL, garantindo uma distribuicdo
uniforme das células no hidrogel. Este processo nédo apenas facilita a
manipulagdo do material para a extrusdo, mas também promove um
ambiente propicio a aderéncia e proliferagao celular, essencial para a

regeneragio ossea.
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4.7 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) é um protocolo amplamente utilizado em estudos com
cultivo celular para mensurar quantitativamente a atividade metabdlica celular
indicando a viabilidade e/ou proliferagao celular. O protocolo do ensaio de MTT se
baseia na conversédo do sal tetrazolio (MTT) amarelo em um derivado de formazan
purpura na mitocdndria das células viaveis. Os resultados obtidos sdo baseados na
quantificacdo dos cristais de formazan apds solubiliza-los, e a solugdo colorida é
medida por meio de um equipamento (espectrofotdmetro) utilizando a absorbancia
de 570 nm (nandmetros) e a diferenca entre os grupos foi realizado para verificar a
viabilidade celular da amostra contendo produto (hidrogel + CTPDh). Quanto mais
escura a solugao, maior o numero de células viaveis, metabolicamente ativas.

Foram semeadas em uma placa de cultivo de 12 pogos as amostras em
triplicata para o teste de viabilidade nos diferentes grupos referentes a duas
amostras do hidrogel:

Placa 1: controle positivo — células-tronco 1x10* células por pogo; controle
negativo — 1 mL de hidrogel | sem células; grupo hidrogel | com 1x10* células/mL;
grupo hidrogel | com 1x10° células/mL.

Placa 2: controle positivo — células-tronco 1x10* células por pogo; controle
negativo — 1 mL de hidrogel Il sem células; grupo hidrogel Il com 1x10* células/ml;
grupo hidrogel Il com 1x10° células/mL.

Apo6s a adigao das CTPDh nas diferentes amostras de hidrogel, as mesmas
foram cultivadas por 48 horas para a ades&o celular no hidrogel com o meio de
cultivo basal (DMEM F12 + 15% Soro fetal bovino). Apos esse periodo as amostras
foram lavadas com 3 mL de PBS para retirada do excesso de meio basal, em
seguida foram adicionados aos pogos de cultivo 500 yL de 0,05 mg/mL de MTT.
Todas as placas foram devidamente embrulhadas em papel aluminio para
manterem-se ao abrigo de luz por 4 horas na incubadora (Termo Fisher Scientific,
Waltham, MA) a 37°C com 5% de CO2. Apos a incubagdo, 500 uyL de DMSO
(Dimethyl sulfoxide; (CH3)2SO - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram colocados em
cada pogo cultivado e todas as placas foram agitadas em um agitador horizontal por
5 minutos para homogeneizagao da solugédo. Por conseguinte, foram transferidos os
conteudos para uma placa de leitura de 96 pocos e entdo lidas no espectrofotdmetro
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(TECAN, infinity 200 PRO, Suica), com leitura em filtro de absorbancia de 570 nm,
com valores processados pelo programa Magellan 3. A absorbancia do produto

solubilizado é diretamente proporcional ao numero de células viaveis.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A presente analise tem por objetivo testar o efeito da indugdo da necrose
avascular na cabeca do fémur de porcos e avaliar o efeito do tratamento com a
enxertia de células dentarias pluripotentes sobre a epifise femoral apds a necrose.
Tal propdsito foi abordado em plano experimental concebido para testar os fatores
de modo independente. Assim, a inferéncia do efeito da osteonecrose se baseou na
comparacgao entre a articulagao direita - induzida a osteonecrose avascular - e o lado
contralateral poupado da lesdo do mesmo animal, considerando que nenhum dos
lados recebeu o tratamento com o enxerto celular. Dada a natureza pareada desta
comparagao, a suposi¢cao de independéncia entre as mensuragdes de ambos o0s
lados do mesmo individuo se torna inverossimil, sendo a respectiva correlagao
representada pelo carater longitudinal do modelo estatistico. Desta forma, a
inferéncia do eventual efeito da inducdo da osteonecrose avascular foi
fundamentada pela representacdo da sua relacdo com os desfechos de interesse
por meio da modelagem paramétrica no escopo dos modelos lineares generalizados
mistos (MLGM), cuja distribuicdo era assumida, a cada situacdo, conforme a
natureza da resposta e fungcdo de ligagcdo da média da resposta a combinagao
(linear) dos preditores definida visando otimizar o ajuste. Em todos os casos, o
componente misto do modelo, como definido pela execugdo do experimento,
consistiu no efeito aleatério do individuo, representado por um intercepto
independente para cada animal.

Por sua vez, a analise do efeito do tratamento com o enxerto de CTPDh se
restringiu ao subconjunto das articulagbes do lado direito, induzidas a osteonecrose
avascular, sendo apenas uma parte delas tratada com o implante celular
pluripotente. Nesse contexto ndo pareado, a manifestacdo do tratamento sob o
membro necrosado € confrontada com o estado das articulagbes também lesada,
mas de animais diferentes. Assim, as relagdes entre o tratamento e os desfechos de
interesse foram representadas por modelos lineares generalizados, de modo que a

distribuicdo assumida para a resposta se mostrava coerente a sua natureza e aos
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dados e a ligacdo da média da resposta a combinagédo (linear) dos preditores
atendia a necessidade para a qualidade do ajuste. Diante de respostas ordinais,
recorreu-se aos Cumulative Link Models (CLM), como generalizagées da regressao
logistica, sob as suposigdes de chances proporcionais (i.e., a razao de chances para
um aumento na escala ordinal ndo depende do nivel desta escala) e thresholds
flexiveis.

De todo modo, toda inferéncia foi inicialmente orientada por uma analise
exploratéria prévia, indicando possiveis padrboes de relacdo a fundamentar modelos
plausiveis. ApoOs ajuste aos dados, os modelos foram selecionados e validados, de
modo a embasar inferéncias validas. Naturalmente, os métodos de validagédo foram
definidos conforme a classe do modelo e disponibilidade de ferramentas
desenvolvidas e implantadas. No caso dos MLGM, a validagéo da representagao dos
dados pelo modelo se deu pelas medidas diagnésticas baseadas nos residuos de
cada modelo. Por sua vez, a validagao de um CLM foi respaldada pelas medidas de
Akaike information criteria (AIC), Bayesian information criteria (BIC) e Hessian
condicional. Em virtude do tamanho amostral conciso, a avaliagdo da significancia
estatistica de cada coeficiente de um modelo (portanto, do efeito por ele
representado) se deu por teste de razdo de maxima verossimilhanca, dada suas
propriedades favoraveis de convergéncia. Além disso, a significancia estatistica de
qualquer efeito (ou associagdo) manteve-se condicionada a um nivel de significancia
a = 0,05. Por fim, todas as analises, graficos e tabelas foram geradas no programa
RStudio (Posit, Boston, MA).



5 RESULTADOS
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5.1 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Os resultados apresentados a seguir foram normalizados com os valores da
absorbancia do controle negativo. O cultivo em ambas as amostras de hidrogel
mostraram a perda de aproximadamente metade das células plaqueadas. Em
comparagao entre os tipos de hidrogel, ndo houve diferenga na viabilidade quando
comparados os grupos, independentemente da quantidade de células plaqueadas
(Tabela 1).

Tabela 1 - Teste de viabilidade celular comparando duas amostras de hidrogel. Nao
se encontrou diferenca na viabilidade celular entre as amostras avaliadas.
Os valores de p foram obtidos utilizando Teste T

e Média Desvio
Teste Viabilidade MTT Triplicata _ Padréio p
Células 0,352 0,346 0,3663 0,355 0,01
Controle Positivo 5 :
Células + Hidrogel |, 1979 1591 01622 0,173 0,02
10° cels/mL
HIDROGEL I Células + Hidrogel |
10t aale/ L*% 0,1589 0,1579 0,1625 0,160 0,00
Controle Negativo celsim
Hidrogel | 0,0741 0,0627 0,0612 0,066 0,01
Células 0,3453 0,3655 0,3772 0,363 0,02
Controle Positivo 5 :
Células + Hidrogel Il -, 145508 (18339 0,1845 0,185 0,00  0,394*
10° cels/mL
HIDROGEL Il Células + Hidrogel Il
$o4 | /' rl_?* 0,14632 0,14752 0,1664 0,153 0,01 0,41
Controle Negativo celsim
Hidrogel Il 0,0453 0,0447 0,0445 0,045 0,00

MTT: Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio

5.2 MINERALIZACAO

Em termos qualitativos, nota-se que os niveis de mineralizagao nas cabecas
de fémur submetidas a necrose avascular se distribuem de modo semelhante em
relagdo aos membros poupados da lesédo (Grafico 1-A, 1-B e 1-C). Ndo obstante,
apenas entre os casos de osteonecrose, percebe-se que aqueles que receberam o
enxerto de células dentarias mostraram uma ampla dispersédo dos valores, enquanto
os membros sem tratamento concentram a mineralizagdo em niveis mais baixos.
Desta forma, entende-se nao haver indicativo de que a indugcdo da necrose tenha
afetado a mineralizacdo da cabeca do fémur, e que o tratamento com as células

pluripotentes pode ter ampliado a dispersao desta resposta.
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Grafico 1 - Distribuicao amostral da mineralizagédo da cabega do fémur
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Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose (em vermelho)
sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (em roxo) dos individuos que ndo receberam o enxerto
de células dentarias (i.e., comparagao pareada). Por sua vez, o subplot intitulado “Efeito do tratamento” avalia
o desfecho da aplicagdo das células pluripotentes nas cabegas de fémur com osteonecrose (em verde) em
comparagao aos membros necrosados dos outros animais que ndo receberam o enxerto celular (em vermelho
- comparagédo ndo pareada). Em C, os diagramas de caixa tém, nas linhas horizontais, a representagdo do
primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil, enquanto as linhas verticais ilustram os limites esperados da
distribuicdo. Em D, cada ponto representa um individuo, cuja mineralizagéo da cabega de fémur submetida a
necrose € apresentada no eixo vertical, enquanto a medida analoga no membro contralateral € mostrada no
eixo horizontal. Nesse contexto, os pontos verdes indicam os sujeitos que receberam o enxerto de células
dentarias (apenas) no sitio necrosado, diferentemente dos pontos vermelhos que nio receberam qualquer
tratamento.

No que se refere a idade dos animais, a propria definigdo dos grupos
experimentais estipulou dois estratos etarios, porém sem que esta diferenca de
idade repercutisse em notodria influéncia sobre a mineralizagdo da cabega do fémur
(Grafico 2B). Ainda que a idade dos animais fosse mais homogénea, senéo binaria,
0 peso dos individuos mostrou uma maior variabilidade, evidenciando uma possivel
correlacido inversa entre a massa corpérea e a mineralizacdo entre as cabecas de

fémur induzidas a necrose (Grafico 2C - Efeito tratamento). Nesse caso, o
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tratamento com CTPDh parece nao interferir na especulativa correlagao entre peso e
mineralizagdo. Por outro lado, parece nao haver indicios de uma possivel
associacao entre mineralizacdo e peso quando foram considerados ambos os lados
dos sujeitos ndo tratados com o enxerto celular (Grafico 2C - Efeito necrose).

Grafico 2 - Distribuicido da mineralizagdo da cabeca do fémur condicionada aos

niveis de caracteristicas biolégicas nao controladas
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Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose (pontos
vermelhos) sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (pontos roxos) dos individuos que néo
receberam o enxerto de células dentarias (i.e., comparacéo pareada). Por sua vez, o subplot intitulado “Efeito
do tratamento” avalia o desfecho da aplicagdo das células pluripotentes nas cabegcas de fémur com
osteonecrose (pontos verdes) em comparagdo aos membros necrosados dos outros animais que nao
receberam o enxerto celular (pontos vermelhos - comparacéo ndo pareada). Os diagramas de caixa tém, nas
linhas horizontais, a representagao do primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil, enquanto as linhas
verticais ilustram os limites esperados da distribuigdo. Sobrepostos aos diagramas, encontram-se os valores
de cada observacao.
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5.2.1 Efeito da necrose

Diante do plano experimental direcionando a coleta de dados, foram
propostos modelos estatisticos plausiveis para explicar e descrever os indicios
levantados na analise exploratoria desenvolvida acima. Em seguida, esses modelos
foram selecionados e finalmente validados de modo a se assegurar a acuracia das
inferéncias que sustentam. Entdo, no contexto de comparagdo pareada entre os
membros dos individuos nao tratados com o enxerto celular (para a analise do efeito
da necrose), confirmou-se a significancia estatistica da associagdo entre a
mineralizagdo da cabeca do fémur a sua distribuicdo (Tabela 2; estimativa = 0,1257,
erro pad. = 0,0340, lambda = 7,3911, GL = 1, p = 0,0066). No caso, estima-se que,
em média, o indice de mineralizacdo aumente em 0,1257 nos membros com
distribuicdo irregular-multifocal em relagdo aqueles com disposicdo focal. Em
contraste, os dados nao proveram evidéncia suficiente para sustentar um efeito da
necrose avascular induzida sobre a média (ou localizagdo) da mineralizagdo da
cabeca do fémur (Tabela 2; estimativa = 0,0284, erro pad. = 0,0482, lambda =
0.2911, GL = 1, p = 0,5895). Mas por outro lado, as evidéncias mostraram-se
suficientes para endossar a significancia estatistica do efeito da necrose sobre a
dispersdo da mineralizagdo (Tabela 2; estimativa = 2,0462, erro pad. = 0,9569,
lambda = 3,9184, GL = 1, p = 0,0478), cuja variabilidade foi estimada a reduzir em
decorréncia da inducao da leséo.
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Tabela 2 - Modelo estatistico de regressdo ajustado aos dados para explicar e
predizer como a indug¢ao de necrose avascular na cabeg¢a do fémur e a
distribuigcdao da mineralizagao influenciam na mineralizagao do membro

MLGM gama com ligacao identidade para a mineralizagao

. . Erro Razao de verossimilhanga
Estimativa
pad. Lambda GL p

Localizacdo / média
(Intercepto) 0,168341 0,046837
Modelo: necrose x controle 0,028422 0,048184 0,29112 1 0,589504
Distrib. mineral.: multifocal x focal 0,125702 0,034013 7,391117 1 0,006555
Escala / dispersao
(Intercepto) 1,728108 0,697075
Modelo: necrose x controle 2,046238 0,956868 3,91837 1 0,047761

O modelo restringe-se a comparagao pareada entre os membros dos individuos ndo tratados com o enxerto
dentario. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela, juntamente com a fungdo que liga a
média da resposta a combinacéo (linear) dos preditores. A coluna “Estimativa” informa os coeficientes
estimados do modelo conforme o efeito representado na linha correspondente. A cada estimativa, é
apresentado o erro padrao do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”), seguido das estatisticas do teste de
razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da significancia estatistica do coeficiente, portanto, do
efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa
os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado, apresenta a probabilidade de o efeito
correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLGM = modelos lineares generalizados
mistos.

Os resultados descritos acima encontram-se ilustrados no Grafico 3. Nesse
contexto, evidencia-se uma mineralizacdo média mais acentuada nas cabecas do
fémur com distribuicdo irregular-multifocal em relagdo aos casos de espalhamento
focal desta mineralizacdo. Além disso, € estimado que a inducdo de necrose
avascular ndo afete significativamente o nivel de mineralizagdo (representado pela
sua meédia), mas que promova a homogeneidade entre as medidas de
mineralizagdo. Por fim, convém relembrar que tais inferéncias remetem a
comparagao pareada entre os membros dos mesmos individuos, os quais nao foram

tratados com o implante de células dentarias pluripotentes.
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Grafico 3 -Tamanho dos efeitos conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 2
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com a
distribuicdo da mineralizagdo e indugédo (ou ndo) de necrose avascular na
cabeca do fémur. Por sua vez, as barras verticais ilustram os intervalos de
95% de confianga para o respectivo valor médio estimado.

Finalmente, o modelo definido na Tabela 2 tem a sua fidelidade na
representacdo dos dados validada na Grafico 4. Tal validacao baseia-se, sobretudo,
na analise dos residuos, como o que sobra da mineralizagdo observada que nao
pdde ser explicada pela relagao entre resposta e preditores conforme descrita pelo
componente sistematico, representando, assim, o erro aleatério do modelo
estatistico. Nesta circunstancia, ao acompanhar a sua distribuigdo desenvolvida em
tedrica (Grafico 4A), os residuos comprovam a concordancia dos dados em relagéo
as propriedades e suposicdes probabilisticas do modelo, validando, pois, a
especificacdo do seu componente aleatério. Além disso, os residuos decorrentes do
ajuste do modelo mostraram uma dispersao qualitativamente uniforme ao longo dos
valores ajustados, indicando que toda relagdo entre resposta e preditores foi
apropriadamente contemplada pelo componente sistematico do modelo. E ainda, tal
padrao indica que a representacao da estrutura de variancia do modelo é adequada
e fiel aos dados. Desta forma, ao validar o ajuste do modelo aos dados, estende-se

naturalmente esta validade as inferéncias sustentadas pelo modelo em questao.
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Grafico 4 - Medidas diagnésticas para validagdo do modelo definido na Tabela 2
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A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo aos
dados (eixo vertical) é contraposta ao seu comportamento tedrico esperado (eixo horizontal),
sendo a linha unitaria vermelha indicativa da condigéo de igualdade. A direita, os residuos
sdo distribuidos conforme os valores ajustados das respectivas observagoes.

5.2.2 Efeito do tratamento

by

As anadlises apresentadas nesta sessdo remetem a comparagcdo entre
membros submetidos a necrose avascular de individuos diferentes, sendo alguns
deles tratados com o enxerto de células dentarias pluripotentes. Nesta circunstancia,
sobressaem, em termos de correlagdo policorica (Grafio 5A), a relagdo da
mineralizagdo na cabega de fémur necrosada com o tratamento (corr = 0,7) e o nivel
de esclerose do osso subcondral (corr = -0,7). Em sequéncia, tanto a medida de
mineralizagdo no membro contralateral poupado da necrose (corr = 0,5), como a
idade (corr = 0,5) e peso (corr = -0,5) dos animais apresentaram uma correlagao
qualitativamente substancial com a mineralizacdo na cabeca de fémur necrosada,
anda que em um grau intermediario. E digno de nota que o propdsito dos
coeficientes apresentados se limita a exploracdo dos dados, de modo que néo se
exime da possibilidade de tais relagdes serem espurias, principalmente as de menor
associacdo. Além disso, observa-se que a mineralizagdo no membro necrosado
apresenta maior similaridade em relacdo ao espalhamento desta mineralizagdo na
prépria cabecga do fémur (Grafico 5B). Por sua vez, a distancia da mineralizagado sob

necrose mostrou-se intermediaria quando comparada a espessura da cartilagem
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articular, remodelamento da superficie, a mineralizacdo do membro contralateral, o
estado da cartilagem articular, o peso e idade do animal, além do tratamento (ou

nao) com células pluripotentes.

Grafico 5 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagdo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares.A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as
separam. Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagdo entre variaveis, maior a
similaridade entre elas.

As analises de carater exploratorio detalhadas acima ajudam a direcionar as
possibilidades de modelagem em coeréncia com os padrdes de informagéo providos
pela amostra. Apos selegdo e validagdo de modelo, ratificou-se a significancia
estatistica do efeito do tratamento com o enxerto celular sobre a mineralizagao da
cabeca de fémur necrosada (Tabela 3; estimativa = 0,5754, erro pad. = 0,2516,
lambda = 4,4148, GL = 1, p = 0,0356). Nesse caso, estima-se que a média do indice
de mineralizagcdo aumente 77,78% apds o implante de células dentarias
pluripotentes em relagdo aos membros também com necrose induzida, porém sem a
aplicacéo do tratamento (Figura 6). Além disso, o tratamento com enxerto celular
parece associado ao aumento na variabilidade da mineralizagdo da cabega de fémur
com necrose avascular induzida. Ainda que o grau de evidéncia fornecido pela
amostra seja insuficiente para confirmar a sua significaAncia estatistica (Tabela 3;
estimativa = -1,2467, erro pad. = 0,8723, lambda = 1,9086, GL = 1, p = 0,1671), o
efeito do tratamento sobre a dispersao da resposta foi mantido no modelo para
aprimorar o0 seu ajuste aos dados, corrigindo um padrdo sugestivo de

heterocedasticidade.
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Figura 6 - Imagens microscoépicas de cortes histolégicos corados pela coloragido von
Kossa (0,5x)

A B C

A: quadril esquerdo do Grupo Comparagdo. A epifise femoral apresenta distribuigdo trabecular normal e
formato esférico. B: quadril direito do Grupo Comparagéao. A epifise femoral apresenta distribuigdo trabecular
heterogénea e diminuida, além de perda de altura epifisaria e do formato esférico. C: quadril direito do Grupo
Intervencdo. A epifise femoral, apesar de apresentar maior colapso, demonstra maior densidade trabecular
6ssea em comparagao aos quadris representados nas figuras A e B.

Tabela 3 - Modelo estatistico de regressdo ajustado aos dados para explicar e
predizer como o tratamento com enxerto de células dentarias pluripotentes
influencia na mineralizagdo da cabec¢a do fémur

MLG gama com ligagao logaritmica para a mineralizagao

Razédo de verossimilhanga

Estimativa Erro pad.

Lambda GL ¢]
Localizacdo / média
(Intercepto) -1,30933 0,11889
Tratamento: tratado x necrose 0,575365 0,251607 4,414781 1 0,035629
Escala / Dispersao
(Intercepto) 2,649667 0,625142
Tratamento: tratado x necrose -1,24665 0,872256  1,908586 1 0,16712

O modelo baseia-se na comparagao entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo
que apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo é informada no cabegalho da
tabela, juntamente com a fungéo que liga a média da resposta a combinacéo (linear) dos preditores. A
coluna “Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro padrédo do respectivo estimador (coluna “Erro
pad.”), seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da
significancia estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda”
indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”, como usualmente
empregado, apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso
positivo). MLG = modelo linear generalizado.
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Os resultados descritos acima refletem nos valores preditos pelo modelo
estatistico conforme exibido no Grafico 6. Nesse contexto, destaca-se o aumento
estimado na média da mineralizagdo em decorréncia do tratamento com o enxerto
dentario nas cabecas de fémur induzidas a necrose em comparagdo com O0s
membros submetidos a mesma lesao, porém nao tratados. Além disso, nota-se um
aumento qualitativo na incerteza associada ao intervalo de confianga na estimativa
da mineralizagdo média do membro implantado com células pluripotentes em virtude

um aparente aumento na variabilidade da resposta decorrente do tratamento.

Grafico 6 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 3
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o
tratamento (ou ndo) com o enxerto de células dentarias pluripotentes. Por sua
vez, as barras verticais ilustram os intervalos de 95% de confianga para o
respectivo valor médio estimado.

Assim como todo modelo estatistico, 0 modelo especificado na Tabela 3 é
composto pela combinacdo de dois componentes: o sistematico, que descreve a
relagao entre a resposta e preditores, e o aleatério, assim denominado por descrever
o erro aleatorio, portanto incerto. Desse modo, a validagdo do modelo fica
condicionada a demonstracdo que ambos os componentes como especificados
representam fielmente os dados. Ao dispersar-se de maneira uniforme ao longo dos
valores ajustados (Grafico 7B), os residuos indicam que todo padrdo na relagéo
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entre resposta e preditores foi apropriadamente representado no componente
sistematico, restando apenas ruido. Além disso, a distribuicdo uniforme dos residuos
sustenta que a estrutura de variancia dos dados foi apropriadamente contemplada
no modelo. Além disso, os residuos apresentaram uma distribuicdo bastante
semelhante ao seu comportamento tedrico, desenvolvido sob a premissa de
satisfagdo completa, pelos dados, das suposi¢cdes e propriedades probabilisticas do
modelo. Desta forma, a validagdo dos componentes sistematico e aleatério implica
na fidedignidade da representagao da informagao contida na amostra pelo modelo

estatistico, assegurando a validade das inferéncias e conclusdes que sustenta.

Grafico 7 - Medidas diagnésticas para validagdo do modelo definido na Tabela 3
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A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo aos
dados (eixo vertical) é contraposta ao seu comportamento tedrico esperado (eixo horizontal),
sendo a linha unitaria vermelha indicativa da condigéo de igualdade. A direita, os residuos
sdo distribuidos conforme os valores ajustados das respectivas observagoes.
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5.3 ESFERICIDADE DA CABECA DO FEMUR

Entre os individuos que néo receberam o tratamento com o implante de
células dentarias pluripotentes, 80% das cabegas de fémur poupadas da indugao da
necrose (controle) apresentaram um aspecto esférico, sendo os 20% restante
representado por uma observagao unica, cuja cabega do fémur se mostrou oval. Por
sua vez, a indugdo da necrose no membro ipsilateral desses mesmos animais
repercutiu em uma aparéncia oval em 80% das cabecas de fémur e um formato
plano na observagdo restante (Grafico 8A - Efeito necrose). Em contraste, a
aplicacdo do enxerto de células dentarias parece associada a uma maior
deformacao das cabecgas de fémur induzidas a necrose, uma vez que a proporgao
dos casos com formato plano aumentou para 80%, acompanhado da redugéo da
incidéncia do aspecto oval para um unico caso (Grafico 8A - Efeito tratamento). Em
outras palavras, a maioria das cabecas de fémur poupadas de manipulagcéo
apresentaram um formato esférico, enquanto os membros submetidos a necrose
mostraram-se preponderantemente ovais quando n&o tratados com as células
pluripotentes (Figura 7). Nao obstante, o tratamento com o enxerto celular parece ter
afetado ainda mais a esfericidade da cabeca do fémur pds-necrose, sendo que, na

maioria dos casos, a formato do membro mostrou-se plano.

Figura 7 - Avaliagado qualitativa macroscoépica do formato da cabega femoral

P: cabeca femoral plana. S: cabega femoral esférica. O: cabega femoral oval. Fonte: arquivo pessoal do
Dr. Luiz Renato Agrizzi de Angeli.
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Grafico 8 - Distribuicdo da esfericidade da cabe¢a do fémur conforme a indugao da
osteonecrose avascular, o tratamento com o enxerto de células dentarias
pluripotentes e demais caracteristicas biolégicas ndao controladas
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Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose sdo comparadas
ao respectivo membro contralateral (controle) dos individuos que n&o receberam o enxerto de células
dentarias (i.e., comparagdo pareada). Por sua vez, o subplot intitulado “Efeito do tratamento” avalia o desfecho
da aplicagéo das células pluripotentes nas cabegas de fémur com osteonecrose (tratado) em comparagao aos
membros necrosados dos outros animais que nao receberam o enxerto celular (necrose - comparagdo nao
pareada). Os diagramas de caixa tém, nas linhas verticais, a representagdo do primeiro, segundo (ou
mediana) e terceiro quartil, enquanto as linhas horizontais ilustram os limites esperados da distribui¢éo.

Em seguida, foram avaliadas as possiveis interferéncias por caracteristicas
biolégicas ndo controladas. Nesse contexto, ndo ha indicios contundentes de que a
ossificagcdo endocondral possa distorcer a apreciacao do efeito da necrose, uma vez
que a distribuicio da esfericidade parece qualitativamente semelhante
independentemente do nivel da ossificacdo (Grafico 8B - Efeito necrose). Por outro
lado, percebe-se um desequilibrio maior associado a ossificagcdo endocondral no
caso da avaliagao do efeito do tratamento, uma vez que todas as observagbes com
ossificagao ativa restrita apresentaram formato oval de cabega de fémur, enquanto o
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aspecto mostrou-se plano em 83,33% dos casos com ossificacdo ativa extensa
(Grafico 8B - Efeito tratamento). No que se refere a idade (Grafico 8C) e peso dos
animais (Grafico 8D) e espessura da cartilagem articular (Grafico 8E), parece n&o
haver indicativo de que estas caracteristicas interfiram implicitamente nem no efeito
da necrose, nem do tratamento, ja que os dados sugerem independéncia, a0 menos
em termos qualitativos, em relacdo a esfericidade da cabegca do fémur. Em
sequéncia, nota-se alguma conex&o entre a esfericidade da cabega do fémur e a
maxima espessura das traves (Grafico 8F). Ainda que baseada em tamanho
amostral reduzido e potencialmente espurio, a maxima espessura das traves
predominante parece aumentar, a medida que a cabeg¢a do fémur se torna menos
esférica. Por sua vez, o estado da cartilagem articular parece desempenhar uma
relagcdo dubia com a esfericidade da cabeca do fémur a depender do contexto. Entre
os individuos que nao foram tratados com o enxerto celular, a preservacdo da
cartilagem aparenta estar associada a maior esfericidade do membro (Grafico 8G -
Efeito necrose), ao passo que a relagdo parece se inverter no subconjunto dos
membros necrosados: quanto mais preservada a cartilagem, mais plana tende a ser
a cabeca do fémur (Grafico 8G - Efeito tratamento). Por sua vez, a distribuicdo da
mineralizagdo aparenta nao interferir na esfericidade da cabega do fémur. Tanto no
subconjunto ndo tratado com o enxerto de células pluripotentes (Grafico 8H - Efeito
necrose) como entre os membros submetidos a necrose avascular (Grafico 8H -
Efeito tratamento) a proporcdo de cada condigdo de esfericidade manteve-se
constante ao longo dos niveis da distribuicdo da mineralizag&o. Por fim, os indicios
providos pela amostra levantam suspeita de que um agravamento da esclerose do
0sso subcondral esteja associado a uma diminuicdo da esfericidade da cabecga do

fémur.
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5.3.1 Efeito da necrose

Quando avaliadas ambas as articulagées no subconjunto dos individuos nao
tratados com o enxerto dentario, notaram-se correlagdes (policoricas) expressivas da
esfericidade da cabega do fémur em relagdo ao grau de esclerose do 0sso
subcondral (Grafico 9A, corr = -1.0), ao estado da cartilagem articular (Grafico 9A,
corr = 0,8) e a maxima espessura das traves (Grafico 9A, corr = -0,7). Ainda que em
um grau intermediario, a distribuicdo da mineralizagado (Grafico 9A, corr 0,5), a
ossificagdo endocondral (Grafico 9A, corr = -0,4) e a espessura da cartilagem
articular (corr = -0,4) também mostraram alguma relacdo com a esfericidade da
cabecga do fémur, pelo menos em termos de correlagao policérica no subconjunto de
dados em questdo. Convém relembrar, no entanto, que a correlagdo se limita a
mensurar a relagdo entre um par de variaveis, sendo, portanto, particularmente
sensivel ao viés por variaveis confundidoras. Por exemplo, ao quantificar a
correlacdo entre a distribuicido da mineralizacdo e a esfericidade da cabeca do
fémur, ignora-se a influéncia subjacente da indugdo da necrose, que acaba
confundindo (ou enviesando) a sumarizagdo da relagdo do par supracitado. Ainda
mais em um contexto de tamanho de amostra reduzido, qualquer oscilagdo nos
niveis das variaveis, mesmo que seja por acaso, repercute em expressiva mudanga
na magnitude do coeficiente de correlagdo. Diante de tantos riscos, a correlagao
acaba desempenhando uma fungdo mais exploratdria, como suporte na orientagao
da modelagem estatistica. Contudo, o padrdo das relagdes sumarizadas na matriz
de correlagdes ndo foi completamente ratificado no dendrograma das distancias
entre as variaveis (ou grupo delas - Grafico 9B). Nesse contexto, percebe-se que a
esfericidade da cabega do fémur é mais similar em relagdo ao modelo experimental
(indugédo — ou ndo — da osteonecrose avascular), seguido do estado da cartilagem
articular.
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Grafico 9 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagdo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distdncia matematica que as separam.
Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagéo entre variaveis, maior a similaridade entre elas.

Nao obstante, o teste do efeito da indugdo da osteonecrose sobre a
esfericidade da cabecga do fémur tendeu a determinismo: nenhuma das cabecgas de
fémur submetidas a osteonecrose apresentou formato esférico, enquanto esse
padrdao foi observado em quatro dos cinco membros (80%) poupados da lesdo
avascular (Tabela 4). Nesta circunstancia, convém esclarecer que a baixa incidéncia
de formatos planos da cabeca do fémur (apenas um caso) acabou por impor a
dicotomizagao das categorias desta resposta como esférica ou n&do esférica. Nesse
cenario de aproximado determinismo, quase nao ha variabilidade para sustentar a
teoria probabilistica e os métodos estatisticos de quantificacdo da incerteza acabam
funcionando precariamente, a exemplo da estimativa do intervalo de confianca para
a razao de chances da associagao entre a indugao da osteonecrose e a esfericidade
da cabecga do fémur, o qual tendeu ao infinito (Tabela 4; teste exato de Fischer: p =
0,0476). Além disso, o ajuste do modelo estatistico paramétrico para descrever a
relagdo entre estas variaveis também resultou na estimativa inflacionada do erro
padrdo do estimador (Tabela 5; erro pad. = 3,012e7), inviabilizando o calculo de
intervalo de confianga para valores preditos (Grafico 10). Mesmo assim, foi
confirmada a significancia estatistica do efeito do modelo experimental sobre a
esfericidade da cabega do fémur (Tabela 5; estimativa = 39,8931, lambda = 8,4562,
GL = 1, p = 0,0036m). Nesse sentido, estima-se que a chance de uma cabega de
fémur ndo esférica seja de 25% entre os membros poupados da osteonecrose e que
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tal chance aumente 17 vezes entre as cabecas de fémur submetidas a necrose
avascular, evidenciando novamente a alusdao do determinismo nos métodos

estatisticos.

Tabela 4 - Contagem dos casos conforme as categorias combinadas de modelo
experimental (i.e., indugcado, ou nao, da osteonecrose) e formato da cabecga
do fémur, seguida do teste ndao paramétrico de Fisher e estimativa do
intervalo de 95% de confianga para a respectiva razdao de chances

Tabela de contingéncia

. . Modelo Teste exato de Fisher
Esfericidade da cabega do fémur - - -
controle necrose IC inferior IC superior p-valor
Esférica 4 0 1,0248 Inf 0,0476
N&o esférica 1 5

Tabela 5 - Modelo estatistico de regressdo ajustado aos dados para explicar e
predizer como o modelo experimental (i.e., indugdao, ou nao, da
osteonecrose) influencia na esfericidade da cabega do fémur

MLGM logistico para a esfericidade da cabega do fémur

Estimativa Erropad. Lambda GL p
(Intercepto) -1,38629 1,118034
modelo: necrose x controle 39,89314 30011996 8,456209 1 0,003638

O modelo baseia-se na comparagdo entre ambos os membros dos mesmos animais que nio
receberam o tratamento celular. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela, juntamente
com a fungdo que liga a média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro padrdo do respectivo estimador (coluna
“Erro pad.”), seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a
avaliagdo da significancia estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse
contexto, “Lambda” indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”,
como usualmente empregado, apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao
acaso (erro do falso positivo). MLGM = modelos lineares generalizados mistos.

Em sequéncia, o Grafico 10 ilustra o tamanho do efeito da indugédo da necrose
por meio dos valores preditos conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 5.
Nesse caso, a probabilidade de uma cabeca de fémur ndo esférica entre os
membros poupados da les&o avascular foi estimada em 20%, enquanto as cabegas
de fémur submetidas a necrose tem 100% de probabilidade estimada de
desenvolver esse mesmo formato, ratificando a analise exploratéria. No entanto,
cabe relembrar que as inferéncias descritas acima limitam-se ao subconjunto de
ambas as cabecas de fémur dos animais que nao receberam o tratamento com o

enxerto de células dentarias pluripotentes.
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Grafico 10 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 4
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com a indugéo
(ou ndo) de necrose avascular na cabeca do fémur. Foram omitidas as
medidas de quantificacdo de incerteza, uma vez que a estimativa do erro
padrdo do estimador foi inflacionada no contexto de proximidade ao
determinismo.

Para validagao do modelo, como especificado na Tabela 5, demonstra-se que
a distribuicdo dos seus residuos se aproxima suficientemente do comportamento
tedrico esperado sob a premissa de conformidade completa das propriedades e
suposigdes probabilisticas do modelo (Grafico 11A). Além disso, ndo parece ter
sobrado nenhuma estrutura nos residuos quando distribuidos ao longo dos valores
ajustados (Grafico 9B), indicando que a relagdo entre resposta e preditor foi
representada pelo modelo estatistico em sua totalidade. Contudo, o espalhamento
dos residuos chega a sugerir um padrao de afunilamento (Grafico 9B), levantando
suspeita de uma heterocedasticidade ndo incorporada na estrutura da variancia
assumida pelo modelo. No entanto, em um contexto de tamanho amostral reduzido,
nao houve informacao suficiente para representar tal oscilacdo na variabilidade. Mas
por outro lado, esta mesma concisdo de informagao acaba limitando as evidéncias
de que tal padrdo nao seja ao acaso. De fato, se ndo fosse por um ou dois residuos
mais extremos, qualquer indicio de heterocedasticidade passaria desapercebido.
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Grafico 11 - Medidas diagnésticas para validagdao do modelo definido na Tabela 5
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A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo aos dados (eixo vertical)
€ contraposta ao seu comportamento tedrico esperado (eixo horizontal), sendo a linha unitaria vermelha
indicativa da condigéo de igualdade. A direita, os residuos s&o distribuidos conforme os valores ajustados das
respectivas observacgoes.

5.3.2 Efeito do tratamento

Nesta sessdo, as analises restringem-se aos membros submetidos a
osteonecrose avascular, com particular énfase a comparag¢ao nao pareada quanto a
aplicacado (ou ndo) do tratamento com enxerto de ceélulas dentarias pluripotentes.
Nesse contexto, observa-se que grande parte das correlagdes (policoricas) com a
esfericidade da cabeca do fémur ndo puderam ser calculadas, enquanto todos os
coeficientes acessiveis mostraram-se bastante expressivos (Grafico 12A). Assim, a
esfericidade da cabeca do fémur mostrou-se mais correlacionada com a ossificagao
endocondral (corr = -1,0), com o formato do membro contralateral (ndo manipulado;
corr = 1,0), com o tratamento com o enxerto dentario, com a cartilagem articular e
com o grau de esclerose do osso subcondral (todos com corr = -0,8). Por outro lado,
a generalizagdo destas relagdes em termos da distdncia matematica mostrou-se
mais exequivel, porém resultando em uma ratificagdo apenas parcial do cenario

descrito pela matriz de correlagdes. No caso, a esfericidade da cabega do fémur
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poOs-osteonecrose mostrou-se mais similar a ossificagdo endocondral, seguida da
maxima espessura das traves e do grau de esclerose do osso subcondral. Vale
lembrar que tais analises ndo extrapolam a exploragcao especulativa dos dados sem
qualquer controle de incerteza, de modo que ndo se exime da possibilidade de
serem creditadas ao acaso.

Grafico 12 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagéo policérica sumariza a paridade das varidveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as separam.
Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagéo entre variaveis, maior a similaridade entre elas.

Sob orientagdo da analise exploratéria detalhada acima, foram propostos
modelos estatisticos compativeis com o plano experimental empregado. Depois de
selecionados, apenas os modelos validados foram utilizados para embasar as
inferéncias a partir dos dados. Nesse contexto, o efeito do tratamento com enxerto
dentario mostrou-se estatisticamente significativo para que a cabega femoral seja
plana (Tabela 6; estimativa = -2,7726, erro pad. = 1,5811, lambda = 3,8549, GL =1,
p = 0,0496, poder = 0,6804). No caso, estima-se que o implante de células
pluripotentes reduza em 93,75% a chance de a cabeca de fémur ser oval em relagao
ao membro pods-necrose, porém ndo tratado com o enxerto dentario. Tal efeito é
ilustrado na Grafico 13, que apresenta uma probabilidade de cabeca de fémur oval
estimada em 80% para os membros submetidos a osteonecrose, mas excluidos do
tratamento celular. Por sua vez, as cabecas de fémur que receberam o enxerto
dentario pluripotente apos a indugdo da necrose tém 20% de probabilidade estimada

de desenvolver um formato oval e consequentemente 80% de apresentar um
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aspecto plano. Convém relembrar que o subconjunto dos dados que sustenta as
analises descritas acima € desprovido de observagdes com formato esférico, de
modo que as chances calculadas se referem a quantas vezes a probabilidade de
uma cabecga de fémur oval excede a probabilidade de um padréo plano.

Tabela 6 - Modelo estatistico de regressdo ajustado aos dados para explicar e
predizer como o tratamento com enxerto de células dentarias pluripotentes
influéncia na esfericidade da cabec¢a do féemur

MLG logistico para a esfericidade da cabega do fémur
Razéo de
Estimativa Erro pad. verossimilhanca
Lambda GL p power

Monte Carlo

(Intercepto) 1,386294  1,118034
Tratamento: tratado x necrose -2,77259 1,581138 3,8549 1 0,0496 0,6804

O modelo baseia-se na comparagéo entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo que
apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela,
juntamente com a fungdo que liga a média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro padrédo do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”),
seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da significancia
estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a
estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado,
apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLG =
modelo linear generalizado.

Grafico 13 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 6
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o
tratamento (ou ndo) com enxerto de células dentarias pluripotentes. Por sua
vez, as barras verticais ilustram os intervalos de 95% de confianga para o
respectivo valor médio estimado.
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A validagcao do modelo especificado na Tabela 6 inicia-se pela avalicdo das
medidas de diagnostico referentes ao seu ajuste aos dados. Nesse sentido, nota-se
que as observagdes dispdem de quantidade de informagdo semelhante para se
estimar o préprio valor predito (Grafico 14A). Esta caracteristica decorre da
simplicidade do modelo, que conta com apenas um preditor, e do plano
experimental, que aleatorizou tal fator em dois niveis balanceados em termos de
tamanho de amostra. Em outras palavras, tanto o grupo tratado como o necrose
contam com cinco observagdes, de modo que a predigao do valor esperado em cada
uma destas condigdes dispde da mesma quantidade de informagdo. Em seguida,
identificam-se duas observacgdes (#5 e #6, conforme o indice na base de dados)
como preponderantes na estimativa dos coeficientes do modelo, portanto na
inferéncia do efeito do tratamento (Grafico 14B). No caso, esses pontos exerceram
maior influéncia na estimativa do modelo por apresentar uma condicdo de
esfericidade da cabeca de fémur mais discrepante do estimado pelo modelo a partir
do padréo geral dos dados, porém ainda contemplado pelo acaso dimensionado
pelo modelo (Grafico 14C).

Grafico 14 - Medidas diagnésticas descrevendo a definigdo do modelo (Tabela 6) a
partir dos dados
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A medida h (nos Pontos de Alavanca) informa a quantidade de informagéo disponivel para se
estimar o valor predito da resposta em cada observacdo e deriva da proximidade das
observagdes quanto a configuragao dos preditores. No grafico de Pontos Influentes, a distancia
de Cook quantifica a influéncia de cada observagéo sobre as estimativas dos coeficientes do
modelo. Por fim, o grafico dos Pontos Aberrantes, apresentam a compatibilidade entre os
valores predito a partir do modelo e o nivel da resposta observado para cada ponto.
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Para se avaliar a dimensdo do viés potencialmente provocado pelas
observagbes mais influentes (segundo as respectivas distancias de Cook),
reproduzimos sequencialmente o ajuste de um modelo analogo, porém
desconsiderando cada uma das observagdes influentes individualmente. Desta
forma, percebe-se que a remogao tanto da observacado #5 como da #6 aumentam a
magnitude, em termos absolutos, do coeficiente que descreve o efeito do tratamento
(Tabela 7). Como resultado, o risco de falso positivo (i.e., p-valor) reduz, em ambas
as situagdes para 0.0067 (Tabela 7). Ao se examinar as observagdes influentes,
constata-se que s&o as unicas observacdes que contrastam do formato de cabeca
de fémur geral na mesma condigédo (Tabela 8). A observacédo #5, apesar da baixa
probabilidade estimada (20%), refere-se ao unico membro tratado com enxerto
dentario a apresentar um aspecto oval. Por sua vez, a observagao #6 consiste na
unica cabeca de fémur necrosada e excluida do tratamento a apresentar um formato
plano, ainda que a inferéncia estatistica prediga um aspecto oval com 80% de
probabilidade. Assim, a remocdo de qualquer uma das observacgdes influentes
aproxima os dados do determinismo e torna o efeito do tratamento ainda mais
inquestionavel. Conclui-se, entdo, que o viés exercido por estas observagées mais
influentes se manifesta no sentido de reduzir o tamanho do efeito do tratamento e,

portanto, ndo alteram a significancia do seu efeito.

Tabela 7 - A analise confirmatéria consiste na reproducao do ajuste do modelo
(definido na Tabela 6)

Analise confirmatéria para a esfericidade da cabecga do fémur (razdo de verossimilhanca)

Coeficient Estimativas p-valores
oeficiente

original delta5 delta6 original 5 6
Tratamento: tratado x necrose -2,77259 6,557 6,557 0,0496 0,0067 0,0067

A repercussdo da remogdo de cada observacédo sobre o coeficiente do modelo é apresentada em termos
proporcionais em relagdo a magnitude original e é exibida sob o rétulo “Estimativas”, na coluna intitulada por
“delta” seguido da identificagdo da observagao conforme o indice na base de dados. Por sua vez, o risco de
falso positivo apds a remogao de cada ponto influente é especificado na coluna identificada pelo indice da
observagéo e comparado ao risco original sob o cabegalho de “p-valores”.

Tabela 8 - Descricao dos pontos relativamente influentes conforme a Grafico 14

Observagoes influentes

Esfericidade da
cabecga do fémur

5 tratado oval 0,2
6 necrose plana 0,8

indice Tratamento Prob (esferic. = oval)
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O modelo (como especificado na Tabela 6) € finalmente validado na Grafico
15, a qual demonstra que a divergéncia observada no comportamento dos residuos
em relacdo ao preconizado teoricamente é adequadamente contemplado pelo

componente aleatério do modelo.

Grafico 15 - Envelope da distribuicdao dos residuos provenientes do ajuste do modelo
(Tabela 6) aos dados delimitada pela respectiva banda de confianga
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Além do efeito do tratamento, a amostra forneceu evidéncias suficientes para
ratificar a significancia estatistica da associagdo entre o grau de esclerose do 0sso
subcondral e a esfericidade da cabecga do fémur (Tabela 9; estimativa = -2,7726, erro
pad. = 1,5811, lambda = 3,8549, GL = 1, p = 0,496, poder = 0,6872). Nesse
contexto, estima-se que a chance de uma cabega de fémur necrosada apresentar
um formato oval (em detrimento a um aspecto plano) diminui 93,75% nos casos com
esclerose moderada do osso subcondral em relacdo a ocorréncia leve. Nao
obstante, a concisdo da amostra ndo dispde de informacdo suficiente para que o
efeito do tratamento seja testado simultaneamente a associacdo com o estado do
0sso subcondral em um mesmo modelo, de modo que a estimativa do efeito de um
preditor seja controlado pela influéncia do outro. Desta forma, o dimensionamento da

associagdo entre o grau de esclerose do osso subcondral e a esfericidade da
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cabeca do fémur permanece enviesada pelo efeito implicito do tratamento, cuja

influéncia corroborada sobre o formato do membro permanece subjacente.

Tabela 9 - Modelo estatistico de regressdo ajustado aos dados para explicar e
predizer como a esclerose subcondral influencia na esfericidade da cabecga
do fémur

MLG logistico para a esfericidade da cabega do fémur
Razao de versossimilhanga Monte Carlo
Lambda GL o] power

Estimativa Erro pad.

(Intercepto) 1,386294 1,118034

Osso subcondral: - esclerose ;77559 1581138  3,8549 1 00496  0,6872
moderada x leve
O modelo baseia-se na comparagdo entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo que
apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela,
juntamente com a fungdo que liga a média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, é apresentado o erro padrdo do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”),
seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da significancia
estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a
estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado,
apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLG =
modelo linear generalizado.

De todo modo, a associagéo entre o grau de esclerose do osso subcondral e
a esfericidade da cabecga do fémur é representada no Grafico 16. Nesse cenario,
estima-se que a probabilidade de uma cabeca de fémur submetida a necrose
avascular apresentar um formato oval seja de 80% quando acompanhada de um
grau leve de esclerose do osso subcondral. De maneira complementar, as
observacdoes em tais condi¢gdes apresentam um risco estimado em 20% de um
padrao plano. Por sua vez, as articulagdes induzidas a necrose, mas com esclerose
moderada do osso subcondral, tém apenas 20% de probabilidade estimada de
desenvolver um formato oval da cabeca do fémur e 80% de risco de apresentar o

membro com aspecto plano.
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Grafico 16 - Tamanho dos efeitos conforme estimado pelo modelo definido na Tabela
9
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o nivel de
esclerose do osso subcondral. Por sua vez, as barras verticais ilustram os
intervalos de 95% de confianga para o respectivo valor médio estimado.

Em seguida, apresentam-se as medidas diagndsticas do modelo especificado
na Tabela 9 para fins de validagdo do ajuste e da inferéncia sustentada por ele. De
inicio, nota-se que a disponibilidade de informacédo para estimar o proprio valor
predito é semelhante para cada observagao (Grafico 17A). Isso ocorre, uma vez que
o modelo dispde de apenas um predito binario, cujos niveis apresentaram a mesma
incidéncia na presente amostra. No entanto, duas observagdes se destacaram
quanto a influéncia sobre a estimativa dos coeficientes do modelo: #2 e #9,
conforme o indice na base de dados (Grafico 17B). Como s&o justamente esses
coeficientes que definem o modelo em funcdo do tamanho do efeito, observacdes
com influéncia desproporcional podem induzir viés na inferéncia das relagdes entre
variaveis. Apesar de todos os pontos apresentarem a mesma alavanca, as
observacdes #2 e #9 acabaram mostrando uma influéncia maior por apresentarem
um formato de cabeca de fémur mais discrepante do padrdo da sua condicao,
conforme compreendido pelo modelo por meio da decodificacdo da informagao
provida pela amostra (Grafico 17C).
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Grafico 17 - Medidas diagnésticas descrevendo a definigdo do modelo (Tabela 9) a
partir dos dados.
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A medida h (nos Pontos de Alavanca) informa a quantidade de informagao disponivel para se estimar o valor
predito da resposta em cada observagéo e deriva da proximidade das observagbes quanto a configuragao dos
preditores. No grafico de Pontos Influentes, a distancia de Cook quantifica a influéncia de cada observagéo
sobre as estimativas dos coeficientes do modelo. Por fim, o grafico dos Pontos Aberrantes, apresentam a
compatibilidade entre os valores preditos a partir do modelo e o nivel da resposta observado para cada ponto.

Uma vez identificados os pontos relativamente mais influentes sobre a
estimativa dos coeficientes do modelo (segundo a respectiva distédncia de Cook -
Grafico 17B), faz-se necessario dimensionar a extensédo do eventual viés provocado
por tais observagdes. Para isso, comparamos o modelo original a reprodugao do
ajuste de um modelo analogo, porém desconsiderando individualmente cada um dos
pontos influentes. Nesse contexto, percebe-se que tanto a eliminacéo da observacgao
#2 como da #9 aumentam, em termos absolutos, o coeficiente que quantifica a
associagdo entre o grau de esclerose do osso subcondral e a esfericidade da
cabeca de fémur pés-necrose (Tabela 10). Por conseguinte, a probabilidade de a
associagao ser explicada pelo acaso (i.e., p-valor) se tornou ainda menor, p = 0,0067
para ambos os casos (Tabela 10). Assim, entende-se que as observagdes de
influéncia proeminente, impelem o modelo a subestimar a forga da associagao entre

as variaveis em questdo sem, portanto, comprometer a sua significancia estatistica.
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Tabela 10 - A analise confirmatéria consiste na reproducao do ajuste do modelo
(definido na Tabela 8), porém desconsiderando individualmente, a cada
etapa, as observagées com influéncia (segundo distancia de Cook) mais
proeminentes

Anadlise confirmatéria para a esfericidade da cabecga do fémur (razdo de verossimilhancga)

Estimativas p-valores
original delta 5 delta 6 original 5 6
Osso subcondral: esclerose moderada x leve -2,77259 6,557 6,557 0,0496 0,0067 0,0067

A repercussdo da remogdo de cada observacdo sobre o coeficiente do modelo é apresentada em termos
proporcionais em relagdo a magnitude original e é exibida sob o rétulo “Estimativas”, na coluna intitulada por
“delta” seguido da identificagdo da observagdo conforme o indice na base de dados. Por sua vez, o risco de
falso positivo ap6s a remocgédo de cada ponto influente é especificado na coluna identificada pelo indice da
observagao e comparado ao risco original sob o cabegalho de “p-valores”.

Coeficiente

Ao avaliar os pontos relativamente influentes, constata-se que ambos
apresentam um formato de cabeca de fémur distinto das demais observagdes que
compartilham do mesmo grau de esclerose do osso subcondral (Tabela 11). No caso
da observagao #2, apesar da probabilidade estimada predizer um aspecto oval para
80% das cabecas de fémur necrosadas acompanhadas de esclerose leve no 0sso
subcondral, tal observacao apresentou um formato plano para o membro. Por outro
lado, o ponto #9 apresentou uma cabeca de fémur oval, contrariando as baixas
probabilidades (20%) estimadas para esse padrdo. Por serem os unicos diferentes
dentro dos respectivos grupos, estas observagdes acabam por conferir a
variabilidade aos dados necessaria para o funcionamento apropriado das
ferramentas estatisticas. Ao remové-las, o contexto tende ao determinismo e

distancia-se do escopo da analise estatistica.

Tabela 11 - Descricao dos pontos relativamente influentes conforme o Grafico 17

Observagodes influentes

indice Osso Esfericidade da Prob(esferic. = oval)
subcondral cabeca do fémur )

2 esclerose leve plana 0,8

9 esclerose leve oval 0,2

Finalmente, a contengao dos residuos dentro dos limites do envelope garante
que a aleatoriedade da relagdo entre o grau de esclerose do osso subcondral e a
esfericidade da cabeca do fémur pds-necrose foi apropriadamente contemplada e
representada no modelo (como definido na Tabela 9). Tal propriedade acaba por
validar o modelo correspondente, confirmando a acuracia das inferéncias que

sustenta. A esta altura, torna-se evidente a equivaléncia entre as medidas
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diagnosticas e até as inferéncias baseadas nos modelos apresentados nas Tabelas
6 e 9, descrevendo, respectivamente, como o tratamento com as células
pluripotentes e o grau de esclerose do osso subcondral se relacionam com a
esfericidade da cabeca do fémur necrosado. Isso ocorre, porque, coincidentemente,
os dois casos apresentam, essencialmente, as mesmas distribuicdes condicionais

(Grafico 8A - Efeito tratamento e Grafico 8l - Efeito tratamento).

Grafico 18 -Envelope da distribuicdo dos residuos provenientes do ajuste do modelo
(Tabela 8) aos dados delimitada pela respectiva banda de confianga
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5.4 OSSIFICACAO ENDOCONDRAL

by

No que se refere a ossificagdo endocondral, os dados forneceram indicios
bastante frageis quanto ao possivel efeito da indugdo da necrose avascular. No caso,
dos cinco individuos excluidos do tratamento com o enxerto celular, apenas um dos
membros contralaterais apresentou ossificagao extensa, ao passo que tal desfecho foi
observado em duas articulagdes ipsilaterais em relagdo a necrose (Grafico 19A -
Efeito necrose). Por sua vez, quando considerados apenas os membros submetidos a
necrose, o tratamento com o enxerto dentario foi associado a um aumento um pouco
mais expressivo na incidéncia de ossificagcdoes ativas extensas em relagao ao controle
pos-necrose: de dois para quatro membros (Grafico 19A - Efeito tratamento). Além
disso, entre os individuos isentados do tratamento celular, a idade mostrou-se
completamente irrelevante para o nivel de ossificagcdo endocondral, até por efeito do
plano experimental que controlou a idade dos animais a um unico nivel (Grafico 19B -
Efeito necrose). Em contraste, houve algum indicativo de que a ossificagdo
endocondral ativa extensa possa estar associada com uma idade mais avancada no
contexto restrito aos membros submetidos a necrose avascular (Grafico 19B - Efeito
tratamento). Por outro lado, parece n&o haver indicio de que o peso dos animais
esteja relacionado ao nivel de ossificagdo endocondral, exceto por uma possivel
diferenca de variabilidade, uma vez que a dispersdo da massa corporal se mostra
qualitativamente mais ampla entre os perfis de ossificagao ativa restrita (Grafico 19C).
Além disso, particularmente entre os membros induzidos a necrose, a ossificagao
endocondral ativa extensa parece associada a cartilagens articulares mais espessas
(Grafico 19D - Efeito tratamento). Em sequéncia, nota-se que traves com espessura
maxima mais expressivas tenderam a acompanhar o perfil de ossificacdo endocondral
ativo extenso, sobretudo no caso dos membros necrosados para a comparagao do
tratamento (Grafico 19E - Efeito tratamento). Ademais, observa-se que, entre os
individuos excluidos do tratamento celular, em cada um dos trés niveis de
preservacao da cartilagem, apenas um sujeito apresentou ossificagdo endocondral
extensa, apesar da incidéncia bastante variavel entre as categorias do estado da
cartilagem (Grafico 19F - Efeito necrose). Por outro lado, comparando-se os membros
induzidos a necrose avascular, a ocorréncia da ossificacdo endocondral ativa
extensdo foi mais frequente nos casos de cartilagem articular preservada (quatro
observagdes de cinco) do que nos membros focalmente erodidos (um caso em quatro,
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Grafico 19F - Efeito tratamento). Em contraste, a distribuicdo da mineralizagcao parece
nao ter qualquer relagdo com o nivel de ossificagdo endocondral (Grafico 19G). Por
fim, o grau de esclerose do osso subcondral aparenta estar associado ao nivel de
ossificagdo endocondral, com uma tendéncia de que perfis de ossificacdo ativa
extensa sejam mais frequentes quando acompanhados de esclerose moderada do
osso do que em casos de ocorréncias leves (Grafico 191). Tal padrao parece ocorrer
tanto no contexto de comparacdes pareadas entre os membros dos individuos
isentados do tratamento celular (Grafico 191 - Efeito necrose), como na contraposigéo
nao pareada das articulagdes induzidas a necrose (Grafico 19l - Efeito tratamento).

Grafico 19 - Distribuicdo da ossificagcdo endocondral conforme a indugdo da
osteonecrose avascular
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O tratamento com o enxerto de células dentarias pluripotentes e demais caracteristicas bioldgicas n&o
controladas. Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose
sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (controle) dos individuos que nao receberam o
enxerto de células dentarias (i.e., comparagao pareada). Por sua vez, o subplot intitulado “Efeito do
tratamento” avalia o desfecho da aplicagdo das células pluripotentes nas cabecas de fémur com
osteonecrose (tratado) em comparagéo aos membros necrosados dos outros animais que nao receberam
o enxerto celular (necrose - comparagéo nao pareada). Os diagramas de caixa tém, nas linhas verticais, a
representagdo do primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil, enquanto as linhas horizontais
ilustram os limites esperados da distribuicao.



ResuLTADOS - 83

5.4.1 Efeito necrose

Como padrao na presente analise, os propositos de se testar os efeitos da
inducdo da necrose avascular e do tratamento com enxerto dentario pluripotente
foram abordados separadamente e sustentados por subconjuntos de dados distintos
(ainda que com a intersegao dos membros induzidos a necrose, porém, excluidos do
tratamento celular). No contexto da comparagdo pareada entre membros dos
individuos isentados do tratamento, constatou-se uma correlagdo (policorica)
modesta entre o modelo experimental (i.e., indugéo, ou n&o, da necrose avascular
na cabeca do fémur) e a extensdo da ossificagcdo endocondral (Grafico 20A; corr
=0,4). Em concordancia, a indugdo da necrose mostrou-se bastante distante, em
termos matematicos, do nivel da ossificagdo endocondral, correspondendo a uma
das menores similaridades do dendrograma (Grafico 20B). Por outro lado, o peso
dos animais (corr = 0.7), o estado da cartilagem articular (corr = 0.7), o grau de
esclerose do osso subcondral (corr = 0.7), e a maxima espessura das traves (corr =
0.7) apresentaram indicios mais consistentes de associacdo com a ossificagdo
endocondral. Exceto pela condicdo da cartilagem articular, tais relagées foram
ratificadas no dendrograma de distancias, ainda que demonstrem similaridades

qualitativamente intermediarias.

Grafico 20 - Relagdo essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagdo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distdncia matematica que as separam.
Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagéo entre variaveis, maior a similaridade entre elas.
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Como esperado, a ténue evidéncia de um eventual efeito da inducdo da
necrose sobre a extensdo da ossificagdo endocondral (conforme apontado na
analise exploratoria acima) se mostrou demasiadamente escassa (Tabela 12;
estimativa = 0,5098, erro pad. = 1,7492, lambda = 0,0851, GL = 1, p = 0,7705),
portanto estatisticamente insignificante. Por sua vez, os indicios de associagao entre
a ossificacdo endocondral e a maxima espessura das traves se mostraram mais
contundentes (Tabela 12; estimativa = 21,1106, erro pad. = 14,2993, lambda =
3,2705, GL = 1, p = 0,0705), ainda que insuficientes para superar o nivel de
significancia, permanecendo, assim, como uma tendéncia estatistica. Ainda que a
independéncia entre as variaveis represente um risco pouco encorajador, foi
estimado que a chance de ossificagcdo endocondral ativa extensa aumentaria 1,4730
e 9 vezes com o aumento de um milimetro na maxima espessura das traves.
Convém esclarecer, no entanto, que a aparéncia excepcional de tal forca de
associacao decorre, na verdade, do intervalo de distribuicdo da maxima espessura
das traves ser bastante reduzido, de 0,1 mm a 0,3 mm. Assim, a estimativa da
repercussdo do aumento de 1 mm desse preditor representa a hipdtese de
incremento cinco vez maior que todo o intervalo de dispersao observado nos dados.
Desta forma, a ilustragdo dos valores estimados se torna uma abordagem mais
informativa para se apreciar a tendéncia a associa¢ao entre ossificagdo endocondral
e a maxima espessura das traves (Grafico 21). Nesse contexto, ainda que imerso na
incerteza decorrente do modelo experimental (i.e., indugdo, ou n&o, da necrose
avascular), é possivel observar uma propensdo ao aumento na probabilidade de
ossificagdo endocondral ativa extensa, a medida que se expande a espessura

maxima das traves.
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Tabela 12 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como a indugao de necrose avascular na cabega do fémur e a
maxima espessura das traves influenciam na ossificagao endocondral

MLGM logistico para a ossificagdo endocondral

Razdo de verossimilhanga

Estimativa Erro pad.
Lambda GL p
(Intercepto) -5,83777 3,60329
Modelo: necrose x controle 0,509821 1,749224 0,085099 1 0,770502
Méaxima espessura traves 21,11058 14,29929 3,270538 1 0,070534

O modelo restringe-se a comparagéo pareada entre os membros dos individuos ndo tratados com o enxerto
dentario. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela, juntamente com a fungdo que liga a
média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna “Estimativa” informa os coeficientes
estimados do modelo conforme o efeito representado na linha correspondente. A cada estimativa, é
apresentado o erro padrao do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”), seguido das estatisticas do teste de
razdo de (maxima) verossimilhanca para a avaliagdo da significancia estatistica do coeficiente, portanto, do
efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa
os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado, apresenta a probabilidade de o efeito
correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLGM = modelos lineares generalizados

mistos.

Grafico 21 - Forga de associagao estimada conforme o modelo definido na Tabela 12
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As linhas espessas em destaque indicam a progressao estimada da probabilidade de
ossificagdo endocondral ativa extensa de acordo com a maxima espessura das
traves em duas condig¢bes diferentes: sob osteonecrose induzida (em vermelho) e
nos membros contralaterais poupados (em roxo). Por sua vez, as areas de coloragédo
suavizada ilustram bandas de 95% de confianga para o respectivo valor médio
estimado.
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Finalmente, o modelo estatistico especificado na Tabela 12 foi validado de
acordo com as suas medidas diagndsticas exibidas no Grafico 22. Nesse contexto,
ressalta-se a proximidade entre a distribuicdo observada dos residuos e o0 seu
comportamento preconizado teoricamente (Grafico 22A). Assim, confirma-se que,
diante da presente amostra, o componente probabilistico do modelo retrata fielmente
a aleatoriedade manifestada nos dados. Além disso, ndo ha evidéncias de que a
distribuicdo dos residuos ao longo dos valores ajustados divirja de uma distribuicdo
uniforme (Grafico 22B), evidenciando que todo padr&o consistente na relagcéo entre
resposta e preditores foi fielmente modelado pelo componente sistematico do
modelo, cuja especificagdo da estrutura da varidncia se mostrou coerente com os
dados. Em consequéncia da validagdo do modelo, certifica-se que as estimativas
estejam apropriadamente fundamentadas na natureza dos dados, resultando em

inferéncias acuradas.

Grafico 22 - Medidas diagnésticas para validagdao do modelo definido na Tabela 11
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A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo aos
dados (eixo vertical) é contraposta ao seu comportamento tedrico esperado (eixo horizontal),
sendo a linha unitaria vermelha indicativa da condigéo de igualdade. A direita, os residuos
sdo distribuidos conforme os valores ajustados das respectivas observagoes.
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5.4.2 Efeito tratamento

No subconjunto dos dados provenientes dos membros induzidos a necrose,
percebe-se que a correlagao (policérica) com a extensdo da ossificagdo endocondral
€ dominada pela relagdo com o grau de esclerose do osso subcondral (Grafico 23A,
corr = 1,0) e a espessura da cartilagem articular (corr = 0,9). Esse padrao é
parcialmente reproduzido na generalizagdo das relagbes quanto a distancia
matematica (Grafico 23B). No caso, tanto o estado do osso subcondral como a
maxima espessura das traves mostraram (conjuntamente) uma acentuada
similaridade em relagc&o ao grau de ossificagao endocondral. Convém esclarecer que
a estimativa da correlagdo entre a maxima espessura das traves e a ossificagao
endocondral permaneceu inacessivel. Em sequéncia, a aplicacdo do tratamento com
enxerto de células pluripotentes (corr = 0,6) e a idade do animal (corr = 0,5)
apresentaram correlagdes policoricas intermediarias com a extensdo da ossificagao

endecondral, apesar da distancia proeminente entre elas.

Grafico 23 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagdo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as
separam. Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagdo entre variaveis, maior a
similaridade entre elas.

Em seguida, a Tabela 13 apresenta o modelo ajustado ao subconjunto dos
dados pos-necrose para explicar como o tratamento com o enxerto dentario poderia
influenciar na extensdo da ossificagdo endocondral. Nesse contexto, constata-se

que a tendéncia do implante celular em aumentar a probabilidade de ossificagao
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ativa extensa se sustenta em evidéncias demasiadamente frageis (Tabela 13;
estimativa = 1.7918, erro pad. = 1,4434, lambda = 1,7261, Gl = 1, p = 0,1889, poder
= 0,3758), de modo que a independéncia entre tais variaveis permanece bastante
plausivel. Esse cenario é retratado na Grafico 24, a qual ilustra uma maior
probabilidade de ossificacdo ativa extensa apdés o tratamento com células

pluripotentes, porém encoberta pelo grau de incerteza nas estimavas.

Tabela 13 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como o tratamento com enxerto de células dentarias
pluripotentes influencia na ossificagdo endocondral

MLG logistico para a ossificagao endocondral

Razado de verossimilhanga Monte Carlo
Lambda GL p power

Estimativa Erro pad.

(Intercepto) -0,40547 0,912871
Tratamento: tratado x necrose  1,791759 1,443375 1,726092 -1 0,188911 0,3758

O modelo baseia-se na comparagéo entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo que
apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo € informada no cabegalho da tabela,
juntamente com a fungdo que liga a média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro padréo do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”),
seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da significancia
estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a
estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado,
apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLG =
modelo linear generalizado.

Grafico 24 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 13
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o tratamento (ou
nédo) com enxerto de células dentarias pluripotentes. Por sua vez, as barras verticais



ResuLTADOS - 89

ilustram os intervalos de 95% de confianga para o respectivo valor médio estimado.

Para se certificar da representatividade dos dados pelo modelo (como
especificado na Tabela 13), prosseguiu-se com a analise das respectivas medidas
diagnodsticas. Nesse sentido, nota-se que o plano experimental balanceado em
termos de tamanho amostral para os niveis do fator tratamento repercutiu em
medidas iguais de alavanca (Grafico 25A), indicando que todas as observagdes
contam com a mesma disponibilidade de informacéo para se estimar seu respectivo
valor predito (pelo modelo). Apesar de magnitudes de alavanca iguais, a observagéo
#6 (conforme identificagdo pelo indice na base de dados) mostrou exercer maior
influéncia relativa sobre a estimativa dos coeficientes do modelo (Grafico 25B).
Como esperado, tal influéncia desproporcional se deve a uma discrepancia mais
acentuada, nesse caso, entre a extensido da ossificagdo endocondral observada e a
probabilidade predita conforme o modelo codifica a relagdo entre esta resposta e o
tratamento, ainda que tal disparidade esteja contemplada apropriadamente na
aleatoriedade do modelo (Grafico 26C).

Grafico 25 - Medidas diagnodsticas descrevendo a definigdo do modelo (Tabela 13) a
partir dos dados
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A medida h (nos Pontos de Alavanca) informa a quantidade de informacg&o disponivel para se estimar o
valor predito da resposta em cada observagdo e deriva da proximidade das observagdes quanto a
configuragéo dos preditores. No grafico de Pontos Influentes, a distéancia de Cook quantifica a influéncia
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de cada observagdo sobre as estimativas dos coeficientes do modelo. Por fim, o grafico dos Pontos
Aberrantes, apresentam a compatibilidade entre os valores predito a partir do modelo e o nivel da
resposta observado para cada ponto.

Como habitual, a avaliacdo do potencial viés causado pela observagao
desproporcionalmente influente (conforme a respectiva distancia de Cook, Grafico
25B) se deu pela analise confirmatéria: a comparagéo entre a inferéncia baseada no
ajuste original e 0 modelo analogo definido na auséncia de tal ponto influente. Nesta
circunstancia, constata-se que a remog¢ao da observacdo #6 resultou no aumento
expressivo do coeficiente que descreve o efeito do tratamento celular sobre a
extensdo da ossificagcdo endocondral e, consequentemente, na significancia
estatistica desse efeito (Tabela 14; p = 0,0297). Desta forma, entende-se que a
observacéo #6 destoa do padrao geral da amostra e acaba por enviesar a inferéncia
no sentido de subestimar o tamanho do efeito do tratamento com enxerto dentario
sobre a ossificacdo endocondral. E ainda, especialmente diante do tamanho
amostral conciso, tal viés culmina em impedir a significancia estatistica do efeito em

questao.

Tabela 14 - A analise confirmatéria consiste na reproducao do ajuste do modelo
(definido na Tabela 12), porém desconsiderando individualmente, a cada
etapa, as observagées com influéncia (segundo distancia de Cook) mais
proeminentes

Analise confirmatdria para ossificagdao endocondral (razdo de verossimilhanga)

. Estimativas p-valores
Coeficiente _ -
original delta 6 original 6
Tratamento: tratado x necrose 1,791759469 10,14632515 0,1889107 0,029690245

A repercussao da remogdo de cada observagéo sobre o coeficiente do modelo é apresentada em termos
proporcionais em relagdo a magnitude original e é exibida sob o rétulo “Estimativas”, na coluna intitulada
por “delta” seguido da identificagdo da observagédo conforme o indice na base de dados. Por sua vez, o
risco de falso positivo apds a remogéo de cada ponto influente é especificado na coluna identificada pelo
indice da observagéo e comparado ao risco original sob o cabegalho de “p-valores”.

Conforme mencionado acima, a influéncia desproporcional da observacao #6
sobre a estimativa dos coeficientes do modelo se deve a discrepéncia entre a
extensdo observada e estimada da ossificacdo endocondral. No caso, tal
observagcdo foi a unica entre os membros tratados com o implante celular
pluripotente a desenvolver ossificacdo restrita, apesar de o padrdo extenso ser
predito para esse caso com 80% de probabilidade (Tabela 15).

Tabela 15 - Descricao dos pontos relativamente influentes conforme a Grafico 25
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Observacao influente

indice Tratamento Ossificagdo endocondral Prob (ossificagdo = extensa)

6 tratado ativa - restrita 0,8

Finalmente, o modelo descrito na Tabela 13 é validado em grafico de
envelope (Grafico 26), garantindo também a validade das inferéncias

fundamentadas por ele.

Grafico 26 - Envelope da distribuicdao dos residuos provenientes do ajuste do modelo
(Tabela 13) aos dados delimitada pela respectiva banda de confianga
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5.5 QUALIDADE DA CARTILAGEM

Como esperado, nenhuma das articulagdes poupadas da indugcdo da necrose
(e do tratamento celular) apresentaram qualquer alteragao de cartilagem (Grafico 27A
- Efeito necrose). Por outro lado, quatro dos cinco membros (80%) submetidos a lesédo
avascular mostraram a cartilagem pouco alterada, sendo a observagdo restante
identificada como muito alterada. Por sua vez, parece ndo haver indicativo de um
eventual efeito do tratamento com o enxerto dentario sobre a alteragcdo da cartilagem
entre os membros previamente induzidos a osteonecrose avascular (Grafico 27A -
Efeito tratamento). No caso, em comparagédo com os membros necrosados e eximidos
do tratamento, o implante de células pluripotentes precedeu a reducdo da incidéncia
de cartilagens pouco alteradas e o surgimento de uma observagao inalterada, porém,
as custas do aumento unitario de cartilagem muito alterada. Tal inconsisténcia sugere
que as mudancas observadas decorreram do acaso, ha percepg¢ao visual
superestimada pela amostra reduzida. Além disso, os indicios de uma possivel
associagao da alteracédo da cartilagem com a idade (Grafico 27B) e o peso (Grafico
27C) e a espessura da cartilagem articular (Grafico 27D) também parecem
fundamentados em variagbes espurias de observagdes individuais ao invés de sugerir
um padrdo consistente. Por sua vez, na comparagao pareada entre as articulacbes
dispensadas do tratamento celular, aparenta haver uma tendéncia de que cartilagens
preservadas acompanhem indices mais baixos de mineralizagédo (Grafico 27E - Efeito
necrose), ainda que o acaso nao possa ser prontamente descreditado. Em oposigéo,
entre os membros submetidos a osteonecrose, a distribuicdo da mineralizagao se
mostrou essencialmente equivalente independentemente do grau de alteracdo da
cartlagem (Grafico 27E - Efeito tratamento). Novamente, parece nao haver
consisténcia na suspeita de associacado entre a maxima espessura das traves e as
alteracbes da cartilagem, ja que qualquer diferenca de distribuigdo decorre de
variagdes de observagdes isoladas (Grafico 27F). No que se refere ao nivel de eroséao
da cartilagem articular, esta caracteristica parece associada ao grau de alteragéo da
cartilagem, particularmente na comparacao pareada entre os membros excluidos do
tratamento celular, uma vez que todas as articulagdes sem erosao mostraram um
aspecto inalterado de cartilagem (Grafico 27G - Efeito necrose). No entanto, tal
indicativo de associagdo mostrou-se mais dubio entre os membros induzidos a

osteonecrose avascular (Grafico 27G - Efeito tratamento). No caso, a proporcao de
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observagdes com muita (e pouca) alteragdo de cartilagem entre os membros com
cartilagem articular focalmente erodida foi qualitativamente a mesma que no conjunto
das cartilagens articulares preservadas. Por fim, parece nao haver indicios
consistentes de que a distribuigdo da mineralizagao (Grafico 27H) e o grau de
esclerose do osso subcondral (Grafico 271) estejam associados com as alteragdes da
cartilagem. Em ambos os casos, diferengas visuais sdo presumivelmente decorrentes

de variagbes isoladas, ou da escassa incidéncia em algumas condigdes.

Grafico 27 - Distribuicdo qualidade da cartilagem conforme a indugdo da
osteonecrose avascular
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O tratamento com o enxerto de células dentarias pluripotentes e demais caracteristicas biolégicas ndo
controladas. Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabecas de fémur submetidas a
necrose sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (controle) dos individuos que nédo
receberam o enxerto de células dentarias (i.e., comparagao pareada). Por sua vez, o subplot intitulado
“Efeito do tratamento” avalia o desfecho da aplicagdo das células pluripotentes nas cabegas de fémur
com osteonecrose (tratado) em comparagdo aos membros necrosados dos outros animais que nao
receberam o enxerto celular (necrose - comparagdo nao pareada). Os diagramas de caixa tém, nas
linhas verticais, a representagdo do primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil, enquanto as
linhas horizontais ilustram os limites esperados da distribuicéo.
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5.5.1 Efeito necrose

No contexto restrito as articulagcdes eximidas do tratamento celular, constata-
se que a correlagdo (policoérica) com a qualidade da cartilagem é dominada pela
relacdo desta resposta com o nivel de erosdo da cartilagem articular (Grafico 28A,;
corr = 0,8). Aléem disso, a correlagdo com a qualidade da articulagdo mostrou-se
intermediaria nos casos do grau de esclerose do osso subcondral (corr = -0,5),
maxima espessura das traves (corr = -0,5) e extensdo da ossificagdo endocondral
(corr = -0,5). E digno de nota que a correlacdo (policérica) entre o modelo
experimental (indugdo, ou ndo, da osteonecrose avascular na cabega do fémur) e a
qualidade da cartilagem permaneceu inacessivel a estimacdo. No entanto, foi
justamente esta relagdo que se mostrou de equivaléncia em termos de distancia
matematica (Grafico 28B). Em sequéncia, confirmando a sumarizagado da relagao
pela correlagdo, o nivel de erosao da cartilagem articular apresentou consideravel

similaridade em relagdo a qualidade da cartilagem articular.

Grafico 28 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagéo policérica sumariza a paridade das varidveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as separam.
Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagédo entre variaveis, maior a similaridade entre elas.



ResuLTADOS - 95

Para embasar a inferéncia sobre a qualidade da cartilagem quanto aos efeitos
e associagdes, a sua distribuicdo teve de ser dicotomizada diante da escassa
incidéncia de cartilagens muito alteradas. Nesta conjuntura, a relagcdo entre a
inducdo da osteonecrose avascular da cabeca do fémur e a qualidade da articulagcéo
se fez deterministica: todos os casos de necrose apresentaram cartilagem alterada,
ao passo que todos os membros poupados da osteonecrose mostraram cartilagens
inalteradas. Nesse caso, foi confirmada a significancia estatistica do efeito da
necrose (Tabela 16; estimativa = 78,8803, lambda = 13,8629, GL = 1, p < 0,001).
Estima-se, desta forma, que a chance de uma articulagcdo poupada da necrose
desenvolver alteragdo de cartilagem seja virtualmente zero (precisamente, 6,5565e-
18) e que a indugdo da osteonecrose avascular aumente a chance de tal desfecho
em 1.8084 x 103, tornando praticamente certa a alteragdo de cartilagem nos
membros necrosados (Figura 8). Esse efeito é ilustrado no Grafico 29. Contudo,
diante da auséncia de variabilidade inerente do determinismo, a estimativa do erro
padrao do estimador do coeficiente falha, impedindo a representacdo da incerteza
por meio do intervalo de confianca dos valores preditos.

Figura 8 - Avaliagao qualitativa macroscopica da qualidade da cartilagem articular

V: muito alterada. L: pouco alterada. N: normal
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Tabela 16 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como a indugcao de necrose avascular na cabe¢a do fémur
influencia na qualidade da cartilagem

MLGM logistico para a qualidade da cartilagem

Razdo de verossimilhanga

Estimativa Erro pad.
Lambda GL o]
(Intercepto) -39,5661 30011996,4
Modelo: necrose x controle 78,8803 42443372,3 13,8629 1 < 0,001

O modelo restringe-se a comparagéo pareada entre os membros dos individuos nado tratados com o enxerto
dentario. A classe do modelo é informada no cabecalho da tabela, juntamente com a fungéo que liga a média
da resposta a combinagéo (linear) dos preditores. A coluna “Estimativa” informa os coeficientes estimados do
modelo conforme o efeito representado na linha correspondente. A cada estimativa, & apresentado o erro
padréo do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”), seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima)
verossimilhanga para a avaliagdo da significancia estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele
representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de
liberdade e “p”, como usualmente empregado, apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser
creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLGM = modelos lineares generalizados mistos.

Grafico 29 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 16
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com a indugdo (ou
ndo) de necrose avascular na cabeca do fémur. Foram omitidas as medidas de
quantificagdo de incerteza, uma vez que a estimativa do erro padrdo do estimador
falhou no contexto deterministico.

O modelo que sustenta as inferéncias acima (Tabela 16) & finalmente
validado de acordo com suas medidas diagnosticas. Nesse sentido, observa-se uma
satisfatéria equivaléncia entre a distribuicdo dos residuos correspondentes e o seu
comportamento teoricamente preconizado diante do pressuposto de compatibilidade
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completa entre os dados e as propriedades e suposi¢cdes probabilisticas do modelo
(Grafico 30A). Aléem disso, a dispersédo dos residuos ao longo dos valores preditos
parece desprovida de estrutura, indicando que a relagéo entre resposta e preditor foi
completamente descrita pelo componente sistematico do modelo (Grafico 30B). Ha,
no entanto, nesse cenario, alguma alusdo a um padrdo de afunilamento dos
residuos, que sugeriria uma heteroscedasticidade nos dados ndo contemplada no
modelo, se nao fosse pela fragilidade do indicio, o qual depende de uma ou duas
observacoes. Desta forma, conclui-se que nao ha evidéncia contundente que
descredencie o modelo em questdo quanto a representacdo da informagao dos
dados. Por conseguinte, valida-se também as inferéncias baseadas no modelo

correspondente.

Grafico 30 - Medidas diagnésticas para validagdo do modelo definido na Tabela 16

DHARMa residual
. Residual vs. predicted
QQ plot residuals No significant problems detected
) y o
= 71  KStestp=073152 2/ <7 °
Deviation n.s.
o
o 7 s o _____.%
A ®T o o
Fi'g = o
T © | / B
@ o ()]
B Dispersiofftest: p= 1 o B oo e
» Deviation n.s. = o
el < | I
/ I
SA o
~ 4",&""‘ o § e e [ S &
o
£ Outlier test: p= 1 o
o |/ Deviation ns. 8
o/ o
| | | | T | | | | | | |
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
Expected Model predictions (rank transformed)

A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo aos dados (eixo vertical)
€ contraposta ao seu comportamento tedrico esperado (eixo horizontal), sendo a linha unitaria vermelha
indicativa da condigéo de igualdade. A direita, os residuos s&o distribuidos conforme os valores ajustados das
respectivas observacgoes.
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5.5.2 Efeito tratamento

De forma intrigante, as relagbes essenciais entre as variaveis divergem
consideravelmente no contexto dos membros induzidos a osteonecrose avascular
(Grafico 31) em relagdo ao subconjunto dos individuos excluidos do tratamento
celular (Grafico 28). No caso da comparagdo nao pareada entre articulagdes
necrosadas, a correlagdo (policorica) com a qualidade da cartilagem € dominada
pela virtual equivaléncia com a extensdo da ossificagdo endocondral (Grafico 31;
corr = -1,0), seguida do remodelamento de superficie (corr = -0,8). Por sua vez, o
peso dos animais (corr = -0,5), o nivel de erosao da cartilagem articular (corr = -0,4),
o grau de esclerose do osso subcondral (corr = -0,5) e a maxima espessura das
traves (corr =-0,4) mostraram correlagdo com a qualidade da cartilagem expressa
por coeficientes intermediarios. Nao obstante, a mineralizagcdo e a sua distribuicdo
tiveram correlagdes inexpressivas em relagdo a qualidade da cartilagem (corr = 0,2 e
corr = 0,3, respectivamente), ao passo que a similaridade entre estas variaveis se
mostrou proeminente no dendrograma das distancias matematicas (Grafico 21B).
Além disso, nota-se uma similaridade ainda maior entre a qualidade da cartilagem e
peso do animal.

Grafico 31 - Relagao essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagdo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita o
dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distdncia matematica que as separam.
Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagéo entre variaveis, maior a similaridade entre elas.
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Em coeréncia com a analise exploratéria, a inferéncia estatistica nao
encontrou qualquer evidéncia que sustentasse um pretenso efeito do tratamento
com a implantagc&o de células pluripotentes sobre a qualidade da cartilagem (Tabela
17; estimativa = -0,161, erro pad. = 1,2692, lambda = 0,0161, GL = 1, p = 0,899).
Ainda que a independéncia entre as variaveis seja demasiadamente provavel e,
portanto, seja mais sensato considerar a nulidade da relagédo, estima-se que um
eventual efeito do tratamento celular resulte na redugao de 14.87% na chance de
uma redugao de qualidade na escala de alteragédo da cartilagem. A inexpressividade
do eventual efeito estimado é ilustrada no Grafico 32, na qual as probabilidades
estimadas para cada grau de qualidade da cartlagem se apresentam como
praticamente equivalentes entre os membros tratados com o enxerto dentario apds a
necrose e as articulagbes submetidas a mesma lesdo, porém, eximidas do

tratamento.

Tabela 17 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como o tratamento com enxerto de células dentarias
pluripotentes influencia qualidade da cartilagem

CLM logistico para a qualidade da cartilagem

Razdo de verossimilhanga
Lambda GL p
Tratamento: tratado x necrose -0,16101 1,26924 0,0161 1 0,89903

O modelo baseia-se na comparagéo entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo
que apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo é informada no cabegalho da tabela,
juntamente com a fungdo que liga a média da resposta a combinagéo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, & apresentado o erro padrdo do respectivo estimador (coluna “Erro
pad.”), seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da
significancia estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda”
indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”’, como usualmente
empregado, apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso
positivo).

Estimativa Erro pad.
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Grafico 32 - Tamanho dos efeitos conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 16
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o
tratamento (ou ndo) com enxerto de células dentarias pluripotentes. Por
sua vez, as barras verticais ilustram os intervalos de 95% de confianga
para o respectivo valor médio estimado.

5.6 INDICE EPIFISARIO RADIOGRAFICO

O indice epifisario representa, em termos de porcentagem, a razdo da altura
da epifise em relagdo a sua largura e aparenta ser diminuido apos a indugéo da
necrose avascular na cabega do fémur (Grafico 33A, B e C - Efeito necrose). Nesse
contexto, as articulagdes poupadas da lesdo exibem um valor mediano mais alto e
uma dispersdo qualitativamente menor do indice epifisario medido por radiografia do
que os membros ipsilaterais (em relagdo a osteonecrose). Por sua vez, o tratamento
com o implante de células pluripotentes aparenta estar associado a uma redug¢ao do
indice epifisario radiografico (Grafico 33A, B e C - Efeito tratamento), cuja
distribuicdo amostral se mostrou completamente dissociada das medidas de indice
epifisario dos membros excluidos do tratamento celular apds a osteonecrose. Ainda
que as inclinagdes decrescentes desta relacdo sejam qualitativamente semelhantes,
ela se manifesta em magnitudes distintas entre os membros tratados e os eximidos
do tratamento. Assim, a relagdo entre as medidas de indice epifisario das
articulacbes necrosadas e dos membros contralaterais mantem-se constante a
despeito do tratamento celular, da mesma forma que o efeito do tratamento sobre o

membro submetido a les&o avascular ndo depende do indice epifisario contralateral.
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Grafico 33 - Distribuicao amostral do indice epifisario
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Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose (em vermelho)
sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (em roxo) dos individuos que ndo receberam o enxerto
de células dentarias (i.e., comparagéo pareada). Por sua vez, o subplot intitulado “Efeito do tratamento” avalia
o desfecho da aplicagdo das células pluripotentes nas cabegas de fémur com osteonecrose (em verde) em
comparagao aos membros necrosados dos outros animais que ndo receberam o enxerto celular (em vermelho
- comparagdo nao pareada. Em C, os diagramas de caixa tém, nas linhas horizontais, a representagdo do
primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil, enquanto as linhas verticais ilustram os limites esperados
da distribuicao.

Ao se avaliar a possivel relagdo entre o indice epifisario radiografico e as
demais caracteristicas biologicas ndo controladas, percebe-se um indicativo de
associacdo entre tal resposta e a extensdo da ossificagcdo endocondral no
subconjunto das articulagbes eximidas do tratamento celular (Grafico 34A - Efeito
necrose). No caso, o indice epifisario que acompanha membros com ossificagao
ativa restrita parece se concentrar em valores mais elevados, ao passo que as
articulagbes com ossificacdo endocondral ativa extensa tenderiam a dispersar suas

medidas por niveis mais baixos de indice epifisario. Nado obstante, convém
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esclarecer que tal padrao pode ser espurio, uma ilusdo do acaso favorecida pelo
tamanho amostral restrito, sobretudo da incidéncia de observagdes com ossificagao
endocondral ativa extensa. Por sua vez, a discrepancia entre os niveis de
ossificagcdo endocondral quanto ao indice epifisario parece mais marcante quando
restrita a comparagdo dos membros submetidos a osteonecrose avascular (Grafico
34A - Efeito tratamento). Porém, & bastante possivel que tal diferenga seja explicada
pelo tratamento celular e o desequilibrio entre os niveis de ossificacdo quanto a
ocorréncia, ou nao, do tratamento. Em outras palavras, a reducdo dos valores de
indice epifisario observada entre os membros com ossificagdo endocondral ativa
extensa pode, na verdade, decorrer da maior quantidade de observacdes tratadas
com o enxerto celular pluripotente nesta condi¢gdo do que entre as articulagcbes com
ossificacdo ativa restrita. Esse padrdo de confusdo com potenciais associacdoes
subjacentes se repete na maioria das covariaveis restantes, como nos casos da
idade (Grafico 34B) e peso dos animais (Grafico 34C), mineralizagédo (Grafico 34E) e
sua distribuigao (Grafico 34H), estado da cartilagem articular (Grafico 34G) e grau de
esclerose do osso subcondral (Grafico 341). Em todas estas situagdes, ndo aparenta
haver indicios claros de que tais covariaveis estejam relacionadas com o indice
epifisario, exceto por uma dicotomia nos niveis da resposta que é acompanhada por
uma diferenga quanto modelo experimental (i.e., indugéo, ou ndo, da osteonecrose
avascular) ou no tratamento (i.e., implante, ou ndo, do enxerto dentario pluripotente).
Isto é, o Unico padrao observavel nos casos mencionados acima é uma separagao
dos pontos quanto a cor, a qual representa os niveis distintos de inducdo da necrose
e tratamento celular. Cabe, no entanto, a ressalva ao possivel, porém improvavel,
efeito de interacdo entre a mineralizacdo e tratamento celular, de modo que a
mineralizagcdo se mostre associada ao indice epifisario apenas diante da
interferéncia da aplicacdo do enxerto dentario (Grafico 34E - Efeito tratamento). Por
sua vez, foi encontrado indicio de associacdo entre a espessura da cartilagem
articular e o indice epifisario radiografico somente no subconjunto de dados das
articulagdes induzidas a osteonecrose avascular (Grafico 34D - Efeito tratamento).
Por fim, o indice epifisario parece ser inversamente proporcional a maxima
espessura das traves entre os membros induzidos a necrose avascular, sendo tal
relagdo potencialmente intensificada pelo tratamento com infusdo de células

pluripotentes (Grafico 34F).
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Grafico 34 - Distribuicio do
caracteristicas biolégicas nao controladas
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Osso subcondral

Nos painéis identificados como “Efeito necrose”, as cabegas de fémur submetidas a necrose (pontos
vermelhos) sdo comparadas ao respectivo membro contralateral (pontos roxos) dos individuos que néao
receberam o enxerto de células dentarias (i.e., comparagéo pareada). Por sua vez, o subplot intitulado
“Efeito do tratamento” avalia o desfecho da aplicagédo das células pluripotentes nas cabegas de fémur
com osteonecrose (pontos verdes) em comparagdo aos membros necrosados dos outros animais que
ndo receberam o enxerto celular (pontos vermelhos - comparagdo ndo pareada). Os diagramas de
caixa tém, nas linhas horizontais, a representagdo do primeiro, segundo (ou mediana) e terceiro quartil,
enquanto as linhas verticais ilustram os limites esperados da distribuicdo. Sobrepostos aos diagramas,
encontram-se os valores de cada observagéo.

de
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5.6.1 Efeito da necrose

No que se refere a correlagéo policérica estimada a partir do subconjunto de
dados das articulagdes excluidas do tratamento, constata-se que a relagdo com o
indice epifisario radiografico € dominada pelo modelo experimental (i.e., indugao, ou
nao, da osteonecrose avascular) em um nivel de virtual equivaléncia (6A, corr = -
1,0), seguido pelo estado da cartilagem articular (corr = 0,7). Tais relagcdes sao
endossadas pelas distancias matematicas em dendrograma (Grafico 35B). No caso,
o estado da cartilagem articular se mostrou bastante similar ao modelo experimental

e ambos conjuntamente similar ao indice epifisario radiografico.

Grafico 35 - Relagao essencial entre variaveis.
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A esquerda, a matriz de correlagéo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita
o dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as
separam. Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagdo entre variaveis, maior a
similaridade entre elas.

Em um contexto inferencial, confirmou-se a significancia estatistica do efeito
da inducdo da osteonecrose avascular sobre o indice epifisario (Tabela 18;
estimativa = -7,1189, erro pad. = 1,5098, lambda = 8,6795, GL = 1, p = 0,0032).
Nesse caso, estima-se que o indice epifisario das articulagbes submetidas a necrose
seja, em média, reduzido em 7,1189 em comparagao com os membros poupados da
lesdo avascular. Além de afetar a média da resposta, a indugdo da osteonecrose
também foi associada, de modo estatisticamente significativo, a um aumento na
variabilidade dos valores de indice epifisario radiografico (Tabela 18; estimativa =
3,0001, erro pad. = 0,9488, lambda = 7,5358, GL = 2, p = 0,0231). E ainda, a média
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do indice epifisario parece aumentar 4,5579 a cada incremento de uma unidade de
mineralizagdo, apesar de tal efeito ndo contar com evidéncia suficientemente robusta
(Tabela 18; estimativa = 4,5579, erro pad. = 2,4166, lambda = 2,5952, GL = 1, p =
0,1072), de modo que a independéncia entre tais variaveis seja razoavelmente

provavel.

Tabela 18 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como a indugdo de necrose avascular na cabeca do fémur e a
mineralizagao influenciam no indice epifisario

MLGM normal com ligagao identidade para o indice epifisario

Razdo de verossimilhanga

Estimativa Erro pad.

Lambda GL p
Localizagdo / média

(Intercepto) 40,36276 0,705981

Modelo: necrose x controle -7,11886 1,509836 8,6795 1 0,0032
Mineralizagao 4,557925 2,416609 2,5952 1 0,1072
Escala / dispersao

(Intercepto) -0,62804 0,707145

Modelo: osteonecrose x controle 3,000084 0,948775 1,908586 1 0,16712

O modelo restringe-se a comparagéo pareada entre os membros dos individuos ndo tratados com o enxerto
dentario. A classe do modelo € informada no cabecgalho da tabela, juntamente com a fungéo que liga a média
da resposta a combinagao (linear) dos preditores. A coluna “Estimativa” informa os coeficientes estimados do
modelo conforme o efeito representado na linha correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro
padréo do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”), seguido das estatisticas do teste de razao de (maxima)
verossimilhanga para a avaliagdo da significancia estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele
representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de
liberdade e “p”, como usualmente empregado, apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser
creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLGM = modelos lineares generalizados mistos.

As inferéncias descritas acima sdo representadas no Grafico 36. Nesse
contexto, nota-se que as retas que ilustram os valores preditos de indice epifisario
radiografico conforme a mineralizagao sao paralelas, indicando o tamanho do efeito
independe da indugdo da osteonecrose avascular. Além disso, dentro das bandas de
confianga dos valores provaveis, € possivel que ambas as retas sejam exatamente
horizontais, implicando que a independéncia entre o indice epifisario e a
mineralizagdo seja uma condigdo bastante plausivel. Entende-se, entdo, que a
principal fonte de variacdo do indice epifisario seja a diferengca de altura entre as
retas, cada uma associada a uma categoria do modelo experimental. Desta forma,
as articulagdes poupadas da osteonecrose apresentam um indice epifisario médio
estimado maior que os membros submetidos a tal lesdo. Por fim, observam-se

também bandas de confianga mais amplas para a média predita do indice epifisario
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das articulagcdes induzidas a osteonecrose avascular em virtude do aumento na

variabilidade da resposta estimado para esta condicio.

Grafico 36 - Tamanho dos efeitos conforme estimado pelo modelo definido na Tabela
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As linhas espessas em destaque indicam a progresséo estimada do indice
epifisario conforme o nivel de mineralizagdo da cabega do fémur em duas
condi¢cdes diferentes: sob osteonecrose induzida (em vermelho) e nos
membros contralaterais poupados (em roxo). Por sua vez, as areas de
coloragéo suavizada ilustram bandas de 95% de confianca para o respectivo
valor médio estimado.

E importante destacar a validade das inferéncias descritas acima, uma vez
que foram baseadas em modelo validado conforme as suas medidas diagndsticas.
Nesse contexto, os residuos provenientes do ajuste do modelo (como definido na
Tabela 18) apresentaram distribuicdo compativel com o esperado diante da
suposicao de representacéo fiel dos dados (Grafico 37A). Além disso, apos definicdo
da relacdo entre resposta e preditores pelo componente sistematico, ndo restou
nenhum padrao da relagdo entre as variaveis, de modo que os distribuicdo dos
residuos ao longo dos valores preditos se apresentou como essencialmente
uniforme, portanto, desprovida de estrutura (Grafico 37B). Por fim, a especificagao
da variancia incorporada ao modelo se mostrou representativa dos dados, uma vez

que nenhum padrao de afunilamento foi observado (Grafico 37B).
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Grafico 37 - Medidas diagnésticas para validagdo do modelo definido na Tabela 18
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A esquerda, a distribuigdo observada dos residuos decorrentes do ajuste do modelo
aos dados (eixo vertical) & contraposta ao seu comportamento teérico esperado (eixo
horizontal), sendo a linha unitaria vermelha indicativa da condigdo de igualdade. A
direita, os residuos sdo distribuidos conforme os valores ajustados das respectivas
observacgoes.

5.6.2 Efeito do tratamento

No subconjunto das articulagbes induzidas a osteonecrose avascular,
observa-se praticamente uma relacdo de equivaléncia, em termos de correlagao
policérica, entre as medidas de indice epifisario na articulacdo pds-necrose e o
tratamento com o enxerto de células pluripotentes (Grafico 38A, corr = 1.0).
Contudo, tal resultado diverge drasticamente da acentuada distancia entre as
variaveis em dendrograma de similaridade (Grafico 38B). Além disso, o indice
epifisario ipsilateral em relagdo a osteonecrose avascular também apresentou
correlagdo expressiva com a distribuicdo da mineralizagéo (corr = 0,9) e a idade dos
animais (corr =0,7). Ainda que a similaridade entre o indice epifisario ipsilateral e a
distribuicdo da mineralizagdo tenha sido confirmada, o mesmo ndo pode ser dito
quanto a distancia entre tal resposta e a idade dos individuos. Em sequéncia, o peso
dos animais, o indice epifisario contralateral e mineralizagdo completam o conjunto
de preditores com maior similaridade em relacdo ao indice epifisario do membro
necrosado, ainda que tenham demonstrado correlagdes intermediarias (corr = -0,5,

corr = -0,4, corr = 0,5, respectivamente).
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Grafico 38 - Relagdo essencial entre variaveis
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A esquerda, a matriz de correlagéo policérica sumariza a paridade das variaveis aos pares. A direita
o dendrograma conecta as medidas, ou um conjunto delas, conforme a distancia matematica que as
separam. Assim, quanto menor for a altura em que ocorrer a ligagdo entre variaveis, maior a
similaridade entre elas.

Em coeréncia a analise exploratéria, foi confirmada a significancia estatistica
do efeito do tratamento com enxerto dentario sobre o indice epifisario do membro
previamente induzido a osteonecrose avascular (Tabela 19; estimativa = -0,6776,
erro pad. = 0,1588, lambda = 12,2965, GL = 1, p < 0,001, poder = 0,9964). Assim,
diante da robustez da evidéncia, estima-se que a aplicagdo de células pluripotentes
reduza 49,22% da média do indice epifisario de uma articulagcdo induzida a
osteonecrose avascular em comparagéo aos membros com a mesma lesédo, porém,
eximidos do tratamento celular (Figura 9). O tamanho desse efeito € representado no
Grafico 39, em termos dos valores preditos e respectivos intervalos de 95% de
confianga.
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Figura 9 - Medicao do indice epifisario radiografico nos grupos
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A: imagem da medi¢do do indice epifisario em um dos espécimes do Grupo Comparacéo. O
indice epifisario do quadril direito é 6,5/20,7 = 0,31 e do esquerdo € 8,8/20,6 = 0,42. B: imagem
da medigdo em um dos espécimes do Grupo Intervengdo. O indice epifisario do quadril direito &
3,2/22,3 = 0,14 e do esquerdo 8,5/19.8 = 0,42.

Tabela 19 - Modelo estatistico de regressao ajustado aos dados para explicar e
predizer como o tratamento com enxerto de células dentarias
pluripotentes influencia no indice epifisario

MLG gama com ligagao logaritmica para o indice epifisario

Razao de Monte
Estimativa Erro verossimilhanga Carlo
padrdo Lambda GL p poder*
(Intercepto) 3,5402 0,1123
Tratamento: tratado x necrose -0,6776 0,1588 12,2965 1 < 0,001 0,9964

O modelo baseia-se na comparagédo entre membros submetidos a necrose de individuos diferentes, sendo
que apenas uma parte deles recebeu o tratamento. A classe do modelo € informada no cabegalho da tabela,
juntamente com a funcdo que liga a média da resposta a combinagdo (linear) dos preditores. A coluna
“Estimativa” informa os coeficientes estimados do modelo conforme o efeito representado na linha
correspondente. A cada estimativa, € apresentado o erro padrao do respectivo estimador (coluna “Erro pad.”),
seguido das estatisticas do teste de razdo de (maxima) verossimilhanga para a avaliagdo da significancia
estatistica do coeficiente, portanto, do efeito por ele representado. Nesse contexto, “Lambda” indica a
estatistica do teste, enquanto “GL” informa os graus de liberdade e “p”, como usualmente empregado,
apresenta a probabilidade de o efeito correspondente ser creditado ao acaso (erro do falso positivo). MLG =
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modelo linear generalizado.

Grafico 39 - Tamanho do efeito conforme estimado pelo modelo definido na Tabela 19
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As colunas indicam os valores preditos pelo modelo de acordo com o
tratamento (ou ndo) com enxerto de células dentarias pluripotentes. Por sua
vez, as barras verticais ilustram os intervalos de 95% de confianga para o
respectivo valor médio estimado.

Naturalmente, a confianca nas inferéncias baseadas em um modelo depende
de o quéao fielmente tal ferramenta estatistica representa a informagado dos dados.
Assim, para a validade das conclusdes, torna-se imprescindivel avaliar a qualidade
do ajuste do modelo aos dados por meio de suas medidas diagndsticas. A primeira
vista, percebe-se que as categorias de tratamento contam com a mesma magnitude
de alavanca (Grafico 40A). Assim, entende-se que todas as observagdes contam
com a contribuicdo semelhante dos outros pontos para a estimava do valor predito.
Mesmo assim, duas observacbes se destacaram quanto a influéncia sobre a
estimativa dos coeficientes do modelo: #4 e #6, conforme os indices na base de
dados (Grafico 40B). Ao se investigar os pontos atipicos ao modelo, entende-se que
esta influéncia desproporcional decorre da maior discrepancia entre os valores
observados da resposta e o esperado conforme o modelo representa a relagdo das
variaveis, ainda que dentro da variabilidade devidamente explicada pelo acaso
(Grafico 40C).
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Grafico 40 - Medidas diagnosticas descrevendo a definigdo do modelo (Tabela 19) a
partir dos dados
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A medida h (nos Pontos de Alavanca) informa a quantidade de informagao disponivel para se
estimar o valor predito da resposta em cada observacdo e deriva da proximidade das
observagdes quanto a configuragdo dos preditores. No grafico de Pontos Influentes, a
distancia de Cook quantifica a influéncia de cada observagdo sobre as estimativas dos
coeficientes do modelo. Por fim, o grafico dos Pontos Aberrantes, apresentam a
compatibilidade entre os valores predito a partir do modelo e o nivel da resposta observado
para cada ponto.

Para se avaliar o potencial viés causado pelas observacdes relativamente
influente sobre as inferéncias baseadas no modelo, procedemos com a analise
confirmatoria, a qual compara o ajuste original a um modelo analogo, porém,
desconsiderando individualmente cada um dos pontos influentes. Nesse contexto, a
remocgao da observacado #4 repercutiu na reducdo do valor absoluto do coeficiente
relacionado ao efeito do tratamento celular (Tabela 20). Como resultado, a
probabilidade de o efeito ser atribuido ao acaso aumentou, mas ainda se manteve
abaixo do nivel de significancia (p = 0,001). Por sua vez, a eliminagdo do ponto #6
promoveu a mudanca oposta: aumentou a estimativa do tamanho do efeito do
tratamento. Em resumo, a influéncia exercida pelas observagdes #4 se manifesta
como um viés no sentido de intensificar o efeito do tratamento celular sobre o indice
epifisario, ao passo que a observagcdo #6 age por subestimar tal efeito. N&o
obstante, nenhuma destas influéncias se mostraram suficientes para deturpar a

inferéncia e descreditar a significancia estatistica do efeito do tratamento.
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Tabela 20 - A analise confirmatéria consiste na reproducao do ajuste do modelo
(definido na Tabela 19), porém desconsiderando individualmente, a cada
etapa, as observagées com influéncia (segundo distancia de Cook) mais
proeminentes

Analise confirmatéria para o coeficiente epifisario (razdo de verossimilhanca)

Estimativas p-valores
original delta4 delta6 original 4 6
Tratamento: tratado x necrose  -0,6776 -0,12803 0,214972 0,000454 0,000522 7,92E-06

A repercussdo da remogao de cada observagdo sobre o coeficiente do modelo é apresentada em termos
proporcionais em relagéo a magnitude original e é exibida sob o rétulo “Estimativas”, na coluna intitulada por
“delta” seguido da identificagdo da observagédo conforme o indice na base de dados. Por sua vez, o risco de
falso positivo apds a remogéo de cada ponto influente é especificado na coluna identificada pelo indice da
observagéo e comparado ao risco original sob o cabegalho de “p-valores”.

Coeficiente

Ao se investigar as caracteristicas das observagdes influentes, percebe-se
que ambos consistem em articulagdes induzidas a osteonecrose avascular e
tratadas com o implante celular pluripotente. Além disso, esses pontos
correspondem aos extremos da distribuicdo amostral do indice epifisario para esta
condicdo. No caso da observagao #4, o indice epifisario observado foi o0 menor do
seu grupo, abaixo do correspondente valor predito pelo modelo. Por outro lado, a
observagcdo #6 apresentou o maior valor de indice epifisario registrado entre os
membros necrosados e tratados com o enxerto dentario, acima do valor predito para

a sua condicado (Tabela 21).

Tabela 21 - Descricao dos pontos relativamente influentes conforme a Grafico 39

Observagoes influentes

indice Tratamento If“.i'(fe. Indice e pifisario
epifisario estimado
4 tratado 11,16071 17,50732
6 tratado 27 17,50732

Finalmente, ratifica-se a validade do modelo definido na Tabela 19, conforme
o respectivo grafico de envelope (Grafico 41). Entdo, por serem fundamentadas em
um modelo corroborado, a validade se estende naturalmente para as suas

inferéncias.
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Grafico 41 - Envelope da distribuicdao dos residuos provenientes do ajuste do modelo
(Tabela 19) aos dados delimitada pela respectiva banda de confianga
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A principal motivagao deste estudo foi testar a hipdtese de que a injecéo de
CTPDh na epifise femoral proximal de porcos imaturos induzida a necrose avascular
aumentaria a mineralizagdo 0ssea da epifise, gerando maior sustentagéo e preservando
a morfologia da cabecga femoral em comparagao com os controles submetidos apenas a
osteonecrose. Em relagdo ao desfecho primario do estudo (mineralizagdo da epifise
femoral), foi demonstrado um resultado positivo e estatisticamente significante,
favoravel a hipotese principal formulada. Entretanto, o desfecho secundario
(manutencgao da esfericidade da cabega femoral) se apresentou desfavoravel a hipotese
testada, visto que os quadris tratados com a injegdo de CTPDh demonstraram maior
deformidade do que os quadris submetidos apenas a necrose avascular.

Este estudo é de especial importancia, pois € o primeiro a testar o efeito da
aplicacdo de CTPDh em um modelo experimental da DLCP em suinos imaturos,
como tratamento biolégico. Dado que a DLCP geralmente ocorre em pacientes com
idade ao redor de 6 anos, que é justamente a fase em que ocorre a perda dos
“‘dentes-de-leite”, a obtencdo de material autélogo celular da polpa dentaria para
cultivo e autoinoculagao € possivel e pouco invasiva, sendo uma possibilidade futura

gue pode beneficiar inumeros pacientes com esta doenca.
6.1 O TRATAMENTO BIOLOGICO DA DOENCA DE LEGG-CALVE-PERTHES

Ao longo dos mais de 100 anos da descoberta da DLCP, inumeros estudos
foram publicados sobre opgdes de tratamentos mecanicos para evitar a deformacao
da epifise femoral proximal afetada, com base no principio de contencado da cabeca
femoral''®'. Opgbes de tratamento cirdrgico como as osteotomias femorais,
osteotomias acetabulares e artrodiastase do quadril com fixadores externos sao as
opgdes mais comuns utilizadas atualmente para o tratamento da doencga''. Ja em
relagdo ao tratamento conservador, a retirada de carga prolongada vem ganhando
evidéncia na literatura nos ultimos anos%2-%4.

Apesar disto, poucos estudos foram publicados avaliando os resultados de
tratamentos biologicos da doenga nos seres humanos'#%5%7. O primeiro estudo que
avaliou a possibilidade de tratamento biolégico da DLCP em seres humanos foi publicado
pelo Prof. Flavio Pires de Camargo, em 19574 Uma série de 80 casos tratados pelo
enxerto ésseo por inversdo mostrou uma rapida revascularizagdo, sendo que 0s

melhores resultados baseados na manutengéo da esfericidade da cabega femoral foram
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obtidos em pacientes que foram operados nos estagios iniciais da doenga. Herrera-Soto e
Price relataram bons resultados na realizagdo da descompressao da epifise femoral de
seis pacientes adolescentes com DLCP por perfuragdo com uma broca canulada e ou
trefinas de 8 a 10mm e enxertia de osso autdlogo ou substituto ésseo sintético®™. Os
melhores resultados desta série foram reportados em pacientes que foram operados no
estagio de fragmentagdo precoce (IlA)*®. Os mesmos autores publicaram uma revisio
que recomendou, além da descompressdao precoce para 0 mesmo subgrupo de
pacientes, a realizagdo de uma artroplastia acetabular do tipo prateleira (shelf) a fim de
obter melhores resultados®”. Sivakumar et al.¢ publicaram um relato de dois casos
submetidos a injegdo epifisaria de 2 mg de acido zoledrénico em pacientes com
diagnostico de DLCP. Segundo os autores, os resultados foram satisfatorios e ambos os
pacientes tiveram resultados clinicos satisfatorios. Até o momento, ndo foram publicados
estudos comparativos prospectivos ou retrospectivos em seres humanos avaliando a

eficacia de nenhuma terapia biol6gica para a DLCP.

6.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DO TRATAMENTO BIOLOGICO DA DOENCA
DE LEGG-CALVE-PERTHES

Neste campo de pesquisa, os estudos em modelos animais experimentais tém
mostrado bons resultados em relacdo ao aumento de densidade Ossea da epifise
femoral e preservagdo da esfericidade da cabecga femoral'323:38:4043454659-62 O gstudo
que mais se assemelha a presente investigagdo foi o publicado por Cheng et al.“°,
devido ao fato de as intervengdes terem sido aplicadas no mesmo momento da indugao
da necrose avascular. Neste estudo, os autores concluiram que o biomaterial de BAIS é
um meio eficiente de carrear a BMP-2 recombinante humana a epifise femoral proximal.
O estudo também demonstrou que a injecdo de BMP-2 recombinante humana sem
bisfosfonato n&o foi capaz de prevenir a deformidade da epifise femoral. Contudo,
quando injetada com bisfosfonato, obtiveram bons resultados na manutencdo do
formato da cabecga femoral. Em nosso estudo, decidimos por questdo de logistica e
baseado no estudo de Cheng et al.*® sobre a realizagéo da aplicagéo da intervengdo no
mesmo tempo da indug&o da osteonecrose, por mais que acreditemos que as inje¢cdes
realizadas ap6s uma ou duas semanas sejam mais fidedignas para concluir que o
tratamento pode ser eficaz, visto que é rarissimo que em um ser humano o tratamento

seja iniciado no momento exato em que a epifise femoral sofreu isquemia.
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A maioria dos estudos cientificos que avaliou interven¢des bioldgicas em
modelos experimentais realizou a aplicacédo da intervengao apos 1 ou 2 semanas da
inducdo da osteonecrose'33843455960 Em relagdo aos estudos baseados na
utilizagdo de BMP-2 como principal agente, Kim et al.'® realizaram um experimento
em 18 porcos imaturos, sendo que seis animais receberam aplicacao local de BMP-
2, seis receberam aplicagao local direta de BMP-2 associado ao ibandronato, e seis
nao receberam nenhum tipo de terapia bioldgica local. As injegdes foram realizadas
de uma a duas semanas apds a indugdo da osteonecrose. Aruwajoye et al.*3
também estudaram a injegdo de BMP-2 e ibandronato, uma semana apos a indugéo
da osteonecrose. Os autores concluiram que os grupos tratados com BMP-2 ou com
BMP-2 e ibandronato mantiveram as propriedades materiais da epifise femoral
semelhantes ao do osso normal. Ambos os estudos concluiram que a esfericidade e
a mineralizacdo Ossea da cabeca femoral sdo mais bem preservadas com a
associacao de BMP-2 com um bisfosfonato. No presente estudo nao foi utilizado um
agente antirreabsortivo, o que pode ter contribuido para a perda de esfericidade da
cabeca femoral no grupo tratado.

Sobre os estudos que utilizaram perfuragcdes transfisarias como tratamento
bioldgico, destacam-se os realizados por Aruwajoye et al.*5, Wang et al.’® e Gong et
al.3® O primeiro*® comparou a realizagdo de multiplas perfuragbes transfisarias com a
tunelizagao unica transfisaria em porcos imaturos submetidos a inducao classica da
osteonecrose avascular. Os porcos foram submetidos a amputacdo do membro
direito para simular a retirada de carga. As intervengbes foram aplicadas uma
semana apods a inducido da necrose. Ambas as intervengdes ndo causaram defeitos
de crescimento na fise proximal do fémur e as perfuragdes multiplas estimularam
maior formag&do 6ssea do que a tunelizagdo. J&4 Wang et al.®® associaram a uma
perfuragdo unica transfisaria com um fio metalico de 1,2 mm de didmetro com a
injecdo de BMP-2 e células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDTA) de coelhos
em um experimento que envolveu 45 coelhos imaturos. A intervencédo foi realizada
duas semanas apo6s a inducdo da osteonecrose. Os autores concluiram que a
injecdo de BMP-2 e CTDTA por via transfisaria induziram maior formacéo 6ssea e
menor deformagéo da cabecga femoral em relagdo ao grupo controle ou mesmo com
o grupo que foi apenas submetido a perfuragdo sem inoculagdes. Ja Gong et al.®®,
realizaram trés perfuracdes transfisarias com fios de Kirschner de 1,57 mm nos

quadris esquerdos, 3 semanas apos a inducédo da necrose, por uma via medial. Os
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autores concluiram que a porcentagem de revascularizagao foi maior nos quadris
que foram submetidos as perfuracbes multiplas, e que este procedimento nao
aparenta produzir barras 6sseas na fise. Contudo, as perfuragdes ndo preveniram o
colapso da cabeca femoral e ndo promoveram a neoformacido 6ssea. No presente
estudo, a injecdo local das CTPDh foi realizada por via direta na cabega femoral, o
que pode ter contribuido para maior deformacdo da epifise femoral proximal em
relagdo ao grupo controle. Em adigdo, como Wang et al.%® e Gong et al.*® ndo
observaram que as perfuracbes foram capazes de prevenir o colapso da epifise
femoral, é muito provavel que uma perfuragdo unica com fio fino n&o seja capaz de
aumentar a formagao éssea na epifise por si sé. Portanto, o efeito do aumento da
mineralizagdo encontrado em nosso estudo pode ser atribuido a inoculagdo de
CTPDh, e nao a perfuragdo em si.

Outra opgao de tratamento bioldgico ja estudada foi a utilizagao sistémica de
tocilizumab, uma substancia inibidora da interleucina 6, uma substancia que se
encontra elevada no liquido sinovial de pacientes com DLCP e que é produzida por
condrdcitos®3. Kamiya et al.®® induziram a osteonecrose em ratos imaturos de 6
semanas de vida a partir de um procedimento operatorio de cauterizacdo de quatro
vasos que suprem a epifise femoral proximal direita. Um grupo controle no qual os
vasos foram identificados - mas nao cauterizados - foi utilizado para comparacéo. Os
animais foram tratados com inje¢des de tocilizumab, iniciadas no 3° dia pos indugéo
da osteonecrose e repetidas a cada semana por 6 semanas, totalizando seis doses.
Os autores concluiram que a droga induz o aumento de volume ésseo nas epifises
injetadas.

Os modelos experimentais da doenca de Legg-Calvé-Perthes para testar os
efeitos do tratamento bioldégico ganharam evidéncia na literatura na ultima década.
Varios estudos que utilizaram diferentes espécimes animais e formas de tratamento
encontraram bons resultados em relacédo a possibilidade de aumentar rapidamente o
volume 6sseo da epifise femoral a fim de prevenir o colapso da cabega femoral
necrosada. E possivel que os efeitos do tratamento bioldgico sejam potencializados
a partir da associagéo da retirada de carga no membro afetado e da adicdo de um
agende inibidor da agdo dos osteoclastos. Acreditamos que no nosso estudo -
apesar de termos mostrado o aumento da mineralizacdo 6ssea na epifise femoral
proximal — ndo observamos a preservagao da esfericidade da cabega femoral devido
ao fato de nao termos realizado a amputagdo do membro estudado e de néo termos
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incluido no tratamento uma opg¢ao de bisfosfonato para inibir a reabsor¢ao ossea
osteoclastica. Outra variavel que pode ter comprometido a morfologia da epifise
femoral proximal € a injecédo realizada por via direta associada a manutengéao da
carga livre no pés-operatério. E importante lembrar que estudos como o de Kim et
al.’® que realizaram injegdes diretas associaram a retirada de carga no membro

estudado, conseguindo bons resultados na preservagao da altura epifisaria.
6.3 LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresenta varias limitagdes, que serdo discutidas e
certamente abordadas em estudos subsequentes desta linha de pesquisa.

A principal limitagdo da nossa investigacao foi a falta de randomizacédo dos
grupos avaliados. Por questdes relacionadas a operagdo de fornecimento das
CTPDh e dos animais e a incapacidade de operarmos e mantermos mais de que
cinco animais concomitantemente com nossa estrutura fisica, foi decidido pela nao
realizagdo da randomizagao nesta investigagédo. Apesar disto, a metodologia descrita
da indugdo da osteonecrose e os cuidados pds-operatérios foram exatamente os
mesmos entre 0s grupos, sendo que a mesma equipe € 0 mesmo cirurgiao
realizaram todos os experimentos em todos os animais. Uma variavel que nao
conseguiu ser controlada em relagdo a auséncia de randomizagao foi a idade dos
animais. O GC contou com cinco animais com 70 dias de vida, enquanto o Gl foi
composto de trés animais de 160 dias e dois de 165 dias. Apesar disso, 0s pesos
dos animais foram semelhantes, variando de 9 kg a 13 kg no GC e 8 kg a 11 kg no
grupo intervengdo. Os modelos estatisticos criados para a avaliagdo dos resultados
nao demonstraram que o peso e a idade foram fatores de confusédo dos resultados
obtidos. Ao final do experimento, encontrou-se um desfecho secundario indesejado,
com maior deformidade no Gl comparativamente com o GC, fazendo com que um
viés de selecdo tenha sido pouco provavel.

Outra limitagdo do estudo foi a auséncia de um terceiro grupo comparativo
que seria submetido apenas a perfuragdo da epifise femoral, sem receber a injecéo
de CTPDh. O planejamento do estudo incluia este grupo, o qual seria chamado de
Grupo Perfuragdo (GP). Contudo, devido a questdes logisticas, e relacionadas ao
total de animais que poderia ser fornecido ao estudo, foi optado pela exclusdo deste
grupo. Apesar de na literatura haver estudos que avaliaram o efeito de perfuragdes
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Unicas na epifise femoral com um grupo controle — como o estudo de Wang et al.>® —
até o momento ndo se demonstrou efeito benéfico ou prejudicial aos desfechos
relacionados a perfuragdo unica com agulha fina na epifise femoral. Como houve
disponibilidade de apenas 10 animais para realizar o estudo e a realizagdo de um
terceiro grupo faria com que possuissemos apenas trés animais em dois grupos e
quatro animais em outro grupo, foi decidido por excluir do trabalho o GP. Estudos
como o de Kim et al.’®, considerado um modelo para realizagdo de investigagbes
relacionadas ao tratamento bioldgico da necrose avascular do quadril em porcos
imaturos, também n&o realizou um grupo controle com perfuragao isolada. Desta
forma, cremos que o efeito da perfuracdo em ndo tenha afetado o resultado do
experimento. Em contrapartida, ressaltamos que a associagao da perfuragao direta
da epifise femoral sem a protecdo de carga pode ter sido um dos fatores que
influenciou na maior deformidade do indice epifisario encontrada no GlI.

Em relacdo ao efeito da inoculagdo das CTPDh, o presente estudo se limitou
pela auséncia de marcacdo de células e avaliagdo dos resultados a partir da
realizagdo de andlises imuno-histoquimicas. Wang et al.*® realizaram a marcagéo de
células-tronco derivadas do tecido adiposo em seu experimento com
bromodesoxiuridina. Os autores concluiram que a localizacdo das células mudava
da regido mesenquimal da epifise femoral para o osso trabecular gradualmente da
quarta até a oitava semana. Além disso, observaram que a intensidade do sinal de
marcagao diminuia com o tempo até a oitava semana, provavelmente sugerindo que
a modulagao celular sobre as células do proprio animal exerceu papel importante no
aumento do volume 6sseo na epifise femoral proximal. Portanto, concluimos que o
efeito do aumento da mineralizagéo dssea foi devido a injecdo das CTPDh na epifise
femoral, apesar de nao ser possivel afirmar se o efeito foi baseado apenas na
modulagao celular exercida pelas células implantadas ou se houve efeito direto
dessas células no aumento do volume ésseo observado na cabega femoral dos

animais tratados.
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6.4 PONTOS FORTES DO ESTUDO E PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo apresenta pontos fortes, dignos de nota. Trata-se de um
estudo pioneiro, que pela primeira vez avaliou o uso de CTPDh no tratamento da
osteonecrose induzida em um modelo animal da doenca de Legg-Calvé-Perthes. Na
ultima década, varios estudos investigaram a utilizagado de terapias biolégicas para
aumentar a mineralizagcdo 6ssea e, por conseguinte, diminuir a deformidade da
epifise femoral submetida a indugdo da necrose avascular'33840.43.455960 Q yso de
células-tronco derivadas do tecido adiposo, BMP-2, bisfosfonatos e terapias
sisttmicas como o a injecdo de tocilizumab mostraram beneficios nos modelos
estudados em porcos, ratos e coelhos. Contudo, nenhum deles apresentou uma
opc¢ao de enxerto indutor da formacao 6ssea que pudesse ser coletado e cultivado a
partir de um dente de leite provisério, evitando assim a necessidade de um
tratamento que utilize aloenxertos ou opg¢des sintéticas que ainda n&o sao
disponiveis no Brasil, como o BMP-2. A viabilidade clinica para obtencdo de CTPDh
nos pacientes com DLCP ¢é oportuna, visto que os pacientes que necessitam de
intervencéo geralmente apresentam de 6 a 10 anos de vida, idade onde a troca dos
dentes provisérios e permanentes ocorre naturalmente''. Isso torna o método de
extragdo do enxerto pouco invasivo e morbido para o paciente.

Além disso, o uso clinico deste tipo de enxerto para estimulagdo da formacéao
o0ssea em pacientes com diagnéstico de fenda palatina, por exemplo, ja foi estudado e
tem sua seguranga comprovada*’%465  Este estudo ndo encontrou nenhum efeito
colateral relacionado a ossificagdo heterotépica na articulagido dos quadril dos animais
tratados - como foi relatado no estudo de Kim et al."® pela injegdo de BMP-2 e
ibandronato - além de n&o termos identificado qualquer evidéncia de malignizagao nas
epifises femorais avaliadas. O potencial osteogénico das CTPDh ja foi extensamente
estudado’®, e este estudo adiciona mais uma possivel aplicagdo do uso deste tipo de
enxerto celular para o possivel beneficio futuro de pacientes com a DLCP.

Outro ponto forte destacado nesta investigagdo foi, contraditoriamente, o
resultado obtido sobre a morfologia final das epifises femorais tratadas. Foi
observado um colapso maior nos espécimes tratados com as CTPDh, em relagao
aos animais onde apenas a necrose foi induzida. Inferimos isto a partir do indice
epifisario radiografico e da avaliagdo macroscépica dos quadris logo apods a
eutanasia, dividindo as epifises em esféricas, ovais e planas, segundo a
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classificagdo de Stulberg modificada por Huhnstock et al.*®. Fatores que podem ter
influenciado este resultado indesejado foram: a injecéo direta das células na epifise
femoral proximal, e ndo por via transfisaria; a manutengcdo da carga no pos-
operatorio; e a ndo associagdo de uma droga da classe dos bisfosfonatos com as
CTPDh.

Os trabalhos de Kim et al.»'34 concluiram que as epifises femorais
submetidas a indugdo da osteonecrose colapsavam ao longo das 8 semanas de
observacdo, mas que a retirada de carga do membro operado — realizada a partir de
uma amputacao transfemoral — preservava o formato esférico da cabecga femoral.
Outros estudos conseguiram demonstrar bons resultados da manutengdo da
esfericidade da epifise femoral proximal mesmo com a manutengao da carga, apos o
tratamento com terapias bioldgicas*®%°. Curiosamente, um estudo que avaliou o
efeito de multiplas perfuragdes transfisarias em porcos imaturos concluiu que este
tratamento pode promover o aumento da vascularizagdo, contudo sem promover a
manutencdo da esfericidade da cabeca femoral ou neoformacgdo dssea®. Em
oposicgédo a estes achados, Aruwajoye et al.*> em um modelo semelhante, mas que
foi submetido a amputagdo transfemoral para simular a retirada de carga,
encontraram bons resultados na neoformagdo O6ssea e na manutencdo da
esfericidade da epifise femoral proximal a partir da realizagdo de multiplas
perfuragdes transfisarias. Esta investigagdo mostrou que por mais que a
mineralizagdo 0ssea tenha aumentado na epifise femoral proximal apds a injegao de
CTPDh, o colapso e a deformidade da cabeca femoral ocorreram de forma bastante
consistente. Portanto, em estudos futuros desta linha de pesquisa pretendemos
associar a retirada de carga por meio da amputagédo transfermoral dos animais
avaliados e a injegdo por via transfisaria das CTPDh, associada ou ndo aos
bisfosfonatos, para ter certeza de que o colapso femoral ndo tenha sido induzido
pelas proprias CTPDh. Este estudo futuro translacional sera a base para que
possamos avaliar a possibilidade de testar o tratamento em humanos se os

resultados relativos @ manutengao da esfericidade da cabecga forem positivos.



7 CONCLUSAO
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Conclui-se que a injecdo de CTPDh na epifise femoral proximal de porcos
imaturos induzida a necrose avascular aumenta a mineralizacdo Ossea em
comparagao com epifises induzidas apenas a necrose avascular. Apesar disso, o

colapso e a deformidade da cabecga femoral foram maiores nas epifises tratadas.
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Anexo A - Carta de Aceitacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais

T Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo
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— Pacaembu — S3o Paulo — SP
rsP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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EXEPERIMENTAL DO ESTUDO DA DOENCA DE LEGG-CALVE-
PERTHES (DLCP) — ESTUDO EXEPERIMENTAL EM SUINOS” protocolo
n° 141/15 sob a responsabilidade de Roberto Guarniero e Gustavo Bispo dos
Santos, apresentado pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que
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Espécie/linhagem Suino Mini Pig Brt
N© de animais 10
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Sexo macho

Origem JR Mariano

CEUA-FMUSP, 25 de Setembro de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, em 26.02.18 Tomou Ciéncia do documento abaixo mencionado para o
protocolo de pesquisa n® 141/15 intitulado “MODELO EXEPERIMENTAL DO
ESTUDO DA DOENCA DE LEGG-CALVE-PERTHES (DLCP) — ESTUDO
EXEPERIMENTAL EM SUINOS” apresentado pelo Departamento de
Ortopedia e Traumatologia

« Carta datada de 15/01/2018 referente a inscricdo do Doutorado
do aluno Luiz Renato Agrizzi de Angeli, aprovado pela Comissdo
de Pos Graduacao do DOT/FMUSP.

Pesquisador Responsavel: Roberto Guarniero

CEUA-FMUSP, 26 de Fevereiro de 2018

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Anexo B — Aprovagao da Comissao Cientifica
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Protocolo IOT n° 1149

Pesquisador Responsavel: Prof. Roberto Guarniero

Pesquisador Executante: Luiz Renato Agrizzi de Angeli

Titulo: Modelo experimental da doenga de Legg-Calvé-Perthes (DLCP) - Estudo
experimental em suinos.
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Parecer da Comissao de Cientifica DOT/FMUSP
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