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Resumo
O objetivo do presente estudo foi avaliar qualitativa e quantitativamente o processo de reparo
osseo de defeitos cirurgicos preenchidos com coagulo de sangue (CS), osso autogeno (OA),
ou 0sso bovino inorganico (BB) em tibias de ratos Wistar machos adultos. Defeitos cirurgicos
foram criados nas tibias direita e esquerda de quarenta animais que foram divididos nos
seguintes grupos: o grupo controle, em que os defeitos cirurgicos nas tibias direita e esquerda
foram preenchidos com OA e CS, respectivamente, do Grupo BB, em que o defeito cirargico
foi preenchido com o0sso bovino inorganico. Os animais foram sacrificados aos 10 e 30 dias
poOs-operatorios € um bloco de tecido da tibia foi dissecado e descalcificado. As amostras
foram processadas histologicamente e coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e
em Tricromico de Masson e submetidos a analise histométrica. O reparo completo do defeito
osseo foi observado em todos os grupos aos 30 dias, no entanto, o 0sso bovino inorganico nao
foi absorvido no grupo BB. A analise histomorfométrica revelou um aumento significativo do
tecido mineralizado no grupo BB em comparagdo com os tratamentos do grupo controle. O

0sso bovino inorganico utilizado mostrou biocompatibilidade e potencial osteocondutor.

Palavras-chave: Biomateriais. Regeneracao dssea. Aloenxerto. Implantodontia.
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Abstract

The purpose of this study was to evaluate qualitatively and quantitatively the process of bone
repair surgical defects filled with blood clot (CS), autogenous bone (OA), or inorganic bovine
bone (BB) in the tibia of adult male Wistar rats. Surgical defects were created in the right and
left tibia forty animals were divided into four groups: the control group, in which the surgical
defect in the right and left tibia were filled with OA and CS, respectively, the BB group, in
which the defect surgery was filled with inorganic bovine bone. The animals were sacrificed
after 10 and 30 days post-operative tissue block and tibia were dissected and decalcified. The
samples were processed histologically and stained with hematoxylin and eosin technique (HE)
and Masson trichrome and subjected to histometric analysis. The complete repair of the bone
defect was observed in all groups at day 30, however, the inorganic bovine bone was not
absorbed in the BB group. Histomorphometric analysis revealed a significant increase
mineralized tissue in the BB group compared to the control treatment group. The inorganic

bovine bone used showed biocompatibility and osteoconductive potential.

Key words: Biomaterials. Bone regeneration. Allograft. Implantology.
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1. Introducéo

Substitutos 6sseos sdo biomateriais utilizados para diminuir a morbidade causada pelo
enxerto autdogeno (RAGHOEBAR; LOUWERSE; KALK, 2001; JOSH, 2004). No entanto, as
propriedades biologicas dos materiais homogéneos e heterogéneos, e aloplastica diferem das
autégenas por ser predominantemente osteocondutor, osteoindutor, ou osteogénico (PERRI
DE CARVALHO; BASSI; PEREIRA, 2004). Portanto, os substitutos osscos devem ser
recomendados nos casos em que a neoformagdo Ossea nao ocorre no seu proprio defeito
0sseo, como o preenchimento, na qual existem paredes 6sseas, a fim de melhorar o contorno
do rebordo. Nestes casos, os substitutos 6sseos podem proteger parcialmente os implantes que
apresentam fenestracdo vestibular do osso alveolar (CARVALHO; BASSI; PEREIRA, 2004).
Em tais condigdes, as propriedades inerentes de estabilidade dos substitutos de osso seriam
benéficas.

Entre os substitutos dsseos heterogéneos comercialmente disponiveis estio o 0sso
desmineralizado, osso mineralizado, osso compacto e proteina morfogenética do 0sso, os
quais sdo de origem bovina. Materiais de origem bovina sdo teoricamente biocompativeis
(TAGA et al., 1997; OLIVEIRA et al.,1999; SICCA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003) ¢
devem ser investigados para compreender melhor as suas propriedades biologicas, dada a sua
grande utilizagdo clinica. E importante ressaltar que a estrutura de hidroxiapatita do osso é
semelhante entre espécies (HERCULANI et al., 2000). Varios estudos tém mostrado a
biocompatibilidade da matriz bovina (HERCULANTI et al., 2000; BERJLUNDH; LINDHE,
1997; MELO et al., 2005; MENDES et al., 2006). O osso bovino ¢ obtido a partir de uma
fonte abundante, ¢ barato, e seguro em rela¢do ao risco de contaminagdo cruzada, tal como o
processo de tratamento a que € submetido, o que elimina qualquer risco de uma resposta
imunogénica (CARBONARI et al., 2010; CORDIOLI et al., 2001).

E considerado material de osso desmineralizado quando a parte inorganica do osso &
removida. De acordo com Urist (1965) e Taga et al. (1997) estes sdo materiais que podem
apresentar, dependendo do doador, o potencial osteoindutivo, devido a presenga de fatores de
crescimento soluveis na sua matriz.

O presente estudo teve como objetivo investigar histologica e histomorfologicamente
o comportamento de um novo o0sso bovino inorganico (Bonefill®) no interior do tecido dsseo,

comparando-o com 0sso autdogeno particulado e coadgulo de sangue em tibias de ratos.
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2. Material e Métodos

Quarenta ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus) foram utilizados pesando
aproximadamente 250 g. Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com
comida solida e agua ad libitum. O presente estudo foi aprovado pela comissdo de ética no
uso de animais — CEUA. (protocolo niimero FOA - 6066/10). Dos quarenta ratos, vinte
animais foram submetidos a defeitos cirurgicos em ambas as tibias e divididos nos seguintes
grupos de controle:

a) grupo CS deixou tibia preenchida com coagulo sanguineo;

b) grupo AB, tibia direita preenchida com osso autégeno particulado.

E os outros vinte animais foram submetidos a um defeito cirargico na tibia direita
preenchida de Bonefill” biomaterial (grupo BB) (Bionnovation Implantes e Biomateriais, SP,

Brasil).

2.1. Procedimento cirurgico

Todos os animais foram anestesiados por via intramuscular com xilazina (8-10 mg /
kg, Coopazine, Coopers, SP, Brasil) e cloridrato de cetamina (50 mg / kg, Vetaset, Fort
Dodge, SP, Brasil). Em seguida foi realizada a tricotomia e antissepsia com 1odo polvidona
realizada na regido da tibia anterolateral de ambos os membros posteriores (Figura 1). Uma
incisdo linear longitudinal de 15 milimetros foi feita usando uma lamina cirtrgica em cada
membro. As incisdes foram estendidas ao periosteo, permitindo o seu deslocamento na
direcdo transversal (Figura 2).

Nos animais do grupo controle (CS e grupos OA), dois defeitos cirurgicos foram
criados nos membros pélvicos direito e esquerdo usando uma trefina de 2 mm (Sistema de
Implantes Nacional, SIN® , SP, Brasil) acoplado a um contra-angulo ( NSK, Neodent” , PR,
Brasil) e peca de mao elétrico sob refrigeracdo com soro fisiologico. As profundidades de
defeito eram restritas a espessura do osso cortical da tibia (Figura 3). Os fragmentos 6sseos
circulares foram removidos em blocos durante a criagdo do defeito e posteriormente foram
armazenados em solu¢do salina, durante um periodo maximo de 20 minutos, até que os passos
seguintes fossem efetuados (Figura 4). Estes fragmentos foram reduzidos a particulas

utilizando uma lamina cirargica e inserida no interior da tibia direita dos respectivos animais
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(grupo OA, figura 5). A cavidade da tibia esquerda foi preenchida com codgulo de sangue

®

(grupo CS, figura 6). Nos animais tratados com o biomaterial Bonefill™ (grupo BB), os
defeitos foram criados nas tibias direitas, como nos grupos de controle. Estes defeitos foram
preenchidos com particulas inorganicas de Bonefill” osso bovino (Figura 7).

Os retalhos foram reposicionados e suturados com fio de nylon 5.0 (Nylon 5-0,
Ethicon”, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 8). Os animais foram sacrificados aos 10 e 30 dias de
poOs-operatorio com uma dose letal de anestésico cetamina. As tibias dos ratos foram
dissecadas, removidas e fixadas em formol neutro a 10% durante 24 horas. Os espécimes
foram descalcificados em solu¢do de EDTA a 20% e incluidos em parafina. Foram realizados

cortes semi-seriados corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de Masson para

analise histologica e histométrica.
2.2 Analise histologica

A andlise histologica foi realizada utilizando um microscopio de luz (Leica® Leitz DM
RXE). A intensidade do processo inflamatorio foi observada para quantificar o nimero de
células inflamatérias em cinco campos diferentes da mesma amostra com uma amplia¢ao de
400x. O processo inflamatorio foi considerado discreto quando o numero de células
inflamatorias era inferior a 100; moderada, entre 100 e 500, e intenso, acima de 500. Outras
caracteristicas histologicas também foram também analisadas, tais como a proliferag¢do capilar
e fibroblastica, a presenga de osteoblastos de neoformacdo Ossea, macrofagos, células
multinucleadas ou osteoclastos e reabsor¢do ou incorporagdo do material implantado no

interior do defeito cirurgico.
2.3 Analise histométrica

O corte histologico mais centralizado na diregdo latero-lateral do defeito cirurgico de cada
animal foi selecionado para analise histométrica. Para isso, 0 microscopio com aumento de
25x capturardo cortes usando uma camera digital (Camera DFC 500, Leica™) acoplado a um
microscopio (Leica® DM 4000 B), e assim, imagens eletronicas foram analisadas

®

quantitativamente usando software BIOESTAT ™ (versao 5.3).
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Para padronizar a andlise histométrica, foram estabelecidos os seguintes critérios: 1) O
campo do microscopio deve incluir a extensdo total do defeito cirirgico anteriormente
mencionado (Figura 9). Nesta imagem total do defeito cirurgico, a individualizacao da area a
ser analisada foi realizada, na qual a area correspondente a regido cortical da tibia, em que o
defeito cirtirgico previamente criado, foi delimitado. Esta area foi denominada "area total"
(AT) (Figura 10). 2) Dentro da AT, a delimitacdo de espagos trabeculares (ET) foi realizada.
Subtraindo-se estes dados a partir da AT, foram obtidos valores das areas correspondentes a
area de osso neoformado (AON) (Figura 11). O valor AT foi considerado 100% da érea total
analisada. A porcentagem de AON foi calculada como % AON = 100 x AON / AT. Valores

de AON foram usados para o calculo das médias e dos desvios-padrdo de cada grupo.

2.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados obtidos na analise histométrica, o teste de aderéncia
curva normal foi aplicado a cada grupo experimental usando Software Bioestat”. Com a
distribuicao anormal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Para isolar as diferengas entre os
grupos, foram utilizados postos médios no teste de comparagdo multipla de Dunn. Todos os
grupos foram avaliados individualmente em 10 e 30 dias de pds-operatorio, com os
respectivos defeitos cirurgicos preenchidos com codgulo sanguineo (1), enxerto autdogeno (2),

ou Bonefill“(3). Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p <0,05.

3. Resultados
3.1. Os resultados histolégicos
3.1.1. Grupo CS - 10 dias
O defeito mostrou trabeculado dsseo imaturo com espagos intratrabeculares ocupados

por tecido conjuntivo ricamente vascularizado e feixes de fibras coldgenas organizadas com

um elevado nimero de fibroblastos. Um numero moderado de células inflamatorias,
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consistindo principalmente de linfécitos e macrofagos. Observou-se também uma série de

osteoblastos ao longo das margens do tecido 6sseo neoformado (Figura 12).

3.1.2. Grupo OA - 10 dias

Observou-se trabéculas de osso imaturo com amplos espagos intratrabecular no
interior da area cirargica. Numerosos osteoblastos e intensa aposicao 6ssea foram observados
ao longo das margens do tecido 6sseo neoformado. Em todos os espécimes estudados, o
enxerto 6sseo foi revascularizado e incorporado, com atividade discreta dos osteoclastos nas
margens. A area intratrabecular nesta regido medular foi ampla, apresentando muitos vasos

sanguineos (Figura 13).

3.1.3. Grupo BB - 10 dias

Observaram-se trabéculas de osso imaturo aderido ao implante fragmentado na regido
do defeito cirargico. No interior da area cirurgica, a presenca de amplos espagos
intertrabeculares demonstraram que a ferida ndo foi fechada por tecido duro na maioria dos
espécimes e que o processo de reparagdo estava ligeiramente atrasado em compara¢do com 0s
outros grupos no mesmo periodo de tempo. Os implantes presentes no interior do defeito
foram rodeados por trabéculas de osso imaturo e por um niimero de osteoblastos intenso, bem
como um numero discreto de osteoclastos perto de trabéculas de osso neoformado. A reagdo
tipo de corpo estranho de células gigantes multinucleadas ndo foi observada perto dos
granulos de biomateriais, sugerindo que a incorporacdo do material estava ocorrendo (Figura

14).

3.1.4. Grupo CS - 30 dias

A area do defeito foi totalmente reparada por tecido dsseo bem desenvolvido em todos
os espécimes. Na maioria dos espécimes, o tecido 6sseo mais neoformado foi observado ao
longo das margens do defeito, diminuindo para a area central. A area do osso neoformado
diferia do osso cortical adjacente por primitivas lamelas de osso desorganizado e um grande
nimero de ostedcitos, uma vez que, exceto na area cirirgica, lamelas 6sseas foram mais

paralela ao longo do eixo da tibia (Figura 15).
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3.1.5. Grupo OA - 30 dias

A ferida foi completamente preenchida com o osso bem desenvolvido. Esta ferida era
mais espessa do que a do grupo de controle CS, devido a incorporagdo do enxerto 6sseo.
Havia poucos espacos intratrabeculares cheios de fibras coldgenas, numerosos osteoblastos, e
um numero discreto de células inflamatérias. A maioria dos enxertos 6sseos foi incorporada

no tecido 6sseo neoformado (Figura 16).

3.1.6. Grupo BB - 30 dias

Fragmentos de biomaterial no interior do defeito da tibia foram incorporados no tecido
6sseo neoformado na sua porcdo cortical em todas as amostras. O defeito foi totalmente
reparado por um tecido duro, que consiste em incorporar osso neoformado e fragmentos do
biomaterial. Ocasionalmente, os osteoclastos podem ser vistos nas trabéculas do o0sso

neoformado, adjacente aos granulos de biomateriais (Figura 17).

3.2. Anélise histométrica

A quantificagdo do tecido mineralizado nos grupos tratados e controle ¢ mostrada no
grafico 3. Nos grupos OA e BB, os dados representam a quantificagdo da area mineralizada
(enxerto de osso incorporado ao osso neoformado, ou osso neoformado e particulas de
biomaterial).

a) CS 10 dias — 29%; OA 10 dias — 31%; BB 10 dias — 68%.

b) CS 30 dias — 58%; OA 30 dias — 62%; BB 30 dias — 76%.

3.3. Andlise Estatistica

Na analise estatistica, os valores numéricos das areas mineralizadas foram submetidos
ao teste de aderéncia a curva normal. Os grupos CS(1), AO(2) e BB(3) de 10 dias foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis onde o p < 0,0001. Os grupos (1),(2) e (3) de 30dias
submetidos ao mesmo teste revelou um valor de p = 0,0014. Os resultados estatisticamente

significativos obtidos sugeriram a necessidade da aplicagdo de um novo teste para identificar
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em qual posto estd localizada a diferenca. Nos testes emparelhados (Dunn) entre os grupos
com o mesmo periodo de tempo em 10 e 30 dias, o grupo BB demonstrou uma diferenca

estatisticamente significativa em relacao aos grupos de controle. (p<0,05)

4. Discussao

A aplicagdo de biomateriais, que sdo classificados como substitutos 6sseos devem ser
inicialmente testados antes de aparecer em situacdes clinicas. Este ¢ o objetivo principal
destes estudos experimentais, que ¢ a de compreender as respostas biologicas de materiais
comercialmente disponiveis e aplica-los de forma adequada em situacdes clinicas. Embora o
0sso desmineralizado tenha sido utilizado em varios estudos experimentais e clinicos, ¢
indicada a validacdo cientifica de sua agdo esperada. Urist (1965) e Taga et al. (1997)
relataram que este material pode ter potencial osteoindutivo, devido a presenga de fatores de
crescimento soliveis na sua matriz. Nao foi possivel confirmar esta propriedade com o
método utilizado no presente estudo, uma vez que um local diferente de um defeito do osso
seria necessario, exceto em defeitos criticos, em que o processo de reparagdo gerada por
células osteoprogenitoras possa ocorrer. No entanto, Bonefill ¢ um material biocompativel e
permite que o tecido 6sseo neoformado entre em contato com as suas particulas, o que
caracteriza a atividade osteocondutora.

Na analise quantitativa do tecido mineralizado, ¢ impossivel distinguir com precisao
os limites das particulas enxertadas (autégena ou biomaterial) e do osso neoformado, pelo fato
das particulas de enxerto serem incorporadas ao tecido dsseo neoformado. Entre os grupos de
estudo, na avaliacao histologica observou-se que o grupo de biomaterial apresentou melhores
resultados na quantificacao da area mineralizada no interior dos defeitos cirargicos. Isto pode
ser observado pela area estar ocupada por granulos incorporados no tecido 6sseo neoformado
no interior dos defeitos, o que confirma a sua fungio osteoindutora. E importante mencionar
que nenhuma reabsorcao do biomaterial foi observada durante o periodo experimental. Aos 30
dias, o biomaterial continuou a ser incorporado no tecido 6sseo e nao foi reabsorvido,
enquanto que no grupo OA, ndo foi possivel identificar ou isolar as particulas do osso
autogeno durante a quantificagao.

Os resultados histologicos mostraram que o biomaterial testado ndo gerou nenhuma

reacdo de corpo estranho no interior do tecido 6sseo, em qualquer dos periodos de estudo,
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uma vez que este seria um resultado que iria atrasar o processo de formacgdo Ossea. Este
achado ¢ importante para a utilizacdo deste biomaterial em situacdes clinicas em que ¢
necessario o preenchimento de defeitos dsseos, tal como nas areas periimplantares. Também ¢
importante salientar que em algumas situagdes clinicas em que a finalidade do enxerto, ¢ a
manuten¢do da espessura alveolar ou mesmo elevacdo do seio maxilar, a utilizagdo de

substitutos 6sseos ¢ uma opg¢do viavel, desde que as limitagcdes biologicas do material bem

como indicag¢des de uso sejam rigorosamente respeitadas.

5. Conclustes

De acordo com a metodologia utilizada, pode ser concluido que os defeitos dos grupos
controle e o grupo tratado foram completamente reparados.

O biomaterial bovino demostrou biocompatibilidade e potencial osteocondutor.

A maior area de tecido mineralizado, no interior do defeito cirurgico foi encontrado no

grupo tratado com o biomaterial bovino.
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ANEXO A

Figuras, tabelas e gréaficos.

Figura 4 — Fragmentos 0sseos obtidos
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Figura 11 - Delimitag¢do dos espagos trabeculares para calculo da area de tecido mineralizado
(AON).
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S e
Figura 12 - CS 10 dias .Grupo Controle — codgulo sanguineo. Tricromico de Masson. Aumento
original 25X

Figura 13 - OA 10 dias . Grupo Controle — enxerto autégeno particulado. Tricrémico de
Masson. Aumento original 25X

Figura 15 - CS 30 dias . Grup Controle — céééulo sanguineo. Tricromico de Masson. Aumento
original 25X
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( i :
Figura 16 - OA 30 dias . Grupo Controle — enxerto autogeno particulado. Tricrdmico de
Masson. Aumento original 25X

:& <~

Figura 17 - BB 30 dias. Grupo tratado — biomaterial Bonefill®. HE. Aumento original 25X

Tabela 1 — Distribui¢ao dos grupos estudados

CODIGO GRUPO TRATAMENTO TEMPO DE NUMERO DE

SACRIFICIO AMOSTRAS
CS Controle Coégulo 10 dias 10
CS Controle Coagulo 30 dias 10
AO Controle Enxerto autégeno 10 dias 10
AO Controle Enxerto autogeno 30 dias 10
BB Tratado Bonefill 10 dias 10
BB Tratado Bonefill 30 dias 10

Tabela 2 — Testes aplicados em analise estatistica
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Grafico 1 — Teste estatistico aos 10 dias
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Grafico 3 - Porcentagem da area mineralizada no interior dos defeitos cirirgicos em cada um

dos grupos.
CS = Coagulo de Sangue OA = Osso Autdgeno BB = Biomaterial Bovino.
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