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RESUMO

Os avancos no campo da engenharia tecidual tem permitido desenvolver
processos e materiais com o intuito de mimetizar o osso autdégeno. Neste cenario
as proteinas morfogenéticas 6ésseas (BMPs) tém um papel importante gracas a sua
capacidade osseoindutora. A associacdo da BMP a biomateriais visa reduzir, ou
mesmo evitar, a necessidade de um segundo leito cirdrgico, sitio doador como
fonte de de osso autdgeno, o que minimiza a morbidade e a dor pds-operatoria,
superando a limitacdo quanto a disponibilidade e qualidade do enxerto
freqientemente observada nos sitios doadores. Assim como 0S enxertos, 0S
implantes de titdnio, tanto ortopédicos como dentarios, tém sido amplamente
utilizados nos udltimos anos, com altas taxas de sucesso, porém o foco atual das
pesquisas é minimizar o tempo da reabilitacdo com implantes osseointegraveis
introduzindo diferentes tratamentos de superficies. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da proteina morfogenética éssea recombinante humana-7
(rhBMP-7) no reparo 6sseo. Como modelos experimentais foram utilizados defeitos
em cranio de ratos tratado com xenoenxerto de origem bovina e a osseointegracao
de implantes de titanio recobertos com filme fino (nanométrico) de hidroxiapatita
em fémures de coelhos. Foram utilizados Ratos Wistar (n=20) nos experimentos
em defeitos 6sseos (5mm), sendo avaliados nos periodos de 7 e 42 dias. E foram
instalados dois implantes (n=24) em cada fémur de coelhos brancos Nova Zelandia
(n = 6). Os implantes instalados no fémur direito foram colocados apos
instrumentacdo padréo (A e B), enquanto o fémur esquerdo (C e D), ap6s uma
sobre-instrumentacdo, ndo permitindo o contato osso-implante; implantes
instalados na distal do fémur foram associados a BMP (B e D). Apds 4 semanas 0s
animais foram sacrificados. No experimento em defeitos 6sseos aos 7 dias foi
possivel constatar menor formacdo 6ssea no grupo que recebeu o xenoenxerto +
rhBMP-7 (5,48%), em relacdo aos grupos coagulo (24,05%) e autdgeno (24,62%).
Porém, apds 42 dias, a densidade de volume de novo osso foi maior (p<0,01) no
grupo com rhBMP-7 (39,05%) em comparacdo com 0 grupo que recebeu somente
xenoenxerto (9,43%); também observou-se diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao grupo autdégeno (26,85%). Os implantes de titAnio do grupo A
apresentaram uma formacdo 6ssea média de 35,6%, similar ao Grupo B (48,6%,
p>0,05). Nestes dois grupos (A e B) a densidade de area de tecido conjuntivo foi
de, respectivamente, 39,3% e 28,3%. Nos grupos sobre-instrumentados, a
presenca de BMP (Grupo D) proporcionou um aumento significativo na formacéo
do osso, em comparacdo com o grupo sem BMP (Grupo C). Assim, concluimos
gue a associacdo de rhBMP-7 ao xenoenxerto e ao implante revestido com filme
nanonétrico de hidroxiapatita promoveu maior densidade de éarea de 0ssoO
neoformado comparado aos respectivos controles sem rhBMP-7.

Palavras Chave: Biomaterial, Biocompatibilidade, Implantes Dentérios, Fator de
crescimento, Xenoenxerto.



ABSTRACT

Advances in the field of tissue engineering have allowed developing
processes and materials in order to mimic autologous bone. In this scenario, the
bone morphogenetic proteins (BMPs) have an important role through its
osseoinductor ability. The association of the BMP and biomaterials tend to reduce
or even avoid the necessity a second surgical sites, a donor site as a source of
autologous bone, which minimizes the morbidity and postoperative pain. Moreover,
there is no limitation on the availability of the graft, which occurs at sites donors.
The titanium implants, like the grafts, have been widely used in recent years with
high success rates and the recent researches intend to reduce the osseointegration
time through different surface treatments. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effect of recombinant human bone morphogenetic protein-7 (rhBMP-7)
on bone healing. As experimental models were used the bone defect in the skull of
rats, treated with bovine xenograft, and osseointegration of titanium implants coated
with thin film (nanometer scale) of hydroxyapatite in femurs of rabbits. In the Wistar
rats (n=20) evaluation of the repair of bone defects (5 mm) occurred after 7 and 42
days. Two titanium implants were installed (n=24) in each femur of New Zealand
white rabbits (n=6). In the right femur, the implants were placed after standard
instrumentation (A and B), while the left femur (C and D) after an over-
instrumentation, preventing the bone-implant contact. Implants installed at the distal
portion of femur were associated to BMP (groups B and D). After 4 weeks, the
animals were sacrificed and the pieces harvested. In the experiment of bone
defects, after 7 days it was established less bone formation in the group with
rhBMP-7 + xenograft (5.48%), compared to clot (24.05%) and autologous groups
(24.62%). However, after 42 days, the volume density of new bone was greater
(p<0.01) in the group with rhBMP-7 (39.05%) compared with the group that
received only xenograft (9.43%) and autologous group (26.85%). Osseointegration
od titanium implants in the group A (35.6%) were similar to group B (48.6%, p>
0.05). In both groups (A and B) the connective tissue density of area were,
respectively, 39.3% and 28.3%. In the over-instrumented groups, the presence of
BMP (Group D) induced a significant increase in bone formation, compared to
group without BMP (Group C). Thus, we conclude that the association of rhBMP-7
to xenograft and HA-coated implants promoted greater new bone area than the
control groups.

Key words: Biomaterials, Biocompatibility, Dental Implant, Growth Factor,
Xenogratft.
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RESUMO

Os avancos no campo da engenharia tecidual tem permitido desenvolver
processos e materiais com o intuito de mimetizar o 0sso autdgeno. Neste cenario
as proteinas morfogenéticas 6ésseas (BMPs) tém um papel importante gracas a sua
capacidade osseoindutora. A associacdo da BMP a biomateriais visa reduzir, ou
mesmo evitar, a necessidade de um segundo leito cirdrgico, sitio doador como
fonte de de osso autdgeno, o que minimiza a morbidade e a dor pds-operatoria,
superando a limitacdo quanto a disponibilidade e qualidade do enxerto
freqientemente observada nos sitios doadores. Assim como 0S enxertos, 0S
implantes de titdnio, tanto ortopédicos como dentarios, tém sido amplamente
utilizados nos udltimos anos, com altas taxas de sucesso, porém o foco atual das
pesquisas é minimizar o tempo da reabilitacdo com implantes osseointegraveis
introduzindo diferentes tratamentos de superficies. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da proteina morfogenética éssea recombinante humana-7
(rhBMP-7) no reparo 6sseo. Como modelos experimentais foram utilizados defeitos
em cranio de ratos tratado com xenoenxerto de origem bovina e a osseointegracéo
de implantes de titanio recobertos com filme fino (nanométrico) de hidroxiapatita
em fémures de coelhos. Foram utilizados Ratos Wistar (n=20) nos experimentos
em defeitos 6sseos (5mm), sendo avaliados nos periodos de 7 e 42 dias. E foram
instalados dois implantes (n=24) em cada fémur de coelhos brancos Nova Zelandia
(n = 6). Os implantes instalados no fémur direito foram colocados apos
instrumentacdo padréo (A e B), enquanto o fémur esquerdo (C e D), apdés uma
sobre-instrumentacdo, ndo permitindo o contato osso-implante; implantes
instalados na distal do fémur foram associados a BMP (B e D). Apds 4 semanas 0s
animais foram sacrificados. No experimento em defeitos 6sseos aos 7 dias foi
possivel constatar menor formacdo 6ssea no grupo que recebeu o xenoenxerto +
rhBMP-7 (5,48%), em relacdo aos grupos coagulo (24,05%) e autdgeno (24,62%).
Porém, apds 42 dias, a densidade de volume de novo osso foi maior (p<0,01) no
grupo com rhBMP-7 (39,05%) em comparacdo com 0 grupo que recebeu somente
xenoenxerto (9,43%); também observou-se diferenca significativa (p<0,05) em
relacdo ao grupo autdégeno (26,85%). Os implantes de titAnio do grupo A
apresentaram uma formacdo 6ssea média de 35,6%, similar ao Grupo B (48,6%,
p>0,05). Nestes dois grupos (A e B) a densidade de area de tecido conjuntivo foi
de, respectivamente, 39,3% e 28,3%. Nos grupos sobre-instrumentados, a
presenca de BMP (Grupo D) proporcionou um aumento significativo na formacéao
do osso, em comparacdo com o grupo sem BMP (Grupo C). Assim, concluimos
gue a associacdo de rhBMP-7 ao xenoenxerto e ao implante revestido com filme
nanonétrico de hidroxiapatita promoveu maior densidade de éarea de 0ssoO
neoformado comparado aos respectivos controles sem rhBMP-7.

Palavras Chave: Biomaterial, Biocompatibilidade, Implantes Dentérios, Fator de
crescimento, Xenoenxerto.



ABSTRACT

Advances in the field of tissue engineering have allowed developing
processes and materials in order to mimic autologous bone. In this scenario, the
bone morphogenetic proteins (BMPs) have an important role through its
osseoinductor ability. The association of the BMP and biomaterials tend to reduce
or even avoid the necessity a second surgical sites, a donor site as a source of
autologous bone, which minimizes the morbidity and postoperative pain. Moreover,
there is no limitation on the availability of the graft, which occurs at sites donors.
The titanium implants, like the grafts, have been widely used in recent years with
high success rates and the recent researches intend to reduce the osseointegration
time through different surface treatments. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effect of recombinant human bone morphogenetic protein-7 (rhBMP-7)
on bone healing. As experimental models were used the bone defect in the skull of
rats, treated with bovine xenograft, and osseointegration of titanium implants coated
with thin film (nanometer scale) of hydroxyapatite in femurs of rabbits. In the Wistar
rats (n=20) evaluation of the repair of bone defects (5 mm) occurred after 7 and 42
days. Two titanium implants were installed (n=24) in each femur of New Zealand
white rabbits (n=6). In the right femur, the implants were placed after standard
instrumentation (A and B), while the left femur (C and D) after an over-
instrumentation, preventing the bone-implant contact. Implants installed at the distal
portion of femur were associated to BMP (groups B and D). After 4 weeks, the
animals were sacrificed and the pieces harvested. In the experiment of bone
defects, after 7 days it was established less bone formation in the group with
rhBMP-7 + xenograft (5.48%), compared to clot (24.05%) and autologous groups
(24.62%). However, after 42 days, the volume density of new bone was greater
(p<0.01) in the group with rhBMP-7 (39.05%) compared with the group that
received only xenograft (9.43%) and autologous group (26.85%). Osseointegration
od titanium implants in the group A (35.6%) were similar to group B (48.6%, p>
0.05). In both groups (A and B) the connective tissue density of area were,
respectively, 39.3% and 28.3%. In the over-instrumented groups, the presence of
BMP (Group D) induced a significant increase in bone formation, compared to
group without BMP (Group C). Thus, we conclude that the association of rhBMP-7
to xenograft and HA-coated implants promoted greater new bone area than the
control groups.

Key words: Biomaterials, Biocompatibility, Dental Implant, Growth Factor,
Xenogratft.



1 — INTRODUCAOQO

A enxertia 0ssea utilizada em reconstrucdes, tanto em ortopedia, como
em odontologia, tem como primeira escolha o enxerto autégeno. Porém, este
apresenta uma inconveniente morbidade oriunda da regido doadora (por

exemplo, crista iliaca ou calota).

Os avancos no campo da engenharia tecidual tem permitido
desenvolver processos e materiais com o0 intuito de mimetizar 0 0sso
autégeno. Neste cenario, as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) tém
um papel importante gragas a sua capacidade osseoindutora. BMPs séo
citocinas presentes no organismo, pertencentes a superfamilia TGF-f (fator
de crescimento transformador beta) capazes de induzir a diferenciacdo de
células mesenguimais e as estimular a formar osso (Buser, 2009; Gautschi et
al., 2007; Granjeiro et al., 2005). A associacdo da BMP a biomateriais tende a
reduzir, ou mesmo evitar, a necessidade de dois leitos cirdrgicos, um sitio
doador e um receptor, 0 que minimiza a morbidade e a dor pos-operatoria.
Além disso, ndo héa limitacdo na disponibilidade do enxerto, 0 que ocorre nos

sitios doadores.

Assim como 0s enxertos, 0s implantes de titanio, tanto ortopédicos
como dentérios, tém sido amplamente utilizados nos ultimos anos, com altas
taxas de sucesso (Gokcen-Rohlig et al., 2009). No entanto, estudos
longitudinais e dados histolégicos tém demonstrado que 0 sucesso de
implantes osseointegraveis variam com as condi¢des sistémicas do paciente,
a qualidade e quantidade éssea local (Orsini et al., 2007). E para se obter
condicdes favoraveis no sitio cirdrgico, o implante deve ser inserido com
baixo trauma e deve ser alcancada uma suficiente estabilidade primaria
(Buser, 2009). Na reabilitagdo oral com implantes dentérios, por exemplo, o
periodo de osseointegracdo € um fator desfavoravel, onde varios meses séo
esperados entre a colocacdo do implante e da protese, logo, diminuir o tempo
de tratamento € de grande interesse para o profissional e para os pacientes
(Albrektsson & Wennerberg, 2004).

Afim de minimizar este periodo entre a colocacdo do implante e da

protese, e aumentar a resposta inicial osso-implante, varias alteracdes no



design do implante foram testadas (Coelho et al, 2009). Alteracées comuns
no design do implante incluem modificacdes na instrumentacao cirirgica e
textura de superficie e / ou alteracdes quimicas (Leonard et al, 2009). A
pesquisa atual tem se concentrado na obtencdo do sinergismo entre fatores
de crescimento e modificacbes de superficie, como as modificacdes
guimicas, pela adicdo de hidroxiapatita (HA) (Torensma et al., 2003; Hall et
al., 2007; Marin et al, 2008; Coelho et al. 2009), lavagem &cida (Trisi et al.,
2003), lavagem &cida associada com jateamento de dioxido de titdnio ou
aluminio [TiO2] (Buser et al. 1991; Buser et al., 1997).

Inimeras pesquisas sdo baseadas em novos conceitos de textura e de
superficie. O tratamento destas superficies podem ser por adi¢do (titanium
plasma-spraying - TPS e HA) ou subtracdo, por lavagem &cida e / ou
polimento (TiO, HF, HNO3, HCI, H,SO,4) (Cho & Jung, 2003; Le Guehennec e
al., 2007). A adicdo de BMP a implantes de titanio € possivel e procura
minimizar o periodo de osseointegracdo, possibilitando uma rapida

recuperacéao para o paciente (Hall et al., 2007).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da proteina morfogenética
0ssea recombinante humana-7 (rhBMP-7) no reparo 6sseo. Como modelos
experimentais utilizou-se o defeito em cranio de ratos tratado com
xenoenxerto de origem bovina e a osseointegracdo de implantes de titanio
recobertos com filme fino (nanométrico) de hidroxiapatita em fémures de

coelhos.



2 — REVISAQ DE LITERATURA

2.1 - ESTRUTURA, FISIOLOGIA E HOMEOSTASE OSSEA

O tecido 6sseo € uma forma de tecido conjuntivo, altamente
especializado, pois apresenta uma matriz extracelular mineralizada, o que
confere ridigez e também algum grau de elasticidade. Além da funcdo de
suporte, 0 0sso é a maior reserva de célcio do organismo, sendo o calcio um
jon essencial para a vida, por participar da manutencdo do pH interno do
corpo, assim como na transmissao e conducao do impulso elétrico em nervos
e musculos. Com o objetivo de responder as necessidades metabdlicas do
organismo e a manter a calcemia estavel, ocorre uma renovacédo, que é
denominada de remodelacdo Ossea. (Marx & Garg, 1998.) O osso tem a
funcdo de suporte, protecdo dos 6érgdos internos e em conjunto com 0s

musculos promovem a movimentacéo dos seres (Dorozhkin, 2010).

Em nivel molecular, o osso é constituido, basicamente, de uma matriz
organica colagénica (colageno tipo 1), contendo proteoglicanas de baixo peso
molecular e proteinas ndo colagénicas, que correspondem a 25% de seu
peso; uma parte mineral (principalmente hidroxiapatita) correspondente a
65% e agua (10%). Sua funcao geral esta relacionada com a constituicdo do
esqueleto, sustentacdo e fixacdo dos musculos e depdsito para ions calcio
para manutenc¢ao da calcemia (Junqueira & Carneiro, 2004; Rubin, 2006).

Macroscopicamente ha duas formas de osso: cortical (compacto) e
esponjoso (medular). No o0sso compacto, a matriz de colageno esta
organizada em forma de lamelas de 3 a 7 um de espessura, que podem ser
paralelas ou concéntricas, isto é, geralmente ao redor de um canal vascular
central, constituindo o sistema de Harvers ou Osteons. Os canais centrais
contendo nervos e vasOsS sanguineos se comunicam entre si e com a
cavidade medular O6ssea através dos canais de Volkmann. As lacunas,
contendo ostedcitos, estdo em geral situadas entre as lamelas 6sseas. Tais
ostedcitos sao as células que ficaram “enclausuradas” por tecido calcificado e
estdo conectadas entre si por canaliculos (Rubin, 2006). Ja no 0Sso
esponjoso had uma matriz mais porosa, organizada em trabéculas. As

diferencas entre 0sso cortical e esponjoso ndo sdo apenas estruturais, mas



também funcionais. Assim, 0 0sso cortical atua na resisténcia e protecao,
enquanto que o esponjoso é responsavel pelas funcbes metabdlicas. Nas
diafises dos ossos longos e na superficie externa de ossos chatos, encontra-
se 0sso cortical ou compacto. Ja& 0 0SSO esponjoso ou medular delimita
espacos intertrabeculares que séo preenchidos por medula 6ssea vermelha,
onde ha a producdo ativa de células sanguineas a partir de células
mesenquimais, ou, com o envelhecimento, por medula éssea amarela, um

sitio de reserva de gordura (Marx & Garg, 1998).

Externamente ao o0sso, hd uma fina camada protetora de tecido
conjuntivo com grande potencial osteogénico, denominada periésteo; e
recobrindo a superficie interna existe um tecido equivalente, o endosteo.
Histologicamente classifica-se o tecido 6sseo em quatro tipos: o trabeculado
ou entrelagado, o composto, o lamelar e o fasciculado. O osso trabeculado
desempenha um papel primordial durante o reparo 6sseo, sendo o0 primeiro
tecido 6sseo a ser formado, apresentando uma velocidade de formac&o muito
rapida (30-50um ao dia ou mais); sua matriz de colageno é desorganizada e
sem uma estrutura lamelar dos sistemas harvesianos, sendo fragil, exibindo
pouca resisténcia biomecanica. E o tecido 6sseo predominante durante o
desenvolvimento pré-natal, por isso € referido como “osso embrionario”, um
termo incorreto, visto que todos os adultos tém habilidade de formar este tipo
de osso. Também é o tecido que caracteriza a primeira fase da regeneracéo
Ossea, e apesar de formar-se muito rapidamente, sofre absorcdo e
substituicdo pelo osso lamelar. Este, por sua vez, apresenta alta resisténcia
mecanica, sendo denominado como um tecido 6sseo maduro. Sua formacéao
€ bem lenta, com velocidade préxima de 0,6um por dia; apresenta suas fibras
coldgenas e cristais de minerais altamente organizados estruturalmente.
Existe um estagio intermediario durante a fase de remodelacdo entre 0 0sso
trabeculado e lamelar, denominado de “tecido ésseo composto”. O quarto tipo
histologico é o tecido 0sseo fasciculado, o qual é encontrado na zona de
insercdo de ligamentos das articulacdes, sendo de grande importancia
particular na odontologia, pois encontra-se adjacente ao ligamento
periodontal (Melcher, 1970).

Quanto as células presentes no tecido 6sseo, temos:



1. Osteoblastos: células cubdides organizadas em uma camada
continua sobre o ostedide, ou seja, camada ndo mineralizada de matriz, que
recobre a superficie 6ssea mineralizada. Estas células sdo responsaveis pela
osteogénese, atuando na sintese e secrecao da matriz organica, maturacéo e
mineralizacdo. O osteoblasto além de sintetizar e secretar o colageno tipo |,
gue corresponde a 90% da matriz organica, é responsavel também pela
producdo de outras proteinas ndo colagénicas encontradas na matriz, como:
sialoproteina 0ssea, osteopontina, osteonectina, osteocalcina, proteinas
6sseas morfogenéticas (BMPs), proteoglicanas e outras (Misch, 2006). E
uma célula muito rica em fosfatase alcalina, enzima essencial para o
processo de mineralizacdo da matriz (Marx & Garg, 1998). Fatores sistémicos
e locais regulam o numero, a diferenciagdo e atividade, incluindo fatores
autécrinos, que se da pela presenca de receptores para hormdnios
sistémicos (paratorménio, estrogenos, glicocorticoides, insulina, hormdnios
tireoideanos), vitamina D3 e fatores locais como prostandides (PGE, PGF2a),
citocinas (TGF-Bs, BMPs, FGFs, IGF-1, PDGF) e interleucinas (Clarke &
Khosla, 2010). A diferenciacdo em osteoblasto acontece a partir de células
mesenquimais indiferenciadas, e a sua diferenciacdo em osteoblastos
depende de estimulos externos, como fatores de crescimento, horménios

e/ou interacdes celulares.

2. Ostedcitos: sdo osteoblastos incorporados a matriz Gssea
mineralizada, durante a osteogénese. Apresentam longas projecdes
citoplasmaticas, as quais delimitam canaliculos intercomunicantes,
constituindo assim uma rede de comunicacao entre as células e a superficie

ossea.

3. Osteoclastos: sé@o células grandes multinucleadas, formadas pela
fusdo de células mononucleares. Quando ativo € polarizado, onde parte da
membrana esta envolvida na absorgdo, por uma forte aderéncia a superficie
ossea, delimitando a zona absorvente da célula, denominada “borda em
escova” ou “borda franjada”. Com o inicio da absor¢do forma-se uma
depressao na superficie 0ssea junto a borda em escova, que é conhecida

como lacuna de Howship (Junqueira & Carneiro, 2004, Marx & Garg, 1998).



A interacdo da atividade de osteoblasto-osteoclasto sera responsavel
pela remodelacdo 6ssea, ou seja, a absorcdo e a neoformacdo éssea
continua que ocorre em todos os 0ssos (Rodan & Martin, 1982). Deste modo,
0s osteoblastos produzem fatores que irdo influenciar a diferenciacéo e
funcdo dos osteoclastos, dos quais alguns sdo depositados e armazenados
na matriz e outros secretados localmente em resposta a horménios ou fatores

locais.

Segundo Rodan & Martin (1982), os receptores para a maioria dos
fatores osteoliticos sdo encontrados nos osteoblastos e ndo nos osteoclastos.
In vitro, os osteoclastos absorvem 0sso como resposta a fatores liberados por
osteoblastos que sdo estimulados (McSheehy & Chambers, 1986), e 0s
componentes da matriz 6ssea atuam na atracao e ativacao dos osteoclastos
(Thesingh & Burger, 1983). Com a finalidade de equilibrio, a absor¢do 6ssea

libera fatores que irdo recrutar e ativar os osteoblastos (Amadei et al., 2006).

Um destes fatores que controlam o comportamento osteocléstico, é a
osteoprotegerina (OPG), descrita em 1997 por Simonet et al. Os autores
observaram que a sua superexpressdo em camundongos transgénicos
resultava em osteopetrose, pelo bloqueio da diferenciacdo de osteoclastos. A
OPG foi identificada e estudada funcionalmente, e observaram que, além de
esteréides e outros hormonios, novas moléculas secretadas podem atuar
sistemicamente no controle da diferenciacdo de osteoclastos. Pela
identificacdo de um receptor solivel que controla a osteoclastogénese
sugeriu que deveria existir um fator associado a este receptor, o qual foi
chamado de RANKL, ou fator de diferenciacdo de osteoclastos (ODF).
RANKL esta presente na membrana de precursores de osteoclastos, bem
como soluvel no microambiente 0sseo. A deficiéncia em RANKL leva a
osteopetrose (Karsenty, 1999)



2.2 — MATERIAIS OSTEOSUBSTITUTOS

O organismo esta sujeito a inumeras perdas, como por exemplo dental
e 0ssea, podendo levar a uma substituicdo tecidual indesejavel ou ineficiente,
guando se pensa em reabilitacdo com implantes. O tecido 6sseo como visto
anteriormente apresenta importante dinamicidade e versatilidade, com
diversas funcdes, dentre elas: protecdo de oOrgaos, reserva de célcio e
sustentacdo do corpo. Em situacBes especificas, como em doencas
osteodestrutivas ou acidentes com grandes perdas 6sseas, nem sempre &
possivel restabelecer forma e funcdo adequadas pela regeneracédo do tecido
perdido. Outros disturbios podem interferir no crescimento craniofacial, como
em casos de cranio-sinostose (Mardas et al., 2002), onde o organismo nao
consegue oferecer reparacdo adequada, o que prejudica o crescimento do
individuo. Segundo Service (2000), anualmente sdo realizadas
aproximadamente 450000 enxertos 6sseos nos [Estados Unidos

principalmente em casos de fraturas com perda tecidual.

Na odontologia, inUmeras sao as situacdes onde a funcdo dental é
prejudicada por perdas 6sseas, como na doenca periodontal, ou até mesmo
inviabilizam a reabilitacdo bucal, como em casos de pacientes edentados
totais que necessitam de reabilitacdo com implantes osteointegrados, porém
nao apresentam quantidade ou qualidade O6ssea favoraveis para a instalacao
dos mesmos. Boyne, em 1971, foi o pioneiro no estudo de enxertos 6sseos
com fins protéticos, o que possibilitou alguns anos depois a instalacdo de
implantes osseointegrados.

E importante distinguir enxertos de implantes. O enxerto ou transplante
€ um tecido ou 6rgado vivo, por conter células do doador, o que leva a
acreditar que sobreviva na regido receptora. Ja o implante, ao contrario, € um

material sem células viaveis (Bauer & Muschler, 2000).

Os biomateriais utilizados com o objetivo de restabelecer ou aumentar
os tecidos biolégicos devem apresentar propriedades fisicas, quimicas,
biomecanicas e biolégicas apropriadas para serem utilizados em pacientes,
apos serem caracterizados em testes in vitro e in vivo. Tais materiais devem

prover sitios de ancoragem celular, apresentar estabilidade mecanica,



proporcionar uma interface para a resposta a mudancas fisiologicas e
biologicas e remodelar a matriz extracelular, objetivando a integracdo com o
tecido nativo adjacente (Ge et al., 2004). Deseja-se com a utilizagdo de um
material ideal, estimulacdo da funcdo das células osteoprogenitoras e a
expressdo do fendtipo osteoblastico (Ohtsuki, 2009). Estes biomateriais
ganharam aceitacdo e sdo utilizados em aplicacdes meédico-odontologicas
para regeneracao, substituicdo ou aumento de tecido ésseo. Na odontologia,
sua utilizacdo visa a regeneracdo 0ssea em preenchimento de defeitos
periodontais, aumento de rebordo alveolar, implantes imediatos pos
exodontia, reconstrucdo maxilofacial, preenchimento de alvéolos pés
exodontia e fenestracdo ou deiscéncia associados a instalacdo de implantes
orais (Indovina & Block, 2002).

Em 1988, o Instituto Nacional de Saude Americano (The National
Institute of Health Consensus Development Conference on Dental Implants)
classificou os materiais para implante ésseo de acordo com sua origem em
trés grandes familias: autdégeno, aldogeno e aloplastico. Na atualidade outra
categoria vem sendo abundantemente empregada, o implante xenogénico
(Bunyaratave] & Wang, 2001; Ciani et al.,, 2006; Herculani et al., 2000;
Oliveira et al., 1999, Sicca et al., 2000, Zambuzzi et al., 2006).

7

O osso autdégeno € obtido a partir de areas doadoras do proéprio
individuo. O implante alégeno ja € obtido de individuos de espécie
semelhante ao receptor; e os implantes aloplasticos sdo o0s sintéticos,
podendo ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica. Os implantes
xenogénicos sao obtidos de individuos de espécies diferentes do receptor,

sendo o mais comumente utilizado de origem bovina (Carvalho et al., 2004).

O material autégeno tem sido preferido pelos profissionais devido as
suas excelentes propriedades osteogénica, osteocondutora e osteoindutora,
porém apresentam limitacbes quanto ao seu uso no que diz respeito a
morbidade do sitio doador, quantidade e qualidade do osso doador,
problemas de absorcdo durante a regeneragdo, problemas estruturais e
anatbmicos e prolongamento do tempo cirdrgico (Carvalho et al., 2004,
Ducheyne & Qiu, 1999; Silva et al., 2005; Su-Gwan et al., 2001). E conhecido



gue o processo de remodelamento que o enxerto autégeno sofre, gera
resultados imprevisiveis normalmente associados a uma intensa absorcéo
periférica (Aradjo et al., 2002). Tal absorcéo pode estar associada a auséncia
de células osteoprogenitoras viaveis apos o transplante, por apresentar uma
menor quantidade de osso cortical, visto que este 0sso tem uma elevada
concentracdo de proteinas de osso morfogenético (Misch, 2006) e pela
limitada revascularizacdo do enxerto, oriundas do osso receptor (Muramatsu
& Bishop, 2002).

Os biomateriais podem também ser classificados de acordo com
algumas de suas propriedades, sendo divididos em: osteogénicos,

osteoindutores e osteocondutores.

Os osteogénicos sdo 0s materiais organicos com capacidade de
estimular diretamente os osteoblastos a formar 0sso; os osteoindutores, por
sua vez, sdo materiais capazes de induzir a transformacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em pré-osteoblasto, e posteriormente
osteoblastos, aumentando assim o crescimento 6sseo ou, até mesmo,
formando o0sso ectopico, e 0s osteocondutores (geralmente inorganicos,
materiais desproteinizados) favorecem a migracéo, proliferacdo e maturagcao
das células progenitoras, além de conduzirem a aposicdo do novo 0Sso em
sua superficie a partir de tecido 6sseo preexistente nas bordas da lesdo
(Urist, 1965; Cypher, 1996; Granjeiro, 2005).

Tais substitutos 6ésseos podem sofrer modificacbes no seu
processamento, interferindo assim nas caracteristicas do material, com
relacdo a osteoinducdo, osteoconducéo, e estes sdo focos de interesse da

bioengenharia.

Outra classificacdo pode ser utilizada em funcdo das caracteristicas
fisico-quimicas resultantes do processamento dos biomateriais, sendo
divididos em organicos e inorganicos. O 0sso bovino sofre um processo de
desmineralizagdo em condi¢des controladas de pH e temperatura, para a
remocdo dos componentes inorganicos e celulares, deixando como residuo
predominantemente colageno tipo | e, em algumas vezes, residuos de fatores

de crescimento. O 0SS0 passa por um processo de desproteinizagdo por meio



de processos termo-quimicos, 0s quais removem a porcao organica, restando
fundamentalmente hidroxiapatita (HA), obtendo assim um material inorganico.
Tanto os biomateriais organicos como os inorganicos podem ser encontrados
em blocos ou particulados em diferentes granulagbes (macro ou micro

particulas) (Carvalho et al., 2004).

Nas ultimas trés décadas, inumeros biomateriais foram desenvolvidos,
buscando-se derivados inorganicos para serem utilizados como
preenchedores e substitutos para 0ssos, por serem materiais biocompativeis,
bioativos e com capacidade osteocondutora em relagcéo ao tecido hospedeiro
(De Groot, 1980; Granjeiro et al., 1992; Bonachella et al., 1992; Burstein et
al., 1997; Dorozhkin, 2010,). Além de fornecer uma estrutura de suporte para
a osteoconducdo, proverdao também um alto contetddo de célcio e fésforo, que
sdo primordiais para a neoformacéo éssea (Sciadini et al., 1997).

A hidroxiapatita apresenta estrutura similar entre as espécies (Le
Geros, 1991), fato este que foi comprovado em inimeros estudos quanto a
biocompatibilidade da matriz inorganica bovina como material para enxerto
0sseo (Masters, 1988; Oliveira et al., 1999).

O Bio-Oss® (Osteohealth Co.) é um material proveniente de 0sso
bovino inorgéanico, e com larga utilizagdo no mercado. Tal material € uma
matriz 6ssea mineral obtida apds a remocédo de componentes organicos do
0sso bovino medular. Por ter semelhanca estrutural é fisica e quimicamente

comparavel a matriz mineral do 0sso humano.

Hislop et al. (1993) observaram diferentes resultados na utilizacdo do
Bio-Oss® em reconstru¢cdes 6sseas humanas, com melhores resultados em
pacientes submetidos a cirurgia ortognatica, e 0s piores em pacientes com
necessidade de aumento de rebordo alveolar. J& em pacientes com defeitos
hipoplasicos (sindrdmicos) e em pacientes que necessitavam de correcao

pos-trauma, obtiveram resultados medianos.

As propriedades do material poderiam ser melhoradas acrescentando-
se alguns fragmentos de o0sso autdgeno. Entretanto, diversos estudos

demonstraram as possiveis variacoes de utilizacdo para o 0SS0 inorganico



bovino (Bio-0Oss), e que sao obtidos resultados satisfatérios quando sdo bem

indicados.

Os materiais aloplasticos sdo produzidos com grande controle na
composicdo e propriedades, sendo otimizados para aplicacdes especificas.
As ceramicas bioativas sdo importantes materiais de implantes 0sseos
sintéticos, como a hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (TCP) e biovidros
ceramicos (BG) (Ducheyne & Qiu, 1999; Misch, 2006). De acordo com as
propriedades (absorviveis ou n&o, densos ou porosos, cristalinos ou
amorfos), tais biomateriais podem modificar o resultado clinico final de sua
aplicacao (Conz et al., 2005, Misch, 2006).

Quanto a cristalinidade, as hidroxiapatitas altamente cristalinas
apresentam maior resisténcia as alteracfes e absor¢cdes em longo prazo,
enquanto que aguelas com menor cristalinidade sdo mais suscetiveis a

decomposic¢do, sendo assim absorvidas mais rapidamente (Aoki, 1994).

O tamanho de particulas dos materiais implantados é outro fator que
influencia diretamente no sucesso da reparagdo 0ssea (Sicca et al., 2000).
Sugere-se que particulas com tamanhos em escala nanométricas e cristalina
de materiais de fosfato de célcio podem favorecer a promocédo de adeséao de
osteoblastos (Balasundaram et al.,, 2006). Observou-se também que
particulas com dimensdes maiores permaneceram mais tempo no local
implantado sem ser absorvida (Misch, 2006). Em materiais particulados
encontra-se uma melhor formacao 6ssea numa regido pos-exodontia quando

comparado com um material sélido (Indovina & Block, 2002).

Outra caracteristica de extrema importancia da hidroxiapatita é a
porosidade, que esta relacionado, quando os poros estdo presentes, com 0
aumento da area de superficie, proporcionando assim um maior contato do
material com os tecidos e células (Aoki, 1994). A rede de interconexdo de
poros é favoravel para a circulagdo dos fluidos teciduais e sanguineos, os
guais transportam nutrientes e ions minerais essenciais para 0 processo
funcional e biologico. Quando os poros apresentam pequenas dimensoes e

em quantidade diminuida irdo dificultar a circulacdo dos fluidos através dos



granulos, o que consequentemente pode restringir o crescimento tecidual e

formacéo 0ssea, reduzindo a bioperformance dos granulos (Liu, 1996).



2.3 -PROTEINAS MORFOGENETICAS OSSEAS (BMPs)

2.3.1 — Histdria e desenvolvimento das Proteinas Morfogenéticas Osseas
(BMPs)

2.3.1.1 — Formacé&o e reabsorcao 0ssea

O inicio da formacdo do tecido 6sseo humano se da durante o
desenvolvimento embrionario, jA o crescimento e 0 desenvolvimento 0sseo
seguem até a idade adulta. Ao longo da embriogénese, a formacdo éssea
ocorre através de dois processos, que envolvem a transformacdo de um
tecido mesenquimal, previamente formado, em tecido 6sseo, podendo ser
uma diferenciacdo direta de células mesenquimais em osteoblastos,
ossificacdo intramembranosa, dando origem aos 0ssos chatos (ossos do
cranio) (Opperman, 2000). Ou ainda uma substituicdo de um molde
cartilaginoso por o0sso, ossificacdo endocondral, originando a maioria dos

0ssos do corpo (fémur, amero, tibia) (Ornitz & Marie, 2002).

Ao longo da ossificacdo intramembranosa (Figura 1), ocorre uma
proliferacdo das células mesenquimais da crista neural, que posteriormente
condensam-se em nddulos compactos, e algumas delas se desenvolvem em
capilares, enquanto outras se transformam em osteoblastos. Estes ultimos,
secretam uma matriz composta de proteoglicanas e colageno, a qual se
calcifica pela ligacdo de sais de calcio. Em geral, os osteoblastos s&o
separados da regido de calcificacdo por uma camada de matriz dssea
secretada por eles, podendo ocorrer o aprisionamento nesta camada
calcificada, sendo chamado de ostedcito. Com o desenvolvimento da
calcificacdo, espiculas 6sseas sdo formadas para fora da regido inicial da
ossificacdo. Esta zona de espiculas calcificadas é envolta por uma densa
camada de células mesenquimais, que formam a membrana que reveste o
0SS0, 0 peridsteo. As células da superficie interna do peridésteo também se
tornam osteoblastos, que depositam matriz ostedide paralelamente as
espiculas existentes, resultando, assim, na formacédo de diversas camadas
de o0sso. As proteinas morfogenéticas 6sseas (Bone Morphogenetic Proteins,
BMPs) e o fator de transcricdo Runx2 participam neste tipo de ossificacao.
Particularmente, BMP2, BMP4 e BMP7 induzem, diretamente, a



diferenciacdo osteoblastica de células mesenquimais. Tem sido demonstrado
gue estas proteinas ativam a expressao de Runx2, e que seu mRNA se
encontra nas condensacdes de células mesenquimais, as quais formam 0sso
(Ducy et al., 1997).

Mesénquima Blastema osseo Osteoblastos  Tecido dsseo
primano
Figura 1: Inicio da ossificagdo intramembranosa. Células do mesénquima se
tornam arredondadas e formam um blastema no qual, por diferenciacao,
originam-se 0s osteoblastos que produzem tecido ésseo primario. (Livro:
Histologia Béasica; Junqueira e Carneiro, 2004).

Durante a ossificacdo endocondral (Figura 2) ha a formacdo de
cartlagem a partir de agregados de células mesenquimais, que
posteriormente sao substituidas por osso. Tal ossificacdo é dividido em cinco
fases. Primeiro ocorre a diferenciacdo das células mesenquimais em
condrécitos, com liberacdo de fatores paracrinos que induzem a expressao
dos fatores de transcricio Paxl e Scleraxis por parte das células
mesenquimais (Cserjesi et al., 1995; Sosic et al., 1997). Durante a segunda
fase, as células se condensam em ndodulos, detectando-se a expressao do
gene Sox9 nas condensacdes cartilaginosas. Na terceira fase, ha uma
proliferacdo acelerada dos condrocitos, formando um modelo para o 0sso, e
durante sua divisdo, secretam matriz celular de cartilagem. Na quarta fase,

tais condrocitos param a proliferagdo e aumentam seu volume celular,



tornando-se condrdcitos hipertroficos. Assim, estas células alteram a
composicdo da matriz que secretam, permitindo sua mineralizacéo. Na ultima
fase, o cartilagem é invadida por vasos sanguineos, ocorrendo a apoptose
dos condrécitos hipertroficos (Rajpurohit et al., 1999). Nos ossos longos, este
tipo de ossificacdo comeca no centro do 0sso e se estende para as
extremidades. As areas cartilaginosas nas extremidades destes 0ssos sdo
denominadas de placas de crescimento epifisearias, as quais contém trés
regibes: uma com condrécitos em proliferacdo, outra com condrocitos

maduros e outra com condrdcitos hipertréficos (Chen et al., 1995).
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Figura 2: Formagédo de um osso longo a partir de um modelo cartilaginoso.



Cartilagem hialina, pontilhado; cartilagem calcificada, negro; tecido 0sseo,
tracos obliquos. As cinco figuras da fileira horizontal do centro representam
cortes transversais da parte media das figuras da fileira superior. Notar a
formacdo do cilindro (ou colar) ésseo na parte media do modelo de
cartilagem hialina, onde se inicia o processo de ossificacdo. O desenho
mostra que a fusdo da diafise com as epifises, que determina a parada do
crescimento do 0sso, ocorre em momentos diferentes, n0 mesmo 0Sso.

(Livro: Histologia Basica; Junqueira & Carneiro, 2004).

Por ser um sistema dindmico, o tecido 6sseo, mesmo no individuo
adulto, apresenta-se ativo metabolicamente e a manutencdo da matriz se da
pelo balanco entre as atividades de sintese e de reabsorcdo 0ssea, as quais
refletem, respectivamente, as atividades antagonistas de osteoblastos e
osteoclastos (Hadjidakis & Androulakis, 2006). Este processo é determinado
pela carga genética individual, sendo dependente de regulacdo enddcrina,
bioquimica e ambiental. A remodelacdo Ossea ocorre em quatro etapas
distintas, ocorrendo, em primeiro lugar, a ativacdo dos pré-osteoclastos, que
se diferenciam em osteoclastos maduros (etapa de ativacdo) e secretam
prétons, acidificando a lacuna de reabsorcdo, O que causa a
desmineralizacdo do o0sso e expbe a matriz organica a acdo de
metaloproteinases (MMPs). Quando a cavidade atinge certa profundidade, a
reabsorcdo cessa (inversdo) e ocorre o recrutamento dos pré-osteoblastos
para a cavidade 6ssea recém formada. Sob a acao de hormonios e fatores de
crescimento, estes pré-osteoblastos se diferenciam em osteoblastos, que
formam novo osso na cavidade. Desta forma, o 0sso é continuamente
absorvido e formado, a fim de manter constante o volume ésseo e a
homeostase de calcio nos vertebrados (Teitelbaum, 2000). Apesar de ter uma
grande capacidade regenerativa, em alguns casos, a resposta do organismo
é insuficiente para a reparagdo completa de uma lesdo, como em lesbes
extensas, infeccbes (originadas de procedimentos incorretos, cistos ou
doenca periodontal), tumores e defeitos congénitos. Devido a esses fatores,
inimeros trabalhos tém procurado alternativas para auxiliar e/ou estimular a

regeneracdo  Ossea, desenvolvendo, assim, diversos materiais



osteosubstitutos e técnicas alternativas de tratamento (Rose & Oreffo, 2002;
Gamradt & Lieberman, 2004).

O campo da Engenharia de Tecidos surgiu como consequéncia da
combinacdo dos principios de Engenharia, Quimica e Ciéncias Bioldgicas
para o desenvolvimento de substitutos naturais que permitissem restaurar,
manter ou melhorar a funcéo dos tecidos (Nerem, 1992; Langer & Vacanti,
1993). Tal area da engenharia utiliza células isoladas para substituir funcoes
especificas, substancias que induzem a proliferacdo de células e tecidos
(fatores de crescimento), ambas combinadas a matrizes, que atuam como
suportes (carreadores) para células ou proteinas. Inimeros trabalhos tém
descrito o potencial da Engenharia de Tecidos aplicados na reparacao 0ssea.
Para o sucesso desta reparacao, é fundamental a utilizacdo de um arcabouco
osteocondutor, para adeséo e funcionamento das células osteoprogenitoras,
bem como o uso de fatores de crescimento que irdo atuar na osteoinducao
(Rose & Oreffo, 2002). Tais fatores sao citocinas (proteinas extracelulares ou

peptideos) responséveis pela sinalizagéo celular.

Os fatores de crescimento apresentam potenciais aplicaces clinicas
podendo ser utilizados na formacdo e reparo 6sseo, e em outros tecidos
conjuntivos, podem ser agrupados de acordo com suas atividades biolégicas,
onde incluem-se as proteinas da superfamilia “transforming growth factor-b
(TGF-b)”, os fatores de crescimento semelhantes a insulina (“insulin-like
growth factors”, IGFs), fator de crescimento derivado de plaquetas (“platelet-
derived growth factor”, PDGF), fatores de crescimento fibroblasticos
(“fibroblast growth factors”, FGFs) e o fator de crescimento epidermal
(“epidermal growth factor”, EGF) (Long, 2001; Lieberman et al., 2002). A
origem e as principais fun¢fes destas proteinas estdo detalhadas na Tabela
1.



Tabela 1: Origem e principais funcdes de fatores de crescimento relacionados

ao reparo e formacéo déssea.

Citocina Simbolo Fonte Funcgbes

Fator TGFB Matriz extracelular Inicia diferenciacao de células

transformador de cartilagem e mesenquimais pluripotenciais. Produz

de crescimento 0Ss0; plagquetas. proliferacdo de condro e osteoblastos; regula

beta sintese de colageno e proteoglicanas.

Proteinas BMPs Matriz extracelular Inicia formacéo Gssea pela diferenciacdo de

morfogenéticas de 0ss0; células mesenquimais pluripotenciais em

Osseas osteoblastos; condro e osteoblastos; inicia diferenciacido
osteoprogenitores de osteoprogenitores em osteoblastos;

influencia  diversos aspectos durante
“patterning” no esqueleto e desenvolvimento.

Fator de IGFs Condrdcitos, Induzem proliferacdo e diferenciacdo de

crescimento osteoblastos, osteoprogenitores.

semelhante a matriz extracelular

insulina Ossea.

Fator de PDGF Plaquetas, células Estimula a proliferacdo de osteoblastos e

crescimento endoteliais, condrécitos; atua como mitdbgeno em

derivado de mondacitos. osteoblastos e células mesenquimais; € um

plaguetas fator quimiotatico para macréfagos.

Fator de FGFs Osteoblastos, Estimulam crescimento de osteoblastos,

crescimento condrdécitos, condrécitos e células mesenquimais;

fibroblastico macrofagos, estimulam  diferenciagdo  de  células
células pluripotentes; participam em angiogenese.
mesenquimais.

Fator de EGF Células epiteliais Induz o desenvolvimento de células

crescimento
epidermal

e fibroblastos.

endoteliais; estimula angiogenese.




O conhecimento da atuacdo destes fatores de crescimento é de
extrema importancia para abrir caminhos para sua utilizacdo no tratamento
de diversas doencas relacionadas a reparacéo tecidual, fraturas, entre outros.
Por exemplo, no reparo 6sseo em fraturas, tem sido proposto que este
processo reflete o fendbmeno de ossificacdo endocondral que acontece
durante a embriogénese, sendo isto confirmado por diversas evidéncias, que
dirigem esfor¢cos para o estudo e utilizacdo destas proteinas no reparo 6sseo
(Linkhart et al., 1996; Le et al., 2001). Dentre as proteinas citadas na Tabela
1, principalmente as BMPs, tém um importante potencial biotecnologico e

terapéutico, relacionado principalmente, ao reparo 6sseo e dental.

O tecido 6sseo endocondral e intramembranoso apresentam sintese
de BMPs. No entanto, cerca de 60% do mRNA total no o0sso
intramembranoso codifica BMP-2, 5, 6 e 7, enquanto a codificacdo da BMP-3,
4, 8 e 9, somam menos de 10% do total. Estes dados destacam o papel
crescente do BMP-2 e 7 (proteina osteogénica-1, OP-1), estando diretamente
empenhados em regular a proliferacao, diferenciacao e apoptose das células
Osseas (Wei et al. 2008), além disso aumentam a atividade da fosfatase
alcalina in vitro, observadas em células pré-osteoblasticas da calvéaria de rato
(MC3T3-E1) (Yamaguchi et al., 2000).

A seqUéncia de aminoacidos da OP-1 apresenta aproximadamente
60% de similaridade com BMP-2 e, durante as fases iniciais; a OP-1 mostra
uma resposta condrogénica intensa e estimula, entdo, a resposta
osteoblastica. As investigacbes foram conduzidas para verificar os efeitos
biolégicos da OP-1, principalmente em relacdo a osteogénese, e tem sido
demonstrado que estimula a proliferacdo celular, sintese de colageno e
diferenciacdo dos osteoblastos. Estudos em animais mostraram que esta

proteina € capaz de induzir a ossificagdo endocondral em defeitos no

segmento osteoperiostal (Sampath et al., 1993).



2.3.1.2 — Primeiras Descri¢cdes sobre as Proteinas Osseas Morfogenéticas

Na década de 60, varios pesquisadores investigaram o mecanismo de
calcificacdo em tecidos extra 0sseos. Urist e cols. em seus experimentos
visando testar sua teoria da calcificacdo, observou que a matriz 6ssea
desmineralizada que implantava em sitios subcutaneos e intramusculares de
ratos e coelhos resultaram na formacdo de nova cartilagem e 0sso,
elucidando assim o funcionamento de fatores protéicos, que deu base para
estudos de isolamento das BMPs, ampliando seus conhecimentos. Tais
glicoproteinas 0sseas apresentam baixo peso molecular e se mostraram
empenhadas na formacéo 6ssea ectopica (Urist et al., 1976). Neste cenario,
a matriz 6ssea passou a ser o material de escolha para o isolamento e
purificacdo de BMPs (Bessho et al., 1991).

Em 1938, Levander realizou experimentos em série conduzidos para o
estudo da reparacdo Ossea, relatando inicialmente a implantagcdo de
fragmentos d&sseos vivos de 1,0 a 15 cm de comprimento tanto
subcutaneamente quanto intramuscularmente. Tais fragmentos tinham o
periosteo removido, e em alguns casos uma camada o6ssea superficial
também era removida. Com a obtencdo do osso formado ectopicamente,
demonstrou que nem o peridsteo e nem as células da superficie ou do interior
do enxerto, eram as responsaveis pelo crescimento 6sseo. Por ser evidente
gue o novo 0sso era formado no tecido mesenquimal circundante ao enxerto,
foi proposto que deveria haver algum agente estimulante originado do
enxerto, que possivelmente seria uma substancia solavel no tecido linfatico.
Em experimentos subseglentes, extratos alcodlicos de 0sso eram injetados
intra-muscularmente, resultando em 22% de sitios com formacéo
cartilaginosa ou 6ssea. No grupo controle foi realizada injecdo alcodlica de
similar concentracdo e volume, ndo resultando em desenvolvimento de 0sso
e capaz de ativar células mesenquimais a formar tecido O6sseo. Este
raciocinio seria uma razoavel explicagdo para a formacdo de o0sso apos
trauma muscular, assim como a possibilidade desta substancia estar no

sangue e causar outras formas de osteogénese ectdpica (Levander, 1938)



Em 1945 estudo com implantacdo de cartilagem e extratos alcodlicos
de epifises cartilaginosas de ossos longos de coelhos, constatou que a
formagdo Ossea observada era decorrente de um fendbmeno de indugéo
originado de uma substancia ou de um grupo delas dentro da cartilagem que

foi denominada de osteogenina (Lacroix, 1945).

Ja em 1949, desafiando a hipdtese da existéncia de uma substancia
osteogénica especifica, descobriu-se que um nimero de animais desenvolvia
0sso e cartilagem apds a injecdo de alcool puro. Posteriores investigacdes
com outras substancias irritantes revelaram algumas situagdes interessantes.
A quantidade de osso e cartilagem formada era aumentada nos animais que
se exercitavam e as maiores quantidades de osso eram formadas em
animais jovens comparativamente aos animais mais velhos. Tais evidéncias
ndo eram suficientes para provar a hip6tese sobre essa substancia
osteogénica, e que infelizmente as investigacdes anteriores eram realizadas
em coelhos, animais que manifestam alta incidéncia de formacao
cartilaginosa e de 0sso ectépico, ap0s varios tipos de experimentos (Heinen
et al., 1949).

Mais de 20 tipos de BMPs foram identificadas. BMPs, 2, 3, 4,6, 7, 8 e
8-B podem ser produzidos por pré-osteoblastos (Van der Horst et al., 2002).

2.3.1.3 — Isolamento das Proteinas Osseas Morfogenéticas

Apesar de nao ter sido Urist o primeiro a especular sobre a existéncia
de uma substancia osteoindutora, este foi o responsavel pela maior parte do
trabalho precoce envolvido no isolamento da proteina 6ssea morfogenética.
Como néo sabia o caminho, nem o que procurar, ficou envolvido em
pesquisas durante muitos anos, 0 que resultou em muitas informacdes com
relacdo a métodos e procedimentos para a obtencéo de resultados positivos
para a formacdo 6ssea, mas pouco em relacdo sobre o que especificamente

induzia esta formacéo (Urist, 1965).

Baseado em relatos conflitantes de pesquisadores sobre o uso de

matriz 0ssea descalcificada com o objetivo de preencher defeitos 6sseos



cirdrgicos, induziu ao pensamento de que para avaliacdo da capacidade
osteoindutora de um implante de osso desmineralizado, tal implante deveria
ser enxertado longe do o0sso ortotdpico, subcutaneamente ou

intramuscularmente (Van de Putte & Urist, 1966).

Baseado em observacdes e literatura prévia sobre matriz Ossea
descalcificada, pode-se observar que implantes de osso descalcificado tanto
em &acido citrico como em EDTA (acido etilenodiamino tetracético) geravam
resultados negativos, ja 0sso descalcificado em acido hidrocloridrico induzia
a osteogénese. Quando era descalcificado em &cido nitrico promovia intensa
reacdo inflamatéria, rapida desintegracdo do implante sem sinais de
formagdo 6ssea. Utilizando baixas concentracdes de EDTA a 4°C e pH
neutro era produzida uma formacdo 6ssea limitada em ratos e coelhos,

porém nenhuma formacg&do em porcos (Van de Putte & Urist, 1966).

Melhores resultados positivos foram obtidos quando utilizou-se acido
cloridrico (HCI) diluido (0,6N) a 2°C em um periodo menor que 3 a 5 dias
seguindo da lavagem em 0,15M cloreto de sédio (NaCl) ou alcool a 70%.
Algumas modificacdes neste método de preparo ajudaram na localizacdo de
componentes presentes no 0SSO que continham  propriedades

morfogenéticas.

No final da década de 60, estavam presentes evidéncias da substancia
responsavel pela inducdo 6Ossea intimamente relacionada ao coldgeno do
0sso0. Entretanto era incerto o funcionamento da propriedade indutora, se
estava relacionada as caracteristicas quimicas ou se a estrutura fisica do
colageno de alguma maneira direcionava o mecanismo de diferenciagédo das

células mesenquimais (Urist, 1977)
2.3.1.4 — Difusdo transmembrana

A inativacdo do substrato indutor era promovida pela pulverizacdo da
matriz 6ssea, supostamente tanto pela desnaturagdo da estrutura protéica
(Urist, 1977) quanto pela alteracdo da sua geometria (Sampath & Reddi,
1984). Entédo, foi proposto um experimento para analisar a atividade

morfogenética de varios tamanhos de particulas 0sseas, onde utilizava-se



preparacdes de matriz 0ssea pulverizada em um moedor por congelamento a
-199°C com o objetivo de minimizar a possivel desnaturacdo protéica
resultante do aquecimento. Cameras de difusdo confeccionadas de
membrana de acetilcelulose com 15um de espessura e possuindo poros de
0,45um também eram utilizadas para o proposito de determinar se as
caracteristicas fisicas das particulas por si préprias seriam um importante
fator, ou se a inatividade observada pelas menores particulas era um fator de
rapida difusdo e desaparecimento do substrato indutor antes das células
capazes de inducdo chegarem ao local. Cameras de difusdo com espessura
variando de uma a cinco membranas eram utilizadas para este experimento.
Implantes controle eram colocados do lado de fora das membranas, e nestes,
as particulas com tamanho variando entre 400-1000um resultaram na
formacdo de novo 0sso, enquanto que particulas variando entre 79-149 e 44-

74um ndo produziam Nnovo 0SSO.

Em cameras com apenas uma membrana, particulas de 44-74um nao
produziam novo 0sso, e em cameras duplas os sitios de teste produziam
osteogénese por meio da membrana. Também demonstrou-se que, com
maior tamanho de particula, 400-1000um, a quantidade de novo 0sso
formado no lado externo das membranas diminuia da membrana mais
préxima para a membrana mais distante. Portanto, a quantidade de novo
osso formado era inversamente proporcional a distancia que a propriedade
morfogenética déssea deveria percorrer. Tal experimento embasou a
evidéncia de uma propriedade morfogenética de rapida difusdo quando
previamente ndo se acreditava em sua existéncia (Urist & Dowell, 1968). Por
meio da retencdo desta propriedade de difusdo por meio de varias
membranas, até as menores particulas que sdo mais sollveis e teriam sua
desintegracdo mais rapida eram capazes de induzir a formacdo de novo
0ss0. Um estudo posterior (Syftestad & Urist, 1979) revelou que a
pulverizacdo das particulas 6sseas em menos de 44um levava a inativacado
da propriedade morfogenética éssea, muito provavelmente pela formacéo de
radicais livres da absorcao de energia e quebra da cadeia molecular, ambas

levando a desnaturacao protéica. Estes estudos auxiliaram a confirmar que a



propriedade osteoindutora na matriz 6ssea era o resultado de uma proteina

0ssea morfogenética ndo colagénica.

2.3.1.5 — Purificacao

O isolamento e a purificacdo das BMPs tem sido dificil pelo fato da
baixa disponibilidade desta no osso quando comparada com outras proteinas
ndo colagénicas e também devido a sua relativa insolubilidade. No inicio da
década de 80, métodos que utilizavam grandes quantidades de 0sso e um
niamero de passos para separar diferentes fracdes das proteinas nao
colagénicas produziu um grupo de componentes com baixo peso molecular
gue demonstraram capacidade osteoindutora. Estudos preliminares
indicaram que o peso molecular da BMP bovina varia entre 12 e 30 kDa com
fortes evidéncias para um BMP com 17 a 18kDa. (Urist & Strates, 1971).

Objetivando determinar quais fracbes ou subfracdes estavam
envolvidas na formacdo Ossea, utilizou-se um método de reconstituicdo
(Sampath & Reddi, 1984), onde a proteina a ser testada era reconstituida
com matriz O6ssea colagena desprovida de BMP, e implantada
subcutaneamente. Se houvesse formacdo Ossea, era indicativo de uma

resposta positiva para a proteina implantada.

Em 1988 ocorreu um dos principais avancos nas pesquisas com BMP,
através de SDS-poliacrilamida gel de eletroforese, onde um grupo de
proteinas de 30kDa de osso bovino foram identificadas e desenvolvidos
clones recombinantes para cada uma. Utilizaram sequéncias de amino&cidos
de 16, 18 e 30kDa para desenvolver sondas para varreduras de bibliotecas
de DNA complementar (cDNA) bovino. Tais clones recombinantes obtidos
foram entéo utilizados para a varredura de cDNA humanas correspondentes.
Portanto, foram obtidas as BMP-1, BMP-2A e BMP-3 recombinantes
humanas e determinadas as caracteristicas bioquimicas e bioldgicas,

incluindo suas sequéncias de aminoacidos (Wozney et al., 1988).



2.3.2 — Mecanismo de ac¢ao e sinalizagao

A formacdo Ossea estimulada a partir de implantes de matriz 6ssea
desmineralizada obedece a uma sequéncia de eventos fundamentais, como:
proliferacdo e migracdo de células mesenquimais (CMs) ao sitio do implante,
diferenciacdo destas CMs em condroblastos seguida da formacgao de
cartilagem e, finalmente, a substituicio do molde cartilaginoso pelo tecido
0sseo. Antes deste processo ha a deposicao de fibronectina plasmatica na
superficie da matriz 6ssea desmineralizada implantada, que completa-se
apos 3 dias em contato com o0s tecidos e vasos sanguineos. A deposicao de
fibronectina, junto a outras proteinas, forma um filme delgado na superficie
da matriz éssea, favorecendo a adesdo de CMs. Sequencialmente, a
condrogénese é observada ap0s 5 dias, atingindo o seu pico entre 7-8 dias.
Apés 9 dias observa-se a hipertrofia dos condrdcitos e processos iniciais de
mineralizacdo, que culminam com o inicio da osteogénese, com a
substituicdo do molde cartilaginoso. O inicio da deposicédo 0ssea se da com a
diferenciacdo das CMs em osteoblastos maduros, que Sdo 0S responsaveis
pela deposicdo da matriz déssea. Além de mecanismos proprios de
diferenciacdo (Zambuzzi et al., 2008; Zambuzzi et al., 2009), a diferenciacao
de osteoblastos é estimulada por fatores indutores provenientes da
vascularizagdo local, a qual ocorre entre 10-11 dias (Pacicca et al., 2003). E
por fim, o osso endocondral neoformado sofre remodelagdo, onde sua nova

arquitetura bioldgica favorece a diferenciacao de células hematopoiéticas.

Assim como outros mecanismos de transducéo de sinal que traduzem
estimulos externos ao nudcleo, a sinalizacdo de BMP também envolve
receptores especificos, na superficie celular. Tais receptores sdo proteinas
transmembranas que conectam o0 compartimento extracelular ao
compartimento citoplasmatico. Neste, o0s sinais chegam a proteinas
especificas responsaveis em conduzir o sinal ao nucleo, onde modulam a
atividade de fatores de transcricdo. Desta forma, as BMPs interagem com
receptores de BMP do tipo Il (BMPRII) induzindo a sua ativacédo. Estando
ativado, o BMPR-II promove o recrutamento e a fosforilagdo dos receptores
de BMP do tipo IA (BMPR-IA ou ALK3) ou IB (BMPR-IB ou ALKG6). A

interagcdo entre estes receptores induz a fosforilagdo de mensageiros



intracelulares (Rosenzweig et al., 1995; Kawabata et al., 1995; Miyazono et
al., 2010), chamados de R-Smads, os quais dimerizam com Smad4 (também
conhecida como mediador comum, ou co-Smad) e sdo deslocados para o
nacleo, onde regulam a expressao de genes especificos.

Por sua vez, Smads sdo componentes de uma familia de mensageiros
citoplasmaticos cuja atividade depende diretamente da ativacdo de
receptores na superficie celular (Attisano & Lee-Hoeflich, 2001; Cao & Chen,
2005; Sieber et al., 2009). Os membros da familia de moléculas Smad sao
agrupados em 3 classes: Smads associadas ao receptor (R-Smads), que
incluem Smadl, 2, 3, 5 e 8; o mediador comum (co-Smad) Smad-4; e Smads
com caracteristicas antagbnicas ou inibitorias (I-Smads), as Smads 6 e 7.
Quando ativado pela interacdo com seu ligante, neste caso uma BMP, o
receptor fosforila R-Smads. A R-Smad fosforilada se dissocia do receptor e
forma um complexo heterodimérico com o co-Smad (Smad4), permitindo sua
translocacdo para o nucleo (Whitman, 1998). Uma vez no ndcleo, Smads
podem ativar uma grande variedade de fatores de transcri¢cdo, regulando a
ativacao de genes especificos (Attisano & Lee-Hoeflich, 2001; Cao & Chen,
2005; Sieber et al., 2009).

Ainda no compartimento citoplasmatico, sabe-se atualmente que o
mecanismo de sinalizacdo gerado pelos receptores de BMP pode interferir
em vias classicas, como aguelas reguladas pela ativacdo de MAPKs
(Mitogen-Activated Protein Kinase), culminando em respostas especificas,
como o controle da proliferacdo celular (Nohe et al.,, 2004). De um modo
geral, o sistema de transducdo de sinais disparados pelo complexo
BMP/receptor controla processos de diferenciacdo celular e apoptose.
Enquanto mecanismos que levam a diferenciagéo utilizam-se da atividade de

Smads, os demais que levam a apoptose necessitam de ativacdo de MAPK.
2.3.3 — Aplicacéo clinica

Inimeros estudos mostram a aplicacdo das BMPs em fusdo da coluna
vertebral, e quase a totalidade dos trabalhos concordam sobre os beneficios
da utilizacdo deste fator de crescimento. Sua utilizagdo vem mostrando

resultados superiores significativamente em comparagdo com 0S



tratamentos-padrdo, com relacdo a necessidade de intervencdes
secundarias, aceleracéo no reparo de fraturas e cicatrizacao de feridas, além

de taxas reduzidas de infeccéo (Carreon et al 2009; Garrison et al. 2007).

Diferentes &reas da Odontologia tém pesquisado a aplicacdo de
BMPs, como a Periodontia (buscando a regeneragéo do tecido 6sseo perdido
em funcdo da doenca periodontal), a Implantodontia (em casos de aumento
do volume 6sseo e levantamento do seio maxilar) e a Endodontia (em

capeamento pulpar direto e pulpotomias). (Nakashima, 2005).



2.4 -IMPLANTES OSSEOINTEGRAVEIS

Os implantes osseointegraveis vém sendo utilizados em larga escala
na odontologia (Albrektsson et al., 2008; Coelho et al., 2009), e com menor
frequéncia em cirurgias ortopédicas (Albrektsson et al., 1998; Carlsson et al.,
1986; Carlsson et al., 2006; Sundfeldt et al., 2003; Palmquist et al., 2008). A
osseointegracao € definida experimentalmente como um contato entre 0 0Sso
e o implante, visto em cortes histologicos (Albrektsson & Johansson, 2001) e,
clinicamente como uma anquilose e estabilidade do implante no osso
(Albrektsson & Zarb, 1993).

A osseointegracao observada em implantes com superficies de titanio,
foi considerada o resultado de uma resposta do tipo corpo estranho: o trauma
cirargico decorrente da implantacdo induz a um forte estresse oxidativo, e
resulta no aumento da producéo de radicais livres e derivados oxigenados na
superficie de titdnio, levando assim a um espessamento da camada de
superficie de diéxido de titanio (TiO,). lons célcio e fésforo da matriz 6ssea
sdo entdo incorporados na camada porosa de TiO,, tornando a interface
osso/implante altamente dinamica. No entanto, quando ha a contaminacdo ou
destruicdo da camada de TiO, ocorre a perda patolégica desta
osseointegracdo, denominada de periimplantite (Mouhyi, et al., 2009).
Atualmente, o termo osseointegracdo é usado também para superficies nao-
metalicas (Wenz, et al., 2008), embora 0s mecanismos bioquimicos

subjacentes sejam diferentes, pois n&o ocorre a oxidacao do titanio.

Muitos avancos nas pesquisas tém sido direcionados para melhoria da
interface osso / implante, objetivando acelerar a reparagcédo 6ssea e melhorar
a ancoragem do implante no 0sso, que normalmente seguem-se duas

abordagens diferentes (Albrektsson & Wennerberg, 2004).

7

Na primeira estratégia, a interface é melhorada quimicamente
mediante a incorporacdo de fases inorganicas, tais como o fosfato de calcio,
sobre ou na camada de TiO,. Esta modificacdo quimica inorgénica pode
estimular a regeneragcdo O0ssea e aumentar a interacdo bioquimica entre
proteinas da matriz 6ssea e a superficie dos materiais (Coelho et al., 2009).

Modificacdo bioquimica da superficie é uma variante desta primeira



estratégia e, especificamente, refere-se a incorporacdo de moléculas
organicas, como proteinas, enzimas e peptideos, para induzir células
especificas e respostas do tecido (Puleo & Nanci, 1999; Morra, 2007; Morra
et al., 2006; Morra, et al. 2009; Bussy et al., 2008)

7

Na segunda estratégia, a interface é melhorada fisicamente pela
arquitetura da topografia da superficie. Micrometricamente, o raciocinio para
tal abordagem € que um superficie rugosa apresenta uma area mais
desenvolvida do que um superficie lisa e, assim, aumenta a ancoragem
Ossea e reforca a interacdo biomecéanica do osso com o implante, pelo menos

até um determinado nivel de rugosidade (Coelho et al., 2009).

A nivel nanométrico, a rugosidade aumenta a energia da superficie,
melhorando a adsorcéo de proteinas da matriz, migracao de células 6sseas e
proliferacdo celular e, finalmente osteointegracdo (Wennerberg &
Albrektsson, 2010).

Muitas técnicas tém sido desenvolvidas durante os ultimos 30 anos
com o objetivo de melhorar a osseointegracao de um ponto de vista fisico ou
guimico (Coelho et al.,, 2009). As primeiras superficies osseointegraveis
foram produzidos por usinagem industrial de um implante de titanio em
massa, 0 que levou a superficies minimamente asperas com alguns micro-
sulcos residuais sequenciais. Apesar do sucesso clinico dessas superficies
usinadas, mais processos foram desenvolvidos para melhorar a
microtopografia da superficie, usando, por exemplo pulverizacdo com plasma
de titdnio, ataque acido ou aspersdo de abrasivos. Ataque &cido € muitas
vezes realizado com acido fluoridrico, nitrico ou sulfarico e suas
combinacdes. Aspersdo € realizada por projecdo de silica (jateamento de
areia), hidroxiapatita, alumina ou particulas de TiO,, e é seguida geralmente
por ataque &cido para homogeneizar o microperfil do implante e remover o

maximo possivel de particulas residuais.

Muitos processos de engenharia podem combinar as modificacbes
guimicas e fisicas da superficie. Por exemplo, anodizacéo eletroquimica da
superficie de titanio (Sul et al., 2006; Sul et al., 2005; Sul et al., 2009), pode

promover um espessamento em escala micrométrica e uma impregnacgao



ibnica da camada de TiO,, considerando que o colapso da superficie do
material resulta em estruturas porosas e associando a micro- ou nano
topografia (Sul et al., 2001; Sul et al., 2002).

Revestimento de superficie com diferentes tipos de ceramica é outra
tendéncia nesta area. Pulverizacdo de plasma de hidroxiapatita (PSHA) com
revestimento de 20-50 um de espessura podem ser aplicadas as superficies
micro-rugosas, fortalecendo as propriedades osteocondutoras; entretanto, a
resisténcia mecanica da interface entre o revestimento e o titanio é

considerada um ponto fraco, e as falhas de implantes tém sido relatadas.

A fim de melhorar revestimento PSHA, uma série de técnicas tém sido
desenvolvidos com o objetivo de produzir um revestimento com filme fino (<5
um), tais como deposicao de sol-gel, técnicas de revestimento por aspersao
(Yang et al., 2005), ou feixe de ions de deposicao assistida (IBAD) (Granato
et al., 2009; Coelho & Lemons, 2009). Alternativas a continuacdo dos
revestimentos finos também foram desenvolvidos, tais como a incorporagao
de nanoparticulas de fosfato de calcio usando discreta deposicéo cristalina
(DCD) para uma superficie de duplo ataque acido (Mendes et al., 2009) ou
baixa impregnacao de fosfato de célcio dentro do camada de 6xido (Bucci-
Sabattini et al., 2009).

Existem atualmente inGmeros processos de preparacao de superficie,
como: temperatura; pressdo; tempo; tipo e tamanho das particulas de
aspersdo; tipo e concentracdo dos ataques &cidos. Tais processos podem
ainda ser modificados, o que aumenta ainda mais o numero de tipos de

superficies.

A caracterizacdo precisa das superficies € um pré-requisito para que

seja possivel comparar e avaliar os resultados que foram obtidos.

Cada superficie do implante pode ser definida pelo constituicdo do seu
material de fabricacdo. Esta Ultima pode ser alterada por modificacdes
guimicas (ou bioquimicas) que introduzem ions especificos, cristais ou

moléculas, sobre ou dentro da constituicdo do material.



Atualmente os principais materiais de implantes osseointegraveis no

mercado sado: predominantemente titanio, e com menor utilizacdo a zirconia.

O titénio que é usado na maioria dos casos sao os de grau 4 ou 5, por
apresentarem excelentes propriedades quimicas e mecénicas. O titanio Grau
4 (GA4Ti), também chamado comercialmente de titdnio puro, tem menos de
1% de impurezas, como ferro e oxigénio. O titanio Grau 5 (G5Ti), também
chamado Ti-6Al-4V, é uma liga de titanio, que incorpora 6% aluminio e 4% de
vanadio, apresentando assim, maior resisténcia mecéanica. Os implantes de
zircbnia séao feitos de zircénia policristalina de itrio- estabilizado tetragonal (Y-
TZP) ou zircbnia de itrio- parcialmente estabilizado (PSZ-Y) (Wenz et al.,
2008).

Uma questdo importante € definir qual a espessura da parte periférica
do material do implante que pode ser considerada como a superficie. Em
termos fisicos, a superficie poderia ser definida como a camada externa,
aquela que apresenta poucos nanOmetros de espessura. Em muitos
implantes de titanio, a antiga espessura da camada de TiO2 varia de 10 a
100 nm (Jarmar et al., 2008) e poderia aumentar para micrometros em
implantes anodizados (Sul et al., 2001; Sul et al., 2008).

Sao necessarios diferentes ferramentas para que seja possivel realizar
a andlise de superficies de implantes. Diferentes técnicas de espectroscopia
sdo usadas, para que seja definida com precisdo a composicdo atbmica da
superficie, a qual apresenta uma topografia irregular em escala micro e

nanométrica.

As modificacbes das superficies podem ser por: impregnacao,

revestimento ou polui¢éo.

As modificagbes quimicas ou bioquimicas no material da superficie
podem ser superficiais ou integradas, que podem ainda ser subdivididas nas
modificacdes de categorias modificacdo de impregnacdo (residual, alta ou

baixa) e revestimento (continuas, descontinuas ou aspergido).

Impregnacdo aqui implica que a quimica ou bioquimica adjuvante é

totalmente integrada dentro do material. Por exemplo, cristais de fosfato de



célcio dentro da camada de TiO, da superficie podem ser considerados como
impregnados (Bucci-Sabattini et al., 2009). Diferente graus de impregnacao
podem ser distinguidos. O limite méximo de 1% e 5% de modificagdo quimica
do material para impregnacéo, respectivamente, residual e baixa, parecem
relevantes (Bucci-Sabattini et al., 2009; Kang et al., 2009; Morra et al., 2003).

Revestimento, por outro lado, significa que o produto quimico ou
bioquimico adjuvante permanece apenas superficialmente associado com o
material (mesmo que a impregnacao parcial possa ser inevitavel) (Coelho et
al., 2009).

A questdo final € como classificar a contaminacdo ou poluicdo das
superficies. Esta forma de poluicdo pode ter um impacto significativo sobre os
resultados bioldgicos. Se o CO, do ambiente e contamina¢cdes de nitrogénio
do ar séo inevitaveis e normais para um nivel razoavel (Kang et al., 2009;
Morra et al., 2003), o tratamento de superficie inadequada e manipulagéo do
implante (durante o acondicionamento, por exemplo) pode levar a
contaminacao organica grave (indicado por uma espessa camada de carbono
sobre o implante) ou de alta poluicdo inorganica com ions inesperados
(magnésio, enxofre, silicio, calcio, zinco) (Morra et al., 2003). Este tipo de
poluicdo de superficie é tipicamente homogénea em todo o implante, e ndo

deve ser confundido com modifica¢cdes quimicas ou bioguimica controladas.

A maioria dos materiais usados em implantes (TiO,, zirconia, HA),
todos mostram uma arquitetura cristalina especifica. O TiO,, por exemplo,
pode ser encontrada na fase amorfa ou em trés principais formas cristalinas
sobre uma superficie de implante, com propor¢cdes muito diferentes (Jarmar
et al., 2008).

Quanto a sua topografia, a superficie € caracterizada geralmente por
um sucessao de picos e vales, que podem ser quantificados usando perfis 2D
ou parametros 3D, embora a avaliacdo 3D seja mais exaustiva do que a 2D
(Albrektsson & Wennerberg, 2004; Wennerberg & Albrektsson, 2000).

Superficies micro e nanométricas devem ser caracterizadas separadamente.



Na microescala, a topografia de uma superficie de implante pode
aumentar a superficie de contato entre o 0sso e o0 implante e,
consequentemente, a conexdo biomecénica entre o o0sso e implante
(Albrektsson & Wennerberg, 2004). No entanto a biologia éssea baseia-se
num turn-over anabolismo/catabolismo, com uma taxa de formacédo 6ssea e

remodelacdo 0ssea superiores a 50 um (Bobyn et al., 1980).

As microestruturas sao definidas pelo seu numero de dimensoes.
Superficies microrugosas apresentam uma dimensdo micrométrica (alturas
dos picos). Micropadrdes tém duas dimensfes micrométricas (dimensdes dos
padrdoes repetitivos), como 0s microporos criados por anodizagao.

Microparticulas tém trés dimensdes micromeétricas.

A rugosidade dos implantes osseointegrados é classificada geralmente
em quatro categorias com base na amplitude do desvio da altura média (Sa)
de uma superficie (Albrektsson & Wennerberg, 2004; Wennerberg &
Albrektsson, 2010). A categoria de rugosidade deve ser sempre
complementada com os parametros que descrevem a natureza exata das
microestruturas (rugosa, padronizada, particulada), bem como a densidade

espacial (achatado, robusto).

Na escala nhanométrica, a topografia da superficie texturizada aumenta
a energia de superficie. Uma alta energia de superficie aumenta a sua
molhabilidade em sangue, e na propagacao e ligacao de fibrina e proteinas
da matriz. Deste modo, favorece a adeséo celular e cicatrizacdo de tecidos,
especialmente imediatamente apds implantacdo, que é um ponto importante
no processo de osseointegracdo. Nanotopografia pode também diretamente
influenciar a proliferacéo e diferenciacéo celular, pois tem sido sugerido que
estruturas nanométricas podem modular o comportamento celular (Mendonga
et al., 2008; Mendonca et al., 2009; Vetrone et al., 2009; Dalby et al., 2006).

Por definicdo, todas as superficies mostram nanotopografia, mas néo
todas apresentam nanoestruturas significativas. A nanoestrutura € um objeto
de tamanho intermediario entre estruturas moleculares e micrométricas, e
muitas vezes definida entre 1 e 100 nm. Quando descreve-se nanoestruturas

€ necessario diferenciar entre o nimero de dimensdes em nanoescala.



Superficies nanotexturizadas tém uma dimensado de escala nanométrica
(altura de pico), que também pode aparecer em formas repetitivas e
homogéneas, como nanorugosidade (Bucci-Sabattini et al., 2009). Padrbes
nanomeétricos tém duas dimensdes em nanoescala, isto é, as dimensdes de
padrdo repetitivo sdo nanométricas. Exemplos destes sdo os nanotubos
produzidos por anodizacédo (Bjursten et al., 2009; Kodama et al., 2009), ou
superficies nanopadronizadas produzidas quimicamente (Vetrone et al.,
2009; de Oliveira et al., 2007). As nanoparticulas tém trés dimensdes em
nanoescala, ou seja, cada uma das suas trés dimensdes espaciais sao na

faixa de nandmetros.

Repetitividade e homogeneidade sdo parametros fundamentais para
definir a nanoestrutura de uma superficie de implante, mas estes séo dificeis

de quantificar e sdo considerados parametros morfologicos qualitativos.

Pelo menos trés métodos analiticos sdo comumente utilizados para
avaliar a topografia de uma superficie do implante. Microscopia de forca
atbmica (AFM) pode, em teoria, resolver a topografia da superficie com
resolucdo atbmica proxima, mas € menos Util para as superficies
osseointegraveis que sdo microrugosas, pois sua microtopografia interfere
significativamente com a sonda de varredura vertical, que torna incerta
gualquer avaliacdo quantitativa (Wennerberg & Albrektsson, 2000). No
entanto, a AFM nos permite diferenciar superficies com diferentes graus de
nanotextura e pode ser valiosa se utilizada como um método qualitativo
(Marin et al., 2008).

Interferometria de luz (IFM) é uma ferramenta eficiente para a
avaliacao dos parametros quantitativos da microtopografia de grandes areas,
mas requer um meétodo de avaliacdo normalizado e técnicas de filtragem
(Wennerberg & Albrektsson, 2000). As microrugosidades da superficie
podem interferir com os feixes de luz e langcam uma sombra sobre sua
nanotopografia, semelhante ao AFM, assim, o uso de IFM para uma
avaliacdo da nanotopografia requer uma abordagem original de filtragem
(Wennerberg & Albrektsson, 2010; Melin Svanborg et al., 2009). Além disso,

as superficies de implantes osseointegraveis comercialmente disponiveis



muitas vezes ndo sdao homogéneas na totalidade, e portanto, foi sugerido o
uso de medicOes repetitivas com IFM para definir os valores globais médios
relacionados com a microtopografia de um implante dentario (Wennerberg &
Albrektsson, 2000).

MEV (microscopia eletrbnica de varredura) é o padrao-ouro para a
caracterizacdo da morfologia ao nivel micrométrico (MEV com fonte de
tungsténio). Emissdo de campo (FE)-MEV é necessaria para aumentar a
analise de resolucdo e de observar e caracterizar a nanotopografia e
nanoestruturas associadas (Bucci-Sabattini et al., 2009; Melin Svanborg, et
al., 2009). Acoplado a um detector de EDX auxiliar, este técnica também
permite identificar de forma eficiente a composicédo elementar das estruturas
observadas. Acoplado com um software de metrologia, esta ferramenta
permite realizar tanto caracterizacdo da morfologia e da topografia (por

exemplo, morfologia quantitativa), tanto micro como nanométrica.

As trés técnicas acima sdo complementares. Durante a caracterizacéo
de uma topografia, a questdo fundamental € a selecdo das ferramentas
adequadas e métodos para avaliacdo padrdao de parametros qualitativos e

guantitativos.

Varios recursos também devem ser considerados no sistema de
codificagdo, tais como a presenca de fissuras ou a heterogeneidade da
topografia através do implante (Kang et al., 2009). A arquitetura fractal deve
também ser avaliada, uma vez que este conceito € particularmente
interessante na superficie e ciéncia dos materiais (Ma et al., 2009). Fractais
naturais sdo padrdes repetitivos que sdo auto-similares através de um
intervalo finito de escalas.(Brown et al., 2002). Sua influéncia e relevancia
biolégica na resposta do tecido € desconhecida, mas as superficies dos
implantes podem revelar este tipo de padrao repetitivo na escala micro, nano

e cristalina, durante a morfologia quantitativa.

Apesar da uma extensa literatura na area de superficies
osseointegraveis, a falta de uma abordagem hierarquica e parametros
padronizados torna dificil avaliar a significancia do efeito que as numerosas

topografias e modificacbes quimicas desempenham sobre os implantes



(Albrektsson, T. et al., 2008; Coelho, P.G. et al., 2009; Wennerberg &
Albrektsson, 2009). Apesar disso, algumas informacfes basicas podem ser
retiradas sobre o0s principais resultados biologicos das diferentes
caracteristicas de superficie.

Em superficies de titanio, os efeitos bioldégicos da superficie quimica
estdo relacionadas principalmente a arquitetura da camada de TiO, (Sul et
al.,, 2002). Como a osseointegracdo esta diretamente relacionada com o
espessamento da camada dinamica TiO,, em implantes com camadas de
TiO, espesssas, tais como implantes anodizado, apresentam uma forte
resposta 0ssea na medida em que aumenta a deposi¢cdo de matriz 0ssea
mineral sobre superficie do implante. Contudo, modificacbes quimicas
também podem induzir fortes respostas 6sseas. O objetivo da impregnacéo
ou revestimento com elementos inorganicos é estimular interligacdes
bioquimicas entre matriz 6ssea e a camada de TiO,, através da precipitacado
de componentes inorganicos ou proteinas na superficie e, talvez, através da
estimulacdo direta de células. Impregnacédo (Bucci-Sabattini et al., 2009) e
revestimento com fosfato de célcio (Mendes et al., 2009) tém sido
amplamente investigados e tém demonstrado boa resposta 0ssea, mas 0S
mecanismos exatos e 0s niveis 6timos de calcio e fosfato, e os métodos de
incorporacdo ndo parecem ser consensuais. Alta impregnagdo com fosforo
(Sul, 2003) ou magnésio (Sul et al., 2005; Sul et al., 2009) também aumenta
significativamente a resposta do 0sso, e baixa impregnacéao de fldor (Lamolle
et al., 2009; Monjo et al., 2008) aparece para estimular a diferenciacdo de
células Osseas através de vias de sinalizacao celular diretas, no entanto, os
mecanismos exatos permanecem obscuros. Por fim, os resultados biologicos
da arquitetura cristalina também podem ser altamente significantes (He et al.,
2008; Sollazzo et al., 2007).

Assim, parece que ha muitas maneiras de melhorar quimicamente a
resposta 0ssea, mas os resultados biolégicos exatos de uma modificacdo
individual nem sempre séo claros, pois 0os parametros fisicos e quimicos sao
frequentemente inter-relacionados, mas ndo estdo completamente

caracterizados (Cassinelli et al., 2003).



Existe um maior consenso no campo que diz respeito a pertinéncia das
modificacdes fisicas, porque presume-se que o0s resultados biologicos
relacionados com a microtopografia de um implante tem sido amplamente
investigados para implantes disponiveis comercialmente, apesar da falta de
padronizacdo da terminologia, métodos ou parametros de analise
(Wennerberg & Albrektsson, 2009).

Os efeitos da nanotopografia sobre a resposta bioldégica € quase
totalmente desconhecido para implantes comercialmente disponiveis
(Wennerberg & Albrektsson, 2010). Caracteristicas nanométricas dos
implantes dentarios mais importantes comercialmente disponiveis tém sido
avaliados (Melin Svanborg et al.,, 2009), e todos os dados obtidos nado
consideram o potencial impacto dessas nanoestruturas no desempenho dos
implantes. Alguns estudos experimentais ja demonstraram que a modulacdo
da nanotopografia de uma superficie de implante tem um impacto significativo
sobre o comportamento de células 6sseas (Mendonca et al., 2009; Vetrone et
al., 2009; Dalby et al., 2006).



3 - OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da proteina morfogenética
0ssea recombinante humana-7 (rhBMP-7) no reparo 6sseo. Como modelos
experimentais utilizaram-se o defeito em cranio de ratos tratado com
xenoenxerto de origem bovina e a osseointegracdo de implantes de titanio
recobertos com filme fino (nanométrico) de hidroxiapatita em fémures de

coelhos.
3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar no defeito 6sseo se a associacao da rhBMP-7 ao xenoenxerto
foi capaz de induzir uma maior reparacdo e mais rapida em relacdo aos

animais que receberam apenas o biomaterial ou 0sso autogeno ou coagulo.

Avaliar se a associacdo da rhBMP-7 ao implante de titanio atuou na
aceleracdo do processo de osseointegracdo, em casos de instrumentacao

padr&o e sobreinstrumentagéo.



4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — BIOMATERIAIS
4.1.1 — Xenoenxerto bovino inorganico

Ossos longos de bovinos foram processados por meios mecanicos,
guimicos e térmicos, resultando em granulos de matriz 6ssea bovina
inorganica e acelular. A obtencdo de hidroxiapatita carbonatada de
cristalinidade intermediaria a hidroxiapatita sinterizada foi confirmada por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Forrier, difragdo de
Raios X, termogravimetria e calorimetria diferencial exploratéria. O
xenoenxerto foi produzido e fornecido pela empresa SIN (Sistema de

Implantes Nacional).

4.1.2 — Implante de titanio

A SIN (Sistema de Implante Nacional ®, Sdo Paulo — Brasil) forneceu
os implantes de titanio (Ti) de 3,25 x 10.0mm (n = 24) para este estudo, 0s
guais foram utilizados para producdo de um revestimento fino (300nm) de
hidroxiapatita (Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas, CBPF / RJ).
Resumidamente, o p6 de HA estequiométrica (Ca / P = 1,67) foi sintetizado a
partir da adicdo do gotejamento de nitrato de calcio e de solu¢cbes de fosfato
de aménio. Os alvos para pulverizagao (“sputtering”), com diametro de 25
mm, foram preparadas por prensagem uniaxial da HA sob 30MPa, seguido
de sinterizacédo a 1100°C. Os implantes de titanio comercial e placas de Ti (1
x 1 cm, preparadas exatamente como os implantes) foram limpos por ultra-
som com 10% de &cido fluoridrico e acetona antes da oxidag&o superficial.
Recobrimentos de hidroxiapatita foram produzidos por pulverizacéo catddica
em angulo reto (RAMS - right-angle magnetron sputtering) a temperatura
ambiente e sem tratamento térmico. O revestimento nanométrico de HA
sobre o implante de Ti e as placas de Ti foi produzido com taxa de deposicao
de 5,2 nm / minuto e RF de 13,56 MHz de frequiéncia. A pressao parcial de Ar
e O, na camara de deposicao foi de 5 e 1 mTorr, respectivamente. Apos a

deposicao, as amostras foram caracterizadas por DRX (placa de Ti), FTIR e



MEV (implantes dentérios). A técnica de difracdo de raios X foi usada para
identificar a composicdo de fases na fina camada de HA depositada (Figura
3A) (Mello et al 2007;. Hong et al 2010). As amostras de superficie da placa
foram caracterizadas por DRX e pela técnica de difracdo de raios-X de
incidéncia rasante (GIXRD - grazing-incidence X-ray diffraction), realizado
com a operacdo de radiacdo sincrotron para a energia de 9000eV,
comprimento de onda de 0,137nm, &ngulo teta fixo incidente = 0,5 ° e 1°, dois
teta na faixa de 9 a 50 °, a uma taxa de 0,04 ° / ponto / Segundo (Figura 3B e
C). Estes métodos, com uma maior densidade de fotons de raios-X, leva a
uma melhor resolucdo de que os obtidos com as maquinas comerciais. As
andlises de DRX foram realizadas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS). Além disso, as bandas vibracionais de HA e, principalmente, a banda
OH (Figura 3D) para o revestimento nanométrico de HA foram obtidos por
Microscopia de Reflectancia Atenuada no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIRM-ATR, Shimadzu IR-Prestigio-21 / AIM-880 operagdo 700-
4000 cm™). Antes e depois da deposicdo de HA, a morfologia da superficie
de implantes de titanio foi caracterizada por MEV utilizando um Jeol JSM-
5800 operando a 20 kV (Figura 4).
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Figura 3: A- Grafico representando a difragdo de raios X identificando a
composicao das fases na fina camada de HA depositada; B — Aparelho para
a utilizacdo da técnica de difracdo de raios-X de incidéncia rasante (GIXRD);
C — Difracdo de raios-X com radiagéo de luz Sincroton em incidéncia rasante;
D - Gréfico representando as bandas vibracionais de HA, através da
Microscopia de Reflectancia Atenuada no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIRM-ATR)



Figura 4: Caracterizacdo das superficies dos implantes através do MEV. A e

C - Implante sem tratamento de superficie; B e D — Implante ap6s o

recobrimento com filme fino de hidroxiapatita (300nm).



4.1.3 — rhBMP-7

A rhBMP-7 foi fornecida pelo Laboratério de Biologia Celular do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica — Universidade de S&o
Paulo (USP). Para o experimento ortotopico, foi utilizada rhBMP-7 purificada
na concentragdo de 200 png/ml, separada em microtubo. E para o
experimento de instalacdo de implantes de titanio esta proteina encontrava-
se na concentracao de 43mg/ml, sendo diluida a concentracdo de 2,0mg/ml,

com volume final de 1,0 ml, e armazenada em eppendorf estéril.
4.2 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.2.1 — Experimento 1 — Enxerto ortotopico

Foram utilizados Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos adultos
com 3 meses (n= 20), sendo divididos aleatoriamente em 2 grupos, 0s quais
foram eutanasiados aos 7 e 42 dias apds os procedimentos cirlrgicos,
totalizando 5 animais em cada grupo/periodo. Este experimento segue as
normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), sendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA), sob 0 n° 0005/07.

4.2.1.1 — Procedimentos de anestesia e cirurgia

Em todos os animais a mesma seqiéncia operatéria foi seguida,
sendo que, inicialmente, os animais foram anestesiados com uma mistura 1:1
de Dopalen e Anasedan (Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia, SP, Brasil),
sendo aplicado 0,5 mL por Kg de peso, via intramuscular. Apés ficarem
iméveis, os animais foram colocados sobre um campo operatorio esterilizado

e imobilizados, para inicio do procedimento cirdrgico.

Na area frontoparietal dos animais foi realizada a tricotomia, expondo a
pele, seguida da anti-sepsia com gaze embebida em alcool iodado. Utilizando
bisturi com lamina n° 15C (Becton-Dickson, Sdo Paulo) realizou-se um
incisdo semilunar, em seguida com auxilio de um descolador mucoperiostal
de Molt e cinzel de Oshsenbein n°l, os retalhos foram lateralmente
levantados expondo amplamente a cortical 0ssea da regido (Figura 5A). A



seguir, com a trefina cirdrgica de 5mm de diametro (Figura 5 B) e irrigacao
abundante e continua com solucao fisiolégica, foi realizada em cada regido
parietal uma perfuracdo com remocao das tabuas corticais externa e interna,
totalizando duas perfuragbes por cranio, onde foi colocado o material de

preenchimento (Figura 5C e D).

Para o controle negativo (coagulo), foi reservado o defeito no parietal
esquerdo. Ja no controle positivo (0osso autdgeno) foi obtido a partir do 0sso
retrado com a trefina e foi reservado o defeito no parietal direito. A
distribuicdo dos grupos experimentais nos defeitos do crénio esta

exemplificada na Tabela 2.

A rhBMP-7 que estava aliquotada na concentracdo desejada no
eppendorf, recebeu a adicdo do xenoenxerto, o qual adsorveu totalmente o

fator de crescimento, sendo posteriormente inserido no defeito cirdrgico.

No grupo experimental, houve preenchimento do defeito parietal
esquerdo com o biomaterial, estando embebido com o sangue do leito
receptor; e o defeito direito recebeu o xenoenxerto com a adi¢do da rhBMP-7
(Figura 5E).



Tabela 2: Distribuicdo dos grupos experimentais nas perfuracdes do cranio.

Grupos Perfuracéo Parietal Perfuracéo Parietal Direita
Esquerda
| - Controle A - Coagulo (Controle B - Osso autdgeno (Controle
negativo) positivo)
Il - Experimental A - Xenoenxerto (0,1 g) B - Xenoenxerto (0,1 g) +

rhBMP-7 (200 pg/ml)

Apos colocacdo do enxerto, o retalho foi reposicionado e suturado com

fio de mononylon n° 5-0 (Ethicon, Johnson & Johnson) (Figura 5F).

Durante todo o periodo experimental os animais receberam dieta
normal "ad libitum" composta de racdo e agua, sendo mantidos em gaiolas

com forragem de maravalha, a qual era substituida regularmente.

Decorridos os periodos experimentais particulares a cada grupo de
animais, estes foram novamente anestesiados, e mortos por dose excessiva
de anestésico, seguindo as normas do COBEA. Foi realizada nova tricotomia
na regiao frontoparietal, assim como a anti-sepsia da pele, e dessecacédo do

cranio, o qual foi fixado em formol 10% tamponado.



Figura 5: A — Descolamento mucoperiostal; B — Espacos parietais onde serédo
realizadas as perfuracdes com as brocas trefinas de 5mm; C - Delimitacao
dos espacos com a trefina de 5mm, antes da remocado das corticais; D —
Remocdo das corticais; E — Grupo experimental, com colocacdo dos
biomateriais; F — ApGs sutura.



4.2.1.2 — Obtencao das amostras e processamento laboratorial

Apos a fixacdo das pecas (n=5) por um periodo de 48 horas, estas
foram lavadas em agua corrente por 5 horas; desmineralizadas em solucéo
desmineralizadora (Alkimia); os grupos separados, cortando 0s parietais com
o auxilio de um lamina de bisturi n°15; e diafanizadas para inclusdo em
parafina, com cortes de 5 um de espessura e coloracdo com hematoxilina-

eosina (HE) segundo a técnica convencional.

4.2.2 — Experimento 2 — Instalacdo de implantes

Foram utilizados coelhos da raca Nova Zelandia Branca (n=6), de
ambos o0s sexos, pesando entre 2.5000 e 3.500g, provenientes do
Laboratorio de Producdo de Coelhos (LPC) da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense localizada na Fazenda Escola, em
Cachoeiras de Macacu. Tal experimento seguiu as normas recomendadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), sob o n® 0005/07.

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos no
LPC, em gaiolas tradicionais e individuais em malha galvanizada medindo
0,90x0,60x0,45m, suspensas a 0,80m do chao. Apés 30 dias de vida os
coelhos foram desmamados e transferidos do Setor Maternidade para o Setor

de Recria e mantidos durante todo o experimento em gaiola individual.

A dieta padrdo apés o desmame foi constituida por 150 gramas/dia de
racdo balanceada na forma peletizada (Coelhil R, da Socil), fornecida
diariamente obedecendo a horarios e quantidades regulares para evitar a
formacéao e proliferacéo de fungos por exposi¢cdo do alimento. Durante todo o
experimento a agua foi fornecida ad libitum, através de bebedouros tipo bico.
Os animais foram pesados semanalmente e operados apds adquirir o peso
entre 2500 e 3500g e em torno de 18 a 20 semanas de idade, que caracteriza
a maturidade sexual. Os animais antes e durante o periodo experimental
foram avaliados por um médico veterinario, quanto as patologias comuns a

essa espécie como sarnas ou Zoonoses.



Os animais foram avaliados no periodo pdés-operatério diariamente
guanto a alimentacdo e comportamento dentro das gaiolas. Uma vez por

semana os animais foram pesados e avaliados quanto ao ganho de peso.
4.2.2.1 — Procedimentos de anestesia e cirurgia

Todos os procedimentos realizados nos animais e que poderiam
resultar em ansiedade e/ou dor foram conduzidos sob anestesia. Os animais
foram privados de racdo seis horas antes do ato operatorio, mas nao de

agua, e, no momento da cirurgia, pesados em balanca digital de precisao.

Os coelhos foram operados sob anestesia geral e monitorizados
através de monitor digital com informacfes sobre pressao arterial, freqiiéncia
cardiaca e eletrocardiograma trans-operatério e receberam também
hidratacdo venosa em veia periférica. Apdés a completa monitorizacdo, 0s
animais receberam como medicagado pré-anestésica 20mg/kg de Quetamina
IM (Francotar® — Virbac) e 1 mg/kg de Xilazina (Sedazine® — Fort Dodge),
por via intramuscular trinta minutos antes do procedimento para diminuir o
tonus vagal. ApGs observar auséncia de reflexos a dor, os animais receberam
como medicacdo anestésica geral a inalacdo de Isoflurano 1% através de
mascara inalatoria (Isoflurane® - Cristdlia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda) para manutencao durante todo o tempo cirargico e 0,3
mg/Kg de Lidocaina (Xylestesin®- Cristdlia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda) e 0,1 mg/Kg de Morfina por via raqui-medular. Durante
todo o procedimento cirdrgico, os animais também foram monitorizados

guanto a saturacao de O,.

Apos a realizacdo da tricotomia (Figura 6A), degermacao e antissepsia
nas patas dos coelhos, os mesmos foram instalados na mesa operatéria em
decubito dorsal, com rotacéo lateral cervical para manter livres as vias aereas
superiores. Foi realizada a colocagdo dos campos cirurgicos esterilizados,

isolando-se as regifes operatorias.

Uma incisdo de aproximadamente 40 mm de comprimento (Figura 6B)
foi realizada sobre cada fémur através do uso de cabo de bisturi n°3 (Bard
Parker®) e lamina n°15 C (Becton-Dickinson®), com descolamento muscular



(Figura 6C) para instalacdo de 2 implantes (3,25x10,0mm), sendo a
perfuracdo proximal sem BMP, e a perfuracdo distal com BMP (Figura 6D).
No fémur direito foi realizado uma instrumentacdo padrdo (até a broca 3.0)
para a instalacdo do implante desejado. Ja no fémur esquerdo, foi feita uma
sobreinstrumentacao (até a broca 4.0), ndo permitindo um contato justaposto
do osso-implante em todo comprimento do defeito cirtrgico. Os implantes
gue receberam a rhBMP-7 ficaram imersos no microtubo contendo este fator
de crescimento (Figura 6E) durante 15 minutos antes da insercdo na

perfuracao.



Figura 6: Procedimentos Cirargicos. A — Tricotomia; B — Incisdo de
aproximadamente 40 mm e afastamento da pele; C — Descolamento
muscular; D — Perfuracdes para a instalacdo dos implantes; E — Implante
imerso em rhBMP-7; F — Implantes instalados.



Apos a colocacao dos implantes (Figura 6F) , o plano muscular e a tela
subcutanea foram suturados em plano Unico com pontos simples e
separados com fio Mononylon Ethicon 5.0 (Johnson & Johnson, Brasil). A
pele foi suturada com o mesmo fio, sendo os pontos simples e separados. Foi
feita nova anti-sepsia para evitar posterior contaminacdo. ApOsS o0
procedimento todos os animais receberam antibioticoterapia por meio de
injecdo intramuscular de 1ml/Kg de Pentabidtico Veterindrio pequeno porte
(Pentabidtico Reforcado®- Fort Dodge Sacede Animal Ltda) e antiinflamatério

Maxicam® (Ourofino pet) 1ml/kg, ambos em dose Unica.

Para a recuperacdo anestésica, os coelhos foram devolvidos as suas
gaiolas permanecendo envoltos pelos campos operatérios para evitar perda
de calor corporal. Foi permitido aos coelhos racédo e 4gua a vontade e apoio

imediato dos membros operados.

Decorridas 4 semanas, os coelhos foram anestesiados como descrito
para os procedimentos operatorios e mortos com injecdo intramuscular de
pentobarbital soédico (Penta-Hypnol® -Agrovet Market®) na dose de 60mg/Kg

de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
4.2.2.2 - Obtencdo das amostras e processamento laboratorial

Os blocos 6sseos contendo os implantes de titanio foram removidos
com 5 mm de margem de seguranca de cada lado, através de cortes
transversais ao longo eixo das tibias com discos diamantados montados em
mandril (K. G. Sorensen®) para peca reta (Kavo®) acoplado a micro motor
elétrico (Driller BLM 600 Plus), sob baixa e intermitente rotacdo, com
irrigacdo constante de solucdo salina fisiolégica 0,9% para evitar a
desidratacéo dos blocos. Foram obtidos quatro blocos de cada animal, dois
provenientes da pata direita e dois da pata esquerda, sendo fixados em
alcool 70° por 48 horas, depois submetidos aos procedimentos de inclusao
em resina padrdo (Figura 7A), do Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital
Universitario Anténio Pedro (HUAP) da UFF, descrito na Tabela 3.



Tabela 3: Seqiiéncia de processamento da amostra ndo desmineralizada

Solugdes Tempo Temperatura
Alcool 70% 2 dias 16°C
Alcool 95% 2 dias 16°C
Alcool 100% 2 dias 16°C
Xilol 1 dia 16°C
7,5 ml de metil-metacrilato 2 dias 16°C

2,5 ml de di-butil-ftalato

0,1g de peroxido de 2 dias 16°C
benzoila

7,5 ml de metil-metacrilato
2,5 ml de di-butil-ftalato

0,25 g de peroxido de 7 dias 39°C
benzoila

7,5 ml de metil-metacrilato

2,5 ml de di-butil-ftalato

Os blocos de resina foram fixados em torno mecanico e serrados com
serra de ourives para cortar a resina até o limite do osso e polidos, em
presenca de dgua abundante, com lixa de carbeto de silicio n°® 600, n°800,
n°1000 e n°1200. Os blocos com as laterais polidas e lisas foram adaptados
no micrétomo Isomet®, para uma seccdo no longo eixo do implante (Figura 5
B-D) e posterior obtencdo de cortes com 200 um utilizando disco diamantado

sob irrigacdo constante de agua.



Figura 7: Processamento histoldégico em resina. A — Bloco incluido em resina,;
B e C — Bloco de resina sendo seccionado; D — Bloco seccionado no longo

eixo do implante.



4.3 — ANALISE DOS DADOS
4.3.1 — Experimento 1 — Reparo 6sseo em cranio de rato

As pecas coradas em HE foram analisadas morfometricamente ao
microscopio para determinacdo da densidade de volume por pontos (%) do
remanescente de material implantado, tecido 6sseo neoformado e tecido
conjuntivo. A densidade de volume por unidade de &rea ocupada pelas
estruturas citadas foi determinada usando uma objetiva de 10X. Imagens nao
sobrepostas que comportem toda a area do defeito foram capturadas por
camera digital (7.0 MPixel) e analisadas no programa ImagePro-Plus com
uma grade de composta de 10 linhas paralelas e 100 pontos numa area
guadrangular, sendo anotados os numeros de pontos (Pi) que cairdo sobre
cada estrutura em particular (i). Tendo esses dados e conhecendo-se
previamente a quantidade total de pontos (P) da area examinada (A), calcula-
se a densidade de volume (Vi) pela relacdo Vvi = Pi/P, que serd expressa

em porcentagem por unidade de area.

As médias e desvios padrao obtidos foram utilizados para uma
interpretacdo paramétrica (Analise de Variancia) utilizando o programa

InStat®, definindo diferencas significantes se p < 0,05.
4.3.2 — Experimento 2 — Implantes revestidos com filme fino de HA

Apoés os cortes das lanimas, foi realizada andlise histomorfométrica
através das imagens digitais, sem coloracdo, que foram capturadas por uma
camera digital de alta resolugdo (Evolution® MP color; 5.0 mega pixels;
Media cybernetics, Silver Spring, EUA), através de um microscopio de luz
polarizada (Nikon Eclipse E400, Téquio, Japédo) e lente acroplan com 10x de

objetiva.

Entdo, selecionou-se aleatoriamente uma lamina de cada grupo para
analise. Padronizou-se duas espiras abaixo da regido cortical para verificar o
crescimento de tecido 0sseo advindo da regidao endosteal (Figura 6) Foi
realizada segmentacdo da imagem através do programa Image-Pro Plus®
v.4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA), onde segmentou-se 0

implante (preto), tecido conjuntivo (vermelho) e osso neoformado (amarelo),



conforme mostrado na Figura 9. Apds a segmentacao, as areas evidenciadas
foram contadas e transportada para o software Excel 2007 (Microsoft

Office®), onde foi obtido um percentual de cada area/imagem.

Figura 8: Determinacdo da area para analise morfométrica. Padronizacéo de

duas espiras abaixo da regido cortical.



Figura 9. A - Imagem original através de microscopia de luz polarizada; B —
Segmentacdo de imagem realizada pelo Image-Pro Plus®, mostrando

implante (preto), tecido conjuntivo (vermelho) e osso neoformado (amarelo).



5 — RESULTADOS

5.1 — EXPERIMENTO 1 — REPARO OSSEO EM CRANIO DE RATO

No periodo de 7 dias, o grupo coagulo apresentou neoformacao 0ssea
préoximo a margem do defeito 6sseo (Figura 10), assim como no grupo
autdégeno, que notou-se novo 0SSO em intimo contato com 0 enxerto e 0SSO
nativo (Figura 11). O grupo experimental tratado apenas com xenoenxerto
apresentou tecido conjuntivo frouxo envolvendo os granulos do biomaterial
(Figura 12A) e sugestiva ossificacdo intramembranosa proximo a margem do
defeito ésseo (Figura 12B). J& no grupo tratado com xenoenxerto e rhBMP-7,
foi observado um rearranjo vascular adjacente ao biomaterial (Figura 13A),
sendo rodeado por células inflamatérias, heméacias e fibroblastos (Figura
13B), e quando estava proximo a margem do defeito 6sseo, tal biomaterial
apresentou uma ossificagdo intramembranosa mais evidente que no grupo

gue nao recebeu a rhBMP-7 (Figuras 13C e D).

Aos 42 dias, no grupo IA foi possivel observar uma neoformagdo
0ssea associada a margem do defeito (Figura 14). J& no no grupo IB notou-
se a presenca de novo 0SSO em interposto por enxerto e 0sso hativo (Figura
15). O grupo lIA, apresentou células gigantes do tipo corpo estranho
adjacentes ao granulo do biomaterial, circundados por tecido conjuntivo
frouxo e vasos congestos (Figura 16). Por outro lado, no grupo xenoenxeto
associado a rhBMP-7 (1IB), foi possivel observar ilhotas de tecido 6sseo

neoformado em intimo contato com o biomaterial (Figuras 17).



Figura 10: Fotomicrografias do grupo coagulo aos 7 dias. A e B:
Neoformacdo Ossea (seta) proximo a margem do defeito 6sseo (0). A barra

interna = 50 um; coloracéo de HE.

Figura 11: Fotomicrografias do grupo autégeno aos 7 dias. A e B: Osso
neoformado (seta) em intimo contato com o enxerto (*) e 0osso nativo (0). A

barra interna = 50 um; coloracao de HE.



Figura 12: Fotomicrografias do grupo xenoenxerto aos 7 dias. A: granulo de
HA (*) envolto por tecido conjuntivo frouxo. B: sugestiva ossificacado
intramembranosa (seta) proxima a margem do defeito (0). A barra interna =
50 pm; coloragéo de HE.

Figura 13: Fotomicrografias do grupo xenoenxerto + rhBMP-7 aos 7 dias. A:

rearranjo vascular adjacente as particulas do material (setas). B: particula do

biomaterial (*)circundadas por células inflamatorias, hemacias e fibroblastos.



C e D: granulo do biomaterial(*) e processo de ossificacdo intramembranosa
(setas) proximo a margem do defeito (0). A barra interna = 50 um; coloracao
de HE.



Figura 14: Fotomicrografias do grupo coagulo aos 42 dias. A e B: Osso
neoformado (setas) associado a margem do defeito 6ésseo (0). A barra interna
=50 pm; coloracéo de HE.

Figura 15: Fotomicrografias do grupo autdogeno aos 42 dias. A e B:
Neoformacao Gssea (setas) em contato com o enxerto (*) e 0sso nativo (0). A
barra interna = 50 um; coloracdo de HE.



Figura 16: Fotomicrografias do grupo xenoenxerto aos 42 dias. A e B: células
gigantes multinucleados tipo corpo estranho (seta) adjacentes ao biomaterial

(*).A barra interna = 50 pum; coloragéo de HE.

Figura 17: Fotomicrografias do grupo xenoenxerto + rhBMP-7 aos 42 dias. A,

B, C e D: osso neoformado (seta) em intimo contato com biomaterial (*). A
barra interna = 50 um; coloracao de HE.



A analise histomorfométrica permitiu determinar as densidades de

volume relativas para tecido conjuntivo; biomaterial e osso neoformado.

A densidade de volume de tecido 6sseo no periodo de 7 dias foi menor
(p<0,05, teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn) no grupo
xenoenxerto + rhBMP-7 (5,48%) que nos grupos coagulo (24,05%) e
autégeno (24,62%). Por outro lado, apos 42 dias, a densidade de volume de
novo osso foi maior (p<0,01, teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn)
no grupo com rhBMP-7 (39,05%) em comparagao com o grupo que recebeu
somente xenoenxerto (9,43%); também observou-se diferenga significativa
(p<0,05) em relacdo ao grupo autdégeno (26,85%). Avaliando-se o efeito do
tempo, notamos que ndo houve diferenca significativa nos grupos coagulo,
autdgeno e xenoenxerto, enquanto que o aumento na densidade de volume

0sseo foi 7 vezes maior apos 42 dias (p<0,001, test t de student).

A analise da densidade de volume do tecido conjuntivo no periodo de
7 dias ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos avaliados, porém,
aos 42 dias, o grupo tratado com xenoenxerto mostrou a maior (p<0,01, teste
de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn) densidade de volume de tecido
conjuntivo (53,10%) em relacdo aos grupos coagulo (31,61%) e autégeno
(24,9%), mas nao houve diferenca em relagcdo ao grupo xenoenxerto-rhBMP-
7. Notou-se uma diminuicdo na densidade de tecido conjunto nos grupos
autégeno (de 45,24% para 24,9%, p<0,01) e no grupo com rhBMP-7 (de
43,46% para 33,12%, p<0,05).

No periodo de 7 dias constatou-se diferenca na densidade de volume
do enxerto autdgeno utilizado (8,71%) emn relacdo a do xenoenxerto
associado a rhBMP-7 (33,94%, p<0,001) e xenoenxerto apenas (25,05%,
p<0,01). A densidade de volume do xenoenxerto quando associado a rhBMP-
7 reduziu significativamente apos 42 dias em relacdo ao periodo de 7 dias
(p<0,01).
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Figura 18: Analise estatistica da densidade de volume de osso neoformado
nos periodos de 7 e 42 dias (* = p<0,05; ** = p<0,01; AxB = p<0,001).
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Figura 19: Analise estatistica da densidade de volume de tecido conjuntivo
nos periodos de 7 e 42 dias (** = p<0,01; AxB = p<0,05; CxD = p<0,01).
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Figura 20: Andlise estatistica da densidade de volume de biomaterial residual
nos periodos de 7 e 42 dias (** = p<0,01; *** = p<0,001; AxB = p<0,01).



5.2 — EXPERIMENTO 2 - IMPLANTES REVESTIDOS COM FILME FINO DE
HA

ApoOs a andlise histomorfométrica das laminas (Figura 21), observou-se

gue a formagéo de novo osso foi maior nos grupos que receberam BMP (B e

D) em comparacdo aos grupos que nao receberam esta proteina (A = 35,6%,
B = 48,6%; C = 19,7% D = 55,3%). Além disso, 0 grupo D apresentou mais
0sso que o grupo C (p <0,01). Em oposicao, a area de tecido conjuntivo foi
menor nos grupos B e D (A = 39,3%, B = 28,3 C = 48,23%, D = 23,3%), mas
nao foi observada diferenca significativa entre os grupos B e D (p < 0,05)
(Figura 22).

Figura 21: Imagem original da lamina e segmentacdo de cada grupo. A e B:
instrumentacdo padrdao sem rhBMP-7; C e D: instrumentagcdo padrdao com
rhBMP-7;, E e F:. sobreinstrumentacdo sem rhBMP-7, G e H:



sobreinstrumentacdo com rhBMP-7. Cores: Preto - implante; Vermelho -

tecido conjuntivo; Amarelo — osso neoformado.
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Figura 22: Analise estatistica de densidade de volume de tecido conjuntivo e
0sso neoformado ao redor de implantes com instrumentacdo padrédo e

sobreintrumentados; e ainda com e sem a adigéo de rhBMP-7.



6 — DISCUSSAO

As BMPs, em especial BMP-2 e 7, estdo envolvidas diretamente na
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células Osseas
(Sampath et al., 1993 e Wei et al. 2008), sendo amplamente aplicadas em
casos de grandes reconstrucfes Osseas, como por exemplo, em cirurgias
maxilo-faciais (Herford & Boyne, 2008) e fusdo de coluna vertebral (Dimar et
al, 2009). Em 2002, Rose & Oreffo, relataram a importancia de um arcabouco
osteocondutor para a adesdo e efetividade das células osteoprogenitoras,
bem como o uso de fatores de crescimento, responséveis pela sinalizacao

celular, que irdo atuar na osteoinducéo.

Com os avancos na area de engenharia tecidual, inGmeros materiais
vém sendo desenvolvidos, buscando-se aquele com caracteristicas
biomiméticas do osso autdgeno. Atualmente, estdo disponiveis diferentes
sistemas carreadores para os fatores de crescimento, como as BMPs (Block
et al., 2006): polimeros (Li et al., 2009), gel de colageno, membrana de

colageno (King et al., 1998), esponja de colageno absorvivel.

Em 2007, Zhou et al., mostraram o mecanismo de adsor¢cdo de BMP-7
em HA, a qual tem afinidade para sitios COO- (através de ligacdes
eletrostaticas) e NH2/NH3 (a interagdo intermolecular entre pontes de
hidrogénio e o nitrogénio e os grupos fosfato da superficie da hidroxiapatita).

Diferentes modelos experimentais vém sendo utilizados para estudos
in vivo com BMPs, como teste em subcutaneo de camundongos nude
(Gavenis et al, 2010), defeito 6sseo segmentar em ratos (Burastero et al,
2010), fratura de soalho de orbita em cdes (Asamura et al, 2010), defeitos
supra-alveolares em cées (Wikesjo et al, 2008; Susin et al, 2010) e coelhos
(Calasans-Maia, 2009).

No presente estudo (Experimento 1) foi avaliado o comportamento
biolégico da associacédo de rhBMP-7 (200mg/ml) a uma HA de origem bovina
no tratamento de defeitos 6sseos em cranios de ratos nos periodos de 7 e 42

dias. Embora ndo seja um defeito de tamanho critico, 0 modelo experimental
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utilizado é adequado para avaliar a velocidade e intensidade do reparo

0sseo, bem como a biocompatibilidade dos materiais (Jones et al, 2007).

Estudos anteriores demonstraram a biocompatibilidade de
xenoenxertos bovinos quando adequadamente processados (Zambuzzi et al.,
2006), mostrando , também, propriedade osteocondutora (Calasans-Maia et
al, 2009). Em 2004, um pool de proteinas morfogenéticas 6sseas de origem
bovina foi associada a uma hidroxiapatita sintética, sendo utilizada em
defeitos criticos (8 mm) em cranio de ratos e observaram a inibicdo da
formacdo Ossea, sugerindo que este tipo de HA microgranular néo
representava um bom carreador para BMP bovina (Ferreira et al, 2004).
Baseado nestas evidéncias, incentivou-se o uso de uma HA de origem bovina
na associacdo a um tipo especifico de BMP, a BMP-7, que atua ativamente
na diferenciagcdo osteogénica (Lavery et al., 2009; Zhang et al., 2009),
podendo ter um aumento nestas propriedades quando combinada com a
BMP-2 (Basmanav et al., 2008). Esta associacdo indica um efeito sinérgico,
sendo bastante promissor na engenharia de tecidos 6sseos. (Yilgor et al.,
2009).

Quando associada a HA, a rhBMP-2 proporcionou um efeito favoravel
na formacdo Oéssea, aumentando a atividade da fosfatase alcalina
(Schuessele et al., 2009), e mostrando aumentar significativamente a
formacdo Ossea, caracterizando assim efeitos osteoindutivos (Schnettler et
al., 2009). No presente estudo foi possivel constatar um efeito positivo na
associacao da rhBMP-7 ao xenoenxerto, com maior formagédo 6ssea que no
grupo tratado somente com o xenoenxerto, porém em niveis similares ao

0SS0 autégeno.

Assim como nos enxertos 6sseos, fatores de crescimento tém sido
associados a implantes de titanio com diferentes tipos de superficies e
modelos experimentais. Neste trabalho, o experimento com implantes de
titnio (Experimento 2), teve como objetivo avaliar o efeito de rhBMP-7 sobre
a osseointegracdo de implantes recobertos com filme fino de hidroxiapatita,

em casos de instrumentacéo padrao e sobreinstrumentacéo, sendo este uma



simulacéo de instalacdo imediata pds-exodontia, onde ha um gap entre 0sso-

implante.

O revestimento utilizado foi realizado pelo método de RAMS (Right
Angle Magnetron Sputtering), que permite a producdo de uma HA
estequiométrica, a qual ndo pode ser produzida por outros métodos de
revestimento. Estudos anteriores, usando esse meétodo, in vitro, mostraram
crescimento de osteoblastos (Mello et al. 2007, Hong et al., 2010). O uso de
revestimentos de sputtering mostrou-se capaz de eliminar alguns dos
problemas associados ao processo de spray de plasma, aumentando assim a
resisténcia 6ssea e a taxa inicial de osseointegracdo de implantes revestidos
com HA e CaP (fosfato de calcio) (Yang et al., 2005). A deposicdo da HA
como uma cobertura pela técnica de spray de plasma ou eletroquimicamente,
aumenta a fixagdo mecanica e o crescimento 0sseo, mas ndo mostrou
diferenca estatisticamente significante entre as aplicacdes individuais de HA.
A adicao de colageno a fase mineralizada do revestimento visando produzir
uma superficie 6ssea mais natural ndo aumentou o efeito osteocondutor de
HA (Daugaard et al., 2010).

Nos ultimos anos, estudos in vitro e in vivo foram conduzidos para
verificar a eficacia dos tratamentos de superficie dos implantes, associando
propriedades, com o objetivo de melhorar a atividade celular (Mello et al.,
2007), a cura e aposicdo 0ssea (Misch, 1990; Esposito et al. 2007; Hsu et al,
2007). Superficies de titanio recobertos com HA associada a BMP-2
promoveram a formacgéo éssea (Piskounova et al, 2009).

As células 6sseas sdo conhecidas por serem sensiveis a morfologia do
material, resultando em corpos celulares com diferentes formas, orientacdes
e processos de adesédo (Anselme et al. 2000; Matsuzaka et al. 2003). Nos
implantes de titAnio com superficies asperas, 0s osteoblastos ndo se
espalham completamente e adquirem uma morfologia poligonal. Além disso,
diminuem a taxa de proliferagdo celular na incubacao inicial (Sader et al.,
2005).

Dentre as modificacbes da superficie de implantes ortopédicos e

odontoldgicos, a adicdo de material a base de fosfato de calcio (CaP) para



revestimento, tem tido grande destaque para as modificacbes biomiméticas
(Lemons & Misch, 1999, Ong et al. 2004, Yang et al ., 2005; Coelho et al,
2009), por apresentarem similaridade aos componentes basicos do osso
natural. Quando integradas a estrutura do material, as moléculas sofrem uma
liberacdo gradual, proporcionalmente a degradacdo das camadas,
aumentando assim o sistema de sinalizacdo de potenciais para 0os agentes

osteogénicos no sitio do implante (Liu et al., 2001).

hY

Quanto a osseointegracdo, diferentes tipos de superficies foram
testadas, incluindo os implantes de titanio Oxido poroso e ndo foram
observadas diferencas significativas (Sul et al. 2009; Gedrange et al. 2009).
Estudos recentes em cées (Lee et al., 2010; Susin et al., 2010) utilizaram
rhBMP-2 e rhBMP-7, respectivamente, com os implantes revestidos de 6xido
de titanio, obtendo resultados satisfatérios em aumento de rebordo alveolar e

atuando na remodelacédo do osso residente.

A rhBMP-2 tem um grande potencial no aumento do osso alveolar,
obtendo bons resultados na osseointegracdo de implantes em fungéo a longo
prazo. A inclusdo deste tipo de BMP para aumentar a integracdo do implante
ao 0sso alveolar proporciona maior previsibilidade ao protocolo clinico
utilizado, mudando assim os paradigmas atuais de tratamento (Wikesjo et al.,
2009).

A combinacdo de fatores de crescimento a implantes de titanio com
revestimentos de HA, mostrou o crescimento 0sseo em todas as dimensdes
do implante, quando associada a ng/rhBMP-2 (Proteina morfogenética éssea-
2 ndo glicosilada), mas sem diferenca estatistica entre os grupos em termos
de altura Ossea e 0 contato osso-implante, observando-se uma maior
densidade 6ssea, quando ndo havia nenhuma revestimento de HA, indicando
gue este tipo de revestimento pode ndo ser necessario quando se utiliza
BMP-2 néo-glicosiladas (Freilich et al., 2008). No presente estudo, o sistema
de expressdo de rhBMP-7 usada permitiu um correto processamento pos-
transducdo, produzindo uma rhBMP-7 glicosilada efetivamente capaz de
induzir a diferenciacdo de células C2C12 e a osteogénese ectOpica em

subcutdneo de camundongs nude (Bustos-Valenzuela et al. 2010).



Confirmando os resultados de Bustos-Valenzuela (2010), o presente estudo
demonstrou maior formacao 6éssea no grupo contendo rhBMP-7 nos defeitos

sobreinstrumentados.

Vale a pena, ainda, mencionar que a rhBMP-7 utilizada apresenta uma
capacidade de osteoinducdo muito alta, pois apenas 15 minutos de contato
com os implantes revestidos foram suficientes para produzir um aumento
significativo na area do osso neoformado. Este tempo de manuseio foi
significativamente menor do que o registrado anteriormente (Leknes et al.
2008; Lee et al. 2010; Susin et al. 2010), nos quais foi necesséario um periodo
de, no minimo, seis horas de preparacédo do implante com rhBMP e posterior

instalacdo do mesmo, o que dificulta sua utilizacdo clinica no dia-a-dia.

Estudos anteriores testaram diferentes concentracbes de BMP, e
mostraram que a formacéo de osso trabecular novo foi encontrada apenas
com 380ug de BMP-2 (Sachse et al., 2005). J4 estudos usando implantes
com superficie de éxido de titdnio poroso embebidos em altas concentracdes
de rhBMP-2 (3.0mg/ml) ndo apresentaram aumento na formacdo 6ssea em
comparagcdo com 0S grupos que receberam as concentracdes mais baixas
(0,75 e 1,5 mg / ml) em 8 semanas (Wikesjo et al. 2008b). Apesar de no
presente trabalho ndo ser possivel quantificar a concentracdo adsorvida de
rhBMP-7, poderiamos supor, que essa concentracdo tenha sido menor que

2,0 mg / ml, pois esta era a concentracao da rhBMP-7 na solucao.

Stenport et al. 2003, mostraram que 10 mg de BMP-7 associado ao
coldgeno como o carreador nao contribuiu significativamente para o aumento
da fixagdo do implante de titdnio no osso. Por outro lado, a associacdo de
rhBMP-7 (1,5 e 3,0 mg / ml) a implantes em defeitos supra-6sseos, melhorou
a formacédo 6ssea, estendendo-se acima da plataforma do implante apés 8
semanas. Desta forma, a superficie de 6xido de titanio poroso atuou como
uma efetiva superficie carreadora de rhBMP-7, indicando uma potencial
importancia clinica na estimulacdo da formacdo 6ssea local, obtendo um
ganho vertical do rebordo alveolar (Leknes et al., 2008; Susin et al. 2010).
Entretando, n&o foi possivel comparar as diferencas no modelo experimental,

devido a falta de um grupo controle sem rhBMP-7.



E possivel inferir que o processo inflamatério associado aos
procedimentos de instalacdo do implante proporcionem uma atividade
proteolitica inerente ao processo, capaz de destruir parte das moléculas de
BMP associadas ao material. Destarte, concentracdes maiores de BMP
acabam por serem necessarias. Esta hipdtese sugere que futuras
formulacdes para disponibilizacdo da BMP engendrem mecanismos capazes
de controlar o momento de sua liberagédo, mais precisamente, promovendo a

liberacéo em fase posterior a inflamatoria.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram um estudo prévio
(Susin et al, 2010), que utilizou também a rhBMP-7, mas com uma diferente
superficie de implante e desenho experimental (defeito supra-alveolar).
Portanto, sugere que o o0sso recém-formado foi atribuido aos efeitos
osteoindutivos da proteina e ndo ao tamanho do local do implante. Na
verdade, a proteina associada a sobreinstrumentacdo pode contribuir para
acelerar a formacdo Ossea, uma vez que foi possivel observar uma
neoformacgdo Ossea trés vezes maior ao redor dos implantes em locais de
sobreinstrumentacdo do que no grupo controle (sem rhBMP-7). Tal modelo
experimental quando transferido para a vivéncia clinica em implantodontia é
de extrema importancia, pois simula os casos de instalacdo imediata pos-
exodontia, onde ha um espaco entre a parede 6ssea do alvéolo dentério e o
implante, podendo assim proporcionar ao paciente um menor tempo de

recuperacao.



7 — CONCLUSAO

Conclui-se que a associacdo da rhBMP-7 ao xenoenxerto promoveu
reparacdo 6ssea em cranio de ratos semelhante ao grupos autdgeno e
coagulo, porém maior que no grupo tratado apenas com xenoenxerto. Ainda,
conclui-se que a associagcdo da rhBMP-7 a implantes de Ti revestidos com
filmes nanométricos de HA resultam em maior formacdo O0ssea que nos
implantes sem BMP, sendo mais evidente nos casos onde houve uma
sobreinstrumentacao do sitio cirargico. Pode-se inferir que a associacdo da

rhBMP-7 aos implantes poderé acelerar o processo de osseointegracao.
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