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Carvalho BM. Analise do comportamento biolégico da matriz 6ssea homdgena
desmineralizada conservada em meio quimico. Estudo em defeitos 0sseos
experimentais [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2011.

Resumo

BN

Devido a oferta limitada e morbidade associadas ao uso de enxertos autégenos,
substitutos 6sseos tém sido desenvolvidos e estudados. Implantes homdogenos de
matriz 0ssea desmineralizada (MOD) tém sido utilizados como material clinico de
enxerto devido a sua suposta capacidade de osseoinducdo e osseoconducgdo. Este
estudo teve por objetivo comparar os resultados histolégicos da utilizagdo da matriz
O6ssea homogena conservada em glicerina a 98% e em glutaraldeido 4% em defeitos
0sseos cirurgicamente criados em tibias de rato. Foram selecionados 18 ratos
machos, destes, seis como grupo doador de matriz 6ssea (MOD). Os doze animais
restantes foram operados, recebendo a matriz éssea desmineralizada em defeitos
cirurgicos criados em suas tibias, onde, na direita foi implantado MOD armazenada em
glicerina a 98% e na tibia esquerda MOD armazenada em glutaraldeido a 4%. Foram
sacrificados seis animais em cada tempo pds-operatério de 30 e 60 dias. Para analise
microscopica, as laminas foram coradas pelos métodos da hematoxilina e eosina e
tricrémio de Masson. ApoOs analise microscépica das pecas, foi constatado areas da
implantacdo da MOD claramente visiveis e constituidas em ambas as amostras,
contudo os implantes conservados em glutaraldeido induziram um tecido conjuntivo de
uma forma mais desorganizada e fragmentada, quando comparados com os tratados
com glicerina, que mostraram maior quantidade de areas de neoformacdo 6ssea em
sua periferia. Este estudo mostrou que a glicerina a 98% foi um meio de conservacao
mais favoravel a neoformacdo 6ssea da MOD, quando comparado ao glutaraldeido a
4%.

Palavras-chave: transplante homoélogo, glicerol e glutaral
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Carvalho BM. Analysis of the biological behavior of allogenous demineralized bone
matrix preserved in chemical medium. Study in experimental bone defects. [thesis].

Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2011.

Abstract

This study compared the histological results of allogeneic demineralized bone matrix
(DBM) preserved in 98% glycerin and 4% glutaraldehyde in experimental bone defects.
We selected 18 male rats, of these, six were used as donor of DBM. The remaining
twelve animals received in the right tibia DBM stored in 98% glycerin and DBM in 4%
glutaraldehyde in the left tibia. Six animals were sacrificed at each postoperative time
of 30 and 60 days. For microscopic analysis, slides were stained by the methods of
hematoxylin and eosin and Masson Tricomium. Microscopic analysis found areas of
deployment of MOD in both samples, but the implants preserved by glutaraldehyde
presented themselves in a more disorganized and fragmented compared to those
treated with glycerin, which showed a larger amount of bone formation. This study
showed that 98% glycerin was a more favorable medium of preservation for bone

formation when compared to 4% glutaraldehyde.

Keywords: homologous transplantation, glycerol and glutaraldehyde
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1 Introducao

A reconstrucdo de partes do esqueleto, em especial rebordos alveolares
desdentados atroficos, com o objetivo de devolver estética e fungdo mastigatoria
ocorre, na maioria das vezes, por meio de enxertos 0sseos aliados a uma reabilitagdo
protética suportada por implantes idealmente posicionados, tendo como um dos
pontos criticos, a correta selecdo dos biomateriais a serem utilizados [1].

A dificuldade da escolha de um biomaterial ndo autdégeno se da principalmente
pelas suas caracteristicas e propriedades requisitadas. O biomaterial dever ser, por
exemplo, biocompativel ou biotolerado, osseoindutor, osseocondutor, osseogénico,
além de permanecer no organismo por um tempo compativel para sua substituicdo por
um novo tecido 0sseo; deve ser de facil manipulacdo, esterilizavel, facilmente obtido,
hidrofilico, econémico, ndo devendo atuar como substrato para a proliferacdo de
patégenos, ndo ser cancerigeno ou teratogénico e antigénico [2]. Contudo, nenhum
biomaterial atualmente conhecido, possui todas as caracteristicas requisitadas, exceto
0 0ss0 autdgeno [3,4], ou 0 0SS0 isogénico ou monozigotico caracteristico dos gémeos
univitelinos [5].

A utilizacdo de tecidos autdgenos constitui o tratamento com melhores
resultados clinicos e histomorfolégicos, embora, exista a necessidade de cirurgia no
leito doador, estendendo e complicando o ato cirargico [6]. Os implantes homogenos e
heterégenos, juntamente com o0s materiais biossintéticos, facilitam e simplificam o
procedimento, eliminando a abordagem cirlirgica no leito doador e sua morbidade [7,
8], contudo exigem métodos para sua obtencdo, e ha necessidade de meios para sua
conservacdo. Desta forma, bancos de enxertos séo criados para viabilizar meios que
venham facilitar o seu uso em condicbes de serem utilizados como implantes
bioldgicos [9].

Atualmente, preparados 6sseos desmineralizados de origem humana e bovina
estdo disponiveis em varias formas, como: particulas, granulos, blocos, po, gel e
outros, e comercializados em diferentes condicbes de preparo e conservacgao [10, 11,
12, 13, 14].

Objetivando o tratamento clinico, as matrizes ésseas desmineralizadas sdo
utilizadas em procedimentos periodontais [12, 15], em defeitos 6sseos congénitos [16],
corregdo de rebordos alveolares atroficos, nas areas de cirurgia plastica [14, 17], e em

cirurgia e traumatologia bucomaxilofacial [18, 19].
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Diante disto, as expectativas do uso de matrizes 0sseas desmineralizadas
superam o0 objetivo apenas de preenchimento dos defeitos 6sseos e possibilitam
estimular e interagir com o organismo levando a neoformacdo OGssea local e
devolvendo sua biofuncionalidade [7, 10].

Ossos conservados apresentam vantagens em relagdo ao material colhido
fresco, pois existe uma possibilidade menor de rejeicéo por parte do receptor, além de
poder haver formacédo de um banco de ossos [20, 21].

A solucdo preservadora deve manter ao maximo a integridade tecidual, atenuar
a acdo antigénica do tecido implantado, aumentar sua resisténcia a tragdo e atuar por
um longo periodo. A glicerina a 98% € um dos meios de conservagdo mais utilizados,
destinados a cirurgia reconstrutiva, por apresentar agdo anti-séptica, manter o
arcabouco tecidual, ser de facil armazenamento e possuir baixo custo [22].

O glutaraldeido também é muito utilizado, principalmente na conservagdo de
pericardio bovino, utilizado como enxerto tanto em medicina veterinaria como humana.
Este meio de conservacdo apresenta uma excelente acdo antimicrobiana.

Outros meios tém sido testados como o polivinilpirrolidona [23, 24], solucdo
supersaturada de aguUcar [25, 26], solucdo hipersaturada de sal [27, 28], tintura de
tiomersal 1:1000 [24], solucéo fisiol6gica 0,9% congelada a — 16°C [24], centro frénico
e mel [29, 30, 31].

Assim sendo, como 0s meios mais utilizados atualmente na conservacao de
tecidos conjuntivos vém sendo o glutaraldeido e a glicerina, provavelmente por suas
caracteristicas quimicas, acessibilidade e baixo custo, esses foram 0os meios quimicos

escolhidos para a realizacdo deste experimento.
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2 Proposicao

Este estudo tem por objetivo comparar o comportamento biolégico da matriz
O6ssea homogena conservada em glicerina a 98% e em glutaraldeido 4% na
reconstrucdo e protecdo de defeitos Osseos cirurgicamente criados, visando obter

dados que possam subsidiar a sua indicacdo clinica.
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3 Material e método

ApOs a liberagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, com o protocolo de
namero 2008-009313, foram selecionados 18 ratos (Rattus norvegicus, albinus Wistar)
machos, com peso variando entre 150 e 200 gramas. Os animais foram alimentados
com racao solida (PRIMOR LTDA), com excec¢do nas primeiras 6 horas pré-operatoria
e 3 horas pGs-operatdria, e dgua ad libitum.

Seis animais foram sacrificados para a obtencdo da matriz 6ssea, para a
remocdao de suas tibias. Os doze animais restantes constituiram os animais receptores

desta matriz 6ssea homdgena, que por sua vez foram divididos em dois grupos:

e Grupo I glicerina (tibias direitas);

e Grupo ll: glutaraldeido (tibias esquerdas).

Os animais foram operados sob anestesia geral, através de injecdo por via
intramuscular de Cloridrato de Xilazina (Anasedan; AgriBrands Ltda.) na dosagem de
0,1 ml para cada Kg de peso corporal, para promover relaxamento muscular. Na
sequéncia foi utilizado o Cloridrato de Quetamina (Dopalen; AgriBrands Ltda) na

dosagem de 1 ml para cada Kg de peso corporal para obtencéo de efeito anestésico.

3.1. Obtencdo da matriz 6ssea homogena desmineralizada

Para a obtencdo da matriz dssea, foram utilizados seis animais doadores, dos
quais, ap6s a remocdao do tecido mole circunvizinho, foram removidas ambas as tibias.
Em seguida, as tibias passaram por um ciclo de desmineralizacdo através do &cido
cloridrico (LABSYNTH S/A) a 0,4mol (HCL) por um periodo de 48 horas, a uma
temperatura variando entre 5 e 10 graus centigrados, sendo que a solugdo
descalcificadora foi trocada a cada 24 horas [1, 32].

Apos este periodo, as tibias foram recortadas em particulas de 0,3 a 0,5cm? e
lavadas por um periodo de 24 horas com &agua bidestilada corrente. Em seguida,
metade das pecas foram armazenadas em recipiente estéril contendo glicerina
(LABSYNTH S/A) a 98%, enquanto a outra metade das pecas foram armazenadas em
recipiente estéril contendo glutaraldeido a 4%, todas por um periodo de vinte dias
antes da implantagéo [13], mantendo-as em temperatura variando entre 5 e 7 graus
centigrados.
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3.2. Cirurgia para as implantacbes das matrizes 6sseas desmineralizadas nas
tibias dos ratos

Apbs anestesia, tricotomia e antissepsia local na regido anterior dos membros
posteriores, realizou-se incisdo de 20mm em cada um. Através de dissecacao
cuidadosa e exposicao das tibias, foi realizada osteotomia de 3mm de profundidade
com broca carbide esférica n. 02 sob irrigacdo tépida com solucdo fisioldgica,
chegando a cavidade medular.

Em seguida, apds a realizacdo da abertura cirargica bilateral das cavidades
experimentais, o lado direito dos animais recebeu os implantes homdgenos de matriz
Ossea conservados em glicerina a 98% e o lado esquerdo dos animais recebeu os
implantes homégenos de matriz 6ssea conservados em glutaraldeido a 4%. Ambos os

lados foram suturados, utilizando-se fio de Polivycryl 4.0.

3.3. Obtencéo das pecas para analise histoldgica

Foram sacrificados seis animais em cada tempo pds-operatério de 30 e 60
dias, através de sobredosagem anestésica de pentobarbital sddico intrabdominal.
Realizou-se a dissecacgéo do local implantado de maneira criteriosa na busca de dados
clinicos e obtencdo das pecas integras para a realizacdo do exame histologico. As
pecas foram fixadas em solucéo de formalina a 10% por um periodo de 24 horas. Os
espécimes foram desmineralizados e desidratados, com solu¢cdo de EDTA a 18%
(200g de acido etilenodiaminotetra-cético sal dissodico e 24,4g de hidréxido de sédio
dissolvido em 1000ml de agua destilada), por um periodo de 60 dias. Apdés a
desidratacdo das pecas, estas passaram pelo processo de clarificacdo e foram
incluidas em parafina, de forma a permitir cortes histolégicos com 6 micrémetros de
espessura. Para analise microscépica, as laminas foram coradas pelos métodos da

hematoxilina e eosina e tricromio de Masson.
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4 Resultado

4.1. Observagdes clinicas pds-operatorias:

Apoés a cirurgia, 0s animais apresentaram ligeiro edema no local operado e
claudicacao transitéria. Em nenhum deles houve infec¢ao ou fratura. Todos os animais

sobreviveram e foram analisados histologicamente.

4.2. Andlise histolégica por meio de microscopia de luz:

4.2.1.30 dias p6s-operatérios:

Sob objetiva com lente de 4X de aumento, observou-se todas as corticais 6sseas
e a area de medula 6ssea tibial estudadas. Notamos canais medulares tibiais integros,
do ponto de vista anatbmico, tendo solu¢cdo de continuidade apenas nas areas
operadas. Através da analise histoldgica, foram visualizadas as areas da implantacdo
da MOD como tecido 6ésseo maduro e organizado, sem ostedcitos, além de grandes
espacos medulares preenchidos predominantemente por tecido conjuntivo frouxo,
tanto em implantes conservados em glicerina quanto em glutaraldeido. No grupo |,
houve areas de unido entre a MOD e as paredes tibiais, enquanto no grupo Il essas
unides ndo foram freqiientes, com a presenca de tecido conjuntivo fibroso envolvendo

os fragmentos da matriz (fig. 1 e 2).

Nas imagens com 40X de aumento, o grupo Il apresentou-se de uma forma mais
desorganizada e fragmentada, quando comparado ao grupo |, simulando uma maior
atividade osteoclastica. Associado a isso, o grupo conservado em glutaraldeido
apresentou areas de formacdo de tecido conjuntivo denso ndo modelado, o que
significa areas de fibrose, juntamente com a presenca de células gigantes na medula

Ossea, associadas a degradacao tecidual (Fg. 3, 4 e 5).
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4.2.2. 60 dias pos-operatorios:

Sob objetiva com lente de 4X de aumento, observou-se Imagem mostrando
atividade de deposicdo 6ssea com trabeculas maduras unidas aos fragmentos de
MOD armazenados em glicerina. Ja no grupo armazenado em glutaraldeido, houve
um processo de incorporacdo da matriz junto & medula Ossea, exibindo grande
fragmentacdo e baixa unido entre a matriz e o tecido 6sseo tibial do leito ou osso
neoformado, aparecendo envolto, em sua maioria, por tecido amorfo semelhante ao da

medula éssea (fig. 6 e 7).

Ja4 com a objetiva de 40X de aumento, notou-se no grupo |, areas de
neoformacéo éssea por meio de ossificacdo endocondral (fig. 8), enquanto no grupo I
notou-se a presenca de processos de incorporacdo da matriz 4ssea, sem atividade

osseoindutora e sim &reas de reabsorc¢éo (Fig. 9).

Quando comparamos os resultados de 30 dias com os de 60 dias, podemos
perceber o amadurecimento do osso neoformado, o qual se apresenta mais

regularizado e organizado no segundo periodo do experimento.
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5 Discussao

A constante busca por um material para implante ou enxerto de origem
autdgena, homdgena ou heterégena que ofereca possibilidade de conservacdo sem
perda da viabilidade, tem levado os pesquisadores a estudarem um numero elevado
de substancias e meios de conservagao.

O grande desafio est4 na reposicao do tecido 6sseo com o restabelecimento das
suas funcbBes morfofisiologicas. Isto significa implantar na area déssea lesada, um
material aloplastico ou implante tecidual que Ihe devolva a capacidade de suportar os
esforcos musculares, que tenha a mesma capacidade de deformacao pré-existente e
principalmente, promova uma interacao fisico-quimica com o meio interno de forma
compativel levando a processos de total incorporacgédo e de histoinducao [12, 23, 33].

Em transplantes ésseos o conteddo mineral residual deve sofrer reabsorgéo
antes que a matriz colagenosa e a BMP possam estimular a osseoinducéo.
Presumivelmente, quanto mais minerais s&o removidos, mais BMPs tornam-se
expostas e solubilizadas na MOD. Além disso, o processo de obtencao de matriz
Ossea atraves de ciclos de desmineralizagdo acida ndo s6 assegura a conservacao do
conteldo protéico como, ao mesmo tempo, impossibilita a sobrevivéncia de
microorganismos patogénicos, preocupac¢do importante nos dias de hoje, ja que a
esterilizacdo ou a desinfec¢do através de radiagfes, calor seco ou Umido e mesmo
através de solugBes quimicas, interferem na qualidade do tecido a ser implantado [1,
22, 32].

A glicerina e o glutaraldeido vém sendo utilizados clinicamente e citados na
literatura em diversos artigos, todos eles citando vantagens e desvantagens de cada
uma, porém a maioria deles os compara com outros meios de conservacdo, nao
havendo estudos comparando esses dois meios na conservacdo de MOD para que
possamos discuti-los com nossos resultados. Entretanto, experimentos foram
realizados utilizando a glicerina e o glutaraldeido como meio conservante de diferentes
materiais biolégicos. Dentre eles citam-se dura-mater, peritdnio, pericardio, tibia e
cartilagem, mostrando a eficacia de seu uso como meio conservante, ocorrendo,
contudo, divergéncias quanto ao tempo de conservacao e a andlise bacteriologica [34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41].

Estudos prévios sobre a estrutura e composi¢cdo do pericardio bovino, assim
como as demais estruturas citadas nos estudos anteriores, revelaram que eles sdo

compostos por camadas de elastina e fibras colagenas [42, 43, 44], o que constitui a
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maior porcentagem compositora da matriz 6ssea desmineralizada, podendo assim, ser
comparada com nossos resultados.

Neste experimento, a MOD integrou-se ao 0sso hospedeiro de maneira diferente
de acordo com o0 meio de conservacgdo utilizado. Mesmo assim, o comportamento de
ambas as matrizes foi de biocompatibilidade, com processo inflamatério crbnico e leve,
apresentado sempre pelo tecido envolvendo a matriz conservada em glutaraldeido. A
propriedade antisséptica, e a quebra da antigenicidade com preservacdo da
integridade protéica foi percebida e esta de acordo com outros estudos encontrados
na literatura [13, 40, 45, 46].

O risco de transmisséo de doencas infecciosas e de contaminagéao cirdrgica para
0s pacientes que recebem implantes de tecidos é de grande interesse na formacéo de
um banco para estocagem de tecidos. Microrganismos séo introduzidos durante a
coleta, processamento e estocagem. Condicbes de assepsia fazem com que a
possibilidade de transmissdo de doengas bacterianas, fungicas ou virais seja
praticamente excluida. Portanto, para minimizar os riscos de transmisséo de doencgas,
deve-se monitorar rigorosamente todas as etapas, incluindo-se a cuidadosa selecdo
do doador, o processo de coleta e os meios de esterilizacdo e/ou conservacdo dos
tecidos a serem implantados [47]. Isto justifica a tentativa de outros meios de
conservacao com caracteristicas citadas anteriormente.

A MOD armazenada em glicerina a 98% apresentou melhores resultados a
microscopia otica, tanto em 30 como em 60 dias pés-cirirgicos, quando comparada a
MOD armazenada em glutaraldeido a 4%. Estudos justificam esse fato pela maior
citotoxicidade do glutaraldeido, devido a presenca de grupos aldeidos residuais livres,
que podem prender-se ao calcio plasméatico do hospedeiro, contribuindo para a
calcificacdo dos tecidos. Anticorpos circulantes especificos podem contribuir para a
calcificacdo dos tecidos alégenos pela reacdo imune [45]. Contudo, outros autores
discordam com esse achado, como no trabalho utilizando enxerto vascular homdélogo
de equiinos fixado em glutaraldeido, que apresentou boa manipulacéo cirargica, sendo
possivel a realizagcdo do implante com as suturas anastomoticas. O conservante
também reduziu a antigenicidade do enxerto, permitindo boa preservacéo histolégica
da estrutura vascular [48]. Outro também contrério é o de Rabelo e colaboradores [49],
que utilizaram o centro tendineo diafragmatico bovino conservado em glutaraldeido a
4% durante 30 dias, mostrando incremento em sua resisténcia quando comparado ao
material in natura com bons resultados e incorporacéo ao tecido hospedeiro.

A conservacdo em glicerina pode reduzir a antigenicidade dos tecidos [28, 25,

46, 50, 51], o que evita o uso de drogas imunossupressoras durante os periodos trans
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e pés-operatorios [52]. Além disso, é capaz de preservar a textura dos biomateriais,
atuando também como fixador e desidratante de atuagéo rapida [34, 46].

Em nosso estudo a glicerina preservou as caracteristicas organicas do 0sso
conservado, permitindo o processo de neoformacdo 6ssea com caracteristicas
parecidas com o processo de osseoinducdo, muito embora a area de estudo possua,
naturalmente, processo de osseogénese espontanea. Mas, a diferenca no
comportamento biolégico de ambas as matrizes pelos diferentes meios de
conservacdo, nos leva a concluir que a glicerina interagiu de maneira a preservar
aspectos protéicos do tecido ésseo conservado, que proporcionou deposi¢do de novo
tecido 6sseo com caracteristicas bem diferentes do conservado em glutaraldeido. Por
meio desta observacgédo e pela diferenciacdo qualitativa deste tecido 6sseo depositado
junto ao implante de MOD em glicerina, podemos nos aventurar a dizer que houve
atividade neste tecido do ponto de vista de interagir e induzir ou conduzir, a uma
diferenciacédo celular o que ndo aparece com a MOD em glutaraldeido que se mostrou

de maneira inerte.
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6 Conclusao

Os dois meios mantiveram as caracteristicas fisicas do tecido e sua
conservacao por um processo de desidratacéo;

A matriz 6ssea desmineralizada conservada em glicerina mostrou areas de
osteogénese e deposicdo 6ssea em maior quantidade. Fato menos observado
com 0 0sso conservado em glutaraldeido; e

A avaliacdo qualitativa se mostrou suficiente para as conclusfes e estudo

histoldgico.
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Anexo D - llustracdes

Figura 1 — Fotomicrografia de 4X de aumento da MOD armazenada em glicerina a
98% com 30 dias pds-operatodrios. Imagem mostrando a presenca da matriz 6ssea (*)
no interior do canal medular e &reas de unido junto as paredes tibianas (circulo).

Figura 2 - Fotomicrografia de 4X de aumento da MOD armazenada em glutaraldeido a
4% com 30 dias poés-operatorios. Imagem mostrando a presenca da matriz (*) no
interior da medula éssea sem areas aparentes de unido as paredes tibianas. Ocorre a
presenca de tecido conjuntivo fibroso envolvendo fragmentos de matriz (circulo).
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Figura 3 — Fotomicrografia de 40X de aumento da MOD armazenada em glicerina a
98% com 30 dias poés-operatérios. Imagem mostrando atividade de diferenciagéo
endocondral (setas) junto & superficie da matriz 6ssea (*). Observar aspecto normal da
medula 6ssea no interior da matriz (#).

Figura 4 — Fotomicrografia de 40X de aumento da MOD armazenada em glutaraldeido
a 4% com 30 dias pds-operatoérios. Imagem mostrando processo de incorporagdo da
matriz (*) junto a medula 6ssea, exibindo areas de processo inflamatério cronico
(circulo).
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Figura 5 - Fotomicrografia de 40X de aumento da MOD armazenada em glutaraldeido
a 4% com 30 dias pés-operatorios. Imagem mostrando processo de incorporagdo da
matriz (*) junto a medula 6ssea, exibindo reabsorcdo (seta). Ndo ha povoamento
celular da matriz, exibe apenas osteoplastos (circulo).

Figura 6 — Fotomicrografia de 4X de aumento da MOD armazenada em glicerina a
98% com 60 dias pos-operatérios. Imagem mostrando atividade de deposicdo Ossea
com trabeculas maturas (setas) unidas ao fragmento de matriz 6ssea (*).
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Figura 7 — Fotomicrografia de 4X de aumento da MOD armazenada em glutaraldeido
a 4% com 60 dias pés-operatérios. Imagem mostrando processo de incorporagdo da
matriz (*) junto & medula 6ssea, exibindo fragmentagéo e baixa unido entre a matriz e
o0 tecido 6sseo tibiano do leito e ou neoformado (setas).

Figura 8 - Fotomicrografia de 40X de aumento da MOD armazenada em glicerina a
98% com 60 dias pos-operatérios. Imagem mostrando atividade de diferenciagcéo
endocondral no interior da matriz 6ssea (*).
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Figura 9 — Fotomicrografia de 40X de aumento da MOD armazenada em glutaraldeido
a 4% com 60 dias pds-operatorios. Imagem mostrando processo de incorporacao da
matriz 6ssea (*) pelo tecido medular mostrando aspecto tecidual de perda de volume
por reabsorcéo (setas).
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