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INTRODUCAO

O tecido 0sseo apresenta grande potencial de regeneracdo, entretanto em casos de
perdas extensas, isso pode ndo acontecer. Dessa forma, materiais que substituam o tecido
0sseo perdido ou que estimulam sua neoformacdo tém sido extensivamente testados,
principalmente quanto a sua biocompatibilidade e potencial regenerador. O substituto 6sseo
ideal deve ser biocompativel e gradualmente substituido por novo tecido ésseo, além de
possuir propriedade osteoindutiva ou osteocondutiva (OLIVEIRA et al., 2003).

Os enxertos 6sseos podem ser obtidos a partir de diferentes origens: autdgenos (do
préprio individuo), enxertos alogénicos (provenientes de banco de ossos liofilizados de
cadaveres humanos), xendgenos (derivados de 0sso de outros animais) e aloplasticos. Os
enxertos autégenos sdo considerados “padrdo ouro”, no entanto, o principal problema
relacionado a utilizacdo desse material é a morbidade que acomete o paciente Orr et al.
(2001), assim como a quantidade limitada de material coletado Schimming & Schmelzeisen,
(2004). Tentando superar estes obstaculos, pesquisas foram dirigidas para a obtencdo de um
substituto adequado para o enxerto 6sseo autdgeno. Nesta linha, os enxertos xendgenos
(colhidos de espécies de animais ndo humanas) tém sido usados. Tipicamente sdo usadas
espécies bovinas. Tais materiais tém sido utilizados com sucesso para preservar 0 0SSO no
local pos-extracéo.

No mercado ja encontram-se disponiveis diferentes marcas comerciais de enxertos
0sseo0s xendgenos, embora sejam escassos 0s trabalhos na literatura que tenham testado o
comportamento desses biomateriais, quanto a sua biocompatibilidade e potenciais
osteoindutor e osteocondutor. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a resposta
biolégica e o poder indutor de dois diferentes tipos de matriz Gssea orgénica bovina em
defeitos 0sseos produzidos na calvaria de ratos, por meio de analise histolégica.

MATERIAIS E METODOS

O projeto desta pesquisa foi aprovado para execucdo pelo Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Estadual de Feira de Santana (fevereiro/2009). Foram utilizados
guarenta e cinco ratos Wistar, machos, com peso inicial médio entre 300 e 350 gramas,
divididos equitativamente em trés grupos: Grupo A — Tratamento do defeito dsseo com Bio-
0ss® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzerland); Grupo B — Tratamento do defeito
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6sseo com Gen-ox Inorg® (Baumer, Sao Paulo, Brasil); e Grupo C- Nenhum tratamento do
defeito 6sseo (grupo controle).

Inicialmente, os animais foram alojados em gaiolas individuais, onde receberam racao
comercial (Purina LabinaTM) uma vez ao dia e agua ad libidum. Antes do confinamento, os
animais receberam uma dose Unica de 0,2 ml de invermectina. Foram monitorados quanto a
sinais de infeccdo e desconforto pre e pds-cirurgico até a sua morte. Apés jejum de 12 horas,
os animais foram medicados com sulfato de atropina, na dose de 0,44 mg/100g por via
subcutanea, e anestesiados com hidrato de cloral 10%, por via intra-peritonial. Em seguida, os
animais foram posicionados em decubito ventral e entdo realizou-se tricotomia na regido do
crénio, anti-sepsia da area cirargica com alcool iodado e anestesia local infiltrativa com
xilocaina a 2% com epinefrina 1:50.000 (Merrel Lepetit Farmacéutica e Industria Ltda). Foi
realizada uma incisdo cutdnea na linha média que se estendeu da protuberédncia occipital
externa até a altura dos olhos. O tecido subcutaneo foi divulsionado e os musculos temporais
e interescutulares afastados. O periosteo foi incisado e afastado. O campo operatério foi
mantido por meio de dois afastadores Senn-Miller.

Os defeitos foram confeccionados com broca trefina, de forma padronizada, e
preenchidos ou ndo com materiais especificos, a depender do grupo experimental ao qual
pertenciam. Os animais foram sacrificados em dois diferentes tempos (30 e 60 dias). As
calvarias dos ratos foram fixadas em solucdo de paraformaldeido tamponado a 4% até a
avaliacdo. Apds a fixacdo, foram descalcificados, com &cido nitrico 5% por duas horas,
desidratadas e incluidas em parafina para confeccdo de cortes histoldgicos de 5um de
espessura. As laminas foram coradas pela técnica HE. A analise histoldgica foi realizada por
microscopia de luz (Microscopio Nikon Eclipse E600 acoplado a uma cadmera digital Nikon
DW100, Nikon, Yohohama, Japan), com magnificacbes de x4, x10 e x 20. Foi realizada uma
avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa da tolerabilidade local e desempenho do biomaterial
testado. Na avaliacdo histoldgica foi pesquisada a presenca de necrose, reacdo inflamatoria,
tecido fibroso, neoformacdo Gssea, angiogénese, células gigantes. A avaliacdo histolégica foi
registrada com base numa escala de quatro escores: 0= ausente, 1= leve, 2= moderada, 3=
severa.

Os dados foram anotados em fichas especificas e submetidos a anélise estatistica
(Empregou-se o teste do Qui-quadrado para avaliar a associacdo entre as variaveis, para uma
probabilidade de erro de 5%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo 6ssea € um processo coordenado envolvendo varios fatores bioldgicos
(HUANG et al., 2005). Muitos fatores de crescimento/ citocinas expressados durante o
desenvolvimento do esqueleto fetal sdo induzidos em resposta a injurias e possuem um papel
importante no processo de reparo 6sseo. Nota-se, portanto, a importancia do preenchimento
do defeito com coagulo sanguineo, favorecendo o seu intimo contato com as paredes do
defeito e com células osteoprogenitoras.

A andlise dos resultados histoldgicos obtidos para o grupo controle mostrou que nao
houve o completo reparo 6sseo do defeito ao longo do periodo analisado. Microscopicamente,
observa-se que a neoformacgdo Gssea analisada no grupo controle, restringiu-se a borda do
defeito para o periodo de 30 dias (figura 1), mantendo os mesmos padrfes para o periodo de
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60 dias apds o procedimento cirurgico, associada a uma pequena quantidade de osteoblastos
na periferia, corroborando com os achados de Mokbel et al. (2008) e Develioglu, Unver
Saraydin & Kartal (2009).

6ssea na margem do defeito.

Ao serem avaliados os aspectos que indicam a efetivacdo do processo de reparo 6sseo,
pode-se observar padrées bem semelhantes de inflamacéo, edema e hiperemia entre 0s grupos
Bio-0ss e Gen-o0x, para os periodos analisados. Para o grupo tratado com Bio-0ss, no periodo
de 30 dias apds o procedimento cirargico um grau severo de hiperemia, inflamacao e um grau
moderado de edema foi constatado ao longo de todo o defeito Gsseo, diferentemente dos
resultados apresentados por Schelegel et al. (2003), Tapety et al. (2004) e Lioubavina-Hack
et al. (2005). Entretanto apds 60 dias, notou-se uma reducgdo destes parametros. Para 0 grupo
Gen-0x, 0s presentes achados sdo confirmados pelo estudo de Zambuzzi et al. (2005), os
quais demonstraram a presenca de células inflamatorias cronicas nos mesmos periodos aqui
empregados (Figura 2).
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Figura 2: Grau de inflamagéo no periodo de 30 dias (a esquerda) e 60 dias (a direita), para 0s grupos testados.

Aliado a presenca de muitas células inflamatorias no local do defeito, verifica-se a
presenca de muitas células gigantes multinucleadas, sendo esta em maior fregiiéncia no grupo
Bio-o0ss, em comparacdo com os demais. Nota-se, sobretudo sua presenca em intimo contato
com as particulas de enxerto, no primeiro periodo experimental e uma reducdo deste aspecto
durante o segundo tempo estudado. Embora, a maioria dos estudos da literatura ndo
demonstre a presenca de células multinucleadas associadas a implantacdo de enxertos do
grupo Bio-oss, alguns estudos demonstram a presenca de tais componentes, mesmo que de
forma branda durante o processo de reparo 6sseo, quando utilizado o material do grupo Gen-
ox (ZAMBUZZI et al., 2005; OLIVEIRA et al.,2003).
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A neoformacdo 6ssea foi observada ao longo de todo o defeito, sobretudo na periferia
do defeito, aos 30 dias, em todos 0s grupos experimentais Bio-0ss e Gen-ox. Entretanto,
constatou-se que aos 60 dias apds o procedimento cirlrgico o processo de reparacdo 0ssea
apresentava-se pouco diferente do quadro inicial, ndo demonstrando grande evolucgéo entre 0s
periodos. Nos grupos Bio-oss e Gen-ox, observam-se ilhas de osso neoformado no centro do
defeito e associado as margens do mesmo (figura 3).
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Figura 3: Grau de neoformagédo nos periodo de 30 dias (a esquerda) e 60 dias (a direita), para os grupos testados.

CONSIDERACOES FINAIS

Os materiais em estudo determinaram importantes alteracGes inflamatorias, que
tenderam a diminuir com o tempo, sendo o enxerto Bio-0ss 0 que determinou alteracdes mais
intensas. Esse estudo impde a necessidade de novas investigacbes com maiores tempos de
sacrificio, a fim de se determinar o comportamento tecidual em longo prazo, frente aos
materiais testados, assim como para avaliar o desempenho de outros materiais
comercializados.
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