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ARTIGO ORIGINAL

AVALIACAO HISTOLOGICA COMPARATIVA
DE REPARO OSSEO EM TIBIA DE
COELHO TRATADA COM XENOENXERTOS

COMPARATIVE HISTOLOGICAL EVALUATION OF TIBIAL BONE REPAIR IN RABBITS
TREATED WITH XENOGRAFTS

Monica Diuana Carasans-Maia®, Fasio OLiveira AscoL, Apriana TerezinHa NEVES ALves NOVELLING?,
ALEXANDRE MALTA Rossr?, JosE Mauro GRANJEIRO'®

RESUMO

Objetivo: Os xenoenxertos sao uma alternativa aos enxertos au-
togénicos e devem ser osteocondutores e biocompativeis. Um
estudo recente demonstrou que as caracteristicas fisicas e qui-
micas das hidroxiapatitas encontradas no comércio n&o sé&o con-
dizentes com as descricoes dos fabricantes. Este estudo avalia a
biocompatibilidade e a osteocondugao de um xenoenxerto deri-
vado de osso medular bovino. Métodos: Quinze coelhos adultos,
pesando entre 2.500g e 3.000g cada um, foram anestesiados
e submetidos a procedimentos cirlrgicos para criar trés perfu-
ragbes na tibia, com 2 mm de didmetro. Esses orificios foram
preenchidos com coagulo sanguineo, Osseus® e Bio-Oss®. Os
animais foram sacrificados depois de 7, 14 e 28 dias. Resulta-
dos: A analise histopatologica da interface de osso e biomaterial
mostrou ligeira resposta inflamatéria depois de 7 dias, que esteve
ausente nos periodos subsequentes. Ambos os materiais foram
parcialmente substituidos por tecido ésseo diretamente em con-
tato com a superficie dos materiais, sem ocorréncia de fibrose.
Conclusédo: Concluimos que ambos os materiais séo biocompa-
tiveis e absorviveis, o que permite progressiva aposicdo 6ssea na
superficie durante todo o periodo de avaliagéo.

Descritores: Transplante 6sseo. Coelhos. Teste de materiais.
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ABSTRACT

Objective: Xenografts are an alternative to autogenic grafts anc
must be osteoconductive and biocompatible. A recent study has
demonstrated that the physical and chemical characteristics o
commercially available hydroxyapatites do not fit the manufactu
rers’ descriptions. This study evaluates the biocompatibility anc
osteoconduction of a xenograft derived from bovine medullary
bone. Methods: Fifteen adult rabbits weighing between 2,500 ¢
and 3,000 g each were anesthetized and subjected to surgica
procedures to create three perforations in the tibia, with a dia:
meter of 2 mm. These were filled with blood clot, Osseus® anc
Bio-Oss®. The animals were euthanized after 7, 14 and 28 days
Results: Histopathological analysis of the interface between the
bone and the biomaterial showed a slight inflammatory respon:
se after 7 days, which was absent in the subsequent periods
Both materials were partially replaced by bone tissue directly ir
contact with the surface of the materials, without the occurrence
of fibrosis. Conclusion: We concluded that both materials are
biocompatible and absorbable, allowing for progressive bone
apposition on the surface throughout the evaluation period.
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INTRODUCAO

O reparo de grandes defeitos ¢sseos continua a ser um desafio
para ortopedistas que usam enxertos ¢sseos autélogos tradicionais,
devido a suas propriedades osteogénicas e a incorporagdo mais
facil do que a dos enxertos aloplasticos e xenogénicos.'

Os materiais transplantados podem ser classificados de acordo
com sua origem, como autdlogos (autoenxertos), homologos (alo-
enxertos), heteroldgos (xenoenxertos) e aloplasticos (que consistem
de material inorganico ou sintético). Os autoenxertos séo colhidos
do paciente e agem por mecanismos denominados osteogénese,
osteocondugéo (regeneragéo dssea) e osteoindugdo.? A insergao
de autoenxertos acarreta riscos para o paciente, inclusive outros
procedimentos cirdrgicos, aumento da morbidade pos-operatodria,
debilitacdo da regido doadora e, com frequéncia, quantidade in-
satisfatoria de tecido existente para autoenxerto.” Os aloenxertos
podem ser obtidos de cadaveres ou de doadores vivos, e sé&o
processados em condigoes estéreis e armazenados em bancos de
0ss0s humanos. A vantagem de usar materiais homoélogos € que é
necessario sé um local de cirurgia, portanto, menos tempo cirlrgico
e menos morbidade. A osteoindugao de aloenxertos ocorre através
das proteinas morfogenéticas ésseas (BMP), responsaveis pela di-
ferenciacao mesenquimatica de células-tronco em osteoblastos.® As
desvantagens de usar tecido de outro individuo séo a possibilidade
de transmissao de doencas e a disponibilidade limitada de enxer-
tos.* Os xenoenxertos s&o obtidos de uma espécie diferente da do
receptor® e sdo predominantemente feitos da porgao inorganica do
tecido dsseo animal, sendo classificados como osteocondutores 23
Os materiais sintéticos para regeneragao 6ssea, classificados como
osteocondutores,® sdo uma alternativa as limitagoes existentes e as
dificuldades de se obter autoenxertos e a possibilidade de trans-
missao de doencas dos aloenxertos.

O processamento do 0sso bovino pode resultar em dois tipos
distintos de material: inorganico e organico (predominantemente
colageno tipo 1). O material inorganico ndo tem proteinas e célu-
las, porque consiste apenas em hidroxiapatita. As proteinas séo
removidas por tratamento térmico, em temperaturas superiores
a 300 °C, porém, quanto maior for a temperatura, menor sera a
probabilidade de bioabsorgao desses materiais.® O tratamento tér-
mico interfere diretamente com o nivel de cristalinidade do material,
aumentando a calcinagdo (1000 °C) ou a sinterizagao (1250 °C).68
Por outro lado, o tratamento de 0sso bovino com solventes organi-
cos, dlcalis e acidos em concentragdo e temperatura controladas,
permite a remogéo de células, residuos celulares e varias proteinas
ndo-colagénicas, assim como a porgdo mineral, deixando uma es-
trutura proteica constituida basicamente de colédgeno tipo | e uma
pequena quantidade de fatores de crescimento, como proteinas
morfogenéticas dsseas.® O tratamento acima de 300 °C ou com
alcalis, seguido por neutralizagao elimina o risco de transmissao
de doengas.” De fato, o Brasil ainda estd em posicéo invejavel
com relagéo a isso, porque seu gado ¢ livre de encefalopatia es-
pongiforme (BSE ou doenga da vaca louca).® Estudos anteriores
demonstraram a viabilidade de xenoenxertos em defeitos 6sseos
em fémur de rato," com resultados diferentes, dependendo do
defeito experimental usado.'?'?

Um estudo recente mostrou que, das seis hidroxiapatitas parti-
culadas analisadas, entre as encontradas no comércio brasileiro,
apenas uma era compativel com as especificagbes do fabricante.™
Isso significa que a qualidade do material no é previsivel para uso
em aplicagoes clinicas, e que ha necessidade de padrdes, que sdo
importantes na avaliagao da qualidade de fabricacao, na busca de
materiais adequados.

Este estudo compara, por anélise histolégica, a biocompatibilidade
a biodegradagao e a osteoconducao de dois xenoenxertos bovino:
- Osseus® e Bio-Oss®.

MATERIAIS E METODOS

Quinze coelhos New Zealand White adultos, cada um pesandc
entre 2.500 g e 3.000 g, foram randomicamente divididos em tré:
grupos: Osseus®, Bio-Oss® e coagulo sanguineo. Este projetc
recebeu aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(no. 0003/07). Os animais receberam um pré-anestésico (20 mg
kg de cetamina e 1 mg/kg de xilazina IM), seguido por um anes
tésico geral (isofluorano a 1% inalatério) e 0,3 mg/kg de lidocain:
mais 0,1 mg/kg de morfina para anestesia espinal. Empregou-s
clorexidina tépica para desinfeccéo, os pelos em torno da tibic
dos animais foram removidos e realizou-se uma incisao de 4 cn
na pele das pernas traseiras. Depois de expor a superficie da tibi
(Figura 1A), trés orificios de 2 mm foram feitos com broca, a 1 cn
de distancia (Figura 1B) em cada tibia, com irrigacdo continua de
solugéo salina. Foi usada furadeira de baixa rotagdo, com broc:
cirtrgica de 2 mm. Dois orificios nas tibias direita e esquerda foran
imediatamente preenchidos com hidroxiapatitas bovina (A-OsseusG
e B-Bio-Oss®) e os terceiros orificios foram preenchidos com un
coagulo sanguineo. Os animais foram sacrificados com uma su
perdose de anestésico geral, nos periodos de 7, 14 e 28 dias apo:
a cirurgia. Trés fragmentos de tecido foram coletados e colocado:
em formaldeido tamponado a 10% por 48 horas, e desmineraliza
dos em solugdo de descalcificagdo (Allkimia®) por 24 horas. O:
cortes histologicos com 5 um de espessura foram corados con
hematoxilina e eosina (H&E), e examinados ao microscopio dptico
A reagao das células aos xenoenxerto foi observada, focalizando-st
aintensidade e a natureza da resposta inflamatoéria, e a presenga de
necrose, tecido conectivo fibroso e neoformagéo éssea em contatc
direto com o enxerto.

Figura 1 - Procedimento cirdrgico: A) Vista da tibia depois de incisao ¢
separagdo. B) Orificios perfurados com biomateriais e sangue.

Y .
Figura 2 - Aspecto macroscépico dos xenoenxertos utilizados. A) Bio-Oss €@
e B) Osseus®,



RESULTADOS

Os biomateriais testados foram faceis de manipular durante os
procedimentos cirlrgicos. O grupo controle teve preenchimento
completo com novo 0sso e ndo se observou inflamacéao adver-
sa. As observagbes macroscopicas ndo apresentaram diferencas
morfolégicas entre os xenoenxertos (Figura 2). A andlise micros-
copica mostrou muitos padroes similares em ambos os biomate-
riais. Infiltrados inflamatdrios leves estavam presentes aos 7 dias
(Figura 3) e ausentes aos 14 dias. Nao foram observadas células
gigantes multinucleadas. O processo de regeneragéo predomi-
nava depois de 14 dias. A osteogénese comegou aos 7 dias, nas
margens da lesdo e expandiu-se durante todo o periodo experi-
mental, preenchendo o defeito ésseo. A anélise subjetiva sugeriu
redugéo do tamanho das particulas que estavam totalmente in-
corporadas ao tecido 6sseo (Figura 4).

DISCUSSAO

Coelhos New Zealand White (Orytolagus cuniculus) sao usados
frequentemente como modelo em experiéncias ortopédicas e cra-
niomaxilofaciais, devido a semelhanca entre a densidade 6ssea e
a resisténcia a fraturas desses animais e do ser humano.®

Os materiais osteocondutores precisam ter estrutura tridimen-
sional e um grande nuimero de poros interconectados, que per-
mitam a proliferacao celular e vascular e a formagao de tecido
de granulagédo em seu interior.'® Precisam ser biocompativeis e
absorviveis, com degradacao lenta e controlavel e devem ter pro-
priedades fisico-quimicas superficiais que favoregam a prolifera-
cao celular. Os xenoenxertos testados apresentam todas essas
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caracteristicas durante as experiéncias, inclusive um certo grat
de absorcao do material e intussuscepcao celular e dssea. Isso
provavelmente, deve-se a sua geometria favoravel de poros biolo
gicamente desenhados.

A regeneracgéo 6ssea depende de irrigacéo vascular adequada
com os osteoblastos funcionando nas regides adjacentes aos va
sos sanguineos, onde a formagao de tecido 6sseo altamente or
ganizado requer superficie mecanicamente estavel e sélida sobre
a qual o osso neoformado pode ser depositado.!” Esse aspecic
foi demonstrado em anélise microscépica, na qual, em todos o
estagios da experiéncia, a neoformagéo éssea originou-se d
borda do o0sso basofilico desvitalizado e se estendeu sobre a su
perficie do biomaterial, juntamente com evidéncias de reabsor
Gao. Isso mostra a adequagao do xenoenxerto para proporciona
uma estrutura apropriada para revascularizagao e ossificagéo.'®

Um biomaterial € considerado biocompativel quando mostra altz
capacidade de induzir a resposta apropriada no hospedeiro, par:
uma aplicagéo especifica.'®? As observagbes histopatologicas
confirmaram a avaliagao clinica pés-operatéria dos animais. Nac
havia sinais negativos como supuragao, dor ou perda de peso.
digno de nota que, embora os defeitos na tibia dos coelhos nac
tivessem tamanho critico, eles foram completamente reparado:
com 0sso em contato direto com biomateriais, confirmando suc
biocompatibilidade e osteoconducao. O biomaterial ideal deve se
osteocondutor, reabsorvivel e suscetivel a agao osteoclastica, de
modo a permitir a substituicdo dssea na area enxertada.?’ Nestt
estudo, observamos clara evidéncia de que os materiais eran
parcialmente absorvidos e substituidos por tecido 6sseo na bord:
dos biomateriais (Figura 3B e C).

. P =

Figura 3 - Microfotografia do defeito 6sseo 7 dias apds a cirurgia. Grupo controle (codgulo): osteogénese iniciando na borda da lesdo (setas, A). Grupo Bio

Oss®: com osteogénese evidente (setas, B). Grupo Osseus®: osteogénese envolvendo particulas de biomaterial (*). H&E. Aumentos: A, B: x12,5; C: x25.

Figura 4 - Microfotografia do defeito 6sseo 28 dias ap6s a cirurgia A) Grupo controle (codgulo); a seta mostra a borda do defeito. B) Grupo Bio-Oss®
com setas mostrando uma camada de osteoblastos e biomaterial. C) Grupo Osseus®, onde as setas mostram areas remodeladas. Os asteriscos mostram

biomaterial (Osseus®). H&E. Aumento: x12,5.



Uma das desvantagens dos xenoenxertos citada por alguns autores
¢ a transmissédo de doengas, mas sabe-se que os materiais despro-
teinizados como os usados em nossa experiéncia oferecem risco
menor com relacdo a isso, em comparagao com o tecido fresco
congelado, devido a maneira como sé&o processados.

Quando o grupo controle (coagulo sanguineo) foi comparado aos
grupos experimentais, sempre mostrou melhor neoformagéo éssea.
Isso foi atribuido a evolugdo mais lenta da regeneragao éssea quan-
to s&o usados enxertos em cavidade ou defeito 6sseo, observagao
ja feita por outros autores antes 1213

CONCLUSAO
As observacoes clinicas e microscopicas levaram-nos a concluir que

REFERENCIAS

1.

2.

Finkemeier CG. Bone grafting and bone graft substitutes. J Bone Joint Surg
Am. 2002;84:454-65.

Misch C. Contemporary Implant dentistry. St. Louis: Mosby;1999.

Granjeiro JM, Oliveira RC, Bustos-Valenzuela JC, Sogayar MC, Taga R. Bone
morphogenetic proteins: from structure to clinical use. Braz J Med Biol Res.
2005;38:1463-73.

Pruss A, Seibold M, Benedix F, Frommelt L, von Garrel T, Gurtler L et al: Vali-
dation of the ‘Marburg bone bank system’ for thermodisinfection of allogenic
femoral head transplants using selected bacteria, fungi, and spores. Biologicals.
2003;31:287-94.

Eid K, Zelicof S, Perona BP, Sledge CB, Glowacki J. Tissue reactions to parti-
cles of bone-substitute materials in intraosseous and heterotopic sites in rats:
discrimination of osteoinduction, osteocompatibility, and inflammation. J Orthop
Res. 2001;19:962-9.

Rosa AL, Shareef MY, Noort RV. Efeito das condigdes de preparacao e sinteriza-
¢&o sobre a porosidade da hidroxiapatita. Pesqui Odontol Bras. 2000;14:273-7.
Yoshikawa T, Ohgushi H, Nakajima H, Yamada E, Ichijima K, Tamai S et al. In
vivo osteogenic durability of cultured bone in porous ceramics: a novel method
for autogenous bone graft substitution. Transplantation. 2000;69:128-34.
Macedo CAS, Galia CR, Silva ALB, Cesar PC, Sanches PRS, Duarte LS. Com-
paragéo da resisténcia a compressao do 0sso bovino congelado e liofilizado.
Rev Bras Ortop. 1999; 34:529-534.

Sanada JT, Canova GC, Cestari TM, Taga EM, Taga R, Buzalaf MAR. Anélise
histologica, radiografica e do perfil de imunoglobulinas apés a implantacao de
enxerto de 0sso esponjoso bovino desmineralizado em bloco em musculo de
ratos. J Appl Oral Sci. 2003;11:209-15.

. Wentz B, Oesch B, Horst M. Analysis of the risk of transmission bovine spongi-

form encephalopathy through bone grafts derived from bovine bone. Biomate-
rials. 2001;22:1599-606.

particulas de ambos os biomateriais usados (Bio-Oss® e Osseus®
s&o biocompativeis, permitem deposicéo direta de tecido ésseo en
contato com o material e sdo, aparentemente, absorviveis.

AGRADECIMENTOS

Este estudo foi parcialmente financiado pela SIN — Sistema de Im
plante, Sao Paulo, Brazil, mas sem qualquer influéncia na condugac
e andlise do mesmo. Dr. Granjeiro e Dr. Rossi foram parcialmente
financiados pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifice
e Tecnologico (CNPQ), Fundagéo Carlos Chagas Filho de Amparo
Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (Cientista do Nosso Estado
e Departamento de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Saude
(DECIT/MS).

2

N

w

o

. Torricelli P, Fini M, Rocca M, Giavaresi G, Giardino R. Xenogenic demineralizec

bone matrix: osteoinduction and influence of associated skeletal defects i
heterotopic bone formation in rats. Int Orthop. 1999;23:178-81.

Torricelli P, Fini M, Giavaresi G, Rimondini L, Giardino R. Characterization of bon
defect repair in young and aged rat femur induced by xenogenic demineralize
bone matrix. J Periodontol. 2002;73:1003-9.

. Calasans-Maia MD, Fernandes GVO, Rossi AM, Dias EP, Aimeida GDS, Mitri Fi

et al. Effect of hydroxyapatite and zinc-containing hydroxyapatite on osseou
repair of critical size defect in rat calvaria. Bioceramics. 2007;20:1273-6.

. Conz MB, Granjeiro JM, Soares GA. Physicochemical characterization of si

commercial hydroxyapatites for medical-dental applicatons as bone graft. .
Appl Oral Sci. 2005;13:136-40.

. Wang X, Mabrey JD, Agrawal CM. An interspecies comparison of bone fractur

properties. Biomed Mater Eng. 1998;8:1-9.

. Hutmacher DW. Scaffolds in tissue engineering bone and cartilage. Biomaterials

2000;21:2529-4

. Sverzut CE, Lucas MA, Sverzut AT, Trivellato AE, Beloti MM, Rosa AL et a

Bone repair in mandibular body osteotomy after using 2.0 miniplate system-
histological and histometric analysis in dogs. Int J Exp Pathol. 2008;89:91-7.

. Sicca CM, Oliveira RC, Silva TL, Cestari TM, Oliveira DT, Buzalaf MAR. Avaliaga

microscopica e bioguimica da resposta celular a enxertos de 0sso cortical bo
vino em subcutéaneo de ratos. Efeito do tamanho da particula. Rev Fac Odontc
Bauru. 2000;8:1-10.

. Zambuzzi WF, Oliveira RC, Piozzi R, Cestari TM, Taga R, Buzalaf MAR et al. Ava

liacao histolégica do implante do osso fetal bovino acelular e desmineralizad
em subcutaneo de ratos. Rev Bras Ortop. 2006;41:227-32.

. Williams DF. Definitions in biomaterials. In: Proceedings of a consensus con

ference of the European Society for Biomaterials, England. New York: Else
vier; 1986.



