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RESUMO

Os procedimentos cirdrgicos envolvendo a reabilitacdo da regido
maxilofacial freqiientemente requerem o uso de enxertos 6sseos para a reconstrucao
de deformidades congénitas ou adquiridas, assim como para corre¢cdes esqueléticas
com finalidade estética. Com o objetivo de evitar a abordagem de areas doadoras para
obtengdo de enxerto 6sseo, os substitutos 6sseos foram desenvolvidos. Visando
minimizar a dificuldade de adaptagdo dos substitutos ésseos na area doadora, os
veiculos para insercdo destes vém sendo estudados. Para o presente estudo, foram
utilizados 8 cées, machos, sem distincdo de raga, provenientes do biotério da
Unicamp. Apés tricotomia e anti-sepsia com polivinilpirrolidona iodo a 10% foram
realizados 4 defeitos bicorticais de 8mm de didmetro na calota craniana de cada
animal. O preenchimento das cavidades se deu do seguinte modo: Grupo | — coagulo
sanguineo, Grupo Il — osso autégeno particulado, Grupo Ill — matriz 6ssea bovina
anorganica, Grupo IV - matriz éssea bovina anorgénica associada a carboxi-metil-
celulose. Os periodos de sacrificio foram de 3 e 6 semanas. Através de analise
descritiva radioldgica e histologica, observou-se no periodo de 3 semanas a presenga
de tecido conjuntivo, vasos sanguineos, material utilizado para preenchimento, assim
como as bordas nitidas em todos defeitos. O Grupo Il foi o Unico a apresentar regides
de aposicdo de novo tecido dsseo. No periodo de 6 semanas observou-se a presenca
de tecido conjuntivo, vasos sanguineos e material utilizado para preenchimento em
todos defeitos. O Grupo Il foi o Unico que apresentou as particulas de osso autégeno
utilizadas para o preenchimento em estagio de reabsor¢do avancado sendo também o
unico a nao apresentar as bordas entre o defeito e osso pré-existente nitidas, no
periodo de 6 semanas.

Desta forma observou-se que, apesar do enxerto de osso autégeno
apresentar melhores resultados em termos de reparagao 6ssea, a matriz éssea bovina
anorgénica demonstrou ser biocompativel, servindo como osteocondutor, assim como
que o carreador carboxi-metil-celulose influénciou de maneira negativa o processo de

reparagao éssea.

Palavras-chaves: substitutos dsseos; enxerto 6sseo; carreadores.
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ABSTRACT

Surgical procedures involving maxillofacial region frequently require bone
grafting to reconstruct the congenital or acquired defects, as well to aesthetic. Meaning
to avoid the donate areas to obtain grafts, the biomaterials have been developed,
especially to minimize the hardiness adaptation of them. This way, several vehicles to
insert of these bone substitutes are been studied. To perform the present studied were
used 8 dogs, males, without pedigree, from the Unicamp vivarium. After trichotomy and
antisepsis with PVPI 10% were performed 4 bicortical defects having 8mm of diameter
on the calvarium of each animal. The cavities were filled up thru the following way:
Group | — Blood clot, Group Il — particulate autogenous bone graft, Group Il —
anorganic bovine bone matrix, Group IV - anorganic bovine bone matrix associated
with a carboxi-metil-celulosis. The sacrifice periods were 3 and 6 weeks. Thru the
descriptive radiologic and histological analysis, it was observed on 3 weeks period,
presence of connective tissue, blood vessels, material used for fulfillment, as well as
periphery of the defects well delimited. The Group Il was the only one that presented
new bone aposition. On the 6 weeks sacrifice period, it was noted the presence of
connective tissue, blood vessels, material used for fulfillment in all defects. The Group
Il was the only one that showed advanced resorption stage of the bone grafts particles
used for fulfilment being, also the only one that showed periphery of the defects
without limit, on the 6 weeks period.

The present work demonstrated that, despite the autogenous bone grafts
lead to the best result in terms of bone defect repair, the anorganic bovine bone matrix
demonstrated to be biocompatible, being osteoconductible, as well the carrier carboxi-

metil-celulosis interfered negatively on the bone repair process.

Key-words: bone substitutes, bone graft, carrier.
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1 INTRODUGAO

Desde o desenvolvimento da implantodontia, principalmente apos
estudo desenvolvido por Branemark et al., em 1969, associou-se estética a
funcdo nas reabilitagbes, aumentando a necessidade de enxertos 0sseos
visando a instalacdo adequada dos implantes, principalmente em casos de
rebordos atroficos.

A perda de tecido 6sseo nos maxilares encontra-se associada a
manutengdo ou nao dos dentes. Deste modo, fatores como traumatismo,
doenga periodontal e patologias interferem diretamente na reabsor¢do do osso
alveolar necessitando, em alguns casos, de técnicas para reconstrugédo destas

areas durante a reabilitagcao (Calan et al., 1993).

Ao contrario da maioria dos tecidos, o osso apresenta um potencial
de reparar-se praticamente sem presenca de cicatriz, por meio de um processo
dindmico de remodelacao, envolvendo a neoformacgao e reabsorcao. Apesar
disto, alguns destes defeitos ndo passam por estes processos de forma
espontanea, necessitando, desta forma, de fatores que estimulem a reparacao
(Jensen et al., 2006) .

A tilizacdo de enxertos Osseos foi primeiramente descrita por
Meekeren (1668) por meio de um enxerto heterégeno em calota, apresentando
resultados satisfatérios (Hjorting-Hansen et al., 2002). Com o desenvolvimento
das técnicas de anti-sepsia, assim como desenvolvimento de novos materiais,
0s enxertos 0sseos se tornaram procedimentos comuns e seguros (Hjorting-
Hansen et al., 2002).

Dentre os tipos de enxertos 6sseos pode-se destacar (Okamoto et
al., 1994; Lynch et al., 1999):

A — Enxertos autogenos: removidos do proprio individuo;

B — Enxertos homogenos: removidos de espécie semelhante a do



receptor;

C — Enxertos heterogenos: removidos de espécies diferentes do
receptor;

D- Materiais aloplasticos: materiais sintéticos provenientes de

metais, plasticos ou ceramicas.

Além disso, os enxertos apresentam-se de duas formas basicas:
particulado ou bloco. O tipo do defeito 6sseo € que ira determinar a forma de
enxerto utilizada, visando assim, um posicionamento adequado do mesmo e
consequentemente reduzir possiveis espacos entre o enxerto e o leito
receptor. Porém, nem sempre estes enxertos apresentam uma insergao facil,
tornando a técnica mais dificil e, em alguns casos, imprevisiveis. Por este
motivo, estudos de outras formas de apresentacao destes materiais vém sendo

realizados (Vance et al., 2004).

Deste modo, estudos sobre os substitutos oOsseos foram
desenvolvidos visando uma indicagdo adequada e diminuicdo da morbidade
cirurgica e mimetizar o osso autdégeno, através das propriedades ja citadas,
porém nao necessitando de area doadora, e com volume ilimitado e formas

previamente definidas, otimizando o procedimento cirurgico.

A matriz éssea bovina anorganica em particulas € atualmente
bastante utilizada devido ao seu conhecido potencial de osteoconducgéo,
associado ao seu baixo custo econébmico. Existe no mercado basicamente trés

apresentagdes de tamanhos das particulas (Kluppel, 2007):
- Granulagéo fina (menor que 450um)
- Granulagdo média ( entre 450 e 750um)
- Granulagdo grossa (750 a 1000um)

A matriz 6ssea de granulagao fina ( menor que 450um) apresenta
uma maior eficacia, pois quanto menor for seu tamanho, mais rapidamente

estas passardo pelo processo de reabsorgao (Kluppel LE, 2007). Porém, um



inconveniente deste tamanho menor das particulas é a dificuldade de inser¢cao

destas ao leito receptor necessitando, desta forma, de um veiculo eficaz.

Portanto, estudos com substitutos ésseos, assim como diversas
formas de apresentagcdo dos enxertos e seus veiculos de insercado sao
fundamentais para a otimizar os procedimentos cirurgicos de reconstrugdo dos

maxilares.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 REMODELAGAO DO TECIDO OSSEO

A reparagao 0ssea € um processo complexo regulado por horménios
e fatores de crescimento (Canalis et al.,1988). Estudos indicaram que os dois
estagios primordiais no processo de reparagao 0ssea, isto €, a neoformagéao e
reabsorgdo/ neoformagdo, apresentam uma regulagdo proxima, sendo que
fatores locais influenciam de forma significativa neste processo (Schliephake,
2002). Estes fatores podem ser classificados como fatores de crescimento
sintetizados por células esqueléticas, fatores de crescimento derivados
isoladamente da matriz &ssea, e fatores desenvolvidos por tecidos
circunvizinhos a regiao do defeito 6sseo (Canalis et al., 1988).

O termo fator de crescimento € denominado a um grupo de
polipeptidios que estdo envolvidos na proliferagdo, diferenciacdo e
morfogénese celular desde a embriogénese até a fase adulta (Schepers et al.,
1997).

Ossos fraturados passam por um processo de remodelacéo através
de uma cascata de eventos, onde células mesenquimais respondem por
fatores proliferativos ainda incertos, diferenciando e sintetizando matriz

extracelular (Franceschi et al., 2005).

Dentre estes fatores 6sseos pode-se citar o fator de crescimento de
origem oOssea (BDGF — Bone density growth factor), fator de crescimento
derivado da insulina (IGF — Insuline like growth factor), assim como os fatores
de transformacdo 6ssea (TGF — Transforming growth factor), sendo estes
fundamentais para o processo de reparacéo dos tecidos (Issa et al., 20006).

Em extensa revisdo de literatura (Schliephake, 2002) sobre os
fatores de desenvolvimento Gsseos observou-se que o BDGF utilizados em
processos reconstrutivos apresentam resultados ainda controversos. Quando

este é utilizado sob forma sistémica, houve uma mineralizagdo Ossea



abundante, ao passo que, quando aplicados localmente nos defeitos estes
apresentaram-se ineficazes (Schiliepack H, 2002).

O tecido 6sseo € o que apresenta uma maior concentracdo de TGF-
B, sugerindo, deste modo, uma relagdo intensa desta com o processo de
remodelagao e reparagao ossea (Issa et al., 2006).

Quando avaliados os fatores de crescimento derivados da insulina
(IGF), observou-se neoformagao e estimulagdo do reparo 0sseo, apesar de
poucos estudos terem sido realizados (Seo et al., 2008). O fator de crescimento
TGF-B € uma das mais importantes citocinas que atuam na formacao de
diversos tecidos, sendo amplamente pesquisada em reconstrugdes
maxilofaciais (Wang et al.,2008). Apesar disto, esta apresenta resultados
bastante controversos (Di Rosa, 2008; Oliveira et al., 2008). Estes fatores
utilizados em associacdo com a barreira de carbonato de calcio ndao estimulou
a neoformagao dssea, ao passo que, quando utilizadas com a proteina 6ssea
morfogenética (BMPs), estimularam de forma positiva o processo de reparagéo
(Canalis et al., 1988).

Dentre os principios basicos para que ocorra um processo de
remodelagdo 6ssea adequados pode-se citar: fechamento primario da regido
em questdo, angiogénese que promova um suprimento sanglineo necessario
para nutricdo das células na regido, assim como células mesenquimais
indiferenciadas, manutencdo adequada do espago O6sseo e também
estabilidade do material e/ou regiao da ferida (Wang et al., 2006).

O tecido 0sseo apresenta potencial de regeneragdo superior a
outros tecidos como o tecido mole, pois, ao contrario destes, o 0sso
neoformado apresenta-se histologicamente idéntico ao osso pré-existente, n&o
ocorrendo formagéo de cicatrizes. Em contrapartida, a velocidade deste tecido
é inferior aos tecidos moles, sendo, em alguns casos necessario a utilizagao de

materiais que auxiliem este processo de reparacédo (Hing et al., 2007).



2.2 PROPRIEDADES DOS ENXERTOS

Os enxertos dsseos utilizados nos procedimentos reconstrutivos irao
auxiliar no processo de reparagao Ossea. Estas caracteristicas variam de

acordo com o tipo de material utilizado como descrito anteriormente.

De forma geral, estes enxertos atuam através de propriedades de
formagdo de matriz 6ssea: a) Osteogénese, devido a presenca de células
osteoblasticas que promovem a neoformacdo 6ssea; b) Osteoindugdo, quando
a matriz do material promove quimiotaxia de células osteoprogenitoras assim
como a diferenciagdo de células mesenquimais em osteoblastos; c)
Osteoconducédo, onde o material utilizado serve como arcabougo para
crescimento de células osteoprogenitoras entre as particulas do enxerto
(Jensen et al., 2006).

O enxerto autdégeno atualmente é considerado o “padrdo ouro” nas
reconstrucdes, pois apresenta as propriedades de osteoinducéo, osteconducao
e osteogénese, apesar de haver a necessidade de um sitio doador. Isso
promove o0 aumento da morbidade cirurgica, além de volume ésseo limitado
(Kubler et al., 2004).

Durante o processamento dos substitutos ésseos havera remogao
do componente organico. Deste modo, as células com potencial ostegenético
estardo ausentes na matriz, restando somente as propriedades osteocondutora

e osteoindutora (Lynch et al.,1999).

Estudo histomorfométrico realizado em mandibulas de coelhos para
avaliar a efetividade dos enxertos de matriz 6ssea homogena, concluiram que
os defeitos preenchidos por estes materiais aceleraram o processo de
reparagdo Ossea quando comparado ao grupo controle por meio da
osteocondugdo (Carvalho et al., 2000). Apesar disso, estudos anteriores
realizados por Mish et al. (1997) concluiram que este biomaterial apresenta
também propriedades osteoindutoras.



Chan et al. (2002) avaliaram as caracteristicas de um material
aloplastico em fémur de coelhos. Os defeitos dsseos foram preenchidos com
diferentes materiais aloplasticos e osso autdégeno. Os autores concluiram que
apesar de todos defeitos terem reparados por completo, o material aloplastico
nao apresentou as propriedades de osteogénese e osteoindugao.

2.3 INCORPORAGAO DOS ENXERTOS

Os enxertos 0Osseos representam um componente fundamental
durante os processos de reconstrugcbes de defeitos independente de sua
etiologia. Deste modo, conhecer seus mecanismos de incorporagéo é vital para

que este seja previsivel.

Os enxertos 6sseos sdo comumente utilizados para promover uma
estrutura de suporte, assim como influenciar de forma positiva na reparacao
tecidual(Buser et al., 1996).

O leito receptor deve ser adequado para que ocorra a reparacao de
forma correta, visto que a maioria das células osteoprogenitoras provém desta
regido. Além disso, a maioria dos ostedcitos tornam-se inviaveis apds pouco

tempo da remogao do enxerto (De Boever et al., 2005).

ApOs adaptagao ao leito receptor, o enxerto passa por uma série de
processos para que seja incorporado. Apesar de ocorrerem de forma
simultanea, os estagios de incorporacédo do enxerto podem ser didaticamente
subdivididos em: 1) necrose parcial, 2) reac&o inflamatdria, 3) revascularizagéo,
4) aposigao e 5) remodelamento (Tong et al., 2000).

Primeiramente ocorre a formacdo de um hematoma na regido do
enxerto. Deve-se salientar que somente um pequeno numero de células
osteoprogenitoras continua viavel ao final desta etapa, devido a angiogénese
ocorrer de forma centripeta (Bhatt et al., 2007). O processo inflamatorio dura
por aproximadamente 7 dias. Consequentemente ocorre uma intensa

revascularizagdo e reorganizagdo deste coagulo, trazendo, ao final desta



etapa, células com potencial ostegenético, osteocondutor e/ou osteoindutor.
Esta etapa dura aproximadamente 14 dias (Hammerle et al.,1995). Ao final
desta, pode-se encontrar a regido em processo de remodelagéo, através de
células osteoblasticas, que atuam através na formacédo de novo 0sso e células
osteoclasticas, atuando através da degradacdo do material enxertado (Tong et
al., 2000).

A forma de apresentacdo do material interfere de forma significativa
neste processo de neoformacido. Enxertos particulados apresentam uma
penetracdo de células e vasos sanguineos facilitada, tornando o processo
acelerado quando comparado com enxertos em bloco, devido a sua estrutura
densa e cortical que promove uma barreira fisica para a angiogénese (Moioli et
al.,2007). De forma geral, o percurso da neoformacédo dos vasos sanguineos
ocorre de forma centripeta, ou seja, indo da periferia em dire¢do ao centro do
defeito. Desta forma, enxertos em bloco apresentam uma angiogénese no

interior do defeito menor que os enxertos particulados (Nishimura et al., 2004).

Estudos desenvolvidos por Schwarz et al(2008), avaliando
histoquimicamente processos reconstrutivos utilizando enxertos em bloco e
particulados em caes, relataram que a forma particulada apresentou
neoformagédo éssea significativamente superior quando comparado com a
forma em bloco, sendo que fatores como as proteinas ésseas morfogenéticas

influenciam positivamente este processo.

Durante a fase de remodelacao do enxerto ésseo, as caracteristicas
mecanicas do leito receptor exercem uma influéncia significativa,
principalmente quando forgas excessivas atuam sobre o material enxertado,
sendo este um dos problemas mais comuns nas reconstru¢des do tecido 6sseo
(Tong et al., 2000).

Dentre os fatores que interferem de forma significativa no processo
de regeneragao do tecido 6sseo, pode-se citar: posi¢cao inlay ou onlay, origem
embrioldgica, forgas atuantes sobre o enxerto, forma de fixagc&o, existéncia ou

nao de peridsteo e revascularizagao (Linka et al., 2008)



Leucht et al. (2008) avaliando processo de reparagdo 0ssea atraves
de enxertos de origem endocondral e intramenbranosa, concluiram que estes
fatores influenciam somente no tipo de osso formado, sendo o endocondral

com maior porgao de osso medular quando comparado ao intramenbranosa.

Deste modo, a origem nao €& o fator primordial no processo de

remodelagao, mais sim o tipo de osso utilizado como enxerto.

2.4 MATRIZ OSSEA BOVINA ANORGANICA E ESTUDOS
EM ANIMAIS

Dentre os diversos biomateriais existentes pode-se dizer que a
matriz 6ssea bovina anorgénica tem sido bastante utilizada nos processos
reconstrutivos, principalmente apds a década de 60. Apos o inicio da sua
utilizagdo, reagdes antigeno-anticorpo, isto €, reagdes auto-imunes passaram a
ocorrer. Por este motivo, sua utilizacdo foi praticamente abolida até meados da
década de 90, quando técnicas para extracdo de proteinas dos fragmentos
0sseos, passaram a ser executadas. Este processamento diminui
significativamente o potencial antigénico do material em quest&do, evitando,

deste modo reagdes auto-imunes por parte do hospedeiro (Basle et al., 1998).

Devido ao grande numero de materiais a serem pesquisados, assim
como a necessidade de protocolos bem definidos para estudos em seres
humanos, varios outros seres vivos vem sendo utilizados em pesquisas,
principalmente na odontologia. Deste modo, estudos objetivando comparar
estes modelos animais com os seres humanos foram desenvolvidos, tornando
os resultados aplicaveis em seres humanos (Nunamaker, 1998). Turner
(2001), comparou uma série de modelos animais com o Homo sapiens. O autor
observou que, apesar de dificil manuseio e alto custo, os macacos Rhesus
foram os mais semelhantes aos seres humanos, seguidos pelos caes, sendo

estes animais de facil manuseio e baixo custo.

Haas et al. (2002), avaliando substitutivos 6sseos homdgenos e



heter6geno em procedimento cirurgico para elevagdo do assoalho do seio
maxilar em ovelhas observaram que ambos ndo apresentavam reacido de

antigeno-anticorpo, sendo, desta forma, materiais biocompativeis.

Laureano Filho et al. (2007), avaliaram dois materiais heterogenos,
polimero de mamona e matriz 6ssea bovina anorganica, em procedimentos de
regeneracao ossea guiada. Para isto, foram utilizados 24 coelhos, submetidos
a dois defeitos em suas calvarias. Os autores concluiram que ambos
biomateriais apresentaram-se biocompativeis, sendo o processo de reabsorcao

no polimero de mamona mais lento.

A matriz 6ssea bovina anorgénica vem sendo pesquisada e, de
acordo com Hollinger et al. (1990) apresenta um potencial osteocondutivo,
ajudando na neoformagdo 6ssea. Em cirurgia Buco-maxilo-facial, este material
€ utilizado para o preenchimento de lesbdes isoladas, promover um melhor
contorno de uma determinada area, fenestracbes em implantes e

eventualmente em cirurgias de levantamento do seio maxilar (Gomes, 2002).

Apesar das técnicas para descontaminagcdo dos biomateriais
terem evoluido, ainda persistem duvidas quanto ao potencial de infecgdes entre
os individuos envolvidos (Sogal & Tofe, 1999). Wenz et al. (2001) discutem o
mecanismo de inativagdo do agente responsavel pela encefalopatia
espongiforme bovina ou doencga de Creutzfeldt-dJakob, comumente conhecida
como doenga da vaca-louca. Baseados em alguns conceitos tedricos e
evidéncia experimental, os autores concluiram que as etapas de
processamento do osso fazem com que o risco de transmissao desta doenca

aos seres humanos seja nulo.

Deste modo, pesquisas vem sendo realizadas visando a obtencao
de uma reparagao 6ssea melhor utilizando osso bovino. Com isso, fatores de
crescimento como a proteina 6ssea morfogenética, principalmente a numero 2,
vém sendo adicionados as particulas do biomaterial. Serra e Silva et al. (2006)
selecionaram pacientes edentulos que apresentavam seios maxilares

pneumatizados. No grupo controle foram realizados os procedimentos de
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levantamento de assoalho do seio maxilar e preenchimento destes com o0sso
autogeno particulado. No outro grupo, o preenchimento foi realizado com matriz
ossea bovina anorganica associada a proteina 0ssea morfogenética bovina.
Apo6s um periodo de 6 a 11 meses, foi instalado os implantes e feita bidpsias
das regides utilizando trefinas de 2mm. Observou-se, em analise clinica, que o
travamento inicial nos implantes inseridos na area enxertada pelo osso bovino
apresentaram um travamento melhor quando comparados ao grupo controle,
sendo, em todos o0s casos, possivel a instalagdo dos implantes.
Histologicamente, o tecido 6sseo apresentava-se menos maturo e entremeado
por uma por¢ao de tecido conjuntivo fibroso, quando comparado ao grupo
teste.

Desta forma, estudos avaliando o tamanho das particulas passaram
a ser desenvolvidos. Pallesen et al. (2002), pesquisaram a influéncia do
tamanho das particulas do enxerto de osso autdgeno em defeitos criados na
calvaria de coelhos. Foram utilizados fragmentos com volume de 0.5 a 2mm?® e
10mm?® e os animais foram sacrificados e analisados apds 1 e 4 semanas. A
microscopia Optica revelou que naqueles defeitos em que foi utilizada a
granulagdo menor ocorreu maior neoformagao oOssea. Observaram também
que ao término dos 28 dias, os fragmentos 6sseos menores foram substituidos
por osso neoformado de forma mais intensa do que observado para os

fragmentos maiores.

Posteriormente, Coradazzi , em 2003, avaliou o processo de
reparacao ossea em defeitos de 7mm criados em tibia de coelhos quando fazia
uso de enxerto autégeno na forma particulada ou na forma obtida por meio de
coletor 6sseo associado ao aspirador cirurgico, sendo as particulas fornecidas
pelo enxerto triturado maiores quando comparadas as do coletor 6sseo. Os
animais foram sacrificados em intervalos de 7, 15 e 30 dias, sendo que a
analise histologica e histomorfométrica revelou ndo haver diferencga significativa
entre os dois grupos, porém, a neoformagao ossea foi significativamente maior

do que observado no grupo controle (coagulo sanglineo).

Outro estudo realizado por Kluppel (2007), através de 4 defeitos
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em calotas de coelhos, avaliou a influéncia do tamanho das particulas da
matriz é6ssea bovina anorganica no processo de reparagao ossea. Os defeitos
foram preenchidos com osso autdégeno triturado (grupo controle); matriz éssea
bovina anorganica de granulagdo grossa; matriz éssea bovina anorganica de
granulagdo média ou matriz 6ssea bovina anorgénica de granulagéo fina. Os
animais foram sacrificados nos periodos pés-operatérios de 15, 30 e 60 dias.
Segundo o autor, as particulas menores influenciaram de forma positiva, sendo
que a matriz éssea bovina anorganica de granulagdo fina proporcionou um
melhor padrao de reparo 6sseo quando comparada as granulagbes média e
grossa.

2.5 VEICULOS UTILIZADOS PARA INSERGAO DE
BIOMATERIAIS E ENXERTOS OSSEOS NA FORMA PARTICULADA:

Veiculos ou carreadores sdo materiais utilizados para auxiliar na
adaptacao dos enxertos autégenos ou substitutos 6sseos na forma particulada
ao leito receptor (Boyne et al., 2005).

Dentre as vantagens da utilizagcdo dos substitutos 6sseos pode-se
constatar uma menor morbidade cirurgica, assim como volume ilimitado
(Ruhaimi, 2001). Apesar disto, estes materiais necessitam de um carreador
para serem inseridos no leito receptor. ldealmente, um material que venha a
ser empregado junto com os substitutos ésseos deve ser biocompativel,
apresentar potencial aglutinante satisfatorio e influenciar de forma positiva os

processos de osteocondugéo e osteoindugao (Dupoirieux et al., 1994).

Desta forma, estudos sobre estes veiculos tem sido desenvolvidos
visando melhor insercdo destes matérias na area receptora (Santa-Comba et
al.,2000; Vance et al.,2004).

Dentre os materiais que auxiliam na inser¢ao dos biomateriais pode-
se destacar o soro fisioldgico 0,9%, comumente utilizado para irrigacéo durante

procedimento cirurgicos. Dentre suas vantagens pode-se citar o potencial
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aglutinante, principalmente em casos de enxertos particulados, além de serem
inertes (Kubler et al., 2004).

Vance et al. (2004), avaliaram materiais aloplastico e heterégeno
associados a diferentes carreadores em 24 seres humanos. Sua metodologia
foi baseada em dois grupos: Grupo teste, com aglutinante em forma de pasta
composta por carboxi-metil-celulose e sulfato de calcio, associados com 0sso
aloplastico desmineralizado em uma propor¢ao de 50:50 e, o Grupo controle,
composto por matriz 6ssea bovina anorgéanica desmineralizada, associadas a
membrana de colageno. Apds trefinagem do local, previamente a inser¢ao dos
implantes, os autores concluiram que o grupo teste apresentou um menor
volume Gsseo, porém O 0ssoO presente apresentava uma vitalidade superior
quando comparado ao grupo controle. Deste modo, a carboxi-metil-celulose
favoreceu, segundo os autores, de forma positiva, pois sua consisténcia porosa

facilitou o crescimento de vasos sanguineos entre suas particulas.

Estudos sobre fatores que promovem a estimulagdo do processo de
neoformacgéo 0ssea séo frequentes (Boyne et al., 2005; Fiorelline et al., 2005).
Atualmente sabe-se que dentre as proteinas Osseas morfogenéticas a
recombinante humana-2 é a que apresenta melhores resultados em termos de
osteoinducado (Boyne et al., 2005). Para sua utilizacdo é imprescindivel o uso
de veiculos para sua insercao no leito receptor. Dentre estes veiculos pode-se
citar a membrana de colageno (Boyne et al., 2005).

Santa-Comba et al. (2000), pesquisaram diferentes carreadores para
serem utilizados com veiculos durante a insercdo da BMP-2. Para isto
utilizaram diferentes carreadores oriundos da metil-celulose: hiroxi-propimetil-
celulose, carboxi-metil-celulose e hidréxido de aluminio. Os autores
observaram que o nivel de fosfatase alcalina, envolvida no processo de
neoformagéo 6ssea aumentou quando utilizada a carboxi-metil-celulose sendo,
maior quando associada a BMP-2, ao passo que a hidroxi-propimetil-celulose
nao apresentou interferéncia no nivel de fosfatase alcalina, estando associados
ou n&do a BMP-2.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo foi analisar comparativamente, por
meio de avaliagdo radiolégica e histolégica, o processo de reparagdo Ossea
utilizando a matriz éssea bovina anorgénica associada aos veiculos carboxi-

metil-celulose e soro fisiologico 0,9%.

14



4 METODOLOGIA

Previamente ao inicio da fase experimental, o projeto deste trabalho
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-
UNICAMP sob numero de protocolo 1343-1 (Anexo 1).

4.1 SELEGAO E MANUTENGAO DOS ANIMAIS

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados 06 caes adultos,
machos, sem distingdo de raca, com peso médio de 15 Kg. Os caes,
procedentes do biotério Central da Universidade Estadual de Campinas —
Unicamp, foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba — Unicamp, sob as mesmas condi¢bes ambientais durante todo o
estudo, em baias individuais e recebendo ra¢ao e agua ad libitum.

4.2 FASE CIRURGICA

4.2.1 Medicacao pré-operatéria e anestesia

Como profilaxia antibiética os animais receberam, 30 minutos antes
do procedimento, injecédo intramuscular de 0,1 mL/kg peso de benzilpenicilina
benzatina e dexametasona (0,5 mg/Kg). Previamente aos procedimentos
cirurgicos, os animais foram sedados com o indutor anestésico Cloridrato de
Ketamina (0,15 ml/Kg), via intramuscular e submetidos a anestesia geral, com
injecdo intravenosa de Pentobarbital Sodico 3% (30mg/Kg), ambos conforme
recomendacgdes do fabricante.

4.2.2 Procedimento Cirurgico e Material avaliado

As intervencgdes cirurgicas foram executadas dentro de condigdes
assepticas, respeitando as normas de biossegurangas preconizadas pela
Comisséo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio), subordinada ao
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Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Apds indugéo anestésica, foi realizada
tricotomia na cabeca dos cdes e anti-sepsia com solucdo aquosa de
polivinilpirrolidona iodo a 10% . Para o isolamento da area foram utilizados
campos cirurgicos estéreis descartaveis (Figura 1).

Figura 1: Vista superior da cabec¢a do animal, apos tricotomia,desinfec¢do e aposi¢cdo de campo cirurgico
estéril.

Infiltrou-se anestésico local com vasoconstritor (Lidocaina 2% com
adrenalina 1:100.000) em dosagem de 5mg/Kg (Figura 2). Em seguida,
utilizando-se de lamina de bisturi n° 15 realizou-se uma incisdo linear de
aproximadamente 05 centimetros na pele e subcutédneo, em um sentido antero-
posterior, estendendo-se de fronte a regido occipital (Figura 3). A por¢ao 0ssea
do cranio do animal foi exposta apds descolamento do pericranio da regiao

envolvendo os musculos temporais (Figura 4).
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Figura 2: Procedimento de infiltragdo anestésica para pomover hemostasia.

Figura 3A-C: Apo¢s infiltragdo com anestésico local, procedeu-se com

a incisao linear em pele (A-B) e subcutaneo (C).

17



Figura 4: Regides parietais da calota craniana expostas.

Em seguida foram trefinadas duas cavidades em regides parietais
direita e esquerda, preservando-se a integridade da dura-mater, com auxilio de
uma broca trefina de 08 mm de diametro (Figura 5), acoplada a um contra-
angulo 1:1, a 15000 rotagdes por minuto.

Figura 5: Broca trefina de 8mm de didametro utilizada para demarcacao dos defeitos.

A irrigacdo abundante da broca e do tecido Osseo durante o

momento da trefinagem com solugao fisiolégica a base de cloreto de sddio
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0,9% foram mantidas durante toda perfuragdo com intuito de ndo causar o
superaquecimento da regido, e assim prejudicar a interpretacdo dos resultados.
Uma vez concluidas as perfuragds (Figura 6), a porgao 6ssea delimitada pela
trefina foi removia com o auxilio de um descolador de periosteo tipo Molt,
expondo dura-mater (Figura 7).

Figura 7: Aspecto trans-cirargico ( vista antero-posterior) ap6s aremogédo em espessura total de parte da
calota do animal, mantendo a dura-mater intacta. Note a distribuigdo numérica das cavidades.
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Os fragmentos dsseos removidos foram triturados em particulador
de osso e mantidos hidratados em soro fisiologico 0,9% até o momento de sua
utilizacado (Figura 8). Ao término desta etapa, obteve-se 4 cavidades na calvaria
de cada animal, sendo, por fins didaticos, denominadas e preenchidas do

seguinte modo:

1. Grupo | (Grupo controle negativo): Localizada na regido
posterior da calvaria esquerda, preenchida com coagulo sanguineo do
préprio animal;

2. Grupo Il (Grupo controle positivo): Localizada na regiao
anterior da calvaria esquerda, preenchida com osso autdégeno
particulado;

3. Grupo lll: Localizada na regidao posterior da calvaria
esquerda, preenchida com matriz Ossea bovina anorganica de
granulagao fina (menor que 450um), associada ao soro fisiolégico a
0,9%;

4. Grupo IV: Localizada na regidao anterior da calvaria direita,
preenchida com matriz 6ssea bovina anorganica de granulagao fina

(menor que 450um), associada a carboxi-metil-celulose.
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Figura 8A-C: Fragmentos 6sseos removidos em espessura total (A) e triturados (B).
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Os biomateriais para preenchimento das cavidades Il e IV
pertenciam a marca comercial Consulmat® Industria e Comercio Ltda (Figura
9).

Figura 9A-B: Matriz 6ssea bovina anorganica de granulagéo fina (A) e em consisténcia pastosa (B).

Apo6s o preenchimento das cavidades (Figura 10), os musculos
temporais e periésteo foram reaproximados com suturas utilizando fio
absorvivel (Poliglactina 910). Da mesma forma, os planos superficiais foram
suturados com fio de nylon monofilamentar 4-0 (Figura 11).

Figura 10: Materiais inseridos nos defeitos 6sseos. Em sentido horario, Grupo | — coagulo sanguineo,
Grupo Il — osso autégeno particulado, Grupo Ill — matriz 6ssea bovina anorgénica associada ao soro

fisioléfico 0,9%, Grupo IV - matriz 6ssea bovina anorgénica associada a carboxi-metil-celulose.
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Figura11: Aspecto pés-operatério imediato, apos realizagdo de suturas por planos.

ApOs o ato cirurgico 0os animais permaneceram em observagao no
periodo inicial da recuperagéo anestésica e em seguida foram levados para

suas baias, onde permaneceram até o momento do sacrificio.

4.3 SACRIFICIO DOS ANIMAIS E OBTENGAO DO
MATERIAL PARA ANALISE

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos,
correspondentes aos dois periodos de sacrificio: o primeiro grupo, constituido
de 4 animais, foi sacrificado ao completar o periodo de 3 semanas do
procedimento cirurgico; o segundo grupo de 4 animais foi sacrificado 6
semanas apos o procedimento cirurgico. O sacrificio foi realizado através de
overdose endovenosa de Cloreto de Potassio a 19,1%, até se obter a parada

cardiorrespiratoria.

Posteriormente a esta etapa, foi confeccionado o acesso ao cranio
do animal como descrito anteriormente ( Paginas 20 e 21) e exposigao da

regiao enxertada.
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O blocos 6sseos foram obtidos por seccionamento transversal e
coronal do osso com broca tronco-cénica 702 em turbina de alta rotagcéo sob
irrigacédo constante e abundante com solugao fisiolégica de Cloreto de Sodio a
0,9% com uma margem de seguranga para as areas operadas previamente de

5 mm e enviados para analise.

4.4 METODO DE OBTENGAO DAS RADIOGRAFIAS

Cada defeito contido nos blocos 6sseos obtidos foram radiografados
com filme periapical simples do grupo de sensibilidade F, utilizando o mesmo
aparelho radiografico de uso odontologico, com regulagem de 60KV e 10mA e
tempo de exposi¢cao de 0,25 segundos. O exame radiografico foi realizado no
préprio Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP),
sendo o sentido dos feixes perpendiculares ao bloco 6sseo contendo os
defeitos.

Para padronizacdo de revelagdo radiografica foi utilizado
equipamento processador automatico, fornecidos pela Area de Radiologia
desta mesma instituicdo, e solugdes quimicas para revelagao e fixagao do tipo
T-mat. O tempo total de revelacio foi de 7 minutos para cada pelicula.

ApOs este processo os filmes foram acondicionados em recipientes

préprios para posterior analise em um negatoscopio.

45 METODO DE OBTENCAO DAS LAMINAS
HISTOLOGICAS

Os blocos 6sseos obtidos foram imersos em solugdo de formaldeido
10% e tampao fosfato por um periodo de trinta dias. Apds esse periodo foram
lavadas em agua corrente por 24 horas e descalcificados em solugéo de Citrato
de sédio (Na3CsHs072H20) a 20% e Acido férmico (HCOOH) a 50% em partes
iguais (Morse, 1945), durante um periodo de 62 dias. Ao final deste processo, a
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calota craniana foi seccionada no sentido sagital, resultando em duas pecas:
uma delas contendo as cavidades | e Il (lado esquerdo) e a outra contendo as
cavidades Ill e IV (lado direito). Cada fragmento 6sseo contendo os dois
defeitos foi seccionado ao meio dividindo-os em dois hemi-circulos. A partir
desta fase procedeu-se a realizagdo das etapas de processamento laboratorial,
sendo cada defeito inserido em uma Iamina isoladamente. Inicialmente foi feita
a lavagem das pegcas em agua corrente durante 5 horas, desidratagdo com
alcool a 70% (12 horas), alcool a 80% (1 hora), alcool a 90% (1 hora), alcool
absoluto (1 hora), diafanizagdo com Xilol (Ce¢H4(CHs)2) por meio de trés trocas a
cada 20 minutos e infiltracdo em parafina (1 hora) em estufa a 70° Celsius
realizando-se 3 trocas. Cortes seriados com 6um de espessura foram
realizados e em seguida corados pela Hematoxilina de Carazzi e Eosina —

Lison, para posterior visualizagao em microscoépio 6ptico comum.

Todo o processamento foi realizado por um profissional da Area de
Histologia da FOP-UNICAMP. As regides dos cortes para confecgdo das
lamina foram orientadas pelo proprio autor, aluno de Pés-graduagéo, e por um

professor da Area de Cirurgia Buco-maxilo-facial da FOP-UNICAMP.

4.6 ANALISE DOS RESULTADOS

4.6.1 Analise Radioldgica descritiva

As imagens radiograficas obtidas foram analisadas de forma
comparativa entre a regido do defeito 6sseo confeccionado e a area de 0sso
intacto existente na periferia dos defeitos, relacionando a densidade

radiografica nas regides centrais e periféricas.
4.6.2 Analise Histoldgica descritiva

Na analise histologica descritiva foram avaliados padrées de
regeneracao ossea tais como: presenca de reacao inflamatéria assim como a

sequéncia de eventos que envolveram a reparacido Ossea dos defeitos
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circulares. Os eventos e caracteristicas teciduais do processo de reparacao
O0ssea eram descritos como necrose, hemorragia, atividades osteoclasticas e
osteoblasticas, presenca de tecido conjuntivo e grau de maturagdo, presenca
de remanescentes do material enxertado, assim como neoformacgao de tecido

0sseo maturo e/ou imaturo.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE RADIOLOGICA DESCRITIVA

5.1.1 Coagulo
Na avaliagdo do Grupo | no periodo de 3 semanas, sugere-se uma
cavidade bem delimitada assim como uma radiopacidade consideravelmente
menor ao comparar a periferia do defeito, tanto na regido central e periférica
(Figura 12A). No periodo de 6 semanas, observou-se uma diminuicdo na
demarcacao dos limites entre o defeito e osso pré-existente, assim como uma
menor radiolucidez correspondente a regido do coagulo, principalmente nas

regides periféricas do defeito (Figura 12B).

Figura 12 A-B: Radiografias do Grupo |. Periodo de 3 semanas (A) e 6 semanas (B).
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5.1.2 Osso autégeno

Nas cavidades preenchidas com osso autdégeno, a tomada
radiografica realizada nas pegas com 3 semanas de periodo pds-operatério
revelou uma cavidade bem delimitada e totalmente preenchida, sendo possivel
observar areas radiopacas em seu interior, achado compativel com a
compactagao do enxerto no trans-operatério (Figura13A). No grupo sacrificado
apos 6 semanas, a regido da ostectomia foi praticamente imperceptivel e o seu
preenchimento apresenta radiopacidade semelhante ao osso adjacente, porem
ainda disperso e com trabeculado nao definido, de forma amorfa com pontos

de mineralizacao (Figura 13B).

Figura 13 A-B: Radiografias do Grupo II. Periodo de 3 semanas (A) e 6 semanas (B).
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5.1.3 Matriz 6ssea bovina anorganica de granulacgao fina

associada ao soro fisiolégico 0,9%

Este grupo apresentou apos 3 semanas de pds-operatério um nitido
contorno da loja cirurgica, a qual se encontra visivelmente mais radiolucida que
o tecido 6sseo adjacente (Figura 14A). Ao exame radiografico das pegas com 6
semanas de periodo pds-operatorio, observou-se nitidez dos contornos da loja
cirurgica, apresentando o defeito uma imagem visivelmente mais radiopaca,
principalmente na regido central, sugerindo inicio de um processo de reparagéo

ossea de forma centrifuga (Figura14B).

Figura 14 A-B: —Radiografias do Grupo lll. Periodo de 3 semanas (A) e 6 semanas (B).
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5.1.4 Matriz 6ssea bovina anorganica de granulagao fina
associada a carboxi-metil-celulose

A avaliagdo radiografica mostrou um nitido contorno da loja cirurgica
apos 3 semanas de pos-operatorio neste grupo. Além disso, a loja apresentou-
se visivelmente mais radiolucida que o tecido 6sseo adjacente (Figura15A).
Para as tomadas das pegas com 6 semanas apos a criagao e preenchimento
do defeito, observou-se nitidez nos contornos da loja cirurgica, assim como
maior radiolucidez que o tecido 6sseo adjacente quando comparado ao periodo
de 3 semanas, sugerindo reabsor¢do das particulas do substituto 6sseo
inserido (Figura 15B).

Figura 15 A-B: Radiografias do Grupo |. Periodo de 3 semanas (A) e 6 semanas (B).
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Deste modo os resultados dos periodos de sacrificios de 3 e 6

semanas podem ser agrupados conforme tabela abaixo ( Tabela 1):

Tabela 1: Resumo da analise radioldgica descritiva nos periodos de 3 e 6 semanas.

GRUPO | Radiolucido Nitida Radiopaco Radiolucido
GRUPO I Radiopaco Nao-nitida Radiopaco Radiopaco
GRUPO I Radiolucido Nitida Radiopaco Radiolucido
GRUPO IV Radiolucido Nitida Radiopaco Radiolucido

5.3 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

5.3.1 Periodo de sacrificio de 3 semanas
5.3.1.1 Cavidade | - Coagulo
No Grupo |, correspondente aos defeitos preenchidos com coagulo,
verificou-se a presencga de tecido conjuntivo preenchendo quase a totalidade da
cavidade cirurgica. A periferia encontrou-se bem delimitada, sendo o osso pré-
existente caracterizado pela presenca de duas corticais nitidas (Figura 16). A
regido das bordas do defeito apresenta areas de remodelagao, com ponto de
reabsorgao e aposigao 6ssea. Entre o tecido conjuntivo neoformado é possivel
notar a presenga de um discreto processo inflamatério e alguns vasos
sanguineos existentes (Figura 17). Nao se observou a presenga de tecido

6sseo neoformado.

30



Gl F
e i
Figura 16: fotomicroscopia apés 3 semanas. 10x (HE). OP: osso pré-existente. VS: vaso sanguineo.
tecido conjuntivo. TCD: tecido conjuntivo denso.

TC:

denso. IF: infiltrado inflamatério.
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5.3.1.2 Cavidade Il - Osso autégeno particulado

Os defeitos preenchidos com osso autégeno particulado
mostraram um comportamento semelhante aos do Grupo |, sendo possivel a
identificagéo da regiao limite entre osso pré-existente e o enxerto. As margens
do defeito apresentaram areas de remodelagcdo e neoformacdo Ossea em
direcdo ao centro do defeito, caracterizando um processo de formagao déssea
centripeto (Figura 18). Observou-se também a interposi¢ao de tecido conjuntivo
fibroso entremeado com as trabéculas 6sseas neoformadas, além de areas de
revascularizagdo. Por meio da analise do enxerto verificou-se um estado mais
avancgado de cicatrizagao 6ssea ja que este serviu como base para a evolugéo
do processo de reparagao por substituicao (Figura19). Houve uma tendéncia a
formagao 6ssea em diregcado centripeta com a presenga de alguns fragmentos
de osso necrético remanescentes (Figura 20). Em algumas areas havia
presenca de discreta reacao inflamatéria, porém menor quando comparado ao

grupo coagulo.

Figura 18: fotomicroscopia apés 3 semanas. 10x (HE). OP: osso pré-existente. A: aposicao de novo
0sso. OA: enxerto 6sseo autogeno. TC: tecido conjuntivo.
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Figura 20: fotomicroscopia apés 3 semanas. 40x (HE). A: aposigdo de novo osso. OA: enxerto dsseo
autogeno. TC: tecido conjuntivo.
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5.3.1.3 Cavidade Illl - Matriz 6ssea bovina anorganica em
granulagao fina associada ao soro fisiolégico 0,9%

Nos cortes histologicos correspondentes aos defeitos Osseos
preenchidos com matriz 6ssea anorgénica em granulagao fina apdés 3 meses
do procedimento cirurgico, verificou-se a presenga de tecido conjuntivo fibroso
preenchendo a quase totalidade da cavidade cirurgica. Observou-se poucas
trabéculas 6sseas neoformadas ainda imaturas entremeadas pelo tecido
conjuntivo fibroso. A borda do defeito apresentou-se nitida, sendo o osso pré-
existente caracterizado pela presenca de duas corticais e tecido medular
constituido por tecido adiposo e rica celularidade, apresentando as margens do
defeito areas de remodelagéo (Figura 21). No centro da cavidade Ossea
cirurgica observou-se algumas particulas remanescentes do material utilizado
para preenchimento da cavidade (Figura 22). O grupo apresentou ainda um
discreto processo inflamatoério, menor que o grupo do Coagulo, porém maior

que o grupo Autégeno, de forma subjetiva.

Figura 21: fotomicroscopia apds 3 semanas. 10x (HE). OP: osso pré-existente. OB: matriz 6ssea bovina.
VS: vaso sanguineo. TC: tecido conjuntivo.
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Figura 22: fotomicroscopia apds 3 semanas. 10x (HE). OB: matriz 6ssea bovina. VS: vaso sangtineo.
TC: tecido conjuntivo.

5.3.1.4 Cavidade IV — Matriz 6ssea bovina anorganica em
granulagéao fina associada a carboxi-metil-celulose
No grupo IV, em todos os defeitos pode-se observar o limite entre o
osso pré-existente e o defeito produzido cirurgicamente. Este ultimo se
encontrou preenchido em quase sua totalidade por tecido conjuntivo fibroso.
Notou-se que o osso pré-existente foi caracterizado pela presenca de duas
corticais nitidas e tecido medular constituido por tecido conjuntivo com rica
celularidade e boa vascularizagdo. Observou-se areas de reabsorgcao e
aposicao o0ssea promovendo remodelacdo das margens da cavidade Ossea
cirurgica e a presenga do material adaptado circundado por tecido fibroso em
toda a cavidade Ossea cirurgica. Juntamente com essas particulas que
estavam preenchendo quase totalmente a cavidade, pode-se visualizar a
presenca de processo inflamatério agudo, sendo este maior que todos os

outros grupos avaliados (Figuras 23-24).
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Figura 23: fotomicroscopia apds 3 semanas. 10x (HE). OP: tecido 6sseo pré-existente OB: matriz 6ssea
bovina. VS: vaso sangtineo. TC: tecido conjuntivo.

Figura 24: fotomicroscopia apds 3 semanas. 10x (HE). OB: matriz éssea bovina. IF: infiltrado
inflamatdrio. TC: tecido conjuntivo.
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Deste modo pode-se agrupar os resultados histologico deste periodo
de 3 semanas de sacrificio do seguinte modo ( Tabela 2):

Tabela 2: Resumo da analise histoldgica descritiva no periodo de 3 semanas.

Presente Discreto Ausente Ausente Inexistente Presente
Presente Discreto Presente Presente Presente Presente
Presente Acentuado Ausente Ausente Presente Presente
Presente Discreto Ausente Ausente Presente Presente

5.3.2 Periodo de sacrificio de 6 semanas
5.3.2.1 Cavidade | — Coagulo
Apds um periodo de 6 semanas da criagdo dos defeitos, a regido
limite entre o osso pré-existente e o osso neoformado nos defeitos preenchidos
com coagulo pode ser identificada tanto pelo aspecto morfolégico quanto pela
invaginagao de tecido conjuntivo fibroso. O osso pré-existente apresentou duas
corticais nitidas e tecido medular constituido de tecido conjuntivo com boa
celularidade e vascularizagdo. Junto as margens da cavidade éssea cirurgica
notou-se areas de remodelagdo do osso pré-existente e osso neoformado em
direcéo centripeta (Figuras 25-26). Na porgao central observou-se a presenca
de tecido conjuntivo fibroso interposto a algumas trabéculas O&sseas

neoformadas.
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Figura 25: fotomicroscopia apds 6 semanas. 10x (HE). OP: tecido 6sseo pré-existente. ON: tecido 6sseo
neoformado. TC: tecido conjuntivo. VS: vaso sangliineo.

Figura 26: fotomicroscopia apds 6 semanas. 20x (HE). OP: tecido 6sseo pré-existente. ON: tecido 6sseo
neoformado. TC: tecido conjuntivo. VS: vaso sangliineo.

38



5.3.2.2 Cavidade Il - Osso autégeno particulado

Neste grupo observou-se o preenchimento da cavidade cirurgica
quase totalmente por trabéculas o6sseas neoformadas, entremeadas por
algumas areas de tecido conjuntivo fibroso e tecido ésseo medular. As bordas
do defeitos ndo se apresentaram bem delimitadas. No interior de tecido ésseo
neoformado visualizou a presenga de algumas particulas de enxerto utilizado
no preenchimento da cavidade cirurgica e também de alguns vasos
sanguineos. Nas margens deste tecido Osseo pré-existente areas de
remodelagdo e neoformacdo 6ssea eram observadas, sendo o crescimento
considerado centripeto (Figuras 27-29). Através da analise do enxerto verifica-
se um estado mais avangado de regeneragao 0ssea ja que este serviu como

base para a evolugdo do processo de regeneragao por substituicéo.

Figura 27: fotomicroscopia apds 6 semanas. 10x (HE). OP: tecido 6sseo pré-existente. ON: tecido 6sseo
neoformado. TC: tecido conjuntivo. VS: vaso sangiiineo. TM: tecido ésseo medular.
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Figura 28: fotomicroscopia apds 6 semanas. 20x (HE). ON: tecido 6sseo neoformado. TM: tecido 6sseo
medular. VS: vaso sanglineo.

Figura 29: fotomicroscopia apds 6 semanas. 40x (HE). ON: tecido 6sseo neoformado. TM: tecido 6sseo
medular. A: aposi¢do de novo tecido ésseo.
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5.3.2.3 Cavidade Illl - Matriz 6ssea bovina anorganica em
granulagao fina associada ao soro fisiolégico 0,9%

Nos defeitos preenchidos por matriz dssea bovina anorganica,
observou-se que no local de preenchimento havia presenga de vascularizagao
adiantada e inicio de formacao de tecido 6sseo medular. O processo
encontrou-se em estagio mais avangado de neoformagao 6ssea, porém notam-
se ainda alguns fragmentos 6sseos necroticos. Entretanto estes fragmentos
apresentam sinais claros de processo de reabsorgcdo intenso variado, com
algumas particulas quase que totalmente reabsorvidas e outras em apenas
uma parte (Figura 30). Estas particulas encontraram-se circundadas por tecido
conjuntivo fibroso e, as vezes, por tecido 6sseo neoformado. O limite entre a
cavidade Ossea cirurgica e o 0sso pré-existente foi facilmente identificado. Esta
regido estava caracterizada pela presenga de duas corticais bem definidas,
tecido medular constituido por tecido conjuntivo com boa celularidade e
vascularizacao (Figuras 31-32). Na periferia o tecido 6sseo pré-existente
apresentou areas de remodelacao e neoformagao dssea centripeta. Encontrou-
se, ainda, um discreto processo inflamatério, principalmente ao redor destas

particulas do substituto 6sseo utilizado.
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Figura 30: fotomicroscopia apds 6 semanas. 10x (HE). OP: osso pré-existente.ON: tecido dsseo
neoformado. TC: tecido conjuntivo. OB: matriz 6ssea bovina anorganica.
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Figura 31: fotomicroscopia apds 6 semanas. 20x (HE). ON: tecido 6sseo neoformado. TC: tecido
conjuntivo. OB: matriz dssea bovina anorganica.

Figura 32: fotomicroscopia apds 6 semanas. 40x (HE). VS: vaso sangiineo. OB: matriz 6ssea bovina
anorganica
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5.3.2.4 Cavidade IV — Matriz 6ssea bovina anorganica em
granulacgao fina associada a carboxi-metil-celulose
A cavidade cirurgica correspondente ao grupo IV, apds um periodo
de 6 semanas pos-operatorias, apresentou-se preenchida em sua grande
maioria por tecido conjuntivo fibroso, sendo que em seu interior foi possivel
observar a presencga de particulas do material utilizado para o preenchimento
da cavidade. Estas particulas se encontraram distribuidas pela cavidade 6ssea
cirurgica e circundadas por tecido conjuntivo (Figura 33). Também notou-se
algumas poucas trabéculas Osseas neoformadas circundadas pelo tecido
conjuntivo ainda imaturo. As margens da cavidade Osseas cirurgica foram
facilmente identificadas e apresentaram duas corticais bem nitidas, tecido
medular constituido por tecido conjuntivo com boa vascularizagdo e
celularidade (Figura 34). No entanto, ainda observa-se discreto processo

inflamatorio.

Figura 33: fotomicroscopia apés 6 semanas. 10x (HE). OP: osso pré-existente.ON: tecido 6sseo
neoformado. TC: tecido conjuntivo. OB: matriz 6ssea bovina anorganica. IF: infilirado inflamatério.
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Figura 34: fotomicroscopia apds 6 semanas. 10x (HE). ON: tecido 6sseo neoformado. TC: tecido
conjuntivo. OB: matriz 6ssea bovina anorganica. IF: infiltrado inflamatodrio.

Deste modo pode-se agrupar os resultados histoldégico deste
periodo de 6 semanas de sacrificio do seguinte modo ( Tabela 3):

TABELA 3: Resumo da analise histolégica descritiva no periodo de 6 semanas.

| Presente Discreto Ausente Presente Inexistent Presente Presente
e

1 Presente Moderado  Ausente Presente Presente Presente Presente
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6 DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou que, dentre os materiais avaliados, o
osso autdégeno apresentou-se com um processo de reparagdo tecidual mais
avancado quando comparado ao grupo controle composto pelo coagulo
sanguineo, assim como 0s grupos compostos pelos enxertos heterogenos,
conforme resultados encontrados na literatura pesquisada (Haas et.al., 2002;
Laureano Filho et.al., 2007).

O uso da matriz 6ssea bovina anorganica € amplamente utilizada e
aceita na literatura. Na area odontologica, este substituto ésseo pode ser
utilizado em casos de regeneragédo de defeitos periodontais, recobrimento das
fenestragbes em implantodontia, como material osteocondutor apds remogéao
de lesdes cisticas, durante elevacdo do assoalho do seio maxilar e em
associagdo ao osso autogeno (Pallesen et al., 2002; Gomes, 2002). Esta
grande utilizag&o pelos cirurgides-dentistas se deve pela facilidade de acesso,

comprovagéo cientifica do seu emprego e, principalmente, devido seu custo.

A biocompatibilidade € uma das propriedades fundamentais dos
biomateriais (Basle et al.,1998). A matriz 6ssea bovina anorganica tem
repetidamente demonstrado sua biocompatibilidade em diversos estudos
realizados (Haas et.al., 2002; Laureano Filho et.al., 2007). Da mesma forma, no
presente estudo o produto mostrou-se biocompativel, ja que néo foi observada
a presencga de células gigantes, sugerindo reagéo de corpo estranho. Pode ser
visualizado, em algumas laminas, a presenga de novo 0sso no interior de
algumas particulas sugerindo a incorporagdo do biomaterial para a formagéo

de matriz 6ssea.

Varias pesquisas sobre substitutos 6sseos, principalmente a matriz
0ssea bovina anorganica, foram desenvolvidas em animais. Dentre estes pode-
se destacar macacos, caes, ratos e mini porcos (Turner et al., 2001;Roberts,
1988; Nunamaker, 1998). O presente trabalho optou por trabalhar com cées

devido seu baixo custo, além de apresentarem uma conformacdo do tecido
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o0sseo também semelhante ao de seres humanos, conforme descrito por Turner
et al. (2001). A decisdo pela escolha de regides temporais da calvaria destes
animais consistiu na possibilidade de confeccionar todos defeitos em um
mesmo sitio, favorecendo o estabelecimento de variaveis locais semelhantes

para individuos diferentes, assim como facilidade no manuseio.

Turner et al. (2001), avaliando os processo de reparagao tecidual em
diferentes animais como primatas, cées, gatos, ratos, coelhos e mini porcos,
observaram que a relagao no processo de reparagao 0ssea entre caes e seres
humanos é de 1:3. Deste modo, de acordo com os estudos de Prein (1998), os
periodos de sacrificios de 3 e 6 semanas, corresponderiam as fases de
reparagao 0ssea entre os periodos de 1 e 2 meses, ou seja, aqueles estagios

de reparacao 6ssea primaria e secundaria.

Dentre as indicagcdes dos biomateriais, pode-se citar a sua
necessidade em casos de defeitos criticos, pois estes ndo conseguem reparar
por completo sem a ajuda de algum processo reconstrutivo (Calan et al., 1993).
Estudos realizados previamente a este trabalho, observaram que defeitos de
8mm apresentavam-se como sendo nao-criticos (Hollinger & Kleinschmidt,
1990; Kluppel, 2007). Apesar disto, no presente estudo observou-se que os
defeitos confeccionados nas calotas dos caes podem ser classificados como
criticos, visto que, no grupo controle, Coagulo, ndo ocorreu a reparagéo
espontanea no final do processo, estando presente somente tecido conjuntivo

na regiao central do defeito.

A insercao de implantes em areas que passaram por um processo
de reconstrucido requer um tempo minimo para incorporagao destes enxertos.
Em casos de osso autdgeno , recomenda-se um tempo de espera de
aproximadamente 3 a 6 meses, dependendo da forma do material utilizado
(Tong et al., 2000; De Boever et al., 2005). O presente trabalho evidenciou, em
um periodo correspondente a 3 semanas, periodo equivalente a 4 semanas em
humanos, existia tecido 6sseo neoformado maduro no interior dos defeitos,
permitindo, desta forma, a inser¢ao de implantes em um menor tempo. Em

contrapartida, ao avaliar a matriz 6ssea bovina anorganica, observou-se
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presengca de particulas remanescentes e pouco tecido 6sseo em ambos
periodos de sacrificio, indicando a necessidade de se aguardar um tempo
maior para instalagdo de implantes em areas reconstruidas com estes

materiais.

A avaliacdo histolégica em ambos periodos de 3 e 6 semanas, apos
a implantacdo do substituto 6sseo, evidenciou a propriedade osteocondutiva
da matriz éssea bovina anorganica. Pode-se concluir entdo que as particulas
deste substituto 6sseo serviram como arcabouco para a deposi¢cao de tecido
o0sseo neoformado, fazendo com que haja um intimo contato entre o 0osso e o
biomaterial. Este achado estd em concordancia com o que foi observado em
outros estudos envolvendo animais (Okamoto et al., 1994; Ruhaimi, 2001;
Jensen et al., 20006).

A utilizacdo de exames radiolégicos para acompanhamento pos-
operatorio de procedimentos cirurgicos é rotina. As radiografias servem como
parametro para se avaliar quantitativamente o ganho 6sseo em periodos pos-
operatorios, auxiliando na proservagdo dos casos (Rosenwasser et.al., 2004).
O presente estudo, observou que os exames de imagem, em casos de
reconstrugdo com enxertos autégeno mostrou-se eficaz, visto que os
resultados dos exames radiograficos e histologicos foram similares. Em
contrapartida, os resultados deste estudo colocam em evidéncia a possibilidade
do exame radiografico, que é um parédmetro bastante valorizado no
acompanhamento de cirurgias reconstrutivas, ser insuficiente para se
determinar a qualidade do tecido ésseo neoformado quando a matriz éssea
bovina anorganica é utilizada como osteocondutor. Isto € exemplificado pelo
fato dos defeitos tratados com a matriz 6ssea bovina de granulacdo fina
apresentarem aspecto de radiolucidez ao término do periodo experimental, o
que poderia sugerir pouca neoformacédo o0ssea. Na realidade, o que ocorre é
que a cavidade esta preenchida por tecido ésseo imaturo e as particulas
altamente reabsorvidas. O mesmo ocorre nos defeitos preenchidos pelo

coagulo sanguineo, pois, apesar de ao exame radiografico ndo se evidenciar
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nenhum processo de reparacdo Ossea, observou-se, por meio de analise

histolégica, que havia um processo de reparagdo em atividade.

O osso autégeno ainda €& considerado o “padrdo ouro® em
reconstrugdes. Diversos estudos ratificaram sua capacidade de estimular
positivamente o processo de reparagado, permitindo que a regido em questéo
apresente uma reparacdo mais eficiente, acelerando significativamente o
processo (Tong et al., 2000, Wang et al., 2006, Hing et al., 2007). Durante
avaliacdo hitologica deste estudo, pode-se observar que as cavidades
preenchidas com osso autégeno apresentaram-se, em ambos periodos, um
processo de reparagdo mais avangado, observando-se regides de aposi¢céo
O0ssea nas periferias dos defeitos no periodo de 3 semanas, assim como
dificuldade na identificacdo entre osso pré-existente e neoformado no periodo
de 6 semanas, sugerindo que o tecido 6sseo encontrava-se totalmente
regenerado.

Em procedimentos de enxertia 6ssea, um dos fatores fundamentais
para o sucesso clinico € a adaptacéo precisa deste enxerto no leito receptor,
apesar de, em alguns casos, serem dificeis (Tong et al., 2000; Linka et al.,
2008). Desta forma, diferentes veiculos para insergdo dos enxertos vém sendo
pesquisados, objetivando uma melhora na adaptagéo e sucesso. Apesar disto,
ainda é incerto a forma como estes carreadores atuam nas atividades de
reparagao tecidual (Boyne et al., 2005; Santa-Comba et al., 2000). Dentre os
veiculos pesquisados, a carboxi-metil-celulose, apresenta caracteristicas
interessantes como um alto poder aglutinante, fornecendo ao material uma
consisténcia pastosa, facilitando, desta forma, a insercdo destes materiais
durante o procedimento cirurgico. Durante os procedimentos deste trabalho
observou-se uma facilidade e adaptacdo melhor quando se utilizou a carboxi-

metil-celulose ao invés de soro fisioldgico.

Os materiais utilizados como substitutos 6sseos neste trabalho
apresentam uma composicao semelhante, sendo compostos por matriz dssea
bovina anorgénica de granulacgdo fina (menor que 450um), segundo fabricante.

A diferenca entre eles consiste no veiculo utilizado. Apesar disto, comportaram-
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se de forma diferente durante o processo de reparacao éssea. Com a utilizagao
de soro fisiolégico 0,9% como veiculo, observou-se no periodo de 3 semanas a
presenga de tecido conjuntivo e vasos sanguineos, assim como renanescentes
do material. No periodo de 6 semanas, observou-se que O processo de
reparagao havia avangado, havendo regides de novo osso e, apesar de haver
remanescentes do biomaterial, estes apresentam-se em processo de
reabsorgédo, concordando com os resultados descritos na literatura (Kluppel,
2007).

A carboxi-metil-celulose foi considerada biocompativel por diversos
autores (Santa-Comba et al., 2000; Vance et al., 2004), havendo relatos,
inclusive, que a substancia favoreceu o processo de reparacéao tecidual quando
inserida isoladamente em defeitos dsseos (Santa-Comba et al., 2000). Ao
avaliar o Grupo IV do presente trabalho , observou-se resultados diferentes. No
periodo de 3 semanas, um grande infiltrado inflamatério, pouco tecido
conjuntivo fibroso, assim como uma rica trama de vasos sanguineos, e uma
menor quantidade de biomaterial quando comparado ao Grupo lll, foram
observados. No periodo de 6 semanas visualizou-se uma quantidade menor de
tecido 6sseo neoformado, estando a regido preenchida por tecido conjuntivo.
Existia ainda reacdo inflamatodria, atrasando, deste modo o processo de
reparacao tecidual, impedindo, possivelmente, a instalagdo de implantes
dentarios neste periodo de tempo.

Ao término do processo de reparagdo Ossea, quanto maior for a
quantidade de tecido conjuntivo entremeando-se as particulas do biomaterial,
menor € a sua capacidade osteocondutora (Buser et al., 1996; Haas et al,,
2002; Kluppel, 2006). Nesse estudo, ao avaliar os materiais heterégenos, a
matriz 6éssea bovina anorganica em granulo apresentou um processo de
reparacdao avancado quando comparado ao mesmo material em consisténcia
pastosa. Apesar disto, ndo se pode afirmar que o Grupo lll apresentou um
potencial osteocondutivo superior, visto que, no estagio final de reparagéo
ossea foi observado um numero menor de particulas do biomaterial, talvez pela

presenca da carboxi-metil-celulose em detrerimento ao biomaterial.
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Ao comparar o Grupo IV com o Grupo |, observou-se que no grupo
controle o processo de reparagdo apresentou-se em estagio mais avangado
durante todo o processo de reparagao. No periodo de 3 semanas, a cavidade
preenchida por coagulo sanguineo ja apresentava tecido conjuntivo denso nas
regides centrais e periféricas dos defeitos, ao passo que os defeitos
preenchidos pela matriz 6ssea associada a carboxi-metil-celulose havia
praticamente a presenca de um infiltrado inflamatério intenso. O mesmo se
observa no periodo de 6 semanas, onde, apesar de existir areas de tecido
osseo formado e volume consideravel de tecido conjuntivo, existem ainda
regides de reacgao inflamatoria no grupo IV. Deste modo, pode-se sugerir que o
veiculo utilizado no Grupo IV influenciou de forma negativa no processo de
reparacao tecidual, pois foi o que diferenciou-o do Grupo lll, apesar de haver
estudos afirmando seu potencial osteocondutor na literatura (Santa-Comba et
al., 2000).

De forma geral, o processo de reparacgédo tecidual encontrou-se mais
avangado nas cavidades preenchidas por osso autégeno, matriz éssea bovina
anorganica em granulos, coagulo sanguineo e matriz 6ssea bovina anorgéanica

em pasta respectivamente.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, pode-se concluir que:

O osso autégeno obteve melhor resultado no procedimento

reconstrutivo utilizado;

O veiculo carboxi-metil-celulose influenciou negativamente no

processo de reparacao tecidual,

O exame radiografico, apesar de eficaz em caso de enxertos
autégenos, nao serve para avaliar reparo tecidual quando se utiliza a matriz

0ssea bovina anorgénica como substituto 6sseo.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1343-1, sobre "Estudo comparativo da

influéncia da consisténcia da matriz 6ssea bovina em defeitos na calota de

caes. Avaliacao histologica e radioldgica”, sob a responsabilidade de Prof. Dr.

Renato Mazzonetto / Henrique Duque de Miranda Chaves Netto, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp em 26_de
setembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1343-1, entitted "Comparative study of the

consistence of bovine bone matrix influence in defects on dog's calvarium.

Histological and radiologic analyses™”, is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -
Unicamp) on September 26, 2007.
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