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ssetrabalho teve o propésito de avaliar comparativamente arepostacelular em

subcuténeo deratos ao enxerto de 0sso cortical bovino desproteinizado a100°C
(Gen-Ox®, Baumer S.A.), naforma microgranular (250-1000 mm) e macrogranul ar
(2000-2000 mm). Ap6s 10, 20, 30 e 60 dias daimplantagdo dos materiais, 0sanimais
foram sacrificados e as pegas histol 6gicasremovidas. A andlise microscopicamostrou
para ambos os materiais uma reacdo granulomatosa tipo corpo estranho de baixa
renovagao contendo macréfagos e cél ulas gigantes multinucleadas em contato com o
material. A particulamicrogranular induziu umarespostacel ular pouco maisexuberante
apos 10 dias daimplantacdo, diferenca que ndo foi mais observada apds 60 dias. A
andlise bioguimica ndo acusou diferencas substanciais entre os grupos testados; a
atividade especificadafosfatase &cidatotal foi mais acentuadano inicio do processo
em resposta a forma microgranular, mas praticamente igualou-se ao grupo
macrogranular depois de 60 dias. Podemos concluir que osso cortical bovino
desproteinizado a 100°C, quer macro ou microgranular promoveu resposta tecidual
semelhante a descrita para implantacdo subcuténea de osso autégeno ou alégeno
mineralizado, sugerindo que possa ser usado como material de preenchimento
osteosubstituto e como potencial carreador das proteinas morfogenéticas do 0sso.

Unitermos: Biomateriais, Enxerto 0sseo; Fosfotirosina proteinafosfatase; Fosfatase
&cida.
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Introducao

Nabusca de desenvolver substitutos biol gicos para
restaurar, manter ou melhorar a funcéo de diversos
tecidos, um novo campo interdisciplinar tem emergido
com intenso vigor: a Engenharia de Tecidos. Véarias
estratégias tém sido utilizadas nesse campo?’, como: 1)
reposi ¢do commateria sintético; 2) enxertos xenogénicos
submetido aligagdo cruzada paraestabilizagéo; 3) células
presas em camaras de difusdo, microcdpsulas ou que
cresceram sobre substratosreabsorviveis; 4) substancias,
capazes de induzir células ou tecidos (fatores de
crescimentos e morfogenes), destinadas e/ou implantadas
no local adequado.

Um dos poucos tecidos de mamiferos capazes de
regeneracdo é o tecido 0sseo. Em grande parte isto se
deve a habilidade dos fatores de crescimento em
direcionar as células-tronco paraasvias condrogénicae
osteogénica, e ao papel dasforgas mecanicas estimulando
aremodelacdo Gssea.

Contudo, grandes perdas Gsseas ocasionadas por
doencas ou acidentes simplesmente ndo reparam. Nas
décadas recentes, temos aprendido a utilizar enxertos de
outros locais do corpo para seu tratamento. No entanto,
em varios pacientes, a quantidade e qualidade do osso
gue poderia ser utilizado simplesmente séo
insuficientes®. Com a finalidade de superar tais
limitacOes, vérios pesquisadores em todo mundo tém
buscado materiais alternativos para substituicdo do
enxerto autdgeno.

As caracteristicas desgjadas de um materia 6sseo-
substituto sdo: biocompatibilidade, previsibilidade e
aplicagdo clinica sem riscos transoperatorios e seqiielas
poOs-operatérias minimas, além de aceitagdo por parte do
paciente. Apesar de ndo se ter encontrado um material
gue preenchatodos esses requisitos, atualmente hauma
grande variedade de opgdes para enxertos 0sseos,
associada a um avanco crescente no desenvolvimento e
aperfeicoamento de materiais para esse fim.

Os materiais para enxerto 6sseo podem ser
classificados como osteogénicos, osteoindutores e
osteocondutores. Os osteogénicosreferem-seamateriais
organicos capazes de estimular a formagdo de 0sso
diretamente a partir de osteobl astos®. Os osteoi ndutores
sd0 aquel es capazesdeinduzir adiferenciacdo de cdlulas
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos ou
condroblastos, aumentando a formagdo dssea no local
ou mesmo estimular a formagdo de 0sso em um sitio
heterotdpico®*4, Os materiais osteocondutores
(geralmente inorganicos) permitem a aposicdo de um
novo tecido 6sseo na sua superficie, requerendo a
presenca de tecido 6sseo pré-existente como fonte de

células osteoprogenitoras.

Deste modo, diversos materiaistém sido empregados
na clinica odontol 6gica em defeitos intra-Gsseos, como:
0 enxerto alégeno mineralizado (FDBA) ou o
desmineralizado liofilizado (DFDBA), e as ceramicas
biocompativeiscomo ade coral natural, fosfato de célcio
e hidroxiapatita sintética, vidros bioativos e
polimeros>17:26384345. Qs derivadosinorgéanicos sintéticos
como a hidroxiapatita e fosfato tricalcico, tém recebido
grande atencdo como materiais de preenchimento,
espacadores e substitutos para os enxertos 6sseos,
principalmente devido a sua biocompatibilidade,
bioatividade e caracteristicas de osteoconducé@o em
relacdo ao tecido hospedeirol23791215282037 - Contudo,
Stephan® (1999) relatou que a hidroxiapatita sintética
possui microestrutura e tamanho do cristal muito
diferentedo osso natural, 0 que poderiaproduzir resposta
biologica indesejada. O osso cortical bovino é uma
hidroxiapatita natural de composi¢cdo quimica,
porosidade, tamanho e forma semel hantes a humana, que
parece ter um comportamento maisfisiol égico durantea
regeneracao dssea.

Durante o desenvolvimento de novos biomateriais a
preocupacdo com a forma e o tamanho do material
utilizado tem sido uma preocupagéo constante. Ainda é
muito controverso o real papel do tamanho de particulas
naresposta celular e tecidual aos enxertos 6sseos!®=,

O papel de carreador dos fatores de indugdo Ossea
potencialmente pode ser desempenhado pel 0 0sso bovino
cortical ou medular, macro ou microgranular,
desproteinizado, como j& foi demonstrado em estudos
clinicos®. Além de fornecer uma estrutura de suporte e
osteoconducéo, podem prover também um alto contelido
de célcio e fésforo, essenciais para a neoformagéo do
tecido Gsseo®2.

Continuando o estudo sistemético sobre potenciais
carreadores parafatores de crescimento ou materiais para
preenchimento 0sse0?®, objetivamos neste trabalho
comparar arespostatecidual ao 0sso inorgénico cortical
bovino desproteinizado a 100°C (Gen-Ox®, Baumer
S.A.), nasformasmicro (250-1000 pum) e macrogranular
(1000-2000 pm), implantados em tecido subcutaneo de
ratos. Foi avaliada a correlacdo entre as caracteristicas
microscopicas do tecido reacional com a atividade
especificadafosfatase &cidade altamassamolecular (um
marcador lisossomal) e da fosfotirosina proteina
fosfatase, uma classe de enzimas responsaveis pelo
controle do processo de proliferacdo e diferenciacéo
celular34,



Material e M étodo

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 apos a
implantacdo do material.

GruposExperimentais

Grupo |: Controle, capsulas de coldgeno vazias;

Grupo |I: Particulas de 0sso cortical microgranular,
0,1g (250-1000 pm), desproteinizadas a 100°C (Gen-
Ox®, Baumer S.A., Registro MS n° 103.455.00001),
acondicionadas em capsulas de colageno;

Grupo |11 Particulas de osso cortical macrogranular,
0,1g (1000-2000 pm), desproteinizadas a 100°C (Gen-
Ox®, Baumer S.A., Registro MS n° 103.455.00001),
acondi cionadas em capsul as de col égeno.

Preparo dos animais e procedimentos deimplantacéo

Cadaanimal foi anestesiado dentro deumacampéanula
por inal acéo de éter etilico, sendo mantidos neste estado
por todo o periodo operatério com o auxilio de um
pequeno reci piente contendo al godao embebido em éter.
Quando imdveis, foram colocados sobre um campo
esterilizado e imobilizados para o ato operatério. A
tricotomia e a assepsia com gaze embebida em & cool
iodado foram realizadas na regido dorsal dos animais,
na qual uma incisao reta (3cm, lamina 10), no sentido
crénio-caudal, expds o tecido conjuntivo subcutaneo. A
divulsdo do tecido conjuntivo, foi realizadaadireitae a
esqguerda da linha crénio-caudal, suficientemente
distantes para a acomodag&o de duas cpsulas de
col &geno gque continham o material. Suturas descontinuas
(fio de seda 4.0) foram realizadas para uma perfeita
coaptacao das bordas, seguidade anti-sepsiacom 8 cool
iodado e removidaapds umasemana. Por todo o periodo
experimental os animais receberam dieta normal “ad
libitum” composta de racdo e &gua.

Obtencéo dasbidpsias e preparo histotécnico

Decorridos os periodos experimentais, particularesa
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 histoldgicas foram removidas e os animais
sacrificados pelainalagdo constante de éter etilico até a
parada respiratéria. |mediatamente apds a remogao das
pecas, estas foram imersas em formalina tamponada a
10% por um periodo de 24 horas para a fixagdo dos
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tecidos e, em seguida, lavadas em agua corrente por 5
horas. Cadapecacirurgicafoi cortadano sentido do longo
€iXxo e submetida a processamento para inclusdo em
Paraplast. Cortes de 6 um de espessura foram obtidos e
corados pelatécnica da hematoxilina-eosina.

Microscopia (andlise qualitativa)

A morfologia e a regularidade superficial das
particulas dos materiais empregados no estudo, assim
como a resposta bioldgica do tecido subcutaneo a esses
materiais foi analisada ao microscopio Optico (Zeiss).

Determinacdo da atividade enzimética

A outra pega cirdrgica removidafoi homogeneizada
em tampéo acetato 100 mM, pH 5, contendo EDTA eb-
mercaptoetanol 1 mM, seguidade centrifugacdo a20.000
rpm durante 30 minutos. O sobrenadante constituiu o
extrato utilizado para a quantificacdo de proteina, da
fosfatase &cidatotal e daatividadefosfotirosinaproteina
fosfatase, através da inibicdo diferencia por tartarato,
fluoreto, e p-hidroxidomercuribenzoato (pHMB), como
descrito anteriormente? 1314,

Umaunidade de atividade enzimatica (UE) é definida
como aquantidade de enzimanecessé&riaparaproduzir 1
pmol de p-Nitrofenol por minuto.

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

Determinac&o do p-nitrofenol (Fosfatase Acida Total,
FAT)

Paraum volumefinal de 1,0 ml, areacdo foi iniciada
pela adi¢do de 0,05 ml do extrato a um meio contendo
100 mM de tampé&o acetato de sodio, pH 5,0 e5 mM do
substrato pNPP (p-nitrofenil fosfato). A paralisacdo
ocorreu pela adicdo de 1,0 ml de NaOH 1,0 M, apds
incubagdo por 10 minutosa37°C. No controle, aenzima
foi adicionada apds a colocacéo do NaOH. A medidada
absorc¢do foi feita a 405nm, e=18000 M-t cm,
(espectrofotdmetro Ultrospec |1, Pharmacia).

Determinagéo da Fosfatase Acida Lisossomal (FAL)

A atividade daFosfatase AcidaLisossomal (FAL) foi
determinada como descrito acima, exceto pelaadicéo de
pHMB 1 mM, um potente inibidor dafosfatase acidade
baixa massa molecular relativa (FABMr). A diferenca
entre a atividade especifica da FAT e a FAL resulta na
atividade da FABMr.

Determinacao datirosina (Tyr-P)

A atividade sobre a tirosina fosfato (Tyr-P) foi
realizada nas mesmas condicOes descritas acima, pelo
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método direto, exceto pela utilizacgo datirosinafosfato
(5 mM) como substrato e pela presenca de 10 mM de
NaF e Tartarato (inibidores dafosfatase &cidalisossomal).
A guantificagdo do produto formado (tirosina)'* foi dada
pelaleituradaabsorbanciaem 293nm, e=2411 M1 cm,

Determinacéo de proteina

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry
como descrito anteriormente!s, utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau. A leiturada Absorbanciafoi realizada
a 660 nm apos 30 minutos de espera a temperatura
ambiente. A albuminade soro bovino foi utilizadacomo
padrao.

Resultados

Em mamiferos, a fosfatase &cida solUvel pode ser
dividida em 3 grandes classes: fosfatase &cida de dta
massa molecular relativa (Mr), de Mr intermedi&riae de
baixa Mr. A fosfatase de alta Mr é também conhecida
como um classico marcador lisossomal e encontra-se
sempre el evadanos quadrosinflamatérios ou infecci0sos,
durante o remodelamento celular ou tecidual e em
algumas patologias. A de baixa Mr é reconhecida hoje
como uma proteinatirosinafosfatase relacionada com o
controle do processo de proliferagéo, diferenciacéo e
transformacdo celular**®. A isoforma de Mr
intermediaria, nos 0ssos, esta relacionada a reabsorcdo
Ossea. Em outros tecidos sua fungdo ainda é obscura,
embora tenha seus niveis aumentados em algumas
patol ogias como aleucemiareticulo endotelial??.

A FAT é aatividade obtida em pH 5,0 utilizando o
pNPP como substrato. Quando esta reagdo € redizada
na presenca de pHMB, toda a atividade fosfotirosina
fosfatase e FABMTr €inibida, restando apenas aatividade
da FAL. A isoforma de Mr intermediéria tem baixa
atividade no tecido subcutaneo e é parcialmente inibida
por pHMB, sendo possivel desprezar sua atividade
residual. A atividade da FABMTr é obtida, entdo, apartir
da funcéo entre FAT e FAL (FABMr=FAT-FAL).

Resultado dasanalises enzimaticas

Osresultados da atividade especificade cadaenzima
foram comparados entre 0s grupos e entre os periodos
experimentais, sendo mostrados na Tabela 1.

No grupo controle, observou-se que a atividade da
fosfatase acida total (FAT) foi de 15,8 nmol/min mg,
mantendo-se em torno deste valor até o final do
experimento, similarmente a atividade especifica
determinada para a fosfatase &cida de baixa massa

molecular relativa(FABMT) nos periodosde 20 e60 dias.
A atividade especifica da fosfatase écida lisossomal
(FAL) foi de 9,0 nmol/min mg no periodo de 10 e 30
dias, zerando nos outros periodos. Em contraposicéo, a
atividade tirosina fosfatase (Tyr-P) foi méaxima nos
periodos de 20 e 60 dias, 7,0 nmol/min mg, mas
desprezivel nos periodos de 10 e 30 dias.

Comparando-se a atividade especifica da FAT do
grupo controle com osgrupos que receberam 0sso cortical
bovino macro ou microgranular desproteinizado a100°C,
notou-se um aumento de cercade 3 vezes no periodo de
10 dias. Destaca-se que a atividade enzimética no grupo
microgranular foi maior que no grupo macrogranular.
Outra diferencareside na clara diminui¢do da atividade
especifica da FAT e da FABMr em fungdo do tempo,
mai's acentuada no grupo macrogranular.

Com 20 dias, a atividade da FABMr no grupo
macrogranular foi cerca de 80% menor que no periodo
de 10 dias, mantendo-se constante até o final do
experimento. Porém no grupo microgranular, aatividade
da FAT e FABMr diminuiram mais lentamente,
apresentando atividade especifica de 25,4 e 10,0 nmol/
min mg, respectivamente, 60 dias apds acirurgia.

A atividade especificaparaaFAL também apresentou
resultados diferentes para 0s 3 grupos estudados. A
atividade especifica no periodo de 10 dias do grupo
macrogranular foi de 14,9 nmol/min mg, diminuindo
paul atinamente até o valor de 8,7 nmol/min mg apds 60
dias. Para 0 grupo microgranular, houve um pequeno
aumento na atividade especifica no periodo de 20 dias
(24,5 nmol/min mg) mantendo-se, apds 60 dias, no valor
de 15,4 nmol/min mg.

E importante ressaltar o perfil da atividade tirosina
fosfatase nos diferentes grupos. Enquanto no controle
houve um aumento na atividade especifica tirosina
fosfato, nos grupos macro e microgranular ocorreu o
inverso, houve diminui¢éo. A atividade tirosina
fosfatésicafoi maximano periodode 10dias: 15,7e€12,6
nmol/min mg nos grupos macro e microgranular
respectivamente, zero no periodo de 30 dias no grupo
macrogranular e 0,5 nmol/min mg no microgranular.

Asproteinastirosinafosfatases (PTP) constituem uma
superfamilia dividida em 4 subclasses: PTP Especifica,
Tipo VH1, PTP de BMr (= FABMr) e a cdc25. Destas,
apenas a Ultima estd associada a entrada na fase mitética
(M) do ciclo celular. As outras trés atuam contrapondo-
se a atividade tirosina quinase, ou seja, inibindo a
proliferacdo e diferenciacdo celular. A PTP de BMr era
inicialmente conhecida como uma fosfatase &cida 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 control e negativo da
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TABELA 1- Determinago da Atividade Especifica da Fosfatase Acida e Tirosina Fosfatase nos Extratos de Tecido Subcutaneo

de Rato
Periodos Experimentais (dias)
Atividade
Enzimatica 10 20 30 60
Ctrl* I} 1l Ctrl ] 1l Ctrl ] 1l Ctrl ] 1l
FAT 15,8" 45,9 52,4 18,4 19,0 40,1 19,2 17,1 17,6 17,3 14,3 25,4
04) (11 (02 | (03) (03 (05 | (01 (@7 (06 | (23) (01 (04
FABMr 6,8 30,9 35,6 18,4 6,4 16,3 10,3 6,9 8,2 17,2 5,3 10,0
(03) (@5 (@8 | (09 (03 (08 | (05 (03 (04 | (09 (03 (05
FAL 9,0 14,9 16,9 0,0 12,6 24,5 8,9 10,2 9,4 0,0 8,7 15,4
(04) (06) (09 | (00 (05  (01) | (03 (06 (02 | (00 (01 (04
Tyr-P 0,4 15,7 12,2 7,0 16,1 10,5 0,4 0,0 0,5 7,0 9,7 2,6
(0,03) (19 (@3 | (02 (04 (20| (O7) (00 (03 | (1.1) (14 (06)

1Ctrl = Grupo Controle 1l = Grupo ll(Microgranular)

Il = Grupo Il (Macrogranular)

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

proliferacéo celular®.
Resultado dasanalises microscopicas

Os resultados referentes a andlise microscopica dos
diferentes materiais (Grupos I, Il e Grupo I11) nos
diferentes periodos sdo descritos a seguir.

Periodo de 10 dias

Observamosno Grupo | (FiguralA) &reasfocaiscom
grande cdlularidade, caracterizadas por célulasvolumosas
contendo material no citoplasma, sugestivas de
macroéfagos contendo parte da capsula de colégeno
implantada.

Neste periodo notou-se a presenca de um intenso
infiltrado inflamat6rio crénico rico em macréfagos e
céulas gigantes multinucleadas inflamatorias (CGMIs)
circunscrevendo as particulas de osso cortical bovino
tanto do Grupo Il (Figura2A) como do Grupo 11 (Figura
3A), bem como interagindo com fragmentos da capsula
de coldgeno presentes. Este processo inflamatoério
encontrava-se organizado como um granuloma
circunscrito perifericamente por um discreto
fibrosamento tecidual. Na regido central do granuloma
formado, os fendmenos inflamatérios agudos como a
presenca do exsudato e do infiltrado inflamatério rico

em polimorfonucleares eram observados ao redor das
particulas. Asproliferacesfibroblasticae angioblastica
foram intensas, refletindo as necessidades metabdlicas
do granuloma. Os aspectos microscopicos foram
semelhantes entre os Grupo |1 e Grupo |11, exceto pela
presenca de uma maior celularidade no granuloma
induzido pelosimplantes do Grupo 11.

Periodo de20 dias:

O grupo | j& apresentava um infiltrado inflamatorio
menos intenso que no periodo anterior, com uma
moderada proliferacdo de vasos sanguineos e
fibroblastos. Em algumas regi8es notavam-se pequenos
focos com macréfagos contendo material sugestivo de
fagocitose da capsula de colageno.

Com 20 dias as caracteristicas microscépicas eram
semelhantes entre os Grupos || e lll. Caracterizavam-se
por uma maior intensidade do infiltrado inflamatério
associado a um maior fibrosamento do granuloma,
guando comparados com o periodo anterior. Fragmentos
da capsula de col &geno em franco processo de absor¢do
pelos macréfagos e CGMIs também foram observados.

As proliferacOes fibrobléastica e angioblastica eram
moderadas e inimeros capil ares sanguineos neoformados
podiam ser observados entre as particulas implantadas.



SICCA, C. M; OLIVEIRA, R. C. dg; SILVA, T. L. da; CESTARI, T. M,; OLIVEIRA, D. T.; BUZALAF, M. A. R.; TAGA, R,; TAGA, E. M.;
GRANJEIRO, J. M.; KINA, J.R.
Avaliacao microscopicaebioquimicadarespostacelular aenxertosdeosso cortical bovino em subcutaneoderatos. Efeito dotamanhodaparticula

FIGURA 1- Aspecto microscépico dos implantes de capsulas de colageno vazias no grupo controle (A, 10 dias; B, 60 dias).
Notamos a diminui¢ao do infiltrado inflamatério apés o periodo de 60 dias. Aumento Original: 10x. Coloracéo H.E.

B

FIGURA 2- Aspecto microscopico dos implantes das particulas do Grupo II-100 (A, 10 dias; B, 60 dias). Encontramos particulas
do osso cortical microgranular (MI) em A e B. Aumento Original: 10x. Coloragéo H.E.

A

FIGURA 3- Aspecto microscépico dos implantes das particulas do Grupo 111-100 (A, 10 dias; B, 60 dias). Encontramos particulas
do osso cortical macrogranular (MA) em A e B. Aumento Original: 10x. Coloracgédo H.E.

Periodo de 30 dias: macro6fagos como Vvisto nos periodos anteriores.
Poucas diferencas microscopicas foram observadas
No Grupo | notou-se um maior fibrosamento além no granuloma do Grupo Il em relagdo ao grupo
dapresengadeinimeros capilares sangliineos em relagéio experimental de 20 dias. No Grupo |1l o grau de
aosperiodos anteriores. O infiltrado inflamatério crénico fibrosamento era maior em relagdo ao periodo anterior e

era discreto porém existiam alguns focos contendo algumas particulas de osso cortical bovino ja se



encontravam circunscrita por fibras colégenas bem
organi zadas. Os fragmentos da capsulade colageno eram
pouco perceptiveis neste periodo.

Periodo de 60 dias

No Grupo | (Figura 1B) havia focos de células
inflamatérias crénicas naregido subcutdneadosanimais.
Porém, o tecido de granulagéo era discreto, masrico em
vasos sanguineos e fibroblastos.

Aos 60 dias, as particulas de osso cortical bovino
(Grupos |1 e 1lI), implantadas na regido subcutanea,
apresentavam-se circunscritas ora por fibras colégenas
bem organizadas, orapor células gigantes multinucleadas
inflamatorias e alguns macréfagos. Neste periodo, os
aspectos microscopicos eram muito similares entre os
doisgrupos. Pequenas particulas dacdpsulade colageno
ainda estavam presentes neste periodo.

Discussao

A identificagdo bioquimica da atividade enzimética
dos diferentes tipos de fosfatase &cida ndo € comum na
literatura, contudo, € possivel verificar ateragdes na
atividade das fosfatases &cidas em diversas situagoes. O
exato papel de cada uma delas permanece ainda sob
investigacdo, porém é possivel correlacionar a maior
atividade daFAL com o grau de mobilizag&o das células
de defesa (polimorfonucleares e macréfagos), uma vez
gue estas células sdo ricas em lisossomos.

Recentemente, Oliveira et a.?® demonstraram que a
temperatura de desproteinizacéo do 0sso cortical bovino
mineralizado (100 ou 1000°C) ndo afetou a resposta
celular quando implantadaem subcutaneo deratos, quer
através de andlises bioquimicas ou microscopicas.

A implantagdo subcutaneaou intramuscular de matriz
0Ossea desvitalizada e desmineralizada podem induzir a
osteogénese ectopica®™ 0, Por outro lado, aimplantacdo
de matriz 6ssea desvitalizada e mineralizada no tecido
subcutaneo ou intramuscular inibe esta capacidade
indutiva®. Reddi e Huggins® identificaram células
gigantes multinucleadas, ricas em éacidos organicos
presumivelmente para dissolugdo mineral, no sitio de
implantac&o de matriz mineralizada. Eles propuseram que
a presenga de matriz mineralizada sozinha ou em
combinagdo com matriz desmineralizada, inibia a
osteogénese. A natureza das CGMIs recrutadas nos
enxertos subcutaneos de particulasmineralizadas é ainda
motivo de controvérsia naliteratura

Kelly e Schneider? implantaram matriz
desmineralizada, mineralizada e acombinacdo de ambas,
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naregido subcuténeadorsal deratos 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 desmineralizada, a maioria das
CGMIs demonstrou uma expressao significativa da
TRAPemorfologiasimilar aosteoclastos, enquanto que
aimplantacdo combinada dos materiais proporcionou a
presenca desses dois tipos de CGMIs.

Acredita-se'!?! hoje que existam doistiposde células
multinucleadas ao redor do implante de particulas
minerais de 0sso desvitalizado, um tipo com aspecto
microscopico eestrutural tipico de CGMIscom evidéncia
de degradac@o Ossea, e um outro tipo, em menor
guantidade, e com aparéncia microscépica de
osteoclastos mas sem a borda em escova caracteristica
Para estes autores a reabsor¢do pode ocorrer tanto por
CGMIs como por osteoclastos. No presente estudo,
utilizando microscopia Optica, ndo notamos borda em
escova nas CGMIs em volta dos materiais implantados,
em qualquer periodo experimental. A ausénciadelacunas
de Howship e a aparente regularidade de contorno das
particulas sugerem que as CGMIs observadas ndo sdo
do tipo osteoclasto®.

O implante do osso cortical bovino micro e
macrogranular desproteinizado (Gen-Ox) induziu na
regido subcutanea (Figuras 2B e 3B) um granuloma do
tipo corpo estranho similar ao desencadeado por
particulas inertes que atraem macrofagos mas séo
incapazes de ativar o sistema imune®. Neste trabalho
provavel menteisto ocorreu porque aeliminacdo daparte
organicaproté cado 0sso bovino permitiu que o material
apresentasse um comportamento bioldgico semelhante
ao de umaparticulainerte, sem interagdo com as células
de defesamacrofégicas atraidas paraolocal. A auséncia
de umamaior ativacdo dos macréfagos pelas particulas
dos materiaistestados pode ser confirmada, ao longo do
tempo, pelo aumento do fibrosamento do granuloma
formado e também por uma diminuic¢&o da atividade da
FAT entre o periodo experimental de 10 dias e o de 60
dias.

O tamanho de particulas dos diferentes tipos de
material para enxerto € fator importante para 0 sucesso
do reparo 6sseo. Zaner e Yukna* e Shapoff et al.3
advogaram o uso de particulas menores que 0,5 mm para
o tratamento de defeitos periodontais. Higashi e
Okamoto'®'® determinaram que a formacéo de barreira
dentinaria se tornava inviavel com o uso de particulas
menores que 40um, mas resultava em barreira
mineralizadaem 11 de 17 espécimes quando aparticula
tinha ao redor de 300um. Contudo, ainda ndo ha uma
definicéo clarade qual tamanho de particulaé adequado
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para cada tecido ou condicdo clinica, uma vez gque as
caracteristicas fisico-quimicas de cada material €/ou do
defeito 6sseo também afetam a resposta tecidual ao
enxerto. Particulas grandes, mas friaveis, resultam em
fragmentos peguenos que intensificam a resposta
inflamatdrial®. Fucini et a.*° ndo encontraram diferenca
estati sticamente significante no tratamento de defeitos
0sseos periodontais de pacientes utilizando DFDBA de
diferentes tamanhos (250-500 e 850-1000um).
Certamente, estudos padronizados serdo ainda
necessarios para se estabelecer a correta relagdo entre o
tamanho e caracteristicas do material com o tipo e local
do defeito Gsseo.

A matriz inorgénicaderivada de 0sso cortical bovino
€ umahidroxiapatitaxenogénica, microporosae natural,
cujo similar nos Estados Unidos estaaprovado pela“ Food
and Drug Administration” para uso como material de
preenchimento®. Neste trabalho, as particulas de osso
cortical bovino, micro ou macrogranulares, produzidas
no Brasil, proporcionaram uma resposta tecidual no
subcutaneo deratos similar aguel adescritaparao enxerto
al6geno mineralizado nas mesmas condicdes?!,
confirmando que o 0sso bovino pode ser utilizado
adequadamente como material de preenchimento.

Resultados positivos relacionados com a utilizacéo
de 0sso inorganico bovino foram rel atados anteriormente.
Stephan®® sugere o grande potencial destetipo de material
guanto a seu emprego como carreador de proteinas e
fatores de crescimento, devido a capacidade de
osteoblastos em culturas crescerem aderidos a sua
superficie. Yukna® e colaboradores rel ataram que 0 0sso
inorgénico bovino em combinagdo com um peptideo
recombinante de 15 aminoacidos derivado do coldgeno
Tipo | proporcionou resultados clinicos melhores que o
DFDBA ou o retalho total, para o tratamento de defeitos
0sseos periodontais em humanos.

Recentemente, Mankani et al?® relataram que a
extensdo e qualidade do osso formado por células do
estroma de medula éssea humana é fortemente
dependente da matriz carreadora dessas células. Neste
estudo demonstraram que particulas de hidroxiapatita/
fosfato de calcio com 0,1-0,25 mm de tamanho
resultavam namaior formagéo de 0sso.

Nossos resultados mostram, tanto bioquimicamente
guanto microscopicamente, que arespostacelular ao 0s0
cortical bovino inorganico desproteinizado a 100° C
(Gen-Ox4a) é independe do tamanho da particula e
morfologicamente similar ao observado em enxertos
al6genos em subcuténeo de ratos.

Conclusao

A implantagdo de matriz 6ssea mineralizada e
desproteinizada no tecido subcuténeo de ratos induz a
formacdo de um granuloma tipo corpo estranho com
recrutamento de macrofagos e CGMIs. Os resultados
obtidos neste trabalho mostraram que 0 0sso mineralizado
bovino desproteinizado a 100°C quer micro (250-1000
pm) ou macrogranular (1000-2000 pm), promove uma
resposta tecidual semelhante aimplantagdo subcuténea
de osso autdgeno ou alégeno mineralizado. Isto nos
sugeriu que os materiaistestados podem ser usados como
material de preenchimento osteosubstitutos e como
potenciais candidatos a carreadores das proteinas
morfogenéticas do 0sso.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the cellular
response upon implantation of micro (250-1000 pum) or
macrogranular (1000-2000 um) particles of mineralized
bone graft produced from bovine cortical bones
devitalized at 100°C (Gen-Ox®, Baumer S.A.). Particulate
bone grafts were implanted at dorsal rat subcutaneous
pocket and, after 10, 20, 30 and 60 days post-
implantation, the reaction tissues were removed and
processed for morphological and biochemical analysis.
Morphologically, mono and multi-nucleated giant cells
werefound in close appositionto the particles, resembling
a foreign body reaction, similarly to subcutaneous
response to implants of autogenous bone or allografts.
Despite the initial more intensive reaction induced by
microgranular particles, after 60 days no significant
differences were observed even by microscopic or
biochemical analysis. We conclude that bovine cortical
bones devitalized at 100°C could be used as bone
replacement graft materials and/or potential carriersfor
bone morphogenic proteins.

Uniterms. Biomaterials, Bone graft; Phosphotyrosine
protein phosphatase; Acid phosphatase.
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