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VALENTINI NETO, R. Resposta tecidual ao implante 6sseo xendgeno
inorganico variando-se o0 método de esterilizacdo. Avaliacao
histomorfoldgica e histomorfométrica. [Tese] — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista - UNESP, Aracatuba, 2012.

Resumo

Proposicdo: Este estudo avaliou a resposta tecidual ao implante xendgeno
inorganico de o0sso bovino, por meio de analise histomorfologica e
histomorfométrica, variando-se o método de esterilizacdo. Materiais e Método:
Discos de 8 mm costela bovina foram obtidos por processamento especifico para
remocgao de parte organica e foram esterilizados por meio de autoclavagem ou
radiacdo gama. Em seguida, 20 coelhos brancos (Nova Zelandia) foram cirurgiados
para instalagdo dos discos na face lateral dos génios mandibulares, bilateralmente,
através de parafuso de fixacdo de enxertos, originando dois grandes grupos: Grupo
EA - implante autoclavado; Grupo El — implante gama-irradiado. As laminas foram
obtidas nos periodos de 15 e 45 dias pos-operatérios e as imagens teciduais foram
analisadas qualitativa e quantitativamente. Resultados: O teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado e néo identificou diferenca significativa entre as medidas lineares das
interfaces osso/implante (BIC) dos grupos dentro dos mesmos periodos (15 dias:
p=0,100; 45 dias: p=0,940). Concluséo: De acordo com a metodologia aplicada, foi
possivel concluir que o estabelecimento da integragdo osso/implante cursou com
atraso quando o implante foi esterilizado por radiacdo, porém, com a evolucédo da
reparacdo, o método de esterilizacdo ndo ocasionou alteracfes significativas no

periodo final.



Palavras-chave: Substitutos Osseos; Regeneracdo Ossea; Transplante Heterélogo.

VALENTINI NETO, R. Tissue response to inorganic xenograft implant.
Histomorphological and histomorphometrical evaluation. [Thesis] — Univ
Estadual Paulista, UNESP, Aracatuba, 2012.

Abstract

Proposition: This study evaluated the tissue response to the implant inorganic
xenogenic bovine bone through the histomorphological analysis, varying the method
of sterilization.

Materials and Methods: Discs of 8 mm bovine rib were obtained by specific
processing to remove organics phase and were sterilized by autoclaving or gamma
radiation. Then, 20 white rabbits (New Zealand) were operated for discs installation
on gonion external side of mandibular, bilaterally, through screw grafts, yielding two
large groups: EA - implant autoclaved; ElI Group - gamma-irradiated implant. Slides
were obtained at 15 and 45 days post-operative tissue and the images were
analyzed qualitatively and quantitatively. Results: The Kruskal-Wallis test was used
and no difference was found between linear interfaces of the bone / implant (BIC)
groups within the same period (15 days: p = 0.100; 45 days: p = 0.940). Conclusion:
According to the methodology, it was concluded that the establishment of integration
bone / implant occurred later when the implant was sterilized by radiation in initial
period, but with the evolution of repair, the method of sterilization did not cause

significative changes in the final period.

Key words: Bone substitutes. Bone regeneration. Transplantation, Heterologous.
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1 Introducéo’

A evolucdo da Implantodontia proporcionou um avango conjunto na
utilizacdo de técnicas e biomateriais de reconstrugdo dos rebordos maxilares
visando & reestruturacédo do tecido 6sseo, em espessura e altura’.

Esta reestruturacdo 0ssea, sob aspectos fisiolégicos, € realizada pela
combinacdo de trés processos: osteogénese, osteoconducdo e osteoinducdo®®.
Considerando-se estas trés etapas, dentre os tipos de materiais utilizados nos
enxertos, 0 autdgeno é o mais compativel e o que mostra melhor resultado. Suas
propriedades bioldgicas desencadeiam uma série de eventos que culminam na sua
revascularizacdo, incorporacdo e remodelacdo, o que permite a reabilitacdo com
implantes osseointegraveis de forma mais previsivel®.

Entretanto, a cirurgia de remocao de fragmentos 0sseos para 0s enxertos
autdgenos € seguida de alguma morbidade nos sitios doadores, que podem
desencadear hematomas, edemas, infeccles, lesbes vasculo-nervosas, além do
aumento do tempo cirdrgico®.

Outras opcbes reconstrutoras tém sido mencionadas como alternativa
para substituir o enxerto 0sseo autégeno, como 0 0sso alégeno, 0sso xendgeno e 0S
materiais aloplasticos®, o que consequentemente minimiza o grau de morbidade. No
entanto, estes materiais ndo apresentam as propriedades osteogénicas dos enxertos
autogenos.

Dentre 0os materiais xendgenos, os de origem bovina merecem destaque,
pois estao disponiveis em grandes quantidades e sugerem seguranca em relacdo a
inducdo de resposta imune e transmissibilidade de doencas quando o

processamento laboratorial é adequado®. Assim, o implante xenégeno de o0sso

“ Normas da revista Journal of Oral and Maxillofacial Surgery (Anexo B).
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bovino, tem sido pesquisado no intuito de identificar as propriedades especificas
desse material’.

Atualmente, o grande desafio na area médico-odontolégica € encontrar 0
carreador ideal para fatores de crescimento ou de indugdo, como as proteinas
morfogenéticas Osseas, e que seja biocompativel e osteocondutor, podendo ser
utilizado para melhorar a regeneracdo dssea no local do tratamento®. Verificar o
comportamento tecidual frente a presenca do referido material, submetido a métodos
de esterilizagdo distintos, foi o objetivo maior deste trabalho, buscando colaborar

com a comunidade cientifica atuante neste campo.
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2 Proposicao

Este trabalho teve o propésito de avaliar a resposta tecidual ao implante
xendgeno inorganico de 0sso bovino esterilizado por diferentes métodos, por meio

de analise histomorfoldgica e histomorfométrica.
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3 Material e Método

Para o presente estudo foram utilizados 20 coelhos Nova Zelandia adultos
e com peso corporal médio de 3kg. Os animais foram mantidos em gaiolas com dieta
padrdo de racgdo solida e agua “ad libitum”, em condigdes de temperatura ambiente,
no Biotério do Depto. de Cirurgia e Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba - UNESP. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu — UNESP.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), tendo sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP sob o

no. 00261-2012.

O implante xenogeno foi obtido de costela bovina. A coleta foi realizada
imediatamente ao abate do animal e o processamento se deu em até 5 horas apos o
sacrificio do animal. A costela foi dissecada e reduzida a blocos retangulares de 8 x
5 cm e seccionadas longitudinalmente (Figura 1) atraveés de fresa carbide 702 em
baixa rotacdo e irrigacdo acoplados a um motor elétrico para implantodontia. Estes
blocos foram processados da seguinte forma: imersdo por 60 minutos em peroxido
de hidrogénio a temperatura ambiente, com trocas a cada 15 minutos; nova imerséo
em peroxido de hidrogénio por 12h sob refrigeracéo; lavagem agua corrente por 1h;
banhos sequenciais com agitador em detergente enzimético (RioZyme, 5mL/L) por
2h; lavagem por 1h em &gua corrente; banhos sequenciais em &lcoois 70, 80, 90 e

absoluto; escovacao vigorosa; lavagem por 2 h em agua corrente; secagem em
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estufa por 3-4 horas a 35-45graus; reducdo das corticais em discos (Figura 2);

embalagem individual dos discos em invélucro tipo grau cirargico e esterilizagao;

A esterilizagdo ocorreu por meio de autoclavagem (em autoclave comum,
121°/2,1 ATM) ou radiagdo gama a dose de 25kGy, no irradiador multipropésito do
Centro de Tecnologia das Radiacbes da Comissdo Nacional de Energia
Nuclear/Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares da Universidade de S&o

Paulo.

Os animais foram mantidos em jejum durante oito horas prévias ao
procedimento cirdrgico. Todos o0s procedimentos cirargicos seguintes foram
realizados na sala cirargica do Biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP. Foi adotado um rigoroso protocolo asséptico, incluindo a esterilizagdo do
instrumental a ser utilizado, delimitacdo da &rea a ser operada com campos estéreis,

uso de aventais e luvas cirargicas estéreis.

Os individuos receberam anestesia geral pela combinagdo de 70mg/kg de
Ketamina intramuscular (Francotar — Vibrac do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e
6,5mg/Kg de cloridrato de Xilazina (Rompum — Bayer SA — Saude Animal, Sao

Paulo, Brasil).

Apoés a sedacao dos animais, na regido cervical ventral de cada espécime
(Figura 3), foram realizadas tricotomia e antissepsia com Polivinil Pirrolidona lodo
Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante, Rioquimica, S&o José do Rio Preto),
sucedido por Polivinil Pirrolidona lodo Toépico 10% (Riodeine Topico, Rioguimica,

S&o José do Rio Preto).

Na mesma regido, com lamina ndmero 15 (Feather Industries Ltda.,

Tokyo, Japao) montada em cabo de bisturi n° 3 (Hu-Friedy, Alemanha) foi realizada
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uma incisdo vertical de aproximadamente 35 mm de comprimento até a tela
subcutanea, em seguida, o tecido mole foi divulsionado em direcdo a regido goniaca
esquerda e direita, onde foram realizadas incisbes mioperiosteais, expondo a cortical
do angulo mandibular. Os tecidos foram divulsionados com o auxilio de
descoladores de peridsteo, expondo o 0sso para preparacdo do leito. A superficie
0ssea foi decorticalizada suavemente com broca diamantada n © 6 em baixa rotagéo,
sempre sob irrigacdo com soro fisiologico 0,9%. No angulo mandibular direito, foi
fixado o implante xenégeno autoclavado com parafuso de enxerto de 1,5 x 8mm
(TitaniumFix, Sdo José dos Campos). No lado esquerdo, foi similarmente fixado o
implante xendgeno irradiado (Figura 4). Dois grandes grupos foram preliminarmente

criados, conforme:
Grupo EA - implante autoclavado;
Grupo El — implante gama-irradiado;

Os tecidos de todos os sitios cirurgicos foram suturados em planos
empregando-se fio mononylon 5-0 (Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos,
Brasil) com pontos continuos no plano profundo e com pontos interrompidos no
plano mais externo. ApOs a sutura, foi realizada nova anti-sepsia da area com
Polivinil Pirrolidona lodo Tépico 10% (Riodeine tdpico, Rioquimica, Sado José do Rio

Preto).

No pés-operatorio imediato, o0s animais receberam administracao
intramuscular de Pentabidtico® (Wyeth-Whitehall Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).
Nenhuma restricdo alimentar ou de movimentacao foi imposta aos animais, 0s quais

foram mantidos em gaiolas individuais durante todo o experimento.
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Sacrificio e coleta do material

Os animais foram sacrificados com uma dose duas a trés vezes maior que
a dose para acao anestésica (0,25mg/kg) de Tiopental sodico (Laboratério Abott do
Brasil Ltda.) administrada por via intramuscular, nos periodo de sacrificio de 15 e 45
dias, com 5 animais em cada grupo experimental. Foram definidos os grupos de
estudo do trabalho. Dois grupos sacrificados ao 15° dia para implante xen6geno
autoclavado (EA15) e irradiado (EI15) e o dois grupos para os sacrificados ao 45°

dia (EA45 e EI45).

Processamento Laboratorial

As pecas foram fixadas em solug&o de formol tamponado 10% durante 48
horas, a temperatura ambiente. Passado este periodo, as pecas foram lavadas e
descalcificadas em &cido etileno-diamino-tetracético (EDTA) a 18% por
aproximadamente 12 semanas, a temperatura ambiente, com trocas semanais da
solucdo. Apos a descalcificacdo completa das pecas, estas foram lavadas em agua
corrente por 24 horas e passaram pelas etapas de desidratacdo, diafanizacao e
inclusdo em parafina, para posterior obtencdo dos cortes com 5um de espessura,
realizados em microétomo. Os cortes, tranversais e abrangendo toda a extenséo do
defeito, foram montados nas laminas utilizando-se solucdo de albumina.

Os cortes obtidos foram corados por hematoxilina e eosina, para
realizac@o das analises histolégica e histométrica.

Para a realizacdo das mensuragdes, foi utilizado um microscopio optico
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com objetiva de aumento de 10/12,5 Axiolab (Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a uma
camera de captacédo de imagem (AxioCam MRc-5 Zeiss, Alemanha) e conectado a
um microcomputador Pentium IV com software analisador de imagens digitalizadas
AxioLab Release 4.5 (Zeiss, Alemanha). As imagens digitalizadas foram gravadas
em arquivos TIFF e analisadas através do software de quantificacdo ImageJ 1.40g
(National Institutes of Health, USA). Através do software ImageJ, as extensdes de
interesse foram selecionadas pela ferramenta Free hand e medidas em pixels.

Foi avaliada a medida linear de contato do tecido 6sseo ao implante
(BIC). Os dados obtidos nas analises foram transformados de valores absolutos.
Todos os valores lineares do mesmo grupo foram somados. Para a comparacao
entre os valores somados obtidos nos diferentes grupos e periodos experimentais,
foram realizados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney por meio do programa

estatistico Sigma Stat 3.10 (Systat, USA).
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4 Resultado

Andlise Qualitativa

Aos 15 dias Pds-operatorios

Grupo EAL15: Apresentou baixa proliferacdo e diferenciacdo Ossea
adjacente ao implante, permanecendo tecido conjuntivo rico em fibras colagenas e
vasos sanguineos e infiltrado inflamatério. Em algumas areas, pode-se observar
proliferacdo 6ssea subjacente ao implante. Esta proliferacdo dssea era constituida
por um trabeculado delgado, com espacos medulares amplos (Figura 5) e intensa
atividade osteoblastica. Observou-se a presenca de células gigantes multinucledas,
caracterizando osteoclastos, em areas marginais ao implante (Figura 6).

Grupo EI15: Apresentou ainda menor proliferacéo e diferenciacdo 6ssea
adjacente ao implante (Figura 7), destacando-se a presenca de tecido conjuntivo
com fibras colagenas e vasos sanguineos e infiltrado inflamatorio. A proliferacao
O0ssea, quando observada, era constituida por trabeculado discretamente mais
delgado e desorganizado quando comparado ao grupo anterior, com espagos

medulares amplos.

Aos 45 dias Pds-operatorios
Grupo EA45: O processo de integracdo do implante apresentou-se
praticamente completo em extensdo, apesar de imaturo, com tecido 0Osseo

neoformado na interface. (Figura 8).



25

Grupo EI45: De maneira similar ao grupo anterior, houve integracdo com
o leito receptor. A proliferacdo déssea na cortical estava completa, porém a

imaturidade dos tecidos pode ser observada (Figura 9).

Analise Quantitativa

Em relagéo a variavel BIC, notou-se grande variacdo dos valores lineares
(Figura 10). O teste de Kolmogorov-Smirnov ndo demostrou normalidade na
distribuicdo dos dados e utilizou-se procedimentos de andlise estatistica nao-
paramétricos. Aplicou-se o teste de Mann-Whitney, comparando grupo a grupo no
mesmo periodo, que confirmou a auséncia de significAncia estatistica entre a
diferenca de BIC nos grupos avaliados (p=0,112). O teste de Kruskal-Wallis foi
aplicado e nao identificou diferenca significativa entre as BIC dos grupos dentro dos

mesmos periodos (15 dias: p=0,100; 45 dias: p=0,940).
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5 Discussao

A busca por um biomaterial que possa gerar reconstrucao satisfatoria em
leitos Osseos, seja pela recuperacdo de volume ou de fungéo, tem sido tema de
inimeras pesquisas ao longo dos anos. E sabido que obter um material que alcance
as caracteristicas do osso autégeno é um grande desafio a ciéncia. O 0sso
autdgeno é reconhecidamente o padrdo ouro para as reconstrucdes 6sseas®®.

Um biomaterial, considerado como ideal, deveria reunir as seguintes
propriedades: origem n&do-autogénica, osteoindutor, osteocondutor, esterilizavel,
nao-téxico, ndo induzir resposta imunologica, disponivel em grandes quantidades,
absorvivel, funcionar como uma barreira mecanica para 0 crescimento ou
invaginacao de tecido fibroso ou muscular®®.

Dentre os substitutos utilizados, o osso bovino tem se demonstrado um
bom material nos quesitos fisico-quimicos, pois possui composi¢ao e estrutura muito
semelhantes ao osso humano'®*!. Por estas razdes, o 0sso bovino tem sido alvo
constante de investigacao cientifica, demonstrando-se confiavel e com resultados
promissores®.

Devido a imunogenicidade e a transmissdo de doencas, houve a
necessidade de melhorar a biocompatibilidade deste biomaterial através de
processamentos laboratoriais*?****. Em 1995, Aaboe et al’ previam uma restricdo no
uso de aloenxertos e xenoenxertos devido aos problemas de resposta imunoldgica e
risco de contaminagdo. Contrariando tal previsdo, atualmente existem inUmeros
métodos desenvolvidos para reducao dos problemas acima descritos e 0sso bovino

tem sido utilizado amplamente.
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Dentre os métodos de processamento, podemos citar a autoclavagem,
exposicao ao 6xido de etileno, irradiagdo gama, liofilizacao, desproteinizacdo e, mais
recentemente, o BioCleanse®'**>. Este (ltimo tem se destacado por utilizar baixas
temperaturas e causar menos alteracdes nas propriedades biomecéanicas dos
enxertos do que outros métodos conhecidos®?,

O BioCleanse® consiste em processo patenteado de exposi¢cédo do 0sso a
uma sequéncia de solucdes quimicas em baixa temperatura, incluindo detergentes,
alcoois e peréxido de hidrogénio. O objetivo € a remocado de contaminantes, medula
Ossea flava e rubra, descontaminando e desengordurando a matriz 6ssea. Tal
processo é similar ao desenvolvido pelos autores deste trabalho e ja utilizado em
outras pesquisas pelo grupo.

A autoclavagem, técnica simples de esterilizacdo utilizada nos grupos
experimentais EA15 e EA45, é conhecida por desnaturar as proteinas devido a alta
temperatura e pressdao causando perdas nas propriedades bioldgicas dos
enxertos®. Embora a estimada caracteristica de osteoinducdo ndo tenha sido
avaliada nesta metodologia, esperava-se diminuicdo no potencial osteogenético
nestes grupos devido ao processamento inicial associado & autoclavagem?®. Em
ambos 0s grupos, o implante xendgeno era eminentemente cortical, 0 que por si s

causaria um reparo mais lento®"%,

Embora atrasado, o processo de reparo seguiu-
se promovendo a integracdo do implante no leito receptor ao 45° dia (Tabela 1).
Outro desafio é encontrar um método de esterilizacdo que néo
descaracterize, estruturalmente ou em suas propriedades biolégicas, o biomaterial e
seus possiveis agentes osteogénicos artificialmente carreados. A irradiacdo Gama
tem se destacado por promover toxicidade e alteracdes biomecanicas dose-

19,26,29

dependentes , enquanto induz a desnaturacéo protéica pelo calor (proporcional
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a dose de irradiacdo). Tem sido demonstrado que a irradiacdo gama de enxertos
0sseos € segura para as ceélulas somente apds procedimentos de
desengorduramento?®.

Os grupos EI15 e EI45, que foram gama-irradiados, apresentaram-se
com discreto atraso na integracdo dos implantes xendgenos. Este retardo na
integracdo, observado pelo contato linear osso-implante, ocorreu apenas no periodo
mais curto. A medida que o processo de reparacdo progrediu, a extens&o do contato
osso-implante  superou a encontrada no grupo autoclavado, embora,
gualitativamente, o 0osso neoformado tenha se demonstrado pouco desenvolvido. Tal
comportamento pode ser causado pelas alteracdes na superficie de contato do
implante submetido a irradiacdo, que dificultariam o povoamento celular superficial
do implante. Segundo Endres’, uma redugdo notavel no nimero de células e a
auséncia de uma rede fibrosa organizada foram observadas em cultura “in vitro”
sobre 0sso gama-irradiado.

Em estudo das propriedades das superficies de Titanio, Ferraris et al*
reforcaram a influéncia da esterilizacdo na molhabilidade, interagdo protéica,
bioatividade, mineralizacéo e a ligacdo de células. Citou ainda alteracdo significativa
no angulo de contato da superficie apds a esterilizagdo, o que pode afetar o
comportamento celular.

Em ambos os grupos com periodos tardios, EA45 e EI45, pbde-se
observar a permanéncia da microarquitetura do implante xenbégeno, sem evidéncias
de remodelacao significativa. Em algumas espécimes, observou-se a formacéo de
ilhas de osso neoformado ocupando grandes lacunas da parte esponjosa

remanescente do implante.
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Estas ilhas foram observadas também nos periodos iniciais do grupo
EA15, reforcando a maior afinidade do leito receptor e suas células pelo implante
xendgeno autoclavado.

Sugere-se a pesquisa de sinalizacdes protéicas nos leitos receptores
mediante a presenca dos implantes para maior caracterizacdo dos fenémenos

observados.
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6 Conclusao

De acordo com a metodologia aplicada, foi possivel concluir que o
estabelecimento da integracdo osso/implante cursou com atraso quando o implante
foi esterilizado por radiagdo, porém, com a evolucdo da reparagdo, o0 método de

esterilizacdo ndo ocasionou alteracdes significativas no periodo final.
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Figuras

Figura 1 — Bloco 6sseo bovino. Vista cortical (A) e medular (B).

Figura 2 — Disco 6sseo bovino



Figura 3 — Cirurgia em fase inicial

Figura 4 — Fixag&o do implante no leito



Figura 5 — Grupo EA15, 15 dias, HE, 125x

Figura 6 — Grupo EA15, 15 dias, HE, 400x



Figura 7 — Grupo EI15, 15 dias, HE, 125x

Figura 8 — Grupo EA45, 45 dias, HE, 125x



Figura 9 — Grupo EI45, 45 dias, HE, 125x

Contato linear Osso/Implante (BIC)
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Figura 10 — Grafico representando o percentual de contato linear osso/implante
(BIC), nos grupos EA e El, nos periodos de 15 e 45 dias.



Tabelas

Percentual de Contato
Grupo BIC (%)

EA15 67,99
El15 32,01
EA45 49,57
El45 50,43

Tabela 1 — Tabela representando o percentual de contato osso/implante, nos grupos
EA e El, nos periodos de 15 e 45 dias.
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Certificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animal (CEUA)
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