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Resumo
Palavras-chave:

enxerto 6sseo;
experimental;
ultraestrutura.

Introducao: Os biomateriais de enxerto 6sseo xenogénicos tém
sido alvo de grande interesse cientifico. A facil aplicacao clinica e
o baixo custo atraem profissionais e pacientes. Como alternativa
ao biomaterial bovino é possivel desenvolver o ovino. Objetivo:
Comparar por microscopia eletronica de varredura a ultraestrutura
de biomaterial particulado de origem ovina com o0ssos equino e
bovino disponiveis comercialmente, além de osso humano proveniente
de um banco de tecidos musculoesqueléticos. Material e métodos:
Osso mandibular de ovelha, oriundo de criadouro local, submetido
a moagem e a protocolo quimico e fisico para esterilizagao foi
comparado com variadas particulas de biomateriais. Avaliaram-se
as imagens obtidas quanto a quantidade e area de porosidades
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(x*), rugosidade visual da superficie e relacdo Ca/P. Resultados:
Nao houve diferencas significativas entre as imagens das amostras,
mesmo assim porosidades e rugosidades mais expressivas foram
observadas nas particulas de osso bovino. Conclusao: Em relacao
a porosidade, o osso ovino experimental apresentou caracteristicas
mais semelhantes as do osso humano do que os 0ssos equino e
bovino. Quanto a rugosidade visual, o osso equino foi o que mais
se aproximou do humano, seguido pelo osso ovino e pelo bovino.
No que diz respeito a relacao Ca/P, o osso ovino evidenciou o menor
valor e mais distante do osso humano; depois vieram o equino e
o bovino.

Abstract

Introduction: Xenogenic bone grafting biomaterials have been vastly
studied. Easy clinical use and low cost have attracted professionals
and patients. Alternatively to bovine biomaterial, ovine biomaterial
can be developed. Objective: To compare by scanning electron
microscopy the ultrastructure of a particle ovine biomaterial to
equine and bovine commercially available biomaterials, besides to
human bone from a tissue bank. Material and methods: Ovine
mandibular bone, from a local sheep farm, was ground and
submitted to a chemical and physical sterilization protocol to be
compared to different biomaterial particles. Images were obtained
and evaluated according to the quantity and area values of porosities
(%?), visual surface roughness, and Ca/P ratio. Results: There was no
statistical difference among the sample images; however, the bovine
particles presented marked porosities and roughness. Conclusion:
In relation to porosity, experimental ovine bone presented closer
characteristics to human bone than equine and bovine. Regarding
to surface roughness, equine bone was the most similar to human
bone, followed by ovine and bovine. Concerning to Ca/P ratio, ovine
bone presented the lowest and most distant value from human bone,
followed by equine and bovine.

Introducao

Em Odontologia, caso aconteca perda 6ssea
grande, os enxertos tornam-se indispensaveis para
correcao estética e funcional. Costa e Veinstein [4]
relatam a divisao classica dos enxertos: 1) autégenos
ou autoenxertos, quando o tecido € transferido de
uma regido (sitio doador) para outra (sitio receptor)
no mesmo individuo, nao provocando reacao imune;
2) alogénicos, homoégenos ou homoenxertos, tecidos
enxertados entre individuos da mesma espécie
com genes nao idénticos, como o osso fresco,
congelado, liofilizado (FDBA), desmineralizado e
liofilizado (DFDBA); 3) aloplasticos, corpo estranho,
inerte, produzido de modo sintético, utilizado para
implantacao nos tecidos, como fosfato de calcio,
hidroxiapatita, bioceramicas, além de outros tipos;
e 4) xenoenxertos, heteroenxertos ou heterélogos,

realizados entre individuos de espécies diferentes,
como, por exemplo, de origem animal, como € o
caso do osso bovino, mais comum, ou osso de
outro animal de criadouros, como o 0sso equino.
Em cada tipo de enxerto ha diferentes materiais
empregados, aqui genericamente chamados de
biomateriais de enxerto.

Os materiais nao autégenos da classificacao
anterior tém suscitado grande interesse por parte de
profissionais, uma vez que o procedimento cirurgico
€ mais rapido, pois o material a ser enxertado se
encontra preparado, necessitando apenas do sitio
receptor, o que diminui os riscos em virtude da nao
existéncia da ferida doadora, caracteristica muito
vantajosa para o paciente [5, 14].

Os critérios de selecao de um biomaterial e as
técnicas de processamento dele devem ser eficientes
e seguros. Entendendo a natureza do processamento,
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particularmente a influéncia das varias técnicas de
preservacao biolégicas e biomecanicas e/ou processos
de incorporacao e associacao entre materiais,
seleciona-se cada biomaterial de acordo com o
objetivo da reconstrucao cirurgica. Hoje em dia a
disponibilidade de diferentes biomateriais aumentou,
e a agilidade na conquista de técnicas de tratamento
oportunizou formas inovadoras de superacao dos
intmeros desafios reconstrutivos, além de oferecer
de maneira satisfatéria a muitas pessoas uma
alternativa a mais no tratamento [15].

O uso do osso bovino como fonte de matéria-
prima na producao de biomaterial de enxerto vem
sendo estudado ha tempos [20]. Apés a coleta, faz-se o
processamento do 0osso para remover restos celulares,
lipidios e proteinas. E possivel que essas substancias,
de grande potencial para a ativacao do sistema imune
do receptor, interfiram na biocompatibilidade do
enxerto. O tratamento do osso com peréxidos na
descelularizacao da matriz ajuda a manter o complexo
colageno-apatita € produz uma resisténcia mecanica
mais alta do biomaterial obtido [24].

A superficie de um material mostra-se capaz
de influenciar a colonizacao celular. Marins et al.
[9] caracterizaram as particulas de um biomaterial
bovino organico por microscopia eletrénica de
varredura e avaliaram sua aplicagao in vivo (em ratos)
por microscopia de luz. Os resultados demonstraram
que o material estudado, com sua microarquitetura
preservada, é vagarosamente absorvido e pode
servir como espaco para preenchimento das células,
permitindo a angiogénese, a migracao celular, a
adesao e a neoformacao dssea nas bordas da lesao
na qual foi enxertado.

Assim como os bovinos, outros animais criados
de modo regular em grande escala sao fonte na
producao de biomateriais de enxerto. Ao comparar,
por exemplo, o rebanho bovino com o ovino, alguns
fatores sao levados em consideracao: ambos podem
ser alimentados apenas com capim, uma vez que
sao ruminantes; os ovinos adaptam-se melhor as
condicoes climaticas e requerem espaco fisico menor
de pastagens; além disso, o inicio da reproducao e
do abate deles fica entre 6 € 9 meses [13], enquanto
os bovinos em geral precisam completar 24 meses
para o abate [23]; o periodo de gestacao de ovinos
¢ de somente cinco meses, ja o dos bovinos é o
dobro [13, 17].

A possibilidade da transmissao de doencas
torna-se outro fator relevante e que causa apreensao
quando se fala em biomateriais de origem animal.
Entre as mais temidas no que se refere aos bovinos
ou ovinos, estao as encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EETs), que podem ser ocasionadas
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pelo acimulo de glicoproteinas modificadas nos
tecidos nervosos dos individuos. As glicoproteinas
modificadas pertencem a uma classe de substancias
chamada prions. Como se sabe, as EETs em
humanos tém o mesmo agente causador das
encefalopatias bovinas e ovinas [25], no entanto,
apesar de resistentes, existem métodos para
neutralizar os prions [12].

Como os relatos de estudos com biomaterial
de origem ovina sdo escassos, o objetivo
deste trabalho foi comparar, por microscopia
eletronica de varredura (MEV), a ultraestrutura de
biomaterial experimental particulado de origem
ovina com o0ssos equino e bovino disponiveis
comercialmente e com particulas de osso
humano proveniente de um banco de tecidos
musculoesqueléticos.

Material e métodos

Retirou-se o biomaterial ovino de osso
mandibular de ovelha (Suffolk) com 6 meses
de idade, oriunda do criadouro Cabanha Kulik,
localizado no bairro Barreirinha, Curitiba, Parana.
O animal foi abatido para fins alimenticios por
funcionario do estabelecimento, e a cabeca,
descartada. O mesmo funcionario levou a cabeca
ao congelador (-12°C). Depois, em laboratoério, a
mandibula foi separada e teve sua superficie limpa
por meio da remocao de tecidos moles residuais
(peribésteo e inser¢oes musculares) por raspagem
com faca e bisturi (Duflex, Curitiba, Parana, Brasil).
Em seguida, a mandibula foi lavada em 4gua corrente
e dividida em fragmentos de aproximadamente
2,0 x 1,0 x 0,5 cm. Submeteu-se uma parte dos
fragmentos aos seguintes processamentos: 1)
imersao em hipoclorito de sédio a 2% a 20°C por
12 horas, 2) lavagem em agua corrente (2 minutos),
3) imersao em solugao de metabissulfito de s6dio a
2% por 3 minutos para a inativacao do hipoclorito,
4) nova lavagem em agua corrente (2 minutos), 5)
secagem por calor seco a 20°C por 2 horas, 6)
moagem dos fragmentos em moedor de 0sso elétrico
(Kopp, Curitiba, Parana, Brasil) e 7) calor umido
(autoclave) por 20 minutos a uma temperatura de
135°C. Da mesma forma, moeu-se um pequeno
fragmento 6sseo ndo contaminado, dispensado de
procedimento cirargico e proveniente do banco de
tecidos musculoesqueléticos do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana.

A seguir, algumas particulas de ossos ovino e
humano foram armazenadas em desecadora com
silica, montadas em suporte para MEV e metalizadas
(Baltec, Balzers, Alemanha). Outros fragmentos



de biomateriais disponiveis no mercado também
foram metalizados e montados em suporte: 0sso
equino (BGS-05 Esponjoso, Bio-gen, Bioteck, Chieri,
Torento, Italia) e bovino (Genox Inorg Esponjoso,
Baumer, Mogi-Mirim, Sao Paulo, Brasil). Levaram-
se os suportes ao microscépio eletronico para
avaliacao morfolégica ultraestrutural e quimica da
superficie (espectroscopia de energia dispersiva de
elétrons) (SEM-EDS, JSM 6360-LV, Jeol, Japao). As
imagens obtidas foram analisadas e comparadas
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com auxilio de um programa de analise de imagens
(Image Tool 3.00, Centro de Ciéncias da Saade da
Universidade do Texas, EUA).

Resultados

Por intermédio da analise das imagens de
MEV observaram-se o aspecto visual da rugosidade
superficial e a porosidade das particulas em aumento
de 30, 150, 1.500 e 10.000 vezes (figura 1).

Osso bovino®

Figura 1 - Imagens da superficie dos biomateriais do estudo

A quantidade de poros e as suas areas
foram mensuradas. A analise estatistica
(x?) dos dados demonstrou discrepancias
significativas entre o osso ovino experimental

e os demais disponiveis comercialmente
(equino e bovino), mas nao houve diferenca
expressiva em relacao ao osso humano (tabela
I e grafico 1).
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Tabela I - Analise comparativa (x?) da quantidade e da area de poros na superficie dos biomateriais

Osso humano Osso ovino Osso equino® Osso bovino®
Osso humano 1,000000 0,040612 0,001803
Osso ovino 1,000000 0,085828 0,007441
Osso equino 0,040612 0,085828 1,000000
Osso bovino 0,001803 0,007441 1,000000 0,001803
10.000 —
8.000
6.000
g
; 4.000
2
2.000
[=]
0 S I I e
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Grafico 1 - Comparativo de areas de poros (um?) entre os biomateriais

Na tabela II consta a relacdo Ca/P nos biomateriais averiguados, os quais evidenciaram valores de
3,3 para o osso humano, 2,0 para o ovino, 2,7 para o equino e 2,9 para o espécime bovino.

Tabela Il - Distribuicdo, em peso (%), de calcio (Ca) e fésforo (P) na superficie das particulas dos biomateriais com

analise por EDS (energia dispersiva de elétrons)

Osso humano

Osso ovino

Osso equino®

Osso bovino®

Ca 28.17 49.32 37.12 34.19
P 8.41 23.82 13.66 11.50
Discussao Apesar de o objetivo do presente trabalho

A escolha por uma fonte de matéria-prima
para a producao de um determinado produto deve
levar em conta varios fatores, entre eles custos,
rendimento e sobretudo sustentabilidade. Dos
modelos animais de criagao extensiva ja inseridos
na sociedade, os ovinos parecem estar a frente dos
bovinos, pois um rebanho de ovelhas e carneiros
pode levar, no uso de um mesmo espaco, a maior
producao de massa € em menor tempo do que um
rebanho de bois. Desse modo, imagina-se também
que, para uma mesma producao de massa, um
espaco menor seja necessario para a criacao de
ovinos e, portanto, ha menos desmatamentos, um
dos maiores causadores de devastacao ambiental
nos dias de hoje [16, 21].

nao passar pela caracterizacao dos prions nas
particulas avaliadas, o protocolo apresentado
considerou a regulamentacao vigente, visando
a biosseguranca na producao de biomateriais
xenogénicos: uso de animais livres de prions
(o Brasil tem baixo risco de contaminacao nos
rebanhos); utilizacao do osso como matéria-
prima, um tecido de baixa infeccao de prions; e
processamento capaz de inativar os prions [3].
Portanto, prop0s-se uma associacao de técnicas
quimicas e fisicas para inativacao dos prions, de
acordo com orientacoes indicadas por organismos
internacionais [12], com desinfeccao por oxidacao
em hipoclorito de s6dio, mais aplicacao de calor
umido (autoclave).



Ogurtan et al. [11] relataram a superioridade
do osso bovino particulado aplicado em defeitos
experimentais in vivo. Nesta investigacao nao se
avaliou o tamanho das particulas produzidas pelo
moedor elétrico. Na clinica também ha outros
tipos de moedores disponiveis: pilao manual e
catraca. Uma caracteristica interessante do moedor
elétrico € fazer particulas em lascas (chips), com
uma pequena espessura (0,5-1 mm, segundo o
fabricante), que ocupam uma area relativamente
grande. Apesar da variacdo da area, o moedor
elétrico produz fragmentos de aspecto mais regular
do que as particulas de moedor do tipo catraca
ou pilao manual, com frequéncia empregados nas
técnicas cirurgicas [10]. Acerca das particulas dos
biomateriais comerciais da presente pesquisa, de
acordo com os fabricantes ambas tinham entre 0,5
¢ 1 mm de tamanho.

Em aspectos gerais, a ultraestrutura do osso
bovino comercial demonstrou as caracteristicas
mais distintas em relagao as dos outros materiais:
grande porosidade e estrutura de aspecto semelhante
a inimeros agregados de pequenas unidades,
provavelmente cristais de hidroxiapatita, ou seja, a
parte inorganica do osso bovino que permaneceu
ap6s a acao do bioprocesso a que o espécime foi
submetido (figura 1).

Por outro lado, quanto ao aspecto visual da
rugosidade de superficie (figura 1), o osso equino
foi o que mais se aproximou do humano. Conforme
o fabricante, o processamento a que esse 0SSO se
sujeitou € enzimatico e ocorre a 37°C, favorecendo
a manutencao de uma superficie mais semelhante
a situacao in vivo. No entanto Smieszek-Wilczewska
et al. [22] asseguram que o bioprocesso de
obtencao do osso equino atinge a temperatura de
125°C. No geral, ainda no tocante a rugosidade
superficial visualmente observada, distanciando-se
da similaridade com o osso humano, apés o 0sso
equino veio o 0sso ovino experimental, seguido
pelo bovino.

A analise quantitativa revelou porosidades
de tamanhos e quantidades irregulares (tabela I
e grafico 1), demonstrando maior variacao nas
particulas de osso bovino. A presenca de poros nos
materiais pode ser importante, pois, de acordo com
0 ja exposto, a colonizacao celular do tecido 6sseo
¢ facilitada com a existéncia de poros. Estes devem
ter tamanhos que variam de 50 a 100 micrometros
para que ocorram boa vascularizacao e colonizacao
celular, de maneira a diminuir riscos de infeccao
[26]. Leonel et al. [7] descreveram a importancia
de poros na superficie dos biomateriais, por ser
uma condi¢ao fundamental para a estabilizacao
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e a incorporacao destes pelos tecidos vivos. A
existéncia de porosidade nos materiais de enxerto,
seu diametro, a conformacao e a presenca de
intercomunicacoes sao caracteristicas essenciais que
auxiliam a migracdo celular para o interior de tais
implantes, permitindo ou nao a neoformacao 6ssea.
O osso bovino do presente trabalho apresentou
porosidades com areas bem superiores a 100
micrémetros quadrados, enquanto os demais
biomateriais (ossos equino, ovino experimental e
humano) demonstraram porosidades menores e de
tamanhos parecidos (grafico 1).

Como o tamanho dos poros pode influenciar
a vascularizacao do enxerto, entende-se que,
quanto maior a porosidade do biomaterial, maior
a possibilidade de absorcao das particulas do
biomaterial e por conseguinte maior substituicao
por novo tecido 6sseo, como foi o caso do osso
bovino desta pesquisa. Ainda em outro estudo
sobre o osso de boi usado no presente trabalho,
nota-se que a temperatura de desproteinizacao
utilizada no processo (até 1.000°C) é capaz de
modificar também a resposta biolégica e que esse
processamento favorece o reparo 6sseo [14]. Por
outro lado, um grande aumento da temperatura
gera modificacdoes permanentes na estrutura e
na cristalinidade da matriz 6ssea, tornando-a
rica em compostos insolaveis [8], o que pode
reduzir sua absorcao no local de enxerto e
consequente substituicao 6ssea, além de contribuir
potencialmente para uma neoformacao 6ssea com
menor resisténcia mecanica, gracas a presenca de
particulas envolvidas por tecido conjuntivo, inertes
€ que nao participam do remodelamento tecidual,
particularidade importantissima a renovacao do
osso [19].

No que diz respeito a relacao Ca/P de um
biomaterial, sabe-se que pode influenciar a
qualidade do reparo. Tal relacao esta diretamente
ligada a solubilidade em meio fisiol6gico e, quanto
menor, maior a biodegradacao. Por exemplo,
particulas de biomateriais como as de trifosfato de
calcio (TCP) tém 1,50 e de hidroxiapatita pura (HAp)
1,67 [27]. Mesmo com as maiores quantidades de
calcio e fosfato (tabela II), o osso ovino experimental
apresentou a menor relacao Ca/P. Isso pode refletir
em maior grau de biodegracao do que os outros
biomateriais da amostra. Ainda assim, um longo
caminho de investigacoes deve ser percorrido a
fim de se observar a legitimidade do bioprocesso
aqui exposto. O estudo da microarquitetura de
um determinado biomaterial precisa passar por
avaliacoes funcionais, com o intuito de conhecer
outras caracteristicas relevantes a colonizacao
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celular. Pesquisas in vitro, por exemplo, que
comprovem a eficacia na inativacdo dos prions e
a cultura celular na presenc¢a do biomaterial ovino
sao perspectivas futuras. Ja se tem conhecimento
de que o oxigénio livre gerado na decomposicao de
peroxidos [18], as variagoes de temperatura e pressao
[1] e a radiacao [2] dos processos fisicos e quimicos
[6] de esterilizacdo alteram morfologicamente
varias biomoléculas, tais como proteinas, lipidios,
aminoacidos, carboidratos e acidos nucleicos, o que
em retorno influencia o comportamento das células e
dos tecidos expostos aos biomateriais. Por isso, sao
também importantes ensaios experimentais in vivo
que fornecam dados relevantes de biocompatibilidade
e da reagao do tecido 6sseo na aplicacao clinica do
biomaterial ovino experimental.

Conclusao

De acordo com as limitacoes desta pesquisa,
conclui-se que:

* no que tange a porosidade (quantidade e
area), o osso ovino experimental demonstrou
caracteristicas mais semelhantes as do osso
humano do que os ossos equino e bovino;

* quanto a rugosidade visual, o osso equino foi
0 que mais se aproximou do humano, seguido
pelo osso ovino e pelo bovino;

* no que diz respeito a relacao Ca/P, o osso ovino
evidenciou o valor menor e mais distante do
osso humano, depois vieram o osso equino e
o bovino.
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