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Palavras-chave Resumo
Biomaterial. Proteina morfogenética A finalidade deste estudo foi verificar a capacidade de osseoinducio do com-

ossea. Osso autogeno. Implante de plexo BMP, em 6 coelhos brancos (New Zealand) que foram divididos em 2

fitanio. Reparacdo ossea. grupos: grupo de enxerto de 0sso autdbgeno e grupo de BMP. Foram utilizados
um total de 12 implantes de titanio puro, 2 em cada metafise proximal da tibia
esquerda. Foram confeccionados defeitos ésseos de 2,5 x 4mm expondo as
roscas dos implantes, que foram preenchidos com os 2 tipos de materiais es-
tudados (osso autégeno e BMP). Os animais foram sacrificados 42 dias apés
a implantagdo e os espécimes foram processados para analise histolégica. A
substituicdo do material de enxerto e a neoformagdo ¢ssea foram observadas
em ambos os grupos. Concluiu-se que tanto o enxerto dsseo autdégeno como
o complexo BMP apresentam muito bom comportamento biolégico, induzindo

a neoformacdo 6ssea ao redor do implante.
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INTRODUCAO

Na tentativa de recuperar 0sso em quan-
tidade suficiente para receber um implante,
varias técnicas cirlrgicas e regeneracdo 6ssea
guiada' tém sido usadas para preencher de-
feitos entre um leito alveolar e um implante,
ou gerar 0sso ao redor da superficie de um
implante, e também uma variedade de mate-
riais de enxerto. Estes materiais podem ser
combinados e/ou associados com a técnica
da regeneracdo éssea guiada (GBR), usando
barreiras de membrana'?°.

O tratamento de escolha para a maioria
das deficiéncias 6sseas é o auto-enxerto. Este
provém de protefnas morfogenéticas osseas
(BMPs) e um substrato satisfatério sobre o
qual células formadoras de osso podem se
prender. Se preparado e manipulado cuida-
dosamente, o auto-enxerto também pode ser
uma boa fonte destas células formadoras de
0sso. Os beneficios do auto-enxerto, porém,
nem sempre escapam dos riscos de um pro-
cedimento operatério adicional. Em algumas
situagdes podem ser usados materiais de en-
xertos alternativos®®,

Nos ultimos anos, um consideravel nume-
ro de pesquisas enfocou a melhoria da re-
generacdo 6ssea através do uso de proteina
morfogenética 6ssea (BMP), estimulada pela
capacidade osseoindutiva desta proteina’®.

Assim, nesta continua procura por um ma-
terial de enxerto ideal, este estudo procurou
comparar a formagdo 6ssea apds colocagao
de osso autdbgeno ou BMP em defeitos 6s-
seos, ao lado de implantes de titanio inse-

ridos em tibias de coelhos (Para avaliagdo
da formacgdo dentro dos defeitos, espécimes
histolégicos foram preparados apés 42 dias
da cirurgia. A formagdo éssea também foi
avaliada nas adjacéncias do implante de tita-
nio). Com isto, procurou-se contribuir para o
estudo e compreensdo dos eventos relativos
aos defeitos osseos, frente a insercdo de im-
plantes de titanio e preenchimento com osso

autégeno ou BMP.

MATERIAL E METODOS

Foram empregados 6 coelhos brancos
(New Zealand), machos, com peso aproxima-
do de 3,5kg, idade entre 9 e 12 meses. Os
animais alimentaram-se durante o periodo ex-
perimental com racdo sélida e agua, receberam
dose Unica de penicilina benzatina (Pentabidti-
co Veterinario, Lab. Wyeth Ltda, Sdo Bernardo
do Campo/SP) na proporgdo de 16.000 Ul por
via intraperitonial, logo apés a cirurgia. Para os
procedimentos experimentais, os animais foram
submetidos a anestesia com pré-anestésico clo-
ridrato de xilasina (Rompum, Bayer, S&o Paulo/
SP) a uma dose de O,1ml/kg de peso corpo-
ral, seguido de cloridrato de cetamina (Ketalar,
Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., Gua-
rulhos/SP) a uma dose de 0,5ml/kg de peso
corporal, produzindo uma anestesia dissociativa
e cataléptica, associada ao anestésico local, clo-
ridrato de lidocaina (Xilocaina, Merrell Lepetit
Farmacéutica e Industrial Ltda, Guarulhos/SP)
para fins de isquemia.

Apds a realizagdo da tricotomia na por¢ao
interna da perna, abrangendo a regido da me-
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Figura 1 - Aspecto dos defeitos 6sseos confeccionados através de bro-

ca tronco conica 703.

tafise tibial, procedeu-se a antissepsia da pele
com élcool iodado 3%, isolamento da &rea com
campos estéreis e incisdo linear com 5cm, en-
volvendo o periésteo da porcdo proximal da ti-
bia esquerda destes animais. Apds rebatimento
do retalho, com a exposicao da cortical 6ssea,
realizou-se as perfuragdes até préximo a corti-
cal interna, com auxilio de micromotor DEC 500
(Nobel Biocare, Gothenburg, Sweden) com
brocas do sistema Branemark, preparando as
cavidades sob abundante irrigacdo salina. Foi
confeccionado, em seguida, um defeito dsseo
com auxilio de uma broca tronco conica 703,
montada em micromotor convencional, resultado
da remocgo da cortical externa, promovendo uma
fenestragdo de aproximadamente 4mm de altura
e 2,5mm de largura. Assim, foram confecciona-
das duas cavidades cirdrgicas na tibia esquerda,
ambas preparadas para receber um implante e
um enxerto (Fig. 1).

Figura 2 - Implante de titanio posicionado e enxertos colocados. A)

Enxerto de osso autégeno. B) Enxerto de BMP/HA.

Nessa etapa, os animais foram divididos
em dois grupos:

- Grupo enxerto de osso autégeno: leito
que recebeu o implante de titanio AST (Tita-
nium Fix - Sdo José dos Campo/SP) e o en-
xerto de osso autdgeno, colocado no defeito
6sseo, colhido das osteotomias durante a fase
do preparo ésseo (Fig. 2A). O implante utiliza-
do era de titanio comercialmente puro, super-
ficie maquinada, grau Il, cilindrico, com rosca
externa, diametro de 3,75mm e comprimento
de 7mm.

- Grupo enxerto de BMP: leito que recebeu
o implante de titanio e o enxerto de proteina
morfogenética dssea (BMP) bovino, colocado
no defeito 6sseo, tendo como veiculo a hidro-
xiapatita (HA) (Fig. 2B). A BMP utilizada foi
sintetizada pelo Departamento de Bioquimica
da Faculdade de Odontologia de Bauru, FOB/
USP. Esta BMP foi derivada do osso bovino e
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associada a hidroxiapatita microgranular (ta-
manho das particulas de 50um), reabsorvivel
e cristalina, numa proporcdo de 0,2mg de BMP
para 20mg de HA, em forma de po.

Os animais foram sacrificados aos 42 dias
pos-operatério, com uma overdose intraveno-
sa de barbitdricos diluidos em solugdo salina.
A tibia esquerda foi separada cuidadosamente
dos tecidos adjacentes e cortada. As pegas ob-
tidas foram reduzidas, fixadas em formol neu-
tro tamponado a 10%, durante 96 horas. Na
sequéncia, foram descalcificadas em solucdo
de Morse?®, por um periodo de 4 meses, com
troca da solucdo a cada 24 horas.

Apbds a completa descalcificagdo, os im-
plantes foram removidos, as pegas desidra-
tadas, diafanizadas e incluidas em parafina,
sendo orientadas de forma a permitir cortes
longitudinais envolvendo osso cortical, me-
dular, enxerto e implante em uma mesma
lamina. Os cortes semi-seriados, com 6um
de espessura, foram corados pelo Tricromico
de Mallory e pela Hematoxilina e Eosina para
analise histomorfolégica, sob fotomicroscé-
pio optico (Fotomicroscépio Zeiss, modelo

Jenaval).

RESULTADOS

Analise descritiva

42 dias

O grupo de osso autégeno mostrou 0sso
neoformado reproduzindo perfeitamente a
topografia do implante. A matriz éssea neo-
formada era homogénea, com uma grande

concentracdo de células (ostedcitos) no seu

interior. Observou-se também lamelas de fi-
bras colagenas concéntricas ao canal de Ha-
vers (Fig. 3).

O osso recém formado era do tipo embrio-
nario alamelar, rico em células (ostedcitos),
rodeadas por fibras colagenas dispostas para-
lelamente umas as outras. Os espagos medula-
res apresentaram-se com superficie recoberta
por osteoclastos e osteoblastos e preenchidos
com tecido conjuntivo frouxo (Fig. 4).

Na porcdo apical, junto a base do implante,
observou-se linha reversa separando 0sso novo
formado e o leito 6sseo receptor (Fig. 4).

No grupo de BMP ocorreu também a neo-
formacdo 6ssea, sem remanescentes de cristais
de hidroxiapatita. Sistemas haversianos foram
vistos regularmente nos processos dsseos que
preencheram as roscas do parafuso. Nenhum
tecido fibroso ou células foram encontrados na
interface. Osso novo que tinha se formado den-
tro da interface estava em processo de matura-
¢do, com ostedcitos, amplos canais medulares
e nichos cartilaginosos (Fig. 5).

Para este tempo de acompanhamento foi
observada, em alguns pontos, a permanén-
cia de tecido conjuntivo na ponta da rosca
da interface BMP/implante, que posterior-
mente serd substituido por osso (Fig. 6).
Nos espacos medulares, foi observada pre-
senca de osteoclastos ativos na superficie
ossea interna.

A BMP induziu a formacdo éssea de manei-
ra eficiente, permitindo a formacdo do leito de
tecido conjuntivo denso para posterior neofor-
magdo Ossea apds os 42 dias. O osso recém-
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Figura 3 - Osso autégeno. Interface osso/metal revestida por matriz Figura 4 - Osso autégeno. Substituicdo de matriz de tecido conjuntivo por
6ssea homogénea, com grande concentragéo de células (ostedcitos) osso embrionario. Presenca da linha reversa (seta). Osso alamelar (1).
(1). Lamelas de fibras coldgenas concéntricas ao canal de Havers (2). Osso lamelar (2). 42 dias. Tricrémico de Mallory. 200X.

42 dias. Tricrdmico de Mallory. 200X.

Figura 5 - BMP. Osso neoformado em processo de maturagdo, com os- Figura 6 - BMP. Osso recém-formado com disposicdo lamelar, com amplo
tedcitos (1), amplos canais medulares (2) e nichos cartilaginosos (3). canal de Havers rodeado por osteoclasto (1). Tecido conjuntivo na ponta da
42 dias. Tricrbmico de Mallory. 200X. rosca (2). 42 dias. Tricrémico de Mallory. 400X.
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formado apresentou-se rico em ostedcitos, com
uma disposicao constituindo lamelas, amplo
canal de Havers rodeado por osteoblastos, no
interior de uma rosca (Fig. 6). Em outros locais
observou-se uma lamela totalmente neoformada
rodeada por cartilagem hialina, e pequenos ni-
chos cartilaginosos com nucleos celulares vazios
e hipertréficos de maneira empilhada (Fig. 5).
O osso neoformado apresentou-se imatu-

ro, em processo de diferenciacdo.

DISCUSSAO

Osso autdgeno € considerado o “padrdo
de ouro” dos materiais de enxerto hd muito
tempo', sendo o tratamento de escolha em
procedimentos de aumento 6sseo executados
em implantes dentarios’. Atualmente é o Unico
material osteogénico disponivel. O enxerto de
0ssO autdgeno age na cicatrizagao éssea du-
rante os processos de osteogénese, osseoin-
ducdo e osseoconducdo. Em relatério de uma
conferéncia, Jensen et al.® reafirmaram que o
auto-enxerto pode ser considerado o material
de escolha para muitos defeitos esqueléticos,
incluindo o soalho do seio maxilar, consideran-
do a sua capacidade de osseoinducdo e de ndo
depender da migracdo de células osteogénicas
indiferenciadas.

Atualmente, o fendbmeno farmacocinético
da osseoindugdo é atribuido as concentracoes
diretamente proporcionais de BMP presente no
material de enxerto®'”'8, Esta proteina capaz
de induzir neoformacdo 6ssea em locais subcu-
taneos foi purificada de osso cortical inicialmen-
te por Urist et al.™, ao implantarem os compo-

nentes insolUveis apds descalcificagdo do osso
com acido cloridrico no subcutéaneo de ratos,
observando formacdo de tecido ésseo.

BMPs sdo compostos osseoindutores que
induzem neoformacgao 6ssea no local da im-
plantagdo'" 378 O mecanismo exato da agdo
de BMPs ndo € entendido completamente, mas
acredita-se que estimulem a diferenciagdo de
células mesenquimais em condrécitos e oste-
oblastos, com subseqlente formagdo do tecido
655602'4‘8‘10'11‘13'15‘16'17‘18.

Osso induzido pelas BMPs apresenta todas
as caracteristicas de osso normal, inclusive for-
magao de cartilagem seguida por ossificagao
endocondralzﬁ.&ioj1.13,15‘16,17‘18'

Em nossa pesquisa, o procedimento foi
avaliado apos 42 dias, para a comprovacgao da
reparacdo, ja que em coelhos este periodo € su-
ficiente para que o 0sso imaturo seja substitui-
do por osso lamelar secundario com resisténcia
adequada para suportar a pressdo'?.

No presente estudo, foi verificado para am-
bos os grupos que, em 42 dias, ocorreu a total
neoformagdo 6ssea com presenca de grande
concentragdo de células (ostedditos), lamelas de
fibras colagenas concéntricas ao canal de Havers,
cartilagem hialina, estando o 0sso em processo
de maturagdo, ou seja, incapaz de resistir as pres-
soes, para ambos 0s grupos.

Resultados similares com a utilizagdo da pro-
teina morfogenética 6ssea foram observados por
Ono et al.”", que notaram formagdo dssea ja em
3 semanas ao redor de discos compostos por um
complexo HA/BMP/colégeno, sob o periésteo do
cranio de coelhos.
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Xiang et al.'®"” e Yan et al.® utilizan-
do BMP bovino associado ao colageno bo-
vino, demostraram justaposicdo direta de
0ss0, apds 4 semanas, apresentando 0sso
compacto e sistemas haversianos, grande
quantidade de osso neoformado em meio a
rica concentracdo de ostedcitos, em estudo
realizado em cdes. Apds 8 semanas, obser-
vou-se 0sso lamelar em arranjo paralelo aos
sistemas haversianos, firmemente aderido,
sem capsula fibrosa ou células, mostrando
osseointegracdo. Apds 12 semanas, 0 0SSO
tornou-se maduro.

Rutherford et al.'®, usando BMP bovino
associado a matriz de colageno de macaco,
revelaram o osso neoformado em justaposi-
cdo intima a superficie do implante de tita-
nio, dentro de 3 semanas. No grupo tratado
somente com colageno, nenhuma aposi¢ao
intima foi vista.

De um modo geral, observou-se neste tra-
balho que a neoformagdo dssea ocorreu tanto
no grupo de BMP como no grupo de enxerto de
0sso autégeno. Essencialmente, com o passar
do tempo, defeitos tratados com os enxertos

foram invadidos por canais vasculares € uma

populacdo de osteoblastos, seguidos por neo-
formacdo dssea.

O osso neoformado em nosso estudo pa-
rece ser qualitativamente semelhante aquele
encontrado quando o implante é inserido em
0sso residual e satisfatério para osseointegra-
¢do, conforme relatado por Hanisch et al.*

Aleém disso, o 0sso neoformado apresen-
tou-se imaturo, apods os 42 dias, em ambos os
grupos, estando em processo de diferenciagdo

€ maturacao.

CONCLUSOES

a) O osso neoformado pareceu ser quali-
tativamente semelhante e satisfatério para os-
seointegragdo, para ambos os grupos (BMP e
0ss0 autdgeno), apods 42 dias.

b) A BMP apresentou evidéncias de induzir
a formagdo dssea de maneira eficiente, permi-
tindo a neoformacgao do leito conjuntivo e sub-
sequente neoformagdo 6ssea apods 42 dias.

c) A implantagdo cirtrgica de BMP parece
ter utilidade clinica e pode constituir-se numa
alternativa para enxertos &sseos autégenos
em procedimentos de ganho ésseo, nas con-

dicdes estudadas.
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Comparative study between autogenous bone and

bone morphogenetic protein grafted in bony sites

together with titanium implants

ABSTRACT

The aim of this study was to verify the capacity of osseoinduction of the 6 white rabbits BMP complex
(New Zealand) that were divided in 2 groups: group graft of autogenous bone and group of BMP It
was used a total of 12 implants of pure titanium, 2 in each proximal metaphysis of the left tibia. It was
confectioned bone defects of 2.5 x 4mm exposing the threads of the implants, which were filled with the
two types of the materials studied (autogenous bone and BMP). The animals were sacrificed after 42 days
of the implantation, and the specimens were processed to histologic analysis. After 42 days substitution
of the grafted material and bone neoformation were observed in both groups. It was concluded that
both autogenous bone graft and BMP complex present a very good biological behavior, inducing bone

neoformation around the implants.

KEY WORDS: Biomaterial. Bone morfogenetic protein. Autogenous bone. Titanium implants. Bone repair.
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