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RESUMO

A proteina 6ssea morfogenética recombinante humana tipo 2 (rhBMP-2- Infuse®)
tem demonstrado resultados promissores em promover a regeneracao do tecido
0sseo no campo da Medicina e Odontologia quando associados a membrana de
colageno. Este estudo teve por objetivo avaliar o crescimento 6sseo vertical dos
enxertos xendégenos em forma de blocos fixados em tibia de coelhos, com e sem
rhBMP-2. Foram utilizados 20 coelhos da raca Nova Zelandia, fémeas, pesando
entre 3,5 a 4kg, que foram divididas em quatro grupos: blocos sem membranas
associados a rhBMP-2, blocos com membranas associados rhBMP-2, blocos sem
membrana e sem rhBMP-2 e blocos com membrana e sem rhBMP-2. Cada tibia
recebeu dois blocos retangulares fixados por um parafuso faceado ao bloco que
foram mensurados em milimetros com paquimetro centesimal apds sua fixacao.
Apés trés meses, os animais foram submetidos a eutanasia e os blocos foram
novamente mensurados. Os dados foram analisados utilizando Kruskal-Wallis Tukey
(x=0,05). A analise estatistica revelou que a interacédo entre os fatores rhBMP-2 e
membrana nao foi significante (p=0,114). Analisando os fatores de forma individual,
0S grupos sem membrana (2,38 £1,08) apresentaram a média de crescimento 0sseo
maior que 0s grupos com membrana (1,72 £1,51) (p<0,001). Os grupos com rhBMP-
2 (2,70£1,50) apresentaram a média de crescimento 6sse0 maior que 0S grupos sem
rhBMP-2 (1,43+0,78) (p=0,039). Concluimos que a utilizacdo de rhBMP-2 resultou
num maior crescimento 0sseo, enquanto a utilizacdo de membrana resultou em

menor crescimento 4sseo.

Palavras-chave: Osso e Ossos. Implantes Dentarios. Proteina Morfogenética Ossea

2. Fatores Bioldgicos. Coelhos.



ABSTRACT

The human recombinant type 2 (rhBMP-2 Infuse ®) is a bone morphogenetic protein
capable of assisting considerably in cases of bone graft. This study aimed to evaluate
the vertical bone growth of block-shaped xenogenous grafts fixed to the tibia of
rabbits with and without rhBMP-2. We used 20 New Zealand female rabbits, weighing
between 3.5 and 4 kg, which were divided into four groups: blocks without
membranes associated with rhBMP-2, blocks with membranes associated with
rhBMP-2, blocks without membranes and not associated with rhBMP-2, and blocks
with membranes not associated with rhnBMP-2. Two rectangular blocks were fixed to
each tibia with screws at the same level as the surface of the blocks, and thereafter
measured in millimeters using a pachymeter. After three months, the animals were
euthanized and the blocks were again measured. Data were analyzed using Kruskal-
Wallis/Tukey (a =0,05). Statistical analysis revealed that the interaction between the
factors rhBMP-2 and Membrane was not significant (p = 0.114). Analyzing the factors
individually, the groups without membrane (2.38 £ 1.08) presented a mean bone
growth greater than the groups with membrane (1.72 + 1.51). We came to the
conclusion that the use of rhBMP-2 resulted in a greater vertical bone growth, and it

is an option for the treatment of atrophic areas.

Key words: Bone and Bones. Dental Implants. Bone Morphogenetic Protein 2.

Biological Factors. Rabbits.
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1 INTRODUGAO

A reabilitacdo bucal por meio de proteses totais ou parciais removiveis foi
muito utilizada na pratica da Odontologia, no entanto, os casos de desdentados
totais e parciais com extremidade protética posterior livre, limitacbes estéticas,
mecanicas e funcionais existem e requerem atengao especial do profissional. As
reabilitacdes estético funcionais de pacientes com edentulismo associado as atrofias
0sseas maxilo mandibulares causadas por diversas patologias maxilo faciais tém
sido um desafio para a Implantodontia.

O tecido 6sseo €, sem duavida, de vital importancia tanto para o suporte dos
implantes como também para a sustentacdo e estabilidade dos tecidos moles. Os
implantes apresentam elevada taxa de sobrevivéncia e previsibilidade estética
guando instalados em pacientes que possuem tecido 0sseo em quantidade e
gualidade suficiente. Para suprir as deficiéncias 0sseas comumente presentes, sdo
necessarias cirurgias de reconstrucdes o0sseas que, conforme o grau de atrofia,
aumentam a complexidade cirurgica reconstrutiva prévia a instalacdo dos implantes
(ESPOSITO et al., 2006; CHIAPASCO, 2009).

A morfologia do defeito 6sseo esta intimamente relacionada com a escolha da
técnica cirargica, bem como a opcado do substituto 6ésseo com a biologia mais
adequada a cada situacao clinica de atrofia. A regeneracdo 6ssea guiada com
barreiras associadas a substitutos 6sseos particulados, os enxertos em bloco do tipo
onlay, os enxertos interposicionais e a distracdo osteogénica, sao técnicas
consagradas que tém mostrado satisfatorias taxas de sucesso quando respeitados
os limites bioldgicos e as indicacdes de cada técnica cirargica (CHIAPASCO et al.,
2009).

O avanco no campo do conhecimento biolégico envolvido no processo de
regeneracado O0ssea vem propiciando, de forma crescente, o surgimento de novos
substitutos 0sseos, fatores de crescimento, que, associados as técnicas cirdrgicas
consagradas, tém minimizado principalmente os danos teciduais e a morbide
cirargica nas cirurgias de reconstrucao do tecido 6sseo.

Um substituto ésseo ideal deve ser biocompativel, biodegradavel, possuir
propriedades osteocondutivas e, preferivelmente, osteoindutivas. A busca desse

material tem sido o grande desafio das industrias desse setor.
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Até o presente momento, 0 0sso autdgeno ainda é considerado o padrdo ouro
para qualquer tipo de aumento 6sseo (SENDYK, 2004; CHIAPASCO, 2009), porém,
as técnicas cirurgicas, por mais aprimoradas que sejam ainda requerem grandes
guantidades de tecido 6sseo, o que nem sempre pode ser obtida do préprio paciente
devido a disponibilidade limitada, aumento do tempo cirargico, idade do paciente,
tempo transoperatorio, necessidade de internacdo hospitalar, limitacbes de ordem
sistémica e/ou local, fatores que, em muitos casos, inviabiliza seu uso (SENDYK,
2004).

As alternativas clinicas mais comuns para 0 enxerto autbgeno sao o enxerto
homégeno (humano), xendgeno (animal, por exemplo, bovino) e o enxerto sintético
ou aloplastico (metal, plastico ou ceramico). Estes substitutos 6sseos vém sendo
utilizado em diversas modalidades cirargicas de enxertia oral, porém cada material
apresenta uma particularidade Unica como vantagens, desvantagens, limitacdo e
indicagbes precisas com protocolos clinicos cientificos pré-estabelecidos
relacionados a morfologia do defeito 6sseo (PIMENTEL et al., 2012).

Os estudos da complexidade do microambiente medular possibilitaram
identificar e delinear novas estratégias para potencializar o crescimento 6sseo com
os fatores de crescimentos (BOYNE et al., 2005). A reconstrucdo de grandes
defeitos 0sseos causados por patologias ou traumatismo ainda sdo um desafio para
a implantodontia e cirurgia buco maxilo facial. Substitutos ésseos, transferéncia de
tecido microvascularizado e distracdo osteogénica sdo algumas das técnicas
utilizadas para solucionar o problema. A diversidade de técnicas € um indicativo de
dificuldade na reconstrucdo mandibular. Apesar das muitas vantagens do enxerto
autégeno, existem algumas desvantagens, as quais incluem: a morbidade do local, a
disponibilidade limitada de tecidos, limitagbes na forma do o0sso e contorno
remanescente. A aplicacdo clinica da capacidade de inducdo 6ssea da proteina
morfogenética 0ssea mostra um incrivel potencial de tecnologia com resultados
promissores.

A proteina morfogenética 6ssea mais utilizada atualmente e que é capaz de
estimular células da linhagem mesenquimal provenientes da medula 6ssea e dos
vasos sanguineos no tecido conjuntivo a se diferenciarem em células osteogénicas
tem sido a proteina morfogenética 6ssea recombinante humana tipo 2 (rhBMP2-
Infuse®), que é resultante de um processo de Engenharia Genética da proteina

natural humana. Desde entdo, esse fator de crescimento tem sido amplamente



12

estudado e utilizado nas areas de Ortopedia e em outras areas da Medicina que
envolvam enxerto 0sseo, incluindo as indicagdes craniofaciais. Varias pesquisas tém
enfatizado que a inducdo de formacao 6ssea pelo rhBMP2 (Infuse®) é diretamente
dependente das propriedades do carreador, no entanto, a esponja de colageno
(ACS Infuse®) tem sido o transportador mais utilizado desta proteina nos estudos
em humanos (BOYNE, 1997; BOYNE 2001; COCHRAN et al., 2000; JUNG et al.,
2008; TRIPLETTE et al., 2009).

Deste modo, este estudo tem por objetivo avaliar de forma biométrica
enxertos xendgenos em forma de bloco fixados em tibia de coelhos, com e sem a
aplicacdo da rhBMP2, diretamente sobre os blocos de enxerto ou nas esponjas de
colagenos (ACS Infuse®) em um modelo de regeneracdo Ossea avaliando o

crescimento 6sseo vertical.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo responsavel pelo suporte, sustentacdo e locomog¢do do nosso
corpo apresenta-se metabolicamente muito ativo, sendo responséavel pelo controle
da homeostase idnica de calcio e fosforo no organismo, manutencdo do ph
sanguineo, assim como na transmissao do impulso elétrico em nervos e musculos.
Sao capazes de absorver toxinas e metais pesados, minimizando seus efeitos
adversos, em outros tecidos do corpo (JEE, 1988; MARX; GARG, 1988).

O o0sso € constituido de uma parte organica e de outra inorganica. A matriz
organica é formada de colageno, principalmente tipo |, proteoglicanas e
glicoproteinas adesivas, e a inorgénica, por ions fosfato, calcio e, em menor
guantidade, bicarbonato, magnésio, potassio e sodio. A unido do fosfato e do calcio
formam cristais com estrutura de hidroxiapatita que, associados as fibras colagenas,
fornecem a resisténcia e dureza caracteristicas do tecido 0sseo. Histologicamente, o
tecido 6sseo existe sob duas formas distintas: o tecido 0sseo primario e o tecido
0sseo lamelar. O tecido 0sseo primario ou imaturo € o primeiro a ser formado no
processo de reparacao, apresenta fibras colagenas pouco organizadas dispostas em
diversas direcdes e com pouca quantidade de minerais. Todo tecido primario
gradativamente € substituido por osso lamelar. O osso lamelar € o componente
principal dos ossos cortical e trabecular maduro. Possui boa resisténcia devido a
abundante quantidade de matriz 6ssea calcificada, na qual as fibras de colageno
encontram-se orientadas em lamelas dispostas ao redor de um vaso sanguineo
central.

Os vasos sanguineos centrais, em conjunto com ostedcitos e as lamelas
concéntricas ao vaso, constituem o Sistema de Havers. Esses sistemas comunicam-
se por meio de um segundo grupo de vasos sanguineos, transversais ou obliquos,
denominados canais de Volkmann. Apresenta uma menor velocidade de formacéo se
comparado ao esponjoso devido a sua estrutura organizada de fibras colagenas e
cristais de minerais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Macroscopicamente, o tecido 6sseo é classificado de acordo com a
densidade como osso compacto (ou cortical) e esponjoso (ou medular). O 0sso

compacto ou cortical proporciona maior resisténcia e prote¢do, sendo encontrado na
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regido mais periférica dos o0ssos chatos ou diafises de osso longo. O 0sso
esponjoso, também chamado medular ou trabecular, é o regulador das funcdes
metabdlicas. A matriz 6ssea apresenta-se organizada em lamelas longitudinais com
0s ostedcitos organizados em trabéculas. Preenchendo o espago entre as
trabéculas, encontra-se a medula éssea. As superficies 0sseas internas e externas
sdo revestidas, respectivamente, pelo enddsteo e peridsteo, uma fina camada de
tecido com grande potencial osteogénico (MARK; GARG, 1998).

Nos processos de formacgédo, reabsorcdo, manutencao e remodelacao éssea,
sob o0s aspectos histologicos, participam, basicamente, quatro tipos celulares
distintos que derivam de duas linhagens: uma relacionada a formacéo e manutencao
do tecido 0sseo, 0 osteoblasto, células de revestimento 0sseo e ostedcitos, e outra
ao processo de reabsorcao, os osteoclastos (BOYNE, 2001).

Osteoblastos séao células responsaveis pela osteogénese, sintese, maturacao
e mineralizacdo da matriz organica do osso por meio do colageno e proteinas néo
colagénica, fatores de crescimento especificos, prostaglandinas, colagenases e
fosfatase alcalina. S&o células cuboides ou ligeiramente alongadas mononucleadas
com nucleo esférico, encontradas de forma organizadas e localizadas na superficie
da matriz 6ssea chamada osteoide, uma camada ndo mineralizada, que recobre a
superficie 6ssea mineralizada. Pertencem a linhagem osteoblastica, sdo células
mesenquimais pluripotentes, indiferenciadas que possuem alta capacidade em
proliferar e se especializar em células 6sseas maduras, condroblastos ou mesmo
fibroblastos, de acordo com a natureza e o grau do estimulo que recebem (AUBIN,
1998).

Alguns osteoblastos tornam-se inativos e revestem as superficies ésseas,
sendo, entdo, denominados células de revestimento 6sseo (bone lining cells). Estas
células recobrem as superficies 6sseas do enddsteo e o peridsteo dos 0ssos de um
individuo adulto, podendo voltar a sua atividade quando reativadas (JEE, 1998).

Os ostedcitos sdo as ceélulas mais numerosas do tecido 6sseo e
correspondem as formas mais diferenciadas do osteoblasto. Uma vez que o
osteoblasto tenha sintetizado a matriz 6ssea e esteja totalmente envolvido por ela,
dentro de espacos isolados, denominados lacunas osteociticas, passa a ser
chamado de ostedcito. Suas longas projecdes citoplasmaticas comunicam um

ostedcito a outro por meio das jungdes comunicantes, essas juncdes do tipo teia
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permitem a passagem de moléculas e garantem a sobrevivéncia da célula na sua
lacuna isolada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Osteoclastos sao células grandes multinucleadas, formadas a partir da fusdo
de células progenitoras mononucleares da linhagem dos monécitos e macréfagos.
Sua principal funcdo é promover a reabsor¢cdo 0ssea, desempenhando, também,
importante funcédo durante os processos de formagédo, manutencdo e remodelacdo
das estruturas 0sseas. Devido a seu tamanho e a atividade metabdlica, um Unico
osteoclasto pode reabsorver a matriz 6ssea depositada por 100 osteoblastos, fato
gue justifica seu baixo numero em quantidade no tecido 6sseo normal.

Quando € ativado, o osteoclasto aderido a superficie Ossea promove
escavacdes na superficie 6ssea denominadas lacunas de Howship. Adjacente a
superficie 0ssea, sua membrana celular exibe numerosas invaginagdes, formando
uma borda em escova, area que delimita a zona de reabsor¢cdo do 0ssoO
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

2.2 MECANISMOS BIOLOGICOS DO REPARO OSSEO:

Os mecanismos biolégicos de reparo 0sseo associados aos biomateriais ou
enxertos 0sseos podem ser classificados em diferentes niveis, como osteogénese,
osteoinducao, osteoconducdo e osteopromocao.

A osteogénese se caracteriza pela atividade de osteoblastos e pré-
osteoblastos viaveis transplantados com o enxerto para o defeito 6sseo a partir de
uma area doadora do proprio individuo. Entretanto, mesmo que algumas células do
enxerto sobrevivam a transferéncia, as principais fontes de células para esta
fase sdo as células osteogénicas e osteoprogenitoras do hospedeiro. Logo, a
osteogénese independe de células mesenquimais indiferenciadas para que haja
uma nova formacdo 6ssea. A eficiéncia deste processo depende da fonte de
enxerto utilizada — o o0sso medular, especialmente aquele acompanhado de
medula 6ssea tende a apresentar maior revascularizacdo que o cortical, porém,
este ultimo tende a apresentar maior suporte estrutural. Como desvantagens desta
técnica, deve-se considerar a morbidade do paciente e variavel disponibilidade em
guantidade e qualidade do osso na area doadora (LUNDGREN et al., 2008).

Urist, em 1965, realizando experimentos em animais, observou

acidentalmente um fenémeno de inducdo Ossea, a osteoindugdo. Verificou que
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proteinas ndo-colagenosas orientaram a modulacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais em células da linhagem &ssea, promovendo a osteogénese
(URIST; STRATES, 1971; ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001). Neste processo,
células sédo estimuladas a produzir osso e € evidente a conversao fenotipica de
células indiferenciadas do mesénquima em osteoblastos na area do defeito. E um
mecanismo biolégico basico que acontece com frequéncia regular, como no
reparo de fratura (ALBREKTSSON, JOHANSSON, 2001). Sdo exemplos deste
processo a matriz 6ssea desmineralizada e as proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMP) (GRANJEIRO et al., 2005).

A osteoconducédo é o processo em que 0 enxerto serve como arcabouco, de
forma passiva, para migracdo de vasos sanguineos e deposi¢cdo de novo 0SSO na
superficie ou dentro de poros, canais ou tuneis (CALASANS-MAIA et al., 2008).

A osteopromocao utiliza barreiras mecanicas ou membranas de protecdo que
evitam a proliferagcdo do tecido conjuntivo em meio ao defeito 6sseo, permitindo
gue esse seja povoado por células osteoprogenitoras. Esta exclusdo tecidual é
realizada com o uso de membranas (barreiras fisicas), que podem ser
bioabsorviveis ou ndo. As membranas, rigidas ou com reforco de titanio, séo
capazes de promover a formacdo de quantidade significativa de novo 0sso e
manter espaco suficiente, sem a adicdo de material de preenchimento. Isso ocorre
devido a sua capacidade de impedir a invasdo de outros tecidos competitivos. A
técnica de regeneracdo 0ssea guiada (ROG) é indicada no tratamento de defeitos
0sseos, para aumentar a altura e largura da crista 6ssea, em que a barreira
fisica é adaptada para proteger o coagulo sanguineo, criando um espaco isolado e

permitindo a regeneracdo 0ssea (BUSER et al., 1998).

2.3 ENXERTO XENOGENO:

Sao frequentes as situacfes clinicas nas quais ha a perda do elemento
dentario e do tecido ésseo por diversas patologias maxilo faciais ou trauma, o que
dificulta ou impossibilita a instalacdo de implantes em pacientes desdentados devido
a auséncia de quantidade 6ssea adequada. A necessidade de reconstrucdo do tecido
0sseo previamente a instalagdo de implantes por meio de enxertos tem sido

extensivamente avaliada por diversas técnicas cirdrgicas consagradas nos ultimos 40
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anos com boa previsibilidade clinica e taxa de sobrevivéncia de implantes
(CHIAPASCO et al., 2009).

Carlsson et al. (1967) estudaram as alteracdes do osso alveolar em um
estudo radiogréfico longitudinal de cinco anos mostrando que h& perda de 25% de
volume 0sseo no primeiro ano e de 40 a 60% até o terceiro ano pés-exodontia.

Pacientes portadores de préteses totais ou parciais removiveis possuem uma
continua reabsorcao do osso alveolar devido as condi¢cbes de carga no tecido 6ésseo
ser desfavoravel em relacdo ao 6rgédo dental (LINDQUIST; CARLSSON; JEMT,
1996). Estes também demonstraram que a perda 6ssea € mais acentuada durante
os primeiros dois anos ap0s a extracdo dentaria embora este processo prossiga por
guinze anos.

Atualmente, o osso autdégeno ainda é considerado o padrdo ouro para
gualquer tipo de aumento 0sseo, no entanto, ainda requer grandes quantidades
frente ao grau de atrofia, 0 que nem sempre pode ser obtido do proprio paciente
devido a fatores como traumatismo da zona doadora, aumento do tempo cirargico,
edema pos-operatorio, idade do paciente, necessidade de internacao, limitacbes de
ordem sistémica e/ou local, fatores que, em muitos casos, superam as vantagens em
se utiliza-lo (SENDYK, 2004; ESPOSITO et al., 2006).

Um substituto ésseo ideal deveria ser biocompativel, biodegradavel, possuir
propriedades osteocondutivas e, preferivelmente, osteoindutivas (URIST, 1965;
JENSEN et al., 2006). As alternativas mais comuns para 0 enxerto autdégeno
utilizado clinicamente seriam 0s enxertos xendgenos, aloplasticos, ceramicos e
homdgenos.

O o0sso bovino inorganico é uma hidroxiapatita bovina osteocondutiva, usada
extensivamente para preenchimento 6sseo desde o inicio da década de sessenta
com 0s primeiros ensaios clinicos para o preenchimento de defeitos Gsseos
(JENSEN et al., 2006).

Jensen et al. (1996) testaram em mandibulas de miniporcos a utilizacdo do
0sso mineral bovino particulados e observaram que a osseointegracdo do 0Sso
bovino foi maior que dos outros materiais ceramicos testados, porém com menor

indice de biodegradacao.

O o0sso bovino inorganico, estruturalmente, apresenta uma proporcao

célcio/fosfato de 1,67 e tamanho médio do cristal de, aproximadamente, 100u3,
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conferindo semelhancas quimicas e estruturais com a hidroxiapatita humana (VON
ARX et al., 2001).

O processo de reabsorcdo da hidroxiapatita bovina inorganica foi
demonstrado em um estudo longitudinal de 10 anos por Sartori et al. em 2003,
revelando que o biomaterial ndo € reabsorvido totalmente e sim incorporado ao
tecido Gsseo.

A hidroxiapatita sob a forma de granulos ou particulada é bem relatada na
literatura em terapias regenerativas do tecido Osseo oral como material de
preenchimento em defeitos 6sseo periodontais e peri-implantares, na manutencao
do alvéolo dentario apés extracao, cirurgias de enxerto em seio maxilar e ganho de
espessura 0ssea associada a técnica de regeneracao 0ssea guiada (BUSER et al.,
1998; ARTIZI et al., 2004).

A topografia rugosa da hidroxiapatita favorece a proliferagdo de osteoblastos
e ainda promove a sintese da matriz 0ssea na sua superficie, no entanto, 0 0SS0
mineral bovino ndo possui propriedades osteoindutivas e sim osteocondutivas.
(TORRES et al., 2009).

Varios estudos longitudinais retrospectivos em humanos sustentam a
utilizacao clinica deste material mostrando taxa de sobrevivéncia de implantes de
95% em 15 anos, semelhante ao do osso autégeno com taxa de 97% quando
utilizado como material de preenchimento sob a forma particulada em defeitos com
mais de trés paredes 0sseas (KURKCU et al., 2012).

O enxerto bovino em forma de bloco 6sseo mineral foi estudado inicialmente
por Takagi e Urist (1982), que demonstraram, em estudos com animais, que a
hidroxiapatita em bloco, quando utilizada como enxertos do tipo onlay, apresenta
boa estabilidade a pressdo do periésteo, da pele ou da mucosa ao longo de 24
semanas, mostrando ser um substituto 6sseo osteocondutor estavel em relacdo a
manutencédo do volume pds-operatorio.

Jung et al. (2003) avaliaram se a adicdo ou ndo de rhBMP2 ao enxerto
xenogeno (Bio-Oss) proporciona melhora na terapia de regeneracdo 6ssea guiada
com relacdo a densidade, ao volume e a maturacdo 6ssea. Em 11 individuos, foram
instalados 34 implantes dentarios em areas que necessitavam de enxerto 6sseo.
Todas as éareas (5 superiores e 6 inferiores) receberam enxerto xendgeno e
membrana de colageno (Bio-Guide). No grupo teste, foi adicionado rhBMP2 ao bloco

de enxerto. Os resultados mostraram reducéo da altura do defeito 6sseo em ambos
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0S grupos, e uma maior densidade e fragdo mineralizada 6ssea no grupo teste.
Concluiram que a combinacdo do enxerto xenégeno com rhBMP2 pode melhorar o
processo de maturacdo e pode aumentar o contato 0sso-enxerto.

Cornelini et al. (2004) relataram a utilizacdo de enxertos xendgenos (Bio-Oss)
em conjunto com membranas de colageno (Bio-Guide) em &reas que, apos
exodontia, receberam implantes transmucosos. Foram avaliados 20 individuos que
foram divididos em dois grupos; o grupo teste, que recebeu Bio-Oss e Bio-Guide, e 0
grupo controle, que recebeu apenas Bio-Guide. Apds 6 meses, exames clinicos e
radiograficos foram realizados e os resultados ndo mostraram diferencas quanto ao
nivel &sseo verificado radiograficamente e profundidade de sondagem. Foi
observada diferenca significante com relacdo ao posicionamento da margem
gengival nas faces proximais, sendo que, no grupo teste, este posicionamento foi
mais coronario do que no grupo controle. Concluiram que a utilizacdo de 0sso
bovino juntamente com a membrana em areas que receberam implantes apos
exodontia oferece vantagens estéticas relacionadas a problemas em areas
proximais.

Simion et al. (2006) avaliaram o aumento vertical do rebordo alveolar de seis
cdes em defeitos criticos verticais padronizados criados no momento da extracao
dos quatro pré-molares inferiores bilateral que permaneceram em espera de 12
semanas para cicatrizacdo dos tecidos. Foram utilizados enxertos de 0sso bovino
mineral em forma de bloco associado ou ndo a fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF). Trés grupos foram testados; bloco de osso bovino mineral em
combinagcdo com uma membrana de colageno, bloco de osso bovino mineral
associado a PDGF apenas e bloco de osso bovino mineral associado a PDGF
recoberto por uma membrana de colageno. Apds 16 semanas, foi demonstrado
histologicamente que a associacdo de PDGF em combinacdo com um enxerto
bovino em bloco sem a colocacdo de uma membrana de colageno tem maior
potencial regenerativo em relacdo a quantidade de osso formado em defeitos 6sseos
mandibulares verticais, evidenciando, também, o importante papel do periésteo
como uma fonte de células osteoprogenitoras no processo de regeneracao do tecido
0sseo.

Rothamel et al. (2009) avaliaram histologicamente o aumento vertical do
rebordo 6sseo em mandibula de cades. Dois blocos de ossos (de 6 x 10 x 15 mm)

(CS-Block bovin, Tutogen Medical) foram inseridos em cada lado da mandibula e
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fixados com um implante de titAnio e um parafuso osteossintese. Trés diferentes
terapias foram testadas: (1) bloco xendégeno sozinho, (2) bloco xendégeno recoberto
por uma membrana de coldgeno (Tutodent Membran, Tutogen Medical), (3) bloco
autogenos colhidos durante a execucdo do defeito critico. Apdés 12 semanas de
maturacdo, os sistemas de fixacdo foram removidos e substituidos por implantes
dentarios que permaneceram por mais um periodo de reparacdo adicional de 3
meses. A andlise histologica revelou que os blocos xendgenos demonstraram
propriedades osteocondutivas em nivel equivalente ao grupo de blocos autdgenos,
com presencgas de 50% a 60% de tecido 6sseo no interior dos blocos. A utilizagéo de
uma membrana de colageno nao melhorou os resultados encontrados.

Felice et al. (2009) compararam duas técnicas para 0 aumento de 0SSO
vertical utilizando enxerto autdgeno da crista do iliaco e enxerto 0sseo bovino.
Foram selecionados 10 individuos parcialmente desdentados que receberam os dois
tipos de enxerto na porcéo posterior da mandibula do lado direito e esquerdo. Nao
foram observadas diferencas quando comparados os dois tipos de enxerto em
relacdo a altura 6ssea marginal dos implantes. Concluiram que ambos os tipos de
enxerto proporcionaram bons resultados, mas o uso de enxerto de 0sso bovino deve
ser preferido, pois € um procedimento menos invasivo e realizado em Unica etapa.

Schmitt (2011) avaliou a taxa de formacao 0ssea e osseointegracdo de bloco
mineral bovino (Bio-Oss ®) associado a rhBMP-2 e ou rhVEGF, e inseridos em
defeitos criticos em calvaria de porcos para ganho vertical. Todos os blocos 6sseos
inseridos apresentaram crescimento 0sseo ao redor e em seu interior com suficiente
estabilidade volumétrica podendo ser utilizado para procedimentos de aumento, no
entanto, a adicdo de fatores de crescimento (BMP-2 e VEGF) ndo promoveu o

aumento significativo de neoformacéo éssea.

2.4 PROTEINA OSSEA MORFOGENETICA:

Fatores de crescimento sdo proteinas que exercem profunda influéncia na
proliferacdo e crescimento das células. Os fatores de crescimento estimulam a
diferenciacdo das células tronco progenitoras. Esses fatores de crescimento 6sseo,
gue consistem em menos do que 1% das proteinas ndo colagenas, sao produzidos,
principalmente, pelos osteoblastos e incorporados a matriz extracelular durante a

formacdo O0ssea. Os fatores de crescimento mais citados pela literatura sédo: Fatores
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de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs); Fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGFs); Fator de crescimento transformador B (TGFB);
Fatores de crescimento vasculares endoteliais (VEGFs); e Fatores de crescimento
de fibroblastos (FGFs) (LIND et al., 1996).

O PDGF é sintetizado por plaquetas, mondcitos, macréfagos e células
endoteliais, influenciando a maioria das células de origem mesodérmica. Como
consequéncia do seu papel no crescimento celular, PDGFs podem exercer o seu
efeito aumentando o numero de células sintetizadoras de colageno. O IGF é
produzido por diferentes tipos de células, incluindo osteoblastos, podendo ser do tipo
| (IGF-I) ou Il (IGF-1). O IGF-I esté& relacionado ao recrutamento e a proliferagédo de
células mesenquimais, e o IGF-Il é ativado mais tarde, no inicio do processo de
calcificacdo 6ssea. Sabe-se que IGF-I ativa a expressao de osteocalcina dentro da
célula, o que é importante para a manutencdo da massa 0ssea e para promover o
crescimento 0sseo longitudinal. Ja os fatores de crescimento de Fibroblastos FGFs
regulam a mitogénese, diferenciacdo e manutencéao celular.

A familia do Fator de Crescimento Transformador § (TGFB) é composta por
cinco membros: proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), fatores de crescimento e
diferenciacdo (GDF), ativinas, inibinas e substancia de Muller. Osteoblastos e
condrécitos expressam receptores TGFB. Encontrado principalmente nos 0ssos,
plaquetas e cartilagem, o TGFB desencadeia o crescimento, a diferenciacdo e a
sintese de matriz extracelular. Os TGFBs sdo produzidos pelos osteoblastos e
armazenados na matriz 0ssea, seu maior reservatorio. As proteinas morfogenéticas
O0sseas sao membros da superfamilia TGF-B, e sao moléculas diméricas
responsaveis por desempenhar um papel critico no desenvolvimento embrionario,
regulando uma ampla gama de atividades celulares, incluindo proliferacdo celular,
diferenciacao, determinacao da célula e apoptose (JENSEN et al., 1996).

Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) foram denominadas por Marshall
Urist, Professor Emérito do Departamento de Cirurgia Ortopédica da Faculdade de
Medicina da UCLA em 1965, apds um experimento com 0sso desmineralizado que
foi inserido em tecido subcutaneo e muscular induzindo a formacédo 6ssea nesses
locais por meio de um extrato proteico, denominado de proteina morfogenética, o
gual foi associado a uma matriz 6ssea acelular, desvitalizada e descalcificada. Apos
seus 70 experimentos realizados em 300 animais, a primeira evidéncia encontrada

foi que osso descalcificado produz novo osso em uma quantidade proporcional ao
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volume do implante. A segunda evidéncia € que, onde quer que a inducdo Ossea
ocorra, ha um conjunto de células-tronco, células osteoprogenitoras e pequenos
capilares rodeados por osteoblastos. A terceira evidéncia em seus estudos € que a
formacdo Ossea ocorre em implantes extraesqueletais de matriz dssea
descalcificada no interior de cavidades, e os osteoblastos s&o derivados n&o de
elementos do tecido doador, mas da proliferacdo de células pluripotentes originérias
do hospedeiro.

Urist e Craven (1970) realizaram um estudo para avaliar a morfogénese
O0ssea por meio da implantacdo de matriz 6ssea em muasculos em um receptor
alogénico, isogénico e autégeno por 42 dias. A matriz xendgena produziu uma
escassa producdo de osso. A quantidade de novo osso formado foi medido por
histologia e de forma macroscopica. De acordo com os resultados obtidos nesse
estudo classico, a estabilidade dos padrdes morfogenéticos na matriz 0ssea, de
acordo com a producéo de 0sso novo de implantes intramusculares em vertebrados,
mostra o coelho como animal estavel na morfogenia do tecido 6sseo entre as
espécies analisadas.

Urist e Strates (1971) observaram que as BMPs gerenciam a modulacéo e
diferenciacdo das células mesenquimais do tecido muscular em 0sso e medula
O0ssea. Durante a osteogénese, células mesenquimais pluripotentes diferenciam-se
em pré-osteoblastos que servem de células progenitoras para adipocitos, midcitos
ou condradcitos. Estes pré-osteoblastos se diferenciam em osteoblastos maduros que
depositam componentes necessarios para formar a matriz 6ssea e subsequente
mineralizacao, neste estudo, foi definido o principio da inducéo Ossea.

Urist ndo foi capaz de isolar a substancia responsavel pela morfogénese
Ossea dentro do extrato, somente em 1983, os bioquimicos Kuber Sampath e Hari
Reddi desenvolveram um sistema de inducdo éssea in vivo. O sistema consistia na
implantacdo de um dispositivo com a mistura da proteina de interesse sob a pele de
um rato macho. Logo apds o sistema ser desenvolvido, os dois pesquisadores foram
contratados por empresas diferentes. As duas companhias chegaram a reta final
simultaneamente em 1987, determinando a sequéncia parcial da proteina especifica
do aminoécido cisteina, semelhantes ao TGF-B, por essa razao fazem parte da
grande familia de fatores de crescimento conhecido por TGF-B. Reddi nomeou as
proteinas com o prefixo BMP, identificando-as como BMP-2, BMP-3, BMP-4, BMP-5,
BMP-6, BMP-7, BMP-8. Enquanto isso, Sampath e colegas, no Creative
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Biomolecules, identificaram uma proteina que eles chamaram OP-1, que
corresponde a BMP-7 (REDDI, 1997; REDDI, 2007).

Wozney et al. (1988) produziram pesquisas, por mais de uma década,
estudando os mecanismos de ac&o das Proteinas Morfogenéticas Osseas, formas
de purificacdo e clonagem, até o processo de obtencdo das recombinantes
humanas.

Wozney (1989) observou que o tempo em que esses eventos transcorrem é
dependente da quantidade de BMP implantada. Em quantidades limitadas de 0,5 mg
de rhBMP-2, a formacdo 6ssea € vista aos 14 dias, enquanto 30 mg de rhBMP-2
antecipa a formacdo Ossea para sete dias. Com implantacdo de grandes
guantidades de rhBMP-2, como > 100 mg, extensa formacdo Ossea pode ser
observada aos 5 dias. A partir deste estudo, foi evidenciado que a formacéo 6ssea
induzida pela BMP-2 é dose-dependente.

As BMPs foram definidas como glicoproteinas produzidas pelos osteoblastos,
com massa molecular de, aproximadamente, 17.500 kd, que se assemelham
funcionalmente as citocinas e possuem a capacidade de iniciar a neoformacao
o0ssea. Por clonagem molecular, pelo menos, 6 membros desta familia tém sido
identificados e foram denominados de BMP-2 até BMP-7, e sédo parte da
superfamilia TGF-B. Pela facilidade de manipulagado, o sistema de pesquisa in vivo
de escolha é a implantacdo subcutanea de BMP em rato ou camundongo. Nesse
sistema de analise, a formacéo de cartilagem ocorre dentro de cinco a sete dias de
implantacdo da BMP, a formacao 0ssea € evidente, aproximadamente, entre os dias
10 e 14, e a remodelacdo 6ssea continuam apés 21 dias. E importante notar que,
por meio dos experimentos realizados por Wozney e colegas, o efeito da BMP é
estritamente local: cartilagem e formacdo Ossea s&o vistos somente no local de
implantacéo, e o tamanho e forma do osso formado sdo proporcionais ao material
inicialmente implantado (WOZNEY, 1989 e 1992).

Wang et al. (1990) descreveram a purificacéo e caracterizacao da rh BMP2. O
gene é removido e inserido (recombinado) em uma célula usada na reproducédo
celular em ovario de hamster chinés. A populacdo é criada, armazenada e
congelada apds o processo de liofilizacdo, obtendo-se o produto final (rhBMP2
Infuse®).
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Reddi (1997) evidenciou em seu estudo que a inducdo Ossea por matriz
O0ssea desmineralizada € uma cascata de varios estagios sequenciais. As fases-
chave dessa cascata sdo: quimiotaxia, mitose e diferenciagéo.

Avaliando a formacdo Ossea em defeitos 0Osseos periodontais supra-
alveolares de caes (SIGURDISSON et al., 1996), utilizaram diversos materiais como
carreadores de rhBMP-2: Microparticulas de &cido polilatico e poliglicélico (PLGA);
Matriz 6ssea bovina (Bio-oss®); Esponja de colageno (ACS Infuse®). Granulos de
acido polilatico (DRILAC®); Matriz 6ssea desmineralizada canina (DBM). DBM e Bio-
oss foram os carreadores que obtiveram melhores resultados. Foi comprovada,
nesse estudo, a influéncia que os carreadores podem exercer em variadas funcoes,
como a capacidade de manutencdo do espaco e habilidade da rhBMP-2 para
regenerar 0sso alveolar.

Estudos mostram que a concentracdo da proteina aplicada no carreador, bem
como o volume deste carreador, ainda ndo séo totalmente compreendidos, embora
valores absolutos de 10ng até 1,5mg tém sido utilizados. Isto indica que muitos
estudos empregam uma superdosagem, visto que, no tecido 0sseo, encontra-se
1ug/ml de BMP e a concentracdo exigida para a inducdo osteogénica in vivo é de
300ug/ml. (YAMAGUCHI, 1996).

A resposta tecidual ao implante de BMPs ocorre de modo similar ao
desenvolvimento embriologico, possibilitando a formacdo e o desenvolvimento da
reparacao na osteogénese pés-natal.

Os genes produtores de BMPs, identificados por técnicas de DNA
recombinante, tém sido utilizados para sintetizar BMP recombinante (rBMP) em
culturas de células de mamiferos, produzindo proteinas altamente ativas e
potencialmente disponiveis, bem como maiores fracdes do que era anteriormente
possivel (GONCALVES; GUIMARAES; GARCIA, 1998).

As sequéncias especificas de DNA sao introduzidas em um vetor apropriado
gue contém potencializadores e marcadores especificos para esta determinada
sequéncia. Este vetor é transferido para a célula hospedeira, normalmente células
CHO (Chinese Hamster Ovaria) ou bactéria Escherichia coli, portanto, a primeira tem
sido mais utilizada porque também influencia o custo no preco final do produto
(BESSHO et al., 1999; COCHRAN et al., 1997).

Boyne et al. (1997), em um estudo avaliou as reac¢des locais e sistémicas de

12 pacientes submetidos a preenchimento de seio maxilar com rh BMP-2 carreada
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em esponja de colageno (ACS Infuse®), encontraram significante crescimento
0sseo, o0 qual foi documentado por meio de tomografias computadorizadas. N&o
houve nenhuma reacdo inesperada e nenhuma alteracdo clinica importante nos
exames hematologicos e de urina. Os efeitos pds-operatdrios mais frequentes foram
edema facial e eritema. As bidpsias 6sseas retiradas no momento da instalagdo dos
implantes mostraram boa qualidade 6&ssea, confirmando sua indicacdo em
substituicdo aos enxertos autdgenos.

Cochran et al. (2000) avaliaram pacientes submetidos a implantacdo de
rhBMP-2 pds-exodontias ou preenchimento do rebordo alveolar pelo periodo de 36
meses. O objetivo principal era monitorar a seguranga dos pacientes tratados com
rhBMP-2 em longo prazo e avaliar os implantes instalados sobre o enxerto.
Nenhuma reacdo adversa inesperada foi observada. Todos os implantes
apresentaram-se estaveis e com tecidos periimplantares saudaveis.

Boyne (2001) estudou em diversas situagdes clinicas a eficacia da utilizagéo
da rhBMP-2 como indutor 6sseo em regeneracdo de defeitos maxilofaciais de
grande extensdo e submetidos a carga funcional. Em todas as situacfes, foi
observada regeneracdo 0ssea, com relatos de aumento na densidade 6ssea, no
volume 6sseo, e na espessura da trabécula 6ssea. Este estudo mostrou, tambéem,
gue a idade parece nao ser um fator limitante para a utilizacdo da terapia com
rhBMP-2.

Matin et al. (2003) avaliaram a regeneracdo 6éssea com o uso da rhBMP-2 ao
redor de implantes instalados imediatamente apos exodontia. No grupo que recebeu
a rhBMP-2, os implantes foram totalmente cobertos com o0sso, incluindo a parte
corondria, enquanto que, no grupo sem a BMP, um terco do implante permanecia
exposto. O estudo concluiu que o uso da rhBMP-2 facilitou e acelerou a regeneracéo
0ssea ao redor dos implantes.

Wikesjo et al. (2004) analisaram o potencial da utlizacdo da rhBMP-2
associada a esponja de colageno (ACS Infuse®) para melhorar a regeneracéo
0ssea guiada (ROG) em defeitos 6sseos horizontais ao redor de implantes usinados
e de superficie tratada, utilizando-se membrana de polifluoretiieno expandido
(PTFE). A quantidade de nova formacdo 6ssea ao redor dos implantes que
receberam a rhBMP-2 foi comprovadamente maior que no grupo controle (sem

adicdo de BMP-2), independente do tipo de superficie.
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Miranda et al. (2005) avaliaram o aumento do rebordo alveolar por meio de
implantacdo de rhBMP-2 utilizando-se dois tipos de carreadores. Os defeitos 6sseos
foram preenchidos com rhBMP-2 com esponja de colageno absorvivel de tricalcio
fosfato e hidroxiapatita ou com cimento de fosfato de célcio. Os grupos controle
foram os mesmos materiais sem rhBMP-2. Os resultados mostraram que a
associacdo de rhBMP-2 aos carreadores induziu um aumento de duas vezes da
largura do rebordo alveolar, com grande porcentagem de 0sso trabecular e maior
densidade 6ssea, se comparada aos grupos controle, independente do tipo de
carreador.

Wikesj6 et al. (2008) estudaram o efeito de diferentes dosagens de rhBMP-2
revestindo a superficie do implante, na formacdo Ossea local, incluindo
osseointegracdo e aumento vertical do rebordo alveolar em defeitos perimplantares
de 5mm. As doses foram de 0,75mg/ml , 1,5mg/ml ou 3.0 mg/ml de rhBMP-2. Os
animais receberam marcadores 6sseos nas semanas 3, 4, 7 e 8 pos-cirurgia. Os
locais em que receberam os implantes revestidos com rhBMP-2 mostraram evidente
formacdo Ossea, algumas vezes, até excedendo a plataforma do implante. Os
implantes revestidos por rhBMP-2 nas concentracdes de 0,75 e 1,5 mg/ml
mostraram formacao de cortex. Os locais que receberam implantes revestidos com
rhBMP-2 na concentracdo de 3,0 mg/ml apresentaram mais formacdo 6ssea
trabecular imatura, formacdo de seromas e remodelacdo 6ssea perimplantar, que
resultou em baixa estabilidade primaria dos implantes.

Jung et al. (2009) avaliaram os resultados clinicos longitudinais por exames
radiolégicos de 34 implantes instalados em area enxertada com 0sso bovino e
membrana de colageno com e sem adi¢cdo de rhBMP-2. Os controles apos trés e
cinco anos ndo mostraram nenhuma diferenca estatisticamente significantes em
relacdo ao contato osso-implantes nos grupos com e sem rhBMP-2. Os tecidos
moles adjacentes apresentaram-se estaveis e saudaveis nos dois grupos.

A BMP-2 tem sido utilizada com diferentes carreadores para regeneracao
0ssea, incluindo materiais inorganicos como hidroxiapatita, Tricalcio fosfato, e
cimentos a base de fosfato de calcio, polimeros sintéticos e polimeros naturais. A
desvantagem associada com carreadores sintéticos e ou inorganicos para BMP-2
sdo a baixa biodegradabilidade e substituicdo por novo tecido 0sseo. Atualmente,
um dos carreadores para liberacdo de rhBMP2 mais efetivo nos estudos humanos é

a esponja de colageno bovino tipo | absorvivel (ACS). Por possuir boa
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biocompatibilidade com os tecidos, tem alguns problemas inerentes no controle da
taxa de liberacdo de BMP-2, frequentemente, resultando em uma alta explosao de
liberacao inicial e, consequentemente, na incapacidade de prover uma liberacéo de
BMP-2 em longo prazo, bem como sua instabilidade mecanica (ZHANG; DOSCHAK;
ULUDAG, 2009).

Em 2009, Triplette et al. avaliaram a seguranca e eficiéncia da rhBMP-2 em
esponja de colageno absorvivel (ACS Infuse®), comparando com enxerto 6sseo
autdgeno em pacientes submetidos a cirurgia de levantamento de seio maxilar com
instalacdo de implantes em 2 estagios. Significante quantidade de osso formou-se
apos seis meses, com altura 6ssea de 7,83 £ 3,52 mm no grupo com rhBMP-2 e
9,46 + 4,11 mm no grupo com 0sso autdgeno. Aos 6 meses apos funcdo, 0 0sso
formado pela inducdo de rhBMP-2 era significantemente mais denso que o grupo de
autoenxerto. Nenhuma reacdo adversa foi relatada pelos pacientes tratados com
rhBMP-2, enquanto casos de parestesia, dor no local doador ou edema prolongado
foram relatados pelos pacientes submetidos a enxerto autégeno.

Thoma et al. (2010) avaliaram a regeneracao 6ssea com rhBMP-2 combinado
com diferentes enxertos com malha de titdnio. Defeitos 6sseos foram criados em
cinco caes, apos oito semanas, os enxertos foram realizados e quatro grupos foram
testados: rhBMP-2/membrana de colageno (ACS Infuse®) associado a uma malha
de titanio, rhBMP-2/(ACS Infuse®) associado a 0sso canino congelado particulado,
rhBMP-2/ACS associado a osso canino desmineralizada e liofiizado (DFDBA) e
rhBMP-2/(ACS Infuse®) enrolado a um bloco de enxerto canino cortical. Os cées
foram sacrificados apos 16 semanas e foram realizadas analise histolégica e
histomorfométrica. A maior quantidade de osso foi encontrado no grupo de enxerto
em bloco associado a rhBMP2, podendo-se concluir que a combinag¢do de rhBMP-2
enxerto de bloco proporciona a maior largura do rebordo das quatro opc¢bes de
tratamento utilizadas neste modelo de aumento de rebordo 6sseo em caes.

Kinsella (2011) realizou um estudo com o objetivo de avaliar diferentes
concentracbes de rhBMP2 na esponja de colageno (ACS Infuse®) associadas a
diferentes substitutos 6sseos. Foram utilizados vinte e trés cées adultos, nos quais
foram criados defeitos criticos na calvaria. O animais foram divididos em 5 grupos
sendo: nenhum tratamento, 0,2 mg/ml de rhBMP-2 associado a esponja de colageno
(ACS), 0,2 mg/ml de rhBMP-2 associado a esponja de colageno (ACS) a um enxerto

cortico-esponjoso, 0,2 mg/ml de rhBMP-2 associado a esponja de colageno (ACS)
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com granulos de biomaterial reabsorvivel e 0,4 mg/ml de rhBMP-2 associado a um
veiculo resistente compressdo. Foram realizados exames de imagem em todos 0s
defeitos no dia 0, 8, 16, e 24 semanas ap0s a cirurgia antes dos animais serem
sacrificados. Todas as amostras foram avaliadas qualitativamente por histologia.
Formacdo Ossea ectopica foi encontrada de forma consistente em todos os grupos
com rhBMP2. O tratamento com 0,2 mg/ml de rhBMP-2 associado a esponja de
coldgeno (ACS) e a granulos de biomaterial reabsorvivel mostraram o minimo de
formacdo ectépica de osso, formacdo de osso mais compacta dentro do defeito, e
espessura e consisténcia 6ssea.

Herford et al. (2012) avaliaram a rhBMP-2 como opc¢éo na reconstrucdo de
defeitos 0sseos. Foram avaliados 13 macacos e, em cada um, 2 defeitos
mandibulares foram realizados. A terapéutica com a aplicacdo de rhBMP2 foi feita
com diferentes concentra¢des (0,75mg/ml — 2,0mg/ml) e combinados com esponja
de colageno (ACS Infuse®) com uma matriz resistente a compressao. Os defeitos
tratados com rhBMP-2 em concentracdo de 2mg/ml mostraram resultados
significantemente melhores do que os defeitos tratados com concentracdo de
1,5mg/ml. Concluiram que a combinacdo de rhBMP-2 com uma matriz resistente a
compressdo mostraram uma maior densidade é6ssea e melhor manutencdo do
espaco do que a combinacdo de rhBMP-2 com ACS nesse modelo de estudo
avaliado.

Hunziker et al. (2012) avaliaram o efeito osteocondutivo de diferentes
modelos de aplicacdo de rhBMP-2 em 18 porcos. Foram realizadas exodontias dos
seis pré-molares superiores (3 do lado direito e 3 do lado esquerdo) e, apés 6
meses, 6 implantes foram instalados nas regidées submetidas a exodontia. A rhBMP-
2 foi aplicada associada a membranas, adicionadas a membranas, um grupo nao
recebeu rhBMP-2, e outro ndo recebeu membrana nem rhBMP-2. Os resultados
mostraram diferenca significativa na formacao 6ssea quando rhBMP-2 foi aplicado,
mas sem diferenca entre os grupos que receberam rhBMP-2. Concluiram que a
capacidade da rhBMP-2 em induzir e manter a formacdo 6ssea local pode ser
influenciada pelo modo de como é aplicada no espaco periimplantar e que a
resposta osteogénica pode ser mais eficaz quando a liberacdo da rhBMP2 é gradual.

Choi et al. (2013) avaliaram o efeito osteocondutivo da rhBMP-2 em &reas
sinusais de 16 coelhos. Em um dos seios maxilares, foi colocado rhBMP-2 mais

fosfato de calcio (BCP), no outro seio, apenas BCP. Exames radiograficos e
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histométricos foram realizados apds 2 e 8 semanas dos procedimentos cirdrgicos.
Apébs 2 semanas, observou-se um volume ésseo maior no grupo teste do que no
grupo controle. Concluiram que uma adequada manutencdo do espaco na terapia de
levantamento de seio pode ser suficiente com a utilizagdo apenas de BCP, mas o
potencial osteocondutivo da membrana sinusal é ativada desde os primeiros
momentos apoés aplicacdo de rhBMP-2.

A compreensdo dos resultados obtidos com diversos substitutos 6sseos que
promovam o ganho 6sseo em sitios que apresentam comprometimento que impede

a reabilitacao adequada é essencial para o desenvolvimento de inovacfes na area.
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3 PROPOSIGAO

Avaliar de forma biométrica o crescimento Osseo vertical dos enxertos
xenégenos em forma de bloco em um modelo de regeneragcédo Ossea utilizando a
rhBMP2 (Infuse®) aplicada diretamente no bloco de enxerto ou esponja de colageno

(ACS Infuse®) em tibias de coelhos.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Santo Amaro (UNISA) sob o Parecer n° 18-2012 e foi
realizado mediante os principios éticos de experimentacdo animal elaborado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), entidade filiada ao
International Council of Laboratory Animal Science (ICLAS), segundo normas
internacionais para a utilizacdo de animais em pesquisas embasadas na triade
“sensibilidade, bom-senso e boa ciéncia”.

Foram utilizados 18 coelhos da raga Nova Zeléandia, fémeas, pesando entre
3,5 a 4kg, e idade entre 11 e 15 meses. Os animais foram, inicialmente, mantidos
em observacdo por um periodo de sete dias apds a chegada para que fossem
descartadas quaisquer anomalias no estado geral de saude. Foram realizados
exames hematologicos e de fezes em todos os animais. Todas as coelhas
provenientes de criadouro particular foram mantidas no Biotério da Unisa, no qual
foram assistidas e medicadas por médicos veterinarios. As cirurgias aconteceram
nas dependéncias do laboratorio de técnica cirargica multidisciplinar da UNISA. Os
animais foram mantidos em local apropriado com ventilacdo e temperatura
controlada (22 + 2° C), e alimentados com racdo Nutriara (Paulinia, Sdo Paulo-
Brasil) e 4gua administrada ad libitum.

Os animais foram divididos, inicialmente, em dois grupos, 0 primeiro sem
aplicacdo de rhBMP 2 (Infuse®) e o segundo com aplicacdo de rhBMP 2 Infuse®).
No primeiro grupo (G1) n=9, os coelhos foram numerados por tatuagem (3, 5, 11, 12,
13, 14, 16, 18 e 20) e receberam dois blocos de enxerto xendégeno (Critéria — Brasil)
com forma quadrangular com, aproximadamente, 5 mm de altura, 6mm comprimento
e 5mm de largura, fixados por 1 parafuso de osteossintese de 1,4mm x 10mm ou
1,4mm x 12mm (Dentoflex — Brasil) nas tibias direita e esquerda. Os blocos de
enxerto foram fixados sempre mantendo uma distancia minima de 5mm entre eles
de forma a se conseguir a totalidade de adaptacao de contato da base desses sobre
a area Ossea receptora. Metade dos blocos de enxerto foi recoberta por uma
membrana de colageno (ACS Infuse®), enquanto a outra metade né&o foi recoberta
por membrana (ACS Infuse®). Dois blocos de enxerto (Critéria — Brasil), com e sem

membrana, foram fixados na regido medial da epifise proximal e outro no terco distal
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da epifise proximal, perna direita e/ou esquerda de forma alternada e aleatoria,
nesse grupo, ndo houve a aplicacao de rhBMP 2.

No segundo grupo (G2) n=9, os coelhos foram numerados por tatuagem (6, 8,
15, 17, 19, 21, 22, 23 e 24) e receberam dois blocos (Critéria — Brasil) padronizados
de enxerto xendgeno nas tibias direita e esquerda. Seguindo 0 mesmo protocolo de
fixacdo e de alternada posicao tanto distal e proximal a epifise proximal como perna
direita e esquerda da mesma forma que o (G1). No entanto, todos os blocos, tanto
agueles que foram recobertos por membrana de colageno (ACS Infuse®) quanto os
sem membrana, foram acrescidos de 0,0875mg de rhBMP-2 (Infuse, Medtronic,
USA) (POLO et al., 2013).

Para a tabulacdo dos dados e elaboracdo dos resultados, os blocos foram
divididos em quatro grupos da seguinte maneira: blocos sem membranas associados

a rhBMP-2, blocos com membranas associados a rhBMP-2, blocos sem membrana e

sem rhBMP-2 e blocos com membrana e sem rhBMP-2.

4.1 ANESTESIAS E PREPARO DOS ANIMAIS

O procedimento anestésico foi realizado pela equipe veterinaria do biotério
segundo o seguinte protocolo: Cetamina- 30 - 50 mg/kg/IM, Xilasina- 5 — 10
mg/kg/IM, Meperidina- 5 — 10 mg/kg/IM.

Os coelhos receberam oxigenoterapia por mascara durante todo
procedimento. E acompanhamento pela médica veterinaria responsavel pelo

funcionamento do laboratério de animais da UNISA.

4.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Apés a anestesia e verificagcdo do plano anestésico, a tricotomia foi realizada
na area a ser operada (tibia). Foi realizada antissepsia de campo com auxilio de
uma escova embebida em solucdo de clorexidina a 2% (Rioquimica, Sdo José do
Rio Preto - Brasil) na area a ser operada. Para a manutencéo da assepsia durante a
cirurgia, foram utilizados campos estéreis sobre os animais, expondo apenas as
areas de interesse. A manutencado da cadeia asséptica foi preservada durante todos

0s procedimentos cirargicos.
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4.3 TECNICA CIRURGICA UTILIZADA NO GRUPO 1 (SEM ADICAO DE RHBMP-
2).

Ap6s inducdo anestésica e preparo dos animais, todos receberam uma
complementagdo anestésica com infiltragcdo local intramuscular na regido da tibia
com um tubete de cloridrato de mepivacaina 2% com noradrenalina 1:100.000
(Scandicaine-Septodont- Distribuidora DFL Ind. Com. Ltda. — Rio de Janeiro — RJ)
(Fig. 01). Foi realizada uma inciséo longitudinal ao longo de toda extenséo da tibia
4mm deslocada para medial com o objetivo de deixar a linha de sutura distante dos
enxertos. A incisdo foi realizada com lamina niamero 15 C montada em cabo de
bisturi, ultrapassando plano cutéaneo (Fig. 02), foi realizada a divulsdo do plano
muscular com tesoura Metzembaum curva (Quinelato, Rio Claro, Brasil), expondo a
tibia em sua totalidade (Fig. 03). A obtencédo de um retalho de espessura total e o
preparo do tecido foi realizado com descoladores Molt nimero 2 (Quinelato, Rio
Claro, Brasil), (Fig. 04).

Figura 1. Anestésica infiltrativa complementar local na regido da tibia

Figura 2: A Incisdo do plano cutaneo foi realizada deixando a linha de incisdo distante da
area de fixacdo dos enxertos
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Figura 3: Foi realizada divulsdo do plano muscular por planos com tesoura metzembaum
curva

A decorticalizacdo Ossea foi realizada com pequenas perfuracées na cortical
0ssea com brocas esféricas niumero 2 para ponta reta (Kavo - Santa Catarina -
Brasil) em rotacdo de 1500 rpm. Para aumentar a nutricdo sanguinea apenas na
area correspondente a fixacdo do enxerto e evitar que o tecido 6sseo local tivesse
algum comprometimento, a area foi refrigerada com o uso abundante de irrigacao

com solucao salina estéril 0,9% (Fig. 05).

Figura 5: Decorticalizacdo com cinco perfuragfes apenas nas regides de fixacdo dos blocos
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Cada animal recebeu dois blocos (Critéria, Sdo Paulo, Brasil) em cada perna,
blocos fabricados e padronizados em 5mm de altura por 6mm de comprimento e
5mm de largura (Fig. 06), fixados na proximal e distal na epifise éssea de cada
perna com parafuso de osteossintese de 10mm e 12mm de comprimento com
1,4mm de diametro (Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil) (Fig. 07), instalados faceados com
a face oclusal do bloco. O preparo do leito receptor foi realizado com fresa de
1,2mm e do bloco com fresas de 1,4mm de forma a se conseguir a estabilidade
mecanica dos enxertos. Durante as perfuracdes foi utilizada irrigacdo com soro
fisiologico a 0,9% (Fig. 08).

Figura 6: Bloco bovino mineral 5 mm x 6mm x 5mm
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Figura 7: Foi realizada a perfuracao do bloco com fresa de 1,4mm de diametro

Figura 8: Os enxertos foram fixados com parafuso de osteossintese de 1,4mm x12mm
faceados com a superficie oclusal do bloco, obtendo-se boa estabilidade mecéanica.

Antes da sutura, as membranas de colageno (ACS Infuse®) foram
fracionadas com lamina de bisturi nimero 15 em fragmentos de modo a cobrir a
totalidade dos enxertos e inseridas sobre os blocos conforme o delineamento entre
bloco medial e bloco distal na epifise 6ssea proximal (Fig. 09), perna direita e
esquerda. As membranas foram umedecidas sobre os blocos com soro fisioldgico

para sua melhor acomodacéao no leito cirargico (Fig. 10).
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Figura 9: A membrana de colageno (ACS Infuse®) fracionada de forma padronizada

Figura 10: As membranas foram colocadas sobre o bloco de forma aleat6ria e umedecidas
com soro fisioldgico

Foi verificada a passividade das bordas cirlrgicas antes de ser realizada a
sutura por pontos simples inicialmente nos planos musculares com mononylon preto
5-0 e com 4-0 (mononylon Ethicon) nas bordas da ferida cirlrgica de forma a se

conseguir uma sutura oclusiva livre de tensédo (Fig. 11).
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Figura 11: A sutura foi realizada por planos musculares por pontos simples com mononylon 5-0 e
sutura com mononylon 4-0 do plano cutédneo de forma a se conseguir uma sutura oclusiva livre de
tenséo

4.4 TECNICA CIRURGICA UTILIZADA NO GRUPO 2 — COM ADICAO DE RHBMP-
2

O procedimento cirargico para o Grupo 2 n=9, apls inducdo anestésica e
preparo dos animais, foi o seguinte: as 9 coelhas receberam dois blocos
padronizados de enxerto xendégeno nas tibias direita e esquerda. Seguindo 0 mesmo
protocolo de fixacdo de alternada posicdo tanto medial e distal da epifise proximal
como perna direita e esquerda com mensuracdo com sonda periodontal e
transferéncia para o paquimetro digital e da mesma forma que o G1, no entanto, os
blocos que foram recobertos por membrana de colageno agora foram acrescidos de
rhBMP 2 (Infuse®), enquanto os blocos sem membrana de coldgeno receberam o
rhBMP 2 (Infuse®) na mesma concentracdo diretamente sobre esses ap0s sua
fixacao.

Considerando-se a determinacédo do fabricante de utilizar o produto preparado
dentro do prazo limite de duas horas, o conjunto estéril contendo 12mg de rhBMP 2
(Infuse®) liofilizada foi dividido de maneira que pudéssemos operar uma coelha de
cada vez.

O vidro contendo 12mg de poé liofilizado da proteina foi cuidadosamente
dividido e pesado em uma balanca de precisdo dentro de um ambiente de fluxo

laminar estéril (Biosegl2 classe 2 tipo Al), e acondicionado em 10 tubos ependorfs
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estéreis, de modo a conter 0,7mg do material cada. O material restante foi
descartado (Fig. 12).

Figura 12: A proteina rhBMP2 foi cuidadosamente fracionada e pesada em uma balanca de preciséo
dentro de um ambiente de fluxo laminar estéril (Biosegl2 classe 2 tipo Al), e acondicionado em
ependorfs estéreis, de modo a conter 0,7mg do material cada

Apoés a fixacdo dos blocos com boa estabilidade mecanica, foi realizada a
mensuracdo com mesma metodologia aplicada ao grupo 1. Para cada eppendorf,
0,7mg da proteina foi diluida em 0,5 ml de solucdo de agua destilada estéril com
uma seringa de insulina de 1ml, originando um solucdo com concentracédo de 1,4mg
de rhBMP2 por ml.

De cada eppendorf, por meio de pipeta eletrbnica de alta precisdo, removeu-
se 0,0625ml da solucdo preparada e aplicou-se sobre os blocos ou sobre as
esponjas de colageno. Desta maneira, cada bloco ou esponja de colageno recebeu
0,0875mg da proteina reconstituida. O biomaterial hidratado repousou por 15
minutos sobre os blocos antes de ser realizada a sutura, conforme prescricdo do
fabricante (Fig. 13).
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Figura 13: Foi utilizado uma pipeta eletrbnica de alta precisdo, foram adicionados 0,0875 mg
de rhBMP2 nos blocos com membrana e nos os blocos sem membrana

Foi verificada a passividade das bordas cirurgicas antes de ser realizada a
sutura por pontos simples inicialmente nos planos musculares com mononylon 4-0 e
5-0 (mononylon Ethicon) nas bordas da ferida cirdrgica de forma a se conseguir uma
sutura oclusiva livre de tenséo.

Apés o procedimento cirdrgico, os coelhos se movimentaram livremente em
gaiolas separadas durante sete dias, periodo no qual receberam a medicacao pos-
operatdria e os cuidados de assepsia no local da ferida cirtrgica. Ao final desse

periodo, foram colocados de volta as baias, em grupos de dois.

4.5 METODOLOGIA DE MENSURACAO BIOMETRICA

Com os enxertos fixos e estaveis nas areas receptoras, iniciou-se a
mensuracdo das alturas dos blocos com sonda periodontal e stop de borracha
apoiado na superficie oclusal dos blocos. As medidas aferidas foram transferidas
para um paquimetro digital com precisdo centesimal (Didimess IP65, Alemanha).
Foram aferidas duas medidas em cada bloco, uma na face cefélica e outra na face
caudal de cada bloco, sempre tendo como area de eleicdo a porcao central desses

em relacdo a area receptora. As mensuracdes foram sempre realizadas por um

mesmo avaliador no pré-operatorio e pés-operatoério (Fig.14.).
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Figura 14: Apos a fixagdo dos blocos, foi realizada a mensuragdo com sonda periodontal e
stop de borracha, e transferidos para um paquimetro de preciséo centesimal.

4.6 CONTROLE POS-OPERATORIO

Imediatamente apds a cirurgia, foram realizados curativos com bandagem e
esparadrapo tipo micropore, envolvendo as tibias para a protecdo das feridas
cirdrgicas. Os curativos foram trocados a cada trés dias juntamente com a higiene
das feridas cirargicas durante trés semanas (Fig. 15 e 16).

Figura 15: Foi realizada higiene da ferida cirdrgica e trocas dos curativos para protecdo da
area operada a cada trés dias

Figura 16: Foi constatado maior edema pés-operatdrio no grupo de rhBMP2
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ApOs as cirurgias, os coelhos foram medicados com analgésicos, antibioticos
e anti-inflamatorios, e acompanhados até a sua total recuperacao.

A medicacdo utilizada: a) Antibiotico: Enrofloxacina 5g - 5-10mg/kg
SC/10dias; b) Anti-inflamatorio: Meloxican — 0,2mg/kg SC/3dias; c) Antisséptico:
lodopovidine. (solucao) e Rifomicina (spray) a cada troca diaria dos curativos (Brasil,
Sao Paulo - SP).

Os animais foram observados e acompanhados diariamente pelo pesquisador
e pela equipe de veterinarios da Unisa a fim de se atender a qualquer alteracédo de
saude ou de comportamento dos animais.

4.7 EUTANASIA

Os coelhos foram submetidos a eutanasia apos doze semanas. Foi aplicada
anestesia geral antes da injecéo letal sob responsabilidade dos médicos veterinarios
do biotério, utilizando-se o seguinte protocolo: Cetamina- 30 mg/kg/IM; Xilasina- 5 -

10 mg/kg/IM; Tiopental- 20 mg/kg/lV; Cloreto de potassio — 19,1% - 1 ampola/animal.

4.8 REMOCOES DAS AMOSTRAS

Apbs os procedimentos de eutanasia, foi feita uma incisdo no mesmo local da
primeira cirurgia, com afastamento e descolamento dos tecidos. ApOs exposicao
total das tibias, foi realizada uma osteotomia proximal e distal distante aos blocos

enxertados com um disco diamantado (Comet, EUA, Burnsville) (Fig.17)

Figura 17: ApOs a eutandasia, foi realizada incisdo e divulsdo dos tecidos. As amostras foram
removidas com disco diamantado com margem de seguranca para mesial e distal dos enxertos.

Foi realizada a remocdo dos tecidos moles aderidos ao redor dos blocos
0sseos e foram mensurados com a mesma metodologia utilizada no pré-operatério
no grupo (G1) e (G2), no entanto, uma nova medida biométrica foi adicionada na

regido da cabeca do parafuso a fim de se mensurar a reabsorgcédo 6ssea ao redor
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desses. Todas as medidas foram realizadas com sonda periodontal com stop de

borracha e transferidas para paquimetro com precisédo centesimal (Fig. 18).

Figura 18: Mensuracao biométrica na regido da cabeca do parafuso

ApG6s as mensuracgdes, todas as tibias do foram fotografadas individualmente
(Fig. 19 e 20).

Figura 19: Grupo G1 sem rhBMP2

Figura 20: Grupo G2 com rhBMP2
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Cada tibia foi fragmentada em duas partes referente a cada bloco e
armazenada em frascos individuais contendo solug¢do de paraformaldeido 4% e

transferidas em alcool 70% para andlises posteriores (Fig. 21).

Figura 21. Cada coelha foi fragmentada em quatro partes referente a cada bloco, armazenada e
identificada em frascos individuais com solucdo de formol durante 48h e, posteriormente, em alcool
70%

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Devido a ndo homocedasticidade dos dados, o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis de fator duplo, rhBMP 2 (Infuse®) e membranas de colageno (ACS
Infuse®) foi utilizado para analise dos fatores e o teste de Tukey para o contraste de

médias. O nivel global de significancia para ambos os testes foi de 5%.
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5 RESULTADOS

Os dados de crescimento 6sseo estao apresentados na tabela 1. Os valores
variaram entre 1,4 mm (grupo com membrana e sem rhBMP-2) e 3,3 mm (grupo sem

membrana e com rhBMP-2).

Tabela 1: Médias (DP) dos dados de crescimento 6sseo em mm

Sem rhBMP-2 Com rhBMP-2
Sem membrana 1,5(0,8) 3,3(1,6)
Com membrana 1,4 (0,8) 2,1(1,2)

A analise estatistica revelou que a interacdo entre os fatores membrana e
rhBMP-2 néao foi significante (p=0,114). Tanto o fator membrana (p<0,001) quanto o
fator rhBMP-2 (p=0,039) foram estatisticamente significantes. Deste modo, 0s
fatores foram analisados de forma individual. A tabela 2 apresenta os dados de
crescimento 6sseo em funcédo do fator membrana, e a tabela 3 apresenta os dados
de crescimento 6ésseo em funcao do fator rhBMP-2.

Quando apenas o fator membrana é analisado, a presenca da membrana
resultou num crescimento 0sseo estatisticamente menor (Tabela 2). Ja& quando o
fator rhBMP-2 é analisado, a presenca da proteina resultou num crescimento 0sseo

estatisticamente maior (Tabela 3).

Tabela 2: Média (DP) dos dados de crescimento 6sseo (mm)
em func¢éo do fator membrana (p<0,001)

Crescimento 6sseo (mm)

Sem membrana 2,38 (1,08)*
Com membrana 1,72 (1,51)°

Tabela 3: Média (DP) dos dados de crescimento 6sseo (mm)
em fung¢édo do fator rhBMP-2 (p<0,039)

‘ Crescimento 6sseo (mm)
Sem rhBMP-2 1,43 (0,78)°
Com rhBMP-2 2,70 (1,50)"
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6 DISCUSSAO

Na Implantodontia, os procedimentos reconstrutivos para aumento 0sseo
vertical em é&reas atréficas como regido posterior de mandibula previamente a
reabilitacdo com implantes dentarios tém sido um desafio.

Com os avangos da Bioengenharia, o tratamento de defeitos 6sseos tem se
desenvolvido por meio de pesquisas experimentais in vitro e in vivo utilizando
avaliagbes mais refinadas do comportamento dos biomateriais desenvolvidos
(SENDYK et al., 2004; JENSEN et al., 2005; SIMION et al., 2006; ROTHAMEL et al.,
2008; TORRES et al.,, 2009; KURKCU et al., 2012). No presente estudo, foi
observada de forma clinica e biométrica se a adicdo de rhBMP 2 associado a
enxerto xenogeno em blocos mineralizados poderiam promover efeito adicional no
aumento Osseo vertical em tibias de coelhos com a utilizacdo ou ndo de
membrana de colageno (ACS Infuse®).

Diversas pesquisas utilizaram o coelho para avaliar as estratégias de
aumento do tecido O6sseo previamente a instalacdo de implantes, substitutos
0sseos, reparacdo de alvéolos de extracdo, sendo, assim, um modelo
experimental consagrado na literatura para tal finalidade (POLO et al., 2013).

A escolha do modelo experimental € determinada por diversos fatores, como
custo, viabilidade técnica do procedimento, fundamentacdo cientifica,
disponibilidade, aceitacdo da sociedade, e facilidade de acomodacdo e
manutencdo, além da similaridade com as caracteristicas humanas (MARK;
GARG, 1998). O conhecimento das caracteristicas 0sseas dos animais, como
microestrutura e composicao 0ssea, e processos de formacao e reabsorcdo 6ssea
sdo importantes para permitir a correlacdo dos achados com situacdes clinicas em
humanos (JENSEN et al., 1996).

Os coelhos apresentam a vantagem de facilidade de manuseio devido ao
tamanho reduzido, além de atingirem a maturidade esquelética precocemente e
um menor tempo de espera devido a relacdo do sigma, sendo trés vezes mais
rapido em relacdo a espécie humana (JEE, 1998). Contudo, sdo muito utilizados
para avaliar biomateriais, previamente aos modelos humanos. Coelhos da Nova
Zelandia (Oryctolagus cuniculus) sao, frequentemente, utilizados como modelo
animal indicado para experimentos em diversas areas, incluindo a Ortopedia e a
Cirurgia Cranio-maxilofaciais (CALASANS-MAIA et al., 2009; POLO et al., 2013).
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Os animais utilizados neste trabalho apresentaram evolugdo clinica normal,
nao se observando quaisquer sinais de infecgdo ou complicacdes. A cicatrizacdo da
ferida cirdrgica ocorreu por primeira intencao, sendo os pontos retirados no décimo
guarto dia, sem que houvesse indicios de rejeicdo do biomaterial.

No nosso estudo, a opcédo da tibia como sitio receptor dos enxertos foi na
tentativa de reproduzir a regido posterior da mandibula atrofica devido a
semelhanca da baixa vascularizacdo do osso, bem como alta densidade 0ssea
encontrada na regido. Durante a colocacdo dos blocos minerais xendgenos com e
sem membrana, nosso grupo teve o cuidado de coloca-los de forma igualmente
dividida na parte medial e distal da epifise proximal da tibia evitando possivel viés
da acdo da proximidade a epifise 6ssea, que apresentam melhor potencial de
vascularizacao.

Urist, em 1965, a partir de matriz 0ssea desmineralizada, isolou um extrato
proteico denominado por ele como BMP, substancia posteriormente classificada
como pertencentes a familia dos fatores de crescimento transformante B (TGF-pB),
com capacidade de induzir a diferenciacdo das células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos secretores de matriz 0ssea. As BMP s&o moléculas
diméricas presentes no tecido 0sseo responsaveis fisiologicamente por manter a
integridade do esqueleto O6sseo devido a microfraturas diarias decorrentes da
biomecanica de nosso esqueleto (LIND et al., 1996).

A BMP-2 é uma das proteinas com maior capacidade osteoindutora e possui
efeitos biologicos pleiotrépicos, isto €, a expressdo do gene ndo se encontra restrita
a um unico tipo de célula ou 6rgdo, mas sim a diversas localizacdes e/ou em
diversos momentos do processo de desenvolvimento do organismo, produzindo
variados efeitos segundo os contextos de expressdo, podendo atuar em varios
outros tecidos além de o0sso.

A utilizacdo da BMP-2, tanto em estudos experimentais como em estudos
clinicos, demonstrou resultados encorajadores (CORNELINI et al., 2004;
HERFORDET et al., 2012; HUNZIKER et al., 2012; CHOI et al., 2013) A BMP-2 foi,
inicialmente, utilizada em modelos de fratura 0ssea, fusdo vertebral, defeitos de
continuidade, tanto em ossos longos quanto craniofaciais, como defeitos do rebordo
alveolar. Inicialmente, a BMP-2 foi isolada a partir da matriz 6ssea bovina
desmineralizada, embora essa, para se isolar poucos microgramas de BMP-2, sao

necessarios 100 quilogramas de matriz éssea bovina desmineralizada, tornando o
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processo laborioso e de alto custo financeiro. Assim, devido a pequena quantidade
de BMPs resultantes da purificacdo a partir de osso bovino, houve o estimulo para a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular recombinante para a clonagem dos
genes das BMPs e expressao desses genes em sistemas de culturas de células em
larga escala (GRANJEIRO et al., 2005).

Um grande nimero de estudos com humanos e animais tem documentado o
sucesso do uso da rhBMP-2 para induzir e aumentar a regeneracdo éssea para
defeitos de resseccdo mandibular (BOYNE et al., 1999), defeitos de fenda palatina
(BOYNE et al., 1998), crista alveolar (COCHRAN et al., 1999; JUNG et al., 2003) e
elevacao do soalho do seio maxilar (CHOI et al., 2013). Além disso, tem sido
demonstrado que implantes instalados em osso induzido por rhBMP-2 tem
osseointegracdo e respondem a carga funcional em longo prazo similarmente a
implantes instalados em 0sso alveolar natural. Nossos dados clinicos e biomeétricos
revelaram um aumento de volume 6sseo ao redor e entre os blocos dos animais que
receberam rhBMP-2, colaborando com os resultados obtidos pelos estudos
anteriores (MATIN et al., 2003; WIJESKO et al., 2004; MIRANDA et al., 2005;
KINSELLA et al., 2011).

E necessario conter a BMP-2 por um relativo periodo de tempo no local em
gue se deseja fazer o aumento 6sseo, sempre respeitando a triade: estabilidade
mecanica, oxigénio e células (HUNZIKER et al., 2012). Somente assim, uma
guantidade significativa de células indiferenciadas poderda ser induzida a se
diferenciar em osteoblastos e produzir grande quantidade de matriz 6ssea. Nesse
momento, criou-se a necessidade de haver um material que carregasse a BMP até a
sua total metabolizacdo local e que a mantivesse até o momento da sua completa
atuacao no papel de regeneracdo 0ssea.

Inimeros materiais foram testados como carreadores da rhBMP-2 em estudos
pré-clinicos, entre estes, esta a esponja de colageno absorvivel (ACS) (TRIPLETTE
et al., 2009; HUNZIKER et al., 2012), matriz 6ssea descalcificada (HERFORD et al.,
2012), acido hialurénico, matriz bovina mineral (JUNG et al., 2009), hidroxiapatita
(MIRANDA et al.,, 2005), fosfato de calcio (CHOI et al., 2013), acido polilatico
(SIGURDISSON et al., 1996), poli metil metacrilato, também chamado de PMMA
(ZHANG; DOSCHAK; ULUDAG, 2009).

O carreador perfeito, entre outras caracteristicas, deve promover condi¢gdes

ideais para angiogénese devido a presenca de poros e interconexdes, favorecendo a
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replicacd@o celular local, deve ser passivel de producdo em larga escala, ndo causar
reacdo imunogénica, e ser moldavel e mecanicamente estavel para a neoformacgéo
0ssea.

O carreador mais pesquisado e mais difundido na atualidade € a esponja de
colageno (ACS Infuse®), a qual € obtida a partir de tenddo bovino. A esponja de
coladgeno (ACS Infuse®) tem sido o carreador mais utilizado em associagcdo a
rhBMP-2 em praticamente quase a totalidade dos protocolos ja utilizado em
humanos, no entanto, sua baixa estabilidade mecanica tem despertado o interesse
em se pesquisar novos carreadores que supram as desvantagens de estabilidade da
membrana de colageno (TRIPLETTE et al., 2009; THOMA et al., 2010; KINSELLA et
al., 2011; SCHMITT et al., 2011)

No entanto, em nosso estudo, a presenca de membrana foi associada ao
menor crescimento 0sseo independentemente da localizagdo do enxerto,
descartando, assim, o efeito da acdo da gravidade e a falta de estabilidade
mecanica em ambos o0s grupos, semelhante aos achados de Rothamel e
colaboradores em 2008 e 2009.

No momento, ndo ha um consenso na literatura a respeito da concentracéo
ideal de rhBMP-2 associada a outros carreadores diferentes da esponja de colageno
(ACS Infuse®), isso dificulta a comparacdo dos resultados obtidos nos trabalhos
(WIKESJO et al., 2008; KIM; SHIN; SHIN, 2010; SCHMITT et al., 2011; POLO et al.,
2013). No presente estudo, a dosagem usada foi semelhante do Polo et al. (2013),
gue avaliou diversos biomateriais em associacdo ao rhBMP-2 na calvaria do mesmo
modelo animal.

Intrigantemente, n&o foi observada a formacdo Ossea excessiva que
ultrapassasse o limite dos parafusos ou a superficie oclusal dos blocos utilizados na
utilizacdo do fator de crescimento rhBMP 2, diferentemente dos achados de outro
estudo do nosso grupo (POLO et al., 2013). A provavel explicacédo desse efeito seria
gue area de calvéaria € uma regido altamente vascularizada em comparacéao a tibia e
as cartolas de titanio utilizadas para acondicionamento dos biomateriais, as quais
impediram a dispersdo da proteina, favorecendo a manutencdo da concentracao
local.

Na maioria dos estudos realizados, as mensuracdes foram baseadas em
dados histoldgicos e histomorfométricos diferente do presente estudo que observou

clinicamente por meio de paquimetro digital possiveis alteracdes na morfologia
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0ssea, sendo possivel a observacdo de crescimento 6sseo ao redor e entre 0s
blocos, os quais nédo apresentavam descorticalizacdo. Tendo em vista nossos
resultados, a metodologia empregada fornece evidéncias favoraveis para ganho
0sseo em altura de &reas atroficas.

Os resultados mostraram que todos os blocos testados estavam integrados
com a cortical 6ssea do leito receptor, apresentando estabilidade durante a
realizacdo dos procedimentos.

Em nosso estudo, analisando os fatores de forma individual, os grupos sem
rhBMP2 com membrana e sem membrana de colageno (ACS Infuse®), o ganho de
1,4+0,8mm e de 1,5+0,8mm, respectivamente, esses nao apresentaram diferenca
estatistica significante em relacdo ao crescimento 6sseo semelhante a alguns
estudos (BOYNE et al., 1997; ROTHAMEL et al., 2008, 2009).

Assim como diversos estudos (JUNG et al., 2003; MATIN et al., 2003; THOMA
et al., 2010), quando avaliados quanto a presenca de rhBMP2, o0s grupos
apresentaram ganho de 2,70+1,50mm, no grupo com rhBMP 2, e de 1,5+0,8mm, no
grupo que néo recebeu rhBMP 2, sendo esta diferenca estatisticamente significante.
Os resultados mostram que a adicdo de rhBMP 2 ao enxerto xendgeno mineral em
bloco melhorou o processo de maturacdo e aumentou O crescimento 0Sseo.
Estatisticamente a proporcdo de crescimento 6sseo foi semelhante ao estudo de
Miranda et al. (2005), mostrando que a associacdo de rhBMP-2 a carreadores pode
aumentar em, aproximadamente, duas vezes o volume de crescimento 0sseo.

Alguns estudos (SCHMITT et al., 2011; KINSELLA et al., 2011; HERFORD et
al., 2012) mostram a dificuldade na determinacédo da concentracao ideal de rhBMP 2
a ser utilizada. Isso pode, quando utilizada em concentracdes baixas, hdo promover
beneficio nenhum nas estruturas que tiveram rhBMP 2 aplicadas.

Quando analisado o fator rhBMP 2, a presenca da proteina resultou num
crescimento O0sseo estatisticamente maior quando o rhBMP 2 foi utilizado sem
membrana, ou seja, diretamente no bloco de enxerto bovino mineralizado, um ganho
de 2,7+1,5mm em comparacdo com 0 grupo que possuia uma membrana recobrindo
0 bloco que obteve ganho de 1,43+0,78mm. Estudo recente (HERFORD et al., 2012)
demonstra que a combinacdo de rhBMP-2 com uma matriz resistente a compressao
mostra-se com uma maior densidade 6ssea e melhor manutencdo do volume dos
enxertos quando comparados a combinacdo de rhBMP 2 com membrana de

colageno (ACS Infuse®).
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A dificuldade deste estudo foi confrontar os resultados obtidos com os
encontrados em estudos anteriores que avaliassem o ganho 6sseo em enxertos
xendgenos minerais por meio de histologia e histomorfometria. Mesmo assim, com a
metodologia que foi aplicada, foi possivel observar um maior ganho ésseo
consideravel nas areas que receberam rhBMP-2. E necessaria uma maior
padronizacdo nas metodologias aplicadas nesse tipo de pesquisa, bem como a
continuidade no aprofundamento desta investigacdo com mocrotomografia
computadorizada e histologia permitindo uma comparacdo equivalente deste estudo

com os demais estudos existentes.
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7 CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir

que a utilizacdo de rhBMP-2 resultou hum maior crescimento ésseo, podendo ser

utilizado diretamente no bloco de enxerto.
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APENDICE A - Tabelas de Dados Brutos Pré e P6s-Operatério

Bloco proximal ~ Bloco Distal

wn

Medidas pré operatorias:

coelhandmero3(353kg)  [C=552 A=5,25
Coelhandmero5(3,900kg) {C=6,02mm/A=5, 79mm
Coelhandmero 11(3,3kg) [C=5,16mm)/ A=5, 17mmy/I=5,08mm
(Coelhandmero 12 (3,5kg) {C=5,79mm/A=6,25mm (membrana sim)
Coelhandmero 13(3,5kg)  [C=5,61mm/A=6,03mm/I=5,41mm
Coelhandmero 14 (xxkg)  [C=5,02mm/A<5,04mm (membranasim)
Coelhandmero 16 (xxkg)  [C=4,8mm/A=A,41mm (membranasim)
Coelhanmero 18 (xxkg)  [C=6,02mm/A=6,02mm (membrana sim)
Coelhandmero 20 (xxkg)  [C=5,36mm/A=5,36mm(membrana sim)

Coelhanimero6 C=5,87mm/A=6, 11 (membrana sim)
Coelhanimero8 C=5,36mm/A=5,36mm (membranasim)
Coelhanimera 15 C=5,49mm/A=5,49mm

Coelhandmero 17 C=5, 15mm/A=5,Smm

Coelhanimero 19 C=6,40mm/A=6, T4mm

Coelhanimero 21 C=6,06mm)/A=5,73mm

C=£,95mm/A=5,33mm (membrana sim)
C=5,23mm/A=5,65mm (membrana sim)
C=5,27mm/A=5,6mm (membrana sim)
C=4,42mm/A=5,09mm
=5, 62mm/A=4, T7mm (membrana Sim)
C=5,41mm/A=5, L4mm
C=4,62mm/A=4, 54mm
C=5,25mm/A=5,46mm
C=5,09mm/A=5, 34mm

C=5,45mm/A=5,45mm
C=4,90mm/A=4,%0mm
C=6,73mm/A=6,73mm (membrana sim)
C=5.0mm/A=5,38mm (membrana sim)
C=4,64mm/ A=A, 8mm (membrana sim)
C=5,84mm/A=5,43mm (membrana sim)

C=5,07mm/A=4,92mm (membrana sim)
C=5,56mm/A=4, Tmm (membrana sim)
C=5,50mm/A=5,32mm (membrana sim)
C=5,70mm/A<5,64mm
C=5,53mm/A=5,66mm (membrana sim)
C=5,54mm/A=5, Tdmm
C=5,25mm/A=5, 25mm
C=5,78mm/A=5, 78mm
C=5,78mm/A=5, 78mm

C=5, 24mm/A=5, 24mm

C=4,71/ A<4,7mm

=4, 35mm/A=5,06mm (membrana sim)
C=5,81mm/A=5,51mm (membrana sim)
C=5,98mm/A=5,48mm (membrana sim)
50 perna direitafoi operada

C=5,60mm/A=5,69mm

C=5,46mm/A=5 45mm

C=5,36mm/A=5, 27mm

(=4, 96mm/A=5, 10mm (membrana sim)
C=5,35mm/A=A, 5mm
C=5,10mm/A=5,09mm (membrnanasim)
=4, 8)mm/A=5, 12mm (mermbranasim)
C=5,56mm/A=5,56mm (mermbrana im)
=6, 4mmjA=6, L4mm (membrana sim)

C=5,73mm/A=5, 79mm (membrana sim)
C=6,15mm/A=6,53mm (membrana ndo colocada)
C=7,14mm/A=T, l4mm

C=6,12mm/A=5,80mm

C=4, 34mm/a=5,25mm

50 a perna direita foi operada

Coelhandmero 20

Coelhanimero6 P=4,69mm |=4, J4mm
Coelhanimero8 P=1,93mm I=5,63mm
Coelhandmero 15 P=3,33mm I=6,23mm
Coelhandmero 17 P=1,65mm I=2, 14mm
Coelhanimero 19 P=4,27mm =315 mm
Coelhandmero 21 P=0mm|=337mm
Coelhanimero 22 P=3,08mm|=2,89 mm
Coelhanimero 23 P=341mm|=5,60mm
Coelhanimero 24 P=4,49mm|=6,32mm

P=2,84mm

Medidas apds eutandsia:

P=4,38 {medida de parafuso)
P=039mm

P=2,9Tmm

P=0mm

P=249mm

P=4,27mm

P=4,9mm

Coelhanimero 22 C=5,36mm/A=5,96mm (membranasim) C=4, 76mm/A=5,07mm C=4,95mm/A=4,95mm C=5,26mm/A=5, 26mm

Coelhanimero 23 C=5,75mm/A<5, T5mm C=6,78mm/A=6,51mm (membrana sim) C=6,33mm/A=6,33mm (membrana sim) C=5,36mm/A=5,36mm

Coelhanimero 24 C=6,30mm/A=5, 73mm (mermbrana sim) C=5,50mm/A=5,50mm C=6,51mm/A=6,51mm C=6,13mm/A6,13mm (membranasim)
PP

.Llil* Medidas apds eutanasia:

coelhanimero3 P=5,08mm - 1=5,2mm P=4,48mm P=4.97mm-1=453 P=4,79mm

coelhanimero 5 P =3,75mm - |=6,79mm P =4,09mm P=2,61mm-1=6,19mm P=367mm

Coelhanimero 11 P =4,23mm |=5,13mm P=454mm P=4,9mm-1=514mm P=339mm

Coelhanimero 12 P=3,27mm | =4,48mm P=28mm P=2,7Tmm |= 4,68mm P=34mm

Coelhandmero 13 5,2mm 1=6,8mm P=301

Coelhanimero 14 P=3,49mm |=4,75mm P=349mm P=4,9%mm |=49imm P=3,15mm

Coelhanimero 16 3,35mm I=4,91mm _P:S,Olmm 126.01mm P=352mm

Coelhanimero 18 P=453mm |=6,44mm P=356mm P=4.87mm I=4,Jmm P =reab parafuso. (medida parafuso)

e (77 Y7Y

P=3,19mm I=6,76
P=4,63mm |=3,53 mm
P=0mm|=2,71mm
Pernando operada
P=0mm1=2,84mm
P=4,16mm |=6,43mm
P=4,38mm |=5,04mm

P=37mm
P=258mm

P=314mm
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APENDICE B - Tabela de Crescimento Osseo

i i

Altura bloconicial |Alturafinal parafuso |variagdo |Altura bloco inicial |Alturafinal |parafuso |variagdo
T ol el o 1w
550 185 0 45 sl 30 o 2
ol s o o s sl o 1
s3 o o 5m L
N (T
S TR
s 4B o on sl o 1 4m
w4 o sl o am
65 43 o 24 sl 39 o
e 0 3 sl 48 0 0B
6 28 0 4 sl a0
o o ey 63 4 0 am
s 0 0 5% I
s 3 o 22 R
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APENDICE C - Tabela com Calculos Estatisticos

G1 sem membrana (n=14) mm G1commembrana(n=16) mm G2sem membrana (n=14) mm G2 com membrana (n=14) mm

2,16 142
4,25 2,88
2,47 1,24
573 11
2,34 4,61
1,54 1,67
051 4,75
4,95 2,51
2,13 1,87
3,05 0,88
4,09 0,85
4,84 2,17
5,26 2,03
2,2 2,01




