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RESUMO

As BMPs, proteínas indutoras de crescimento ósseo, desde
o início de sua utilização, têm sido avaliadas em diferentes mo-
delos experimentais objetivando determinar sua eficácia, sendo
necessário o estabelecimento de métodos de avaliação que
permitam melhor compreensão dos resultados.
Objetivo: Este estudo tem por objetivo avaliar a utilização da
densitometria óssea como método de avaliação do incremento
ósseo observado quando da utilização de BMP bovina em ar-
trodeses intertransversas da coluna lombar de coelhos. Méto-
dos: Foram utilizados dois grupos de dez coelhos neozelande-
ses fêmeas, submetidos a artrodese intertransversa da coluna
lombar, segmento L5/L6, por via posterior. No primeiro grupo foi
utilizado enxerto homólogo e no segundo a associação de en-
xerto homólogo com biocomposto (BMP bovino, 1,0 mg e hi-
droxiapatita, 9,0 mg). Os animais foram acompanhados por 15
semanas, isolados em cativeiro e avaliados diariamente por ve-
terinário sob o ponto de vista clínico e neurológico e, posterior-
mente, submetidos à realização de densitometria óssea por to-
mografia computadorizada. Resultados: Foram obtidas 268 me-
didas de densidade óssea do osso normal, 134 medidas do
osso neoformado de enxerto homólogo isolado e 134 medidas
do osso neoformado pela associação enxerto homólogo e BMP.
Esses valores foram submetidos à análise estatística que de-
monstrou incremento ósseo significativo (p=0,034) do grupo
BMP/HAP, quando comparado ao grupo controle. Os valores de
densidade óssea do osso normal foram submetidos à mesma
análise estatística onde se encontrou resultado semelhante.
Conclusão: A densitometria óssea realizada pela tomografia
computadorizada apresenta-se como método alternativo para
avaliação de resultados quando utilizado BMP em estudos ex-
perimentais. Estudos subseqüentes deverão ser realizados para
melhor entendimento da variação de densidade óssea encon-
trada quando da comparação das medidas do osso normal nos
dois grupos.
Descritores: Proteína morfogenética óssea; Transplante ós-
seo; Durapatita; Densidade óssea; Tomografia computadoriza-
da espiral.

SUMMARY

The object of this study is to evaluate the use of the bone

densitometry as an evaluation method of the bone increment

observed when we used bovine BMP in intertransverse arthrode-

sis of the rabbits’ lumbar spine. Since the discovery of the BMP

bone inductive properties, countless experimental models have

been proposed. This caused the need of setting up evaluation

methods to make possible a better understanding of the found

results. Twenty female rabbits from New Zealand, divided in two

groups, were submitted to the intertransverse arthrodesis of the

lumbar column, segment L5/L6, posterior side. In the first group

it was used autologous graft and in the second an association of

autologous graft with biocompound (bovine BMP, 1.0 mg and

hydroxyapatite, 9.0 mg). The animals were maintained in captivi-

ty, isolated and after 15 weeks submitted to the execution of bone

densitometry by computerized tomography. 268 bone density

measures of the normal bone, 134 measures of the newly formed

bone by the association of the isolated autologous graft and 134

measures of the newly formed bone by the association autolo-

gous graft and BMP were obtained, what demonstrated a signifi-

cant bone increment after statistical analysis (p=0.034) of the

BMP/HAP group, when compared to the control group. We found

this same variation of bone density analyzing the normal bone.

The bone densitometry accomplished by the computerized to-

mography is an alternative method to assess the results when

the BMP is used in experimental studies. Further studies should

be accomplished for better understanding of the bone density

variation found when the measures of the normal bone in the two

groups are compared.

Keywords: Bone morphogenetic protein (BMP); Bone transplan-

tation; Durapatite; Bone density; Tomography.
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INTRODUÇÃO
Desde os primeiros relatos de enxertos ósseos realizados,

vários materiais têm sido apresentados como alternativas para
enxertos ósseos,  tornando assim, necessária a realização de
estudos específicos para a demonstração de resultados, com
a utilização de enxertos não autólogos na coluna vertebral.

Inúmeras associações entre substâncias osteoindutoras e
diferentes carreadores têm sido apresentadas na literatura, bem
como a escolha de um modelo experimental pode variar de
acordo com o objeto de estudo.

Alguns métodos de avaliação como palpação manual, radi-
ografias simples, tomografia computadorizada, estudos histo-
lógicos e ensaios biomecânicos são freqüentemente utilizados,
apresentando resultados valiosos e elucidando alternativas para
o uso das BMPs na prática clínica.

MATERIAL E MÉTODOS
Vinte coelhos brancos, adultos, fêmeas, com peso variando

de 2,0 a 2,5 kg e aproximadamente um ano de idade, foram
mantidos em biotério, isolados e alimentados com dieta “ad
libitum”, 100 gramas diárias de ração para coelhos e água. Fo-
ram inspecionados sob o ponto de vista clínico e neurológico
diariamente.

Foram formados dois grupos de dez animais, sendo o pri-
meiro grupo chamado controle, onde fora realizado procedi-
mento cirúrgico, sob anestesia dissociativa, utilizado para tal,
2,5 mg de quetamina e 1 mg de xylazina,
diluídos em 0,1 ml de água destilada, para
cada 100 gramas de peso do animal, ad-
ministrados por via intramuscular profun-
da, sendo observado tempo de latência
variável de 30 a 40 minutos. Após obser-
var-se ausência de reflexos à dor, fora rea-
lizada tricotomia da região lombar, com
área aproximada de 15 cm quadrados, ob-
jetivando a porção distal da coluna lombar
(segmento L5-L6).

Os animais foram então conduzidos à
sala de cirurgia e submetidos à assepsia
de pele com povidine degermante e clore-
xidine.

Em seguida, foram submetidos à inci-
são mediana posterior, dissecados os pro-
cessos espinhosos e as lâminas até evi-
denciar os processos transversos de L5 e
L6, que então eram decorticados e prepa-
rados para colocação do enxerto.

Foi obtido previamente enxerto homó-
logo de coelho doador, realizado após
anestesia geral e eutanásia, onde foram re-
tirados, seguindo normas assépticas, seg-
mentos de ossos longos (fêmures e tíbi-
as), sendo então fragmentados e coloca-
dos nos sítios receptores, volume de 3 ml
de enxerto de cada lado das transversas
previamente preparadas.

Em seguida, realizou-se a sutura por
planos, musculatura e pele, com fio de
nylon 3.0.

O segundo grupo de animais foi sub-
metido ao mesmo procedimento descrito
anteriormente, porém foi associado ao en-
xerto homólogo a mistura BMP-Hidroxiapa-
tita na seguinte composição: 0,25 cc de

biomaterial, composto de 9,0 mg de hidroxiapatita pura e 1,0
mg de BMP.

Todos os procedimentos realizados foram submetidos a
apreciação da Comissão de Ética da Universidade Federal de
São Paulo – UNIFESP – EPM.

Após os procedimentos, os animais foram então mantidos
em cativeiro, isolados e alimentados com dieta “ad libitum” e
água por um período de 15 semanas.

Durante o seguimento, um animal de cada grupo apresen-
tou quadro de déficit neurológico progressivo de membros infe-
riores, evoluindo para paraplegia total na quarta semana de se-
guimento pós operatório. Apresentavam ainda episódios de in-
fecção urinária, sendo assim excluído do experimento. Não fo-
ram observadas outras complicações.

Os animais foram então, submetidos à realização de tomo-
grafias computadorizadas “multislices”, sendo utilizado apare-
lho modelo SYNERGY, fabricante GE MEDICAL SYSTEMS, se-
guindo os seguintes parâmetros: 10cm DFOV, 100kv, 150mA,
3mm gap e 1mmslice.

Cada animal foi anestesiado, conforme técnica já descrita
anteriormente e submetido à realização de cortes tomográficos
do segmento lombar.

Após realização de imagem em perfil (scalt), foram submeti-
dos a cinco cortes tomográficos, com intervalos de 3 mm entre
cada corte, objetivando avaliar o segmento L5-L6.

Para cada um dos cortes foram re-
alizadas três medidas de densidade
mineral óssea da vértebra normal e do
osso neoformado, segundo a técnica
radiológica de Hounsfield(8), para am-
bos os grupos, (Figuras 1 e 2).

Sendo assim, foram obtidos 268
medidas de densidade óssea do osso
normal da espécie utilizada como mo-
delo experimental, 134 medidas de
densidade mineral óssea do osso ne-
oformado, quando da utilização de
enxerto homólogo de doador isolado
e 134 medidas de densidade mineral
óssea do osso neoformado quando
utilizada a associação de enxerto ho-
mólogo de doador associado ao com-
posto BMP-HAP.

RESULTADOS
Os valores densitométricos obtidos,

em unidades Hounsfield, estão de-
monstrados nas tabelas a seguir: (Ta-
belas 1 e 2)

Os resultados foram então avalia-
dos estatisticamente e estão descritos
a seguir.

ANÁLISE ESTATÍSTICA
Para comparação das respostas

dos grupos foi utilizado o modelo de
análise de variância com medidas re-
petidas com dois fatores: grupo e lo-
cal. Os resultados demonstraram que
os grupos não se diferenciam quando
comparadas a diferença entre a res-

Figura 1- Locais referidos para medidas da
densidade óssea no osso normal.

Figura 2 -Locais de medida de densidade
óssea na área de enxerto.
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posta no local do tratamento e no local do osso normal (valor de
p para o fator de interação = 0,859). Além disso, o grupo 2 teve
uma média estatisticamente maior que o grupo 1 (p = 0,034),
tanto no local do osso normal quanto no local do tratamento, a
diferença média entre os dois grupos foi de 99 unidades de
medida.

DISCUSSÃO
O presente estudo objetiva utilizar a densitometria óssea para

avaliar o uso das BMP, numa dosagem de 1,0 mcg, associada a
hidroxiapatita como carreador, em artrodeses de coluna em co-
elhos.

Segundo Boden et al.(1) e Wozney(13), três eram os tipos de
biocompostos que apresentavam conhecida atividade osteoin-
dutora, eram as rhBMPtipo2, rhBMPtipo7 ou rhOP1 e uma mis-
tura de proteínas purificadas extraídas de osso bovino, escolhi-
da como objeto deste estudo pela sua maior facilidade de ob-
tenção e processamento em nosso meio.

A hidroxiapatita, utilizada como carreador, está relacionada
à categoria das cerâmicas, conforme descrito por Seeherman
et al.(12), apresenta capacidade de atuar como substrato mecâ-
nico para o novo crescimento ósseo, juntamente com a propri-
edade de permanecer por maior tempo no sítio de ação. Se-
gundo relatos de Helm et al.(6), apresentam poros capazes de

reter as BMPs, dificultando assim sua absorção, logo, essas
propriedades associadas conferem à hidroxiapatita grande po-
tencial osteocondutor e, por esse motivo, foi a opção utilizada
neste estudo.

Inúmeros modelos animais estão descritos na literatura. San-
dhu e Khan(11) sugerem a utilização de coelhos como modelo
experimental quando forem realizadas artrodeses intertransver-
sas, como neste estudo, além disso, esses modelos podem ser
selecionados com uniformidade e permitem avaliações que não
podem ser realizadas em humanos. Entretanto, Seeherman et
al.(12) alertam para o fato desses modelos não serem preditivos
em humanos. Boden(2) alerta para a necessidade de criteriosa
decorticação dos elementos posteriores para realização da ar-
trodese, evitando assim pseudoartroses.

Outro fator a ser considerado, segundo Boden et al.(1), é a
escolha da dosagem do biocomposto a ser utilizada; segundo
recomendação de Damien et al.(5), para modelos experimentais
em coelhos devem ser utilizadas doses mínimas de 0,15 mg de
BMP bovina.

Neste estudo, a opção foi por utilizar dosagem de 1,0 mg de
BMP bovina, pois conforme Boden et al.(1), existe um limiar abai-
xo do qual essas proteínas não apresentam atividade e, ultra-
passando–se esse limiar, o incremento de neoformação óssea
é diretamente proporcional à quantidade de BMP implantada.

Tabela 1 - Valores densitométricos em UH – Grupo I Tabela 2 - Valores densitométricos em UH – Grupo II
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Para a avaliação dos resultados deste trabalho foi utilizada a
densitometria óssea realizada por meio de tomografia compu-
tadorizada, segundo técnica descrita por Housfield(8), por tratar-
se de método pouco utilizado e ainda sem precedentes de lite-
ratura que possam referendá-la como técnica de escolha.

As formas mais freqüentes de avaliação dos resultados, su-
geridos por Seeherman et al.(12), compreende a realização de
radiografias em duas posições, preparações histológicas, to-
mografia computadorizada e ensaios biomecânicos.

Algumas técnicas não são utilizadas como rotina, como é o
caso da ressonância nuclear magnética, a densitometria e até
mesmo como realizado por Magim e Delling(10), que utilizaram a
cintilografia óssea com tecnésio para demonstrar as proprieda-
des osteoindutoras das BMP tipo 7 em porcos.

Com a utilização da densitometria óssea para avaliação do
uso de BMP bovina, 1,0 mg, associada a hidroxiapatita como
carreador, num modelo experimental em coelhos, foi possível
observar que houve diferença significativa entre o incremento
ósseo obtido, quando comparado ao grupo controle.

Ressalta-se ainda, na análise do osso normal, um aumento
da densidade óssea no grupo onde foi utilizado BMP, quando
comparado ao grupo controle.

Densitometria também foi utilizada por Cochran et al.(4), onde
relataram resultados semelhantes aos obtidos neste estudo,
evidenciando aumento da massa óssea ao utilizarem cães como
modelo experimental. Utilizaram ainda implantes metálicos de
titânio e dose de 0,2 mg/ml de BMP, no entanto, neste trabalho
não foi realizado artrodese na coluna; os implantes foram colo-
cados em mandíbulas, sendo assim difícil o estabelecimento
de paralelos diretos de comparação de resultados.

Em trabalho realizado por Hong et al.(7), outro modelo expe-
rimental utilizou a densitometria e avaliou o uso de BMP tipo2
para reparação de falhas ósseos previamente criados em calo-
tas cranianas de coelhos, com utilização de duas dosagens dis-
tintas de 0,5 e 1,0 mg de BMP, porém, não encontraram diferen-
ças significativas entre as densitometrias das duas dosagens.

Utilizando-se de modelo experimental que, em suas carac-
terísticas, novamente difere sob alguns aspectos  do  utilizado
neste  estudo,   Laffargue et al.(9), apresentaram seus resulta-
dos, diferentes do presente, ao utilizarem coelhos como mode-
lo experimental e realizarem a reparação de falhas ósseos em
fêmures, utilizando rhBMP tipo 2 nas dosagens de 10mcg e 40
mcg, associada a beta-tricalciofosfato como carreador, onde as

avaliações densitométricas realizadas “in vivo”, não evidencia-
ram diferenças significativas em nenhum dos grupos avaliados.

A técnica de avaliação densitométrica descrita por Hounsfi-
eld(8) foi utilizada por Burkus et al.(3), onde evidenciaram aumen-
to significativo da densidade óssea, ao avaliarem em estudo
clínico, pacientes submetidos a artrodese intersomática, fazen-
do uso de rhBMP tipo2, associado à gaiola de titânio, em doses
variando de 4.2 a 8.4 mg e a carreador de colágeno, quando
comparado à utilização de enxerto autólogo de ilíaco. Após 24
meses, observaram aumento de 213,9 unidades Hounsfield no
grupo de estudo, comparado a um acréscimo de 64,3 unidades
Hounsfield para o grupo controle.

Permanecem ainda algumas dúvidas com relação à utiliza-
ção de densitometria para avaliação das BMPs.

Possivelmente estudos subseqüentes poderão elucidar al-
gumas questões, pois mesmo existindo aumento de massa ós-
sea, este em algumas circunstâncias pode não ser quantificado
pela densitometria, uma vez que para a realização do estudo,
inúmeras variáveis devem ser consideradas, como a dose a ser
utilizada, espécie animal a ser estudada, tipo de proteína esco-
lhida para o estudo, tempo de segmento, local de utilização do
biocomposto, tipo de carreador, bem como a padronização das
medidas densitométricas realizadas. Sendo assim, a somatória
dessas variáveis faz com que inúmeros estudos sejam realiza-
dos de formas diferentes, restando poucos parâmetros diretos
de comparação dos resultados.

Na literatura não foi encontrado estudo que apresentasse
as mesmas variáveis aplicadas neste trabalho, dificultando as-
sim, comparações dos resultados obtidos.

CONCLUSÕES
1. A densitometria óssea realizada por meio de tomografia

axial computadorizada, quando utilizada para avaliar modelo
experimental em coelhos submetidos à artodese de coluna lom-
bar (L5-L6), utilizando biocomposto BMP-HAP, associado a en-
xerto homólogo, quando comparado ao uso de enxerto homó-
logo isolado, possibilitou evidenciar a presença de aumento de
massa óssea.

2. O aumento de massa óssea encontrado ao avaliar-se osso
normal pode estar relacionado a outros mecanismos de ação
das BMPs, necessitando de estudos subseqüentes para escla-
recimentos.
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