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objetivo destetrabalho foi avaliar abiocompatibilidade de blocos de enxerto de 0sso bovino esponjoso acelular

e desmineralizado (Gen-Ox?, Baumer S.A.). Um bloco cilindrico (5x12mm) de material de enxerto foi
implantado em musculo abdutor da coxa de 30 ratos, sendo os animais sacrificados 3, 7, 14, 21 e 28 dias (n=6)
apos as cirurgias. Apés atomada das radiografias, as pecas foram removidas para o processamento histolégico. A
andlise histoldgica mostrou que nos periodos de 3 e 7 dias foi evidenciado um processo inflamatério agudo,
caracterizado pela presenca de neutrdfilos, reabsorcéo do coagulo sanguineo e angiogénese. Entre 14 e 21 dias,
verificou-se areabsorcdo damatriz implantada por células mononucleadas, raras cél ul as gigantes e sua substituicdo
por tecido conjuntivo fibroso rico em vasos e células. Aos 28 dias, na maioria dos casos, observou-se apenas
pequenos fragmentos de matri zimplantada envolto por tecido conjuntivo caracteristico daregi&o. Radiograficamente,
n&o se notou evidéncias de mineraizagdo. Com base nos resultados obti dos concluimos que o enxerto de matriz de
0ss0 esponjoso bovino desmineralizado em bloco € biocompativel quando implantado em tecido conjuntivo
intramuscular de ratos, sendo absorvido e substituido por tecido conjuntivo caracteristico daregido, sem qualquer
indicio de ocorréncia de osteogénese ectopica.

UNITERMOS: Osso; MUsculo; Enxerto xenogénico.
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INTRODUCAO

O tecido 6sseo é constituido principalmente de
colégeno tipo | e hidroxigpatita, conferindo estabilidade
para os sstemas de implantes e préteses utilizados em
odontologia®®. A perda do elemento dent&rio promove a
resbsor¢do continua do rebordo aveolar e, para arcos
edéntulos extremamente reabsorvidos, poucos métodos
contribuem para 0 aumento em qudidade e quantidade
do 0sso remanescente como, por exemplo, alguns
procedimentos de enxerto 6sseo. Neste contexto, €
crescente o interesse no desenvolvimento de biomateriais
gue possuam propriedades bioldgicas e fisco-quimicas
adequadas para o tratamento de perdas Gssess.

Quanto ao mecanismo de acdo, estes hiomateriais
podem ser classificados em: ostecondutores,
osteogénicos, osteopromotores e osteoindutores. A
capacidade osteocondutora é atribuida ao material,
geramenteinorganico, que orientaaproliferacdo celular,
permitindo a aposicdo de tecido 6sseo originado de
células osteoprogenitoras ja existentes®®. Aqueles
biomateriais capazes de atuar separando tecidos com
caracterigticas distintas, como fibroblastos e osteoblastos
S0 denominados de osteopromotores. Na regeneracéo
tecidual guiada os materiais osteopromotores buscam
impedir que fibroblatos proliferem para dentro daregiéo
do defeito 6sseo em detrimento dos osteoblastos que
proliferam mais lentamente. A osteoindugdo € definida
pelacapacidade do materid induzir cdlulasmesenquimals
indiferenciadas a se diferenciarem em osteoblastos™.

Dependendo da origem, os materiais para enxerto
podem ser classificados como: autégeno, aogeno
e aloplastico®. Com o desenvolvimento de novas
tecnologias, um novo tipo vem sendo largamente
utilizado, o enxerto xendgeno.

O enxerto autégeno &, ainda, a referéncia (“gold
standard”) devido as suasvantagens biol 6gicas e potencia
osteogénico. Porém, uma Série de inconvenientes como
um maior periodo de convalescenga, morbidade e
susceptibilidade a infecgdes no sitio doador e uma
resbsorgéo progressiva e constante estimulou abuscade
novos materiais’.

O doenxerto, obtido de banco de 0ssos humanos,
gpresenta risco como a possibilidade de contaminagéo,
necess dade de armazenamento especia e controlerigido
de infecgao®.

Os derivados inorganicos como o fosfato tricdcico e
a hidroxiapatita receberam grande atencdo como
materiais de preenchimento, espacadores e subgtitutos
para os enxertos 6sseos*’ 8, principamente devido a sua
biocompatibilidade*®, bioatividade e caracterigticas de
osteoconducac? em relacdo ao tecido hospedeire®. Porém,
foi relatado que a hidroxigpatita sintética (biomateria

aopléstico) possui microestrutura e tamanho do cristd,
diferente do osso natural, podendo produzir resposta
bioldgica indesgjada®.

O enxerto xenogénico (obtido de outra espécie) vem
gpresentando resultados promissores e mostra-se como
uma alternativa a intervencdo em um segundo leito
cirtrgico (no caso do enxerto autégeno) ou aos riscos de
contaminagao e custos com exames|aboratoriais (no caso
do enxerto addgeno). Alicercado na abundancia, baixo
custo do 0ss0 bovino e no processamento mecanico e
quimico adequado, diversas empresas vem produzindo
biomateriais com 0sso bovino como substituto Gsseo
(Gen-Ox®, Baumer SA., Mogi Mirim, Brasil; Kell
Bone™, Braun Milsungen, Milsungen, Alemanha; Bio-
Oss™, Geistlich Pharma, Wolhusen, Suica; e
Surgibone™, Unilab Surgibone, Mississauga, Ontario,
Canadd®).

O processamento do bovino pode resultar em
doistiposdigtintos de materid: 0 inorganico e o organico.
O inorgénico é livre de proteinas e células, e esta
caracterizado pelo elevado contelido de hidroxiapetita
A desproteinizaco é obtidaatravés detratamento térmico
atemperaturas superioresa300°C, mas, quanto maisata
atemperatura, menor a possibilidade de bioabsor¢éo do
material. Por outro lado, o tratamento do bovino
com solventes organicos, alcalis e acidos com
concentracdo e temperatura controlada leva a remocéo
de células, detritos celulares e varias proteinas ndo
colagenas, bem como a por¢do minerd, deixando um
arcabouco protéico congtituido bas camente de colégeno
tipo | e pequena quantidade de fatores de crescimento,
como a proteina morfogenética 6ssea. Wenz et a (2000)
demonstraram que o tratamento acima de 300°C ou
tratamento com dlcalis, seguindo de neutralizacéo,
remove praticamente qualquer prion que porventura
exisanaamostra. A despeito destacaracteristica, o Brasil
tem, ainda, uma posi¢éo invgavel neste campo por ter
seu rebanho livre de encefa opatia espongjoforme (BSE,
doenca da vaca-louca).

Estudos in vivo tém demongtrado a viabilidade do
emprego de 0ss0 xenogénico em defeitos Gsseos em
fémur de ratos?, com diferentes resultados de acordo
com o tipo de defeito provocado®.

O 0s30 bovino esponjoso, adequadamente processado
e desmineraizado, proporciona um materid de enxerto
poroso constituido principamente de colégeno bovino
tipo |, que apresenta grande homologia com o colégeno
humano. Possui ainda tragos de fatores de crescimento
gue podem estimular a osteogénese, conferindo
propriedades que colocam o material com grande
potencial para o tratamento de perdas dssees.

A despeito de existirem diversos trabalhos sobre
enxertos xenogénicos, pouco se sabe sobre o0s
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mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
interacd0 cdula - matriz extracelular - xenoenxerto. O
objetivo deste trabaho € investigar a resposta celular a
meétriz de 0ss0 esponjoso bovino desmineraizado em
blocos implantados em musculo de ratos. Um vez que a
matriz orgénica pode induzir mineraizaggo ectopica?®
tomadas radiogréficas seréo redizadas afim de verificar
a presenca de possivels imagens radiopacas. O perfil de
imunoglobulinas (Ig G e Ig M) podem indicar ativacéo
do sistema imune pelo material e serdo, portanto,
monitoradas. Nossa hipétese é de que o material
apresente-se biocompativel, induzindo a formagéo de
ectépico, sem aivar o Sstema imune.

MATERIAL E METODO

O materid utilizado neste trabalho foi a matriz de os0
esponjoso bovino em bloco e desmingrdizado (Gen-OxP,
Baumer SA. RegisroMinigtériodaSalide: 103.455.00001),
lote 0654 (Figura 1).

Foram utilizados 30 ratos abinos (Wistar), machos
adultos, com agproximadamente 160g, fornecidos pelo
Biotério Centrd da Faculdade de Odontologia de Bauru
— USP. Por todo o periodo experimental os animais
receberam racao peletada e &gua “ad libitum”. Todos os
procedimentos realizados obedeceram as normas do
Comité de Etica da Faculdade de Odontol ogia de Bauru.

O materid de enxerto foi previamente cortado em
cilindros de 5mm de didmetro e 12mm de comprimento,
com o auxilio de uma trefina de 5,0 mm e micro motor
Driller, 21500 rpm. Apés anestesiagera intramuscular,
com Quetamina/ Xilazina e &gua deionizada (2:1:1), na
dose 0,14 mL/100 g de massa corpord, redizou-se a

FIGURA 1- Bloco de Osso Medular Organico, produzido a
partir de ossos longos de bovinos. Proteinas inorgéanicas e
gorduras foram removidas ap6s tratamento com solventes
organicos.

211

tricotomiadacoxadireitado anima eanti-sgpsiavigorosa
com dcool iodado. Em seguida, com um bisturi n° 15
foi redizada uma incisdo de 1 cm no tegumento que
reveste a coxa do animd, expondo o misculo abdutor
que foi divulsionado até aformacéo de umabolsano seu
interior naqual foi implantado o materia embebido em
sangue obtido por puncdo cardiaca. Ato continuo, 0s
retalhos foram colocados em posicdo e suturados, as
fasciasmuscularescom linhadepalivicryl n°5-0 (Ethicon
—Johnson & Johnson) e o tegumento, com linha de seda
n° 4-0 (Ethicon — Johnson & Johnson). Apds a sutura,
redlizou-se a anti-sepsia sobre a &rea cirdrgica com gaze
embebida em solucéo de dcool iodado.

ApGs 3, 7, 14, 21 e 28 dias, os animais (6/periodo)
foram novamente anestes ados e submetidos as tomadas
radiogréficas com o aparelho Spectro 11®, Dabi Atlante
com 0s seguintes parametros: distancia foco-filme de 40
cm, tempo de exposicéo de 0,4 s, diferenca de potencia
de 70 kV, amperagem de 10 mA.. O filme utilizado foi 0
Kodak Insght oclusa (lote 2103013). As radiografias
foram reveladas pela técnica tempo-temperatura sempre
utilizando solugBes recém-preparadas de acordo com as
normas do fabricante.

Na sequiéncia, foi redizada a divulsdo na regido
ventral, na dtura do torax para a retirada de 5 mL de
sangue por puncdo cardiaca. As amostras foram
centrifugadasa5000 rpm, 10 °C, permitindo aseparacéo
do soro e plasma. O soro coletado foi mantido a
temperatura de 5°C e encaminhado ao laboratério de
Bioquimica da Universidade do Sagrado Coracdo paraa
quantificacdo das imunoglobulinas G e M seguindo a
técnica de rotina do laboratorio.

O musculo com o tecido reacional foi removido,
fixado em formal a 10% em tampéo fosfato durante uma
semana e processado histologicamente até a obtencéo
de cortes de 5um de espessura, que foram corados com
hematoxilina-eosna (H.E.).

Os animais, apos remogdo das pegas histoldgicas,
foram sacrificados com dose excessiva de anestésico.

RESULTADOS
Analise histologica

A resposta bioldgica tecidud foi determinada em
funcdo das alteracdes inflamatérias (presenca de
edema, alteragBes vasculares einfiltrado inflamatorio)
e dos processos reparatorios (grau de fibrosamento,
proliferacdo angiobléstica e fibroblastica). Foram
atribuidos escores (de zero a trés), subjetivamente, a
cada evento analisado. As laminas foram avaliadas
por trés examinadores, previamente calibrados quanto
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aos critérios a serem utilizados.

Nos periodos de 3 e 7 dias, obsarvou-se uma reacéo
inflamatdria aguda, com muitos neutrdfilos ao redor do
implante. O materid ainda estava envalto pelo coagulo e
ja gpresentava uma fina cgpsula fibrosa contendo vasos
sanguineos efibroblastos (Figura 2A), e tecido conjuntivo
NOS e3pagos entre as trabéculas do enxerto (Figuras 2B e
2C). Linfécitos, macréfagos e cdulas gigantes também
edavam presentes em peguena quantidade.

No 14° dia, observou-se um aumento naquantidade de
meacréfagos e cdulas gigantes (Figura 3A). Embora néo
tenha sido redlizada a medi¢éo das dimensies do materid
remanescente, asimagens sugeriram adiminuicéo dadrea
do materid devido acontracdo ou, mais provavelmente, a
resbsorcao do materid. Células mononucleadasem intimo
contato com o materia, seme hantes afibroblastos, foram
observadas (Figura 3B). A angiogénese era evidente tanto
na periferiaquanto no centro do materia, sendo o codgulo
substituido por tecido conjuntivo proprio daregido (Figura
3C). O nimero de neutrdfilos envolvendo o materid foi
menor e o fibrosamento mais evidente do que no periodo
anterior.

O periodo de21 dias pds-implantacéofoi caracterizado
pela fusio dos macréfagos em cdlulas gigantes, intensa e
extensa angiogénese e a regsorgdo da matriz implantada
(Figuras 4A). Foi possivel observar que a degradagéo do
materid ocorreu pela solubilizacdo das fibras colégenas
(Figura4B).

Ao fina de 28 dias, ostipos cdulares presentes e a
sua quantidade néo variaram em relacéo ao periodo
anterior. Era evidente a absor¢do do material por
macr6fagos e céulas gigantes que estavam em intimo
contato com o materia e apresencade vasosem grande
guantidade, demonstrando, ainda, uma atividade
angiogénica (Figura 5).

Anadlise Radiografica

O exameradiogréfico ndo mostrou qual quer evidéncia
de radiopacidade na regido de implantacdo do materia
em qualquer dos periodos experimentais, coincidindo
com aandise microscopicaque ndo detectou aocorréncia
de osteogénese ectdpica em nenhum dos animais.

Perfil de Imunoglobulinas

A concentracdo de IgG e IgM determinadano sangue
obtido de cadaanima no momento do sacrificio, mostrou
gue ndo houve diferencas significantes (P>0,05, andise
de variancia e teste de Tukey) entre os periodos
experimentais, sugerindo que o materia ndo induziu
resposta do Sstema imune (ndo mostrado).

DISCUSSAO

Este estudo avdiou a resposta cdular ao enxerto de
esponjoso bovino desminerdlizado em bloco (Gen-
Ox°) quanto a sua biocompatibilidade, capacidade de
inducdo de osteogénese ectdpica, bem como o perfil de
imuglobulinas (Ig G e M), apbs ser implantado em
musculo de rato.

O perimisio do musculo foi escolhido como locd de
implantacdo do material por permitir uma adequada
andlise da biocompatibilidade'® e por ser um tecido
altamente vascularizado, propicio a formacdo éssea
ectopical®?®, quando convenientemente estimulado.

Dados da literatura tém mostrado que materiais

FIGURA 2- Fotomicrografia do periodo de 7 dias: A) Vista
geral do material implantado (*) entre os feixes musculares
(m), presenca de coagulo (c) e formacgado de capsula (setas
largas), HE, 38x; B) e C) Migracao (setas largas) do tecido
conjuntivo entre dos espagos 6ésseos, HE, 384x.
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osteocondutores com potencia para ser usado também
como carreador de BMPs deve possuir um arcabouco
tridimensional e uma grande quantidade de poros
interconectados que permita a proliferacéo celular e
vascular e a formagéo de tecido de granulacdo no seu
interior. Deve ser biocompativel e absorvivel, com
degradacdo lenta e controlavel e possuir propriedades
fisco-quimicas de superficie que favoreca a adesfo e
proliferacdo celular’®. Salientamos que estas
caracteristicas foram observadas no materia testado no
progresso daangi ogénese durante o decorrer dos periodos
experimentais (comparar Figuras 2B, 4A e5), sugerindo

FIGURA 3- Fotomicrografia do periodo de 14 dias: A)
Células gigantes (cabeca de seta) em contato com o
material (*), HE, 96x; B) Células mononucleadas (setas) ao
redor do enxerto, HE, 384x; C) Vista geral do material (*),
nota-se a migragdo (seta) do tecido conjuntivo (Tc) para o
interior do mesmo, HE, 38x.

FIGURA 4- Fotomicrografia do periodo de 21 dias: A)
Material (*) envolvido por tecido conjuntivo (Tc) frouxo, HE,
96x; B) Vasos sanguineos (V) em maior aumento, HE, 384x;
C) Células gigantes (cabega de seta) em intimo contato
com o material (*), HE, 384x; D) Vista geral do material (*),
observado-se a absor¢do deste, HE, 38x.
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queisto ocorreu gracasasuageometriafavorével definida
por seus poros biologicamente desenhados.

A resposta inflamatéria aguda observada
principamente nos periodos iniciais foi compativel com
uma reacdo decorrente da desorganizacdo tecidual
causada pelo procedimento cirdrgico. A intensa
quantidade de neutrdfilosnostrés primeiros diasdeclinou
ao longo do tempo devido a intensa vascularizagdo. A
reduzida presenca de plasmdcitos e linfocitos em todos
os periodos indicou a boa aceitacéo biol 6gica da matriz
organica bovina pelo tecido.

O principio daosteoinduggo foi demonstrado por Urist
em 1965, o qua induziu neoformacéo no interior
de musculo de coelho pelaimplantacdo de matriz
desminerdizada?®. Porém, a presenca de matriz Gssea
mineralizada no tecido subcuténeo ou intramuscular,
inibe a capacidade indutiva®.

Em 1972, Reddi eHuggins'® apdsencontrarem cdulas
gigantes multinucleadas ricas em acidos organicos no
local da implantagdo de matriz mineralizada,
supostamente relacionados na dissolugdo mineral,
propuseram que a presenca de matriz mineralizada
sozinha ou juntamente com a meatriz desmineralizada,
inibia a osteogénese.

Kelly e Schneider'?, em 1991, verificaram em
subcutaneo de ratos que as células gigantes presentes a0
redor de implante mineralizado ndo possuiam aividade
fosfatase tartarato resistente (TRAP), nem morfologia
caracteristica de osteoclastos, e que ao redor deimplante
desmineraizado, a grande maioria das céulas gigantes
gpresentou expressao sgnificativada TRAPemorfologia
semelhante a osteoclastos. Os dois tipos de células
gigantesforam observadas gpds aimplantacdo combinada
de matriz minerdizada e desminerdizada Segundo estes
autores, tanto os osteoclastos como as células gigantes
podem ser responsavels pela reabsorcao.

No presente estudo verificou-se que a absor¢éo da
matriz enxertada ocorreu concomitantemente ao

FIGURA 5- Fotomicrografia do periodo de 28 dias: Vasos
sanguineos (V), Tecido conjuntivo (Tc) e material implantado
entre os feixes musculares (*), HE, 384x.

povoamento celular deseuinterior. Aolongo dosperiodos
andiisados, observou-se o crescimento da populacéo de
macrdfagos que, ao sefusionarem, originavam ascélulas
gigantes.

Na andise radiogréfica, ndo foi constatado nenhum
indicativo de neoformacéo no interior do materia
implantado, em concordéncia com aandise morfoldgica
ao microscopio. Por outro lado, a grande quantidade de
células gigantes em intimo contato com o materid,
sugeriu a presenca de resquicios de minerais no seu
interior.

Estes resultados obtidos agui, permitem concluir que
oenxertode bovino orgénico medular (Baumer SA.)
€ biocompativel e bioabsorvivel, sem quaquer indicio
de capacidade ostecindutora. Uma possibilidade para a
auséncia dessa capacidade seria a presenca de tragos de
minerais em sua estrutura, que ativaria a formagéo de
células gigantes inibidoras da osteogénese.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the
biocompatibility of blacks of organic bovine
cancellous bone graft material (Gen-Ox™, Baumer)
in ectopic sites. A cylinder of black of graft material
measuring 5mm in diameter and 12mm in length was
implanted in abdutor muscle of 30 Wistar rats. After
3,7, 14, 21e 28 days, (6 animals/period) were killed,
radiographies were taken and the tissues and blood
were collected to histologica and imunoglobuline G
and M profile analysis, respectively. The analysis of
the sections revelead an acute inflammatory process
at 3 and 7 days, characterized by the presence of
neutrophils. Absorption of the implanted matrix by
mononuclear cells and scarce giant cells and their
replacement by fibrous connective tissue rich in
vessels and cells, was suggested. At 28 days, in most
cases just remnants of the implanted matrix involved
by thetypical connectivetissue of the perimisum were
found. There was no radiographic evidence of mineral
content or change in the 1gG and IgM prafile. On the
basis in results described here, it could be concluded
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that the material is biocompatible and absorbable but,
with no signs of osteoindutive capacity was observed.

UNITERMS: Bone, Muscle; Xenograft.
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