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RESUMO

MONTEIRO, Betania Souza, M.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2005. “O
efeito das Proteinas morfogenéticas o0sseas (BMPs) associadas a 0sso esponjoso
autogeno na reparacao de falhas experimentais na calota craniana de coelho
(Oryctolagus cuniculus)”. Orientador: Ricardo Jungueira Del Carlo. Conselheiros:
Marlene Isabel Vargas Viloria e Luiz Gonzaga Pompermayer.

As proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) sdo promotores de crescimento capazes
de induzir a formagdo de 0sso e cartilagem, promovendo a quimiotaxia e diferenciacéo de
células mesenquimais para o local onde foram implantadas, mas para uma efetiva
osteocondugdo necessitam de uma substéncia carreadora. Quando implantadas em tecidos
animais, as BMPs se ligam a receptores especificos existentes na superficie das células
osteoinduzidas, ativam as proteinas citoplasmédticas SMAD (mothers against
decapentaplegic proteins) e, no nlcleo da célula receptora, passam a regular a transcricéo
de genes relacionados com calcificagdo e formagdo 6ssea. No presente estudo, foram
avaliados os aspectos clinico-cirdrgicos, macroscopicos, radiograficos e microscopicos da
reparacdo 0ssea, apos implantacdo de BMPs em diferentes concentragdes, carreadas por
enxerto 6sseo esponjoso, em fahas criadas no cranio de 20 coelhas adultas-jovens,
separadas aleatoriamente em cinco grupos experimentais, que corresponderam a cinco
periodos de observacdo (7, 15, 21, 35 e 60 dias). ApOs a exposi¢do dos 0ssos do cranio,
foram realizadas seis falhas Osseas na regido fronto-parietal de cada animal. A falha | ndo
foi preenchida, a Il foi completamente preenchida com aproximadamente 3,0 mg de
autoenxerto 6sseo esponjoso e as falhas I, 1V, V e VI foram preenchida com o
autoenxerto associado a 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg de BMPs, respectivamente. Nao foram
observadas complicacOes clinicas apds a cirurgia. Nas avaliacdes macroscopicas, post-
mortem, verificou-se que independentemente do periodo de tratamento das fahas, o
preenchimento 6sseo iniciava-se a partir das bordas para o centro e do fundo para a
superficie das falhas. O preenchimento 6sseo das falhas | foi 0 menor encontrado quando
comparado com as demais falhas, em todos os periodos de observacdo. Constatou-se
também que até os valores de 2,0 mg, quanto maior a concentracdo de BMPs utilizada,

maior foi a cobertura 6ssea. A avaliagdo radiografica ndo permitiu a classificagdo do grau



de preenchimento 6sseo e por meio de andlises estatisticas, foi comprovado que ha
diferencas significativas entre os tratamentos. Microscopicamente verificou-se nas
primeiras avaliagoes, aos sete dias, que o preenchimento 0sseo iniciava-se a partir das
bordas e do fundo da lesdo, com mobilizacdo e diferenciacdo de células provenientes do
peridsteo e das meninges, respectivamente e, nas avaliagOes subseglientes, a atividade
osteoblastica provinha também de “ilhas de ossificacdo”, semelhantes a centros de
ossificagéo, localizadas no centro da faha A formagdo trabecular aumentou
proporcionalmente com a concentracdo utilizada de BMPs e a aposi¢&o e organizacdo 6ssea
aumentaram proporcionalmente com o tempo de observagdo. Em quase todas as falhas foi
verificada a presenca de tecido cartilaginoso. A melhor relacdo de quantidade de
autoenxerto 0sseo esponjoso e BMPs foi de 3,0 mg e 2,0 mg, respectivamente e a
associagdo desta proteina com esse enxerto contribuiu para a formagdo de novo tecido
0sseo, promovendo maior mobilizagdo, diferenciacdo e organizacdo celular e, abreviou o
tempo de formacdo 0ssea, sugerindo processo de ossificagdo endocondral .

Os trabalhos apresentados como parte integrante desta tese estdo seguindo as
normas de publicacdo do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia da
Universidade Federal de Minas Gerais, indexada ao 1Sl, AGRIS, BIOSIS, CAB, CAS,
MEDLARS, Referatvnyi Zhumal, Bibliografia Brasileira de Medicina Veterin&ria e
Zootecniae LILACS. ISSN 01020935.
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ABSTRACT

MONTEIRO, Betania Souza, M.S., Universidade Federal de Vigosa. August 2005. " The
effect of the Bone morphogenetic protein (BMPs) associated with cancelous
autogenous bone graft in the reparation of calvarial experimental rabbits
defects. (Oryctolagus cuniculus)”. Adviser: Ricardo Junqueira Del Carlo. Committee
members. Marlene Isabel Vargas Viloriaand Luiz Gonzaga Pompermayer.

The bone morphogenetic proteins (BMPs) are growth promoters capable of inducing
the formation of bone and cartilage, promoting quimiotaxy and differentiation of
mesenchymal cells in the place where they were implanted, but for an effective
osteoconduction they need a carrier substance. When implanted in animal tissues, the
BMPs link to specific receptors located in the surface of the osteoinduced cells, they
activate the SMAD cytoplasmatic proteins (mothers against decapentaplegic proteins) and,
in the nucleus of the receiver cell, they begin to regulate the transcription of genes related
with calcification and bone formation. In the present study, aspects of clinical-surgical,
macroscopic and radioscopic of the bone repair were evaluated after the implantation of the
BMPs in different concentrations, carried by autogenous bone graft, in defects created on
skulls of 20 adult-young female rabbits, randomizedly separated on five experimental
groups that correspond to five periods of observations (7, 15, 21, 35 and 60 days). After the
exposure of bones skull, six bone defects were performed on the fronto-parieta region of
each animal. The defect | wasn't filled, the Il was completed filled with approximately 3,0
mg of autogenous bone graft and the defects 111, 1V, V and VI were filled with autogenous
bone graft associed with 0,5; 1,0; 2,0 and 5,0 mg of BMPs respectively. There wasn't
clinical complications after the surgery. In the macroscopic evaluations, post-mortem, it
was observed that independently of the treatment period of the defects, the bony filling
began starting from the borders to the center and from the bottom to the surface of the
flaws. The bony filling of defect | was the smallest found when compared with the others
defects, in al the observation periods. It was also verified that until 2,0 mg the bigger the
concentration of BMPs used, better was bone cover. The radiographic assessment did not
permit the classification of the grade of bone filling and through the statistic analyses, it

was comproved that there are significant differences between the treatments. It was verified
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microscopically in the first evaluations, at the seventh day, that the bone growth started
from the borders and from the bottom of the lesion, with mobilization and differentiation of
cells deriving from the periosteum and of the meninges, respectively, and in the subsequent
evaluations, the osteoblastic activity also derived from "ossification islands’ to ossification
centers, located in the center of the flaw. The trabecular formation increased proportionally
with the concentration of BMPs used, and the apposition and bone organization increased
proportionally with the time of observation. The presence of cartilaginous tissue was
verified in amost al the flaws. The best relation of quantities of autogenous bone graft and
BMPS were 3,0 mg and 2,0 mg, respectively, and the association of this protein with this
graft contributed to the formation of new bone tissue, promoting larger mobilization,
differentiation and cellular organization. It also abbreviated the time of bone formation,

suggesting an endochondral ossification process.



CAPITULO | - PROTEINASMORFOGENETICAS OSSEAS (BMPs)
ASSOCIADAS A OSSO ESPONJOSO AUTOGENO NA REPARA(;AO DE
FALHASEXPERIMENTAISNA CALOTA CRANIANA DE COELHO
(Oryctolagus cuniculus). | - AVALIACOES CLINICO-CIRURGICA,
ANATOMOPATOLOGICA E RADIOGRAFICA.

RESUMO

As proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) sdo promotores de crescimento capazes de
induzir a formagdo de 0sso e cartilagem, promovendo a quimiotaxia e diferenciagcéo de
células mesenquimais para o loca onde foram implantadas, mas para uma efetiva
osteoconducdo necessitam de uma substancia carreadora. No presente estudo, foram
avaliados os aspectos clinico-cirdrgicos, andtomopatol 0gicos e radiogréficos da reparacéo
Ossea, apds implantacdo de BMPs em diferentes concentragcdes, carreada por enxerto
0sseo esponjoso, em falhas criadas no cranio de 20 coelhas adultas-jovens, separadas
aleatoriamente em cinco grupos experimentais, que corresponderam a cinco periodos de
observacdo. Apés a exposicdo dos 0ssos do créanio, foram realizadas seis falhas na regido
fronto-parietal de cada animal. A falha | ndo foi preenchida, a Il foi completamente
preenchida com aproximadamente 3,0 mg de autoenxerto 0sseo esponjoso e as falhas 111,
IV, V e VI foram preenchidas com o autoenxerto associado a 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg de
BMPs, respectivamente. N&o foram observadas complicages clinicas apos a cirurgia.
Nas avaliagdes andtomopatologicas, post-mortem, verificou-se que independentemente
do periodo de tratamento das falhas, o preenchimento Gsseo iniciavase a partir das
bordas para o centro e do fundo para a superficie das falhas. A falha | manifestou o
menor preenchimento ésseo quando comparado com as demais falhas, em todos os
periodos de observacdo. Concluiu-se que a maior quantidade de BMP n&o determinou
maior preenchimento 6sseo, uma vez que a quantidade de enxerto utilizado como
carreador manteve-se inalterada, ndo fornecendo arcabouco e osteogenicidade
proporcionais a quantidade de BMPs, limitando a atividade desta proteina. Observou-se
melhores resultados quando foi associado 2 mg de BMPs a 3 mg de enxerto,
evidenciando maior preenchimento 0sseo e que a adicdo de BMPs, mesmo em menor
quantidade, influenciou de forma positiva a precocidade de formacdo 0ssea.

Palavras-chave: BMPs, enxerto 0sseo, reparagdo 0ssea.



ABSTRACT

The bone morphogenetic proteins (BMPs) are growth promoters capable to induce the
formation of bone and cartilage, inducing quimiotaxy and differentiation of mesenchymal
cells to the place where they implanted, but for an effective osteoconduction they need a
substance that carries. In the present study, aspects of clinical-surgical, macroscopic and
radioscopic of the bone repair were evaluated after the implantation of the BMPs in
different concentrations, carries by autogenous bone graft, in defects created on skulls of
20 adult-young female rabbits, randomizedly separated on five experimental groups that
correspond to five periods of observations. After the exposure of bones skull, were
performed six bone defects on the fronto-parietal region of each animal. The defect |
wasn't filled, the Il was completed filled with 3,0 mg of autogenous bone graft and the
defects 111, 1V, V and VI were filled with autogenous bone graft associed with 0,5; 1,0;
2,0 and 5,0 mg of BMPs respectively. There weren't observed clinical complications
after the surgery. In the macroscopic evauations, post-mortem, it was observed that
independently of the treatment period of the defects, the bony filling began starting from
the borders for the center and of the botton for the surface of the flaws. The bony filling
of the defect | was the smallest found when compared with the others defects, in al the
observation periods. It was also verified that until 2,0 mg the bigger the concentration of
BMPs used, better was bone cover. In conclusion, the use the BMPs determinates early
formation of bone and that the better relation of the quantities of autogenous bone graft

and BMPswere 3,0 mg and 2,0 mg, respectively.

Keywords. BMPs, bone graft, bone repair.



INTRODUCAO

Proteinas morfogenéticas Osseas (BMPs) vém sendo empregadas em
procedimentos ortopédicos reconstrutivos associadas a alo e autoenxertos, como os de
medula Gssea e 0sso esponjoso, objetivando precocidade de formacdo Gssea, por meio de

inducdo da osteogénese (Piermattei & Flo, 1999).

Estas proteinas ndo-colagenas, presentes no 0sSso, SA0 responsaveis pelo
recrutamento celular e inducdo da diferenciacdo das células mesenquimais nédo-
diferenciadas em condroblastos e osteoblastos, produzindo novo tecido 0sseo, in vivo ein
vitro (Sommerman et al, 1983; Wozney, 2002). As BMPSs também podem exacerbar a
acdo de osteoblasto e osteoclasto em tecidos 6sseos e dos condroblastos em tecidos
cartilaginosos (Tsumaki & Y oshikawa, 2005).

Urist (1965) observou que a matriz 6ssea desmineralizada (MOD) implantada em
tecidos subcuténeo e muscular de roedores induziu a formacdo ectdpica de cartilagem e
0ss0. Na ocasido, embora ndo fosse possivel determinar se 0 componente ativo no extrato
0sse0 era composto por uma ou mais moléculas, ele foi identificado como de origem
protéica e denominada proteina morfogenética dssea. Del Carlo et a (2003) também
constataram que a MOD apresenta fatores indutores inerentes que atuam sobre as células
dos tecidos adjacentes, promovendo quimiotaxia, mitose e diferenciacdo celular.

A partir da década de 80, cada proteina foi testada isoladamente para andlise de
sua efetividade como agente osteoindutor (Alper, 1994). Determinou-se que as BMPs
eram membros da superfamilia dos fatores de crescimento TGF-[O (fatores de
crescimento transformador-beta), estruturalmente caracterizadas por cadeias duplas de
aminoécidos, interconectadas por sete pontes dissulfidicas, e que sua capacidade
osteoindutora provinha da dimerizac&o destas cadeias (Wozney et al, 1988). A Unica ndo
pertencente a esta superfamilia € a BMP-1, que ndo apresenta potencial osteoindutor
(Arosarena & Collins, 2005).

Segundo Schmidmaier et al (2002) e Arosarena & Collins (2005), por meio de
técnicas de biologia molecular, foram identificadas mais de 20 tipos diferentes

(isoformas) de BMPs, permitindo também, a partir de um mecanismo de producdo em



cultura de células de mamifero, a clonagem e recombinagdo dessas proteinas, sendo
chamadas BM Ps recombinantes (rBMPs).

Sato e Urist (1985) ndo evidenciaram relacdo de toxicidade apOs aplicacdo de
BMPS tanto em tecido muscular quanto em tecido 0sseo. Para tal propdsito, testaram
doses entre 1 a 20 mg em camundongos, 5 a 50 mg em ratos, 10 a 100 mg em coelhos e
50 a 200 mg em cées. Chelline et a (2002) avaliaram doses de BMPs entre 10 a 100
[g/kg e ndo observaram efeito sistémico apos a administracdo de BMP-7 em ratos.

Tanto nos model os experimentais utilizados por Sato & Urist (1985) e Chelline et al
(2002), quanto nos anteriores citados por estes autores, quando foram utilizadas
diferentes concentracOes de BMPs, foi observada relacdo dose-dependente diretamente
proporcional entre a quantidade de formacéo éssea e quantidade de proteina aplicada.

Yasko et al (1992) reportaram gue defeitos 6sseos, no fémur de ratos, tratados com
1,4 [1g de BMP-2 ndo apresentaram sinais de uni&o. Contudo, quando tratados com doses
de 11,0 g foi verificada, num mesmo periodo de observacdo, a completa unido 0ssea
entre 0s segmentos.

Cook et a (1994), utilizaram trés doses de BMP-7 (625, 1200 e 2500 [Ig),
carreadas em esponja de colageno, na tentativa de promover a cicatrizagdo precoce de
falhas 6sseas em ulna de caes. Verificaram, radiograficamente, que apds duas semanas de
tratamento o preenchimento 0sseo apresentado pelos animais que receberam 2500 [Ig da
proteina era superior ao exibido pelos animais que receberam a quantidade de 1200 (g, e
gue este crescimento ndo estava claramente evidenciado nos que receberam a menor
dose.

As proteinas morfogenéticas sdo rapidamente difusiveis e solUveis em &gua e,
para sua efetividade, precisam ser implantadas associadas a um carreador apropriado
(Urist et al, 1983; Braz et a, 2003) que devera atuar como espacador tridimensional,
fornecendo a estrutura necess&ria para a formacdo do novo tecido; manter o nivel de
concentracdo das BMPs, e conté-las no local desgjado (Rutherford et al, 1993).

Vérios biomateriais tém sido utilizados como carreadores de BMPs, incluindo
colageno, gel protéico de matriz extracelular, hidroxiapatita, polimero de acido
hialurdnico, é&cido poliglicdlico, acido polilatico e enxertos esponjoso e corti co-espon]0so
(Rutherford et al, 1993 e Arosarena & Collins, 2005).



Este trabalho objetivou identificar a melhor relagdo entre a quantidade de BMPs e
autoenxerto esponjoso na reparacdo das falhas experimentais na calota craniana de

coelho, por meio de exames clinico-cirdrgicos, anatomopatol 6gicos e radiograficos.



MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentaco Animal, do
Departamento de Veterinaria, da Universidade Federal de Vicosa, em fevereiro de 2005.

O experimento foi realizado em 20 coelhas da raca Nova Zelandia, com peso
meédio de 3,5 Kg e idade entre seis e sete meses, mantidas em gaiolas individuais e
alimentadas com racéo comercial, feno e agua.

A época dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram mantidos em jegjum
solido de oito horas, pré-anestesiados com acepromazina® (0,1 mg/kg/IV) e tiveram a
porcdo dorsal do créanio e as asas do ileo direita e esguerda tricotomizadas. Em seguida,
foi realizada anestesia geral dissociativa com de tiletamina/zolazepan® (30 mg/kg/1V)
associados numa mesma seringa com 1,0 mg/kg de levomepromazina® 0,5 %. Foram
também submetidos a anestesia epidural com lidocaina® 2% (0,9 mL/animal) objetivando

maior conforto durante a coleta do autoenxerto 6sseo na cristailiaca.

A antibioticoterapia foi realizada com cinco aplicagbes de cefalexina’
(5mg/kg/IM), uma apbs a inducdo anestésica e a cada 24 horas apds o procedimento
cirdrgico. A analgesia foi realizada com morfina® (0,4 mg/kg/VO), no periodo pré-
operatorio e a cada 8 horas pos-cirurgia, durante trés dias e, como medicacdo

antiinflamatéria foi utilizado cetoprofeno’ (1,1 mg/kg/SC), no pré-operatorio.

A BMP? utilizada apresentava-se como um produto liofilizado, correspondendo a
um “pool” de proteinas morfogenéticas Osseas, englobando de BMP-2 a BMP-14, e
previamente ao procedimento cirdrgico, foi submetida a pesagem em balanca de preciséo,
nas quantidades pré-estabelecidas, para que pudesse ser misturada ao enxerto esponjoso

autégeno, no momento do preenchimento das falhas dsseas.

! Acepram 1% - Univet — S30 Paulo — Brasil.

2 Zoletil® 50, Virbac — S&o Paulo — Brasil.

% Neozine (5mg/ml) - Aventis Pharma— S&o Paulo — Brasil.

* Lidocaina 2% - Anestésico Bravet — Rio de Janeiro — Brasil.

® Cefalexina 250 mg/5 ml - Aventis Pharma— S&0 Paulo - Brasil.

® Dimorf® Solugo Oral - Cristdlia LTDA — Itapira— Brasil.

" Profenid IV (100mg/2ml) - Aventis Pharma — S&o Paulo — Brasil.

8 Gen-Pro® - Proteinas Morfogenéticas do Osso (BMPSs) - BAUMER S.A - Mogi Mirim - Brasil.



Os animais foram posicionados em decubito esternal, com a cabega sobre uma
almofada. Apds preparo e anti-sepsia do campo cirargico foi realizada incisdo de pele
sobre a crista sagital externa do cranio, estendendo-se da protuberéncia occipital até
proximo aos olhos, de aproximadamente trés centimetros de comprimento. O tecido
subcuténeo e os musculos frontal, interescutular, occipital e temporal foram incisados e
rebatidos lateralmente, assim como o peridsteo, permitindo a exposi¢éo do 0sso parietal.

Apbs a exposicdo dos ossos do créanio (Fig. 1A), com auxilio de uma broca
trefina’ cirdrgica de 4,3 mm de didmetro conectada a uma perfuratriz elérica'®, na
velocidade de 5000 rpm e irrigag@o continua com solucdo fisiolégica (Fig. 1B), foram
realizadas seis falhas Osseas na regido fronto-parietal de cada animal, estando trés no
antimero direito e trés no esquerdo, transpassando toda espessura do diploe, com
exposi¢do das meninges ao fundo da falha, sendo esta mantida integra.

Estas falhas encontravam-se afastadas por aproximadamente oito milimetros e,
cada falha, foi numerada de um a seis no sentido rostro-caudal, da direita para a esquerda
(Fig. 2). A falha | ndo foi preenchida e a falha Il foi completamente preenchida com
autoenxerto 6sseo esponjoso, na quantidade de 3,0 mg, ambas servindo como controle
para avaliagcdo do preenchimento 6sseo. Asfahaslll, IV, V e VI foram preenchidas com
0 autoenxerto associado com 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg de BMPs, respectivamente.

O 0sso esponjoso autdgeno foi coletado da crista iliaca direita, apos a realizacéo
das seis falhas. A cortical da crista foi perfurada com uma broca de cinco milimetros
conectada a uma parafusadeira manual de baixa rotacdo™, até a exposicdo do 0sso
trabecular que foi coletado com uma cureta oval (n° 1) e colocado sobre uma gaze
umedecida com solucgéo fisiol0gica até 0 momento da enxertia

Ao término dos procedimentos, as fascias musculares e a pele foram suturadas,
em ambos os sitios cirdrgicos.

Apbs a cirurgia, os animais foram separados aeatoriamente em cinco grupos
experimentais denominados A, B, C e D, constituidos de quatro animais e cada um
desses grupos correspondeu a uma época de sacrificio (Tab. 1), que foi considerada o

periodo de observacéo de cada grupo.

° Broca trefina cirdrgica— Neodent Implante Osteointegravel — Curitiba— Brasil.
10 Microrretifica Dremel —BOSCH — Rio de Janeiro — Brasil.
! parafusadeira Bosch 7,2 V — Rio de Janeiro — Brasil.



Tabela 1 - Epoca do sacrificio dos animais por grupos e em dias.

GRUPO EPOCA DE SACRIFICIO
Grupo um (G1) Sete dias
Grupo dois (G2) 15dias
Grupo trés (G3) 21 dias
Grupo quatro (G4) 35dias
Grupo cinco (G5) 60 dias

Na data prevista, os animais foram sacrificados com sobredosagem anestésica,
utilizando pentobarbital sodico. A pele e a musculatura do cranio foram cuidadosamente
removidas para permitir a visualizagdo do local operado. A inspecdo macroscopica das
falhas foi redizada a olho nu e sob lupa™, em aumento de até 50 vezes. Foram
observadas as caracteristicas dos tecidos presentes na faha e a intensidade do
preenchimento 6sseo em profundidade e largura. Esta intensidade foi graduada com o

auxilio de um paguimetro e classificada de acordo com atabela 2.

Tabela 2 — Classificagdo macroscopica do grau de preenchimento das falhas Gssess,

€M escores.
PREENCHIMENTO DA FALHA ESCORE
Falhas néo preenchidas 0
Falhas parcialmente preenchidas, com preenchimento dsseo inferior a 25% da érea. 1
Falhas parcialmente preenchidas, com preenchimento ésseo entre 25-50% da érea. 2
Falhas parcialmente preenchidas, com preenchimento ésseo entre 50-75% da érea. 3
Fal has parcialmente preenchidas, com preenchimento dsseo superior a 75% da &rea. 4
Fal has preenchidas em quase toda extensdo, mas ndo em 100% da érea. 4*
Falhas totalmente preenchidas (100%). 5

12 Microscopio Estereoscépico — Stemi SV6 — Zeiss— S&0 Paulo — Brasil.



A porcéo fronto-parietal da calota craniana de cada animal foi submetida a
radiografias, na projecdo dorso-ventral, objetivando a avaliagdo do grau de
preenchimento das falhas Gsseas, a partir das areas radiopacas formadas no interior da
falha

Dentro de cada grupo, foram estabelecidas as médias do grau de preenchimento
0sseo dos quatro animais, para cada tipo de tratamento realizado nas falhas. Esses valores
meédios encontrados foram comparados e analisados entre as demais falhas dentro do
mesmo grupo experimental pelo modelo ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de
significancia, pelo programa BioEstat 2.0 (AY RES et al, 2000).

Figura 1- Procedimentos cirlrgicos realizados no osso fronto-parietal dos coelhos. A)
Utilizacdo da rugina afastando o peridsteo. B) Confeccdo da falha utilizando broca
trefina conectada a perfuratriz elétrica, sob irrigacéo com solucgdo fisiol ogica.

Figura 2 - Detalhes do 0sso fronto-parietal apds acesso cirdrgico e realizagdo das falhas Gssess.
Numeracdo de um a seis no sentido rostro-caudal e da direita para a esquerda.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

As cirurgias na porc¢éo fronto-parietal do cranio, aém de maximizar a utilizagcdo
do animal e minimizar o nimero de coelhos, determinou um modelo experimental com
auséncia de carga e de risco de fraturas. Outro fator a considerar, é a baixa capacidade
regenerativa dos 0ssos do créanio, permitindo avaliar aternativas reconstrutivas com
agentes que estimulam a reparacdo, uma vez que implantes sintéticos podem provocar
desconforto ao paciente e o autoenxerto 0sseo, quando usado isoladamente, corre o risco
de ser reabsorvido antes que a reparacéo se processe por completo, segundo Del Carlo et
a (1994) e Braz et a (2003).

Apesar da exposicdo das meninges na confeccdo das falhas, durante o periodo
pos-operatorio ndo foram observados sinais de infeccdo ou complicagdes neuroldgicas e
todas as coel has permaneceram alertas, conscientes e deambulando normal mente.

Na avaliagdo macroscopica, post-mortem, em todas as falhas dos 20 animais,
havia tecido de aspecto fibroso na regido de sutura das fascias musculares. A presenca de
coagulo, no interior e sobre a falha controle, foi verificada em todos os animais do G1
(sete dias) e em dois animais do G2 (15 dias), sendo substituido gradativamente nas
avaliagbes subsequentes, caracterizando evolucdo do processo de reparacdo, em que O
coagulo inicialmente tampona a lesdo e é substituido por fibroblastos e células
osteogénicas.

Ainda macroscopicamente, ndo foi observado crescimento 6sseo na face ventral
das meninges, em contato com o tecido nervoso. Independentemente do periodo de
observacdo e do tratamento, o preenchimento 6sseo iniciava-se a partir das bordas para o
centro (centripeto) e do fundo para a superficie das falhas, apresentando aspecto menos
compacto que o tecido 6sseo vizinho, tipico de tecido ostedide, semelhante ao descrito
nas pesquisas de Sato e Urist (1985), provavelmente pela precocidade da observagéo e
imaturidade do tecido 6sseo formado.

Existe uma grande amplitude nas dosagens de BMPs para as quais os autores
relataram resultados satisfatorios em suas pesquisas. As doses utilizadas neste
experimento estiveram dentro desses limites e também dagueles estabelecidos como

seguros, para os leporideos, em relacdo a toxicidade, como descrito por Sato e Urist
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(1985) e Chelline et ad (2002). Esta variagdo de doses se deve ao grande nimero de
modelos experimentais, as diversas espécies animais que vem sendo utilizadas, bem
como aos diferentes tipos de BM Ps existentes.

No grupo 1, as falhas |, de todos os animais, demonstraram preenchimento 0sseo
discreto apenas nas bordas da lesGo e com presenca de codgulo sanguineo, sendo
classificado em escore 1. Asfahas Il apresentaram preenchimento 6sseo parcial entre 25-
50% da area total (escore 2). Nas demais falhas, onde foram utilizadas BM Ps associada a
enxerto 0sseo esponjoso, 0 preenchimento 6sseo encontrado foi parcial e superior a 50%
da area, estando mais evidenciado nas falhas de maior concentracdo de BMPs. No animal
A, quasetodaadreadafahaV estava preenchida por osso (Fig. 3A).

No grupo 2, os animais B e C apresentaram coagulo sobre a falha 6ssea |. Em
todos os animais, o0 preenchimento 0sseo na regido da falha foi pequeno (porém maior
gue o apresentado pelo grupo de sete dias) correspondendo a aproximadamente 20% da
area, irregular, proveniente da borda da ferida e com auséncia de preenchimento
proveniente do fundo. As falhas |l apresentavam preenchimento parcial entre 50-75% da
area (escore 3) e as demais falhas apresentaram preenchimento ésseo superior a 75% da
area (escore 4), sendo que a falha V demonstrou melhor preenchimento 6sseo em todos
os animais.

No grupo 3, asfalhas | dos animais A e B exibiam preenchimento 0sseo entre 25-

50%, com o fundo totalmente preenchido, enquanto nos animais C e D, o preenchimento
foi inferior a 25% com a presenca de orificio de aproximadamente 2 mm, no fundo da
falha, com auséncia de osso. Ainda no animal C, a faha VI apresentou preenchimento
0sseo entre 25-50%, e as falhas que demonstraram melhor preenchimento foram alll e a
V.

No grupo 4, o preenchimento 6sseo foi maior que nos grupos anteriores, exceto no
animal A, no qual afahal estava preenchida com uma fina camada éssea, inferior a 25%
da area, apenas sobre o fundo. No geral, o maior preenchimento foi demonstrado na falha

V, estando preenchida quase na totalidade da area nos animais B e C, com excegdo do
animal A, no qual o maior preenchimento foi constatado nafahall (Fig.3B).

No grupo 5, animais sacrificados aos 60 dias, 0 preenchimento foi superior a 75%,

com excecao das falhas | dos animais B e C, que apresentavam preenchimento entre 25-
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50%. O preenchimento 6sseo observado nas falhas | apresentava aspecto de 0sso com
trabéculas grandes, sobretudo nas bordas da lesdo. Ja as demais falhas apresentavam
preenchimento com aspecto compacto.

O preenchimento 0sseo graduado em escores apresentado por cada falha, em cada
animal do respectivo grupo, como descrito em todos os periodos de observacdo, esta
apresentado natabela 3.

Tabela 3 - Classificagdo, em escores, para 0 grau de preenchimento G0sseo

macroscopi camente observado, apresentado por cada falha 6ssea, em todos
0s periodos de observacéo.

Preenchimento ésseo das falhas 6sseas experimental mente criadas (escores)

Grupo  Animal

Fahal Falhall Falhalll FahalVv FalhaV FalhaVl

A 1 2 3 3 4* 3

1 B 1 2 3 3 3 3
(setedias) C 1 2 3 3 3 3
D 1 2 3 3 3 3

A 1 3 4 4 4 4

2 B 1 3 4 4 4+ 4
(15 dias) C 1 3 4 4 4* 4
D 1 3 4 4 4+ 4

A 2 3 3 4 4 4

3 B 2 3 3 3 4 4
(21 dias) C 1 3 4* 2 4* 1
D 1 3 4 4* 4 3

A 1 4 3 4 4 4

4 B 2 3 4 4 4+ 2
(35 dias) C 2 3 3 4 4* 1
D 2 3 4 4 4* 4

A 3 3 4 4 4 4

5 B 2 4 4 4* 4* 3
(60 dias) C 2 4 4 4 4* 4
D 3 4 4 4 4 3

Assim como nesse experimento, Sato & Urist (1985) observaram que a
porcentagem de preenchimento da falha dssea se deu em funcdo da dose utilizada de
BMPs e do tempo de observacdo. Outro achado semelhante foi a superioridade de
preenchimento 0sseo nas falhas que receberam BMPs em relacdo as falhas controle,

independentemente da concentragdo utilizada, em todos os periodos de observagéo.
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Figura 3 - Aspecto macroscopico do preenchimento das falhas. A) Animal A/grupo 1,
aos sete dias pos-cirurgia. Preenchimento 6sseo limitado as bordas, escore 1,
e presenca de codgulo na falha I. Preenchimento 6sseo em quase toda
extensdo na falha V. B) Anima A/grupo 4, aos 35 dias pés-cirurgia
Preenchimento 6sseo com escore 1 na falha | e preenchimento ésseo quase
completo, escore 4*, nafalhall.

A quantidade de 0sso novo nas falhas que continham as BMPs associadas ao
autoenxerto esponjoso foi superior aquela encontrada nas falhas controle e nas que
continham apenas o enxerto, o que evidencia a capacidade deste enxerto como carreador
ideal para BMP, nas condic¢des deste experimento, assim como ja havia sido relatado em
situacOes diferentes por Becker et a (1995), Piattelli et a (1998) e Allegrini et al (2004).
Também é possivel inferir que ele permitiu a atividade osteoindutora da proteina éssea
morfogenética.

De acordo com Yasko et a (1992), Cook et a (1994) e Chelline et a (2002) a
acdo da BMP é dose-dependente. Da mesma forma, na presente pesquisa, foi observado
que até os valores de 2 mg, quanto maior a quantidade das BMPs utilizadas, maior foi o
preenchimento, ja que as falhas V foram as que apresentaram maior cobertura ossea.
Todavia, a maior quantidade utilizada ndo determinou o maior preenchimento 0sseo,
podendo-se inferir que a quantidade de enxerto utilizada como carreador ndo forneceu
arcabouco e osteogenicidade proporcionais a quantidade de BMPs, limitando a atividade
desta proteina. Logo, observou-se melhores resultados quando foi associado 2 mg de

BMPs a 3 mg de enxerto.
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As imagens radiogréficas obtidas ndo foram adequadas para avaliar o grau de
preenchimento com 0sso novo, pois a Unica projecao radiografica realizada ndo permitiu
nocéo de profundidade do preenchimento da falha, quando comparada com o exame
macroscopico post-mortem. Ou sga, em agumas situacbes havia preenchimento
radiogréfico total da superficie da falha, sem cobrir de forma completa a espessura da
calota craniana. Com isso, estando o fundo da falha totalmente preenchido, a imagem
radiogréfica fornecida era de 100% de preenchimento, indicando um resultado falso
positivo, por ser superior ao encontrado macroscopi camente.

Em todos os animais, foram observadas diferencas de radiodensidade entre a
porcdo integra do osso fronto-parietal e o local onde foi criada a lesdo, com presenca de
areas de radiopacidade também no centro, retratando preenchimento de 0sso novo.
Independente da falha ou do periodo de observagdo, o 0SSO novo sempre apresentou
menor densidade que a porcao integra do osso fronto-parietal.

No animal C, do grupo 3 (21 dias), a radiografia sugeriu um preenchimento 6sseo
entre 50-75% da area (escore 3) para a falha IV e um escore 2 para a falha VI, valores
gue ndo foram constatados pela avaliagdo macroscopica. Da mesma forma, no animal D
do mesmo grupo, aimagem radiogréfica sugere que o preenchimento 6sseo dafalhall foi
superior a 75% da area, valor também ndo encontrado na avaliacdo macroscopica (Fig.
4).

Figura 4 - Aspecto radiogréfico da porcéo fronto-parietal do cranio do animal D/grupo
3 exibindo o preenchimento 6sseo das falhas. Notar que a falha Il exibe
preenchimento superior a 75% da area.



15

A andlise de variancia ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis demonstrou
gue em todos os grupos experimentais houve diferenca significativa (p£0,05) entre os
tratamentos realizados. As fahas V e IV exibiram maiores vaores meédios,
respectivamente, (posto médio) em todos os grupos experimentais (Tab. 4, 5, 6, 7 e 8),
elucidando que estas falhas foram as que demonstraram melhor preenchimento ésseos e
permitindo inferir que a reparacdo Ossea aumentou ha presenca de BMPs carreadas por

enxerto esponjoso, corroborando os resultados encontrados por Chang et a (2004).

Tabela 4 - Andise de variancia néo- Tabela 5 - Andlise de variancia néo-
paramétrica (Kruskal-wallis), paramétrica (Kruskal-Wallis)
fornecida pelo programa fornecida pelo programa
BioEstat 2.0, para o grupo 1. BioEstat 2.0, para o grupo 2.
(p£0,05). (p£0,05).

Resultados Grupo 1 Resultados Grupo 2

H= 21,7163 H= 23,0000
Grausdeliberdade=  5,0000 Grausdeliberdade=  5,0000
(p) Kruskal-Wallis=  0,0006 (p) Kruskal-wallis=  0,0003
R1= 10,0000 R1= 10,0000

R2= 26,0000 R2= 26,0000

R3= 64,0000 R3= 66,0000

R4= 64,0000 R4= 66,0000

R5= 72,0000 R5= 66,0000

R6= 64,0000 R6= 66,0000

R 1 (posto médio) =  2,5000 R 1 (posto médio) =  2,5000
R 2 (posto médio) =  6,5000 R 2 (posto médio) =  6,5000
R 3 (posto médio) = 16,0000 R 3 (posto médio) = 16,5000
R 4 (posto médio) = 16,0000 R 4 (posto médio) = 16,5000
R 5 (posto médio) = 18,0000 R 5 (posto médio) = 16,5000
R 6 (posto médio) = 16,0000 R 6 (posto médio) = 16,5000
p(le2)= 04237 p(le2)= 04237
p(le3)= 0,0069 p(le3)= 0,0051
p(led)= 0,0069 p(led4)= 0,0051
p(le5 = 0,0019 p(le5 = 0,0051
p(le6)= 0,0069 p(le6)= 0,0051
p(2e3)= 0,0574 p(2e3)= 00455
p(2e4)= 00574 p(2ed4)= 00455
p(2e5) = 00214 p(2e5 = 00455
p(2e6)= 0,0574 p(2e6)= 00455
p(3ed4)= 1,0000 p(3e4)= 1,0000
p(3e5= 06892 p(3e5 = 1,0000
p(3e6)= 1,0000 p(3e6)= 1,0000
p(4e5 = 06892 p(4e5 = 1,0000
p(4e6)= 1,0000 p(4e6)= 1,0000

p(5e6)= 0,6892 p(5e6)= 1,000
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Baseando-se apenas na avaliagdo matematica das variaveis [p(x e y)] foi
verificado que o preenchimento 6sseo exibido pelas fahas | e Il ndo diferiu entre si em
gualquer momento de avaliagdo. No geral, esse preenchimento exibido pelas falhas que
continham BMPs se diferiram daguele exibido pelas falhas | e Il (em destague nas
tabelas). Entretanto, quando foi efetuada a comparacéo do preenchimento 0sseo entre as
falhas que continham a proteina, de forma pareada, evidenciou-se ndo haver diferencas

estatisticas para essavariavel.

Tabela 6 - Andlise de variancia ndo- Tabela 7 - Andlise de variancia néo-
paramétrica (Kruskal-Wallis) paramétrica (Kruskal-Wallis)
fornecida pelo programa fornecida pelo programa
BioEstat 2.0, para o grupo 3. BioEstat 2.0, para o grupo 4.
(p£0,05). (p£0,05).

Resultados Grupo 3 Resultados Grupo 4

H= 12,6979 H= 16,5559
Grausdeliberdade=  5,0000 Grausdeliberdade=  5,0000
(p) Kruskal-Wallis=  0,0264 (p) Kruskal-Wallis=  0,0054
R1= 14,0000 R1= 10,0000

R2= 40,0000 R2= 40,0000

R3= 58,0000 R3= 50,0000

R4= 53,0000 R4= 70,0000

R5= 76,0000 R5= 70,0000

R6= 59,0000 R6= 60,0000

R 1 (posto médio) =  3,5000 R 1 (posto médio) =  2,5000
R 2 (posto médio) = 10,0000 R 2 (posto médio) = 10,0000
R 3 (posto médio) = 14,5000 R 3 (posto médio) = 12,5000
R 4 (posto médio) = 13,2500 R 4 (posto médio) = 17,5000
R 5 (posto médio) = 19,0000 R 5 (posto médio) = 17,5000
R 6 (posto médio) = 14,7500 R 6 (posto médio) = 15,0000
p(le2)= 0,1936 p(le2)= 0,1336
p(le3)= 00278 p(le3)= 00455
p(led4)= 00512 p(led)= 00027
p(le5) = 0,0019 p(le5) = 00027
p(le6)= 00244 p(le6)= 00124
p(2e3)= 0,3681 p(2e3)= 06171
p(2e4)= 05157 p(2e4)= 0,1336
p(2e5) = 00719 p(2e5) = 0,1336
p(2e6)= 03421 p(2e6)= 03173
p(3e4)= 08026 p(3e4)= 03173
p(3e5 = 03681 p(3e5= 03173
p(3e6)= 09601 p(3e6)= 06171
p(4e5) = 02501 p(4e5) = 1,0000
p(4e6)= 0,7642 p(4e6)= 06171

p(5e6)= 03953 p(5e6)= 06171
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A andlise estatistica permite inferir a respeito da divergéncia entre os tratamentos,
e uma vez constatadas diferencas significativas entre as falhas que continham BMPs
daquelas que n&o continham, admite-se que na presenca desse promotor de crescimento
houve precocidade de formagdo Gssea, principalmente nos grupos 1 (p = 0,006) e 2 (p =
0,003), assim como jarelatado anteriormente por Urist (1983) e Sato & Urist (1985).

Tabela 8 - Andlise de variancia ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis) fornecida pelo
programa BioEstat 2.0, para o grupo 5. (p£0,05).

Resultados Grupo 5

H= 19,1368
Grausdeliberdade=  5,0000
(p) Kruskal-Wallis=  0,0018

R1= 11,0000
R2= 49,0000
R 3= 60,0000
R4= 60,0000
R5= 60,0000
R6= 60,0000

R 1 (posto médio) =  2,7500
R 2 (posto médio) = 12,2500
R 3 (posto médio) = 15,0000
R 4 (posto médio) = 15,0000
R 5 (posto médio) = 15,0000
R 6 (posto médio) = 15,0000
p(le2)= 0,0574
p(le3)= 0,0143
p(led4)= 10,0143
p(le5) = 0,0143
p(le6)= 0,0143
p(2e3)= 05823
p(2ed4)= 05823
p(2e5)= 05823
p(2e6)= 05823
p(3e4)= 1,0000
p(3e5)= 1,0000
p(3e6)= 1,0000
p(4e5)= 1,0000
p(4e6)= 1,0000
p(5e6)= 1,0000
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CONCLUSOES

Apbés a implantacdo de BMPs associadas a 0SSO esponjoso autdgeno, nas
proporcdes de 0,5 mg: 3,0 mg; 1,0 mg: 3,0 mg; 2,0 mg:3,0 mg e 5,0 mg: 3,0 mg em
falhas experimentais na calota craniana de coelho concluiu-se que a maior quantidade de
BMP ndo determinou maior preenchimento 0sseo, uma vez que ndo foi acompanhada de
maior quantidade de enxerto utilizado como carreador ndo fornecendo arcaboucgo e
osteogenicidade proporcionais a quantidade de BMPs, limitando a atividade desta
proteina. Observou-se melhores resultados quando foi associado 2,0 mg de BMPs a 3,0
mg de enxerto, evidenciando maior preenchimento 6sseo e que a adicdo de proteinas
Osseas morfogenéticas, mesmo em menor quantidade, influenciou de forma positiva a

precocidade de formagao Ossea.
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CAPITULO Il - PROTEINAS MORFOGENETICAS OSSEAS (BMPs)
ASSOCIADAS A OSSO ESPONJOSO AUTOGENO NA REPARACAO DE
FALHASEXPERIMENTAISNA CALOTA CRANIANA DE COELHO
(Oryctolagus cuniculus). I - AVALIACAO MICROSCOPICA.

RESUMO

Quando implantadas em tecidos animais, as BMPs se ligan a receptores
especificos existentes na superficie das células osteoinduzidas, ativam as proteinas
citoplasméticas SMAD (mothers against decapentaplegic proteins) e, no nlcleo da célula
receptora, passam a regular a transcricdo de genes relacionados com calcificagdo e
formagdo Gssea. NoO presente estudo, foram avaliados os aspectos microscopicos da
reparacao 0ssea, apos implantacdo de BMPs em diferentes concentracdes, carreadas por
enxerto 0sseo esponjoso, em falhas criadas no cranio de 20 coelhas adultas-jovens,
separadas aeatoriamente em CiNCO grupos experimentals, que corresponderam a cinco
periodos de observacdo (7, 15, 21, 35 e 60 dias). ApOs a exposi¢cdo cirurgica, foram
realizadas seis falhas 6sseas na regido fronto-parietal de cada animal. A falha | ndo foi
preenchida, a Il foi completamente preenchida com aproximadamente 3,0 mg de
autoenxerto 6sseo esponjoso e as falhas I, IV, V e VI foram preenchidas com o
autoenxerto associado a 0,5 1,0; 20 e 50 mg de BMPs, respectivamente.
Microscopicamente verificou-se nas primeiras avaliagfes, aos sete dias, que o
preenchimento 6sseo iniciava-se a partir das bordas e do fundo da lesdo, com mobilizacdo
e diferenciac8o de células provenientes do peridsteo e das meninges, respectivamente e,
nas avaliagdes subseqlentes, a atividade osteoblastica provinha também de “ilhas de
ossificagdo”, semelhantes a centros de ossificagcdo, localizadas no centro da falha. A
formacao trabecular aumentou proporciona mente com a concentragdo utilizada de BMPs
€ a aposicdo e organizacdo Ossea aumentaram proporcionalmente com o tempo de
observacdo. Em quase todas as falhas foi verificada a presenca de tecido cartilaginoso. A
BMP associada a0 autoenxerto 6sseo esponjoso contribuiu para a formagdo de novo
tecido Gsseo, promovendo maior mobilizacdo, diferenciacdo e organizacdo celular e,
abreviou o tempo de formag&o dssea, sugerindo processo de ossificacdo endocondral.

Palavras-chave: BMP, enxerto 6sseo, reparacdo 6ssea.
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ABSTRACT

When implanted in animal tissues, the bone morphogenetics proteins (BMPs) link
to specific receivers located in the surface of the osteoinduced cells, they activate the
SMAD cytoplasmatic proteins and, in the nucleus of the receiver cell, they start to
regulate transcription of genes related with calcification and bone formation. In the
present study, aspects microscopics of the bone repair were evaluated after the
implantation of the BMPs in different concentrations, carries by autogenous bone graft, in
defects created on skulls of 20 adult-young female rabbits, randomizedly separated on
five experimental groups that correspond to five periods of observations (7, 15, 21, 35
and 60 days). After the exposure of bones skull, were performed six bone defects on the
fronto-parietal region of each animal. The defect | wasn't filled, the Il was completed
filled with 3,0 mg of autogenous bone graft and the defects 111, 1V, V and VI were filled
with autogenous bone graft associed with 0,5; 1,0; 2,0 and 5,0 mg of BMPs respectively.
It was verified microscopically in the first evaluations, at the seventh day, that the bony
growth started from the borders and from the bottom of the lesion, with mobilization and
differentiation of cells deriving from the periosteum and of the meninges, respectively
and, in the subsequent evaluations, the osteoblastic activity also derived from
"ossification islands' to ossification centers, located in the center of the flaw. The
trabecular formation increased proportionally with the concentration of BMPs used, and
the apposition and bony organization increased proportionally with the time of
observation. The presence of cartilaginous tissue was verified in al the flaws. The
association of BMPs with autogenous bone graft contributed to the formation of new
bony tissue, promoting larger mobilization, differentiation and cellular organization. It
also abbreviated the time of bony formation, suggesting an endocondral ossification

process.

Keywords: BMPs bone graft, bone repair.
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INTRODUCAO

As proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) foram identificadas como sustancias
capazes de induzir aformacéo de cartilagem e 0sso, mesmo quando implantadas em sitios
extra-0sseo, como tecido subcuténeo e muscular (Urist, 1965 e Del Carlo et al, 2003).

Segundo Katagiri et al (1990) a influéncia osteogénica das BMPs € direcionada
apenas para células imaturas e multipotentes. Contudo, pesquisas recentes (Tsumaki &
Y oshikawa, 2005 e Wan & Cao, 2005) demonstram que estes promotores de crescimento
0sse0 aém de induzir a condrogénese e a osteogénese pela diferenciacdo de células
mesenquimais, influenciam e exacerbam a agéo de osteoblastos e osteoclastos em tecidos
0sseos e de condroblastos em tecidos cartilaginosos.

Quando implantadas em tecidos animais, as BMPs se ligam a receptores
especificos existentes na superficie das células osteoinduzidas e ativam as proteinas
SMAD (mothers against decapentaplegic proteins) presentes no citoplasma destas
células. As SMAD sofrem fosforilagdo e trand ocam-se para 0 nucleo da célula receptora,
passando a regular a transcricdo de genes relacionados com calcificagdo (Sakou, 1998;
Tsumaki & Y oshikama, 2005 e Wan & Cao, 2005).

Tsumaki & Yoshikawa (2005) descreveram os eventos envolvidos na formacéo
Ossea induzida pelas BMPs, entre eles quimiotaxia e proliferacdo de células
mesenquimais, diferenciagdo em condroblastos e osteoblastos, calcificagdo da matriz
cartilaginosa, angiogénese e invasdo vascular, diferenciagdo, mineralizacdo e
remodel acdo Osseas, seguida de formagdo de medula 6ssea. Afirmaram gue esses eventos
s80 semelhantes aos que ocorrem num processo normal de ossificagdo endocondral,
diferenciando apenas quanto a precocidade de formacao.

Sampath & Reddi (1983), por meio de analises histolégicas e biomecanicas,
relataram que o aparecimento de cartilagem, apds a implantacdo de BMPs, se da entre
cinco a 10 dias, e que em torno de sete a 14 dias, esta cartilagem se mineraliza sendo
substituida por 0sso novo, com formacéo de medula éssea apos 21 dias.

Sato & Urist (1985) observaram histologicamente ap0s a injecdo de 1-5 mg de
BMP na musculatura da coxa de ratos, quimiotaxia de células mesenquimais

indiferenciadas; proliferacdo e diferenciacdo destas células em condroblastos e
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osteoblastos, sintese de componentes da matriz; maturagdo; mineralizacdo e
remodel acdo, resultando na formag&o de um ossiculo.

As BMPs apresentam agéo local, devendo ser depositadas diretamente no local
de promocé&o do crescimento 6sseo e necessitam ser carreadas por agente que permita a
difusdo dessas proteinas por entre as células, facilitando a osteoinducéo (Marukawa et a
2001). Em acréscimo, Kuboki et a (1995) relataram que os carreadores de BMPs, além
de se prestarem como sistemas liberadores, também sdo importantes como plataforma
para diferenciacéo celular.

O enxerto 0sseo esponjoso tem sido considerado um carreador ideal (Allegrini et
al, 2004), atuando como arcaboucgo, promovendo a osteoinducdo e a vascularizagéo
precoce. Ellis & Sinn (1993) anda acrescentaram como Vvantagens a
histocompatibilidade, o fornecimento de células osteogénicas e a adaptacdo perfeita as
falhas Osseas existentes.

Marx (1994) relatou que, apos a aplicacdo do autoenxerto de 0sso esponjoso, a
formacdo Ossea inicia-se a partir de osteoblastos provenientes da medula contida no
interior de suas trabéculas, determinando formagao osteoide direta, seguida de migracdo e
diferenciagdo de céulas indiferenciadas, quimiotaticamente atraidas por fatores de
crescimento, presentes no enxerto. Todavia, a sua associagdo com BMPs é um
procedimento recente.

Este trabalho tem por objetivos avaliar os aspectos microscopicos da reparagcéo
0ssea, apos a implantacdo de BMPs em diferentes quantidades, carreada por enxerto

0sse0 esponjoso, em falhas criadas em cranio de coelhos.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentacdo Animal, do
Departamento de Veterinaria, da Universidade Federa de Vigosa, em fevereiro de 2005.

O experimento foi realizado em 20 coelhas da raca Nova Zelandia, com peso
médio de 3,5 Kg e idade entre seis e sete meses, mantidas em gaiolas individuais e
alimentadas com rac&o comercial, feno e agua.

A época dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram mantidos em jegjum
solido de oito horas, pré-anestesiados com acepromazina® (0,1 mg/kg/IV) e tiveram a
porcdo dorsal do créanio e as asas do ileo direita e esquerda tricotomizadas. Em seguida,
foi realizada anestesia geral dissociativa com de tiletamina/zolazepan™ (30 mg/kg/1V)
associados numa mesma seringa com 1,0 mg/kg de levomepromazina™ 0,5 %. Foram
também submetidos a anestesia epidural com lidocaina™® 2% (0,9 mL/animal)

objetivando maior conforto durante a coleta do autoenxerto 0sseo nacristailiaca.

A antibioticoterapia foi redizada com cinco aplicacdes de cefalexina’
(5mg/kg/IM), uma apbs a inducdo anestésica e a cada 24 horas apds o procedimento
cirirgico. A analgesia foi realizada com morfina'® (0,4 mg/kg/VO), no periodo pré
operatorio e a cada 8 horas pos-cirurgia, durante trés dias e, como medicacdo

antiinflamatéria foi utilizado cetoprofeno™ (1,1 mg/kg/SC), no pré-operatorio.

A BMP? utilizada apresentava-se como um produto liofilizado, correspondendo a
um “pool” de proteinas morfogenéticas Osseas, englobando de BMP-2 a BMP-14, e
previamente ao procedimento cirdrgico, foi submetida a pesagem em balanca de preciséo,
nas quantidades pré-estabelecidas, para que pudesse ser misturada ao enxerto esponj0so

autégeno, no momento do preenchimento das falhas Gsseas.

13 Acepram 1% - Univet — S50 Paulo —Brasil.

“ Zoletil® 50, Virbac — S&o Paulo — Brasil.

1> Neozine (5mg/ml) - Aventis Pharma — S&o Paulo — Brasil.

18| idocaina 2% - Anestésico Bravet — Rio de Janeiro — Brasil.

7 Cefalexina 250 mg/5 ml - Aventis Pharma— S&o Paulo - Brasil.

'8 Dimorf® Solugo Oral - CristdliaLTDA — Itapira— Brasil.

9 Profenid IV (100mg/2ml) - Aventis Pharma— S3o Paulo — Brasil.

% Gen-Pro® - Proteinas Morfogenéticas do Osso (BMPSs) - BAUMER S.A - Mogi Mirim - Brasil.
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Os animais foram posicionados em decubito esternal, com a cabega sobre uma
amofada. Apds preparo e anti-sepsia do campo cirargico foi realizada incisdo de pele
sobre a crista sagital externa do cranio, estendendo-se da protuberéncia occipital até
proximo aos olhos, de aproximadamente trés centimetros de comprimento. O tecido
subcuténeo e os musculos frontal, interescutular, occipital e temporal foram incisados e
rebatidos lateralmente, assim como o peridsteo, permitindo a exposi¢aéo do 0sso parietal.

Ap6s a exposicdo dos o0ssos do cranio, com auxilio de uma broca trefina®
cirdrgica de 4,3 mm de diametro conectada a uma perfuratriz elétrica®, na velocidade de
5000 rpm e irrigacdo continua com solucdo fisiologica, foram realizadas seis fahas
0Osseas na regido fronto-parietal de cada animal, estando trés no antimero direito e trés no
esquerdo, transpassando toda espessura do diploe, com exposi¢édo das meninges ao fundo
dafalha, sendo esta mantida integra.

Estas falhas encontravam-se afastadas por aproximadamente oito milimetros e,
cada falha, foi numerada de um a seis no sentido rostro-caudal, da direita para a esquerda.
A fahal ndo foi preenchida e afahall foi completamente preenchida com autoenxerto
0sse0 esponj0so, na quantidade de 3,0 mg, ambas servindo como controle para avaliacéo
do preenchimento 6sseo. As falhas 11, 1V, V e VI foram preenchidas com o autoenxerto
associado com 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 mg de BMPs, respectivamente.

O 0sso esponjoso autdgeno foi coletado da crista iliaca direita, apos a realizacéo
das seis falhas. A cortical da crista foi perfurada com uma broca de cinco milimetros
conectada a uma parafusadeira manual de baixa rotacdo®, até a exposicdo do 0sso
trabecular que foi coletado com uma cureta oval (n° 1) e colocado sobre uma gaze
umedecida com solucgéo fisiol0gica até 0 momento da enxertia

Ao término dos procedimentos, as fascias musculares e a pele foram suturadas,
em ambos os sitios cirdrgicos.

Apdbs a cirurgia, os animais foram separados aeatoriamente em cinco grupos
experimentais denominados A, B, C e D, constituidos de quatro animais e cada um
desses grupos correspondeu a uma época de sacrificio (Tab. 1), que foi considerada o

periodo de observacéo de cada grupo.

2 Broca trefina cirdrgica— Neodent Implante Osteointegravel — Curitiba— Brasil.
2 Microrretifica Dremel — BOSCH — Rio de Janeiro — Brasil.
% parafusadeira Bosch 7,2 V — Rio de Janeiro — Brasil.
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Tabela 1 - Epoca do sacrificio dos animais por grupos e em dias.

GRUPO EPOCA DE SACRIFICIO
Grupo um (G1) Sete dias
Grupo dois (G2) 15dias
Grupo trés (G3) 21 dias
Grupo quatro (G4) 35dias
Grupo cinco (G5) 60 dias

Na data prevista, os animais foram sacrificados com sobredosagem anestésica,
utilizando pentobarbital sodico. A pele e a musculatura do crénio foram cuidadosamente
removidas para permitir a visualizacdo do local operado e com auxilio de uma serra
manual, a regido das falhas na porcdo fronto-parietal da calota craniana foi removida e
submetida a processamento histol 6gico.

O materia proveniente da regido da falha associado ao 0sso adjacente foi fixado
por 48 horas em formalina 10% tamponada. Posteriormente, foi descalcificado em &cido
formico 8% associado ao acido cloridrico 8%, durante 15 dias. A seguir, foi desidratado
em alcool 90% por uma hora e em dcool absoluto, durante duas horas (dois banhos de
uma hora cada). Depois, o material foi diafanizado em dois banhos com xilol puro, em
cada um deles por 40 minutos. Os fragmentos foram imersos em parafina e colocados em
estufa a 56° C, por um periodo de trés horas, e foram incluidos em parafina a temperatura
ambiente.

Cortes sagitais de cinco micrébmetros de espessura, da porcdo media da faha,
envolvendo o0 0sso receptor nas bordas, foram obtidos em micrétomo e montados em
[&minas de vidro. Os fragmentos obtidos foram corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E) e com Tricromo de Masson.

As amostras foram avaliadas quanto a morfologia e organizagéo celular e quanto

ao tipo de tecido reparando as falhas.
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Para a aguisicdo das imagens fotogréficas, utilizou-se uma camara digital®
acoplada a um microscopio 6ptico binocular®, fazendo a captura das fotografias pelo
programa Photograb FUJIFILM 300Z.

24 Nikon HC 300 Zi — S0 Paullo - Brasil
% Microscopio Optico Nikon Eclipse E600 — Califérnia- USA
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RESULTADOSE DISCUSSAO

No grupo 1, as falhas | exibiram pouca formacdo de tecido 0Osseo,
predominantemente trabecular, cujo preenchimento originava-se a partir das bordas e do
fundo da lesdo e presenca de tecido cartilaginoso. Nas reparagoes oriundas das bordas, a
mobilizacdo e diferenciacdo celular originavam-se no peridsteo e quando oriunda do
fundo, os tipos celulares presentes eram provenientes das meninges, semelhante aos
resultados das pesquisas de Takagi & Urist (1982). Nas falhas Il, que receberam o
enxerto esponjoso, foi visualizada discreta formacdo 6ssea do tipo trabecular com
presenca de tUneis vasculares, superior aquela encontrada na falha anterior e mobilizacéo
celular nas imediacbes do carreador (Figs. 2 A e B). No animal C, foi visualizada
pequena area com presenca de células da medula 0ssea, privada de vascularizagdo, com
formacéo de pequenos focos de tecido cartilaginoso. Nas demais falhas, a formagdo de
tecido 6sseo apresentava-se mais evidente, com presenca de tecido cartilaginoso, sendo
também visualizada linhas de cimentagéo.

A formac&o trabecular aumentou proporcionalmente com a quantidade de BMPs
utilizada, contudo no animal A (falha VI) foram observados pegquenos focos de necrose
no carreador com formacdo de tecido conjuntivo. Tais achados estdo relacionados a
auséncia de vasos sanguineos no local da necrose, pois segundo Piermattei & Flo (1999)
a necrose corresponde a porcdo de 0SSO esponjoso que normalmente morre por
deficiéncia nutricional, e para Schenk (1996) a caréncia de suprimento sanguineo e de
oxigénio para as células pode alterar o codigo genético celular induzindo a formacéo de
tecido fibroso ou fibrocartilaginoso.

No grupo 2, notou-se pequeno preenchimento 6sseo sobre a falha | e a presenca
de um tecido indiferenciado com grande nimero de células blésticas. A atividade
osteoblastica visualizada, em sua maioria, provinha de “ilhas de ossificagcdo” (origem
endosteal-trabecular) localizadas no centro da faha e semelhantes a centros de
ossificagéo, diferentemente do apresentado pelas falhas |, do grupo de sete dias.

Nas falhas |1, a formac&o de 0sso novo foi mais evidente que aquelas constatadas
em todas as falhas do grupo 1. Foram observados “coracOes condréides’ e, areas de

tecido 0sseo com Osteons primarios demonstrando formac&o de tuneis vasculares (Fig.
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2C) e maturagdo do 0sso novo, osteoclastos em atividade e acompanhados de fileiras de
osteoblastos, caracterizando reabsorcdo e deposicdo de osso novo (Fig 2D),
respectivamente.

No animal A, além deste preenchimento 6sseo, também foi encontrado abundante
tecido de granulagdo, intensamente vascularizado, que possivelmente forneceu células
mesenguimais capazes de participar da formagdo Ossea direta, e que também serviu como
plataforma para o crescimento de novo 0sso, conforme afirma Rabie et al (1996).

Em todas as falhas Ill foi observada formacdo de tecido 6sseo novo sobre o
carreador. Este tecido novo continha osteoblastos e células indiferenciadas, que,
provavelmente, originaram-se do autoenxerto e/ou foram atraidas por acéo da BMPs, por
guimiotaxia, para o local dafalha. Ao redor do osso enxertado e do novo tecido formado
foram visualizadas espiculas 6sseas e peguenas formagdes trabeculares rodeadas por
célulasjovens.

Paraasfalhas IV, V e VI também constatou-se que a hiperplasia de células jovens
originava-se das “ilhas de ossificagcdo”, aumentando a formag&o e organizacdo do tecido
0sseo, assim como a quantidade de trabécul as presentes, respectivamente.

Da mesma forma que Sato e Urist (1985), que também implantaram BMPs em
falhas Gsseas, 0 padréo de preenchimento de 0sso novo desenvolveu-se, primariamente, a
partir da meninge e posteriormente foi proveniente do endosteo-trabecular, com formagéo
de “ilhas de ossificacdo”, ndo conectadas a borda da falha.

No grupo 3, nas falhas | foi observada intensa mobilizagdo de osteoblastos nas
imediacOes das “ilhas de ossificagcdo” e discreta migragdo celular advinda da meninge,
permitindo formagao de tecido 6sseo novo, com linhas de cimentagdo e vasos sanguineos
evidentes (Fig 2A). Em algumas &eas do 0ss0 novo observou-se atividade de
osteoclastos, formando tuneis vasculares. Nas falhas |1 notou-se pequenos focos de tecido
blastico, formac&o trabecular evidente e preenchimento 6sseo proveniente das “ilhas de
ossificacdo”. No animal B, também foi constatada uma faixa de tecido fibroso cobrindo o
carreador, decorrente, provavelmente, da migracdo de células das fécias musculares e do
peridsteo localizado acima dafalha.

Nas fahas I, 1V e V, foram observadas “ilhas de ossificacdo” rodeadas por

células jovens, bem como a presenca de tecido cartilaginoso em alguns pontos do
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preenchimento, corroborando os achados de Cheline et a (2002) que afirmaram que a
presenca dessas “ilhas’ rodeadas por células em diferenciacdo € um aspecto geralmente
observado em sitios de implantaco de BMPs.

Para as falhas VI, visuaizou-se grande formacéo dssea trabecular, porém as
células osteoblasticas que as rodeavam apresentavam-se desorganizadas. Pode-se inferir
gue a quantidade de BMPs pode ter sido inadequada em relacdo a do carreador,
refletindo-se nesta desorganizagéo tecidual, ja que esta proteina mobilizava novas células,
mas estas ndo encontravam O substrato/ambiente para manifestarem sua atividade
osteoindutora.

Em um animal deste grupo (animal D) foi caracterizada uma reacgéo
imunomediada inespecifica e visualizada a presenca de mastécitos. Verificou-se que nas
falhas que continham concentragdes de 5, 2 e 1 mg de BMPs havia a presenca de material
refringente no intersticio sendo fagocitado por osteoclastos e desorganizacdo celular
sugerindo que, nesta etapa, houve formagdo trabecular Ossea seguida de reabsorcéo
estimulada por algum fator irritativo (Fig. 2B). Gerhart et a (1993) e Cook et a (1994)
relataram reagbes imunomediadas associadas a ndo-unido Ossea, ocasionadas pelo
processamento laboratorial das formas recombinantes purificadas de BMPs. Todavia,
como apenas um animal do experimento manifestou intolerancia, pode tratar-se de reagcéo
individual.

No grupo 4, aformagdo de tecido 0sseo estava presente, sobretudo nas falhas que
continham BMPs. Nas fahas | foi observada organizacdo e remodelacdo Gssea, com
Osteons primérios, marcante presenca de vasos sanguineos, osteoclastos e pequenas &reas
de tecido cartilaginoso. Nas falhas Il, foram encontradas grandes quantidades de 0sso
novo, diminuida quantidade de carreador, presenca de muitos vasos sanguineos e
organizagdo 0Ossea mas avancada. A evolugdo da reparagdo e o menor volume de
carreador podem ser justificados pelas observactes de Marx (1994), nas quais, 0 reparo
0sse0 iniciou-se imediatamente apos a colocacdo do enxerto e que por volta da quarta
semana apOs a cirurgia 0 processo de substituicdo do enxerto esponjoso foi mais
evidenciado.

Nas fahas Ill, com 0,5 mg de BMPs, também foram visuaizados Osteons

primarios (figs. 3 A e B), porém o tecido 6sseo formado mostrava, em sua maior parte, a
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presenca de Osteons secundarios. Em alguns animais ainda foram encontrados restos de
tecido cartilaginoso, concordando com os achados de Yasko et a (1992) que também
encontraram tecido cartilaginoso precedendo a formacdo Ossea, em todas as suas
amostras experimentais, no mesmo periodo de observacdo. Na medida em que aumentava
a concentracéo de BMPs, constatou-se que a formagdo 0ssea era maior e a organizacéo
em Osteons secundé&rios estava mais evidenciada, sem que fosse observado tecido
cartilaginoso, que por outro lado, estava presente nasfalhas .

O tecido 6sseo de reparac@o que cobriu as falhas estava relacionado a formacéo
0ssea por aposicdo, derivada das células osteogénicas presentes no local e atraidas por
guimiotaxia pela acdo da BMPs e também, derivou-se de mecanismo dependente de
cartilagem, observada nos grupos 1, 2, 3 e 4, cujas células podem ter chegado ao local
pelos tuneis vascul ares que se formaram ou terem sido atraidas por agéo da proteina 0ssea
morfogenética.

No grupo 5, as falhas apresentavam tecido 6sseo bem organizado. Nas falhas| ell
0 numero de Osteons foi menor do que nas falhas em que a BMP estava presente. No
anima C, na faha que recebeu s6 o enxerto, ainda existiam restos trabeculares sendo
reabsorvidos. Ndo foi encontrado tecido cartilaginoso nas falhas, que ja teria se
calcificado, vascularizado e sido substituido por tecido 0sseo, assim como encontraram
Takagi & Urist (1982).

Aos 60 dias, a faha V foi a que apresentou maior organizacdo 6ssea e melhor
preenchimento, sendo visualizado tecido 6sseo maduro se organizando ao redor de tlneis
vasculares e fileiras de osteoblasto em atividade (Figs. 3 C e D). Mas, independentemente
do periodo de observagcdo, o comportamento celular foi semelhante entre as falhas no
mesmo animal, variando apenas a intensidade e a organizagao.

A formagdo de osso novo foi maior e mais precoce nas falhas tratadas com BMPs
guando comparadas com as falhas | e Il, assim como observado por Springer et al.
(2005). Ainda, segundo Yasko et a (1992), o 0sso que se formou na presenca de BMPs
foi histologicamente indistinguivel daguele produzido quando foram utilizados enxertos
0sseos autégenos, matriz 6ssea desmineralizada e outros substitutos 0sseos, diferindo
apenas quanto a precocidade de formag&o dssea, uma vez que essas proteinas tem o poder

de induzir a quimiotaxia de células que irdo participar do processo de reparacao.
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CONCLUSOES

O estudo microscépico apos a implantagdo de BMPs associadas a 0sso esponj0so
autdgeno, nas proporgdes de 0,5 mg: 3,0 mg; 1,0 mg: 3,0 mg; 2,0 mg:3,0 mg e 5,0 mg:
3,0 mg em falhas experimentais na calota craniana de coelho permitiu concluir que as
proteinas morfogenéticas Gsseas contribuem para a formacdo de novo tecido 0sseo
promovendo maior mobilizagcéo, diferenciagdo, organizacdo e remodelacdo celular e,
abrevia 0 tempo de formacdo Gssea que se da, predominantemente, por ossificacdo

endocondral.



Figura 1 - Aspecto microscopico do preenchimento 6sseo apresentado pelos grupos 1 e 2. A) Sete
dias/Falha 1. Mobilizagdo celular ([J) nas imediacbes do carreador ([1). (200X/H&E).
B) Sete dias/Falha Il. Mobilizag&o celular ([I) nas imediagdes do carreador ([1). (200X
/IMASSON). C) 15 dias/FalhaIl. Formag&o de 0sso novo () acima de osso velho (O),
com visualizagdo de linhas de cimentagdo (seta), formacdo de tuneis vasculares (1).
(1000X/ HE). D) 15 diag/Falha I1. Formacdo de osso novo (1) acima de o0sso velho
(0), com visuaizacdo de linhas de cimentagdo (seta), tuneis vasculares (1), e
osteoclastos em atividade (2), acompanhados de fileiras de osteoblastos (3),
caracterizando absorc¢ao e deposicdo de 0sso hovo, respectivamente. (1000X/ H& E).
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Figura 2 - Aspecto microscopico do preenchimento 6sseo apresentado pelo grupo 3. A) Faha I.
Formac&o de “ilhas de ossificagdo” ([J) com intensa mobilizagdo de osteoblastos em suas
imediacbes (0J).(200X/H&E). B) Faha IV do animal D que apresentou reacdo
imunomediada inespecifica a presenca de BMP. Presenca de material refringente (seta)
sendo fagocitado pel os osteoclastos (*) e desorganizacéo celular (). (1000X/ H& E).
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Figura 3 - Aspecto microscépico do preenchimento 0sseo apresentado pelos grupos 4 e 5. A) Falha
IV/grupo 4. Formagdo de ésteons priméarios (1) em torno de taneis vasculares (2) e
“ilhas de ossificagdo” (3). (100X/H&E). B) Falha I1V/grupo 4. Formagdo de ésteons
primérios (1) em torno de taneis vasculares (2), “ilhas de ossificagéo” (3) e presenca de
tecido fibroso (*). (200X/ MASSON). C) Falha V/grupo 5. Tecido 6sseo maduro (O0) se
organizando em torno de tuneis vasculares (0) e visualizagdo de fileiras de osteoblastos
(seta). (1000X/ H&E). D) Falha V/grupo 5. Tecido 6sseo maduro (1) se organizando
em torno de tuneis vasculares ([1). (1000X/ MASSON).
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