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Osteoinductive potential of allogeneic human bone blocks in vitro

RESUMO

0 enxerto alégeno apresenta diversas vantagens em relacdo ao enxerto autdégeno, porém
sua utilizagdo € relativamente recente e cercada de incertezas em relacdo ao seu comporta-
mento bioldgico/imunoldgico e eficacia como biomaterial. Alguns autores consideram-no es-
tritamente osteocondutor, enquanto outros acreditam que ele pode ser osteoindutor. O obje-
tivo deste trabalho foi estudar o potencial osteoindutor do osso alégeno analisando os efeitos
dos extratos proteicos provenientes de blocos de aloenxerto sobre células pré-osteoblasticas
humanas. As proteinas extraidas dos blocos dsseos foram incubadas em culturas de células
pré-osteoblasticas, a fim de verificar o potencial de inducéo de proliferagdo celular. Foram uti-
lizados os métodos do RT-qPCR, Vermelho de Alizarina e Von Kossa para avaliar o metabolismo
das células 6sseas e a formacao de nodulos minerais contendo calcio e fosfato, respectivamente.
Também foi pesquisado se havia nos blocos 6sseos a proteina morfogenética BMP-2. Foi pos-
sivel observar, nos grupos experimentais, aumento na proliferacdo celular, do metabolismo das
células osseas e da produgdo de nodulos de célcio e fosfato, em relagdo ao grupo controle. Foi
possivel detectar a presenca de BMP-2 em seis dos nove blocos 6sseos. Conclui-se que os blocos
de aloenxerto mineralizado possuem proteinas com potencial osteoindutor quando testado seu
comportamento in vitro em células osteoblasticas.

Descritores: transplante homologo; osteoblastos; 0sso e 0ssos

ABSTRACT

The allogenic bone has several comparative advantages in relation to autograft bone, but
its use is relatively recent and surrounded by uncertainties regarding the biological/immuno-
logical behavior and effectiveness as a biomaterial. Some authors consider the material strictly
osteoconductive, while others believe that the material can also possess osteoinductive activity.
Thus, we evaluated the osteoinductive potential of allograft bone by analyzing the effects of
protein extracts from allograft blocks using human pre-osteoblastic cells. The protein extract
from allograft block was incubated in cultures of pre-osteoblast cells in order to verify the cell
proliferation potential. Moreover, it was employed the RT-qPCR, Alizarin and Von Kossa staining
to evaluate the bone metabolism, as well as, the potential induction of calcium and phosphate
nodule formation. Finally, it was quantified the morphogenetic protein BMP-2. It was possible
to observe in the experimental group, an increase in the cell proliferation and cellular metabo-
lism, as well as, a significant increase in the formation of nodules of calcium and phosphate in
comparison to control group. It was possible to detect amounts of BMP-2 in six of nine total
samples tested. It was possible to conclude that the mineralized allografts blocks have in vitro
osteoinductive activity on osteoblastic cells.

Descriptors: bone transplantation; osteoblasts; bone and bones
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RELEVANCIA CLINICA

A importancia clinica do presente estudo esta no conheci-
mento acerca das caracteristicas do 0sso aldégeno como material
de enxerto. Chegamos a conclusdo de que o material € poten-
cialmente osteoindutor, além de osteocondutor. Assim pode-se
inferir que o osso alégeno deve ser considerado uma boa alter-
nativa ao 0sso autdégeno para enxertias em blocos - situacdes
que exigem uma maior capacidade do material de integrar-se
biologicamente ao leito receptor. Além disso, os resultados aqui
apresentados ajudam na compreensao de que o 0sso alégeno
€ um material biologicamente viavel e apresenta-se como uma
valiosa opcéo clinica nos procedimentos reconstrutivos 6sseos.
No entanto, cabe a ressalva de que 0 0sso alégeno pode desen-
cadear uma resposta imunoldgica no individuo receptor.

INTRODUCAO

Os enxertos Osseos reconstrutivos prévios a instalagdo de im-
plantes dentais foram desenvolvidos, inicialmente, tendo como
material de eleicdo o osso autdgeno, ou seja, a reposicao do
tecido perdido se da através da obtencdo em uma regido doa-
dora no proprio individuo. Algumas desvantagens relacionadas
a enxertia autogena, sobretudo a necessidade de envolvimento
de dois sitios cirdrgicos (um apenas para a obten¢do do tecido
osseo doador), levaram ao desenvolvimento de técnicas que uti-
lizam diferentes biomateriais. O 0sso alégeno, proveniente de um
doador da mesma espécie, surgiu como uma alternativa princi-
palmente para grandes reconstrucées que requerem uma maior
quantidade de tecido.'

A utilizagdo do osso alogeno na Implantodontia ¢ relativa-
mente recente e, portanto, ainda esta cercada de incertezas re-
lacionadas a escolha do material, seu processamento e o risco de
transmissao de doencas. Os estudos tém-se mostrado discordan-
tes quanto ao comportamento e o real potencial de utilizagdo
deste material, principalmente quanto a eficacia de sua incor-
poracdo ao leito receptor e sua capacidade de se portar como
material ndo apenas osteocondutor, mas também osteoindu-
tor,>* além de incertezas no que se refere ao potencial de reacdo
imunologica do individuo receptor frente aos blocos alégenos.

A osteoindugdo é um processo importante para a neoforma-
cdo oOssea, pois diz respeito a capacidade de recrutamento de cé-
lulas pluripotentes indiferenciadas e sua estimulagdo para origi-
narem novas células de fendtipo osteoblastico. Para isso, fatores
de crescimento, principalmente as BMPs, devem estar presentes, e
de forma vidvel, no osso doador no momento da enxertia.*® Po-
rém, o processamento necessario a inativacao das células no 0sso
alogeno pode influenciar na sua pretensa capacidade osteoinduti-
va justamente por ser capaz de reduzir drasticamente, ou mesmo
eliminar, a presenca destas proteinas 6sseas morfogenéticas no
interior do tecido. Mesmo presentes, as BMPs podem ainda ser
inativadas por desnaturagdo proteica durante o processamento.®

O presente estudo foi delineado para investigar o potencial
osteoindutor dos blocos de 0sso alégeno congelados comumen-
te utilizados na pratica clinica odontoldgica. Propomo-nos a
examinar e quantificar a presenca de BMP-2 e verificar a capaci-

dade do extrato proteico proveniente das amostras em estimular
culturas de células pré-osteoblasticas. Assim, queremos néo ape-
nas identificar a presenca da proteina ossea morfogenética nos
blocos do aloenxerto, mas também utilizar a analise do compor-
tamento das culturas celulares osteoblasticas para demonstrar
se estes fatores de crescimento apresentam-se ativos em sua ca-
pacidade de estimular a producdo de novo tecido 6sseo in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Configuracéo da amostra

Foram utilizados nove blocos de osso aldgeno provenientes do
Banco de Tecidos Musculo-Esqueléticos da Universidade de Marilia
- UniOss. Os blocos tinham tamanhos e formatos padronizados de
15 mm x 10 mm. Foram utilizados blocos provenientes de diversos
lotes, a fim de serem consideradas variacoes fenotipicas e genoti-
picas dos doadores. Todos os blocos foram previamente triturados
de maneira estéril pelo proprio banco de ossos e enviados na for-
ma particulada e congelados. O presente projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa para Seres Humanos do Centro de
Pesquisas Odontologicas Sdo Leopoldo Mandic (Campinas, Brasil)
sob o nimero de protocolo n° 2012/0079.

Extracdo proteica
A cada um dos nove tubos contendo os blocos dsseos tritu-

rados foi acrescentado 1,5 mL de solugdo tampao de lise RIPA
(Thermo Scientific, EUA) contendo em sua composicdo 50mM
Tris HCI (pH 7,4), 150mM NaCl, TmM EDTA, 1% Triton X-100,
100 desoxicolato de sodio e 0,1% dodecil sulfato de sodio (SDS)
acrescido de coquetel inibidor de protease (Sigma, St. Louis, MO,
EUA) na concentracéo final de 1%. Cada tubo foi entdo agitado
em um agitador (Phoenix AP 56) por 30 segundos para a homo-
geneizacao dos elementos das amostras.

As amostras foram levadas a centrifuga (Eppendorf 5804 R)
a 4°C, 1100 rpm, por 15 minutos, resultando em solugdes de trés
fases. A camada de cada amostra, correspondente aos extratos
proteicos, foram pipetadas e transferidas para novos tubos de
poliestireno (Eppendorf, EUA), devidamente identificados.

Quantificacédo de proteinas totais

Para a determinacéo das proteinas totais das amostras foi uti-
lizado o ensaio BCA Protein Assay (Thermo Scientific, EUA) com
curva padrdo de proteinas utilizando-se albumina de soro bovino
(Albumin Standard ou BSA). O ensaio foi realizado em microplacas
de 96 pocos (em temperatura ambiente), onde foram pipetadas as
amostras-padrao e as amostras pesquisadas. Foi utilizado um lei-
tor de microplacas (Epoch Biotek, EUA), que, a partir da leitura da
absorbancia das amostras-padrdo, determinou as concentragoes
das proteinas totais das nove amostras pesquisadas.

Estas amostras resultantes da extracdo proteica dos blocos
de osso aldgeno, depois de quantificadas as proteinas totais, fo-
ram entdo utilizadas nas proximas etapas deste estudo.

Proliferacdo celular
Cada extrato proteico foi diluido até atingir as concentra-
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¢c6es finais de 10 ng/mL, 50 ng/mL ou 100 ng/mL, as quais foram
incubadas juntamente com culturas de pré-osteoblastos huma-
nos (HFOb) obtida do ATCC (American Type Collection, ATCC, VA,
EUA) para determinacdo da capacidade das proteinas extraida
dos blocos 6sseos em estimular a proliferagdo celular. As células
pré-osteoblasticas foram cultivadas em meio Essencial Minimo
alfa (a-MEM) (Nutricell®, Campinas, SP, Brasil), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®, Campinas, SP, Brasil)
e 1% de solugdo antibidtica-antimicotica (Sigma, St. Louis, Mis-
souri, EUA). Todos os procedimentos foram realizados em capela
de fluxo laminar para manutengdo da esterilidade dos materiais
e das substancias utilizadas para o cultivo celular.

As células foram mantidas em estufa a 34°C, em atmosfera
Umida contendo 95% de ar e 5% de dioxido de carbono. O meio
de cultura foi trocado a cada 2-3 dias e a progresséo da cultura
avaliada por microscopia de fase em culturas crescidas sobre po-
liestireno (plastico), que serviu como controle.

Foi utilizado o método de exclusdo vital por azul de Trypan
apos 24, 48 e 72 horas a adigdo do extrato proteico para o estudo
da proliferacdo celular. Para tal, apos atingirem a subconfluéncia,
as células foram enzimaticamente desprendidas das placas e o
precipitado de células resultante foi ressuspenso em 1 mL de meio.
Foram retirados 10 ul da suspensdo de células e a ela juntou-se
10 L de azul de Trypan, sendo que 1 ul desta solucéo foi coloca-
da em um hemocitdmetro (cdmara de Neubauer-Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, EUA) e levado ao microscopio invertido de fase
(Nikon, Eclipse TS100) para a contagem e observagdo das células.

Atividade celular osteoblastica

A fim de mensurar a expressao de RNA mensageiro do RUNX-
2, fator de transcricdo que desencadeia a expressdo dos genes
relacionados a producdo de grande parte das proteinas da matriz
6ssea, como osteopontina, sialoproteina dssea, osteocalcina e fi-
bronectina nas células osteoblasticas’® foi empregada a técnica
de gPCR.

Para tal, as células osteoblasticas foram cultivadas em pla-
cas de 10 cm? por 72h na presenca das diferentes concentragdes
de extratos proteicos dos blocos dsseos. Apos este periodo foi
adicionado 1 ml de Trizol (Amersham) e a separacdo das fases
ocorreu com a adicdo de 0,2 ml de cloroférmio, sequida de cen-
trifugacgdo (12.000 g, 15 minutos, 4°C). O RNA foi precipitado a
partir da fase aquosa com 0,5 ml de isopropanol, lavado com
etanol 75% e ressuspendido em agua. Foram obtidas amostras
de RNA em duplicata das células osteoblasticas tratadas com os
extratos proteicos dos blocos de osso alégeno nas concentracoes
de 10, 50 e 100 ng/ml, além do grupo controle (0 ng/ml).

A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em
gel denaturante de agarose a 1,2%. As amostras integras apresen-
taram duas subunidades ribossomais: 18S e 28S. Apos a eletrofo-
rese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer - 80°C.

A quantificacao das amostras de RNA total foi realizada em
espectrofotometro (NanoDrop Techonologies) e estas foram sub-
metidas & sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando-se o
kit Superscript Ill RTTM (Invitrogen). Para transcrigdo reversa de
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cada amostra foi utilizado 1 ug de RNA, 1,0 ul de 50 uM oligo(dT)
e 1,0 u/de 10 mM dNTPs os quais foram mantidos por 5 minutos a
65°C e em seguida por 1 minuto a 4°C. Para cada amostra, foram
adicionados 10,0 ul da seguinte mistura de reacdo: 2 ul de tampéo
RT 10x, 4,0 ul de 25 mM MgClI2, 2,0 ul de 0,1 M DTT, 1,0 ul de 40U/
ul Rnase OUTTM e 1,0 ul de 200 U/ul Superscript Il RTTM. A reacao
ocorreu por 50 minutos a 50°C, seguida de 5 minutos a 85°C.

As amostras de cDNAs utilizadas na reagdo de PCR em tem-
po real foram quantificadas em espectrofotdmetro. As reacoes
foram feitas em duplicatas utilizando-se como sistema de de-
teccao o reagente SYBRTM Green contido no PCR Master Mix®
(Applied Biosytems), que também contém todos os reagentes
necessarios para PCR (dNTP's, MgCl2, tampéo, Tag Ampli-Gold).
Para a analise do fator de transcricdo RUNX-2, foi utilizado um
primer especifico.

A deteccdo da amplificacdo em tempo real foi realizada no
equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
em graficos de fluorescéncia versus nimero de ciclos. O progra-
ma foi iniciado a 95°C/10 minutos, sequido de 40 ciclos: 95°C/15
segundos e 60°C/1 minuto. Ao final de uma amplificacdo normal
adicionou-se um passo de 20 minutos, referente a curva de dis-
sociacdo, no qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°
para 95°C.

A expressdo dos genes do RUNX-2 foi determinada de forma
relativa, ou seja, os valores de expressdo foram normalizados em
relacdo a genes endogeno B-actina (ACTB). Foi utilizada a for-
mula de calculo 2-AACt que representam os niveis de expressao
do gene de interesse em ensaio de quantificagdo relativa. Os va-
lores obtidos foram expressos em unidades arbitrarias (UA).

Vermelho de Alizarina e Von Kossa

A) Vermelho de Alizarina

As células osteoblasticas foram cultivadas com o extrato pro-
teico obtidos dos blocos dsseos por 14 dias na concentracdo de
100 ng/ml, sendo que o meio de cultura foi trocado a cada 2-3
dias, assim como a adi¢do de extrato proteico. Apds os 14 dias, 0s
meios de cultura foram retirados e os pogos lavados com solugdo
de Hanks (Sigma), pH 7,4. As amostras foram fixadas com alcool
etilico 70%, por 1 hora, a 4°C, sequido de lavagem com PBS e
agua destilada, sendo posteriormente coradas com vermelho de
alizarina S (Sigma), pH 4,2 por 15 minutos. Apos o término, as
laminas foram lavadas e preparadas para analise em microscopio
oOptico (Nikon eclipse E800, Japao). A presenca de depositos de
calcio foi identificada pelo aparecimento de uma coloragdo ver-
melha na matriz.

B) Von Kossa

As células osteoblasticas foram cultivadas com o extrato pro-
teico obtidos dos blocos ésseos por 14 dias na concentracdo de
100 ng/ml, sendo que o meio de cultura foi trocado a cada 2-3
dias, assim como a adicdo de extrato proteico. Apds os 14 dias,
foram retirados os meios de cultura e colocados em cada poco
2 ml de nitrato de prata (AgNOS) por 20 minutos. Em seguida, os
pocos foram lavados com dgua destilada e acrescidos 2 ml de hi-
droquinona (C,H,(OH),) por 2 minutos. Sem lavar, foram colocados
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2 ml de tiossulfato (52032*] por 2 minutos. As amostras foram lava-
das com agua destilada e preparadas para analise em microscopio
optico (Nikon eclipse E8Q0, Jap3o). Os depositos de fosfato foram
identificados pela presenca de depdsitos com coloragdo negra.

Quantificacdo de BMP-2

Por fim, buscou-se quantificar a proteina morfogenética-2
(BMP-2) nos blocos de osso aldgeno. Para tal, a proteina BMP-
2 foi quantificada por meio de teste ELISA. Em uma placa de
poliestireno com 96 pocos foram adsorvidos previamente os
anticorpos monoclonais especificos para o antigeno pesquisado
(BMP-2). Apos incubagdo overnight & temperatura ambiente, a
placa foi lavada com tampéo especifico e bloqueada com tam-
pdo de bloqueio contendo albumina por 2 horas. Em seguida,
as amostras com os extratos proteicos obtidos de cada bloco de
0sso aldgeno (n = 9) foram entdo pipetadas em cada um destes
pocos de reagdo. As amostras foram entdo incubadas por duas
horas a temperatura ambiente em um agitador orbital horizontal
regulado em 500 rpm. Apds este periodo de incubacao, as amos-
tras foram aspiradas e cada poco de reagdo novamente lavado
com tampao especifico.

O proximo passo foi adicionar 200 ul de anticorpo anti-
-BMP-2 conjugado a peroxidase. E incubado por 1 hora a tem-
peratura ambiente. Procedeu-se nova lavagem com tampao
especifico e entdo adicionado aos pocos um substrato soluvel
TMB. Ap6s 30 minutos a reacao colorimétrica foi paralisada com
a adigdo de H,S0, e levado a uma leitora de placas de ELISA para
aquisicdo da absorbancia a 450 nm. Os dados foram gerados ba-
seados na curva padrdo fornecidos pelo kit.

Analise estatistica

A andlise estatistica empregada para os diferentes testes foi
a de comparacao multipla ANOVA seguido de Bonferroni. O nivel
de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

O comportamento das culturas de células osteoblasticas trata-
das com o extrato proteico proveniente dos blocos de osso aldgeno,
nas concentragdes de 10, 50 e 100 ng/ml, em relacdo aos grupos
controles (ndo tratados), esta expresso na Figura 1. E possivel obser-
var que a taxa de proliferagdo celular das amostras e grupo controle
ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa nos perio-
dos de 24 horas e 48 horas. No entanto, apds 72 horas a amostra
contendo 100 ng/ml de extrato proteico dos blocos dsseos foi capaz
de promover um aumento na taxa de proliferacao celular estatisti-
camente significante (p < 0,05) em relacdo aos demais grupos.

Em sequida, analisamos a atividade metabdlica das célu-
las osteoblasticas na presenca das diferentes concentragdes de
extrato proteico dos blocos de osso alégeno. Pode-se observar
que a expressao do fator de transcricdo RUNX-2 apds 72 horas
na presenca das trés diferentes concentragdes do extrato pro-
teico proveniente dos blocos de osso alégeno apresenta uma
tendéncia de aumento da expressdo do RUNX-2 especialmente
nas amostras contendo 100 ng/ml (Figura 2), apesar de nio ser
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FIGURA 1
Avaliacdo da dose resposta do extrato proteico proveniente dos nove blocos de osso
aldgeno, em trés concentragdes diferentes (10, 50 e 100 ng/ml) e grupo controle
(C), na proliferacdo celular em culturas de células pré-osteoblasticas humanas. O
simbolo * indica diferenca estatistica (One Way ANOVA seguido de Bonferroni)
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FIGURA 2

Expressao do RUNX-2 pelas células osteoblasticas tratadas com o extrato proteico
proveniente dos blocos de osso aldgeno. Os dados estdo apresentados como as
médias + desvio padrdo para cada uma das concentracdes testadas 10, 50 e 100
ng/ml, em relacdo ao grupo controle (0 ng/ml) apds 72 horas (One Way ANOVA
seguido de Bonferroni)

estatisticamente significante (p > 0,05).

A analise da formagdo de nddulos mineralizados foi realizada
através da comparacao da formacédo dos nodulos de célcio e fos-
fato na presenca das diferentes concentragdes de extrato proteico.
0 vermelho de Alizarina pigmenta ndédulos de calcio, enquanto
o teste de Von Kossa evidencia os nodulos de fosfato com uma
coloracio negra. E possivel observar na Figura 3 um aumento ex-
pressivo na formagdo dos nodulos de célcio, assim como um au-
mento expressivo na formacdo de nodulos de fosfato (Figura 4)
quando na presenca de 100 ng/ml de extrato proteico proveniente
dos blocos de ossos alogenos, indicando que o extrato proteico foi
capaz de aumentar a capacidade mineralizante dos osteoblastos.

Os dados obtidos pela pesquisa quantitativa para BMP-2 dos
extratos proteicos provenientes dos nove blocos de osso alégeno
estudados estdo expressos na Tabela 1. Os resultados mostram
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Controle 1 Controle 2 Controle 3

Amostra 3

Amostra 1

FIGURA 3
Coloracdo por Vermelho Alizarina evidenciando o incremento na presenca de
nddulos de calcio (em vermelho) nas amostras tratadas com o extrato proteico
proveniente dos blocos de osso aldgeno em relagéo aos controles (apenas meio de
cultura). Aumento original de 100x

Controle 2 Controle 3

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

FIGURA 4
Coloracao por Von Kossa evidenciando o incremento na presenca de nodulos de
fosfato (em preto) nas amostras tratadas com o extrato proteico proveniente dos
blocos de osso aldgeno em relacdo aos controles (apenas meio de cultura). Aumen-
to original de 100x

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 Média SD
2,34 14,56 0 0 24,32 1,22 0 44,32 3,54 10,03 15,33
TABELA 1

Quantidade da proteina BMP-2 nos extratos proteicos de blocos de osso alégeno avaliado pelo teste ELISA. Os valores apresentados estido em ng/ml|

que foi possivel identificar e quantificar a proteina ¢ssea mor-
fogenética em seis dos nove blocos testados apresentando uma
média de 10,03 ng/ml de BMP-2.

DISCUSSAO

0 conhecimento cientifico atual acerca do potencial osteoindu-
tor dos blocos de 0sso aldgeno como material de enxertia € escasso
e insuficiente. Apesar de cada vez mais utilizado na pratica clinica
odontoldgica, conhece-se pouco a respeito das reais caracteristicas
do material, o que compromete a eficiéncia de sua indicacéo e uso.

0 osso alogeno € reconhecido como um material essencial-
mente osteocondutor e a literatura ¢ bastante controversa quan-
do se trata da sua atividade osteoindutora. Alguns estudos pdem
em duvida a capacidade do material em reter BMPs e liberd-las
no sitio receptor ao ponto de caracterizar-se uma atividade os-
teoindutora.®" Qutros autores acreditam que o aloenxerto pode
apresentar ambas atividades, osteoconducdo e osteoinducéo, ja
que € possivel identificar na matriz 6ssea do material, substan-
cias osteoindutoras, além do fato de que o material ndo ser este-
rilizado nem liofilizado poder preservar a capacidade de estimu-
lar a formacgdo dssea em dreas distantes do enxerto.'?"

Delineamos os experimentos no sentido de investigarmos se
o aloenxerto seria capaz de estimular a proliferacdo quantitativa
das células osteoblasticas, bem como se seria capaz de interferir
em seu metabolismo no sentido de promover uma maior pro-
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ducdo e deposicdo de tecido mineralizado, o que caracterizaria
o0 potencial osteoindutor do material. Ademais, pesquisamos se,
dentre o total de proteinas extraidas dos blocos de osso aldégeno,
a BMP-2, reconhecidamente a proteina 6ssea morfogenética que
possui a maior atividade osteoindutora, estaria presente, sendo
capaz, inclusive, de atuar isoladamente na auséncia de outros
fatores de crescimento.™ '

Os dados obtidos neste estudo nos mostra que, na maioria
dos blocos de osso alogeno mineralizado, por nds pesquisados, a
BMP-2 estava presente. Dos nove blocos do aloenxerto testados,
apenas em trés nao foi possivel detectar a presenca de BMP-2.
Este é um forte indicio do potencial osteoindutor do material de
enxertia estudado. No entanto, cabe a ressalva de que foi possi-
vel detectar a BMP-2 nos blocos, porém, ndo testamos a ativida-
de especifica desta proteina. Estes dados corroboram com pes-
quisa prévia na qual os autores também identificaram a presenca
de BMP-2 em bloco de osso alégeno, porém fizeram a ressalva de
que haviam tao somente identificado e quantificado os fatores
de crescimento, e, assim, ndo poderiam atestar se estes estariam
ou nao bioativos em sua capacidade de desencadearem os even-
tos caracteristicos da osteoindugdo.' Nossa pesquisa buscou ex-
plorar esta lacuna e, em adicéo a identificacao do fator de cresci-
mento, avancou, com a utilizacdo dos demais experimentos aqui
expostos, no intuito de apurar se estas proteinas constituintes
dos blocos de osso aldgeno se mostrariam realmente ativas em
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sua capacidade de estimular as células dsseas humanas in vitro.
Interessante que os extratos proteicos dos blocos de aloenxerto
aqui estudados apresentaram-se ativos o suficiente para estimu-
lar significativamente uma maior proliferacao celular, bem como,
0 aumento da expressdo do RUNX-2 e uma maior producéo de
ions calcio e fosfato pelas células osteoblasticas humanas in vi-
tro quando as células osteoblasticas estdo em contato com as
proteinas provenientes dos blocos de osso alégeno. Estes dados,
em conjunto, sdo outro forte indicio que apontam para a exis-
téncia de um potencial osteoindutor dos blocos de osso alégeno
como material de enxerto.

No entanto, cabe uma ressalva importante e muitas vezes
negligenciada quando do uso de 0ssos aldgenos provenientes de
banco de tecidos. Atualmente, sdo adotados alguns procedimen-
tos a fim de reduzir a antigenicidade do osso aldégeno tal como
0 processamento e o ultracongelamento destas pecas, fazendo
com que haja a morte celular diminuindo assim seu potencial
imunogénico.'” Contudo, apesar deste processamento, o enxerto
destes blocos alégenos funciona como um aporte de proteinas
ou fragmentos de proteinas estranhas no paciente receptor. Tem
sido proposto que o grau de resposta imunoldgica do receptor
contra o osso aldgeno depende da concentracdo de antigeno
(proteinas).” Em trabalho prévio, pacientes que receberam en-
xerto alégeno apresentaram resposta imunoldgica aumenta-
da e produgdo de anticorpos contra inumeras proteinas dsseas
quando comparado com pacientes que ndo receberam enxerto
alogeno.' Desta maneira, como demonstramos um potencial os-
teoindutor de extrato proteico de blocos alogenos, € possivel que
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