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N 0sso propésito foi avaliar a biocompatibilidade de dois materiais preparados
com o0sso cortical bovino, um desproteinizado a 100°C (Gen-Ox®, Baumer
S.A)) e outro a 1000°C (preparado no laboratério de Bioquimica, FOB-USP). Esses
materiais foram implantados em subcutaneo de ratos e, apés 10, 20, 30 e 60 dias,
os animais foram sacrificados e as pecas histolégicas removidas. As analises
microscépicas mostraram uma reacdo granulomatosa tipo corpo estranho de baixa
renovacao contendo macrofagos e células gigantes multinucleadas em contato com
0 material, semelhante a implantacéo subcutanea de osso autégeno ou aldégeno
mineralizado. Ao final do periodo experimental ndo houve diferenca significativa
nos niveis das fosfatases acidas nos grupos que receberam o osso cortical
desproteinizado a 100 ou 1000°C, mostrando que n&o ha diferenca significativa
entre os materiais testados. Podemos concluir que osso cortical bovino, quer
desproteinizado a 100°C (Gen-Ox®, Baumer S.A.) ou a 1000°C (preparado em nosso
laboratério) podem ser usados como material de preenchimento osteo-substituto e
como potenciais carreadores das proteinas morfogenéticas do osso.

UNITERMOS: Biomateriais; Enxerto 6sseo; Fosfotirosina proteina fosfatase;
Fosfatase 4cida.
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INTRODUGCAO

O tecido Gsseo € congtituido, basicamente, por uma
matriz organica colagénica (coldgeno tipo ), contendo
proteoglicanas de baixo peso molecular e proteinas ndo
col&genas, gque corresponde basicamente a 25% de seu
peso; uma parte mineral (principal mente hidroxiapatita)
correspondente a 65% e os outros 10% constituidos de
agua. Sua funcdo esta relacionada, em geral, com a
constituicdo do esqueleto, sustentacéo e fixacdo dos
muscul os, servindo ainda como deposito paraions célcio
(MARKS; HERMEY % 1996)

Apesar de seu grande poder de reparo espontaneo
guando lesionado, o tecido 6sseo nao responde
convenientemente quando acometido de extensa perda
devido a traumas ou processos patoldgicos. Um das
alternativas mais vidveis nesses casos € o0 do enxerto de
0SS0 autdgeno em razédo de suas propriedades de
osteoconducdo e osteoinducdo. No entanto, importantes
inconvenientes como a necessidade de internacéo, maior
periodo de convaescenca, susceptibilidade a infecctes
no sitio doador e aindareabsorcéo progressiva e constante
(GOSAIN*21997) estimularam abuscado substituto ideal
para esse tipo de enxerto.

As caracterigticas desgjadas de um biomaterial séo:
biocompatibilidade, previsibilidade, aplicacéo clinica,
sem riscos transoperatérios e sequielas pds-operatérias
minimas, além de aceitacdo por parte do paciente. Apesar
de ndo se ter encontrado o material que preencha todos
esses requisitos, atualmente ha uma grande variedade de
opcdes para enxertos 0sseos, associada a um avanco
crescente no desenvolvimento e aperfeicoamento de
materiais para esse fim.

De acordo com o Instituto Nacional de Saude
americano (The National Ingtitute of Health Consensus
Development Conference on Denta Implants) em 1989,
as grandes variabilidades de materiai s para enxerto sseo
podem ser classificadas em 3 grandes familias: 0 0sso
autégeno, o enxerto a dgeno e o alopléstico. E imperativo
ressaltar que neste periodo umanovafamiliade materiais
deve ser acrescentada ao grupo, 0s enxertos xenogénicos.
O mecanismo de acdo destes materiais dependerd de sua
origem e congtituicdo (MISCH; DIETSH? 1993).

Os materiais para enxerto 0sseo podem atuar através
de 3 mecanismos: osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducdo. A osteogénese refere-se a materiais
orgéanicos capazes de formar osso diretamente a partir
de osteoblastos (MARX; SAUNDERS?* 1986). O
material osteoindutor € capaz de induzir atransformacéo
de cdulas mesenquimaisindiferenciadas em osteoblastos
ou condroblastos, aumentando o crescimento dsseo ou
mesmo formar 0sso onde ndo eraesperado (URIST*#1965
e 1980). A osteoconducgdo caracteriza um material
(geramente inorgénico) que permite a aposi¢ao de novo
tecido Gsseo a partir de 0sso pré-existente, requerendo a
presenca de tecido 6sseo ou células osteoprogenitoras
(MASTERS” 1988).

Diversos materiais tém sido empregados na clinica
odontol6gica em defeitos intra-dsseos além do enxerto
autégeno, alégeno mineralizado (FDBA) ou
desmineralizado (DFDBA) liofilizados, cerdmicas
biocompativeiscomo o fosfatos de cél cio e hidroxiapatita
sintética, vidros bioativos, polimeros e coral natural
(MARZOLA et al.?®, 1996; CIRELLI et al.5 1997;
ZITZMANN et a.*, 1997; YUKNA et d.®, 1998; TAGA
et al.®, 2000; HERCULIANI et al.*8, 2000). Os derivados
inorganicos como a hidroxiapatita (HA) e fosfato
tricalcico (FTC), os quais receberam grande atencédo
como materiais de preenchimento, espacadores e
substitutos para os enxertos 0sseos, principalmente
devido a sua biocompatibilidade, bioatividade e
caracteristicas de osteoconducdo em relacdo ao tecido
hospedeiro (DE GROOTY, 1980; JARCHO®Y, 1981,
DAMIEN et al.®, 1991; GRANJEIRO et a.®3, 1992;
BONACHELLA eta?, 1992; ARAGONESet d %, 1992;
OLIVEIRA et al.®, 1993; GREGHI; CAMPOS
JUNIOR?, 1994; TAGA¥, 1996; BURSTEIN et al .2,
1997). Contudo, STEPHAN?®® (1999) relata que a
hidroxiapatita sintética possui microestrutura, tamanho
do crigtal e tipo de ossificagdo muito diferente do 0sso
natural, o que pode produzir resposta bioldgica
indesgjada. O osso cortical bovino € uma HA natural
com composi¢ao quimica, porosidade, tamanho e forma
semel hantes ahumana, que pareceter um comportamento
mais fisioldgico durante a regeneracdo Gssea.

Certamente, a reconstrucéo esquelética sofrerd um
salto tecnoldgico significativo com o crescente estudo e
desenvolvimento dos fatores de inducéo da formacéo
0ssea associados a diversos sistemas de carreamento
(LINDHOLMZ, 1997; LEVINE et al.??2, 1997;
CONCANNON et al.5, 1997; MORONE; BODEN?,
1998; RODRIGUEZ SANCHEZ et a.*, 2000). O papel
de carreador dosfatores de inducéo Gssea potencialmente
pode ser desempenhado pelo 0sso bovino cortical ou
medular, macro ou microgranular, desproteinizado, como
jafoi demonstrado em estudos clinicos (YUKNA et a.*,
1998) . Além de fornecer uma estrutura de suporte e
osteoconducdo, podem prover também um alto contelido
de célcio e fasforo, essenciais para 0 neoformacdo do
tecido 6sseo (DAMIEN et a4, 1995; SCIADINI et al.%,
1997).

Assim, o objetivo destetrabalho foi avaiar aresposta
tecidual frente a dois tipos de 0sso inorgénico cortica
bovino microgranular, um desproteinizado a100°C (Gen-
Ox®, Baumer S.A.) e outro a 1000°C (preparado no
laboratério de Bioguimica da FOB-USP), implantados
em tecido subcuténeo de ratos. Pretende-se ainda avaliar
a correlacdo entre as caracteristicas microscépicas do
tecido reaciona com a atividade especifica da fosfatase
&cida de ata massa molecular relativa (um marcador
lisossomal) e dafosfotirosina proteinafosfatase, umadas
enzimas responsaveis pelo controle do processo de
proliferacdo e diferenciacéo celular (GRANJEIRO et
al.*, 1997a).



MATERIAL E METODOS

Um total de 60 ratos albinos da linhagem wistar
(Rattus Novergicus), machos adultos (160g), foram
divididos aleatoriamente em grupos de 5 animais cada,
os quais foram sacrificados 10, 20, 30 e 60 dias apds a
implantacdo do material.

Grupos Experimentais

Grupo I: Controle, capsulas de colégeno vazias;

Grupo II-100: Particulas de osso cortical
microgranular (250-1000 um), desproteinizadasa 100°C
(Gen-Ox®, Baumer S.A., Registro MSn° 103.455.00001)
e armazenadas em capsulas de colégeno;

Grupo ITI-1000: Particulas de osso cortical
microgranular (250-1000 pm), desproteinizadas a
1000°C (preparados no laboratdrio de Bioguimica da
FOB-USP) e armazenadas em capsulas de colageno.

Todos os materiais implantados utilizados para o
enxerto, foram esterilizados previamente por radiacdo
gama.

Preparo dos animais e procedimentos de implantacio

Cadaanimal foi anestesiado dentro de umacampéanula
por inalacdo de éter etilico, sendo mantidos neste estado
por todo o periodo operatério com o auxilio de um
pequeno recipiente contendo algoddo embebido em éter.
Quando imoveis, foram colocados sobre um campo
esterilizado e imobilizados para o ato operatorio. A
tricotomia e a assepsia com gaze embebida em acool
iodado foram realizadas na regido dorsa dos animais,
na qua uma incisdo reta (3cm, 1dmina 10), no sentido
cranio-caudal, exp0s o tecido conjuntivo subcutaneo. A
divulsgo do tecido conjuntivo, foi redlizada a direitae a
esquerda da linha cranio-caudal, suficientemente
distantes para a acomodacdo de duas cépsulas de
colageno que continham os implantes. Suturas
descontinuas (fio de seda 4.0) foram realizadas parauma
perfeitacoaptacdo das bordas, seguidade anti-sepsiacom
acool iodado e removida apds uma semana. Por todo o
periodo experimental os animais receberam dieta normal
“ad libitum” composta de racdo e agua.

Obtencdo das bidpsias e preparo histotécnico

Decorridos os periodos experimentais, particulares a
cada grupo de animal, estes foram novamente
anestesiados e submetidos a cirurgia, sendo os
procedimentos realizados de forma idéntica a fase
cirdrgica inicial para a implantacdo dos materiais. As
pecas histologicas foram removidas e 0s animais
sacrificados pelainalaco constante de éter etilico até a
parada respiratéria. Imediatamente apds a remocdo das
pecas, estas foram imersas em formalina tamponada a
10% por um periodo de 24 horas para a fixagdo dos
tecidos e, em seguida, lavadas em égua corrente por 5
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horas. Cadapegacirurgicafoi cortadano sentido do longo
eixo antes da inclusdo em parafina realizada de acordo
com a técnica de rotina da Disciplina de Histologia da
FOB-USP. Cortes de 6 um de espessura obtidos com
navalhas descartaveis (Jung-Reichardt, Alemanha),
foram corados com hematoxilina-eosina segundo a
técnica convencional.

Microscopia (analise qualitativa):

A morfologia e a regularidade superficial das
particulas dos vérios materiais empregados no estudo,
assim como a resposta bi ol égica dos tecidos subcuténeos
aesses materiais foram anali sados ao microscopio ptico
(Zeiss).

Determinacio da atividade enzimatica.

A outra pega cirtrgica removida foi homogeneizada
em tamp@o acetato 100 mM, pH 5, contendo EDTA e b-
mercaptoetanol 1 mM e centrifugada a 20.000 rpm
durante 30 minutos. O sobrenadante constituiu o extrato
utilizado para a quantificagdo de proteina, da fosfatase
acidatotal e daatividade fosfotirosina proteinafosfatase,
através da inibicéo diferencia por tartarato, fluoreto, e
p-hidroxidomercuribenzoato (pHMB), como descrito
anteriormente (Granjeiro et a., 1997a; Granjeiro et al.,
1997b; Buzalaf et a., 1998).

Umaunidade de atividade enzimatica (UE) é definida
como a quantidade de enzima necesséria para produzir 1
pmol de p-Nitrofenol por minuto.

A atividade enzimatica especifica (AE) € expressa
como unidade de atividade enzimatica por miligrama de
proteina (AE=UE/mg).

Determinacio do p-nitrofenol (Fosfatase Acida Total,
FAT)

Para um volume final de 1,0 ml, areacdo foi iniciada
pela adicdo de 0,05 ml do extrato a um meio contendo
100 mM de tampéo acetato de sodio, pH 5,0 e 5 mM do
substrato pNPP (p-nitrofenil fosfato). A paralisacéo
ocorreu pela adicdo de 1,0 ml de NaOH 1,0 M, ap6s
incubag@o por 10 minutos a 37°C. Nos controles, a
enzima foi adicionada apds a colocagdo do NaOH. A
medida da absor¢do foi feita a405nm, e=18000 M- crmr
1 (espectrofotébmetro Ultrospec 1, Pharmacia).

Determinaciio da Fosfatase Acida Lisossomal (FAL)

A atividade da Fosfatase Acida Lisossomal (FAL) foi
determinada como descrito acima, exceto pela adicéo de
p-hidroximercuribenzoato (pHMB) 1 mM, um potente
inibidor da fosfatase &cida de baixa massa molecular
relativa(FABMr). A diferencaentre aatividade especifica
da FAT e a FAL resulta na aividade da FABMr.



a4 b

OLIVEIRA, R. C. de; SICCA, C. M.; SILVA, T. L. da; CESTARI, T. M.; OLIVEIRA, D. T.; BUZALAF, M. A. R.; TAGA, R.; TAGA, E. M.; GRANJEIRO, J. M.
EFEITO DA TEMPERATURA DE DESPROTEINIZAGAO NO PREPARO DE OSSO CORTICAL BOVINO MICROGRANULAR.

AVALIAGAO MICROSCOPICA E BIOQUIMICA DA RESPOSTA CELULAR EM SUBCUTANEO DE RATOS

Determinacio da tirosina

A atividade sobre a tirosina fosfato (Tyr-P) foi
realizada nas mesmas condi¢fes descritas acima, pelo
método direto, exceto pela utilizacgo datirosina fosfato
(5 mM) como substrato e pela presenca de 10 mM de
NaF e Tartarato (inibidores dafosfatase acidalisossomal).
A quantificac8o do produto formado (tirosina) foi dada
pelaleitura da absorbancia em 293nm, e=2411M-* cmi?,
(Granjeiro et al., 1997b).

Determinacio de proteina

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry
como descrito anteriormente (Hartree, 1972), utilizando
o reagente de Folin-Ciocalteau. A leiturada Absorbancia
foi realizada a 660 nm apds 30 minutos de espera a
temperatura ambiente. A albumina de soro bovino foi
utilizada como padré&o.

RESULTADOS

Em mamiferos, a fosfatase &cida pode ser dividida
em 3 grandes classes: fosfatase acida de alta massa
molecular relativa (Mr), de Mr intermedi&ria e de baixa
Mr. A fosfatase de dta Mr € também conhecida como
um cléssico marcador lisossomal e encontra-se sempre
elevadanos quadrosinflamatdrios ou infecciosos, durante
o remodelamento celular ou tecidual e em algumas
patologias. A de baixa Mr é reconhecida hoje como uma
proteina tirosina fosfatase relacionada com o controle
do processo de proliferacdo, diferenciacdo e
transformacdo celular (Granjeiro et a., 1997a; Ramponi

e Stefani, 1997). A isoforma de Mr intermediédria, nos
0Ss0s, € responsavel pela reabsorcdo Gssea. Em outros
tecidos sua funcé@o ainda € obscura, embora tenha seus
niveis aumentados em algumas patologias como a
leucemia reticulo endotelial (Ketchan et al., 1985).

Neste estudo, os niveis da FABMr e Tyr-P foram
medidos. A FAT éaatividade obtidaem pH 5,0 utilizando
0 pNPP como substrato. Quando esta reacdo € realizada
na presenca de pHMB, toda a atividade fosfotirosina
fosfatase (igual a FABMr) é inibida, restando apenas a
atividade da FAL (Fosfatase &cida lisossomal). A
isoforma de Mr intermediaria tem baixa atividade no
tecido subcuténeo e é parcialmente inibida por pHMB,
sendo possivel desprezar sua atividade residual. A
atividade da FABMr ¢é obtida, entdo, a partir da funcdo
entre FAT e FAL (FABMr=FAT-FAL).

Analises enzimaticas

Os resultados da atividade especifica de cada enzima
foram comparados entre 0s grupos e entre o0s periodos
experimentais. Esses dados séo apresentados na Tabela 1.

De modo geral, no grupo controle, a FAT manteve-se
com atividade especifica (AE) constante durante os 4
periodos experimentais (cerca de 17 nmol/min mg). A
FAL s6foi detectada no primeiro eterceiro periodos, em
contraposicdo a Tyr-P detectada nos segundo e Ultimo
periodos.

Para o Grupo 11-100 (Gen-Ox®, Baumer S.A), a
atividade da FAT diminuiu com o decorrer do tempo,
mas voltou a elevar-se no Ultimo periodo experimental,
similarmente as outras enzimas analisadas neste grupo.
No Grupo 111-1000, a AE da FAT mantém-se elevada até
o0 periodo de 20 dias, diminui aos 30 dias, elevando-se

TABELA 1 - Determinagéo da Atividade Especifica da Fosfatase Acida e Tirosina Fosfatase nos Extratos de Tecido Subcutaneo

de Rato
Atividade Periodos Experimentais (Dias)
Enzimatica
10 20 30 60
Ctrl I? e Ctrl Il ]} Ctrl Il ]} Ctrl Il ]}
FAT 15,8° 52,4 26,8 184 40,1 315 19,2 176 151 17,3 254 20,2
(04) (02) (2,3) (03) (05 (0,98) (0,1) (0,6) (0,3 (2,3) (0.4) (0.6)
FABMr 6,8 35,6 13,2 184 16,3 8,9 10,3 8,2 7,3 17,2 10,0 54
(03) (1.8) (0,7 (0,90 (©,8) (0,5 (05 (04) (04 0,9) (0,5 (0.3)
FAL 90 16,9 13,6 00 245 224 89 94 78 0,0 154 148
(0,4) (0,9 (098 (0,00 (©,1) (0,6) (03) (0,2) (04 (0,0) (0.4) (1.4)
Tyr-P 0,4 12,2 0,2 7,0 105 1,3 0,4 0,5 0,8 7,0 2,6 0,9
(0,03) (1,3) (0.2) (0,2) (2,0) (0.3) (0,7) (0,3) (0,5) (1.1) (0.6 (03

!Ctrl = Grupo Controle
2]l = Grupo 11-100
3l = Grupo 111-1000

"Atividade Especifica (hnmol/min.mg) e, entre paréntesis, erro padrdo das determinagfes realizadas em triplicata para n=5.



no Ultimo periodo. A atividade das fosfatases e Tyr-P é
mais elevada no Grupo 11-100 que no 111-1000 em todos
os periodos experimentais, principalmente devido a
atividade da FABMTr. O perfil gerd da AE das fosfatases
guantificadas mostra uma diminui¢do progressiva da
atividade, seguida de um pequeno aumento no dltimo
periodo.

Asproteinastirosinafosfatases (PTP) constituem uma
superfamilia dividida em 4 sub-classes. PTP Especifica,
Tipo VH1, PTP de BMr (= FABMr) e a cdc25. Destas,
apenas a Ultima esté associada a entrada na fase mitética
(M) do ciclo celular. As outras trés atuam contrapondo-
se a atividade tirosina quinase, ou sgja, inibindo a
proliferacdo e diferenciacdo celular. A PTP de BMr era
inicialmente conhecida como uma fosfatase écida de
BMr, e a diminuicdo de sua AE também pode indicar
uma maior proliferacdo celular a partir de 30 dias, pois
esté especificamente rel acionada ao controle negativo da
proliferacdo celular (Ramponi e Stefani, 1997).

Analises microscépicas

Os resultados referentes a andise microscopica dos
diferentes materiais (Grupo Ctrl, Grupo 11-100 e Grupo
[11-1000) nos diferentes periodos sdo descritos a seguir.

Periodo de 10 dias (Figuras 1A, C e E):

Observamos no grupo controle areas focais com
grande celularidade, caracterizadas por células volumosas
contendo material no citoplasma, sugestivas de
macroéfagos contendo parte da cdpsula de colageno
implantada.

Neste periodo notou-se a presenca de um intenso
infiltrado inflamatério crénico rico em macréfagos e
células gigantes multinucleadas inflamatérias (CGMIs)
circunscrevendo as particulas de osso cortical bovino
microgranular desproteinizado a 100°C (Gen-Ox®,
Baumer SA.), bem como interagindo com fragmentos
da cépsula de colageno utilizada como carreador do
material. Este processo inflamatério encontrava-se
organizado como um granuloma circunscrito
perifericamente por um discreto fibrosamento tecidual.
Na regido central do granuloma formado os fendmenos
inflamat6rios agudos como a presenca do exsudato e do
infiltrado inflamat6rio rico em polimorfonucleares eram
observados ao redor das particulas. As proliferaces
fibrobléstica e angiobléstica foram intensas, refletindo
as necessidades metabdlicas do granuloma.

Na regido subcuténea dos animais onde foi
implantado 0 0sso cortical microgranular desproteinizado
a 1000°C (Grupo 111-1000), observamos um intenso
infiltrado inflamatério crénico, caracterizado por
macrofagos e CGMIs. A proliferacdo fibrobléstica e
angioblésticaeraleve e o grau de fibrosamento moderado.
Aos10dias, jAobservamos agumas célulasinflamatdrias
no interior das particulas implantadas.

Periodo de 20 dias

O grupo controle ja apresentava um infiltrado
inflamatdrio menos intenso que no periodo anterior, com
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uma moderada proliferacéo de vasos sanglineos de
fibroblastos. Em agumas regifes notavam-se pequenos
focos com macréfagos contendo material fagocitado
sugestivo de cpsula de colageno.

Com 20 dias as caracteristicas microscopicas (Grupo
[1-100) indicavam uma maior intensidade do infiltrado
inflamatorio cronico associado aum maior fibrosamento
do granuloma, quando comparados com o periodo
anterior. Fragmentos da capsula de coldgeno em franco
processo de reabsor¢do pelos macrofagos e células
gigantes multinucleadas (CGMIs) também foram
observados. AsproliferacBesfibroblasticae angioblastica
eram moderadas e inUmeros capilares sanguineos
neoformados podiam ser observados entre as particulas
implantadas.

Nos animais do Grupo 111-1000, visualizamos um
infiltrado inflamatdrio leve amoderado, com macréfagos
e células gigantes multinucleadas inflamatorias. As
proliferacBes fibrobléastica e angioblastica eram mais
intensas e o grau de fibrosamento moderado. Também
observamos células inflamatorias em intimo contato com
as particulas, como no periodo anterior.

Periodo de 30 dias

No grupo controle notou-se um maior fibrosamento
além da presenca de inimeros capilares sangliineos em
relacdo aos periodos anteriores. O infiltrado inflamatorio
cronico era discreto porém existiam alguns focos
contendo macrdéfagos como visto nos periodos anteriores.

Poucas diferencas microscopicas foram observadas
no granuloma do Grupo 11-100 em relacdo ao grupo
experimental de 20 dias. Os fragmentos da capsula de
colédgeno eram pouco perceptiveis neste periodo,
demonstrando uma maior reabsor¢do deste material.

Para o Grupo |11-1000, observou-se na regiao
subcuténea um menor infiltrado inflamatério crénico,
além de uma intensa proliferacéo fibroblastica e
moderada proliferagcdo angioblastica, e um fibrosamento
também intenso.

Periodo de 60 dias (Figura1lB, D e F)

No grupo controle haviafocos de célulasinflamatorias
crénicas na regido subcuténea dos animais. Porém, o
tecido de granulacéo era discreto, mas rico em vasos
sanglineos e fibroblastos.

Aos 60 dias, as particulas do material do Grupo I1-
100 apresentavam-se circunscritas ora por fibras
colégenas bem organizadas, ora por células gigantes
multinucleadas inflamatérias e alguns macréfagos.
Pequenas particulas da capsula de colageno ainda
estavam presentes neste periodo experimental.

Observamos um tecido granulomatoso formado
adjacente ao material do Grupo 111-1000 mostrando um
infiltrado inflamatdrio crénico discreto. A proliferacéo
fibroblastica e angioblastica era semelhante ao periodo
anterior (30 dias) deste mesmo grupo experimental.



FIGURA 1 - Aspecto microscépico dos implantes de capsulas de colageno vazias (A, 10 dias; B, 60 dias), Grupo 11-100 (C, 10
dias; D, 60 dias) e Grupo I1I-1000 (E, 10 dias; F, 60 dias). No grupo controle (A e B) ocorre diminui¢do do infiltrado
inflamatorio apés o periodo de 60 dias (B). E possivel encontrar particulas do osso cortical (MI) desproteinizado a
100 (C e D) ou 1000°C (E e F) envolvidas por células gigantes multinucleadas inflamatérias (CGMIs, setas).
Aumento Original: 10x (A e B); 40x (E e F); 100x (D); 160x (C). Coloragdo H.E.

DISCUSSAO

A identificaco bioquimica da atividade enzimédtica
dos diferentes tipos de fosfatase &cida ndo é comum na
literatura, contudo, é possivel verificar comportamentos
distintos para cada fosfatase. O exato papel de cadauma
delas permanece ainda sob investigagdo, porém é possivel
correlacionar a maior atividade da FAL com o grau de
mobilizagdo das células de defesa (polimorfonucleares

e macréfagos), uma vez que estas células s3o ricas em
lisossomos.

A implantagdo subcuténeaou intramuscular de matriz
Ossea desvitalizada e desmineralizada pode induzir a
osteogénese em um sitio ectopico (URIST; STRATES®,
1970; REDDI; HUGGINS®, 1972). Por outro lado, a
implantacdo de matriz 6sseadesvitalizadae mineralizada
no tecido subcuténeo ou intramuscular inibe esta
capacidade indutiva (URIST; STRATES®, 1970).



REDDI; HUGGINS® (1972) identificaram células
gigantes multinucleadas, ricas em é&cidos organicos
presumivelmente para dissolucdo mineral, no sitio de
implantacdo de matriz mineralizada. Eles propuseram que
a presenca de matriz mineralizada sozinha ou em
combinagcdo com matriz desmineralizada, inibia a
osteogénese. A natureza das células gigantes
multinucleadas inflamatérias (CGMIS) recrutadas nos
enxertos subcutaneos de particulas mineralizadas € ainda
motivo de controvérsia na literatura.

KELLY; SCHNEIDER?® (1991) implantaram matriz
desmineralizada, mineralizada e acombinacdo de ambas,
naregido subcuténeadorsal de ratos adultosjovens. Eles
verificaram nos implantes mineralizados a presenca de
CGMIs que ndo possuiam atividade fosfatase tartarato
resistente (TRAP) nem morfologiasimilar aosteoclastos.
No implante de matriz desmineralizeda, a maioria das
CGMIs demonstrou uma expressao significativa da
TRAP e morfologiasimilar a osteoclastos, enquanto que
aimplantacdo combinada dos materiais proporcionou a
presenca desses dois tipos de CGMIs.

Acredita-se hoje (GLOWACKIY, 1986; KELLY;
SCHNEIDER?, 1991), que existam doistipos de células
multinucleadas ao redor do implante de particulas
minerais de 0sso desvitalizado, um tipo com aspecto
microscopico e estrutural tipico de CGMIscom evidéncia
de degradacdo dssea, e um outro tipo, em menor
guantidade, e com aparéncia microscopica de
osteoclastos mas sem a borda em escova caracteristica.
Para estes autores a reabsor¢éo pode ocorrer tanto por
CGMIs como por osteoclastos. No presente estudo,
utilizando microscopia 6ptica, ndo verificamos bordaem
escova nas CGMIs em volta dos materiais implantados,
em qualquer periodo experimental. No entanto, a
ausénciadelacunas de Howship e aaparente regul aridade
de contorno das particulas sugerem que as CGMIs
observadas ndo sdo do tipo osteoclasto (Y OUNG et al .,
1999).

O implante do osso bovino microgranular
desproteinizado induziu naregido subcuténea, como pode
ser observado na Figuras de 1C a 1F, um granuloma do
tipo corpo estranho, geralmente desencadeado por
particulas inertes que atraem macrofagos mas séo
incapazes de ativar o sistema imune (COTRAN;
KUMAR; COLLINS” 1999). Neste trabalho
provavelmente isto ocorreu porque a eliminacdo da parte
organicaproté ca do 0sso bovino permitiu que o material
apresentasse um comportamento bioldgico semelhante
a0 de uma particulainerte, sem interacdo com as células
de defesa macrofégicas atraidas para o local. A auséncia
de uma maior ativagdo dos macrofagos pelas particulas
de 0sso bovino microgranular desproteinizado a 100°C
(Gen-Ox®, Baumer S.A.) ou 1000°C pode ser confirmada
a0 longo do tempo pelo aumento do fibrosamento do
granuloma formado e também por uma diminuicdo da
atividade da FAT entre o periodo experimental de 10 dias
e 0 de 60 dias.

Resultados positivos relacionados com a utilizagdo
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de 0sso inorgéni co bovino foram rel atados anteriormente.
STEPHAN?® (1999) sugere o grande potencial destetipo
de material quanto a seu emprego como carreador de
proteinas e fatores de crescimento, devido a capacidade
de osteoblastos em culturas crescerem aderidos a sua
superficie. YUKNA et. a .3, (1998) relataram que 0 0sso
inorganico bovino em combinacdo com um peptideo
recombinante de 15 amino&acidos derivado do coldgeno
Tipo | proporcionou resultados clinicos melhores que o
DFDBA ou o retalho total, para o tratamento de defeitos
0sseos periodontais em humanos.

A matriz inorgénica derivada de 0sso bovino € uma
hidroxiapatita xenogénica, micro porosa e natural, cujo
similar nos Estados Unidos esta aprovado pela Food and
Drug Administration para uso como material de
preenchimento (Y UKNA et a.*, 1998). Neste trabalho,
as duas particul as de 0sso bovino submetidas a diferentes
temperaturas de desproteinizacdo proporcionaram uma
resposta tecidual no subcutaneo de ratos similar aguela
descritaparao enxerto al bgeno mineralizado nas mesmas
condicbes (KELLY; SCHENEIDER?Z, 1991),
confirmando que o 0sso bovino pode ser utilizado
adequadamente como materia de preenchimento.

CONCLUSAO

A implantagdo de matriz 6ssea mineralizada e
desproteinizada no tecido subcuténeo de ratos, mesmo
em se tratando de enxerto alogénico, induz a formacéo
de um granuloma tipo corpo estranho com recrutamento
de macréfagos e CGMIs. Os resultados obtidos no atual
trabalho mostraram que 0 0sso mineralizado bovino, quer
desproteinizado a 100 ou 1000°C, promove umaresposta
tecidua semehante a implantacdo subcuténea de 0sso
autégeno ou alégeno mineralizado. Isto nos permitiu
concluir que os materiaistestados podem ser usados como
material de preenchimento osteo-substitutos e como
potenciais candidatos a carreadores das proteinas
morfogenéticas do 0sso.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem os servidores da FOB-USP,
Ovidio dos Santos Sobrinho, Gilmar Vicente da Silva,
Luiz CarlosdaSilva, Erasmo GongalvesdaSilva, Daniele
Santi Ceolin, pelo auxilio técnico prestado durante a
execucdo deste trabalho.

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the
biocompatibility of two mineralized bone graft produced
from bovine cortical bone that were devitalized at 100°C
(Gen-Ox®, Baumer S.A.) or at 1000°C (prepared in our
laboratory). Particulate (250-1000 um) bone grafts were
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OLIVEIRA, R. C. de; SICCA, C. M.; SILVA, T. L. da; CESTARI, T. M.; OLIVEIRA, D. T.; BUZALAF, M. A. R.; TAGA, R.; TAGA, E. M.; GRANJEIRO, J. M.
EFEITO DA TEMPERATURA DE DESPROTEINIZAGAO NO PREPARO DE OSSO CORTICAL BOVINO MICROGRANULAR.

AVALIAGAO MICROSCOPICA E BIOQUIMICA DA RESPOSTA CELULAR EM SUBCUTANEO DE RATOS

implanted in the dorsal rat subcutaneous pocket and, after
10, 20, 30 and 60 days post-implantation, the reaction
tissues were removed and processed for morphologica
and biochemical analysis. Morphologically, mono and
multi-nucleated giant cellswerefound in close apposition
to the particles, resembling a foreign body reaction,
similarly to subcutaneous response to implants of
autogenousbone or alografts. Devitalization temperature
did no induce significant differencesin acid phosphatase
levels at the end of experimental period. We conclude
that bovine cortical bones devitalized at 100°C (Gen-Ox®,
Baumer S.A.) or 1000°C (prepared in our laboratory)
could be used as bone replacement graft materials and/
or potentia carriers for bone morphogenic proteins.

Uniterms: Biomaterials, Bonegraft; Phosphotyrosine
protein phosphatase; Acid phosphatase.
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