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RESUMO

Foi avaliada a reparagdo 6ssea apds implantag@o de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) em diferentes
concentragdes e periodos de observagdo, carreadas por auto-enxerto 6sseo esponjoso (EOE), em falhas
osseas, produzidas na regido fronto-parietal do cranio de 20 coelhas. A falha I ndo foi preenchida, a II foi
completamente preenchida com 3mg de EOE e as falhas III, IV, V e VI foram preenchidas com EOE
associado a 0,5; 1; 2 e 5mg de BMP, respectivamente. Nas avaliacdes mesoscopicas, post mortem,
verificou-se que, independentemente do periodo de tratamento, o preenchimento dsseo iniciou-se a partir
das bordas para o centro e do fundo para a superficie das falhas. Na falha I manifestou-se o menor
preenchimento 6sseo quando comparada com as demais falhas, em todos os periodos, e nas que
receberam 2mg de BMP exibiu-se a melhor cobertura dssea. Microscopicamente, verificou-se que, aos
sete dias, o preenchimento 6sseo iniciou-se a partir das bordas e do fundo da lesdo, com mobilizagdo e
diferencia¢do de células provenientes do peridsteo e das meninges, respectivamente e, nas avaliagdes
subseqiientes, a atividade osteoblastica originou-se, também, de “ilhas de ossificagdo” semelhantes a
centros de ossificagdo, localizadas no centro da falha. A formagdo trabecular aumentou,
proporcionalmente, com a concentragao utilizada de BMP, ¢ a aposi¢ao e organizagdo 6ssea aumentaram
com o tempo de observagdo. Verificou-se também a presenca de tecido cartilaginoso. A BMP associada
ao EOE contribuiu para a formacao de novo tecido 6sseo, promovendo maior mobilizacdo, diferenciagdo
e organizacdo celular, e abreviou o tempo de formacdo Ossea, sugerindo processo de ossificagdo
endocondral. Os melhores resultados foram observados com a associagdo de 2mg de BMP a 3mg de
enxerto, e a adigdo de BMP, mesmo em menor quantidade, determinou precocidade de formagdo dssea. A
maior quantidade de BMP ndo determinou maior preenchimento dsseo.
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ABSTRACT

Aspects of bone repair were evaluated after implantation of bone morphogenetic proteins (BMP) in
different concentrations. They were carried by autogenous bone graft in defects created on skulls of 20
adult, young female rabbits, randomizedly divided into five experimental groups and were observed at
five times. After exposure of skull bones, six bone defects on the fronto-parietal region of each animal
were performed. The defect I was not filled, the Il was completed filled with 3mg of autogenous bone
graft and the defects III, 1V, V, and VI were filled with autogenous bone graft associated with 0.5; 1; 2
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and 5mg of BMP, respectively. In the post-mortem mesoscopic evaluations, it was observed that,
independently of the treatment period of the defects, the bony filling began from the borders to the center,
and from the botton to the surface of the lessions. The bony filling of the defect I was the smallest when
compared with the others defects, in all the observation moments. It was also verified that until 2mg the
higher the concentration of BMP used, better was the bone cover. Microscopically, it was verified in the
first evaluations, on the seventh day, that the bony growth started from the borders and from the bottom
of the lesion, with mobilization and differentiation of cells deriving from the periosteum and the
meninges, respectively. In the subsequent evaluations, the osteoblastic activity also derived from
"ossification islands" to ossification centers, located in the center of the flaw. The trabecular formation
increased proportionally with the concentration of BMP used, and the apposition and bony organization
increased proportionally with the time of observation. The presence of cartilaginous tissue was verified in
all the flaws. In conclusion, the use the higher concentration of BMP did not determinate the better new
bone formation. The association of BMP with autogenous bone graft contributed to the formation of new
bony tissue, promoting larger mobilization, differentiation, and cellular organization. It also shortened
the time of bony formation, suggesting an endocondral ossification process. The better quantities relation
was 3mg of autogenous bone graft and 2mg of BMP. The addiction of BMP, even so in low concentration,

collaborated to early formation of new bone.
Keywords: rabbit, BMP, bone graft, bone repair
INTRODUCAO

Proteinas morfogenéticas oOsseas (BMP) sdo
proteinas ndo colagenas, presentes na matriz
oOssea, responsaveis pelo recrutamento celular e
indugdo da diferenciagdo das  células
mesenquimais nao diferenciadas em
condroblastos e osteoblastos, produzindo novo
tecido dsseo, in vivo e in vitro (Sommerman et
al., 1983; Oleskovicz et al., 2004). Apresentam
acdo local, devendo ser depositadas diretamente
no local de promocgdo do crescimento 0sseo, €
necessitam ser carreadas por agente que permita
sua difusdo por entre as células, facilitando a
osteoindugdo (Marukawa et al., 2001; Ciani et
al., 2000).

Tsumaki e Yoshikawa (2005) descreveram os
eventos envolvidos na formacdo 6ssea induzida
pelas BMP, entre eles quimiotaxia e proliferacao
de células mesenquimais, diferenciagdo em
condroblastos e osteoblastos, calcificagdo da
matriz cartilaginosa, angiogénese ¢ invasdo
vascular, diferencia¢do, mineralizacdo e
remodelacdo Osseas, seguida de formacdo de
medula 6ssea. Afirmaram que esses eventos sdo
semelhantes aos que ocorrem num processo
normal de ossificago endocondral,
diferenciando-se apenas quanto ao estimulo a
precocidade de formacao.

Sato e Urist (1985) ¢ Chelline et al. (2002) ndo

evidenciaram relagdo de toxicidade apos
aplicagdo de BMP tanto em tecido muscular
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quanto em tecido dsseo. Observaram relagdo
dose-dependente diretamente proporcional entre
a quantidade de formacdo d0ssea ¢ quantidade de
proteina aplicada.

As proteinas morfogenéticas sdo rapidamente
difusiveis e, para sua efetividade, precisam ser
implantadas  associadas a um carreador
apropriado (Urist et al., 1983; Braz et al., 2003;
Ciani et al. 2006) que devera atuar como
espagador tridimensional, que fornece a estrutura
necessaria para a formac¢do do novo tecido.
Necessario, portanto, para manter o nivel de
concentragdo das BMP, e conté-las no local
desejado (Rutherford et al., 1993; Kuboki et al.,
1995).

O enxerto 6sseo esponjoso (EOE) tem sido
considerado um carreador ideal, atuando como
arcabouco, ao promover a osteoinducdo e a
vascularizagdo precoce (Allegrini et al., 2004).
Também, apresenta  histocompatibilidade,
fornece células osteogénicas ¢ adapta-se as falhas
osseas existentes (Ellis e Sinn, 1993).

Apods a aplicagdo do auto-enxerto de o0sso
esponjoso a formagdo Ossea inicia-se a partir de
osteoblastos provenientes da medula, contida no
interior de suas trabéculas, determinando
formacao ostedide direta, seguida de migragdo e
diferenciacdo de células  indiferenciadas,
quimiotaticamente atraidas por fatores de
crescimento presentes no enxerto. Todavia, a sua

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.6, p.1451-1461, 2007



Proteinas morfogenéticas dsseas...

associa¢do com BMP ¢ um procedimento recente
(Marx, 1994).

Este trabalho teve por objetivo analisar detalhes
macro e microscopicos da reparagdo Ossea e
identificar a melhor relagdo entre a quantidade de
BMP na reparagdo das falhas experimentais na
calota craniana de coelhos.

MATERIAL E METODOS

O experimento' foi realizado em 20 coelhas da
raca Nova Zelandia, com peso médio de 3,5kg e
idade entre seis e sete meses, mantidas em
gaiolas individuais e alimentadas com racdo
comercial, feno e agua.

A época dos procedimentos cirtrgicos, o0s
animais foram mantidos em jejum sélido de oito
horas e pré-anestesiados com acepromazina’
(0,1mg/kg/TV). Em seguida, foi realizada
anestesia geral dissociativa de
tiletamina/zolazepan® (30mg/kg/IV) associados
numa mesma seringa com Imgkg de
levomepromazina® 0,5 %. Foram também
submetidos & anestesia epidural com lidocaina’
2% (0,9ml/animal) para maior conforto durante a
coleta do auto-enxerto 6sseo na crista iliaca.

A antibioticoterapia foi realizada com cinco
aplicagdes de cefalexina® (5Smg/kg/IM), uma apods
a indugdo anestésica ¢ a cada 24 horas apos o
procedimento cirirgico. A analgesia foi realizada
com morfina’ (0,4mg/kg/VO), no periodo pré-
operatorio e a cada oito horas pds-cirurgia,
durante trés dias e, como medicagdo
antiinflamatdria, no pré-operatorio foi utilizado
cetoprofeno® (1,1mg/kg/SC).

'Aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacio
Animal, do Departamento de Veterinaria - UFV, em 02/05 —
prot. 10/2005.

*Acepram 1% - Univet — So Paulo, Brasil.

3Zoletil® 50, Virbac — Sdo Paulo, Brasil.

*Neozine (Smg/ml) - Aventis Pharma — Sio Paulo, Brasil.
SLidocaina 2% - Anestésico Bravet — Rio de Janeiro, Brasil.
‘Cefalexina 250 mg/5 ml - Aventis Pharma — Sio Paulo,
Brasil.

"Dimorf® Solugio Oral - Cristalia LTDA — Itapira, Brasil.
¥Profenid IV (100mg/2ml) - Aventis Pharma — Sio Paulo,
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A BMP’ utilizada apresentava-se como um
produto  liofilizado, e  previamente ao
procedimento cirirgico, foi pesada em balanga
de precisdo, nas quantidades pré-estabelecidas,
para ser misturada ao enxerto esponjoso
autdogeno no momento do preenchimento das
falhas dsseas.

Os animais foram posicionados em decubito
esternal, com a cabeca sobre uma almofada.
Apos preparo e anti-sepsia do campo cirurgico
foi realizada incisdo de pele sobre a crista sagital
externa do cranio, a partir da protuberancia
occipital e no  sentido rostral, de
aproximadamente 3cm de comprimento. O tecido
subcutaneo e os musculos frontal, interescutular,
occipital e temporal foram incisados e rebatidos
lateralmente, assim como o peridsteo, permitindo
a exposigdo do osso parietal.

Apds a exposicdo dos ossos do cranio, com
auxilio de uma broca trefina'® cirtrgica de
4,3mm de didmetro conectada a uma perfuratriz
elétrica'’, na velocidade de 5000rpm e irrigagdo
continua com solugdo fisiologica (Fig. 1A),
foram realizadas seis falhas Osseas na regido
fronto-parietal de cada animal, trés no antimero
direito e trés no esquerdo, transpassando toda
espessura Ossea, com exposi¢do e manutencdo da
integridade das meninges no fundo da falha.

Essas falhas encontravam-se afastadas por
aproximadamente 8mm e cada falha foi
numerada de um a seis no sentido rostro-caudal,
da direita para a esquerda (Fig. 1B). A falha I
ndo foi preenchida e a falha II foi completamente
preenchida com auto-EOE, na quantidade de
3mg, ambas servindo como controle para
avaliacdo do preenchimento 6sseo. As falhas III,
IV, V e VI foram preenchidas com o auto-
enxerto associado com 0,5; 1; 2 e Smg de BMP,
respectivamente.

O osso esponjoso autdégeno foi coletado da crista
iliaca direita, apés a realizacdo das seis falhas. A
cortical da crista iliaca foi perfurada com uma
broca de Smm conectada a uma parafusadeira
manual de baixa rotagdo'’, até a exposi¢io do
osso trabecular que, foi coletado com uma cureta

°Gen-Pro® - Proteinas Morfogenéticas do Osso (BMP) -
BAUMER S.A - Mogi Mirim, Brasil.

"®Neodent Implante Osteointegravel — Curitiba, Brasil.
"Microrretifica Dremel — Bosch — Rio de Janeiro, Brasil.
2Bosch 7,2 V — Rio de Janeiro, Brasil.
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oval (n° 1), pesado de forma asséptica, em
balanga de precisdo e colocado sobre uma gaze
umedecida com solugdo fisiologica até o
momento da enxertia.

Ao término dos procedimentos, as fascias
musculares e a pele foram suturados de forma
rotineira.

Apods a cirurgia, os animais foram separados,
aleatoriamente, em cinco grupos, constituidos de
quatro animais (A, B, C e D) e, cada um desses
grupos correspondeu ao tempo de observagao e a
uma época de eutanasia. No grupo 1 (Gl) os
animais foram observados por sete dias, no grupo
2 (G2) por 15, no 3 (G3) por 21, no 4 (G4) por
35 e no grupo 5 (GS5) por 60 dias.

Na data prevista, os animais foram eutanasiados
com sobredosagem anestésica, de tiobarbital
sodico®. A pele e a musculatura do crénio foram
cuidadosamente  removidas, permitindo a
visualizagdo do local operado e, com auxilio de
uma serra manual, a regido das falhas na porgao
fronto-parietal da calota craniana foi removida e
submetida a exames  mesoscopicos €
processamento histolégico.

A inspegdo mesoscépica das falhas foi realizada
a olho nu e sob lupa'®, em aumento de até 50
vezes. Foram observadas as caracteristicas dos
tecidos presentes na falha ¢ a intensidade do
preenchimento 6sseo em profundidade e largura
e essa intensidade foi graduada com o auxilio de
um paquimetro e classificada em escores, pré-
estabelecidos: escore 0 para falhas ndo
preenchidas; falhas com preenchimento Osseo
inferior a 25% da area receberam escore 1; com
preenchimento da area entre 25 a 50% escore 2;
entre 50 a 75% escore 3; entre 75 a 95% escore
4; preenchimento em quase toda extensdo, mas
ndo em 100% da area receberam escore 5 e
falhas totalmente preenchidas, escore 6.

Em cada grupo foram estabelecidas as médias do
grau de preenchimento 6sseo dos quatro animais
para cada tipo de tratamento realizado nas falhas.
Os valores médios encontrados foram
comparados e analisados entre as demais falhas
dentro do mesmo grupo experimental pelo

PTiopental sédico - Cristalia Ltda — Itapira, Brasil.
"Microscépio Estereoscopico — Stemi SV6 — Zeiss — Sdo
Paulo, Brasil.
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modelo ndo paramétrico Kruskall-Wallis a 5% de
significancia, pelo programa BioEstat 2.0 (Ayres
et al., 2000). Apds a determinacdo da diferenga
estatistica entre os tratamentos, eles foram
comparados dois a dois. Os valores médios
foram também comparados qualitativamente
entre os diferentes grupos experimentais.

O material proveniente da regido da falha
associado ao osso receptor adjacente foi fixado
por 48 horas em formalina 10% tamponada e
processado de forma rotineira para tecidos
osseos. Cortes sagitais de Spym de espessura, da
por¢do medial/central da falha, que envolviam o
osso receptor nas bordas, foram corados com
hematoxilina e eosina (HE) e com tricromo de
Masson e avaliados quanto a morfologia e
organizacdo celular e ao tipo de tecido reparava
as falhas. Para a aquisigdo das imagens
fotograficas,  utilizou-se  camara  digital”
acoplada a microscopio Optico binocular',
fazendo a captura das fotografias pelo programa
Photograb Fujifilm 300Z. Foram realizadas
analises descritivas dos achados histologicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar da exposi¢cdo das meninges na confecgdo
das falhas, durante o periodo pos-operatorio nao
foram observados sinais de infecgdo ou
complica¢des neurologicas e todas as coelhas
permaneceram alertas, conscientes € deambulando
normalmente. O modelo experimental utilizado
destaca-se pela baixa capacidade regenerativa dos
ossos do cranio, e permite avaliar alternativas
reconstrutivas com agentes que estimulam a
reparagdo, uma vez que implantes sintéticos podem
provocar desconforto ao paciente e o auto-enxerto
6sseo, quando usado isoladamente, corre o risco de
ser reabsorvido antes que a reparagdo se processe
por completo, segundo Del Carlo et al. (1994) e
Braz et al. (2003).

As concentragdes de BMP utilizadas estavam
dentro dos limites de toxicidade estabelecidos como
seguros para leporideos por Sato e Urist (1985) e
Chelline et al. (2002). Na literatura consultada,
observa-se grande variagdo de concentragdes que se
deve ao numero de modelos experimentais, as
diversas espécies animais utilizadas e aos diferentes
tipos de BMP existentes.

"*Nikon HC 300 Zi — Sio Paulo, Brasil
*Microscépio Optico Nikon Eclipse E600 — Califérnia,
EUA.
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Figura 1. Procedimentos cirtrgicos realizados no osso fronto-parietal dos coelhos. A) confecgdo da falha
com broca trefina sob irrigagdo com solugdo fisiologica. B) numeracdo das falhas dsseas de I a VI no

sentido rostro-caudal, da direita (D) para a esquerda (E).

Na avaliagdo mesoscopica, post mortem, em
todas as falhas dos 20 animais, observou-se
tecido de aspecto fibroso na regido de sutura das
fascias musculares. A presenca de coagulo, no
interior € sobre a falha-controle, foi verificada
em todos os animais do G1 (sete dias) e em dois
animais do G2 (15 dias). O coagulo foi
substituido  gradativamente nas avaliagdes
subseqiientes, caracterizando evolugdo do
processo de reparagdo, em que o coagulo
inicialmente tampona a lesdo e ¢ substituido por
fibroblastos e células osteogénicas.

Ainda, mesoscopicamente, ndo foi observado
crescimento 6sseo na face ventral das meninges,
em contato com o tecido nervoso.
Independentemente do periodo de observagdo e
do tratamento, o preenchimento iniciou-se a
partir das bordas para o centro (centripeto) e do
fundo para a superficie das falhas, apresentando
aspecto menos compacto que o tecido dsseo
vizinho, tipico de tecido ostedide, semelhante ao
descrito por Sato e Urist (1985), provavelmente
pela precocidade da observagdo e imaturidade do
tecido 6sseo formado.

O preenchimento 6sseo & inspecdo mesoscopica,
em profundidade e largura, verificado em cada
uma das falhas dos animais, nos diferentes
periodos de observagao, é apresentado na Tab. 1.

Houve diferenca significativa (P<0,05) entre os
tratamentos realizados. Quanto ao preenchimento
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osseo exibido pelas falhas I e II ndo houve
diferenca entre tratamentos em nenhum
momento de avaliagdo, porém foram menores
que os encontrados nas falhas tratadas.

Nas falhas V e IV exibiram-se maiores valores
de preenchimento dsseo em todos os grupos
experimentais, o que demonstrou o melhor
preenchimento 6sseo e permitiu inferir que a
reparagdo Ossea aumentou na presenca de BMP
carreada por enxerto esponjoso, confirmando,
assim, os resultados encontrados por Chang et al.
(2004). Aos 15 dias (G2), essa diferenga entre os
tratamentos era mais evidente (P= 0,0003),
sobretudo ao se compararem as falhas I e II
aquelas que receberam BMP.

Resultados semelhantes ao do G2 foram
encontrados no G1(P=0,0006). Para os grupos 3, 4
e 5, na comparagdo entre os tratamentos com BMP,
ndo houve diferenga, as diferencas foram apenas
para as falhas que nao receberam BPM. Tais fatos
confirmam os resultados obtidos por Sakou (1998)
e Wan e Cao (2005) que verificaram que as BMP
atuam na precocidade da formagdo Ossea, pois
imediatamente apds a ligacdo dessas proteinas a
seus receptores, elas desencadeiam suas atividades
moleculares e fosforilagdo de proteinas que ativam
as células osteogénicas. Com o passar do tempo, as
mudan¢as moleculares desencadeadas cessam e,
como nao ha mais receptores a serem ativados nem
BMP exogena, apenas o turn over dsseo estimulou
a formagao subseqiiente.
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Tabela 1. Classificagcdo em escores, para o grau de preenchimento 6sseo ao exame mesoscopico da calota
craniana de todos os coelhos, apresentado por cada falha 6ssea, em todos os periodos de observagao

Preenchimento 6sseo das falhas dsseas experimentalmente criadas (escores)

Grupo Animal

Falha I Falha II Falha III Falha IV Falha V Falha VI

A 1 2 3 3 5 3

1 B 1 2 3 3 3 3
(sete dias) C 1 2 3 3 3 3
D 1 2 3 3 3 3

A 1 3 4 4 5 4

2 B 1 3 4 4 5 4

(15 dias) C 1 3 4 4 5 4
D 1 3 4 4 5 4

A 2 3 3 4 5 4

3 B 2 3 3 3 4 4

(21 dias) C 1 3 5 2 5 1
D 1 3 4 5 4 3

A 1 5 3 4 4 4

4 B 2 3 4 4 5 2

(35 dias) C 2 3 3 4 5 1
D 2 3 4 4 5 4

A 3 3 4 4 5 4

5 B 2 4 4 5 5 3
(60 dias) C 2 4 4 4 5 4
D 3 4 4 4 4 3

Falhas ndo preenchidas: escore 0; falhas com preenchimento osseo inferior a 25%: escore 1; falhas com
preenchimento entre 25 a 50%: escore 2; falhas com preenchimento entre 50 a 75%: escore 3; falhas com
preenchimento entre 75 a 95% escore 4; falhas com preenchimento em quase toda extensdo, mas ndo em 100% da

area: escore 5; falhas totalmente preenchidas: escore 6.

Sato e Urist (1985) observaram que a
porcentagem de preenchimento da falha dssea se
deu em funcdo da dose utilizada de BMP e do
tempo de observagdo, fato também verificado
neste estudo. Outro achado semelhante foi a
superioridade de preenchimento 6sseo nas falhas
que receberam BMP em relacdo as falhas-
controle, independentemente da concentragdo
utilizada, em todos os periodos de observagao.

A quantidade de osso novo nas falhas que
continham as BMP associadas ao auto-enxerto
esponjoso foi maior que a encontrada nas falhas-
controle e nas que continham apenas o enxerto, 0
que evidencia a capacidade desse enxerto como
carreador ideal para BMP, nas condicdes deste
experimento, assim como ja havia sido relatado
em diferentes situagdes por Becker et al. (1995),
Piattelli et al. (1998) e Allegrini et al. (2004).
Também ¢é possivel inferir que ele permitiu a
atividade osteoindutora da proteina Ossea
morfogenética.
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De acordo com Yasko et al. (1992), Cook et al.
(1994) e Chelline et al. (2002), a agdo da BMP ¢
dose-dependente. Da mesma forma, foi
observado que até os valores de 2,0mg, quanto
maior a quantidade das BMP utilizadas, maior
foi o preenchimento, ja que as falhas V foram as
que apresentaram maior cobertura dssea.
Todavia, a maior quantidade utilizada ndo
determinou o maior preenchimento 0sseo,
podendo-se inferir que a quantidade de enxerto
utilizada como carreador nao forneceu arcabougo
e osteogenicidade proporcionais a quantidade de
BMP, limitando a atividade desta proteina.

Na analise histologica do G1, nas falhas I exibiu-
se pouca formagdo de tecido Osseo,
predominantemente trabecular, originando-se a
partir das bordas e do fundo da lesdo e com
presenga de tecido cartilaginoso. Nas reparagdes
oriundas das bordas, a mobilizagdo e
diferenciacdo celular originavam-se do periosteo
e, quando oriunda do fundo, os tipos celulares
presentes eram provenientes das meninges,
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semelhante aos resultados das pesquisas de
Takagi e Urist (1982). Nas falhas II, que
receberam o enxerto esponjoso, foi visualizada
discreta formagao 6ssea do tipo trabecular com
presenca de tuneis vasculares, superior aquela
encontrada na falha anterior e mobiliza¢do
celular nas imediagdes do carreador (Fig. 2A e
2B). Na falha II do animal C foi visualizada
pequena area com presenga de células da medula
oOssea, privada de vascularizagdo, com formacgéo
de pequenos focos de tecido cartilaginoso. Nas
demais falhas, a formagdo trabecular aumentou
proporcionalmente com a quantidade de BMP
utilizada.

Na falha VI do animal A foram observados
pequenos focos de necrose no carreador e
formagdo de tecido conjuntivo. Estes achados
podem estar relacionados a auséncia de vasos
sangiiineos no local da necrose, pois, segundo
Piermattei e Flo (1999), a necrose corresponde a
porcdo de osso esponjoso que normalmente
morre por deficiéncia nutricional e, para Schenk
(1996), a caréncia de suprimento sangiiineo ¢ de
oxigénio pode alterar o codigo genético celular,
induzindo a formagdo de tecido fibroso ou
fibrocartilaginoso.

No G2 notou-se a presenca de tecido
indiferenciado, com grande numero de células
blasticas, sobretudo na falha I. A atividade
osteoblastica visualizada, em sua maioria,
provinha de “ilhas de ossificacdo” (origem
endosteal-trabecular) localizadas no centro da
falha e, semelhante a centros de ossificagdo,
diferentemente do apresentado pelas falhas I, do
grupo de sete dias.

Nas falhas II, a formagdo de osso novo foi mais
evidente que aquelas constatadas em todas as
falhas do GI1. Foram observados “coragdes
condroides”, areas de tecido 0sseo com Osteons
primarios com formagdo de tuneis vasculares
(Fig. 2C), e presenga de osso novo em
maturagdo, com osteoclastos em atividade e
acompanhados de fileiras de osteoblastos, o que
caracteriza reabsor¢do e deposi¢do de 0sso novo,
respectivamente (Fig. 2D). Para as demais falhas
foram observadas formagdes de tecido Osseo
novo sobre o carreador. Este tecido novo
continha osteoblastos e células indiferenciadas,
que, provavelmente, originaram-se do auto-
enxerto e/ou foram atraidas por agdo da BMP,
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por quimiotaxia, para o local da falha.
Constatou-se que a hiperplasia de células jovens
originou-se das “ilhas de ossificacdo”,
aumentando a formagdo e organizacgdo do tecido
0sseo, assim como a quantidade de trabéculas
presentes, respectivamente.

Ainda no G2, na falha II do animal A, além do
preenchimento 6sseo, também foi encontrado
abundante tecido de granulagdo, intensamente
vascularizado, que possivelmente forneceu
células mesenquimais capazes de participar da
formagao 6Ossea direta e que também serviu como
plataforma para o crescimento de osso novo,
conforme descreveu Rabie et al. (1996) para o
carreador ideal.

Da mesma forma que Sato e Urist (1985)
relataram em suas pesquisas apds a implantagdo
de BMP em falhas osseas, o padrdo de
preenchimento de osso novo, encontrado no
presente trabalho, desenvolveu-se,
primariamente, a partir da meninge e
posteriormente do endosteo-trabecular, com
formagdo de “ilhas de ossificagdio” ndo
conectadas a borda da falha.

Nas falhas I, do G3, foi verificada intensa
mobiliza¢do de osteoblastos nas imedia¢des das
“ilhas de ossificagdo” e discreta migragdo celular
advinda da meninge, permitindo formagdo de
tecido 6sseo novo, com linhas de cimentagdo e
vasos sangiiineos evidentes (Fig. 3A). Nas falhas
II notaram-se pequenos focos de tecido blastico,
formagdo trabecular evidente e preenchimento
osseo proveniente das “ilhas de ossificagdo”. No
animal B também foi constatada uma faixa de
tecido fibroso cobrindo o carreador, decorrente,
provavelmente, da migragao de células das facias

musculares e do periosteo localizado acima da
falha.

Nas falhas III, IV e V foram observadas “ilhas de
ossificagdo” rodeadas por células jovens, bem
como a presenga de tecido cartilaginoso em
alguns pontos do preenchimento, confirmando os
achados de Cheline et al. (2002) que afirmaram
que a presenga dessas “ilhas” rodeadas por
células em diferenciagdio ¢é um aspecto
geralmente observado em sitios de implantacdo
de BMP.
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Figura 2. Aspecto microscopico do preenchimento 6sseo apresentado pelos grupos 1 e 2. A) Sete dias/falha II.
Mobilizagdo celular (e) nas imediacdes do carreador (A). (200x-HE). B) Sete dias/falha II. Mobilizagao
celular (®) nas imediagdes do carreador (A). (200x-Masson). C) 15 dias/falha II. Formagao de osso novo (¢)
acima de osso velho (m), com visualizacdo de linhas de cimentagdo (seta), formacdo de tineis vasculares (1).
(1000x-HE). D) 15 dias/falha II. Formagao de osso novo (#) acima de osso velho (m), com visualizagdo de
linhas de cimentag@o (seta), tuneis vasculares (1), e osteoclastos em atividade (2), acompanhados de fileiras de
osteoblastos (3), caracterizando absor¢do e deposigdo de osso novo, respectivamente. (1000x-HE).

Para as falhas VI, visualizou-se grande formagao
Ossea trabecular, porém as células osteoblasticas
que as rodeavam apresentavam-se desorganizadas.
Pode-se inferir que a quantidade de BMP pode ter
sido inadequada em relagdo a do carreador,
refletindo a desorganizagdo tecidual. Segundo Lind
(1996), a BMP possui agdo osteoindutora, agindo
nas células osteoprogenitoras, diferenciando-as e
auxiliando a osteogénese. Os resultados sugerem
que o efeito desse fator de crescimento suplantou o
nimero de receptores celulares presentes no
enxerto.

No animal D desse grupo foi identificada a
presenca de mastocitos e de uma reagdo
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imunomediada inespecifica. Verificou-se que nas
falhas que continham concentragdes de 5; 2 ¢ 1mg
de BMP havia a presenca de material refringente no
intersticio sendo fagocitado por osteoclastos ¢ havia
desorganizacdo celular, o que sugeria haver, nessa
etapa, formacdo trabecular oOssea seguida de
reabsor¢do estimulada por algum fator irritativo
(Fig. 3B). Gerhart et al. (1993) e Cook et al. (1994)
relataram reagdes imunomediadas associadas a ndo
unido Ossea, ocasionadas pelo processamento
laboratorial das formas recombinantes purificadas
de BMP. Todavia, como apenas um animal do
experimento manifestou intolerancia, pode tratar-se
de reagdo individual.
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Figura 3. Aspecto microscopico do preenchimento 6sseo apresentado pelo grupo 3. A) Falha I. Formagao
de “ilhas de ossificag@o” (m) com intensa mobilizagdo de osteoblastos em suas imediagdes (A ).(200x-
HE). B) Falha IV do animal D que apresentou reacdo imunomediada inespecifica a presenca de BMP.
Presenca de material refringente (seta) sendo fagocitado pelos osteoclastos (*) e desorganizagéo celular
(==). (1000x-HE).

L

Figura 4. Aspecto microscopico do preenchimento 6sseo apresentado pelos grupos 4 e 5. A) Falha
IV/grupo 4. Formagao de dsteons primarios (1) em torno de tuneis vasculares (2) e “ilhas de ossificacdo”
(3). (100x-HE). B) Falha I'V/grupo 4. Formagao de ¢steons primarios (1) em torno de tuneis vasculares
(2), “ilhas de ossificagdo” (3) e presenca de tecido fibroso (*). (200x-Masson). C) Falha V/grupo 5.
Tecido 6sseo maduro (m) se organizando em torno de tineis vasculares (®) e visualizaggo de fileiras de
osteoblastos (setas). (1000x-HE). D) Falha V/grupo 5. Tecido 6sseo maduro (m)organizando-se em torno
de tneis vasculares (®). (1000x-Masson).
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No G4, a formagao de tecido dsseo estava presente,
sobretudo nas falhas que continham BMP. Nas
falhas 1 foi observada organizagdo e remodelacdo
Ossea, com Osteons primarios, marcante presenga de
vasos sangiiineos, de osteoclastos e de pequenas
areas de tecido cartilaginoso. Nas falhas II, foram
encontradas grandes quantidades de osso novo,
diminuida quantidade de carreador, presenga de
muitos vasos sangiiineos e organizagdo Ossea mais
avangada. A evolucdo da reparacdo e o menor
volume de carreador podem ser justificados pelas
observacdes de Marx (1994), nas quais, o reparo
6sseo iniciou-se imediatamente apds a colocagao do
enxerto € que, por volta da quarta semana apos a
cirurgia, o processo de substituicdo do enxerto
esponjoso foi mais evidenciado.

Nas demais falhas preenchidas com BMP foram
visualizados Osteons primarios (Fig. 4A e B),
porém o tecido 6sseo formado mostrou, em sua
maior parte, a presenga de dsteons secundarios. Em
alguns animais ainda foram encontrados restos de
tecido cartilaginoso, concordando com os achados
de Yasko et al. (1992) que também encontraram
tecido cartilaginoso anterior a formagdo dssea, em
todas as suas amostras experimentais, no mesmo
periodo de observagdo. Na medida em que
aumentava a concentragdo de BMP, constatou-se
que a formagfo dssea era maior e a organizagdo em
osteons secundarios estava mais evidenciada, sem
que fosse observado tecido cartilaginoso que, por
outro lado, estava presente nas falhas I.

O tecido 6sseo de reparagdo que cobriu as falhas
estava relacionado a formagdo 0ssea por aposicao,
derivada das células osteogénicas presentes no local
e atraidas por quimiotaxia inerente ao fator de
crescimento BMP (Tsumaki e Yoshikawa, 2005).
Esse tecido dsseo de reparagdo, também, derivou-se
de mecanismo dependente de cartilagem, observada
nos grupos 1, 2, 3 e 4, cujas células podem ter
chegado ao local pelos tineis vasculares que se
formaram ou terem sido atraidas por agdo da
proteina 6ssea morfogenética.

No G5, histologicamente, as falhas apresentavam
tecido O0sseo bem organizado. Nas falhas I e I, o
nimero de osteons foi menor do que nas falhas em
que a BMP estava presente. Na falha II do animal
C, ainda existiam restos trabeculares sendo
reabsorvidos. Nao foi encontrado tecido
cartilaginoso nas falhas, que ja teria se calcificado,
vascularizado e sido substituido por tecido 6sseo,
assim como encontraram Takagi e Urist (1982).

Aos 60 dias, a falha V foi a que apresentou maior
organizagdo Ossea e melhor preenchimento, sendo
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visualizado tecido 6sseo maduro que se organizava
ao redor de taneis vasculares e fileiras de
osteoblasto em atividade (Fig. 4C e 4D). Mas,
independentemente do periodo de observagdo, o
comportamento celular foi semelhante entre as
falhas no mesmo animal, variando apenas a
intensidade e a organizagao.

A formagdo de osso novo foi maior e mais precoce
nas falhas tratadas com BMP quando comparadas
com as falhas I e II, assim como observado por
Springer et al. (2005). Ainda, segundo Yasko et al.
(1992), o osso que se formou na presenca de BMP
foi  histologicamente  indistinguivel  daquele
produzido quando foram utilizados enxertos 6sseos
autégenos, matriz Ossea desmineralizada e outros
substitutos osseos, diferindo apenas quanto a
precocidade de formagdo Ossea, uma vez que essas
proteinas tém o poder de induzir a quimiotaxia de
células que irdo participar do processo de
reparacao.

Na presente pesquisa, observou-se que nas falhas
que continham BMP até a quantidade de 2mg (0,5;
1; 2mg), quanto maior a quantidade utilizada, maior
foi o preenchimento, e as falhas V foram as que
apresentaram maior cobertura 6ssea. Todavia, para
a quantidade de 5mg de proteinas utilizada nas
falhas VI, ndo foi observado crescimento 0sseo
superior as demais falhas que continham o
biomaterial.

CONCLUSOES

A adicdo de proteinas oOsseas morfogenéticas,
mesmo em menor quantidade, influenciou de
forma positiva, a precocidade de formagao dssea.
Observou-se que a maior quantidade de BMP
ndo determinou o maior preenchimento 6sseo e
que os melhores resultados de preenchimento
osseo foram encontrados nas falhas onde
associou-se 2mg de BMP a 3mg de enxerto.
Histologicamente, comprovou-se que a BMP
influencia positivamente na formagdo de novo
tecido dsseo, promovendo maior mobilizagdo,
diferenciacdo, organizacdo e remodelagdo celular
e abrevia o tempo de formagdo 6ssea que se da,
predominantemente, por ossificagdo
endocondral.
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