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RESUMO - Objetivo: Avaliar a resposta biologica e poder indutor da combina¢do matriz dssea
organica bovina ¢ hidroxiapatita. Métodos: Foram produzidos defeitos 6sseos em cranios de 20
ratos, Wistar, machos, com peso inicial médio entre 300 e 350 gramas, divididos eqiiitativamente
em dois grupos. No grupo I o defeito foi preenchido com uma associagdo de matriz dssea orgéanica
bovina ¢ hidroxiapatita, ao passo que no grupo II considerado controle, nada foi empregado. Para
o estudo histoldgico foram submetidos a eutanasia, cinco animais de cada grupo, aos 30 ¢ 60 dias
de pos-operatorio. Resultados: Com 30 dias de pds-operatdrio a reabsorgdo 6ssea foi maior no
grupo II. A presenca de cartilagem néo diferiu entre os momentos de um mesmo grupo, porém
houve diferenca estatistica entre os grupos I ¢ II aos 30 dias, sendo maior no grupo I. Aos 60 dias
de pos-operatorio, o grupo I apresentava uma maior quantidade de osteoblastos e presenga de 0sso
comparativamente ao grupo II. Conclusdo: A combinagdo matriz 6ssea organica bovina e
hidroxiapatita ndo causa reagdes adversas ¢ favorece a reparagao dssea.

DESCRITORES - Hidroxiapatita. Matriz 6ssea organica bovina. Ratos. Defeito dsseo.

INTRODUCAO morfogenétical>?, matriz 6ssea desmineralizada* e

hidroxiapatita®S. Para uma efetiva osteoindugéo,
Diversos produtos sintéticos tém sido utilizados  proteinas osteogénicas precisam ser implantadas com

para o preenchimento de defeitos 6sseos, bem como  uma substéancia carreadora apropriada, desde que elas
na inducdo da formagdo 6ssea, tais como proteina  sejam soluveis em agua e prontamente difusiveis’.
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URIST e colaboradores’ citaram que implantes de
matriz 6ssea desmineralizada sdo mitogénicos e induzem
a proliferagdo tecidual iz vivo bem como in vitro. In
vitro o desenvolvimento ndo vai além da condrogénese,
ao passo que in vivo a condrogénese se prolonga para
a osteogénese ¢ desenvolvimento 6sseo, que ¢ induzido
com igual consisténcia em locais esqueléticos ou extra
esqueléticos.

BOLANDER ¢ BALIAN produziram um defeito
de 2 cm na ulna de 48 coeclhos. Em cada animal, um
defeito ulnar foi enxertado com matriz 6ssea desmine-
ralizada revestida com plasma citratado autologo,
enquanto o outro defeito serviu como controle e foi
enxertado com 0sso esponjoso autologo da crista iliaca,
matriz déssea desmineralizada, ou matriz 0ssea desmine-
ralizada aumentada com proteina 6ssea. O 0sso que
foi induzido por enxertos com matriz dssea desminera-
lizada revestida com plasma mostrou ser tdo forte
quanto o osso formado apos aplicagdo de 0sso esponjoso
autologo, sendo desta forma uma alternativa ao uso de
autoenxerto.

Hidroxiapatita porosa (Interpore 500) foi utilizada,
por HOLMES e colaboradores’, para o preenchimento
de defeito 6sseo induzido na metafise tibial proximal de
caes. O implante demonstrou um grau marcado de
crescimento 0sseo, sugerindo que o hospedeiro também
proporcionou células osteoprogenitoras ¢ fatores
indutivos. Havia osso compacto ao longo da superficie
externa e 0sso trabecular interiormente. O processo de
incorporagdo final foi confirmado pelo encontro de
66,5% da superficie do Interpore 500 coberta com
proliferagdo 6ssea em 12 meses.

LEMPERLE e colaboradores® realizaram defeitos
em mandibulas ¢ calvarias de caes, nos quais foram
implantados enxerto 6sseo autdgeno e hidroxiapatita
com a finalidade de avaliar o potencial osteocondutor.
No defeito craniano, quando o periosteo nao foi preser-
vado, aregeneragdo ocorreu de maneira limitada; entre-
tanto, sélida osteointegragdo ocorreu quando foi utilizado
bloco de hidroxiapatita.

Trés diferentes tipos de substitutos dsscos foram
utilizados, por GAUTHIER e colaboradores®, para
preencher um defeito da diafise femoral em cées.
Observaram bom resultado funcional em 83% dos
mmplantes. Os substitutos de hidroxiapatita ¢ polimetilme-
tacrilato foram sem sucesso, ao passo que a ceramica
de fosfato de calcio mostrou melhor processo de cica-
trizagcdo que o enxerto cortical.

SALATA e colaboradores® compararam a cicatriza-
¢do de defeitos osseos induzidos no ramo mandibular
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de ratos tratados com iondmero, hidroxiapatita, ou estes
materiais com regeneragdo ossea guiada. O uso da
técnica de regencragdo 6ssea guiada ndo aumentou o
osso formado. Hidroxiapatita ¢ substitutos dsseos
ionémeros usados isoladamente foram mais efetivos
em induzir o reparo de defeitos dsseos do que a mem-
brana de regeneragdo ossea sozinha. O uso de hidroxia-
patita foi associado com uma maior reagdo inflamatdria
do que o ionémero.

Para avaliar o uso de hidroxiapatita como implante
em defeitos 0sseos, REZENDE e colaboradores!®,
analisaram clinica e radiograficamente 14 caes subme-
tidos a defeitos 6sseos no ter¢o proximal da tibia direita.
Verificaram que a hidroxiapatita osteointegrada pode
ser considerada um substituto dsseo, sem causar reagao
inflamatoria ou reagdo por corpo estranho.

Como a capacidade regenerativa do calvario ¢
baixa, o0 mesmo tem sido um dos locais de escolha
para pesquisas com agentes que estimulem a reparagao’.
Em vista disto, o trabalho teve por objetivos a observa-
¢do da resposta bioldgica ¢ poder indutor da combinagéo
matriz 6ssca organica bovina ¢ hidroxiapatita,
desenvolvida pelo Departamento de Bioquimica da
Faculdade de Odontologia da USP Bauru, em defeitos
osseos induzidos na calvaria de ratos.

METODOS

Foram empregados 20 ratos, Wistar, machos, com
peso inicial médio entre 300 e 350 gramas, fornecidos
pelo Biotério Central da UNESP- Botucatu, que foram
divididos, por sorteio, em dois grupos eqiiitativos ¢
alocados em caixa de polietileno 40x60x18, com agua
e racdo ad libitum.

Apos jejum de 12 horas, os animais foram pré-
medicados com sulfato de atropina, na dose de 0,44mg/
100g por via subcutanea, ¢ anestesiados com uma
mistura de xilazina 2% ¢ ketamina 5% na proporg¢éo de
1:1, na dose de 0,2 ml para cada 100g de peso por via
intramuscular. Feita tricotomia na regido do cranio,
foram posicionados em decubito ventral ¢ a anti-sepsia
da areca cirurgica efetuada com alcool iodado. Foi
realizada incisdo de pele na linha média que se estendeu
da protuberancia occipital externa até a altura dos olhos.
O tecido subcutaneo foi divulsionado ¢ os musculos
temporais ¢ interescutulares afastados. O peridsteo foi
incisado ¢ afastado. Foi removido um fragmento da
por¢do mediana dos ossos parietais por meio de uma
broca trefina média (5 mm), com o auxilio de um motor
de baixa rotagdo. A dura-mater foi mantida integra. No
grupo I o defeito foi preenchido com uma associagdo



de matriz 6ssea organica bovina ¢ hidroxiapatita, ao
passo que no grupo II considerado controle, nada foi
utilizado. O tecido subcutaneo foi aproximado com uma
sutura continua simples ¢ a pele com pontos simples
separados, empregando fio nailon monofilamento
n? 5-0.

Cinco animais de cada grupo foram submetidos
a cutanasia com ¢éter, aos 30 ¢ 60 dias de pos-operatorio.
O osso parietal foi colhido ¢ fixado em formalina
tamponada a 10%. Apos a fixacdo, foram descalcifi-
cados ¢ submetidos as técnicas rotineiras de Hematoxili-
na-Eosina para avaliagao histologica. A leitura foi feita
em microscopia optica, visando observar o processo
de reparacdo dssea.

Para cada variavel avaliada no experimento (neo-
formagdo vascular, fibroblastos, osteoblastos, osteo-
clastos, reabsor¢do 6ssea e formagdo de cartilagem),
as comparagdes entre os grupos em cada um dos
momentos ¢ entre os momentos em cada grupo foram
pelo teste ndo paramétrico de Mann-Withney (ZAR,
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1999)!1, sendo consideradas diferencas significantes
com P<0,05. A quantificacdo de cada variavel observada
seguiu o esquema: ausente=0, discreta=1 (+),
pequena=2 (++), moderada=3 (+++), acentuada=4
(++++).

RESULTADOS

Quatro ratos morreram durante o procedimento
cirirgico e foram substituidos. Ndo foram observados,
durante o periodo pos-operatdrio, sinais de infec¢ao
ou de lesdes neurologicas. Na avaliagdo macroscopica
das pecas, verificou-se em todos os animais que o
defeito estava preenchido, porém com densidade
mferior ao 0sso circunvizinho.

Na avaliagdo histologica dos animais do grupo I,
aos 30 dias de pos-operatorio, havia grande quantidade
de osteoblastos e aparecimento de cartilagem, ao passo
que no grupo II (controle) ainda estava ocorrendo
processo de reabsorgéo e presenca de grande quantidade
de osteoclastos (Figura 1).

Grupo II

FIGURA 1 — Processo de reparagdo ¢ssea em animais dos grupos I e I aos 30 dias de pds-operatorio. Observa-se no grupo I nitida
neovascularizagido ( [0 ) e tecido dsseo neoformado ( + ) com barreira de osteoblastos (N ) subjacente e no grupo Il infiltrado
inflamatorio mononuclear ( ® ), osteoclastos ( + ) e desorganizagdo de fibras colagenas ( =) (HE - 25x, AO)
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Aos 60 dias de pos-operatdrio, apenas os ratos do
grupo I apresentavam osso mineralizado ¢ o defeito
quase totalmente reparado (Figura 2).

Grupo I

r__. F i
i

Grupo II

FIGURA 2 — Processo de reparagéio ¢ssea em animais dos grupos [ e [l aos 60 dias de pos-operatorio. Observa-se no grupo I o defeito
osseo ainda ndo consolidado, proliferagdo osteoblastica com deposi¢do de matriz dssea ndo mineralizada (<=) entre duas areas de
matriz 6ssea mineralizada e organizada (4 ). No grupo Il a reparagdo encontra-se desorganizada com evidente neovascularizagéo (M)

e proliferagdo osteoblastica ( = ). (HE - 25x, AO)

Nao foram detectados sinais de reagdo por corpo
estranho no grupo I, bem como sinais de reacéo
inflamatoria. No grupo II foram verificadas aderéncias
do cérebro a regido 6ssea em dois animais no 30° dia e
em um no 60° dia de pds-operatorio.

Pela analise estatistica (Tabela 1) observou-se, aos
60dias de pds-operatorio, diminuigcdo de neovasos nos
animais de ambos os grupo ¢ diminuigdo da quantidade
de fibroblastos no grupo II. A quantidade de osteoblastos
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diferiu entre os grupos aos 60 dias de pos-operatorio,
sendo maior no grupo I. Os osteoclastos ndo diferiram
entre 0s grupos ¢ entre os momentos. A reabsor¢do
ossea foi maior no grupo II aos 30 dias de pds-opera-
torio e no grupo I ndo foi verificada diferenga entre os
momentos; entre os grupos ndao foram observadas
diferencgas. A presenca de cartilagem ndo diferiu entre
os momentos de um mesmo grupo, porém houve
diferenca estatistica entre os grupos I ¢ II aos 30 dias,
sendo maior no grupo L.
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TABELA 1 - Medianas, de 5 repetigdes, de neovasos, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, reabsorgdo 6ssea
¢ presenga de cartilagem, segundo grupos (I - combina¢do matriz 6ssea organica e hidroxiapatita, I — controle)

¢ momentos de avaliagdo.

Variavel Grupos 30 dias 60 dias
Neovasos I 2aA* ObB
11 3aA 1bB
Fibroblastos I 2aA* 1aB
11 3aA 2bB
Osteoblastos I 3aA* 3aA
11 2aA 2aB
Osteoclastos I OaA* 0aB
11 laA 0aB
Reabsorgdo Ossea I OaA* 0aB
11 laA 0bB
Presenga de Cartilagem I laA* 1aB
11 0aB 1aB

*para cada grupo, letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre os momentos de avaliagdo; para cada momento de
avaliagdo, letras maiusculas diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos.

DISCUSSAO

Mesmo considerando que a capacidade regencra-
tiva do calvario € baixa!, o fato dos defeitos 6sseos
terem sido preenchidos em ambos os grupos, provavel-
mente esta associado a manutenc¢ao do periosteo, visto
que LEMPERLE e colaboradores® observaram que
defeitos calvarios em cées regeneraram de maneira
limitada quando o peridsteo ndo foi preservado. Outro
fator a ser considerado ¢ que o defeito induzido foi de
0,5 cm de didmetro e, segundo URIST e colaboradores’,
em cranio de ratos, apenas defeitos de 0,8 cm de
diametro sdo incapazes de reparo espontanco.

As aderéncias do cérebro a regido o6ssea apenas
em animais do grupo II sdo indicios de que a combi-
nagdo hidroxiapatita e matriz 6ssea organica bovina ndo
foi irritante aos tecidos circunvizinhos. Da mesma forma
ndo foram detectados sinais de reagdo inflamatoria ou
por corpo estranho com o uso destes biomaterias, fato
também descrito por REZENDE e colaboradores!® ao
empregarem hidroxiapatita como substituto 6sseo em
cdes, ¢ diferentemente do observado por SALATA ¢
colaboradores’, que tiveram maior reagdo inflamatoria
com o uso de hidroxiapatita do que com o iondmero
em defeitos dsseos induzidos no ramo mandibular de
ratos.

A presenca de neovasos e fibroblastos ¢ importante
no estagio inicial de reparagdo Ossea'’. Embora os

neovasos ndo tenham diferido entre os grupos, os
fibroblastos, responsaveis pela secregdo de procolage-
no'?, permaneceram no grupo I aos 30 ¢ 60 dias, ao
passo que no grupo II houve diminuigdo, indicando
que a combinagéo dos produtos estimulou esta variavel.

A reabsorgdo 6ssea no grupo I ndo diferiu entre
os momentos, provavelmente o produto minimizou as
alteragdes iniciais do processo de reparagao, comparati-
vamente ao grupo Il em que esta foi mais intensa aos
30 dias. Por outro lado, ndo ocorreu diferencga estatistica-
mente significante no numero de osteoclastos entre os
grupos ¢ momentos.

A presenga de cartilagem foi estatisticamente maior
no grupo I aos 30 dias de pds-operatdrio, representando
uma aceleracdo na condrogénese. Da mesma forma,
os osteoblastos, responsaveis pela formacgao da matriz
Ossea'?, diferiram aos 60 dias entre os grupos, sendo
maior no grupo I. Estes fatos podem estar associados
a matriz 6ssea organica bovina, que segundo URIST e
colaboradores’ ¢ mitogénica ¢ induz proliferagdo
tecidual, bem como a acdo osteocondutora da
hidroxiapatita®.

Quando utilizadas de maneira isolada, tanto a hidro-
xiapatita™®® como a matriz dssea desmineralizada’, mos-
traram efeito positivo na reparacgdo dOssca; fato seme-
lhante foi observado no grupo I ao combinar estes pro-
dutos, uma vez que histologicamente ja havia presenca
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de cartilagem aos 30 dias ¢ inicio de mineralizagdo dssea
aos 00 dias de pos-operatorio. Este achado difere de
GAUTHIER e colaboradores®, que ndo obtiveram
sucesso no que diz respeito a reparagdo do defeito
0sseo, quando utilizaram hidroxiapatita isoladamente.

CONCLUSOES

A combinagdo matriz 6ssea organica bovina e

hidroxiapatita ndo causou reagdes adversas e favoreceu
a reparagdo Ossea.
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ABSTRACT —Purpose: The aim of this study was to evaluate the biological response and inductor
effect of the hydroxyapatite combined with bovine organic bone matrix. Methods: Skull defects
were induced on 20 male albino rats, with initial body weight between 300 and 350 grams. The
animals were divided into two groups. In group I the defect was filled with hydroxyapatite combined
with bovine organic bone matrix, and in group I no product was used. Five animals of each group
were cuthanised 30 and 60 days after the surgery for histopathological evaluation. Results: Bone
reabsorption was more evident in the group II at 30 days post surgery. There was no difference on
presence of cartilage between moments in the same group. Statistical difference was observed
between group I and II at 30 days after the surgery. At day 60 post surgery, animals from group [
showed a higher quantity of osteoblasts and cartilage compare to group II. Conclusion: It was
possible to conclude that hydroxyapatite combined with bovine organic bone matrix does not

produce adverse reaction and induce bone repair.
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Correspondéncia:

Fabiano Braz

Av. Camilo Mazoni, 1052
18610-460 Botucatu - SP
Tel: (14) 6824-1741
fabiano_braz@hotmail.com

24 - Acta Cirurgica Brasileira - 1ol 18 (1) 2003

Conflito de interesse: nenhum
Fonte de financiamento: CNPq/PIBIC

Data do recebimento: 24/09/2002
Data da revisdo: 18/10/2002
Data da aprovacao: 04/11/2002



