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RESUMO

Defeitos 6sseos extensos em regido maxilo-facial podem ser corrigidos com enxerto
autégeno, no entanto as desvantagens desta modalidade terapéutica t€ém levado a pesquisa
por novos materiais para substituir os enxertos autégenos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a incorporacao de enxerto alégeno autoclavado associado a proteina morfogenética
do 0ss0-2 recombinante humana (BMP-2rh). Foram utilizados 75 ratos Wistar distribuidos
em trés grupos de 25 animais cada, sendo submetidos a enxerto dsseo em defeito
mandibular de tamanho ndo repardvel espontaneamente. No grupo controle foi utilizado
enxerto autdégeno fresco de osso iliaco e nos dois grupos experimentais, enxerto alégeno
autoclavado ou enxerto alégeno autoclavado associado a BMP-2rh e coldgeno tipo IV. Os
animais foram sacrificados apds um, sete, 14, 21 e 28 dias, sendo a mandibula radiografada
e cortes histolégicos obtidos para coloragdo em hematoxilina e eosina e reacdo
imunoistoquimica com anticorpos para Indian hedgehog (Ihh), Sonic hedgehog (Shh) e
osteopontina (OPN). A imagem radiogréfica foi submetida a exame de densitometria 6ptica
e os valores testados estatisticamente. No grupo com enxerto autoclavado a neoformacao
Ossea foi limitada aos cotos mandibulares e a reabsor¢cdo do enxerto ocorreu de forma mais
lenta, restando grande parte do enxerto no tempo final, ndo sendo observada a unido do
enxerto com a mandibula. No enxerto com BMP-2rh a neoformagao dssea foi intensa, com
preenchimento do espaco medular por neoformacdo dssea e unido com a mandibula. A
incorporacdo ocorreu de forma mais rdpida e houve reparacdo do defeito mandibular. A
distribuicdo de Ihh e Shh foi similar, sendo positiva em células semelhantes a condrdécitos,
células semelhantes a fibroblastos e osteoblastos proximos a dreas de neoformacdo dssea e
em células aparentemente associadas ao tecido muscular vizinho ao enxerto. A OPN
mostrou dreas positivas associadas a ostedcitos, osteoblastos, matriz extracelular na
neoformacao éssea e remodelagdo em todos os grupos. Os dados obtidos pela densitometria
Optica mostraram resultados estatisticamente significativos no grupo tratado com BMP-2rh.
O experimento mostrou a capacidade de inducdo 6ssea da BMP-2rh em ratos, associada ao
osso alogeno autoclavado. As proteinas Shh e Ihh foram expressas durante a incorporacao
do enxerto, participando da rede de sinalizagdo encontrada durante a reparacdo do defeito

mandibular do rato.






ABSTRACT

Large bone defects can be managed by autogenous graft; however limitations in this
source have induced research for new materials to replace autogenous graft. The
incorporation of autoclaved alogenous bone graft associated to recombinant human bone
morphogenetic protein 2 (thBMP-2) was the objective of this study. The study animals
were 75 Wistar rats distributted into 3 groups with 25 animals. The rats were submited to a
mandibular critical size defect to be treated with autogenous graft from iliac in control
group while experimental groups used autoclaved alogenous bone, with or without rhBMP-
2. The animals were sacrificed after 1, 7, 14, 21 and 28 days, the mandible radoigraphed,
decalcified, stainned for heamatoxilin and eosin and immunohistochemistry for Indian
hedgehog (Ihh) and Sonic hedgehog (Shh) and osteopontin (OPN). Radiographic image
was submited to optical densitometric avaliation. After 28 days microscopic examination
showed almost fully incorporated graft in control group, but in alogenous group without
rhBMP-2 there was little incorporation and bone neoformation without bony union between
mandible and graft. The use of rhBMP-2 caused an intense osteoinduction bonding
mandible and graft after 7 days. After 28 days the incorporation process was similar to that
seen in control group. Expression of Shh and Ihh was in the same pattern, with positive
chondrocytes-like cells, fibroblast-like cells and osteoblasts near bone neoformation. OPN
marker showed positive areas associated to osteocytes, osteoblasts, reversal lines and
osteoid matrix. Optical densitometry showed statistically significative results inside
rhBMP-2 treated group. This study showed that thBMP-2 associated to autoclaved
alogenous graft is osteoinductive. The Shh and Ihh proteins were expressed during graft

incorporation, maybe playing an important role in the bone reparation signalling pathway.






1 - INTRODUCAO

As proteinas morfogenéticas do osso sdo as substancias mais promissoras na
osteoinducdo, sendo esperado que possam ser clinicamente aplicdveis para reconstrugdo
Ossea. As BMPs sdo armazenadas na matriz éssea e estdo intimamente envolvidas na
formacgdo e desenvolvimento do osso, remodelamento fisioldgico e reparagdo. Tem sido
demonstrado que estes fatores de crescimento atuam na diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos e condroblastos.

O modelo experimental mais indicado para testar possiveis materiais para
substituicdo Ossea na literatura recente € o defeito 6sseo nio repardvel espontaneamente,
representando um defeito que ndo sofre reparagdo Ossea espontanea durante a vida do
animal (HOLLINER & KLEINSCHMIDT, 1990), desta forma a reparacdo éssea ocorrerd
somente quando no defeito for colocado material que de alguma forma seja osteogénico.
Este conceito tem sido aplicado na mandibula do rato para avaliagdo de varios materiais,
inclusive BMP (ZELLIN & LINDE, 1997).

A despeito dos recentes avancos na drea bdsica e clinica, o conhecimento dos
fendmenos bioldgicos envolvidos na incorporacdo do enxerto € ainda pequeno. Topicos
como ativacdo de células alvo, mecanismos de transdugdo, inducdo de diferenciacdo e
proliferacdo, regulacio autdcrina e pardcrina das células envolvidas na reparacio dssea sdo
pouco estudados. O estudo de mais de um fator a0 mesmo tempo € importante para
determinar suas interacoes.

A participac@o das proteinas Shh e Thh € semelhante durante a formacdo do osso
embriondrio e seu reparo (FERGUSON er al., 1998; VORTKAMP et al., 1998;
MURAKAMI & NODA, 2000), assim € possivel questionar que elas também participem da
incorporacdo de enxertos dsseos, fato ainda ndo descrito na literatura.

A reparacdo de um defeito Osseo preenchido com enxerto é marcada pela sua
incorporacdo ao leito receptor, com substituicdo por o0sso neoformado e posterior
remodelamento. O enxerto pode atuar como uma base para a neoformacgdo dssea ou ainda
induzir esta neoformacdo, sendo chamado respectivamente osteocondutor ou osteoindutor.
A quantidade de tecido 6sseo formado, de enxerto que sofrerd o processo de incorporagdo e

a velocidade destes eventos, fatores de extrema importancia clinica, t€m sido ligadas a



presenca de fatores de crescimento e outros mediadores celulares, tais como BMP, TGF-1
(Transforming Growth Factor- 1), aFGF (acidic Fibroblast growth factor), bFGF (basic
Fibroblast growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor), IGF (Insulin-like growth
factor) e IL-1 e 6 (Interleucina-1 e 6). Estes fatores possuem reconhecida agcdo sobre as
células envolvidas direta ou indiretamente na formacao e reabsorcao do tecido dsseo.

A utilizacdo de enxertos autoclavados removidos de caddveres tem sido descrita na
literatura como um meio de substituir o enxerto autégeno e evitar a morbidade associada a
sua remoc¢do (ASADA et al., 1997). O enxerto autégeno ainda € uma fonte limitada, ao
passo que o autoclavado pode ser obtido virtualmente com quantidade e formato desejado.
Contudo este tipo de enxerto é associado com dificuldades mecanicas, lentidio na
incorporacdo e complicacdes como infeccdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a
interferéncia da BMP-2rh na incorporacdo do enxerto alégeno autoclavado em defeito nao

repardvel espontaneamente na mandibula de rato.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - REVISAO DOS ESTUDOS EXPERIMENTAIS

KABAN & GLOWACKI (1981) citaram haver dificuldade na avaliacdo de enxertos
6sseos na mandibula, pois em alguns modelos experimentais o defeito reparava
espontaneamente. Propuseram um modelo de defeito 6sseo bicortical ndo repardvel
espontaneamente no ramo mandibular do rato Charles River, com diametro de quatro
milimetros, obtido com trefina. Neste defeito foi implantado osso liofilizado, osso
pulverizado ou osso desmineralizado pulverizado. Os animais foram sacrificados com duas,
quatro, oito e 16 semanas apds a cirurgia. O grupo controle mostrou neoformagdo dssea a
partir das margens do defeito, mas que nao se ligaram em nenhum dos tempos de avaliacdo
do estudo, evoluindo para cicatrizagdo fibrosa ao final do experimento. Nos grupos
experimentais, a reparagdo mais completa foi encontrada com uso de osso desmineralizado
pulverizado, sendo este o Unico a mostrar formacdo de tecido cartilaginoso durante o
processo de neoformacdo Ossea. Os autores concluiram que o osso desmineralizado
pulverizado mostrou maior grau de estimulo osteogénico em relagdo aos outros dois
materiais.

BURCHARDT (1987), em extensa revisdo bibliografica sobre biologia dos
transplantes Osseos, citou que o osso € o segundo tipo de tecido mais frequentemente
transplantado, apds o sangue. Porém, tem a desvantagem de gerar ferida cirurgica adicional
ao paciente, além de ser uma fonte limitada em quantidade, qualidade e formato, sobretudo
em criancas. Contudo, ainda é considerado a melhor op¢ao disponivel para reconstrucdo de
defeitos 6sseos. O termo usado para descrever o processo de reparo do osso transplantado,
independente do tipo, foi incorporacdo. Este processo une o tecido transplantado ao leito
receptor, bem como envolve e mescla osso desvitalizado do enxerto com neoformado,
refletindo o grau de aceitacdo do transplante pelo organismo receptor. A incorporagdo
depende do contato proximo do leito receptor com o enxerto e sua estabilidade. Na fase
inicial de reparacdo hd formacgdo de codgulo, sendo o enxerto foco de resposta inflamatoria
na primeira semana. Na semana seguinte o processo inflamatério diminui, estando presente

tecido de granulacdo e atividade osteocléstica e osteobldstica. A remodelagdo vinda a seguir
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completa a reparacdo. Diferencas sdo encontradas entre transplante de osso cortical e
esponjoso. O osso esponjoso sofre processo de incorporacdo de forma mais rdpida e
completa. A revascularizacdo ocorre rapidamente e osteoblastos formam a matriz ostedide,
ligando trabéculas vizinhas. Posteriormente o osso do enxerto é gradativamente substituido
por osso vidvel. O enxerto cortical tem vascularizacdo mais lenta, com inicio da acdo
osteoclastica antes da osteobldstica. A reabsor¢do tem inicio na por¢do mais proxima do
leito receptor, indo posteriormente em direcdo central. Neste tipo de transplante ha
possibilidade da ndo reabsor¢do de partes do enxerto, ao contrdrio do osso trabecular.

LANE & SANDHU (1987), em revisao bibliogréfica sobre modelos experimentais
de enxerto 6sseo, citaram que o objetivo do enxerto € restaurar a integridade funcional do
0sso. Além de ser compativel, o enxerto deve atender as requisicdes peculiares a cada
situacdo clinica. Diversos modelos de estudo t€m sido utilizados para caracterizar o reparo
0sseo e respostas a alteracdes do meio. Entre elas a implantacio de materiais em bolsa
subcutdnea ou intramuscular, em O6rgdos viscerais, uso de camaras de difusdo in vivo,
cultura celular in vitro. Entretanto, para avaliar completamente a capacidade e caracteristica
reparativa de substitutos dsseos, o modelo experimental com defeito no esqueleto é
essencial. Dentro deste tipo de experimento os mais destacados seriam os defeitos por
trefina, defeitos segmentais em ossos longos e fusdo de vértebras. Diversos animais podem
ser utilizados, desde camundongos e ratos até cdes e ovinos. Citaram ainda que a
radiografia ajuda o acompanhamento do processo de reparacdo e que a densitometria
fornece a estimativa do contetido mineral no local da reparacao.

GUTTU & LASKIN (1989) em revisdao sobre modelos de pesquisa experimental em
cirurgia oral e maxilo-facial, citaram que as técnicas cirtrgicas t€ém se desenvolvido ou
refinado gracas ao uso de animais de laboratério, sendo os beneficios revertidos aos
pacientes. Os autores citaram que a incorporac¢do de enxertos tem sido estudada por meio
de avaliagdo histologica, radiografica, microradiografica, autoradiogrifica e
histomorfometria. Os estudos de enxerto 6sseo podem ser realizados para avaliar os
aspectos bdsicos de incorporacdo do enxerto ou seu uso em diferentes situacdes clinicas
simuladas. Animais menores tém sido utilizados por causa dos menores custos de

aquisicdo, manuten¢do e facilidade de manuseio, mas animais maiores como 0 macaco
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foram mais indicados para procedimentos mais invasivos como segmentacdo mandibular,
sendo importantes nos testes pré-clinicos. Os autores citaram ainda que o modelo proposto
por KABAN & GLOWACKI em 1981 € excelente para avaliagdo de materiais de enxerto
6sseo por causa da ndo reparacdo espontianea do defeito. Ratos com idade avancada foram
relacionados com quantidade e velocidade menores de neoformacao 6ssea.

HOLLINGER & KLEINSCHMIDT (1990) realizaram importante revisio
bibliografica abordando o defeito 6sseo ndo repardvel espontaneamente. Este foi definindo
como o menor defeito dsseo que ndo sofre processo de reparacdo por formagdo dssea
durante a vida do animal, portanto dependendo da presenca de material ou substancia que
promova neoformagdo dssea para se reparar. O defeito nido repardvel espontaneamente
caminha naturalmente para cicatrizacdo fibrosa ou preenchimento por tecido muscular,
como no modelo proposto por KABAN & GLOWACKI (1981), onde defeito nao reparavel
espontaneamente foi criado na mandibula de rato. Citaram ainda que animais com
esqueleto imaturo devem ser evitados nestas pesquisas, pois possuem resposta ¢ssea maior
que a encontrada em animais adultos, excecdo feita ao rato, pois este possui crescimento
continuo durante a vida. Afirmaram que materiais para reparacdo 0ssea devem ser testados
inicialmente em ratos ou coelhos, para depois utilizar cdes ou primatas nio humanos e
finalmente em humanos. Citaram ainda, sobre o modelo de KABAN & GLOWACKI
(1981), que a espessura reduzida entre as corticais mandibulares do rato dificulta a retengdo
do material implantado, limitando o espaco medular e consequentemente o nimero de
células mesenquimais indiferenciadas que estariam envolvidas na reparacdo do defeito.

SULLIVAN & SZWAJKUN (1991) pesquisaram diferencas entre revascularizacio
de enxertos Osseos de origem intramembranosa ou endocondral em ratos. O
intramembranoso foi removido da calota craniana € o endocondral da crista iliaca, sendo
implantados abaixo do peridsteo na face lateral do osso nasal ou tibia. Apds uma e duas
semanas os animais foram sacrificados e injetados com borracha de silicone na artéria
aorta, para demarcar a invasdo vascular, a qual foi determinada por histomorfometria. O
enxerto endocondral mostrou maior revascularizagdo que o intramembranoso. A invasio
vascular no enxerto iliaco ocorreu predominantemente através da camada esponjosa,

estando a cortical ainda pouco vascularizada apds duas semanas. O enxerto
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intramembranoso mostrou apds uma semana pouca vascularizagdo, porém apds duas
semanas houve revascularizacdo da parte interna da diploe. Os resultados ndo mostraram
variagdo para os dois diferentes leitos receptores. Os autores citaram que fatores
angiogénicos podem estar envolvidos na causa da diferenga entre os dois tipos de enxerto,
concluindo que o enxerto de osso iliaco revasculariza mais cedo e em maior indice que o do
cranio e as diferencas entre a incorporacido do enxerto devem estar mais relacionadas com a
arquitetura do osso do que com sua origem.

SANDBERG et al. (1993) testaram o uso de membranas bioabsorviveis de
copolimero de acido polilactico e poliglic6lico ou ndo reabsorviveis de politetrafluoretileno
expandido na reparagdo de defeito ndo repardvel espontaneamente na mandibula de ratos.
Em ambos os grupos foram observadas células adiposas ocupando o espago medular no
tempo final e presenga de tecido cartilaginoso durante a fase de reparacdo. Apds doze
semanas os resultados foram semelhantes entre os dois tipos de membranas, com
preenchimento parcial do defeito com osso compacto, ficando o centro do defeito ocupado
por tecido mole. No grupo tratado com membrana reabsorvivel foi relatado infiltrado
inflamatério, o que pode ter dificultado a formagdo dssea. Os autores concluiram que
ambos o0s tipos de membrana sdao de grande valor nos procedimentos de reconstrug¢do ssea
maxilo-facial.

YAMAMOTO et al. (1994) avaliaram a resposta tecidual 6ssea em defeito nao
repardvel espontaneamente na mandibula de rato apés a implantacdo de hidroxiapatita
granular. Os pesquisadores realizaram defeito de aproximadamente trés milimetros de
didmetro no ramo mandibular. Os animais foram sacrificados com um, sete, 14, 30, 60, 90 e
180 dias ap6s a cirurgia. No tempo final o grupo controle sem tratamento ndo mostrou
reparacdo Ossea, estando o defeito ocupado por tecido fibroso e tecido muscular. No grupo
experimental foi notada persisténcia dos granulos de hidroxiapatita, com presenca de reacao
tipo corpo estranho ao seu redor. A atividade osteogénica foi limitada as margens do leito
receptor, ndo promovendo a reparacdo do defeito.

AABOE et al. (1995) em revisdo abordando a reparacdo de defeitos Osseos
experimentais, citaram o 0sso autdégeno fresco como o melhor tipo de enxerto, embora

cause ferida cirtrgica adicional, tenha quantidade limitada e reabsor¢do incontrolada. A
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quantidade e a qualidade da reparacdo 6ssea sob condigcdes experimentais € influenciada
pela espécie animal, idade, localizagdo anatdmica, defeito uni ou bicortical, presenga de
peridsteo e estabilidade do enxerto. A osteoinducdo gerada por este tipo de enxerto seria
determinada pela diferenciacdo e proliferacdo de células mesenquimais locais em
osteoblastos estimulada pela proteina morfogénica do osso. Os autores sugeriram que
mediadores osteoindutores, tal como BMP, poderdo ser utilizados juntamente com um
sistema de liberacdo, no tratamento de defeitos 6sseos da regido da face e cranio.

REDONDO et al. (1995) testaram o uso de osso autégeno removido da mandibula,
desmineralizado e reimplantado de modo ortotdpico associado ou ndo a hidroxiapatita, para
reconstru¢do da borda inferior do ramo da mandibula de ratos. Os animais foram primeiro
submetidos a cirurgia para remoc¢do do fragmento mandibular, de formato quadrado com
lado de quatro milimetros. Sutura concluiu esta etapa da pesquisa, deixando o defeito
mandibular vazio. Em seguida o fragmento foi submetido a processo de desmineralizacdo,
sendo reimplantado apds duas semanas. Os animais foram sacrificados com duas ou seis
semanas apos a reimplantacdo do fragmento. O resultado, determinado pelo nimero de
células mesenquimais no local do implante, mostrou diminui¢do da proliferacdo celular nos
sitios contendo hidroxiapatita, concluindo os autores que a hidroxiapatita inibiu a
osteoinducdo gerada pela matriz dssea.

SHIROTA et al. (1995) avaliaram a reconstru¢do de defeito 6ésseo mandibular em
miniporcos, utilizando enxerto autégeno fresco vascularizado, removido da crista iliaca e
fixacdo com placa e parafusos de titdnio. Os animais foram sacrificados com duas, quatro e
oito semanas apds o transplante. Foi relatada necrose dos ostedcitos proximos da drea de
osteotomia na mandibula e no enxerto e dos ostedcitos vizinhos a placa e parafusos
utilizados na fixac¢do do bloco ésseo. Segundo os autores, a morte celular foi relacionada ao
trauma cirtrgico e compressdo da placa de fixacdo rigida. Foi observada necrose dssea na
maior parte da medula 6ssea do enxerto, ao passo que a maioria dos ostedcitos da cortical
sobreviveu ao transplante. Houve neoformacdo dssea sobre as trabéculas do enxerto, cujo
espaco medular foi ocupado por tecido de granulagdo, células inflamatérias e adiposas. Nos
tempos mais prolongados houve diminui¢do do volume do enxerto e presenca de grande

quantidade de adipdcitos no espaco medular, estando a delimitagdo do osso enxertado
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pouco definida, pois o enxerto assumiu estrutura similar a da mandibula. Os autores
concluiram que parte do enxerto, mesmo sendo vascularizado, ndo sobreviveu ao
transplante.

SZACHOWICZ (1995) em revisdo bibliografica sobre a reparacdo de ossos faciais,
descreveu os eventos iniciais da reparagdo do enxerto autdégeno como sendo semelhante a
sequéncia de reparacdo em fraturas. Com sete dias houve formacdo de tecido de
granulacdo, presenca de formacdo dssea e reabsor¢do por osteoclastos e aos quatorze dias
revascularizagdo do enxerto trabecular, sendo a parte cortical revascularizada
posteriormente. Por este motivo, parte do 0sso esponjoso pode sobreviver, sendo capaz de
permanecer em atividade osteogénica. O o0sso esponjoso pode ser completamente
substituido pela remodelagdo Gssea, enquanto partes do osso cortical podem persistir em
meio a remodelagdo. O autor citou ainda fatores que influenciam a incorporacdo do
enxerto: seu tipo, cortical ou trabecular; histéria de radioterapia; presenca de infecc@o ou
fibrose; se o enxerto € livre ou vascularizado; tipo de fixacdo e sua eficiéncia; tamanho do
enxerto; idade do paciente; presenca de peridsteo; presenga de tensdo ou compressao e
origem do enxerto, se intramembranoso ou endocondral.

TEIXEIRA et al. (1998) analisaram a reparagdo da fratura do processo condilar em
ratos adultos. Sob anestesia geral, foi realizada exposi¢@o e fratura do condilo, sendo os
animais sacrificados apds um, sete, 14, 30 e 90 dias. Com um dia foram verificados osso
vitalizado na margem da fratura e processo inflamatério agudo ao longo da capsula
articular e fibras musculares. Proliferacdo Ossea e cartilaginosa nos cotos, os quais
mostraram dreas de necrose e atividade osteocldstica com uma semana e tecido de
granulacdo no espaco articular na segunda semana. Apés um més foi notada extensa
neoformacdo 6ssea ligando os cotos e diminui¢do da drea de necrose. No tempo final o
condilo estava com caracteristicas de normalidade, centralizado na fossa temporal e com
interposi¢do do disco articular. Os autores concluiram que a fratura repara com formacao de
calo, sendo o processo condilar reposicionado na fossa temporal espontaneamente,
indicando capacidade da articula¢do t€émporo-mandibular de sofrer remodelagdo extensa.

FRANCESCHI (1999) relatou que a formagdo do osso € cuidadosamente controlada

por sinais mediados por morfogens, tal como Shh, definindo a &4rea onde havera

16



condensacdo celular para o inicio da formacdo do osso. A BMP seria liberada neste
ambiente para promover o engajamento de células mesenquimais indiferenciadas para a
linhagem osteobldstica, iniciando a expressdo de proteinas que caracterizam o fendtipo
osteoblastico, como a fibronectina, coldgeno tipo I, osteocalcina, osteonectina e
osteopontina. A ativacdo destes genes pode estar relacionada com o Cbfa-1 (Core binding
factor antigen-1), reconhecido por traduzir sinais de receptores de membrana plasmatica de
BMP e moléculas de adesdo da matriz extracelular (MEC) em proteinas. A interagdo do
osteoblasto com a MEC mediada por receptores tipo integrina parece ser essencial para
expressdo de proteinas relacionadas a sua atividade. O osteoblasto, assim como outras
células devotadas a produgdo de matriz, tem a habilidade de monitorar a composi¢cdo da
MEC e modificar seus produtos para acompanhar as constantes mudangas de necessidade
do tecido 6sseo. O Cbfa-1 é um fator de transcricio especifico da linhagem osteobldastica e
€ necessario para o desenvolvimento de tecidos mineralizados e sua mutacdo foi
relacionada com a displasia cleidocraniana. O autor citou que no membro embriondrio em
desenvolvimento a Shh regula o eixo anterior posterior através da zona de atividade
polarizada, formada por um grupo de células na parte mais posterior que controlam o
desenvolvimento e a modelacdo do membro.

GORDH et al. (1999) estudaram os efeitos da BMP-2rh e membranas
osteopromotivas no desempenho enxertos autégenos quanto a manutencdo do volume.
Foram testadas duas combinagdes de BMP-2rh, uma com 4ug e outra com 32ug associadas
a esponja de coldgeno e com ou sem a membrana de politetrafluoretileno expandido sobre
um fragmento ésseo unicortical removido do fémur. O enxerto foi implantado sobre a
calvéria de ratos e permitido reparar por quatro a 20 semanas, sendo os ratos sacrificados e
o material removido para avaliacdo histoldgica. Foi realizado imunoistoquimica para OPN
neste estudo, sendo descrita marcacio positiva no tecido 6sseo em geral e mais intensa no
grupo tratado com BMP-2rh. Os melhores resultados foram encontrados no grupo que
recebeu altas doses de BMP-2rh em conjunto com membranas, descrevendo os autores que
o volume do enxerto aumentou ou permaneceu 0 mesmo. Ao contrdrio o grupo sem BMP-
2rh sofreu remodelacdo com perda de volume continua. Segundo os autores o resultado

mais surpreendente foi no grupo com alta dose de BMP-2rh sem protecio de membrana,
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que mostrou intensa reabsor¢do, com perda quase total do enxerto. Apds quatro semanas
somente os grupos tratados com BMP-2rh, em alta ou baixa dose, mostraram integracao
com o leito receptor. Os autores concluiram que a combina¢do de BMP-2rh com
membranas tem efeito sinergistico na manutenc¢io do volume de enxertos autégenos.

JORGE (1999) estudou a reparagdo de defeito 6sseo ndo repardvel espontaneamente
em mandibula de rato tratado com enxerto autégeno fresco removido da crista iliaca. Foi
relatado apds trés meses completa reparacdo Ossea do defeito e remodelamento local,
evidenciado pela modoficacdo estrutural do enxerto para morfologia similar ao o0sso
mandibular, assim como diminui¢do de seu volume. Foi concluido que o enxerto autogeno
fresco foi capaz de reparar o defeito 6sseo mandibular.

LUZ et al. (1999) estudaram a reparacdo de defeito ésseo ndo repardvel
espontaneamente mandibular em ratos tratados com o0sso bovino inorganico bovino com
aglutinante dextrana. Os animais foram sacrificados apds um, sete, 14, 30 e 90 dias, sendo o
material removido e submetido a exame histolégico. Foi verificada a continua reabsor¢ao
do material, sem osteocondugdo ou osteoinducio e formagdo de reacdo tipo corpo estranho
ao redor do material, que permaneceu no defeito apds 90 dias. A dextrana ndo modificou a
resposta tecidual. Os autores sugeriram que a dextrana possa ser utilizada como aglutinante
biocompativel.

NAGALI et al. (1999) estudaram como a idade pode afetar a osteoinducdo ectépica
pela BMP purificada em ratos. Foram utilizados ratos com quatro semanas, 10 meses e 18
meses de idade, recebendo 2mg de BMP associado a atelocoldgeno tipo I. A quantidade de
osso formado foi verificada por meio de histomorfometria, revelando maior formacao ssea
no grupo mais novo. A atividade de fosfatase alcalina foi examinada, mostrando maior
intensidade nos grupos com quatro semanas ¢ 10 meses de idade. Imunoistoquimica para
coldgeno tipo 1V, reconhecida proteina da membrana basal de vasos, mostrou maior
quantidade de vasos no grupo mais novo que nos outros dois. O estudo revelou que a
formacao Ossea reduziu com a idade, sugerindo os autores que este fato possa estar ligado

com a reducdo do suprimento sanguineo.
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2.2 - REVISAO DA DENSITOMETRIA

BODNER et al. (1993) estudaram os efeitos da xerostomia sobre a reparagdo dssea
apos extracdo dental em ratos, através da densitometria. Os animais foram submetidos a
sialoadenectomia da glandula submandibular e sublingual e ligadura do ducto salivar da
parétida. Como grupo controle foram utilizados ratos sem xerostomia. O primeiro molar
inferior esquerdo foi extraido e os animais sacrificados apds zero, 14, 21, 28, 45 e 60 dias
da extracdo dental. A mandibula foi removida, radiografada juntamente com uma escala de
aluminio e revelada em processadora automdtica. A pelicula radiografica foi examinada em
aparelho digital para densitometria, relacionando a drea de interesse com a escala de
aluminio. Os ratos com xerostomia mostraram densidade Optica menor em relagdo ao
controle na drea mais cervical do alvéolo entre 21 e 60 dias, enquanto a apical ndo mostrou
diferencas estatisticamente significativas. Os autores concluiram que a xerostomia causa
atraso na reparagdo do alvéolo dental e que o exame de densitometria é confidvel e ttil para
acompanhar a formagdo dssea e mineraliza¢do com radiografias de rotina.

FEIFEL et al. (1994) realizaram a medi¢do da densidade 6ssea da mandibula apés
enxerto de crista iliaca em pacientes submetidos a mandibulectomia, através de tomografia
computadorizada quantitativa. Os autores citaram que os tecidos moles ao redor do osso a
ser analisado podem interferir na densidade déssea quando se usa exame radiografico
convencional. O enxerto vascularizado ndo mostrou mudangas na densidade 6ssea € o nao
vascularizado revelou aumento da densidade dssea, em comparagdo com a crista iliaca
intacta. Os autores sugeriram que ocorreu esclerose dssea reativa no enxerto, explicando o
aumento na densidade dssea no enxerto ndo vascularizado.

BRESIN et al. (1999) analisaram a influéncia da fun¢do mastigatdria na estrutura
O0ssea mandibular em ratos. Dieta mole ou dura foi oferecida aos ratos em periodo de
crescimento por quatro semanas, sendo os animais sacrificados e a mandibula seccionada
em diferentes regides. Cada regido foi radiografada juntamente com uma escala de
aluminio, sendo a imagem digitalizada e com auxilio de um programa de computador as
andlises de densidade e massa 6ssea foram realizadas. Os resultados indicaram diminui¢do
da densidade na regido do primeiro molar e do ramo mandibular. Os autores sugeriram que

a funcdo mastigatdria € um fator determinante na densidade dssea.
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SOUTHARD et al. (2000) estudaram o relacionamento entre a densidade do
processo alveolar da maxila e mandibula e outros ossos do esqueleto em pacientes do sexo
feminino com idade variando de 20 a 78 anos. O exame do osso rdadio, pélvico e de
vértebras lombares 1 a 4 foi realizada com aparelho de densitometria e os resultados
comparados com a densidade do processo alveolar obtido por meio de radiografia dental
com uma escala de aluminio. Os resultados mostraram que as densidades do processo
alveolar da maxila e mandibula diminuiram com a idade e sdo significativamente

relacionados com a densidade dssea do radio, iliaco e vértebras lombares.

2.3 - REVISAO DOS ENXERTOS AUTOCLAVADO E AUTOGENO

WANGERIN et al. (1986) estudaram o uso de osso autdgeno autoclavado removido
da costela de caes e implantado de forma ortotdpica, ou seja, no mesmo lugar. Tanto no
grupo controle, com enxerto autégeno fresco, quanto no experimental houve integracio
com o leito receptor, porém com tempo mais prolongado para o grupo autoclavado. O
enxerto autoclavado foi circundado por neoformacdo Ossea originada no peridsteo,
concomitante com reabsor¢do. Apds um ano houve completo remodelamento do osso. Os
autores concluiram que o processo de autoclavagem ndo altera a resposta imunoldgica do
organismo ao enxerto e que o enxerto é completamente incorporado ao leito receptor.

INOKUCHI et al. (1991) estudaram o comportamento biolégico de reimplante
imediato de osso apds desmineraliza¢do superficial com dcido cloridrico e aquecimento a
65°C ou 100°C por 30 a 120 minutos. O enxerto foi removido da tibia de coelho, sendo
tratado e reimplantado em tecido muscular do abddmen de coelhos, que foram sacrificados
com quatro ou seis semanas apOs a cirurgia. Além deste enfoque em osteoinducgdo, o
trabalho abordou a viabilidade de células tumorais quando expostas ao calor. Foram
testadas células de cultura de linhagem de carcinoma e tecidos removidos de carcinoma
implantado em dorso de coelho. A exposi¢dao destes dois tipos celulares ao calor de 65°C
por 30 minutos ou 100°C por 10 minutos foi suficiente para torna-los invidveis. Os enxertos
mostraram capacidade osteoindutora nos enxertos expostos a 65°C de 30 a 120 minutos,
com descricdo de formacdo Ossea ao redor do enxerto e dentro do espaco medular,

reabsorcdo do enxerto e aparecimento de tecido hematopoético. Esta capacidade ndo foi
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encontrada no enxerto exposto a 100°C por 10 minutos, cujo estudo histolégico mostrou
invasdo do espaco medular por tecido fibroso, reacdo inflamatéria cronica tipo corpo
estranho e poucos sinais de reabsorcdo. Segundo os autores a desmineralizacdo superficial
tem a capacidade de facilitar a saida da BMP da matriz 6ssea e induzir células
mesenquimais no tecido muscular, resultando em melhora da osteogénese. Os autores
concluiram que o tratamento a 65°C de 30 a 120 minutos resulta em completa
desvitalizacdo de células tumorais e ainda preserva as propriedades osteoindutoras do
enxerto alégeno no coelho.

LAURITZEN et al. (1991) relataram 13 casos de pacientes submetidos a resseccao
de lesdes Osseas na regido de cranio e face. O enxerto utilizado foi o proprio bloco ésseo
removido e autoclavado a 120°C por 20 minutos. Os pacientes foram acompanhados por no
minimo um ano, quando foi realizada bidpsia do local para verificacdo de recorréncia. Foi
descrito que o osso autoclavado estava desvitalizado e sendo substituido por osso normal.
Os autores citaram que a fixag@o foi um importante fator na incorporacdo do enxerto e que
todos os casos evoluiram bem, concluindo que esta modalidade de tratamento € indicada
para reconstrucao dssea no esqueleto do cranio e face.

CHEN et al. (1994) estudaram a indicagdo e selecio de sitios doadores de enxerto
dsseo para reconstru¢do de grandes defeitos mandibulares em 55 pacientes. As indicag¢des
para usar enxerto vascularizado foram osteoradionecrose ou irradia¢do do leito receptor,
reconstrucdo de hemi-mandibula ou de defeitos maiores, defeito segmentar extenso
especialmente através da sinfise, defeitos que necessitaram de enxerto composto com pele
ou mucosa e incapacidade de imobilizacdo da reconstrucdo. A selec@o do sitio doador deve
ser de acordo com o tamanho do defeito, tipo do defeito, tipo de retalho planejado,
irradiac@o prévia do leito receptor, quais vasos a serem utilizados, qual retalho tem vaso de
comprimento apropriado, cor e textura da pele do sitio doador, osteotomias requeridas para
dar curvatura similar a da mandibula, rapidez na unido 6ssea e possibilidade de uso de
implantes. Os autores citaram utilizar trés fontes de enxerto vascularizado: o iliaco, a fibula
e a escdpula, sendo o osso iliaco sempre indicado como a primeira op¢do, por apresentar

boa qualidade 6ssea e amplo retalho de pele e tecido mole.
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BORCHERS et al. (1995) estudaram os efeitos do tratamento térmico sobre as
propriedades mecénicas de osso trabecular bovino. Os blocos 6sseos foram submetidos a
ciclo de autoclavagem ou congelado a -70°C. O processo de autoclavagem provocou a
diminuicdo de sua resisténcia mecanica a compressio em cerca de 58%. Os autores
relataram que este processo foi capaz de denaturar as proteinas, mas deve ser evitado em
osso trabecular, pois causa danos a sua integridade estrutural.

BEIRNE et al. (1996) avaliaram retrospectivamente as complicagdes associadas a
remocgdo de enxerto dsseo da parte anterior da crista ilfaca para corre¢do de fenda palatina e
alveolar. Foram analisados 137 pacientes, submetidos a 154 procedimentos de remog¢do de
enxerto, com minimo de um ano de evolugdo. As complicagdes relatadas foram dor pds-
operatoria, dificuldade de deambulagdo, parestesia do nervo cutianeo lateral da coxa,
infec¢do, deformidade no contorno da crista e sensibilidade do osso e pele. No entanto,
estas complicacdes tenderam a resolucdo, em curto espaco de tempo. Os autores concluiram
que a crista iliaca pode fornecer quantidade adequada de osso para a correcdo do defeito,
com baixa incidéncia de complicagdes no sitio doador.

KALK et al. (1996) avaliaram retrospectivamente as complicacdes associadas a
remog¢do de enxerto 6sseo da crista iliaca para reconstrucdo de defeitos maxilo-faciais em
65 pacientes. Foi verificada boa aceitagdo do procedimento pelos pacientes e baixo indice
de complicacdes, concluindo os autores que o osso iliaco é um local adequado para
remocdo de enxerto com finalidade de reconstrucio Ossea da regido maxilo-facial.

ASADA et al. (1997) publicaram estudo prospectivo de 23 casos de enxerto
autoclavados a 135°C por 10 minutos e utilizados no tratamento de tumores &sseos na
tentativa de evitar a amputagdo de membros, por uma média de 48 meses de
acompanhamento. Em 15 casos foram utilizados enxertos autoclavados autégenos e em sete
enxertos autoclavados removidos de caddver e em um caso combinag¢do dos dois. Os
enxertos foram fixados por préteses, placas ou pinos intramedulares, além disso 0sso
trabecular autégeno macerado foi colocado na junc¢io do enxerto com o leito receptor. Apds
uma média de 11 meses foi notada através de radiografia a incorporagdo dos enxertos, no
entanto quatro pacientes morreram de metéstases e trés manifestaram recorréncia local.

Nestes casos a recorréncia ndo estava associada com o enxerto, segundo os autores. Foi
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relatado que nove pacientes tiveram complicacdes no tratamento como infec¢do, fratura,
reabsor¢cdo e mobilidade da prétese, enquanto dois tiveram avaliacdo razodvel e 12
pacientes com avaliagdo boa ou excelente. Os autores sugeriram que a incorporagdo do
enxerto na jungdo de leito receptor foi resultado da acdo do peridsteo e que a osteoindugio
foi perdida pelo processo de autoclavagem, embora a osteocondugdo tenha sido mantida.
Os autores concluiram que, a despeito das complicacdes, esta op¢ao de terapia foi uma
op¢ao vidvel para reconstru¢do de grandes defeitos 6sseos.

POGREL et al. (1997) compararam enxertos 6sseos vascularizados ou ndo na
reconstrucdo de defeitos segmentais da mandibula. Foram realizados 68 enxertos, sendo 39
vascularizados e 29 nio vascularizados. Dos enxertos vascularizados, 38 foram removidos
da fibula e um da crista iliaca e dos nao vascularizados, 26 da crista iliaca e trés da costela.
Ocorreram dois casos de falha nos enxertos vascularizados e sete nos ndo vascularizados.
Os autores relataram que o tamanho do defeito a ser restaurado esté relacionado como fator
de sucesso ou nao dos enxertos nao vascularizados, citando o tamanho de nove centimetros
como limite para seu uso seguro. Os defeitos maiores seriam mais bem tratados com
enxertos vascularizados, sendo esta ainda a primeira op¢do em locais com irradiagdo prévia.

SCHRATT & SPYRA (1997) estudaram a incorpora¢do e imunogenicidade de
enxertos ortotépicos autoclavado, irradiado ou congelado na tibia de rato. Foi relatado apds
12 semanas que o enxerto autoclavado ndo estava incorporado, mas somente ligado a
margem por meio de calo dsseo. Os enxertos congelado e irradiado sofreram incorporacao
parcial, porém ao se avaliar a capacidade de gerar resposta imunoldgica, o grupo
autoclavado foi o dnico a ndo induzir antigenicidade. Os autores sugeriram que para haver
incorporacdo do enxerto algum grau de antigenicidade pode ser necessario.

BOHM et al. (1998) realizaram estudo prospectivo acompanhando por uma média
de 66 meses nove pacientes com tumores musculoesqueletais de membros e pélvico
tratados com resseccdo Ossea e reimplante apds autoclavagem. Oito dos nove pacientes
estavam bem e sem recidiva, com avaliacio do enxerto sendo boa ou excelente. Um
paciente morreu de recorréncia sistémica, embora no local do enxerto ndo houvesse

recidiva e um paciente apresentou infec¢do apds radioterapia. Os autores concluiram que o
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tratamento com autoclavagem e reimplante usados para evitar a perda de membros tem
poucas complicacdes e resultados funcionais bons.

STELLINGSMA et al. (1998) relataram dez casos de reconstrucdo da mandibula
edéntula extremamente reabsorvida através da remocdo da parte superior do 0sso
mandibular e reposicionamento sobre enxerto 6sseo removido da crista iliaca e fixagdo com
implantes dentais enddsseos de titdnio. Depois de um periodo médio de 31 meses as
condicdes do enxerto e implantes foram analisadas, assim como a satisfacao dos pacientes.
Os autores relataram que o método foi adequado para reconstru¢do da mandibula e
confeccio de prétese total inferior sobre implantes e que os pacientes estavam satisfeitos
com o tratamento realizado. A morbidade do sitio doador foi baixa em longo prazo, sendo o
iliaco fonte de material suficiente para aumento da altura da mandibula.

ZELLIN et al. (1998) estudaram a integracdo de enxerto ortotépico autoclavado em
defeito 6sseo ndo repardvel espontaneamente no osso parietal de ratos suplementado com
fator de crescimento de fibroblasto tipo 2 (FGF-2), descrito como capaz de promover
proliferacdo vascular e formagdo dssea, estando normalmente presente na matriz 6ssea. O
grupo controle foi tratado com enxerto autoclavado ou autégeno fresco removido do o0sso
iliaco. Os resultados foram avaliados apds quatro ou 12 semanas por radiografia e descri¢ao
histolégica. Com quatro semanas foi notada zona radiolucente ao redor dos enxertos nos
trés grupos e preenchimento parcial da cavidade sem diferencas significativas, com excecao
do grupo autdégeno, que mostrou tecido 6sseo sobre todo o defeito. A formacdo dssea
pareceu ser derivada das margens do defeito. O grupo autégeno mostrou maior
incorporacdo na imagem radiografica apés 12 semanas, seguido pelo tratado com enxerto
autoclavado e FGF-2. Foi descrito histologicamente que o grupo autégeno mostrou maior
integracdo com o osso neoformado pelo leito receptor, seguido pelo grupo tratado com
enxerto autoclavado e FGF-2. Na superficie externa dos enxertos autoclavados foi notada
reabsor¢cdo Ossea, ao passo que no enxerto autdgeno foi encontrada neoformacio dssea
derivada do peridsteo. Os autores relataram bons resultados nesta modalidade de correcao
de defeitos e que a incorporagdo do enxerto autoclavado pode ser melhorada com uso de

FGF-2, diminuindo o periodo necessdrio para sua revitalizacao.
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LIM et al. (2002) relataram caso clinico de reconstrucdo orbital através de
reimplante ortotépico imediato de bloco dsseo autoclavado em paciente com tumor
envolvendo estrutura dssea. Os autores relataram aparecimento de tracos de fratura apds a
autoclavagem, porém sem prejudicar a estabilidade do enxerto, realizada com fixacao
interna rigida. Foi concluido que a autoclavagem e reimplante de blocos removidos durante
tratamento cirurgico de tumores dsseos foi uma estratégia simples e rdpida para reconstruir

a anatomia orbital.

2.4 - REVISAO DA BMP

SASANO et al. (1996) demonstraram em implantacdo ectépica de BMP purificada
que a participacdo do material carreador pode interferir no tipo de ossificacdo promovida.
Ao utilizar matriz fibrosa de coldgeno foi descrita a auséncia de tecido cartilaginoso, ao
passo que a utilizacdo de membrana de fibra de vidro induziu a formacdo Ossea com
participacgdo de tecido cartilaginoso, que estava ausente apds cinco semanas de avaliagao.

BOYNE (1996) estudou o efeito da BMP-2rh na reconstru¢@o de defeito 6sseo nao
repardvel espontaneamente na mandibula de macacos Rhesus. Os defeitos simularam hemi-
mandibulectomia e os cotos foram fixados com tela de titdnio. O defeito foi preenchido
com esponja reabsorvivel de coldgeno com altas doses de BMP-2rh, 0,8ug/ml de enxerto ou
baixas doses, 0,2 ug/ml de enxerto, sendo os animais sacrificados apds cinco meses. O
autor relatou que os resultados clinicos foram excelentes para os dois grupos, sendo notada
a formacgdo de crista alveolar palpavel na borda superior da 4rea reconstruida apds cinco
semanas com doses altas e seis semanas no grupo tratado com doses baixas.
Histologicamente foi notada a formagdo de osso lamelar cortical e esponjoso. A camada
cortical foi mais espessa no grupo tratado com doses altas de BMP-2rh, ja o osso trabecular
ndo mostrou diferencas entre os dois grupos. A tela de titdnio mostrou integracdo com o
osso neoformado na regido do defeito. O autor concluiu que defeitos deste tipo podem ser
reparados com BMP-2rh sem necessidade de enxertos Osseos, destacando o grande
potencial osteoindutor da BMP-2rh.

YASZEMSKI et al. (1996) em revisdo bibliografica relataram que o enxerto

7z

autégeno ainda € a melhor opcdo na tentativa de corrigir defeitos 6sseos e devolver a
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integridade mecanica ao esqueleto. O processo biolégico que comecga com o transplante é
seguido de neoformacgdo Ossea, reabsorcdo do enxerto e remodelamento. O objetivo do
enxerto seria também prover resisténcia tempordria induzindo ou permitindo a formacao
Ossea, que entdo otimizaria as propriedades funcionais 6sseas no local do enxerto. Os
autores citam que mesmo se parte do enxerto permanecer vidvel, ndo ird contribuir
plenamente para a reparagdo funcional do osso, devendo ser removido para dar espaco a
tecido 6sseo adaptado as condigdes do local. Os enxertos de osso trabecular autégeno
geralmente sofrem continua reabsor¢cdo até desaparecer € ao mesmo tempo que
osteoinducdo. Os enxertos de osso cortical geralmente se envolvem inicialmente em
atividade de reabsorc¢do, apresentando neoformagdo 6ssea mais tardia em relacdo ao enxerto
trabecular. A reabsor¢cdo da cortical é mais lenta, sendo realizada através de osteoclastos
invadindo os canais de Havers e formando lacunas que sd@o ocupadas em seguida por vasos
sanguineos e osteoblastos. Remanescentes do enxerto cortical podem permanecer invidveis
e mesclados com o osso neoformado. Isto seria um fator negativo, pois diminuiria a
resisténcia local. Os autores citaram ainda que os materiais para enxerto devem ser testados
primeiramente em primatas nao-humanos antes de sua utilizacdo em humanos, pois seu
esqueleto se assemelha ao dos humanos.

RIPAMONTI & REDDI (1997) realizaram revisdo sobre o uso de BMP para
regeneracio de tecidos periodontais. Citaram que para resgatar a capacidade osteoindutora
da BMP seria necessdrio sua ligacdo com material carreador, como o coldgeno. Para haver
formacgdo Gssea seria necessdrio um sinal osteoindutor, gerado pela BMP, um substrato
adequado, no qual a BMP seja liberada ao meio e outro material osteocondutor e finalmente
células alvo no leito receptor para desempenhar as fungdes bioldgicas. Os autores
sugeriram ainda a utilizagcdo de BMP produzida por tecnologia recombinante ao invés de
BMP purificada de ossos de mamiferos, pois sua eficdcia e seguranca ndo sdo ainda
conhecidas. Os autores relataram que o grande desafio do uso de BMP continua sendo a
formulacdo de um sistema carreador adequado a atividade terapéutica desejada.

VILJANEN et al. (1996) estudaram a capacidade osteoindutora da BMP extraida de
o0sso de alce em defeito de 2,2cm de didmetro na calota craniana de ovelhas adultas. Um

montante de 52mg de BMP foi implantado juntamente com 13mg de coldgeno IV. Um
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segundo grupo experimental foi tratado com medula dssea fresca obtida da tibia e o grupo
controle tratado com somente com coldgeno. Apds 16 semanas os animais foram
sacrificados, sendo obtidas radiografias para quantificacdo do preenchimento do defeito,
por andlise computadorizada do preenchimento do defeito e laminas para avaliacdo
histolégica. A percentagem de reparacao foi maior no grupo da BMP, 93,18%, seguida pela
medula éssea, 33,17% e por fim o grupo controle, com 31,32%. Foi ainda feita a titulacao
de anticorpos anti-BMP de alce apds zero, trés, seis e 12 semanas depois da cirurgia. Houve
aumento da titulacdo de IgG no grupo da BMP apés trés semanas, com retorno aos niveis
iniciais em seis semanas. Foi demonstrada a capacidade osteoindutora da BMP xendgena
assim como sua baixa imunogenicidade. Os autores relataram que o coldgeno IV foi
confidvel como sistema carreador da BMP.

SI et al. (1997) estudaram a expressio de BMP-2 e TGF-f1 com a técnica de
hibridizagdo in situ durante a reparac¢do de fratura experimental de mandibula em coelhos,
para determinar a interacdo destes fatores de crescimento na regulacdo da proliferagdao
celular. Os animais foram sacrificados ap6s um, trés, cinco, sete, 11, 14, 21 e 28 dias apds a
fratura. Houve formagdo de hematoma, com posterior organizacdo e substitui¢do por tecido
de granulacdo. No quinto dia houve agregacdo e proliferacdo de células mesenquimais
indiferenciadas, com sinais de BMP-2. Apds a formagdo do calo ésseo, com presenga de
cartilagem ligando os dois cotos, o sinal de BMP-2 diminuiu e o de TGF-f1 foi evidente
nos osteoblastos diferenciados e nas dreas de cartilagem. Apds a unido 6ssea, ambos sinais
estavam fracos. Os autores concluiram que a BMP-2 e o TGF-f1 participam da regulagao
da reparacdo da fratura, estando o primeiro relacionado com a diferenciacdo de células
mesenquimais em osteoblastos e condrécitos e o segundo com a ativagdo da proliferacio
celular e sintese de proteinas ligadas a reparacdo da fratura.

ZELLIN & LINDE (1997) estudaram a importancia de sistemas de liberacdo de
BMP-2rh em defeitos ndo repardveis espontaneamente em mandibula de rato, protegidos
por membrana para reparacdo guiada. Os sistemas de libera¢do foram esponjas de coldgeno
ou mistura de copolimero de dcido poliglicdlico e dcido polildctico com sangue, sendo
incorporados a 1 ou 8ug de BMP-2rh. Os animais foram sacrificados e as mandibulas

radiografadas para acompanhar a reparacdo dssea. A melhor resposta foi obtida com BMP-
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2rh sem membrana. As duas concentracdes de BMP-2rh e os dois carreadores nao
mostraram diferencas significaticvas no reparo do defeito mandibular. Os defeitos, quando
protegidos por membrana, mostraram diminui¢do do efeito osteogénico da BMP-2rh,
registrando diferencas significativas quando comparados ao grupo tratado com BMP-2rh
sem membrana. A técnica de reparacdo guiada por membrana preencheu a menor
propor¢cdo do defeito com tecido 6sseo. O sistema carreador de BMP-2rh a mostrar a
melhor média de ligacdo Ossea foi a mistura de copolimero de &4cido poliglicélico e
polilactico com sangue. Os autores citaram, a despeito dos resultados, que as membranas
podem ajudar os efeitos indutores da BMP-2rh mantendo a material osteoindutor no local
onde deve exercer sua funcio e dando contorno anatdmico para o osso formado.
BOSTROM (1998) em revisdo sobre a expressdo da BMP na reparacio de fraturas
citou que ocorre recapitulacdo do desenvolvimento Osseo embriondrio normal, incluindo
migracdo de células mesenquimais, condensacdo, proliferacdo e diferenciacdo para células
osteogénicas. Esta resposta ocorre como uma seqii€éncia continua de eventos celulares,
comeg¢ando com trauma e dano tecidual, formacao de tecido de granulacdo, tecido 6sseo e
remodelacdo. Embora estes estdgios estejam bem descritos histologicamente, os aspectos
bioquimicos e regulatérios permanecem incertos. E suposto que envolva interagdo
complexa de reguladores autdcrinos, pardcrinos e enddcrinos, tais como fatores de
crescimento e diferenciacdo, hormonios, citocinas e componentes da matriz extracelular.
Na ossifica¢io intramembranosa dreas positivas para BMP sdo vistas imediatamente apds a
fratura, na camada celular do periésteo, aumentando em nimero a medida que a reacdo
periostal promove proliferacdo celular. Com o inicio da formagao 6ssea imatura é descrita
intensa presenca de BMP nos osteoblastos. Apds a substituicao do osso imaturo por lamelar
foi descrita diminui¢do da expressio de BMP. A medida que o tecido ésseo se torna mais
maduro, ocorre apoptose dos tipos celulares ndo mais necessdrios, deixando o local com
menor nimero de células e diminuindo a expressdo de BMP. A imunolocalizacdo de BMP
mostrou positividade principalmente em citoplasma de osteoblastos, mas foi encontrada
também na matriz ostedide e na face interna do peridsteo préxima a osteoblastos em
atividade. Na ossificacdo endocondral hd expressio de BMP em poucas células

mesenquimais indiferenciadas no hematoma e apds a organizacdo do codgulo, com
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migracdo e proliferacdo celular no local da fratura maior nimero de células se tornaram
positivas. As células precursoras de tecido cartilaginoso mostraram intensa coloracdo
positiva, enquanto condrdcitos hipertréficos e maduros expressaram menos BMP. Durante
a ossificacdo, a medida que o tecido cartilaginoso foi substituido por tecido 6sseo, houve
diminuicdo gradativa da marcacdo da BMP. De forma geral, a expressdo de BMP foi mais
evidente em células indiferenciadas e diminui com a maturidade do tecido em formacao,
endocondral ou intramembranoso. O exame de hibridizacdo in situ em fratura de costela em
camundongo revelou presenca de BMP em células semelhantes a fibroblastos no tecido
muscular proximo ao local da fratura, células osteoprogenitoras menos diferenciadas no
peridésteo e dentro do espagco medular, mas ndo por osteoblastos diferenciados. Os
receptores de BMP tipo I e II estariam presente em células do peridsteo, aumentando
bastante quando o osso € fraturado. Células semelhantes a fibroblastos também
expressaram receptores para BMP. Os autores encerram a revisido citando que a BMP
parece ter uma participagdo importante no inicio da ossificacdo intramembranosa e estar
envolvido na diferenciacio de células mesenquimais e na reparacao de fratura.

CARTER et al. (1998) realizaram revisido sobre as influéncias mecanicas sobre a
diferenciacio de células mesenquimais durante a fase inicial de reparacio 6ssea. Os autores
relataram que a proliferacdo e diferenciacdo sdao afetados fortemente pelo meio mecénico
do tecido em regeneragdo. Mobilidade nos cotos da fratura e pressdo local levam a
formacdo de calo Osseo maior. No tecido Osseo em reparacdo a formacdo OGssea
intramembranosa € favorecida em 4reas de pouca pressdo e sem movimento. J4 4reas
pobremente vascularizadas e sob compressdo hidrostdtica seriam estimuladas a reparacdo
com formacdo de tecido cartilaginoso. Alta tensdo seria um estimulo a producao de tecido
fibroso, enquanto forcas de tensdo superpostas a de compressdo hidrostitica seria um
estimulo ao desenvolvimento de fibrocartilagem.

HOLLINGER et al. (1998) estudaram o emprego de 35ug de BMP-2rh associada a
coldgeno tipo I para reparacdo de defeito ndo repardvel espontaneamente segmentar de dois
centimetros de extensao no osso radio de coelho. O grupo controle foi submetido a enxerto
autégeno ortotdpico, sendo os animais sacrificados apds quatro e oito semanas. Duas

semanas apos a cirurgia foi realizada tomada radiografica para comparacdo com a do tempo
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final. A imagem radiografica foi digitalizada e submetida a exame para determinagdo da
area radiopaca. O exame radiografico mostrou unido 6ssea com formacio de calo no grupo
controle, enquanto o grupo tratado com BMP-2rh mostrou grande formacio radiopaca no
tempo de duas e quatro semanas que voltou aos contornos normais no periodo de oito
semanas. O estudo computadorizado mostrou semelhanga entre os dois grupos. Os autores
concluiram que a BMP-2rh pode substituir o enxerto autégeno em correcdo de defeito
segmentar.

EINHORN (1998) realizou revisao sobre a reparagcdo de fraturas ésseas. Foi citado
que cerca de 6,2 milhdes de individuos sofrem fraturas por ano nos Estados Unidos da
América e a despeito dos avancos no seu tratamento, parte das fraturas irdo reparar
incompletamente ou levar um tempo muito longo para reparar. A reparagao da fratura pode
ser vista como uma série de respostas celulares distintas sob controle especifico de vias de
sinalizacdo intercelular. Foi descrito que 4reas de alta celularidade na fratura podem conter
células endoteliais e mesenquimais que expressam fendtipo osteobldstico. Evidéncias
sugerem que a funcdo do hematoma € ser uma fonte de moléculas de sinalizacdo que
tenham a capacidade de iniciar a seqii€éncia de eventos criticos para a reparagdo Ossea. O
peridsteo € considerado uma fonte de células osteobldsticas, podendo ser visto em alta
atividade osteogénica intramembranosa apds uma semana de fratura. Sua reagdo pode ser
estimulada pela mobilidade dos cotos e diminuida pela fixacdo rigida. Esta atividade parece
diminuir consideravelmente apds duas semanas. A formacdo de tecido cartilaginoso pode
ser vista apds uma semana e a localizacdo dos primeiros condrdécitos é adjacente a cortical
Ossea, sugerindo que eles possam ter origem em células derivadas do peridsteo. Ao sofrer
calcificacdo, a matriz cartilaginosa € alvo de invasdo vascular, trazendo células
perivasculares que aparentemente se diferenciam em osteoblastos. Uma vez alcangada a
unido dssea, a neoformacdo parece diminuir, estando os eventos celulares engajados na
atividade de remodelagdo. A osteopontina, uma proteina de adesio da MEC pode ser
detectada em ostedcitos e células osteoprogenitoras e osteoclastos, no entanto parece nao
ser expressa em osteoblastos altamente ativos. A remocdo de células durante e apds a
reparacdo parece envolver a morte celular programada, visto ndo ser notada dreas de

necrose ou transdiferenciacdo celular. O nimero de células envolvidas na reparacdo
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diminui consideravelmente com o inicio da remodelagdo. O entendimento dos eventos
biolégicos que governam a reparacdo Ossea € importante para o avango das técnicas de
tratamento de fraturas.

KAPLAN & SHORE (1998) estudaram os erros biolégicos e potencial
farmacoldgico de genes envolvidos na esqueletogénese, através de revisao bibliogréfica da
fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP). Nesta doenca autossdmica dominante rara, ha
formacdo Ossea heterotdpica progressiva apds o nascimento, sobretudo em locais de
trauma. Por ser capaz de induzir a formagao de osso ectopico as BMPs e genes associados
tém sido consideradas como potenciais participantes na etiologia da FOP. A expressao
aumentada do gene BMP-4 em embrido de galinha foi acompanhada de osteogénese
ectdpica, reforcando a idéia da participacdo da BMP na FOP. Como a meia vida da BMP é
curta, foi proposto que na FOP poderia ocorrer sua producdo no local afetado por células
mesenquimais e posterior ligacdo com coldgeno tipo IV, resultando em maior gradiente de
concentragdo. Além disso, exames laboratoriais demonstraram a presenca em altas
concentracdes de BMP-4 em pacientes com FOP. Com base nestes fatos, os autores
relataram necessidade de mais pesquisas das vias de sinalizagdo das BMPs, que poderia
levar a um tratamento efetivo para a FOP. Atualmente vdrias situagdes clinicas t€ém sido
tratadas com BMP, por exemplo no auxilio da fusdo da coluna vertebral, reparacdo de
fraturas, adicionadas a enxertos e implantes, casos de osteoradionecrose e reconstrucao
facial. Os autores sugeriram que trabalhos com antagonistas de BMP poderiam ser de
grande utilidade clinica para pacientes com FOP.

KING et al. (1998) estudaram o efeito de dois materiais carreadores de BMP-2rh em
defeito periodontal na mandibula de rato. Foram utilizados 0,5ug de BMP-2rh associados a
gel de coldgeno tipo I ou a membrana de coldgeno tipo I. Os animais foram sacrificados
ap6s 10 dias, mostrando na avaliacdo histolégica maior formacdo de cemento no grupo
tratado com membrana, embora a formacido déssea pareceu similar nos dois grupos. Os
autores relataram necessidade de desenvolver sistema carreador mais adequado para a
correcdo de defeitos periodontais.

REDDI (1998) em revisdo sobre participagdo da BMP na reparacdo de fraturas

relatou que estas proteinas sdo sinais primordiais no inicio da reparacdo. A induc¢do da
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reparacdo dssea segue uma cascata, iniciando com quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacgao,
ativacdo e apoptose. A quimiotaxia € a migracdo de células em resposta a um gradiente de
concentracdo de sinais liberados pela matriz dssea nos cotos fraturados. Estes sinais
estavam presentes no local, porém s6 foram liberados com a remog¢do do contetido mineral
do osso e exposicado da fase orgénica, estando associados principalmente ao coldgeno tipo I.
A diferenciacdo de osteoblastos é acompanhada da presenca de invasdo vascular e a
formacdo 6ssea marcada pelo aumento da atividade da fosfatase alcalina, uma enzima
especificamente associada a fun¢do osteobldstica. O autor cita que a seqiiéncia celular e
molecular da cascata de osteoindug@o € similar na morfogénese do 0sso, na reparagcdo de
fraturas e nos enxertos 6sseos. Aparentemente nem a fase soliivel das proteinas da matriz,
contendo fatores de crescimento ou o coldgeno sdo potentes osteoindutores quando
utilizados sozinhos. A combinacdo dos dois torna-se osteindutora. As BMPs ligam-se na
matrtiz 6ssea ao coldgeno tipo I, IV e glicosaminoglicanas. A combinacdo de BMP com o
coldgeno tipo IV pode em parte explicar sua participagdo na angiogénese durante repara¢ao
de fraturas. A acdo da BMP pode variar segundo sua concentracdo. Em concentragdes
baixas hd quimiotaxia para mondcitos enquanto doses maiores podem levar a mitose. Doses
ainda mais elevadas geram diferenciagdo celular. A célula alvo e o tipo de receptor também
tém participacdo nas diferentes acdes bioldgicas desta proteina. Desta forma a BMP atua
em multiplas funcdes, sendo considerada reguladora pleotrdpica, atuando na quimiotaxia,
mitose, diferenciacdo, ativagdo de sintese de matriz extracelular, manuten¢do do fenétipo e
apoptose. O autor concluiu que o uso controlado de BMP com carreadores apropriados
pode ser ttil nas cirurgias 6sseas.

WOZNEY & ROSEN (1998) em revisdao sobre BMP na formacdo e reparo dsseo
relataram que estas proteinas parecem atuar em trés periodos distintos. O primeiro seria nos
estdgios iniciais da embriogénese direcionando os eixos de desenvolvimento corporal e na
especificacdo dos tipos celulares. O segundo seria na organogénese, onde a BMP induz a
formacao de estruturas esqueléticas e seus tecidos de suporte em diferentes locais do corpo,
assim como diversos outros Orgdos. No terceiro periodo, j4 no individuo adulto, elas
ajudam a controlar a reparacdo Ossea, na manuten¢do e constante remodelamento Gsseo

encontrado no esqueleto. Defeitos nestes diferentes periodos t€ém ajudado a entender melhor
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a participagdo da BMP em cada um deles. Embrides “knockout” para o gene BMP-4
morrem com graves defeitos na formacdo da mesoderme. Durante a organogé€nese a
superexpressdo de BMP-2 resulta em mudangas no formato e tamanho dos ossos. A BMP
parece fazer parte de uma seqii€ncia de sinais que controlam a ossificacdo, peptideos como
Shh regulam positivamente a expressdo de BMP. J4 em adultos a implantagdo ectdpica de
BMP-2 induz a formagdo de tecido Osseo. Para utilizagdo clinica, a BMP deve ser
implantada em combina¢do com um sistema de liberagdo ou material carreador que ajuda a
definir a drea na qual se deseja a neoformacgdo Ossea. Esta matriz atua ainda na liberacao
lenta da proteina no local da implantacdo. Preferencialmente esta matriz deve fornecer um
substrato favordvel para a infiltracdo e crescimento celular. Coldgeno, derivados da matriz
Ossea desmineralizada, polimeros sintéticos reabsorviveis e compostos de fosfato de célcio
tém sido utilizados com sucesso na inducdo dssea com BMP. Em estudos experimentais o
osso neoformado parece estar integrado com o osso do leito receptor, levando a estabilidade
funcional e biomecéanica, fator importante no sucesso do enxerto. A revisao cita que a BMP
possui aplicagdes potenciais na regido maxilofacial em reparo de defeitos dsseos, aumento
de volume 6sseo, reparacdo de defeitos periodontais e na colocac¢do de implantes.

FRIESS et al. (1999) estudaram o uso de esponjas de coligeno como material
carreador para BMP-2rh. A perda de BMP durante sua manipulacdo no procedimento de
implante e efeito potencial de carreador e liberador sdo importantes fatores para o uso
clinico de BMP. Foi relatado que diminuir o pH ou adicionar fons na solucao de BMP pode
ajudar sua incorporagdo na esponja de coligeno. Contudo pH muito baixo ou alta
concentragdo de fons podem causar precipitacdo da proteina. A concentragcdo de BMP que
mostrou maior incorporacio ao coldgeno foi a de 0,75mg/ml de solu¢cdo. Massa maior de
colageno incorporou melhor a BMP, porém os autores citaram que deve se levar em conta a
aplicacdo clinica do material. Foi demonstrado que repouso de 30 minutos apés a aplicagdo
do BMP no coldgeno leva a incorporagdao de 90% da BMP, contra 44% quando utilizada
logo apds a adicdo de BMP ao coldgeno. A farmacocinética da BMP marcada com is6topo
radioativo apds implantagcdo ectdpica em ratos nao mostrou diferengas significativas entre

as diversas formulacdes testadas. Os autores concluiram que embora a BMP possa se ligar
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com o coldgeno, esta ligacdo pode ser melhorada com o controle de pH, adi¢do de ions e
adequacdo da relagdo de massa da esponja de coldgeno.

HIGUCHI et al. (1999) utilizaram o modelo proposto por KABAN & GLOWACKI
(1981) para investigar o potencial reparador de BMP-2rh associada a mistura de copolimero
de acido polilactico e poligliclico com esponja de coldgeno. Os animais foram sacrificados
apds quatro semanas. Os autores relataram presenca de infeccdo em dois dos oito animais.
O preenchimento total do defeito foi alcangcado em somente quatro animais, estando o
restante dos animais com o defeito parcialmente reparado. O estudo histolégico mostrou
grande quantidade de osso no leito receptor, formando trabéculas, com tecido
hematopoético em seu espaco medular. Nao houve evidéncia de tecido cartilaginoso e
residuos do material carreador foram encontrados em meio aos tecidos envolvidos na
reparacdo. Os autores sugeriram que este modelo € confidvel para o estudo da reparagdo
dssea.

OKUBO et al. (1999) realizaram estudo comparativo de capacidade osteoindutora
da BMP-2rh em leito 6sseo e ectopicamente no musculo de rato. Foi utilizado material
carreador de coldgeno com 5Sug de BMP-2rh implantado no musculo da perna ou em
defeito 6sseo mandibular ndo repardvel espontaneamente. Os animais foram sacrificados
apos 21 dias, sendo a peca removida e submetida a avaliagc@o histoldgica e bioquimica para
atividade de fosfatase alcalina. Foi relatada a formagdo de trabéculas 6sseas delineadas por
osteoblastos no grupo intramuscular e auséncia de osteoclastos. Tecido hematopoético com
adipdcitos e vasos linfaticos também foram relatados. No grupo do implante mandibular, a
quantidade de osso neoformado pareceu maior, com aspecto mais maduro. A expressdo de
fosfatase alcalina foi maior neste grupo. Os autores sugeriram que a BMP-2rh encontrou
ambiente mais propicio a indugdo 6ssea no tecido esqueletal.

KHAN et al. (2000) em revisdao destacaram que dois mecanismos tém sido
sugeridos como reguladores da reabsor¢do e formacdo Ossea, hormodnios como
paratormdnio (PTH) e calcitonina e fatores de crescimento locais encontrados na matriz
ossea, incluindo BMP, TGF-B, IGF I e II, PDGF, aFGF e bFGF. Estes fatores atuam de
forma autécrina e pardcrina sobre osteoblastos e osteoclastos, afetando a proliferacio

celular, atividade anabdlica e catabolica. Este rede de controle € utilizada na homeostasia
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Ossea e também nos processos patologicos. Fatores de crescimento sdo descritos como
polipeptideos especificos do tecido que regulam a atividade celular. Dentre estes fatores de
crescimento a BMP tem chamado a atencdo por sua capacidade de induzir a formacao
Ossea. Descoberta por URIST em meados de 1960 foi clonada com tecnologia
recombinante em 1988 por WOZNEY, permitindo a produ¢do de grandes quantidades da
proteina. BMP € um peptideo de baixo peso molecular, pertencendo a superfamilia das
TBF-p, participando na embriogénese e morfogénese em varios tecidos. Similar a outros
membros desta familia, a BMP ¢€ sintetizada com uma cadeia amino-terminal com 15 a 20
aminoacidos, um dominio com 50 a 350 aminoacidos € um dominio carboxi-terminal com
110 a 140 aminodcidos. Degradacdo proteolitica deixa a proteina final com
aproximadamente 130 aminodcidos. Cada BMP madura ativa € composta por duas cadeias
com ligacdo dissulfeto formando um homodimero ou heterodimero de membros diferentes.
Os heterodimeros sdo mais potentes osteoindutores que os homodimeros. A BMP e outros
fatores de crescimento sdo sintetizados e incorporados na matriz 6ssea, ligados aos
componentes protéicos nio soldveis da matriz, como coldgenos tipo I e IV ou heparina.
Desta forma sdo estocados e quando o tecido ésseo sofre acdo de osteoclastos, liberando o
conteido mineral, seu potencial bioldgico € ativado. Este ciclo € utilizado no constante
modelamento 6sseo presente no esqueleto. Esta caracteristica foi explorada por diversos
pesquisadores, ao desmineralizar o osso antes do transplante para facilitar a ativacdo da
BMP.

KIMURA et al. (2000) estudaram a eficicia da BMP-2rh expressa em Escherichia
coli em estimular osteogénese no defeito mandibular ndo repardvel espontaneamente em
rato. Os autores citaram que o tipo de células expressando a BMP-2rh pode causar
diferencas na sua ag@o bioldgica, pois quando produzida por células procariotas, como a E.
coli, ndo contam com todo o aparato citoplasmdtico eucariota para as devidas modificagcdes
pos-transcripcionais, podendo haver falhas na molécula final. Foram testadas dois tipos de
BMP-2rh, uma produzida por E. coli e outra por c€lulas de ovério de rata em diferentes
quantidades por enxerto, sendo o material carreador colageno tipo I. Apds 24 dias foi
mostrado preenchimento quase completo do defeito por tecido 6sseo nos dois grupos,

porém a dose para obter tal resultado foi de 10ug para a BMP-2rh produzida por E. coli e
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lug para a produzida por células eucaridtica. A colocagdo de membranas sobre o defeito
pode diminuir a quantidade de BMP necessdria para reparar o defeito, segundo os autores,
ao impedir a proteina de sair do defeito e manter as células do tecido mole afastadas do
local. Foi concluido que BMP-2rh produzido em organismo procariota foi osteogénica in
vivo, podendo ser uma alternativa a BMPrh produzida em células escariotas.

ALAM et al. (2001) relataram desenvolvimento de técnica para transformar tecido
muscular vascularizado em tecido 6sseo. Um molde de silicone com formato negativo da
mandibula foi usado como carreador de 25ug de BMP-2rh, sendo preenchido com tecido
muscular vascularizado da coxa e reimplantado por um periodo de quatro semanas. Foi
demonstrada a produ¢do de tecido dsseo a partir do tecido muscular, com a permanéncia do
pediculo vascular. O exame radiogriafico mostrou massa radiopaca no formato da
mandibula. Os autores sugeriram que esta técnica pode ser utilizada constru¢do de 0ssos
para enxertos.

HORIUCHI et al. (2001) estudaram a melhora da inducdo 6ssea pela BMP-2rh
implantada ectopicamente através de administragdo sist€émica de pentoxifilina. Esta droga
foi capaz de inibir a atividade da fosfodiesterase, enzima que degrada o AMPc, molécula
responsavel por transdugdo de sinais em via intracelular. O implante foi removido apds trés
semanas € a peca removida para exame histolégico e radiografico. A imagem radiogréfica
foi submetida a medi¢do de drea radiopaca, revelando maior drea no grupo tratado com
pentoxifilina. A avaliacdo histologica ndo mostrou diferenca entre os dois grupos. Os
autores relataram que a pentoxifilina teve efeito anabdlico sobre a formacdo ectépica de
osso pela BMP-2rh.

LEE et al (2001) realizaram extensa revisdo bibliografica sobre as aplicacdes
biomédicas do coldgeno. Os autores consideraram o coldgeno como muito til, pois tem
excelente biocompatibilidade, seguranca e ser biodegraddvel. Entre as aplicagdes do
coldgeno foram destacadas esponjas para protecdo de feridas e queimaduras, barreira de
protecdo oftdlmica, bandas para liberagdo de drogas via transdérmica, nanoparticulas para
liberacdo de genes, matriz para cultura celular, membranas para guiar reparacdo tecidual e
formulagdes para liberagdo de proteinas em gel ou sélida. Os autores citaram a associa¢ao

de BMP com coldgeno como excelente para induzir a neoformagdo dssea, provendo meio
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carreador, liberacdo gradual e ancoragem para células alvo da BMP. A atividade celular
pode sofrer modificacdes com o tipo de coldgeno, sendo relatado que o uso de BMP
associado a atelocoldgeno tipo I foi capaz de induzir formacdo Ossea sem tecido
cartilaginoso.

LEVY et al. (2001) estudaram a presenca de células osteoprogenitoras no tecido
esqueletal em cultura celular de linhagem muscular isolada do musculo semitendinosus e
gracilis de humanos adultos. A cultura foi mantida por quatro semanas e as células
presentes tipadas por meio de imunocitoquimica para presenca de células
osteoprogenitoras, pericitos e células endoteliais. No inicio da cultura foi relatada
positividade para marcadores de células osteoprogenitoras e pericitos. A atividade de
fosfatase alcalina foi presente no inicio da cultura, mas foi relatado aumento com o decorrer
do tempo, enquanto a marcagdo para células osteoprogenitoras declinou. Foi concluido que
o tecido muscular contém células osteoprogenitoras, sugerindo os autores que
possivelmente estas células estariam envolvidas na formacdo ectdpica de osso por BMP
implantado em tecido muscular e na ossificagio muscular presente em pacientes com
fibrodisplasia ossificante progressiva e miosite ossificante.

SETO et al. (2001) estudaram o uso de BMP-2rh na reparagdao de segmentacdo
mandibular em primatas ndo humanos. A BMP-2rh foi associada ao dcido poliglicélico
como material carreador e medula 6ssea de tibia de primata, sendo o grupo controle o
enxerto sem BMP-2rh. Em ambos grupos o defeito segmental foi fixado com tela de titanio.
Os animais foram sacrificados apds 16 semanas, as pecas foram removidas e submetidas a
exame macroscopico, radiogrifico e histoldgico. Foi também implantado BMP-2rh
associado ao 4cido lactico poliglicélico no tecido subcutaneo de rato Wistar para confirmar
o potencial osteindutor do material. Os animais foram sacrificados apds duas semanas,
sendo evidenciada a neoformacio Ossea através de exame histolégico. Nos primatas que
receberam BMP-2rh foi notado clinicamente aumento no local do enxerto, fato ausente no
grupo controle. Apés 16 semanas foi notada unido 6ssea no grupo tratado com BMP-2rh no
exame macroscopico e radiogriafico, enquanto o leito receptor do controle estava
preenchido por tecido fibroso e muscular e sem evidencia radiogrifica de formacdo dssea.

A avaliagdo histolégica mostrou que a mistura de BMP-2rh com material carreador e
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medula dssea induziu neoformacgdo dssea que alcangou a altura e espessura das corticais do
leito receptor enquanto o grupo controle ndo mostrou formacgdo dssea no leito receptor. O
0sso neoformado mostrou padrdo trabecular irregular, diferindo do padrdao mandibular e
com superficie cortical irregular, com diversas 4reas de reabsor¢do. A organizacdo lamelar
estava presente em poucas dreas do osso neoformado. Os autores sugeriram que houve
tempo para maturacio do tecido 6sseo, pois sua formacgao foi muito rdpida, concluindo que
a mistura de BMP-2rh, dcido lactico poliglicdlico e medula 6ssea foi confidvel para
reconstrucao de defeito segmentar neste modelo animal.

SPECTOR et al. (2001) estudaram a expressio de BMP durante a reparacdo do
segmentacdo parcial do ramo mandibular de rato através de imunoistoquimica e
hibridiza¢do in situ. Os animais foram sacrificados de uma a oito semanas para acompanhar
a reparacdo do defeito. As BMP-2, 4 e 7 foram expressas em osteoblastos, osteoclastos e
células osteoprogenitoras dentro do calo dsseo nos tempos iniciais. A maior parte da
marcacdo foi intracelular, embora matriz tenha sido positiva para BMP-7 em algumas
regides ao redor de osteoblastos. Estas proteinas também foram expressas nos tempos
tardios, porém com menos evidencia. A intensidade da positividade sé voltou ao nivel basal
com o aparecimento de osso lamelar maduro. Ostedcitos ndo exibiram marca¢do para BMP.
Os autores concluiram que as BMPs possuem importante papel na regulacdo do reparo do
0ss0 intramembranoso, citaram ainda que os ossos do cranio devem reparar sem tecido
cartilaginoso, pois sdo de origem intramembranosa.

MARUKAWA et al. (2002) avaliaram as propriedades funcionais do o0sso
neoformado por osteoindu¢do com BMP-2rh em defeito segmentar na mandibula de
macaco. Foi realizada remog¢do de bloco de trés centimetros do corpo da mandibula, sendo
o defeito preenchido por 9mg de BMP-2rh associado a esponja de coldgeno e copolimero
de acido polilactico e poliglicélico e fixado com placa e parafusos de titanio. Implantes
dentais foram colocados apds 20 semanas sobre o local do enxerto, recebendo carga apds
oito semanas. Exames radiogrifico e histologico foram utilizados para acompanhar a
evolucdo do enxerto por 52 semanas. Na semana 10 o local do enxerto foi aberto para
remocdo das placas, mostrando neoformagdo Ossea abundante e cobrindo as placas. A

cortical mandibular estava irregular. O exame histolégico de 20 semanas mostrou completa

38



reparacdo da mandibula, com unido dssea trabecular densa e falta de corticais. O exame
radiografico mostrou continuo aumento da radiopacidade até a semana 12, vindo entdo
lenta fase de remodelamento do osso neoformado que pareceu normal no tempo final de 52
semanas. Com 30 semanas o tecido sseo estava mais maduro e j4 mostrava formacdo de
corticais e aparecimento de espaco medular preenchido por tecido hematopoético e
adipocitos. O implante estava circundado por tecido dsseo e bem adaptado. Os autores
relataram que o osso trabecular foi mantido, tendo sofrido mudangas por causa da carga
mastigatoria que levaram ao aparecimento de corticais e aparéncia similar ao da mandibula
normal, concluindo que a BMP-2rh pode ser uma alternativa terapéutica aos enxertos
autégenos na reconstru¢do mandibular.

GOUVENDER et al. (2003) realizaram um estudo prospectivo multicéntrico para
avaliacdo da BMP-2rh no tratamento de fraturas complicadas de tibia em humanos. A
BMP-2rh foi empregada na tentativa de reduzir a necessidade de uma segunda intervengao
cirirgica. Foram acompanhados por um periodo médio de 12 meses 450 casos, tratados
com 6 ou 12mg do fator de crescimento associado a esponja de coldgeno sobre o traco de
fratura antes do fechamento da ferida cirtirgica. Os autores relataram que houve redugdo da
necessidade de uma segunda intervencdo em 44% quando utilizado BMP-2rh na dose de
12mg em comparagdo ao grupo controle, concluindo os autores que a BMP-2rh foi segura e
melhorou a reparacio de fraturas complicadas na tibia.

JUNG et al. (2003) realizaram estudo prospectivo acerca do aumento de volume,
densidade e maturacdo 6ssea ao redor de implantes dentais com utilizacdo de BMP-2rh e
membranas para reparagdo dssea guiada. O grupo controle ndo recebeu a BMP-2rh. Apds
um periodo médio de acompanhamento de seis meses os defeitos residuais foram medidos e
uma bidpsia para avaliacdo da maturidade e densidade 6ssea por histomorfometria. O
tratamento com BMP-2rh mostrou resultados melhores que os do grupo controle,
concluindo os autores que a proteina pode melhorar o processo de maturagdo e aumenta a
area de contato do implante com 0 0sso0.

NAKAGAWA et al. (2003) investigaram as caracteristicas da matriz dssea
condréide e células condrogénicas e osteogénicas durante indugdo Gssea ectdpica em ratos

com BMP-2rh. Cinco pug de BMP-2rh associada a coldgeno I foram implantadas no tecido
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muscular e removidos ap6s sete, 10, 14, 21 e 28 dias. Apos sete dias foi notada numerosas
células semelhantes a fibroblastos infiltrados em fibras coldgenas e condrdcitos em meio a
matriz condroide. Coldgeno II e fosfatase alcalina foram identificados nas células
semelhantes a fibroblastos. No dia 10, condrdcitos hipertréficos estavam presentes na
matriz condréide e com 14 dias osteoblastos estavam presentes e em intensa producdo de
matriz ostedide concomitante a ossificacdo endocondral. Com 21 dias a ossificagdo mostrou
células hematopoéticas nos espacos centrais do implante. Coldgenos tipo I e II foram
detectados ao redor de células semelhantes a ostedcitos. Com 28 dias uma camada 6ssea foi
formada ao redor do implante, que mostrava reabsor¢do e espaco medular preenchido com
adipocitos. Baseados nos achados deste estudo, os autores sugeriram que as células
semelhantes aos fibroblastos que invadiram o implante se diferenciaram em condrdcitos e
formaram a matriz condréide, e ainda que alguns condrdcitos mudaram seu fendtipo,
conservando a capacidade de produzir matriz ostedide e coldgeno Il a0 mesmo tempo.
SYKARAS & OPPERMAN (2003) em extensa revisdo sobre as BMPs, relataram
que a BMP inicia sua sinalizacdo intracelular quando se liga aos receptores transmembrana
quinase treonina serina tipo I e II. Estes receptores sdo também utilizados por outros
membros da familia TGF-B, possuindo um dominio extracelular curto, uma cadeia
transmembrana e um dominio intracelular ativo para treonina serina. O receptor tipo I é
primeiro sitio de ligagdo e com sua ativacdo ocorre a fosforilagdo do dominio intracelular e
propagacdo do sinal para seus substratos. O receptor tipo II parece atuar na estabilizagdo e
aceleracdo da ligacdo no receptor tipo I. Uma seqiiéncia de moléculas chamadas SMADs
parecem estar envolvidas no envio do sinal do receptor tipo I para o niicleo, onde o sinal
serd traduzido para mRNA e subseqiiente producdo de proteinas ligadas 4 atividade da
BMP. Os autores citaram que € dificil a caracterizacdo da populacdo celular que responde a
BMP, visto que ela atua sobre diversos tipos celulares, como linhagem osteobldstica,
fibroblastos, células mesenquimais do tecido conjuntivo, células musculares, astrogliais e
muitos outros. Testes clinicos em humanos tém sido descritos na Europa e Estados Unidos,
sendo citados regeneragdo periodontal, aumento do seio maxilar para colocacdo de
implantes dentais, ao redor de implantes para melhorar o contato com o tecido 4sseo e

aumento do processo alveolar.
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SOUTHWOOD et al. (2004) avaliaram um método de auxilio a reparagdo de fratura
infectada em coelhos, utilizando transfec¢do viral da carga genética da BMP-2. Os autores
relataram que o uso de transferéncia de genes com finalidade terapéutica com adenovirus
tem potencial para superar as dificuldades usuais de producdo e implantacdo de proteina
recombinante em defeitos dsseos. Além disso citaram a técnica como fécil, barata e que
células do organismo transfectado poderiam produzir BMP-2 mais potente que a BMP-2rh.
Foi relatada ocorréncia de formacgado rdpida e intensa de calo 6sseo no grupo tratado com
transfec¢do, porém o grupo controle, tratado com o adenovirus sem a carga genética da
BMP-2, mostrou maior ossificacdo no local da fratura no tempo final de avaliacdo. Os
autores sugeriram que este resultado pode ter sido decorrente do dano tecidual causado pelo
agente esclerosante utilizado para facilitar o desenvolvimento da osteomielite, que diminuiu

a capacidade de resposta do tecido a BMP-2.

2.5 - REVISAO DAS PROTEINAS INDIAN E SONIC HEDGEHOG

KRONMILLER & NGUYEN (1996) estudaram a distribui¢do espacial e temporal
de Thh na mandibula de camundongo em desenvolvimento, através de hibridizacdo in situ e
RT/PCR (reverse transcriptase/ polimerase chain reaction). Foram utilizados embrides com
nove a 14 dias de idade. Ihh estava presente na lamina dental de regides de molares e
incisivos e nos pélos do bigode. Embora quase restrita ao epitélio, marcacdo também foi
encontrada no tecido mesenquimal adjacente. A expressdo de Ihh foi mais evidente na
regiao mediana. Os autores sugeriram que o Ihh possa estar envolvido na proliferacdo do
epitélio durante a formagdo da lamina dental, estando relacionado na linha média com a
polarizagao dos incisivos.

CURRIE (1998) relatou que o gene hedgehog é regulador da segmentacdo e
modelamento embrionario, inicialmente descrito em drosofila, sendo altamente conservado
entre espécies, inclusive em humanos. No homem sdo descritos trés membros, a Sonic
hedgehog, Indian hedgehog e Desert hedgehog, participando da embriogénese do sistema
nervoso central, odontogénese e formacdo e modelacio membros e de ossos de origem
endocondral e intramembranosa do esqueleto apendicular e axial. As Hh possuem

aproximadamente 45kDa apds sua traducdo, porém a cadeia é clivada no sitio
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autoproteolitico em dois polipeptideos, ficando um peptideo N-terminal com 19kDa e o
outro com 26kDa. O fragmento N-terminal parece exercer todas as atividades bioldgicas da
Hh, sendo ligado covalentemente a um lipidio, possivelmente colesterol, além de possuir
um sitio catalitico com zinco. Essa composicdo € factivel com a sua afinidade pela camada
bilipidica das membranas celulares. O Thh € classicamente expresso durante a ossificacdo
endocondral, em condrdcitos na passagem da fase seriada para a hipertréfica, sua auséncia
nesta fase pode acarretar formacdo de ossos com defeitos estruturais graves. Células
mesenquimais indiferenciadas e células osteobldsticas expressam receptores para proteinas
Hh, as quais induzem formagdo de osso e cartilagem in vivo, porém sua acao depende da
populacao de células estudada. Mutagdes de um receptor do gene Thh, o Ptc (patched), foi
associada com o carcinoma basocelular, tanto em casos isolados quanto da Sindrome do
carcinoma basocelular nevéide ou de Gorlin, cujos pacientes sdo acometidos por multiplos
carcinomas basocelulares, ma formacgdes cerebrais e do esqueleto cranial, polidactilia e
defeitos esqueletais, reconhecidas dreas de atuacdo das proteinas Hh.

IWASAKI et al. (1997) avaliaram a expressdao de lhh durante a morfogénese
esqueletal de camundongos. Thh foi expresso logo apés a condensacdo celular, juntamente
com coldgeno tipo II. No dia embriondrio 14, onde os elementos 6sseos estavam evidentes,
coldgeno tipo X e Ihh estavam presentes, assim permanecendo até o final da vida fetal. No
dia oito pds-natal Ihh estava presente em condrocitos hipertréficos na placa de crescimento.
A partir do dia 14 pés-natal o Ihh ndo foi mais expresso. A deteccao de Ihh ndo pdde ser
correlacionada com a atividade da placa de crescimento, pois apds a exting@o do seu sinal a
placa ainda permanece ativa, sugerindo os autores que a partir da puberdade outros fatores
como hormonios exercam efeito regulatdrio sobre a placa de crescimento.

KINTO et al. (1997) investigaram a participacdo da proteina Shh na diferenciacio
de osteoblastos e formacgdo dssea ectdpica. Foi utilizado cultura celular de fibroblastos e
osteoblastos de camundongo apds co-cultura de fibroblastos transfectados com retrovirus
para insercdo de DNAc do dominio N-terminal de Shh. Apés seis dias de co-cultura os
fibroblastos e osteoblastos de camundongo exibiram aumento marcante de expressdo de
fosfatase alcalina. Os autores realizaram ainda transplante ectopico de fibroblastos

expressando Shh em tecido muscular de camundongo. Apds trés dias foi notada expressao
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de fosfatase alcalina em células préoximas ao enxerto e com 14 dias tecido mineralizado.
Nao foi notada a presenga de condrdcitos durante a formacdo de osso ectépico. Neste
experimento houve positividade para BMP-2, 4 e 7, sugerindo os autores que a Shh induz a
expressdo de BMP durante a diferenciac@o de osteoblastos e formacdo de osso ectdpico.

MURAKAMI et al. (1997) estudaram a expressdo de Thh em cultura celular de
linhagem osteobldstica. Nao foi encontrada presenca de RNAm de Thh com adi¢cdo de
BMP-2, porém a adi¢do de TGF-B1 causou a expressio de RNAm de Thh. Os autores
concluiram que Ihh pode ser produzido por osteoblastos e que BMP-2 ndo afetou a
expressdo de Thh em cultura celular de osteoblastos, ao passo que TGF-f1 alterou
positivamente sua expressao.

NAKAMURA et al. (1997) estudaram a indugdo de diferenciagdo osteogé€nica por
proteinas hedgehog em cultura celular de linhagem mesenquimal ou osteobléstica de
camundongo. A adicdo de Ihh e Shh em ambas culturas induziu a producdo de fosfatase
alcalina, um marcador de atividade osteoblastica. Ao se adicionar BMP-2 juntamente com
Shh ou Ihh a atividade da fosfatase foi fortemente aumentada. Os autores citaram que estas
duas proteinas possuem correlacdo temporal e espacial em varios tecidos em
desenvolvimento, concluindo que Shh e Ihh poderiam atuar diretamente em células
precursoras de osteoblastos e estimular sua diferenciagao.

FERGUSON et al. (1998) estudaram as vias moleculares na morfogénese esqueletal
e no reparo Osseo de fratura. A formacdo de tecido dsseo € continua ao longo da vida,
comecando no feto e persistindo na vida adulta. Em muitos aspectos a reparagdo recapitula
os estagios de desenvolvimento 6sseo embriondrio, com condensacao celular, diferenciacio
para células osteogénicas, formacdo éssea, remodelamento e apoptose. Uma diferenca
importante € a falta de inflamacdo no tecido embriondrio. A expressdo de mediadores
embriondrios do osso fraturado mostrou presenca de coldgeno II no local onde se formara o
calo dsseo e Cbfa-1 em células do peridsteo. hh e BMP-6 ndo foram expressos neste tempo
inicial. Perto de uma semana Cbfa-1, Ihh e BMP-6 foram positivos em condrdcitos do calo.
Ap06s 10 dias, o tecido cartilaginoso em maturagdo mostrou positividade para Thh, BMP-6,
Cbfa-1 e coldgeno X. Cbfa-1 foi detectado em osteoblastos no osso recém formado. Estes

marcadores ndo foram expressos apds quatro semanas, ao final da fase reparadora,
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indicando que a reparag@o Ossea e sua formagdo embriondria compartilham as mesmas vias
de mediadores.

HORTON et al. (1998) revisaram a participacao de genes especificos de condrécitos
no controle do desenvolvimento, envelhecimento e morte celular através da apoptose. O
gene Thh foi descrito como regulador da apoptose na placa de crescimento, sendo produzido
por condrdcitos pré-hipertréfico e estimulando células do pericondrio a produzir a proteina
relacionada ao paratorménio (PTHrp), que induz a morte celular programada dos
condrdcitos, regulando negativamente seu crescimento.

VORTKAMP et al. (1998) estudaram a expressio de sinais regulatérios da
formacao embriondria durante o crescimento pds-natal e reparo de fratura. O gene Ihh foi
expresso na placa de crescimento nos dias nove e 13 pds-natal assim como seus mediadores
PTHrp, Ptc e Gli. A expressdo destes mediadores na reparacdo da fratura de tibia em
camundongos com seis dias de idade foi avaliada apés trés, sete, 14 e 21 dias. Thh ndo foi
expresso no terceiro dia. Com sete dias Ihh estava presente no calo cartilaginoso, assim
como no tempo de 14 dias. Apés 21 dias o gene Ihh ndo foi mais encontrado, nem fazia
parte do quadro histolégico o tecido cartilaginoso.

FERGUSON et al. (1999) estudaram comparativamente o processo reparativo da
fratura instdvel de tibia em camundongo com a formagdo do esqueleto embriondrio. Foram
pesquisados os genes que regulam os estdgios fundamentais da ossificagdo endocondral, o
Ihh, Cbfa-1, metaloprotease da matriz 13 (MMP) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF). Foi relatado que mesmo nos estdgios iniciais da fratura os condrdcitos
expressavam sinais de Ihh, Cbfa-1 e coldgeno tipo II. Com a maturacdo dos condrdcitos
houve sinal para Cbfa-1 e Ihh, ao passo que Cbfa-1 foi expresso em células periostais.
MMP-13 e VEGF foram presentes em abundancia nos condrdcitos antes de se submeterem
a diferenciacdo terminal. Estes dados foram semelhantes na embriogénese e no reparo da
fratura, sugerindo os autores que os mecanismos genéticos que regulam a esqueletogénese
sdo reutilizados na reparacao esqueletal.

ITO et al. (1999) estudaram a presenca de lhh em fraturas de costela de
camundongos através de RT/PCR e hibridizacdo in situ. Foi relatado presenca de RNAm de

Ihh depois de oito horas da fratura, seguida de sinais de Ptc. Os sinais de Thh aumentaram
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consideravelmente ap6s 48 horas e puderam ser detectados até o dia 21, em condrdcitos
vizinhos aos locais de ossificacdo. A proteina OPN também foi estudada, mostrando padrao
de expressdo temporal similar ao da IThh. OPN foi encontrada em células do peridsteo que
posteriormente se diferenciaram em osteoblastos. A hibridizac¢do localizou os sinais de Thh
e Ptc nas células da medula 6ssea da costela fraturada, sugerindo os autores que Ihh possa
atuar nos estdgios iniciais da reparacao da fratura.

IWAMOTO et al. (1999) relataram que as proteinas Hh participam na embriogénese
e organogénese esqueletal em mamiferos. Inicialmente descrita como gene controlador da
polaridade em drosoéfilas, € altamente conservado em vertebrados. A proteina Ihh ¢é
expressa em cartilagem em desenvolvimento e parece ser reguladora da maturacdo de
condrdcitos. Sua acdo pode variar de acordo com o a célula alvo, por exemplo, ela pode
estimular a diferenciacdo condrogénica de células inativas ou fazer o oposto, inibindo a
condrogénese em células do botdo embriondrio de membros. As expressdes de proteina
hedgehog e moléculas associadas sdo vistas em regides condrogénicas e osteogénicas,
sugerindo que elas possam regular a formacdo de osso e cartilagem. Os autores citaram
ainda que a ossificacdo endocondral e intramembranosa siao reguladas por uma complexa
rede de fatores de crescimento, citocinas € hormonios, sendo Shh e Thh apenas membros
desta rede. Mais pesquisas sdo necessdrias para desvendar o relacionamento dessas
moléculas na esqueletogénese e no adulto.

IWASAKI et al. (1999) investigaram a expressdo temporal e espacial da Thh em
placa de crescimento de costela de camundongos no periodo pds-natal através de
hibridizac@o in situ. Os autores também pesquisaram os efeitos da cadeia N-terminal da
proteina Shh sobre a proliferacdo e diferenciacdo de condrdcitos com trés dias e trés
semanas em cultura celular, além da medicao da atividade da BMP e PTH. Foi encontrada
expressao do gene Ihh no terceiro dia pds-natal na parte superior da cartilagem hipertréfica
da placa de crescimento, contudo estava ausente apés trés semanas. Na cultura celular de
condrdcitos removidos da placa de crescimento de camundongos com trés dias de vida a
adicdo de N-Shh elicitou aumento da proliferagdo e diferenciacio celular, este achado nao
se repetiu quando a linhagem celular foi isolada de camundongos com trés semanas de

idade. Os autores relataram aumento da sintese de DNA e de proteoglicanas com a adic¢do
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de BMP e PTH na cultura, sem causar efeito sinérgico com a Shh na diferenciacio e
proliferacdo dos condrécitos. Os autores concluiram que o gene Ihh atua de forma direta
sobre os condrdcitos da zona hipertréfica e que a idade do camundongo tem participacio
importante nesta atuacdo. Foi também sugerido pelos autores que os efeitos do N-Shh sobre
os condrdcitos pouco provavelmente sejam mediados pelas proteinas BMP ou PTH.

ZHU et al. (1999) estudaram a ag@o das proteinas Shh e BMP-2 na proliferacio e
diferenciacio em cultura celular da linhagem neural indiferenciada embriondria. O
tratamento da cultura com Shh e FGF aumentou a prolifera¢do celular, ao passo que o co-
tratamento com Shh e BMP-2 exerceu efeito oposto na proliferacao celular. Shh promoveu
a diferenciacdo de linhagem oligodendroglial e neuronal sem mostrar efeitos sobre a
linhagem astroglial, ao passo que BMP-2 inibiu os efeitos do Shh e promoveu a
diferenciacdo da linhagem astroglial. Estas observacOes sugeriram que os dois fatores
possam exercer efeitos opostos sobre uma via de sinais que regula multiplos aspectos do
desenvolvimento de células indiferenciadas. A natureza da interacdo entre Shh e BMP-2
parece ser altamente dependente de outros fatores, podendo a Shh induzir a expressdo de
BMP-2 ou ainda de NOGGIN, um reconhecido inibidor da BMP-2, dependendo do
contexto celular. Os autores sugeriram que a interagdo da Shh e BMP-2 pode ser importante
no desenvolvimento do sistema nervoso.

MURAKAMI & NODA (2000) estudaram a expressao de Ihh durante a reparacio
de fratura de fémur em rato adulto através de imunoistoquimica. Foi utilizado anticorpo
policlonal dirigido para Shh, que segundo os autores possui reacdo cruzada para epitopos de
Ihh. Condrécitos pré-hipertréficos e hipertréficos apés uma e duas semanas da fratura
expressaram Ihh. Apés trés semanas osteoblastos foram positivos para Thh proximos a area
de neoformacgdo. Foi sugerido que Thh possa participar da regulagdo da formacdo do osso
endocondral na fratura, e que osteoblastos positivos para Ihh possam estar regulando a
formacao de tecido 6sseo.

WEINSTEIN & MANOLOGAS (2000) citaram que células mesenquimais
precursoras da linhagem osteobldstica sdo possivelmente levadas a se diferenciar em
osteoblastos através da BMP. Secundariamente a BMP estimularia a transcricdo do gene

Cbfa-1, que é capaz de induzir a diferenciacdo osteobldstica pela ativagdo de genes
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especificos que caracterizam os osteoblastos, tais como OPN, fosfatase alcalina,
sialoproteina dssea, osteocalcina e coldgeno tipo 1.

GRIMSRUD et al. (2001) estudaram a acao biologica da BMP sobre a maturagdo de
condrdcitos e a expressdo de Thh em cultura celular de condrécitos transfectados com
receptor de BMP. Os condrdcitos transfectados aumentaram a expressdo de coldgeno tipo
X, um marcador de condrdécitos hiperpldsicos e de Thh. Quando PTHrp, um inibidor de
maturacdo de condrdcitos, foi adicionado a cultura, cessou a produgdo de coldgeno tipo X e
Ihh em células controle, ao passo que as células transfectadas somente abaixaram o nivel de
producdo de coldgeno tipo X. A adi¢dao de BMP exdgena foi capaz de aumentar novamente
a produgdo de coldgeno tipo X e Ihh. Os autores sugeriram que a BMP foi capaz de
estimular a maturagdo de condrdcito e aumentar a sintese de lhh, podendo até mesmo
superar parcialmente os efeitos inibitérios da PTHrp.

LE et al. (2001) estudaram a expresssdo das moléculas hedgehog na reparacdo de
fraturas estabilizadas ou ndo de tibia em camundongos através de imunoistoquimica e
hibridizacdo in situ. Os resultados mostraram que Ihh foi expressa na fratura nao
estabilizada mais cedo e persistindo por mais tempo que nas fraturas estabilizadas. Os
autores relataram que quando hd estabilidade na fratura o reparo ocorre mais rapidamente,
diminuindo a fase cartilaginosa e desta forma o tempo de expressdo de Thh. Os autores
concluiram que a Ihh participaram do processo de reparo da fratura e que o ambiente
mecanico afeta sua distribui¢do ao longo do experimento.

PATHI et al. (2001) estudaram a resposta biolégica de diferentes células, tecidos e
concentragdes frente as proteinas Sonic, Desert e Indian Hedgehog e realizaram extensa
revisdo sobre as proteinas hedgehog. As trés proteinas mostraram afinidade semelhante aos
receptores e proteinas de ligacdo Ptc e proteina de interacdo Hedgehog (Hip). Elas também
mostraram ter caracteristicas semelhantes de estrutura protéica secunddria e tercidria, no
teste de denaturacdo térmica. Em cultura celular da linhagem mesenquimal, que pode gerar
diferentes fenotipos adultos, como osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos e mioblastos, foi
testada a concentracdo de cada Hh para induzir a expressdo de fosfatase alcalina. A
concentragcdo de 80nM de Shh foi suficiente para induzir a expressdo desta enzima,

enquanto a Thh necessitou 500nM e a Dhh de uma concentragdo bem maior, SuM. Achados
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similares na poténcia também foram descritos na habilidade de induzir a diferenciacdo de
condrécitos em botdo embriondrio de camundongos e na indu¢do da proteina nodal na
placa mesodérmica lateral em embrido de galinha. Na duplicacdo digital de embrido de
galinha, utilizada para verificar atividade na zona de polarizagcdo, a Shh e a Dhh mostraram
poténcia semelhante. Esses dados sugerem, segundo os autores, que as funcdes bioldgicas
das proteinas Hh sdo controladas por mecanismo preciso e complexo dentro do organismo
em desenvolvimento e no adulto.

COBOURNE & SHARPE (2003) relataram em revisdo que a proteina Shh foi
expressa no espessamento epitelial onde seria formado o germe dental, sugerindo que possa
controlar o local de desenvolvimento do germe dental, pois sua expressdo ectdpica foi
capaz de gerar tais espessamentos em ectoderme nao dental e a inibi¢do de Shh durante a
embriogénese causou a auséncia de 6rgios dentais.

TAJBAKHSH (2003), em recente revisdo sobre caracteristicas celulares e
moleculares do tecido muscular, citou o gene Shh como participante da rede genética que
controla as células progenitoras musculares, na vida embriondria e adulta. A miogénese

esqueletal seria iniciada por fatores sob controle das vias de sinaliza¢do da Shh.

2.6 - REVISAO DA OSTEOPONTINA

COWLES et al. (1998) estudaram a expressdao de proteinas da matriz 6ssea durante
o desenvolvimento de calvéria de ratos com 16 dias de gestacdo até cinco dias pds-natal
através de hibridizagdo in situ e RT/PCR. A primeira proteina a aparecer foi a fibronectina,
coincidindo com a condensagdo celular de osteoblastos e inicio da mineralizacdo. O
aparecimento de coldgeno tipo I coincidiu com o inicio da deposi¢do mineral, expressao de
sialoproteina Ossea e fosfatase alcalina. A osteocalcina, osteonectina e OPN tiveram
padrdes similares de expressao no desenvolvimento da calvéria de rato. A OPN também foi
encontrada em linhas reversas do osso. A méaxima expressdao de OPN foi alcancada no
periodo pds-natal, juntamente com a osteonectina, em estdgios mais tardios do
desenvolvimento 6sseo, citando os autores que possa estar associada com remodelamento

0sseo.
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GORSKI (1998) relatou em revisdo que a OPN pode ser expressa em osso cortical e
trabecular e em linhas de cimentacdo, separando o osso neoformado do antigo durante
reparacdo de fraturas. A OPN também pode ser expressa em células do peridsteo, enddsteo
e ostedcitos, mas ndo em osteoblastos altamente ativos com formato cubico. Foi relatado
que OPN parece atuar como inibidor da mineralizacdo, ligando-se aos cristais de
hidroxiapatita de maneira ndo especifica e limitando seu crescimento. A OPN também ¢é
encontrada na urina, sendo sintetizada pelas células tubulares renais e atuando como
proteina inibidora do crescimento de cristais na urina.

NOMURA & YAMAMOTO (2000) em revisdo de resposta molecular causada por
mudancas no ambiente mecanico no tecido 6sseo relataram que a OPN foi relacionada
como participante da MEC na mecanorrecep¢do. Foi citado que na remodelacdo dssea a
OPN media a adesdo dos osteoclastos, permitindo a criagdo do microambiente onde a
reabsorcdo Ossea ¢é realizada. Esta adesdo ocorre com auxilio de dominio com capacidade
de ligacdo com a molécula integrina celular, encontrada na superficie externa da membrana
palsmadtica dos osteoclastos. Durante o movimento fisioldgico do dente a OPN & expressa
em osteoclastos e ostedcitos nos locais de reabsor¢do do septo dental, sugerindo que
participe do remodelamento.

UEMURA et al. (2001) relataram em revisdo sobre o envolvimento da OPN no
remodelamento Gsseo que esta proteina se liga a superficie celular via integrina o,fs,
atuando em osteoblastos e osteoclastos e participando da continua modelacdo éssea do
esqueleto. Os autores propuseram um modelo de participagdo da OPN para esta atividade.
Osteoblastos ativados secretariam componentes da matriz como OPN, a qual € reconhecida
e ligada pela integrina a outros osteoblastos induzindo sua ativagdo, concomitantemente
ocorreria a adesdo de osteoclastos na superficie 6ssea ao reconhecer a OPN na matriz dssea.
Estas interacdes autOcrinas e pardcrinas entre osteoblastos e osteoclastos poderiam
controlar o balanco de suas atividades. Os autores citaram que BMP-2 € uma boa candidata
para promover a reparacdo dssea, no entanto, seria ainda muito caro se obter as grandes
quantidades exigidas para o uso clinico.

PERRIEN et al. (2002) estudaram a expressao de OPN durante distracio

osteogénica na mandibula de rato com uso de imunoistoquimica. Apds 14 dias de distracao
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foi mostrada expressdo de OPN em células semelhantes a fibroblastos dentro da drea
central da distracdo. Em dreas de ossificagdo endocondral OPN foi expressa fortemente em
células ovais. Na ossificagdo intramembranosa foi expressa em pre-osteoblastos e
osteoblastos, mas nio nos osteoblastos da borda da matriz ostedide. Segundo os autores a
OPN foi virtualmente expressa em todos os ostedcitos da neoformagdo e sua matriz dssea.
Os autores sugeriram que a OPN estaria ligada a recep¢do de estimulos mecanicos do
tecido Osseo e sua expressdo durante a distracdo osteogénica seja similar aquela da
embriogénese e sua presenca no inicio da formacdo da matriz em pre-osteoblastos ajudaria
a proliferacdo e migracdo deste tipo celular, enquanto a diminui¢do de sua expressdo nas

bordas da matriz ostedide permitiria a formag¢do e crescimento dos cristais de

hidroxiapatita.
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3 - OBJETIVO

Avaliar a incorporacdo de enxerto de osso alégeno autoclavado associado a BMP-
2rh em defeito 6sseo ndo repardvel espontaneamente na mandibula de rato e a expressao
das proteinas Shh, Ihh e OPN por meio de imunoistoquimica, além de avaliacio da

densitometria 6ptica da regido do enxerto.
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4 — MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério Experimental da Disciplina de Traumatologia
Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, utilizando 75
Rattus norvegicus, linhagem Wistar adultos machos, com peso médio de 275 gramas e
divididos em trés grupos de 25 animais cada. Os animais foram alimentados com racio
comercial granulada para roedores (Labina, Purina) e dgua ad libitum. O manuseio dos
animais seguiu as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal,
sendo o projeto de pesquisa avaliado e aprovado pela Comissio de Etica em
experimentagdo animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo,
pelo protocolo nimero 50/2000.

Nao foi utilizado um grupo sem enxerto, pois 0 mesmo modelo experimental ja
havia demostrado a falta de reparacdo d6ssea na mandibula do rato, mesmo em tempos
prolongados (YAMAMOTO et al., 1994). O grupo controle foi submetido a enxerto
autégeno fresco removido da crista iliaca (Figura 1.1) e transplantado para a mandibula
(Figura 1.2) no mesmo ato cirirgico. No grupo experimental o enxerto foi removido da
crista ilfaca de ratos doadores da mesma espécie, tratado por um ciclo de autoclavagem e
implantado em outro animal, com ou sem a adi¢cdo de BMP-2rh.

No grupo controle o enxerto foi removido sob anestesia geral, obtida por injecdo
intraperitoneal de cloridrato de xilazine (Rompun®, Bayer) na dose de 8mg/kg de peso
corporal e cloridrato de cetamina (Ketalar®, Parke-Davis) na dose de 80mg/kg de peso
corporal. A anestesia geral para a cirurgia dos outros dois grupos foi idéntica a utilizada
neste grupo. Apods tricotomia da regido dorsal préxima a cintura pélvica, antissepsia com
polivinilpirrolidona-Iodo (PVPI) e colocagdo de campos estéreis, foi realizada incisio de
cerca de dois centimetros, paralela e cerca de um centimetro de distincia da coluna
vertebral e acima da crista iliaca, no lado esquerdo. Por divuls@o e desinsercao do tecido
muscular, a superficie 6ssea do osso iliaco foi exposta, sendo o fragmento 6sseo removido
com auxilio de aparelho de biopsia com quatro milimetros de diametro (Biopsy Punch 4,
Laboratérios Stiefel LTDA.), através de pressdao manual. O enxerto foi desgastado em uma

de suas corticais para ficar com formato de secdo de cone e mantido em gaze umedecida
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com soro fisioldgico até o momento do transplante para a mandibula. Esta etapa da cirurgia
foi finalizada com sutura por planos com fio de ndilon monofilamentar agulhado
(Mononylon 5.0, Ethicon).

Os animais doadores do grupo experimental foram sacrificados, tricotomizados na
regidao dorsal sobre a crista iliaca esquerda e direita e realizada antissepsia destas dreas com
polivinilpirrolidona-lodo (PVPI). Apds o posicionamento de campos estéreis foi feita
incisdo dorsal paralela a coluna vertebral e acima do sitio doador, seguida de divulsido dos
planos musculares e desinser¢do do peridsteo. O osso iliaco foi removido e blocos
cilindricos de osso bicortical foram obtidos com aparelho de biépsia de 4mm de didmetro
(Biopsy Punch, Laboratdrios Stiefel Ltda.) sob pressao manual.

O bloco 6sseo removido foi desgastado em uma de suas corticais para adquirir
formato de secdo de cone. O enxerto foi lavado com soro fisiologico para remogdo do
sangue e tecido medular presente em seu interior (Figura 1.3), condicionado em embalagem
para autoclavagem e submetido a um ciclo de autoclavagem a 135°C e latm por 15
minutos, sendo apds este procedimento implantado no defeito mandibular no primeiro
grupo experimental. No segundo grupo experimental, apds o enxerto ser autoclavado, foi
adicionado em seu espaco medular solucdo de 20ug de BMP-2rh (Kamyia Biomedical
Company, Seattle, WA, EUA) diluidos em 5Sul de coldgeno tipo IV (Sigma Chemical Co.,
St.Louis, MO, EUA). A dilui¢do do BMP-2rh e sua insercao no enxerto foram realizadas
sob condicdes estéreis dentro de capela de fluxo laminar. Apds um tempo de
aproximadamente 20 minutos para secagem, o enxerto do segundo grupo estava pronto para
ser utilizado.

O acesso ao leito receptor nos trés grupos foi igual, sendo obtido através de
tricotomia da regido submandibular, antissepsia com PVPI, colocacdo de campos estéreis,
incisdo submandibular, divulsdo da musculatura e desinsercdo do peridsteo e perfuracio
bicortical do ramo mandibular com trefina de 3mm de didmetro (Trefina tamanho médio,
Incol, Instrumental cirtirgico e oftalmoldgico Ltda.) em motor de baixa rotagdo, sob
irrigacdo constante com soro fisiolégico (Figuras 1.4 e 1.5). O enxerto foi entdo
posicionado no defeito 6sseo (Figura 1.6) e a ferida cirdrgica fechada com sutura por

planos com fio agulhado de nédilon monofilamentar (Mononylon 5-0, Ethicon).
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Para conferir a capacidade osteoindutora do enxerto autoclavado tratado com BMP-
2rh foi realizado o implante ectépico em musculatura dorsal de um rato adulto, tendo como
controle um enxerto autoclavado implantado em outro animal no mesmo local. Os animais

receberam anestesia geral, tricotomia da regido, incisdo, divulsdo do tecido muscular e

implantacdo dos enxertos e sutura por planos.

Fig. 1.1 - Detalhe do esqueleto pélvico do rato. Fig. 1.2 - Detalhe da mandibula do rato, a seta
indica o local do enxerto. Fig. 1.3 - Aparéncia do enxerto antes e apds a limpeza do tecido
presente no espaco medular, que lhe conferiu cor esbranquicada. Fig. 1.4 - Uso da trefina sob
irrigacdo para obtencdo do defeito mandibular. Fig. 1.5 - Defeito bicortical no ramo
mandibular. Fig. 1.6 - Defeito mandibular preenchido por enxerto ésseo.
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Os animais forma sacrificados apds duas semanas e 0s enxertos recuperados e
preparados para coloragdo com hematoxilina e eosina, onde foi constatado a neoformagao
dssea no enxerto com BMP-2rh e auséncia de formagao dssea no outro enxerto.

ApdOs a cirurgia os animais receberam antibioticoterapia com benzilpenicilina
benzatina (Benzetacil 1.200.000UI, Fontoura-Wyeth S.A.) e penicilina G potdssica e
procaina (Despacilina 400.000UI, Bristol-Myers Squibb) na dose de 40.000 Ul/kg de peso
corporal cada, via intraperitoneal. Durante as duas semanas seguintes da cirurgia os animais
receberam racdo fragmentada para facilitar a alimentacdo.

Os animais foram sacrificados com dose letal de anestésico apds um, sete, 14, 21 e
28 dias, sendo a mandibula removida e fixada em formol tamponado a 10%. Em seguida a
mandibula foi radiografada em filme dental tamanho dois (Ektaspeed Plus, Kodak Co)
durante 0,5 segundos a uma distincia focal de 30cm em regime de S6KV e 10mA em
aparelho de raios-x odontoldgico (Modelo XR 6010, Gnatus). Na parte lateral da
radiografia foi posicionada uma escala de aluminio. A pelicula radiogrifica foi processada
em reveladora automatica (Level 360 X-ray automatic processor, Flat Co.).

A mandibula direita foi descalcificada em 4cido férmico a 20% durante uma
semana, emblocada em parafina, sendo obtido cortes com Sum de espessura, de forma
semi-seriada seguindo o plano frontal da mandibula, para coloracio com hematoxilina &
eosina e com 3um de espessura para os procedimentos de imunoistoquimica.

As radiografias foram digitalizadas com resolugdo de 400 dpi, e a imagem
submetida a andlise de densitometria 6ptica do local do enxerto pelo programa Imagelab
(Softium, Sao Paulo - SP). A area de interesse foi escolhida por meio um circulo com area
similar ao do enxerto. O valor encontrado pelo exame representou uma relagdo com a
escala de aluminio posicionada na margem da radiografia. Os dados resultantes do exame
foram submetidos ao teste estatistico de Andlise de Varidncia (ANOVA) ou Kruskall-
Wallis entre os diferentes grupos pelo programa EPI-INFO (Versao 6.04, CDC).
PROCEDIMENTOS IMUNOIOSTOQUIMICOS

Os procedimentos de imunoistoquimica foram realizados no Laboratério de

Imunoistoquimica da Disciplina de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da
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Universidade de Sao Paulo. A padronizacdo da técnica foi obtida apds otimizacdo da
concentracdo e recuperagdo antigénica.

Foram utilizados os anticorpos policlonais Sonic hedgehog e Indian hedgehog
(Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ, EUA) e osteopontina (Santa Cruz Biotechnology
Inc., California, EUA). A reacdo imunoistoquimica foi desenvolvida sobre cortes de 3um
de espessura, montadas em laminas de vidro, previamente limpas e desengorduradas,
preparadas com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano (Sigma Chemical, Co.,
St.Louis, MO, EUA). Inicialmente, os cortes histolégicos foram desparafinados em 2
banhos de xilol, sendo o primeiro a 57°C, durante 30 minutos, seguido de outro, em
temperatura ambiente, por 20 minutos. A seguir, os cortes foram reidratados em cadeia
descendente de etanol a partir de trés passagens em etanol absoluto, seguidas por etanol
95%, 85%, 80%, por 5 minutos cada, e imersos por 10 minutos em solucao de hidréxido de
amonia a 10% para remocdo de pigmento formdlico. Entdo, os preparados foram lavados
em agua corrente por 10 minutos e em 2 passagens de dgua destilada. Para expor melhor os
antigenos Ihh e Shh, os cortes histolégicos foram imersos em 4cido citrico 10mM, pH 6,0,
em banho-maria a 95°C por 30 minutos, e em seguida lavados em &dgua corrente por 10
minutos seguido por dois banhos de dgua destilada (método modificado de acordo com SHI
et al. 1991). Para tanto, as laminas, em nimero maximo de oito, foram acondicionadas em
“bercos” de vidro, de forma a sempre manter um espacamento entre elas de cerca de 4mm.
O antigeno OPN ndo necessitou recuperacao antigénica, passando as laminas diretamente
para o bloqueio da peroxidase enddgena. Em seguida foi feito o bloqueio da peroxidase

enddgena tecidual através de duas passagens de cinco minutos cada em solu¢cdo de H2O2

(20 volumes) em metanol (1:1, v/v). Lavagem em 4gua corrente por cinco minutos e duas
passagens por destilada. Todos os procedimentos a partir desse ponto foram seguidos por
lavagens em tampdo Tris-HCI (Tris-hidroxi-metil-aminometano, Sigma), pH 7,4. Nesse
ponto, as secc¢des histologicas foram submetidas a incubagd@o dos anticorpos primadrios,
diluidos na concentracdo de 1:100 para o Ihh, 1:150 para o Shh e 1:1200 para o OPN, em
solugdo tampdo Tris-HCI, pH 7,4, contendo 1% de albumina sérica bovina e azida sddica a

0,1% (BSA- Biotest S/A, Sao Paulo, Brasil), a temperatura ambiente. Foram realizadas

duas lavagens em Tris-HCI por 5 minutos cada, e a incuba¢do com o anticorpo secunddario
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biotinilado (Dakopatts, Dinamarca), desenvolvido contra camundongo ou coelho, por 30
min, a temperatura ambiente na diluicdo de 1:100. Posteriormente ao procedimento de
lavagem ja descrito, foi incubado o complexo streptoavidina-biotina (LSAB, Dakopatts,
Dinamarca), na diluicdo de 1:100, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Tanto o
anticorpo secundédrio quanto o LSAB foram diluidos em tampao Tris-HCl, pH 74. A
revelacdo da reacdo foi desenvolvida a partir da imersdo dos cortes histoldgicos em solugdo
cromdgena de diaminobenzidina (DAB) (3,3'-diaminobenzidina, Sigma) a 0,03%,

adicionada a 0,6 ml de H2O?2 (20 volumes), durante 3 minutos, seguida de uma passagem

por solucdo de sulfato de cobre a 0,5%, para intensificar a marcagdo. Os cortes foram entao
lavados brevemente com Tris, em 4gua corrente por 10 minutos, e em duas breves
passagens em dgua destilada, para serem contra-corados com solu¢do de hematoxilina de
Mayer por 10 minutos. Finalmente, foi realizada a desidratacdo das secc¢odes histoldgicas,
sendo recobertas com laminula de vidro utilizando o meio de montagem Permount (Fischer
Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). As reacdes tiveram como controle positivo cortes de
cranio de rato com um dia de idade, ja descrito na literatura como positivos para os
anticorpos Shh e Thh nas dreas préximas a condrdcitos envolvidos na ossificacio
endocondral (IWASAKI et al., 1997). Para o anticorpo OPN foram visualizadas dreas de
marcagdo positiva em regides de ossificacdo (COWLES et al., 1998). Como controle
negativo foi feita a substituicao do anticorpo primario por solu¢do de BSA a 1% em tampao

Tris-HCI, pH 7.4.
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5 - RESULTADOS

A recuperacdo pOs-operatéria dos ratos foi sem intercorréncias, com boa
cicatrizacdo e deambulagdo normal. Nenhum animal mostrou sinais de infeccio
clinicamente. Durante o manuseio do enxerto autoclavado foi notado que sua dureza
diminuiu quando em contato com o sangue no leito receptor. Os ratos do grupo tratado com
BMP-2rh mostraram aumento de volume no local do enxerto ap6s 7 e 14 dias. No tempo de
um dia a média do peso final e inicial foi semelhante, enquanto nos demais tempos de

avaliacdo os animais ganharam peso, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Peso médio inicial e final dos animais utilizados nesta pesquisa. Valores

€Xpressos em gramas.

Grupo Grupo enxerto Grupo

Tempo Controle autoclavado BMP
PI PF PI PF PI PF
Um dia 300 300 255 260 250 245
Sete dias 265 275 260 300 275 295
14 dias 315 325 265 330 290 340
21 dias 305 320 270 340 240 380
28 dias 300 355 270 360 250 385

PI= peso inicial, PF= peso final.

Ao exame macroscopico, 0 enxerto no grupo controle mostrou estar bem adaptado
ao leito receptor, sendo que nos tempos posteriores houve formacdo déssea ao redor do
enxerto, unindo-o com a mandibula. Nos dois primeiros tempos de avaliagdo o enxerto
manteve seu formato e volume, j4 no tempo final foi notada diminui¢do do volume do
enxerto. O local do enxerto estava com coloragdo mais escura do que o restante da
mandibula. O grupo tratado com enxerto autoclavado mostrou pouca diminui¢do do volume

do enxerto ao longo dos 28 dias, porém estava unido ao leito receptor. O grupo tratado com
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BMP-2rh mostrou aumento de volume sobre o local do enxerto na primeira semana, duro
ao corte e se estendendo da mandibula ao enxerto, pelos lados lingual e vestibular. O exame
histologico revelou tecido dsseo imaturo no local. Nos demais tempos de avaliagdo houve
diminuic¢do continua de volume e ao contrario dos outros grupos ndo foi possivel identificar

o0 enxerto na maior parte dos espécimes, pois estava recoberto por neoformacio dssea.

5.1 - ESTUDO HISTOLOGICO
GRUPO CONTROLE TRATADO COM ENXERTO AUTOGENO

Ap6s um dia o osso enxertado apresentou-se constituido por duas corticais paralelas
dispostas externamente, uma do lado medial e outra do lateral da mandibula, unidas por
osso trabeculado com amplo espago medular. O enxerto possuia espessura maior que a da
mandibula e estava bem adaptado ao leito receptor (Figura 2.1). Peridsteo recobria a face
externa das suas corticais. O espago medular estava ocupado por diversos tipos celulares do
tecido hematopoético, rede de fibrina e poucas células adiposas uniloculares. Na maioria
dos espécimes a margem do defeito mandibular apresentou-se vidvel. Ao redor do enxerto e
até mesmo nas bordas do espaco medular em contato com tecidos moles foi encontrado
processo inflamatério agudo, com infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) e
exsudado serofibrinoso. As fibras musculares vizinhas estavam separadas umas das outras,
com infiltracdo de PMN, edema e nio inseridas no tecido dsseo. O peridsteo da mandibula
estava separado do osso e diversas células com formato fusiforme estavam presentes em
sua face interna.

Com sete dias a estrutura do enxerto pareceu similar ao tempo anterior, estando a
maior parte do tecido 6sseo desvitalizado, assim como parte do peridsteo. O espaco
medular estava preenchido em sua maior parte por tecido de granulacdo e dreas de
neoformacdo dssea (Figura 2.2). A parte cortical do enxerto, entretanto, mostrou areas de
reabsor¢do, formando lacunas de Howship, sobretudo nos locais sem protecao do peridsteo,
0 qual também estava sofrendo reabsor¢do nas extremidades. O coto mandibular estava
desvitalizado, apresentando ao longo da cortical intensa atividade osteobldstica
subperiostal, com produc¢do de osso imaturo e grande nimero de células envolvidas na

producdo de matriz ostedide. Esta neoformacdo circunscreveu as trabéculas mais externas
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do enxerto e deixou mandibula e enxerto com altura semelhante. O processo inflamatdrio
estava presente, embora bem menos evidente que na fase anterior, constituido por infiltrado
PMN, mononuclear e macrofdgico e rede de fibrina. O infiltrado inflamatério e edema entre
as fibras musculares diminuiram em relacdo ao tempo anterior, porém as fibras ndo estavam
inseridas no 0sso.

Depois de 14 dias o leito receptor estava envolvido na neoformacdo O&ssea,
reabsorcdo do enxerto e remodelamento. O enxerto estava unido a mandibula pela
neoformacao 6ssea (Figura 2.3). O peridsteo estava presente, em quantidade menor que no
tempo anterior e mostrando ainda reabsorcdo. O espago medular estava ocupado por
osteoblastos, tecido de granulacdo intensamente vascularizado e celularizado e levemente
infiltrado por células inflamatérias mononucleares e macrofagicas. As corticais do enxerto
mostraram sinais de reabsor¢do, presente também nas trabéculas posicionadas mais
externamente. A margem do defeito mandibular estava coberta por neoformacdo 6ssea. A
proliferacdo de tecido ésseo sobre a cortical mandibular mostrou aspecto mais maduro,
apresentando-se mais compacta e menos celularizada. Junto ao enxerto, ela envolveu as
trabéculas e ocupou o espaco medular vizinho a margem do defeito mandibular. O edema
nas fibras musculares estava ausente, porém as fibras ainda nao estavam inseridas.

Ap6s 21 dias o enxerto mostrou continua reabsor¢do, o que diminuiu ainda mais seu
volume em relagdo ao tempo inicial. O processo de reabsor¢do quase eliminou o 0Sso
trabecular. O formato do enxerto se apresentou alterado pela reabsorcao, tornando-se mais
arredondado nas extremidades. O processo inflamatério ndo foi observado. A neoformacgéo
Ossea estava presente no espaco medular do enxerto e subperiostal na mandibula, mas de
forma menos intensa, e o 0sso neoformado anteriormente estava mais maduro (Figura 2.4).
O enxerto estava ligado a mandibula pelo osso neoformado, apresentado alturas similares.
O espaco medular estava preenchido por tecido hematopoético, tecido envolvido na
neoformacao 6ssea e em um espécime tecido de granulagdo ainda ocupava grande parte do
espaco medular. O tecido muscular se aproximou mais da cortical e na proximidade do
enxerto ja estava inserido na cortical mandibular.

Apoés 28 dias o enxerto estava desvitalizado, tendo sofrido remodelamento intenso,

o que lhe deixou com volume bem menor em relagdo ao tempo inicial. O processo

61



continuado de reabsor¢do das corticais e trabéculas 6sseas do enxerto deixou o leito
receptor ocupado principalmente pelo osso neoformado, que também mostrou sinais de
remodelamento. Atividade osteobldstica foi vista em poucas dreas, quase restrita a regides
associadas ao local do enxerto. O espaco medular estava reduzido em relacdo ao tempo
inicial, sendo ocupado principalmente por tecido hematopoético com poucos adipdcitos
(Figura 2.5). A espessura 6ssea no local do enxerto estava reduzida em relagdo ao tempo
anterior, encontrando-se ao mesmo nivel da altura da mandibula. O peridsteo estava
presente, recobrindo as corticais 6sseas do local do enxerto e da mandibula, mostrando em
algumas dreas do enxerto espessamento em relacdo a mandibula. A margem do defeito
mandibular mostrou sinais de reabsor¢do e vitalidade na maioria dos espécimes, estando

envolta por tecido 6sseo neoformado, inclusive na face em contato com o enxerto. O tecido

muscular estava parcialmente inserido no local do enxerto.
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Fig. 2.1 - Um dia, enxerto (E) posicionado no defeito mandibular, a margem da mandibula (M) esta
desvitalizada. Infiltrado inflamatério presente no espago medular. HE, aumento de 10x. Fig. 2.2 - Sete
dias, neoformacdo dssea (NO) ao redor das trabéculas do enxerto no espago medular. HE, aumento de
20x. Fig. 2.3 - 14 dias, unido do enxerto com o leito receptor com neoformagdo dssea do enxerto. HE,
aumento de 5x. Fig. 2.4 - 21 dias, unido entre mandibula (M) e enxerto (E) através da neoformacio
ossea (NO), que se mostra mais compacta e menos celularizada. HE, aumento de 10x. Fig. 2.5 - 28 dias,
remodelamento deixa o local do enxerto com menor espessura. O espaco medular é ocupado por tecido
hematopoético. HE, aumento 5x.
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GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO COM ENXERTO AUTOCLAVADO

Ap6s um dia o osso enxertado apresentou-se com estrutura similar ao do grupo
controle, com corticais na parte externa e osso trabecular em seu interior. As lacunas do
tecido 6sseo do enxerto estavam vazias em sua maioria, ou apresentavam ostedcitos em
posi¢do marginal. O enxerto estava adaptado ao leito receptor e possuia espessura maior
que a da mandibula (Figura 3.1). Poucos restos do peridsteo foram encontrados sobre suas
corticais, sem mostrar sinais de vitalidade. A coloracdo do osso autoclavado estava mais
acidéfila que o do osso autégeno do grupo controle e a mandibula. O espaco medular estava
ocupado por hemorragia recente, esparsas células inflamatérias, rede de fibrina e poucas
areas de tecido hematopoético necrosado. A maior parte do espago medular estava vazia.
Houve necrose da margem mandibular em parte dos espécimes. Ao redor do enxerto e nas
bordas do espaco medular em contato com tecido mole foi encontrado processo
inflamatério agudo, com infiltracio de PMN e exsudado serofibrinoso. As fibras
musculares vizinhas estavam separadas umas das outras, com infiltragio PMN, edema e
ndo inseridas no tecido dsseo. O peridsteo da mandibula estava separado do osso e diversas
células com formato fusiforme estavam presentes em sua face interna.

Com sete dias, a estrutura do enxerto pareceu similar ao tempo anterior, no entanto
areas de reabsorcdo foram encontradas. As lacunas no tecido 6sseo do enxerto estavam
vazias. O espaco medular estava preenchido em sua maior parte por tecido de granulacdo
(Figura 3.2), sendo que somente um espécime mostrou atividade osteobldstica. A parte
cortical do enxerto, entretanto, mostrou dreas de reabsorcdo, assim como as trabéculas. O
coto mandibular estava parcialmente desvitalizado, apresentado ao longo da cortical
atividade osteobldstica subperiostal, com producdo de osso imaturo. Esta neoformacdo nao
se uniu com o osso autoclavado, embora em alguns espécimes tenha chegado a envolver
sua cortical. Os dois tecidos Osseos estavam separados por uma camada de tecido fibroso
envolvendo o enxerto. Tecido condrdide foi encontrado em trés dos cinco espécimes deste
grupo. Como no grupo controle a neoformacdo 6ssea, embora menos intensa, deixou o leito
receptor e o enxerto com altura semelhante. O processo inflamatdrio estava quase ausente e
constituido por infiltrado PMN, mononuclear e macrofiagico. Foi notado que o infiltrado

inflamatdrio e edema entre as fibras musculares diminuiram em relagdo ao tempo anterior,
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porém as fibras ndo estavam inseridas no peridsteo. O peridésteo mandibular mostrou
proliferacao celular em sua camada mais interna, participando ativamente da neoformagao
Ossea.

Depois de 14 dias o enxerto ndo mostrou unido a mandibula pela neoformacao
Ossea, que se restringia 2 mandibula (Figura 3.3). O espaco medular estava preenchido por
tecido de granulagdo, com pouco osso trabecular, que mostrou sinais de continua
reabsor¢@o. As corticais do enxerto mostraram sinais de reabsor¢do. A margem do defeito
mandibular estava recoberta por neoformagdo Ossea, mostrando aspecto mais maduro,
apresentando-se mais compacta e menos celularizada. Tecido condréide foi encontrado em
dois espécimes, na regido entre o enxerto e o coto mandibular. O edema nas fibras
musculares estava ausente, porém as fibras ainda estavam afastadas do local do enxerto. O
periosteo mandibular estava espessado, altamente celularizado e envolvido em atividade
osteobléstica.

Apo6s 21 dias o enxerto continuava sendo lentamente reabsorvido (Figura 3.4). Seu
formato estava pouco preservado e mostrou diminui¢do do seu volume, principalmente por
reabsor¢do do osso trabecular. A neoformacgdo 6ssea estava diminuida em relacdo ao tempo
anterior, sempre associada a mandibula. A neoformacgdo subperiostal estava mais madura,
com formato mais compacto e menor nimero de osteoblastos. O enxerto ndo estava ligado
a mandibula pelo osso neoformado, contudo apresentou altura similar devido a atividade
osteobldstica mandibular. O espaco medular estava preenchido por células envolvidas na
reabsorcio do enxerto e tecido de conjuntivo frouxo. Areas de neoformagio Gssea
proveniente da mandibula infiltraram o espaco medular em dois espécimes. O tecido
muscular se aproximou mais da cortical do enxerto.

Ap6s 28 dias o enxerto estava desvitalizado, sendo formado quase que somente pela
cortical, pois a parte trabecular havia sido reabsorvida em sua maior parte. O espaco
medular estava preenchido por tecido conjuntivo frouxo e tecido envolvido na reabsorcao
do enxerto. Nao foi notada unido 6ssea do enxerto com a mandibula, mas o enxerto pareceu
estar firmemente aderido ao leito receptor (Figura 3.5). Atividade osteobldstica foi
encontrada em poucas areas. O local apresentou remodelamento na 4rea de neoformacgio

6ssea mandibular. O tecido 6sseo removido pela reabsor¢do do enxerto aparentemente nao
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mostrou estar sendo reposto por neoformagdo Ossea. A espessura do leito receptor estava
reduzida em relacdo ao tempo anterior, ficando com altura similar a da mandibula. O
peridsteo estava recobrindo as corticais dsseas do enxerto e da mandibula. A margem do
defeito mandibular mostrou sinais de remodelamento, estando envolta por tecido Gsseo
neoformado, inclusive na face em contato com o enxerto. O tecido muscular estava

parcialmente inserido no local do enxerto.

66



Fig. 3.1 - Um dia. O enxerto (E) estd desvitalizado e posicionado na mandibula (M), o
espaco medular é ocupado por rede de fibrina. HE, aumento de 5x. Fig. 3.2 — Sete dias. O
espaco medular (EM) estd preenchido por tecido de granulagdo. HE, aumento de 10x. Fig.
3.3 — 14 dias. A neoformacgdo 6ssea (NO) tem origem na mandibula (M) e ndo entra em
contato direto com o enxerto, que mostra sinais de reabsor¢do. HE, aumento de 10x. Fig.
3.4 — 21 dias. O enxerto (E) mostra sinais de reabsor¢do, enquanto a neoformacdo dssea
(NO) a partir da mandibula (M) ndo envolve as trabéculas do enxerto. HE, aumento de 10x.
Fig. 3.5 — 28 dias. O enxerto estd bem preservado, embora nido esteja unido ao leito
receptor. HE, aumento de 5x.
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GRUPO EXPERIMENTAL TRATADO COM ENXERTO AUTOCLAVADO E BMP-2rh

Apés um dia o osso enxertado apresentou-se com estrutura igual a do grupo
autoclavado, com corticais na parte externa e seu interior formado por osso trabecular
(Figura 4.1). O tecido 6sseo do enxerto apresentava-se desvitalizado em quase todo sua
extensdo, porém em alguns locais ostedcitos estavam presentes, deslocados para posi¢ao
marginal. O enxerto estava bem adaptado ao leito receptor e possuia espessura maior que a
da mandibula. O peridsteo estava ausente na maior parte das corticais. A colora¢do do 0sso
autoclavado estava mais acidéfila. O espaco medular estava ocupado por hemorragia
recente, células inflamatérias PMN, poucas dreas de tecido hematopoético necrosado e rede
de fibrina. Houve necrose da margem mandibular em parte dos espécimes. Ao redor do
enxerto e nas bordas do espago medular em contato com tecido mole foi encontrado
processo inflamatério agudo, com infiltracdo de PMN e exsudado serofibrinoso. As fibras
musculares vizinhas estavam separadas umas das outras, com infiltracio de PMN, edema e
ndo inseridas no tecido 6sseo. O peridsteo da mandibula estava separado do osso e diversas
células com formato fusiforme estavam presentes em sua face interna.

Com sete dias a estrutura do enxerto pareceu similar ao tempo anterior, com
exce¢do das trabéculas, que sofreram intensa reabsorcdo. A parte cortical do enxerto
também mostrou dreas de reabsor¢do nas extremidades, assim como os cotos da mandibula.
O espaco medular estava preenchido em sua maior parte por dreas de neoformagdo dssea,
que uniu as trabéculas do enxerto com sua cortical e com o leito receptor. A neoformacao
Ossea distribuida na forma de traves Osseas se estendeu além das corticais do enxerto,
produzindo volumosa expansio sobre o leito receptor (Figura 4.2). A proliferacdo celular
também chamou a atencdo, pois o numero de células produzindo tecido Osseo e
indiferenciadas no local do enxerto foi numerosa. O tecido muscular foi afastado de sua
posicdo pela neoformacio 6ssea (Figura 4.3). Tecido condréide foi encontrado em trés dos
cinco animais deste tempo de avaliacdo. Processo inflamatério ndo estava evidente nesta
fase. As fibras musculares ndo apresentaram infiltrado inflamatério, contudo estavam
separadas pela proliferacdo das células envolvidas na atividade osteobldstica ou a propria
matriz 6ssea. O peridsteo sobre o enxerto ndo foi distinguido em meio a intensa atividade

celular presente no local.
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Depois de 14 dias o enxerto mostrava seu formato preservado, mesmo com a
continua reabsor¢do de suas trabéculas. Reabsorcdo foi evidente nos cotos mandibulares e
na cortical do enxerto, mesmo na presenca de intensa neoformacio dssea. O enxerto estava
unido a mandibula pela neoformacdo dssea. O espaco medular estava ocupado por
osteoblastos e matriz 6ssea, com poucas dreas de tecido de granulacdo (Figura 4.4). A
margem do defeito mandibular estava coberta por neoformacdo éssea. Nao foi encontrado
infiltrado inflamatério nem tecido cartilaginoso neste tempo. A neoformacio dssea deixou
toda a regido do enxerto e as margens do coto mandibular envolvidos por osso. As fibras
musculares ainda nao estavam inseridas. O peridsteo estava afastado da mandibula e
envolvido na producdo de tecido 6sseo na sua face interna, enquanto ausente sobre o
enxerto.

Ap6s 21 dias o local do enxerto mostrou aparente diminui¢do de volume. O enxerto
teve seu volume diminuido pela reabsorcdo, que quase eliminou o osso trabecular. O
processo inflamatério estava ausente. A neoformagdo Ossea estava presente no espaco
medular do enxerto e subperiostal na mandibula, mas de forma menos intensa, € 0 0sso
neoformado anteriormente estava mais maduro. O enxerto estava ligado a mandibula pelo
osso neoformado, apresentado maior altura sobre o leito receptor (Figura 5.1). O tecido
0sseo neoformado estava com aspecto mais maduro, com diminuicio do nimero de
osteoblastos. Parte do espaco medular estava preenchida por tecido hematopoético,
enquanto o restante mostrou tecido envolvido na neoformacao 6ssea. O tecido muscular ja
apresentava dreas de inser¢do no local do enxerto. O peridésteo acima do enxerto estava
mais espesso que o periésteo normal da regido.

Apés 28 dias o enxerto mostrou remodelamento intenso, o que lhe deixou com
volume menor em relacdo ao tempo anterior. O espaco medular estava reduzido e
preenchido por tecido hematopoético com células adiposas esparsas (Figura 5.2). Em
algumas regides somente parte da cortical do enxerto foi encontrada (Figura 5.3). O
processo continuado de reabsorcdo das corticais e trabéculas Osseas do enxerto deixou o
leito receptor ocupado principalmente pelo osso neoformado e medula Ossea. Pouca
atividade osteobldstica foi vista, geralmente associada a remodelacdo, cujas linhas de

cimentacdo marcavam todo o leito receptor. A espessura dssea no local do enxerto estava
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ao mesmo nivel que os do coto da mandibula, porém maior que normal para a regido. O

peridsteo estava presente, recobrindo as corticais Osseas do enxerto e da mandibula. O

tecido muscular estava parcialmente inserido no local do enxerto.

Fig. 4.1 — Um dia. Enxerto (E) posicionado na mandibula (M). HE, aumento de 5x. Fig.
4.2 — Sete dias. Intensa neoformacgdo 6ssea (NO) ocupa o espaco medular, ligando a
mandibula (M) com o enxerto (E). Fig. 4.3 — Sete dias. A neoformacdo 6ssea (NO)
mantém intimo contato com o tecido muscular (TM). HE, aumento de 10x. Fig. 4.4 — 14
dias. O espaco medular é ocupado pela neoformacdo 6ssea (NO), que envolve as
trabéculas e parte interna do enxerto (E). HE, aumento de 10x.
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Fig. 5.1 — 21 dias. Grande volume de osso neoformado (NO) no enxerto e mandibula (M).
Presenca de tecido hematopoético no espago medular. HE, aumento de 5x. Fig. 5.2 — 28 dias. O
remodelamento 9sseo deixou o local do enxerto similar a mandibula normal. HE, aumento de
10x. Fig. 5.3 — 28 dias. Mesmo em fase adiantada de reparacdo, ainda foi encontrado
fragmentos do enxerto (E) entre as dreas de neoformacdo éssea (NO). HE, aumento de 20x.
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5.2 - ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

As proteinas Shh, Thh e OPN foram identificadas pela técnica de imunoistoquimica,
localizando sua distribui¢do na regido do enxerto e sua presenga nos diversos tempos de
avaliacdo. A expressdo de Shh e Thh foi similar, sendo encontrada em citoplasma e ntcleo
de poucas células semelhantes a condrécitos (Figura 6-1 e 6-3), com formato circular e
tamanho maior que os osteoblastos e células semelhantes a fibroblastos (Figura 6-5), com
formato fusiforme, geralmente perto de regides de neoformacdo Ossea da mandibula e
enxerto. Em alguns cortes células semelhantes a osteoblastos estavam positivas para Ihh ou
Shh (Figura 6-2). Em nenhum momento foi notada a presenca de positividade em células
dentro da matriz 6ssea e nem todo tecido cartilaginoso mostrou positividade para os
marcadores (Figura 6-6). Células pequenas com nucleo redondo associadas as fibras do
tecido muscular também mostraram positividade para Shh, em dreas proximas ao enxerto
(Figura 6-4). O grupo do enxerto autoclavado mostrou o maior nimero de positividade na
imunoistoquimica. As marcagdes positivas para estas proteinas nos tempos de avaliagio
foram bem definidas, ndo havendo positividade no tempo de um dia e somente trés animais
positivos no tempo de 28 dias, dois do grupo do enxerto autoclavado e um do grupo BMP-
2rh. A tabela 2 mostra os resultados do estudo imunoistoquimico destes marcadores.

A expressao de OPN foi encontrada principalmente na matriz extracelular dssea
recém produzida (Figura 7.1). Linhas reversas e remodelamento também mostraram
positividade (Figura 7.2). Ostedcitos e osteoblastos também mostraram marcacdo nuclear e
intracelular para OPN (Figura 7.3). Dentro da neoformagdo éssea a marcagdo era
encontrada na MEC mais interna, com ostedcitos fortemente positivos, no entanto a matriz
ostedide logo abaixo dos osteoblastos estava negativa (Figura 7.1), assim como parte dos
osteoblastos envolvidos na sua sintese. Células com morfologia indiferenciada acima da
drea de neoformacio Gssea estavam positivas para OPN. Areas onde o tecido 6sseo e
cartilaginoso eram vizinhos mostraram positividade para tecido ésseo e auséncia de
marcagdo para tecido cartilaginoso (Figura 7.4). Areas positivas para este anticorpo foram
encontradas os todos os grupos, principalmente no BMP-2rh, onde o processo de
incorporacdo do enxerto gerou mais tecido 6sseo (Figura 7.5). No grupo do enxerto

autoclavado ficou evidente a separacdo da neoformacdo 6ssea com o osso autoclavado.
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Células pouco diferenciadas associadas ao tecido muscular mostraram positividade para
OPN (Figura 7.6) quando préximas a dreas de neoformacdo dssea. A positividade da OPN
revelou pouca marca¢do no tempo de um dia, associadas a remodelacdo no tecido 6sseo da
mandibula e do enxerto autégeno. Nos tempos de sete, 14 e 21 dias foi encontrada em
abundincia em todos os grupos e no tempo final estava mais associada com o
remodelamento Osseo. Alguns cortes, principalmente do grupo tratado com enxerto
autoclavado, mostraram neoformacao dssea positiva para OPN no tempo final.

O controle positivo para o anticorpo Shh e OPN s@o mostrados nas figuras 8.1 e 8.2.

O controle positivo para Ihh foi semelhante ao do Shh.
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Fig. 6.1 — Grupo autoclavado, sete dias. Area de neoformacio 6ssea (NO) com presenca de células semelhantes a
condrécitos positivas para Shh (seta). Aumento original 40x. Fig. 6.2 — Grupo autoclavado, sete dias. Area de
neoformacdo 6ssea (NO) com presencga de células osteoblasticas positivas para Ihh (seta). Aumento original 40x. Fig.
6.3 - Grupo BMP, 14 dias. Area de neoformagio Gssea (NO) com presenca de células semelhantes a condrécitos
positivas para Thh (seta). Aumento original 40x. Fig. 6.4 — Grupo autoclavado, 14 dias. As setas indicam células
positivas para Shh associadas ao tecido muscular (TM) e préximas a neoformacdo dssea (NO). Aumento original 40x.
Fig. 6.5 — Grupo autoclavado, sete dias. Setas indicam células fusiformes positivas para Shh préximas a neoformacio
6ssea (NO). Aumento original de 40x. Fig. 6.6 — Grupo autoclavado, sete dias. Area de neoformagdo ssea endocondral
(NO) e tecido condréide (TC) negativos para [hh. Aumento original 40x.
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Fig. 7.1 — Grupo controle, sete dias. Area de neoformagio Gssea (NO) com MEC e ostedcitos positivos para OPN sobre
a cortical mandibular (M). As setas indicam drea de NO negativa para OPN onde os osteoblastos comecam a ser
envoltos pela matriz 6ssea. Aumento original de 40x. Fig. 7.2 — Grupo controle, 28 dias. Setas indicam linhas de
cimentacdo entre mandibula (M) e osso neoformado. Aumento original de 40x. Fig. 7.3 — Grupo autoclavado, sete dias.
Nicleos ovéides positivos para OPN (setas) proximos a drea de neoformagdo 6ssea (NO). Aumento original de 40x.
Fig. 7.4 — Grupo autoclavado, sete dias. Tecido condréide (TC) negativo para OPN. Aumento original de 40x. Fig. 7.5
— Grupo BMP, 14 dias. Intensa neoformacio 6ssea (NO) unindo o enxerto (E), negativo para OPN, com a mandibula
(M). Aumento original de 40x. Fig. 7.6 — Grupo BMP, sete dias. Tecido muscular (TM) com células associadas (setas)
positivas para OPN proximas a cortical mandibular (M). Aumento de 40x.
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Fig. 8.1 — Crénio de feto de rato Wistar, mostrando condrdcitos positivos para Shh em ossificacdo endocondral.
Aumento de 40x. Fig. 8.2 — Cranio de feto de rato Wistar mostrando drea de ossifica¢do com marcagdo positiva para
OPN. Aumento de 40x.

Tabela 2. Resultados do estudo imunoistoquimico para Shh e Ihh. O nimero indica a

quantidade de animais do grupo positivos para cada anticorpo.

Grupo Grupo enxerto Grupo
Tempo controle autoclavado BMP-2rh
Shh Ihh Shh Ihh Shh Ihh
Um dia 0 0 0 0 0 0
Sete dias 1 2 3 4 0 1
14 dias 2 0 3 2 3 3
21 dias 2 2 4 2 1 0
28 dias 0 0 1 1 1 0
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5.3 - ESTUDO RADIOGRAFICO E DE DENSITOMETRIA OPTICA

O exame radiografico da mandibula um dia apds a cirurgia mostrou drea radiopaca
circular com diametro aproximado de trés milimetros com bordas bem definidas no interior
do ramo mandibular, préxima a regido apical do dente incisivo inferior. Nesta fase os trés
grupos mostraram resultados semelhantes (Figura 9.1). Com sete dias o grupo controle
mostrou drea do enxerto menos radiopaca e formagdo de halo radiopaco ao redor do leito
receptor, permanecendo as bordas do bloco dsseo enxertado bem definidas. No grupo do
enxerto autoclavado houve diminuicio da radiopacidade do enxerto, com formacgdo de halo
radioldcido ao redor do leito receptor. No grupo tratado com BMP-2rh o enxerto estava
envolvido por halo radiopaco (Figuras 9.3 e 9.5). Com 14 dias o grupo controle mostrou
relativa perda na delimita¢do das bordas do enxerto, enquanto o halo radiopaco ao redor do
enxerto estava mais evidente. No grupo do enxerto autoclavado houve aumento da
radiopacidade ao redor do leito receptor. No grupo tratado com BMP-2rh foi notado
crescente aumento da radiopacidade na regido receptora, com perda parcial da delimitac¢io
do enxerto. Apds 21 dias o grupo controle mostrou perda continua de delimitacdo e
aumento da radiopacidade ao redor do enxerto. No grupo do enxerto autoclavado foi notado
aumento da radiopacidade ao redor do enxerto. O grupo tratado com BMP-2rh mostrou
perda da delimitag¢do do enxerto (Figura 9.6). No tempo final o grupo controle mostrou area
radiopaca no leito receptor pouco delimitada cercada por halo radiopaco (Figura 9.2). No
grupo do enxerto autoclavado foi notada drea circular correspondente ao enxerto com halo
radiopaco ao redor (Figura 9.4). No grupo tratado com BMP-2rh o enxerto ndo estava
identificdvel, porém a 4rea do enxerto era identificada pela radiopacidade maior que no
restante do ramo mandibular.

O exame da densitometria Optica foi realizado sobre a regido do enxerto, sendo os
valores obtidos expressos em DO. A Tabela 3 e Gréfico 1 mostram os valores da média e
desvio padrao encontrados em cada tempo de avaliac@o nos trés grupos. De um modo geral,
valores maiores foram obtidos pelo grupo tratado com BMP-2rh. Os dados obtidos pela
densitometria foram submetidos ao teste estatistico de ANOVA ou Kruskal-Wallis, de
acordo com a homogeneidade das amostras. Houve diferenca significativa ao nivel de 1%

entre os diversos tempos de avaliacdo do grupo tratado com BMP-2rh, o que néo se repetiu
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dentro do grupo do enxerto autoclavado e do controle. Na avaliacdo do grupo BMP-2rh
contra o grupo tratado com enxerto autoclavado houve diferenca significativa ao nivel de
1% no teste de ANOVA contra o grupo controle no teste Kruskal-Wallis. Entre os grupos
controle e autoclavado ndo foi detectada diferenca significativa. O teste estatistico
considerando somente o tempo 28 dias dos trés grupos ndo mostrou diferenca significativa.
Considerando o par tempo contra tempo do todos os grupos, houve resultados
estatisticamente significativos ao nivel de 1% no teste de ANOVA entre 14 e 21 diase 21 e

28 dias. Os resultados dos testes estatisticos sdo mostrados na Tabela 4.
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Fig. 9.1 - Grupo controle. Um dia. A seta indica o enxerto. Fig. 9.2 - Grupo controle. 28
dias. O enxerto mostra bordas pouco nitidas. Fig. 9.3 - Grupo autoclavado. Sete dias.
Area radiolicida ao redor do enxerto. Fig. 9.4 - Grupo autoclavado. 28 dias. Enxerto
ainda pode ser distinguido da mandibula. Fig. 9.5 - Grupo BMP. Sete dias. A margem
do enxerto ndo estd evidente. Fig. 9.6 - Grupo BMP. 21 dias. Extensa 4rea radiopaca no
local do enxerto. Em todas as imagens estd presente a escala de aluminio utilizada na
densitometria dptica.
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Tabela 3. Média de densidade Optica nos grupos avaliados, com desvio padrdo. Valores

expressos em DO.

Tempo Grupo Grupo enxerto Grupo
controle autoclavado BMP-2rh
DO dp DO dp DO dp

Um dia 1.670 0.312 1.914 0.150 1.924 0.140
Sete dias 1.730 0.197 1.640 0.284 2.496 0.067
14 dias 1.834 0.105 1.920 0.079 2.118 0.155
21 dias 1.672 0.132 1.888 0.060 1.700 0.070
28 dias 1.952 0.155 1.896 0.123 2.140 0.471

DO = densidade 6ptica; dp = desvio padrao

Gréfico 1. Média de densidade 6ptica nos grupos avaliados, com desvio padrdao. Valores

expressos em DO.
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Tabela 4. Resultados dos testes estatisticos.

AMOSTRA TESTADAS TESTE SIGNIFICANCIA
Tempos de avaliagdo no grupo controle ANOVA p=0,143
Tempos de avaliagdo no grupo autoclavado Kruskal-Wallis p=0,281
Tempos de avaliagdo no grupo BMP-2rh Kruskal-Wallis p =0,003
Tempo de avaliagdo 1 X 7 dias Kruskal-Wallis p=0,755
Tempo de avaliagdo 7 X 14 dias Kruskal-Wallis p=0,589
Tempo de avaliacdo 14 X 21 dias ANOVA p < 0,001
Tempo de avaliacdo 21 X 28 dias ANOVA p = 0,006
Tempo de avaliagdo 28 dias dos 3 grupos Kruskal-Wallis p=0,907
Grupo BMP-2rh X grupo controle Kruskal-Wallis p =0,002
Grupo autoclavado X grupo controle ANOVA p=0,155
Grupo BMP-2rh X grupo autoclavado ANOVA p = 0,002
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6 — DISCUSSAO

A interferéncia da aplicacdo de BMP-2rh na incorporacdo de enxerto aldgeno
autoclavado e a expressdo imunoistoquimica das proteinas Ihh, Shh e OPN foram avaliadas
neste estudo. Foi notado um processo de incorporacdo rdpido e eficiente, com intensa
capacidade osteoindutora e osteocondutora no grupo tratado com BMP-2rh, que com sete
dias ja se apresentou unido a mandibula, enquanto que o grupo tratado com enxerto
autoclavado mostrou incorporagdo lenta com capacidade osteocondutora relativa, sem
mostrar unido 6ssea com o leito receptor ao final do experimento. As proteinas Shh e Thh
ndo foram expressas no primeiro dia, no entanto marcacdo positiva foi encontrada
principalmente entre 7 e 21 dias em células semelhantes a fibroblastos e células
semelhantes a condrdcitos proximas a dreas de neoformacdo Ossea. A proteina OPN foi
pouco expressa no primeiro e dltimos tempo de avaliacdo, sendo fortemente positiva fase
de neoformacdo 6ssea do grupo controle e do grupo tratado com BMP-2rh. O modelo
adotado com defeito de ndo repardvel espontaneamente permitiu a avaliacdo do processo de
reparo ocorrido neste tipo de enxerto.

Os defeitos ndo repardveis espontaneamente no esqueleto tém sido utilizados para
estudo de novos materiais para enxerto (YAMAMOTO et al., 1994; BOYNE, 1996;
SCHRATT & SPYRA, 1997; JORGE, 1999; LUZ et al., 1999; HOLLINGER et al., 1998;
ZELLIN et al., 1998; SETO et al., 2001), técnica cirurgica (SANDBERG et al., 1993;
SHIROTA et al., 1995; ZELLIN & LINDE, 1997; MARUKAWA et al., 2002) e
comportamento bioldgico (VILJANEN et al., 1996; NAGAI et al., 1998). Sua maior
vantagem seria a evolucdo natural para fibrose do defeito, ficando assim claro que a
formacao 6ssea no local advém da técnica ou material empregados. Este conceito tem sido
aplicado em estudo de diversos defeitos, entre eles cranial (VILJANEN et al., 1996;
ZELLIN et al., 1998), mandibular (YAMAMOTO et al., 1994; JORGE, 1999; LUZ et al.,
1999; KIMURA et al., 2000; MARUKAWA et al., 2002) e em ossos longos (WANGERIN
et al., 1986; SCHRATT & SPYRA, 1997; HOLLINGER et al., 1998). Acredita-se que em
defeitos ndo repardveis espontaneamente os fatores de crescimento, como BMP e TGF-f1

ndo alcancariam o centro do defeito ou ndo estariam presentes em quantidade suficiente,
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deixando as células mesenquimais sem sofrerem diferenciacao, proliferacio e ativagdo para
células produtoras de tecido Osseo, o que determinaria o preenchimento do defeito por
tecido fibroso ou invasdo por tecido muscular (SZACHOWICZ, 1995; ZELLIN & LINDE,
1997). Pesquisas com modelos experimentais sem este padrdo poderiam ter parte dos
resultados influenciados pelo potencial reparativo do leito receptor, o que dificultaria a
avaliacdo do enxerto a ser testado (KABAN & GLOWACKI, 1981; GUTTU & LASKIN,
1989; HOLLINGER & KLEINSCHIMIDT, 1990). Um exemplo destes modelos seria um
defeito 6sseo monocortical, cuja resolu¢do espontianea é naturalmente a reparagdo dssea,
mesmo sem tratamento. Por este motivo, em 1981, KABAN & GLOWACKI
desenvolveram um modelo experimental com defeito ndo repardvel espontaneamente no
ramo mandibular, sendo que outros pesquisadores lancaram mao deste modelo para avaliar
enxertos (YAMAMOTO et al., 1994; JORGE, 1999), aglutinantes (LUZ et al., 1999),
membranas para reparacdo guiada (SANDBERG et al., 1993; ZELLIN & LINDE, 1997) e
fatores de crescimento (ZELLIN & LINDE, 1997; HIGUCHI et al., 1999; OKUBO, 1999;
KIMURA et al., 2000). Embora este modelo ja esteja estabelecido pela literatura (GUTTU
& LASKIN, 1989; AABOE et al, 1995), foi destacado (HOLLINGER &
KLEINSCHIMIDT, 1990) que a pouca espessura da mandibula do rato dificultaria a
retencdo do material enxertado e limitaria o nimero de células mesenquimais envolvidas no
processo da reparacdo. Na pesquisa aqui desenvolvida, ndo foi notada dificuldade de
retencdo do enxerto, porém € suposto que em pesquisas envolvendo particulas ou granulos,
a dificuldade seja manifesta (KABAN & GLOWACKI, 1981; YAMAMOTO et al., 1994).
Substancias aglutinantes ou técnicas de retencdo tém sido desenvolvidas para sanar este
problema (LUZ et al., 1999). Foi ressaltado que o menor nuimero de células
osteoprogenitoras no sitio receptor do enxerto confere maior destaque as capacidades de
formacao dssea do material a ser testado (AABOE et al., 1995). Animais jovens ou em fase
de crescimento possuem grande potencial reparativo 6sseo, ndo sendo recomendada sua
utilizagdo para teste de enxertos, pois este potencial reparativo poderia mascarar a
capacidade osteoindutora do material testado (HOLLINGER & KLEINSCHMIDT, 1990).
Por este motivo os animais utilizados nesta pesquisa foram adultos. Porém, o modelo

experimental deve reproduzir o melhor possivel as peculiaridades da situacdo clinica que se
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deseja estudar. Animais com idade avancada também devem ser evitados nestes tipos de
pesquisa, pois foi relatado que possuem menor potencial reparador Osseo que animais
adultos (GUTTU & LASKIN, 1989; NAGAI et al., 1999). Estudos experimentais com
finalidade de reparacdo de defeitos faciais t€ém utilizado ainda implante subperiostal
(SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991) e defeitos segmentais da mandibula (SHIROTA et al,
1995; BOYNE, 1996; SETO et al., 2001; MARUKAWA et al., 2002). Além de estudos
experimentais, outras metodologias tém contribuido para o estudo e desenvolvimento de
materiais para enxerto, como a cultura celular para bioengenharia 6ssea (SYKARAS &
OPPERMAN, 2003) e a transfec¢do viral (SOUTHWARD et al., 2004).

A desvitalizacdo do tecido dsseo transplantado no grupo controle foi um achado
histolégico ja descrito pela literatura. A interrup¢do da irrigacdo sanguinea causada pela
remog¢do no leito doador levou a necrose parcial do enxerto. Deve-se lembrar que este
enxerto foi posicionado livre no leito receptor, sem uso de microcirurgia para
revasculariza¢do. Desta forma, a tnica possibilidade de irrigacdo sanguinea foi através de
perfusdo local. Areas trabeculares seriam mais favorecidas nesta hora, pois possuem menor
espessura e 0s ostedcitos estariam mais proximos da superficie. Este fato foi observado
nesta pesquisa, onde parte do osso trabecular foi visto vitalizado ap6s sete dias da cirurgia,
enquanto o osso cortical, sendo mais espesso € compacto, sofreu necrose em maior drea,
restando muito pouco tecido vidvel apds sete dias. A revascularizagdo do local vird com a
proliferacdo vascular endotelial trazida pelo tecido de granulagdo. A revascularizacdo do
osso trabecular ocorre antes que a do osso compacto, influenciando seu comportamento
durante a incorporacdo (BURCHARDT, 1987; SULLIVAN & SZWAJKUN, 1991), pois a
diferenciacdo osteobldstica € vista somente com a invasdo vascular (REDDI, 1998). Este
comportamento foi visto nesta pesquisa no grupo controle, enquanto a atividade do osso
trabecular inicialmente foi produgdo de tecido dsseo seguida de reabsor¢@o, o 0sso cortical
mostrou inicialmente reabsorcio das extremidades, passando posteriormente por
neoformacdo 6ssea. O grupo tratado com enxerto autoclavado mostrou-se desvitalizado
desde o primeiro dia e a revascularizacdo foi muito lenta, podendo ser descrito que parte
deste enxerto ndo se revascularizou, antes sofrendo encapsulacdo por tecido fibroso e

reabsorcdo, tanto da parte trabecular quanto da cortical. O enxerto do grupo tratado com
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BMP-2rh também se mostrou desvitalizado no primeiro dia, porém ocorreu rapida
vascularizagdo do osso trabecular acompanhada de neoformacdo dssea jd na primeira
semana. A revascularizagdo do osso cortical foi mais lenta, sendo obtida com a sua
reabsorcdo continua e substitui¢cdo por osso neoformado. Pesquisadores tém investido neste
ponto para melhorar a incorporacdo do enxerto, acrescentando fatores de crescimento
angiogénicos para acelerar a vascularizacdo do local do enxerto. ZELLIN et al. (1998)
relataram que a incorporagdo do enxerto autoclavado pode ser melhorada com uso de FGF-
2, diminuindo o periodo necessdrio para a revitalizacdo da drea. A dose de BMP-2rh
utilizada neste experimento aparentemente foi o suficiente para produzir vascularizacdo que
permitiu os eventos celulares pudessem ocorrer mais rapidamente que no grupo tratado
somente com enxerto autoclavado.

A necrose Ossea também foi encontrada na margem do defeito mandibular nos trés
grupos, podendo ser vista no primeiro dia em alguns espécimes e em todos a partir de sete
dias. Esta necrose estd relacionada possivelmente com o trauma térmico € mecanico
ocasionado pelo uso da trefina durante a confec¢do do defeito. Foi descrita na literatura a
morte de ostedcitos proximos da drea de osteotomia na mandibula e enxerto, mesmo ao
utilizar enxertos vascularizados (SHIROTA et al., 1995) e livres (JORGE, 1999). A necrose
Ossea também € descrita nos cotos apds fratura (TEIXEIRA er al., 1998). As dreas de
necrose do leito receptor ndo foram encontradas no tempo final de avaliagdo, pois sofreram
reabsor¢do. Ao contrdrio, poucos remanescentes da cortical do enxerto autdgeno e do grupo
tratado com BMP-2rh permaneceram desvitalizados, ao passo que o grupo tratado com
enxerto autoclavado mostrou extensa drea desvitalizada no tempo final de 28 dias. Foi
demonstrado que enxertos Osseos t€ém maior chance de sobreviver quando empregados
vascularizados por microcirurgia (CHEN et al., 1994; SHIROTA et al., 1995, POGREL et
al., 1997). Mesmo empregando enxerto vascularizado necrose pode ocorrer na medula
O0ssea e em parte da cortical (SHIROTA er al, 1995). A utilizacio de enxertos
vascularizados tem sido relacionada com a diminui¢do da reabsorcdo, ocorrendo
preferencialmente a substituicio da estrutura Ossea original pela do osso receptor
(SHIROTA et al., 1995). A corre¢do de defeitos extensos na mandibula requer enxertos

vascularizados, que desta forma poderiam sofrer processo de incorporagdo mais

86



rapidamente (CHEN et al., 1994, POGREL et al., 1996). Talvez a utilizagdao de BMP-2 no
enxerto possa, assim como mostrou neste experimento, acelerar a incorporagdo do enxerto,

evitando a necessidade de utilizacdo de enxertos vascularizados.

A produgdo de tecido 6sseo durante a incorporacdo do enxerto foi relacionada
principalmente com a atividade osteobldstica subperiostal nos grupos controle e no tratado
com enxerto autoclavado, embora neoformagdo dssea importante tenha sido encontrada no
interior do enxerto autégeno. No grupo tratado com BMP-2rh a neoformacdo 6ssea estava
presente em praticamente toda a regido, sendo maior que nos outros dois grupos, tanto
subperiostal quanto naquela associada ao enxerto. A neoformacdo ligou a mandibula ao
enxerto no grupo autdégeno e tratado com BMP-2rh, estabilizando-os, e desta forma teve
funcdo semelhante ao calo sseo durante a reparacdo da fratura 6ssea (CARTER et al.,
1998; FERGUSON et al., 1998; TEIXEIRA et al., 1998). No grupo tratado com enxerto
autoclavado nao houve unido Ossea, embora a neoformacdo a partir do leito receptor tenha
envolvido a cortical do enxerto em alguns espécimes, fornecendo estabilidade parcial ao
enxerto. Achado similar foi descrito para enxerto autoclavado e implantado em defeito de

tibia de rato (SCHRATT & SPYRA, 1997).

O enxerto autégeno mostrou ter potencial osteoindutor, com neoformacio Ossea
principalmente associada ao osso trabecular, e osteocondutor, permitindo que sua estrutura
fosse reabsorvida e utilizada para formacao 6ssea a partir do leito receptor (JORGE, 1999).
O enxerto autoclavado falhou em mostrar osteoinducdo, revelando possuir relativo
potencial osteocondutor. Ao final de 28 dias o enxerto estava ainda pouco reabsorvido e o
espaco cedido pela reabsor¢do ndo foi completamente preenchido por neoformacgdo dssea,
indicando uma possivel reparacdo parcialmente fibrosa no local. Talvez um tempo de
avaliacdo mais prolongado permitisse que sua incorporagdo ocorresse de forma mais
completa, embora periodos de avaliacdo prolongados mostraram a ndo incorporagdo de
enxerto autoclavado (SCHRATT & SPYRA, 1997). O enxerto tratado com BMP-2rh
mostrou ser altamente osteoindutor, sendo que a quantidade de osso formado foi muito
superior aquela necessdria para promover a incorporacdo do enxerto autoclavado. Esta

neoformacao dssea estava ligada intimamente ao osso autoclavado e ao leito receptor, como
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descrito por outros pesquisadores (WOZNEY & ROSEN, 1998). O tratamento do enxerto
com BMP-2rh deixou-o também com capacidade osteocondutora, como visto no estudo
histolégico. A reparacdo deste grupo foi similar a do grupo autégeno, chegando os dois
grupos ao tempo final com todos os defeitos reparados e em fase de remodelamento
avangada. No grupo tratado com BMP-2rh o remodelamento pareceu estar mais adiantado,

com presenga de poucas dreas de osso do enxerto.

A presenca de remanescentes de cortical ou trabéculas do enxerto no leito receptor
pode diminuir a resisténcia mecanica do local (BURCHARDT, 1987; YASZEMSKI et al.,
1996), desta forma deve ser considerado como um dos objetivos do enxerto ser substituido
completamente por osso neoformado. Quanto a este quesito o grupo tratado com BMP-2rh
mostrou ser melhor, ao passo que o grupo tratado com enxerto autoclavado pode ser
considerado deficiente. Numa situacdo clinica onde o leito receptor enxerto fosse
submetido a tor¢do ou pressdo poderia haver fratura do enxerto ou do préprio leito receptor.
De fato estudos clinicos com osso autoclavado relatam fratura como uma das complicagcdes
encontradas (ASADA et al., 1997; BOHM et al., 1998). O enxerto autdgeno, considerado
como a melhor opcdo no tratamento de defeitos dsseos, mostrou ndo estar completamente
incorporado ao leito receptor com 28 dias, mas a avaliagdo apds tempo superior talvez
mostre resultados semelhantes entre este grupo e o tratado com BMP-2rh (JORGE, 1999).
A persisténcia do volume 6sseo criado nas fases iniciais do enxerto foi objeto de pesquisa
de GORDH et al. (1999), relatando que o uso de BMP-2rh e osso autégeno sozinhos nao
foram capazes de manter o osso neoformado inicialmente sobre a calota craniana de ratos,
necessitando de cobertura por membrana para osteopromog¢do. No mesmo experimento foi
relatada ripida e extensa reabsor¢do do enxerto tratado com BMP-2rh. Tomando uma visdo
biomecanica para discutir estes resultados, eles ndo poderiam ser considerados como
negativos, pois € esperado que o enxerto 6sseo acima da calota craniana, sem fun¢do nem
estimulo, seja continuamente reabsorvido até possuir estrutura 6ssea compativel com o
local. A adi¢gdo de BMP-2rh aparentemente acelerou a incorporaciao do enxerto autoclavado
nesta pesquisa, sendo este resultado compativel com o encontrado por GORDH et al.
(1999). O volume 6sseo visto no periodo inicial nos grupos controle e tratado com BMP-

2rh ndo € compativel com o ambiente biomecéanico do ramo mandibular e o processo de
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remodelamento guiou a formacdo e a reabsor¢do dssea para a diminuicao do tecido dsseo.
A neoformacdo motivou espessamento da mandibula, na maioria dos casos até a altura do
proprio enxerto, mesmo no grupo tratado com osso autoclavado. O remodelamento levou a
diminui¢cdo da espessura do osso no leito receptor nos tempos finais de avaliacdo.
SZACHOWICZ (1995) descreveu fatores que influenciam a taxa de incorporagdo do
enxerto, citando a estabilidade do enxerto, idade do paciente, presenca de infec¢do ou
fibrose local, se o enxerto € cortical ou trabecular, histéria de irradiacdo e origem do
enxerto, intramembranosa ou endocondral. A origem do enxerto deve ser levada em
consideracdo segundo SZACHOWICZ (1995), pois os defeitos Osseos reparariam melhor
quando tratados com enxerto da mesma origem. Defeitos em ossos do cranio, que na
maioria sdo de origem intramembranosa, deveriam receber de preferéncia enxertos de
origem intramembranosa, por exemplo a diploe. Diferencas na incorporacido de ossos de
origem intramembranosa e endocondral foram estudadas por SULLIVAN & SZWAJKUN
(1991) sugerindo, ao contrdrio de SZACHOWICZ (1995), que estas diferengas estariam

mais relacionadas com a estrutura do enxerto, trabecular ou cortical, e sua conseqiiente

capacidade de revascularizacdo do que com sua origem.

O osso inicialmente formado foi imaturo, sem lamelas concéntricas, sem periésteo,
com grande nimero de osteoblastos na periferia da matriz calcificada, estando os tipos
celulares muito ativos, acidéfilos e com ntcleo grande em relagdo ao citoplasma. No tempo
final de avaliacdo o osso neoformado estava mais maduro, se apresentando com menor
volume, mais compacto, com menor nimero de células e presenca de peridsteo, ainda que
nio regular. Estes achados sdo aplicdveis aos trés grupos, lembrando que a resposta
bioldgica foi semelhante entre eles, no entanto os grupos controle e tratado com BMP-2rh
produziram mais osso. EINHORN (1998) descreve que o numero de células diminui
consideravelmente com o inicio do remodelamento dsseo. O destino dessas células tem sido
motivo de estudo, sendo reconhecido que parte dos osteoblastos serdo envolvidos pela
matriz, passando a condi¢do de ostedcitos. No entanto o grande nimero de células restantes
ndo sdo vistas posteriormente, sendo relatado que elas possivelmente sofram morte celular
programada, ou apoptose, com a maturidade do tecido 6sseo (BOSTROM, 1998). REDDI

(1998) citou que a apoptose faz parte da seqii€ncia de reparo das fraturas, possivelmente
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controlada pela BMP, enquanto FERGUSON et al. (1998) acrescentaram que a apoptose
também faz parte da formacdo do osso embriondrio. Foi descrito ainda que o gene Ihh
regula a apoptose de condrocitos na placa de crescimento de ossos longos (HORTON et al.,
1998). Os condrdcitos vistos na fase inicial deste experimento possivelmente cumpriram
sua fun¢do bioldgica e, da mesma forma que os osteoblastos, foram removidos. Seria pouco
provavel que houvesse diferenciacdo de um tipo celular adulto em outro (EINHORN,
1998), desta forma sugerindo que foram removidos por apoptose, assim como na
embriogénese de osso endocondral, na placa de crescimento de ossos longos e nas fraturas.
O destino do osteoclasto, formado por fusdo de mondcitos, aparentemente também seria a

apoptose (EINHORN, 1998).

A capacidade osteoindutiva de um enxerto € ligada a presenca de sinais capazes de
promover a formagdo 6ssea. Estes sinais sdo encontrados na matriz éssea, pois a medida
que o tecido 6sseo € formado fatores de crescimento como TGF-B1, diversos tipos de BMP,
VEGF, IGF 1 e II, PDGF, aFGF e bFGF sio ligados a componentes da matriz, sendo
liberados com a remoc¢ao do contetido mineral do osso na modelacdo do esqueleto e nas
fraturas (ZELLIN et al., 1998; KHAN et al., 2000). Este fato condiz com os achados do
grupo controle nesta pesquisa e na fratura de condilo (TEIXEIRA et al., 1998), onde as
fases mais ativas de reabsor¢do sdo também aquelas mais ativas de formacdo Ossea. No
enxerto autdgeno estes fatores exercem sua funcdo bioldgica apds serem liberados da

matriz calcificada pelos osteoclastos, garantindo seu potencial osteoindutor.

O tratamento recebido pelo enxerto pode determinar a desnaturacdo das proteinas
osteoindutoras presentes em sua matriz (BORCHERS er al., 1998). O congelamento,
aquecimento ou irradiacdo tém sido relatados como capazes de diminuir ou eliminar a
osteoindugdo do enxerto (WANGERIN et al., 1986; INOKUCHI et al., 1991; ASADA et
al., 1997, SCHRATT & SPYRA, 1997). ASADA et al. (1997) descreveram que o processo
de autoclavagem mantém a propriedade osteocondutora do enxerto, enquanto SCHRATT &
SPYRA (1997) relataram que a autoclavagem pode eliminar até a capacidade
osteocondutora do enxerto. O tratamento a 100°C por 10 minutos ou um ciclo de

autoclavagem a 135°C por 10 minutos foram suficientes para eliminar a capacidade
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osteoindutora do enxerto (INOKUCHI et al., 1991; ASADA et al., 1997). BORCHERS et
al. (1995) sugeriram que o calor denatura as proteinas do osso, eliminando seu potencial
osteoindutor. J4 o enxerto autdgeno tem a vantagem de possuir todos os fatores necessarios
para e reparacdo do defeito dsseo e, mesmo com os recentes avangos no entendimento da
biologia 6ssea e seus mediadores, ndo hd ainda um substituto a altura para o enxerto
autégeno. Neste modelo experimental a escolha pela autoclavagem foi feita visando
eliminar a possibilidade do sistema carreador possuir osteoinducdo e interferir nos
resultados obtidos pela BMP-2rh. Ao mesmo tempo foi necessdrio eliminar a capacidade do
organismo receptor de reagir contra o enxerto, que foi removido de outro animal.
SCHRATT & SPYRA (1997) relataram que a autoclavagem elimina a antigenicidade do

enxerto. Foi demonstrado que a adicdo de BMP-2rh tornou o enxerto novamente

osteoindutor apds o processo de autoclavagem neste experimento.

A origem dos osteoblastos que participam da incorporacdo do enxerto € incerta, mas
diversos pesquisadores tém citado o peridsteo (FERGUSON et al., 1998; ZELLIN et al.,
1998; ITO et al., 1999), pericitos (EINHORN, 1998), células mesenquimais indiferenciadas
(REDONDO et al., 1996; SI et al., 1997, BOSTROM, 1998; FRANCESCHI, 1999;
WEINSTEIN & MANOLOGAS, 2000), tecido muscular (ALAM et al., 2001; LEVY et al.,
2001) e células semelhantes a fibroblastos (PERRIEN et al., 2002; NAKAGAWA et al.,
2003) como fonte de atores para o palco da neoformacdo 6ssea. Tem sido demonstrada a
capacidade da BMP-2rh induzir células indiferenciadas a se diferenciar em osteoblastos e
condroécitos (SASANO et al., 1996; BOSTROM, 1998; WEINSTEIN & MANOLOGAS,
2000). A diversidade de células que respondem a BMP, como osteoblastos, condrdcitos,
fibroblastos, fibras musculares, ostedcitos e células mesenquimais indiferenciadas pode
dificultar a avaliacdo da origem das células ativadas pelo enxerto com BMP-2rh
(SYKARAS & OPPERMAN, 2003). LEVY et al. (2001) demonstraram em cultura celular
a presenca de células osteoprogenitoras em meio a fibras musculares, sendo possivel supor
que, devidamente estimuladas, possam participar da reparacao 6ssea. Foi demonstrado que
tecido muscular pode produzir tecido dsseo quando exposto a BMP-2rh (ALAM et al.,
2001). Neste experimento foi notado em alguns animais do grupo tratado com BMP-2rh

que a neoformacgdo Gssea estava ocorrendo entre fibras musculares, sendo que marcacao
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positiva para OPN foi encontrada em células intimamente relacionadas com as fibras
musculares. A expressdo de OPN foi relatada em células se diferenciando em linhagem
osteogénica (PERRIEN er al., 2002). Foi relatado que a osteoinducdo da BMP € mais
potente em tecido 6sseo que em tecido muscular (OKUBO et al., 1999). Neste estudo
experimental aparentemente o tecido muscular participou da reparacdo cedendo células que
respondiam a BMP-2rh. Num processo reparativo tdo complexo, que envolveu tecido
0sseo, cartilaginoso, vascular, muscular e inflamatério, talvez fosse possivel que a origem
dos ostedcitos seja mais variada, ndo sendo somente do peridsteo ou enddsteo, mas também
de células mesenquimais indiferenciadas, do tecido muscular e daquelas trazidas pela
invasdo vascular do tecido de granulacdo. A origem das células que irdo formar o tecido
condrdide parece ser a mesma daquelas que irdo formar o tecido 6sseo. Foi relatado que os
primeiros condrdcitos na reparagdo da fratura aparecem vizinhos a cortical, sendo sugerido
por EINHORN (1998) que a origem dos condrdcitos na reparagdo Ossea pode ser do
periosteo. Contudo, experimentos t€m demonstrado que BMP pode induzir células ésseas
ou cartilaginosas dependendo do meio em que € expressa (SASANO et al., 1996; Sl et al.,
1997; NAKAGAWA et al., 2003). Além das células do leito receptor, o enxerto autégeno
contou com auxilio de células trazidas do osso iliaco que possam ter sobrevivido ao
transplante. Foi descrito que o tecido hematopoético abriga células mesenquimais que
dariam origem as células osteogénicas (KHAN et al., 2000), sendo um fator positivo para o
sucesso do enxerto. Neste experimento foi notada resposta do peridsteo ja no primeiro dia
de avaliacdo, com proliferacdo de tipos celulares semelhantes a osteoblastos ativos na
camada interna do periésteo nos trés grupos. A maior parte das células envolvidas na
neoformacdo do grupo controle estavam associadas ao peridsteo, embora neoformacao
tenha sido encontrada no espaco medular, associada a dreas vitalizadas do osso trabecular.
No grupo tratado com enxerto autoclavado a neoformacgdo ficou restrita basicamente ao

leito receptor.

A presenca de tecido cartilaginoso tem sido descrita na incorporagdo de enxertos
o0sseos (KABAN & GLOWACKI, 1981; SANDBERG et al., 1993) e no calo formado
durante a reparacdo de fraturas (SI et al., 1997; TEIXEIRA et al., 1998; VORTKAMP et

al., 1998). Alguns pesquisadores relacionaram a formacao de tecido cartilaginoso durante a
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reparacdo Ossea com locais de vascularizacdo deficiente (CARTER et al., 1998). Além
disso, a quantidade de tecido cartilaginoso formado pode aumentar se houver mobilidade
no coto (LE et al., 2001) e presenca de pressdo hidrostatica (CARTER et al., 1998). A
presenca do tecido cartilaginoso pode se prolongar na reparagdo se o fragmento ndo estiver
bem imobilizado (LE et al., 2001). VORTKAMP et al. (1998) relataram presenca de
cartilagem na reparacdo de fratura de osso longo até dia 14. Presenca de cartilagem na
reparacdo da fratura de mandibula tem sido descrita (SI et al., 1997; TEIXEIRA et al.,
1998), embora SPECTOR et al. (2001) tenham citado que ossos do cranio devam reparar
sem formacdo de tecido cartilaginoso, pois sdo de origem intramembranosa. A estabilizacao
da fratura diminui a formagdo de cartilagem, entretanto como este efeito mecanico é
transformado em sinais bioldgicos que modificam a evolu¢do da fratura para formagdo de
cartilagem ou osso ndo é completamente conhecido. A populacdo celular que participa
destes eventos gerando tecidos diferentes possivelmente é a mesma, modificando apenas os
sinais que causam a diferenciagdo celular para condrdcitos ou osteoblastos.

A neoformacgdo 6ssea com BMP-2rh tem sido relacionada com a presenca de tecido
cartilaginoso intermedidrio em local ectépico (SASANO et al., 1996). No entanto a
formacdo de tecido cartilaginoso pode estar ausente, dependendo do leito receptor e do
sistema carreador (HIGUCHI er al., 1999). Neste experimento houve formacao
intermedidria de tecido condrdide entre o dia sete e o dia 14, principalmente no grupo
tratado com enxerto autoclavado e no grupo tratado com BMP-2rh. Nos tempos de um e de
28 dias o tecido cartilaginoso ndo estava presente. A presenca de tecido condréide na
reparacdo do enxerto ndo estd completamente esclarecida, mas possivelmente estaria
cumprindo as mesmas fungdes que o calo cartilaginoso na fratura, que € dar estabilidade ao
coto até a formacgdo do calo dsseo. Todavia, o tempo final de avaliagio mostrou que a
adicdo de BMP-2rh ao enxerto superou possiveis dificuldades com estabilidade. Apds a
calcificacdo da matriz cartilaginosa ocorre invasdao vascular que leva células osteogénicas
para o interior da cartilagem, que entdo € removida e substituida por tecido Osseo
(EINHORN, 1998). Esse mecanismo € similar para formacido de ossos endocondrais no
periodo embrionério, na placa de crescimento e na reparagdo de fratura de osso longo.

Aparentemente este mecanismo se repete quando hid formacdo de cartilagem na
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incorporacdo de enxertos. A via de sinalizacdo que controla a formagdo e remocdo de

cartilagem possivelmente também se repete na incorporagdo de enxertos.

Assim como na fratura os cotos necessitam estar estabilizados, o enxerto deve
permanecer firmemente posicionado ao leito receptor, caso contrdrio sua incorporagdo pode
ser comprometida (BURCHARDT, 1987). A estabilidade do enxerto tem sido obtida
através de fixagdo interna rigida (SHIROTA et al., 1995; BOYNE, 1996; SETO et al.,
2001), pino intra-6sseo (ASADA et al., 1997) ou ainda somente reposicionados sem
aparato fixador (REDONDO et al., 1995). Enxertos particulados apresentam dificuldade de
fixacdo ao leito receptor (YAMAMOTO et al., 1994; LUZ et al., 1998). No experimento
aqui desenvolvido, o enxerto foi posicionado com pressdo sobre o leito receptor, fato
conferido pelo formato do enxerto e pela plasticidade do osso iliaco, composto por grande
quantidade de 0sso esponjoso.

O osso iliaco preserva-se no rato adulto com fun¢do hematopoética, enquanto a
mandibula mostra pouca ou quase nenhuma desta funcdo, principalmente pelo espaco
reduzido da medula 6ssea. A mudanca da estrutura 6ssea do enxerto para aquela da
mandibula pode ser vista neste experimento, sugerindo que o direcionamento das atividades
de remodelacdo é dado pelo leito receptor. Inicialmente houve diminui¢do do espaco
medular decorrente da presenca de tecido de granulacdio e neoformacdo dssea, que
ocuparam o espago entre as trabéculas mas, nos tempos finais, a diminui¢do estava
associada a reducdo da estrutura dssea. Resultados similares foram descritos na literatura
(SHIROTA et al., 1995). No grupo controle e no tratado com BMP-2rh apés 28 dias o
espaco medular estava ocupado por tecido hematopoético e poucos adipdcitos, com
caracteristicas celulares e de volume semelhantes a encontrada na mandibula de um rato
adulto. O grupo tratado com enxerto autoclavado mostrou pouca variagdo da estrutura do
enxerto e seu espaco medular estava preenchido por tecido conjuntivo frouxo ou tecido
envolvido na reabsor¢do do enxerto. A presencga de tecido hematopoético e adipdcitos no
espaco medular € descrita como sinal de maturidade 6ssea do enxerto, indicando atraso na

reparacdo em relacdo aos grupos controle e BMP-2rh.
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O aumento do peso corporal é tido como uma das maneiras de avaliar o bem-estar
dos ratos ap0s alguma intervencdo experimental. Nesta pesquisa todos os grupos mostraram
ganho de peso, menos o de um dia, que manteve a média de peso. Assim, pode-se concluir
que o experimento realizado na mandibula ndo influenciou os processos normais de
nutricdo do rato e que a remocao do enxerto do iliaco nao afetou a deambulagio.

As regides doadoras de enxertos autdgenos tem sido o osso iliaco (SULLIVAN &
SZWAJKUN, 1991; SHIROTA et al., 1995), a mandibula (REDONDO et al., 1995), a
calota craniana (SULLIVAN & SZWAIJKUN, 1991) e a costela (WANGERIN et al.,
1986). No presente estudo no rato, a crista ilfaca forneceu osso suficiente para preencher o
defeito 6sseo ndo repardvel espontaneamente na mandibula, sendo bem aceito pelo animal e
ndo produzindo lesdes visiveis duradouras. Desta forma, foi similar ao procedimento
equivalente em seres humanos (BEIRNE et al., 1996; KALK et al., 1996; POGREL et al.,
1997). Outra semelhanga encontrada em humanos foi o tipo anatdmico de osso, constituido
em sua maior parte por 0sso esponjoso, o que facilitou sua adaptacdo e maior estabilidade
no defeito mandibular.

Embora a remog¢ao de enxertos dsseos para procedimentos de reconstru¢do da regiao
maxilo-facial possa ser feita na face medial da fibula, escdpula, na cortical craniana ou
ainda na costela, o sitio doador mais freqiientemente utilizado e indicado € o osso iliaco
(CHEN et al., 1994). O volume de osso ali encontrado tem sido relatado ser suficiente para
restaurar defeitos congénitos, causados por lesdo traumdtica, remog¢ao de tumores e extrema
reabsorcdo da mandibula edéntula (CHEN et al., 1994; KALK et al., 1996; POGREL et al.,
1997; STELLINGSMA et al., 1998). A obtencdo de enxerto 6sseo no iliaco tem sido
associada a ocorréncia de hematoma, dor, edema, eritema, abscesso, febre, drenagem de
material serosanguinolento, dificuldade de deambulacdo, parestesia do nervo cutineo
lateral da coxa, deformidade no contorno da crista iliaca e sensibilidade da pele e osso
(BEIRNE et al., 1996; KALK et al., 1996). No entanto, estes problemas tendem a resolucao
em curto espaco de tempo (BEIRNE e al., 1996). Os pacientes tém mostrado boa aceitacao
dos procedimentos de remocdo do enxerto (KALK er al., 1996). A boa resolucdo do
ferimento cirdrgico da regido dorsal do rato nesta pesquisa concorda com os relatos

descritos em humanos.
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O acompanhamento da evolucdo do enxerto por meio radiografico ¢ um método
conveniente e adequado (LANE & SANDHU, 1987; GUTTU & LASKIN, 1989;
VILJANEN et al., 1996; HOLLINGER et al., 1998; SETO et al., 2001). Deve-se destacar
que o exame radiografico € secunddrio ao histolégico em modelos experimentais, porém
em humanos, onde os principios de ética ndo permitem a obtencdo sistemética de bidpsias,
a radiografia presta valioso auxilio na avaliag@o da reparacio Ossea.

A andlise do conteido mineral através da densitometria tem sido utilizada para
acompanhar a reparacdo de defeitos dsseos, tanto em animais quanto em humanos (LANE
& SANDHU, 1987; BODNER et al., 1993; FEIFEL et al., 1994; BRESIN et al., 1999;
SOUTHARD et al., 2000). A densitometria pode ser realizada diretamente sobre o
individuo com aparelho densitométrico (SOUTHARD et al., 2000) ou ainda a partir de
pelicula radiografica convencional com auxilio de computador (BRESIN ef al., 1999). O
uso de uma escala de aluminio como referencial para densitometria tem sido descrito como
confidvel (BODNER et al., 1993; BRESIN et al., 1999). SOUTHARD et al. (2000)
encontraram resultados comparaveis entre o aparelho de densitometria convencional e a
medi¢do da densidade 6ssea com uso de radiografia dental com escala de aluminio. Foi
destacado que a obtencdo de radiografias odontoldgicas convencionais e sua utilizacdo em
densitometria ¢ método de avaliacdo fécil de realizar, confidvel e util (BODNER et al.,
1993). Contudo, foi citado que os tecidos moles ao redor do osso, ou ainda a prépria
medula dssea, podem alterar o valor dos resultados, quando da utilizacdo de radiografias
convencionais (FEIFEL et al., 1994).

Na andlise das radiografias, a imagem encontrada foi condizente com os achados
histolégicos. O halo radiopaco presente a partir da primeira semana na margem do defeito
estd relacionado com a intensa proliferacao dssea subperiostal. A redu¢do do volume do
enxerto foi acompanhada pela diminuicio progressiva da opacidade do enxerto e
dificuldade na delimitacdo do enxerto no tempo final. A drea radiopaca no grupo tratado
com BMP-2rh era neoformagdo dssea.

Os valores da DO no grupo controle sofreram aumento gradativo com o tempo, o
que pode ser interpretado como aumento da radiopacidade local, com exce¢ao do tempo de

21 dias, que mostrou diminui¢do da DO, dado encontrado também nos outros grupos e
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possivelmente relacionado com atividade de reabsorcdo Ossea. O teste estatistico de
ANOVA nio mostrou diferencas significativas neste grupo. No grupo tratado com enxerto
autoclavado foi notada pouca variacio da DO, resultado compativel com os achados
histol6gicos. Dentro deste grupo também ndo foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa. No grupo tratado com BMP-2rh chamou a aten¢do o aumento da DO na
primeira semana. O teste estatistico de Kruskal-Wallis revelou diferencas estatisticamente
significativas neste grupo. O grupo tratado com BMP-2rh mostrou diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle no teste de Kruskal-Wallis e ao grupo tratado com enxerto
autoclavado no teste ANOVA. Testando um tempo de avaliacdo contra outro foram
encontradas diferencas significativas entre o dia 21 e o dia 14 e 28 na andlise de ANOVA.
No tempo de 28 dias os trés grupos ndo mostraram diferencas estatisticas, indicando que
somente a medicdo do conteido mineral ndo € capaz de expressar o grau de incorporacao
do enxerto. Técnicas de anédlise densitométrica mais acuradas e adaptdveis a este tipo de
pesquisa tornariam os resultados mais sensiveis 4s variagdes do conteiido mineral
encontrados neste modelo experimental.

A BMP-2 € reconhecida molécula indutora de osso (REDDI, 1998; WOZNEY &
ROSEN, 1998), mantendo esta capacidade até mesmo em regido ectépica (NAGAI et al.,
1996; OKUBO et al., 1999). Sua utilizacio em enxertos tem sido estudada, tentando
principalmente encontrar dosagem e material carreador eficiente para cada situacdo clinica
(RIPAMONTI & REDDI, 1997) e definir uma formulagdo eficiente e desta forma evitar a
remocao de enxerto autégeno, que embora possua os melhores resultados clinicos, carrega a
desvantagem de provocar uma ferida cirtirgica e morbidade adicionais, ter limites de
quantidade e qualidade e aumentar o tempo de cirurgia. Relatos na literatura indicam que a
BMP-2rh pode substituir o enxerto autégeno na reparacdo de defeitos ndo repardveis
espontaneamente (HOLLINGER er al., 1998; MARUKAWA et al., 2002). Neste
experimento os resultados encontrados permitem afirmar que a BMP-2rh associada com
enxerto autoclavado promoveu a reparacdo do defeito mandibular, se equiparando ao
enxerto autogeno. A BMP pode ser obtida a partir da purificagdo de matriz 6ssea de
animais, sendo descrito que cerca de 100 quilos de osso podem gerar cerca de 1mg da

proteina, no entanto sem apresentar alta pureza, podendo conter diversos tipos de BMP e
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outras moléculas da matriz. Pesquisas t€ém indicado que a BMP obtida desta forma nao
apresenta antigenicidade importante quando implantada em animais de espécies diferentes
(VILJANEN et al., 1996). A BMP-2rh pode ser utilizada em diversos animais, pois é
altamente conservada entre as espécies (SETO et al., 2001). A BMP obtida por tecnologia
recombinante apresenta maior grau de pureza, podendo ser produzida em grandes
quantidades, mas atualmente ainda € um produto caro, o que dificulta sua indicacdo clinica
(UEMURA et al., 2001). Embora outros membros da familia BMP tenham mostrado ser
osteoindutores, como a BMP-4 e 7, a BMP-2 € a mais estudada com vistas a reparacio de
defeitos dsseos. Nova metodologia utilizando E. coli como organismo produtor da BMPrh
foi desenvolvida para tentar diminuir os custos, mas mostrou ser menos potente que a
produzida em células eucariotas (KIMURA et al., 2000). A BMP-2rh utilizada nesta
pesquisa foi produzida em E. coli e os resultados mostraram grande capacidade de
osteoinducdo na dose de 20ug utilizada, podendo ser sugerido outras pesquisas para
determinar se uma dose menor pode gerar os mesmos resultados. A dose de BMP a ser
utilizada ndo deve levar em conta somente o tamanho do defeito a ser corrigido, mas
também o ambiente do leito receptor, a pureza da BMP, o material carreador e a idade do
animal, visto que estes fatores parecem influenciar a indu¢do de osso (SASANO et al.,
1996; GORDH et al., 1999; NAGALI et al., 1999; KIMURA et al., 2000). A utilizagdo de
BMP purificada pode requerer doses mais altas para correcao de defeito dsseo, VILJANEN
et al. (1996) implantaram 52mg de BMP extraida de osso de alce em defeito com 2,2cm na
calota craniana de ovelha. MARUKAWA et al. (2002) utilizaram 9mg de BMP-2rh para
correcdo de defeito segmental de 2cm em mandibula de macaco. Experimentos empregando
o mesmo modelo desta pesquisa utilizaram doses variadas. OKUBO et al. (1999) utilizaram
Sug, ZELLIN & LINDE (1999) 1 ou 8ug; KIMURA et al. (2000) 1 ou 10ug, enquanto
HIGUCHI et al. (1999) empregaram uma concentragdo de 0,Img/ml. De forma geral os
melhores resultados sdo encontrados com doses maiores (BOYNE, 1996). RIPAMONTI &
REDDI (1997) sugeriram a utilizacdo da BMP produzida por tecnologia recombinante, pois

a eficiéncia e a seguranca da purificada ainda ndo sdo conhecidas.

O material carreador parece ter grande influéncia no comportamento biolégico da

BMP (SASANO et al. 1996; LEE et al., 2001), sendo fundamental a associacio de BMP
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com o material carreador para produzir resposta bioldgica e definir a drea na qual se deseja
a neoformacao 6ssea (WOSNEY & ROSE, 1998). RIPAMONTI & REDDI (1997) citaram
que talvez o maior desafio para utilizagcdo da BMP seja desenvolver o material carreador
adequado. O material mais utilizado nas pesquisas é o coldgeno tipo I, na forma de esponja
(SASANO et al., 1996; BOYNE, 1996; OKUBO et al., 1999; NAKAGAWA et al., 2003) e
gel (KING et al, 1998). No entanto, o coldgeno tipo IV tem sido descrito como eficiente
material carreador (VILJANEN et al., 1996; WOSNEY & ROSE, 1998; LEE et al., 2001).
Além de coldgeno, copolimeros de 4cido poliglicélico e polilactico tém sido empregados,
isoladamente (HIGUCHI er al., 1999; MARUKAWA et al., 2002) ou misturado com
sangue ou medula 6ssea (ZELLIN & LINDE, 1999; SETO et al., 2001). FRIESS et al.
(1999) estudaram as propriedades do coldgeno como carreador de BMP, indicando
fortemente sua utilizacdo, como material seguro e eficiente. Todas estas associa¢des foram
osteoindutoras. Além de levar a BMP até o local onde ira atuar nas células alvo, o material
carreador também pode atuar na sua liberacdo continua, sendo entdo considerado um
sistema de liberacdo. A quantidade de BMP liberada e permanéncia no meio sdo fatores
importantes, pois influenciam a diferenciacio celular (REDDI et al., 1998). Mais adequado
ainda seria se o material fosse osteocondutor e facilitasse a infiltracdo, adesdo e
proliferacdo das células alvo da BMP. Neste experimento o material carreador testado foi
osso autoclavado e coldgeno tipo 1V, sendo que o osso autoclavado pode guardar algum
poder osteocondutor e a BMP ser naturalmente agregada as moléculas de coldgeno tipo IV
na matriz é6ssea (REDDI, 1998; KHAN et al., 2000). KAPLAN & SHORE (1998)
sugeriram que a associagdo de BMP com coldgeno tipo IV pode aumentar sua concentra¢io
em sitio ectdpico, aumentando o efeito osteoindutor. Dificuldades com o material carreador
podem ser suplantadas no futuro através do aumento da expressao de BMP-2 enddgena
com a técnica de transfec¢ao viral (SOUTHWOOD et al., 2004) ou ainda com medicagdes
que aumentem o efeito da BMP-2rh implantada (HORIUCHI et al., 2001). O padriao de
expressdo de BMP-2 em segmentacdo parcial de mandibula de rato indica que sua atividade
¢ mais intensa nos periodos iniciais do reparo, voltando a valores bdsicos com o
aparecimento do tecido 6sseo lamelar maduro (SPECTOR et al., 2001). Estes dados

indicam que a necessidade maior de BMP-2 é no inicio da reparacdo, podendo a dose de
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BMP-2 exdgena diminuir apds o periodo crucial do inicio da reparacio da fratura e também
na incorporagdo do enxerto, visto que os dois eventos parecem utilizar as mesmas vias de

sinalizacdo.

A presenga de células positivas para BMP no tecido muscular préximo ao local da
fratura pode denunciar a participacdo de células indiferenciadas deste tecido na reparacao
(BOSTROM, 1998). Seguindo esta hipotese, ALAM et al. (2001) induziram tecido
muscular a se diferenciar em tecido 6sseo com BMP-2rh. Dado que colabora ainda mais
com esta possivel participacdo das fibras musculares na reparacio 6ssea foi apresentado por
ZELLIN & LINDE (1997) ao descreverem que BMP formou mais tecido dsseo em defeito
ndo repardvel espontaneamente na mandibula de rato quando o defeito ndo estava protegido
por membrana, que reconhecidamente afasta o tecido muscular do leito receptor. Em um
enxerto com pouca osteoinducdo talvez seja vantajoso separar o tecido muscular do defeito
com membrana para reparacdo guiada, mas com o forte estimulo osteoindutor da BMP a
presenca de maior numero possivel de células alvo da BMP resultaria em mais 0sso
formado. KAPLAN & SHORE (1998) em revisdo sobre a fibrodisplasia ossificante
progressiva relacionaram a BMP como fator causal da ossificacdo muscular encontrada
nesta doenca.

Células semelhantes a fibroblastos participam da reparagdo neste experimento,
sendo encontradas em grande quantidade em diversos locais, e algumas com positividade
para Shh, Thh e OPN. BOSTROM, em 1998, descreveu positividade para BMP em tais
células, sugerindo que atuem na diferencia¢do de osteoblastos. Além disso, NAKAGAWA
et al. (2003) afirmaram que tais células expressaram coldgeno II e fosfatase alcalina durante
a inducdo Ossea ectdpica com BMP-2rh, podendo ser sugerido que estas células participem
tanto na producdo de matriz ostedide quanto da condréide, sendo seu fenétipo modificado
com a necessidade ou presenca de sinais para produgdo de osso ou cartilagem. Desta forma,
pode ser sugerido que estas células sejam positivas para Shh e Thh por apresentarem
sinalizagdo para diferenciacdo em condrdcitos. Positivadade para OPN nestas células
estaria ligada a diferenciagdo para linhagem osteobldstica, pois OPN nao € descrita em
tecido cartilaginoso. A presengca de receptores para BMP em linhagem osteobléstica,

fibrobldstica, mesenquimal e muscular (SYKARAS & OPPERMAN, 2003) colabora com a

100



idéia de que estes tipos celulares possam responder a BMP e participar da incorporagdo do
enxerto.

O potencial clinico da BMP € grande e, embora mais pesquisa seja necessaria para
definir suas aplicacOes e limitacdes, o conhecimento atual j4 permite indicar seu uso em
regeneracdo periodontal, colocacdo de implantes, levantamento do seio maxilar, aumento
do processo alveolar, reparacdo de fraturas complicadas e enxertos dsseos (EINHORN,
1998; GOUVENDER et al., 2003; JUNG et al., 2003; SYKARAS & OPPERMAN, 2003).
A passagem do teste experimental para indicacdo em humanos deve levar em conta a
similaridade do esqueleto entre as espécies, desta forma a realizagdo de estudo em primatas
ndo humanos € a mais indicada (YASZEMSKI et al., 1996). O custo da BMP-2rh ainda é
um fato limitador de sua indicagdo clinica, porém o desenvolvimento de novas tecnologias
de obtencdo pode diminuir seu custo (KIMURA et al., 2000) e ainda novos materiais
carreadores podem maximizar sua acdo e diminuir a quantidade de BMP necessdria e
conseqiientemente seu custo (UEMURA et al., 2001).

As proteinas hedgehog estdo relacionadas com o controle da morfogénese e
organogénese em diversas regides do organismo humano (KRONMILLER & NGUYEN,
1996), mas atencdo tem sido dada a sua participacdo na ossificagdo (CURRIE, 1998;
IWAMOTO et al., 1999). No ser humano foram identificados trés membros desta familia, a
Indian, a Sonic e a Desert hedgehog. A Thh e a Shh sdo expressas em condrdcitos durante a
formacdo embriondria do osso e na placa de crescimento de ossos longos até
aproximadamente a puberdade (IWASAKI ez al., 1997; IWASAKI et al., 1999). Thh e Shh
sido membros de uma complexa rede que regula a ossificagio endocondral e
intramembranosa (IWAMOTO et al., 1999). Recentemente foi descrita sua participacdo na
reparacdo de fraturas de ossos longos (FERGUSON et al., 1998; VORTKAMP et al., 1998;
FERGUSON et al., 1999; MURAKAMI & NODA, 2000), que classicamente produzem
grandes quantidades de tecido cartilaginoso. As hedgehogs sdao moléculas chave para a
regulacdo da ossificacdo, controlando diversas outras proteinas, inclusive BMP. Embora
ndo tenha sido ainda descrito na literatura, estas moléculas participam da incorpora¢ido do
enxerto, atividade que possivelmente utiliza as mesmas vias de sinalizacdo que as da

reparacdo da fratura dssea.
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A participacdo da Shh na reparacdo Ossea parece ir além da regulacdo do tecido
cartilaginoso, sendo relatado que esta proteina € capaz de causar a diferenciacao de células
de linhagem fibrobldstica em células com fun¢do osteobldstica e sua expressdo ectopica
leva a ossificacdo sem a participacdo de tecido cartilaginoso, mas mediada por BMP-2, 4 e
7 (KINTO et al., 1997; PATHI et al., 2001), podendo ser sugerido neste experimento que
Shh tenha atuado na diferenciacdo de células semelhantes a fibroblastos para a atividade
osteoblastica. Cooperando com esta suposicdo, NAKAMURA et al. (1997) relataram que
Ihh e Shh podem induzir a diferenciagdo de células de linhagem mesenquimal em
osteobldstica. A BMP-2 ndo foi relacionada com a inducdo de Thh (MURAKAMI et al.,
1997), portanto o nimero de células positivas para Ihh ndo deveria sofrer alteracio pela
presenca da BMP-2 adicionada ao enxerto, hipdtese nao confirmada neste estudo, onde o
grupo tratado com BMP-2rh mostrou nimero menor de positividade para Ihh que o tratado
com enxerto autoclavado. No entanto esta variagcdo talvez tenha ocorrido por outros fatores
como a presencga de tecido cartilaginoso ou a prépria necessidade da expressao de Thh. ZHU
et al. (1999) relataram que a interacdo de Shh e BMP-2 pode variar conforme o ambiente
onde atuam, pois na linhagem de células neurais embriondrias elas exercem funcdo
contrdria, mas na reparagdo € suposto que atuem em conjunto numa mesma via de
sinalizagdo da formacdo Ossea. A adi¢do de BMP-2rh no enxerto autoclavado causou a
diminui¢@o da expressao de Shh. Baseado nos dados de KINTO et al. (1997) pode se supor
que se BMP-2 ja estd presente no local, a producdo de Shh serd menor que aquela de um
ambiente onde ndo ha BMP-2 exdégena. MURAKAMI & NODA (2000) relataram
osteoblastos positivos para Ihh préximos a drea de neoformacdo 6ssea durante a reparacgio
de fratura de fémur, fato semelhante ao descrito neste experimento. A producdo de
proteinas hedgehog por osteoblastos pode estar relacionada com a regulacio da ossificagao.
As células expressando Thh e Shh nas fraturas foram descritas proximas a dreas de
ossificagdo. GRIMSRUD et al. (2001) publicaram estudo demonstrando que a BMP-2 pode
estimular a maturagdo de condrdcitos; talvez esta caracteristica da BMP-2 tenha sido
aproveitada durante a incorporagdo do enxerto ao acelerar a maturacdo do tecido
cartilaginoso e sua conseqiiente substituicao por tecido 6sseo. A expressao de Ihh na fratura

Ossea € similar a encontrada neste estudo (FERGUSON et al., 1998; ITO et al., 1999;
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MURAKAMI & NODA, 2000), com auséncia no inicio e positividade de sete a 21 dias. Ao
contrdrio de FERGUSON et al. (1998) positividade para Ihh foi encontrada em um
elemento do grupo tratado com enxerto autoclavado, onde talvez sua atividade bioldgica
ainda fosse necessdria, dado o atraso na incorporacdo visto neste enxerto. Resultado
diferente foi relatado por ITO et al. (1999), onde a presenca de Ihh foi detectada apds oito
horas da fratura de costela em camundongo. Outra fun¢do celular da Ihh seria o controle da
apoptose de condrdcitos na placa de crescimento (HORTON et al., 1998), podendo estar
desempenhando esta mesma funcdo na fratura e incorporagdo de enxerto. Em outro estudo,
a Ihh foi expressa mais cedo e por mais tempo em fraturas nio estabilizadas que nas
estabilizadas em tibia de rato (LE et al., 2001), revelando que o ambiente mecanico
também afeta a expressdo de Ihh. Neste experimento a maior estabilidade obtida no grupo
controle talvez tenha diminuido a expressao de Ihh, a0 mesmo uma menor estabilidade nos
grupos experimentais pode ter causado sua expressdao por tempo prolongado. A descri¢do
de células no tecido muscular com capacidade de se diferenciar em linhagem osteobléastica
(LEVY et al., 2001) explica em parte a positividade para Shh, Ihh e OPN. Além disso, a via
de sinalizacdo do gene Shh controla as células progenitoras musculares na vida embriondria
e adulta (TAJBAKHSH, 2003), havendo uma possibilidade que Shh induza a diferenciacao
de células indiferenciadas do tecido muscular para células osteobldsticas sob estimulo
apropriado.

A expressdao de OPN parece coincidir com o intervalo de atividade osteobléstica,
desde sua diferenciacdo até o inicio do remodelamento. ITO et al. (1999) descreveram que
OPN ¢ expressa em abundincia desde o inicio da reparagdo Ossea em células
indiferenciadas até a fase de remodelamento, quando sua expressdo diminui
consideravelmente. Neste estudo células indiferenciadas na regido de peridsteo, tecido de
granulacdo e tecido muscular estavam positivas para OPN, com distribui¢do espacial
similar a de ITO et al. (1999). Positividade foi também encontrada em linhas reversas do
tecido 6sseo, como descrito por COWLES et al. (1998). Chamou a aten¢do a auséncia de
positividade celular e da matriz na margem da neoformacdo dssea, pois logo abaixo onde os
osteoblastos estavam sendo envoltos pela matriz havia positividade para OPN. Estes dados

sdo compativeis com os descritos por COWLES et al. (1998) e PERRIEN et al. (2002), que
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relataram a expressao de OPN ndo no inicio da ossificacdo, mas somente apés a producdo
de parte da matriz ostedide e o comeco da deposi¢cdo mineral. GORSKI (1998) também
relatou resultados similares, com auséncia de expressao nos osteoblastos mais ativos com
formato cubico na periferia da neoformacgdo dssea. A funcdo biologica da OPN tem sido
discutida, contudo seu papel ndo foi totalmente entendido. Estudos recentes indicam que
possa atuar na mecanorrecep¢do, ajudando a transmissdo de estimulos mecanicos para
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (NOMURA & YAMAMOTO, 2000; PERRIEN et
al., 2002), talvez através de sua ligagdo com o dominio extracelular da integrina encontrada
nestes tipos celulares (UEMURA et al., 2001). A OPN demonstrou limitar o crescimento
dos cristais de hidroxiapatita através de ligacdo ndo especifica (GORSKI, 1998), sendo esta
a explicagdo para sua auséncia na periferia da neoformacdo Ossea, permitindo o
desenvolvimento dos cristais de hidroxiapatita. Por meio deste estudo foi demonstrado que
o enxerto alogeno autoclavado foi um eficiente meio carreador para BMP-2rh, sendo capaz
de reparar o defeito 6sseo mandibular no rato através de osteoindugdo e osteocondugdo com

a participacao das proteinas Indian e Sonic hedgehog e osteopontina.
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7 - CONCLUSOES

Através deste estudo sobre a influéncia da BMP-2rh na incorporacdo de enxerto
autoclavado em defeito ndo repardvel espontaneamente na mandibula de rato e a
participagdo das proteinas Shh, Ihh e OPN foi concluido que:
1 - O enxerto autdégeno e o enxerto autoclavado associado com BMP-2rh levaram a
reparacdo 6ssea do defeito ndo repardvel espontaneamente na mandibula do rato, mostrando
atividade osteocondutora e osteoindutora.
2 - O enxerto autoclavado ndo estava incorporado ao leito receptor no tempo final de
avaliacdo, mostrando pouca atividade osteocondutora.
3 - A adicdo de BMP-2rh ao enxerto autoclavado acelerou sua incorporagdo e induziu
intensa neoformacgdo 6ssea, unindo o enxerto ao leito receptor.
4 - O enxerto alégeno autoclavado mostrou ser eficiente meio carreador para a BMP-2rh.
5 - As proteinas Sonic hedgehog e Indian hedgehog foram expressas durante a incorporacao
do enxerto em condrocitos, osteoblastos e células semelhantes a fibroblastos e no tecido
muscular acima do enxerto, estando presente do dia sete ao dia 28.
6 - A osteopontina foi expressa na matriz Ossea, osteoblastos, ostedcitos durante a
incorporacdo do enxerto nos trés grupos, sendo mais fortemente positiva no inicio da
neoformacao dssea e diminuindo com a maturidade éssea.
7 - O teste estatistico mostrou diferencas significativas nos valores de DO entre o grupo
tratado com BMP-2rh e os outros dois, inferindo em maior formagao dssea no grupo tratado

com BMP-2rh.
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