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RESUMO

Muitas pesquisas tém sido realizadas para acelerar a resposta de
reparagdo Ossea utilizando-se como material osteoindutor a matriz dentinaria
desmineralizada autégena (MDDA), devidlo & sua maior compatibilidade
imunolégica. A matriz dentinaria tem demonstrado grande potencial osteogénico,
caracterizando uma heteroinducdo tecidual. Embora a MDDA tenha sido
amplamente testada em enxertos 6sseos, poucos trabalhos sobre a aplicacéo da
matriz dentinaria desmineralizada homégena (MDDH) em enxertos 6sseos foram
descritos, até 0 momento, na literatura. O objetivo deste estudo foi de analisar os
efeitos da MDDH na reparacdo ossea. Foram utilizados, neste trabalho, 18
coelhos adultos jovens divididos em dois grupos de 9 animais cada. Nos animais
dos grupos controle e tratado foram realizados defeitos cirtrgicos de 5 mm de
didmetro na tabua dssea vestibular direita da mandibula, entre o segundo e
terceiro molar. No grupo experimental foram colocadas, na periferia do defeito
6sseo, fatias de MDDH de 8 um de espessura preparadas segundo a técnica de
CATANZARO-GUIMARAES et al'2. (1986). Os animais foram sacrificados apés os
periodos de 30, 60 e 90 diaé de observacéo para retirada das hemimandibulas.
Estas foram submetidas & analise macroscopica, radiografica e, posteriormente,
desmineralizadas em EDTA para obtengao dos cortes histolégicos corados com

HE e Picrosirius. Estes foram submetidos a analise histomorfolégica e



histomorfométrica para a quantificagcéo da matriz 6ssea neoformada. Apoés analise
estatistica (ANOVA e Teste de Tukey - p<0.05) verificou-se que a média de
formagdo de matriz 6ssea foi maior e estatisticamente significante no grupo
experimental. Concluiu-se que a MDDH atua como material osteoindutor e
osteocondutor na reparacédo 6ssea, promovendo a neoformagédo de tecido 6sseo

de maneira mais rapida e em maior volume nos periodos observados.



ABSTRACT

Several researches have been accomplished in order to accelerate the response of
bone repair, using the autogenous demineralized dentine matrix (ADDM) as an
osteoinductor material, considering its imunological compatibility. The
demineralized dentine has demonstrated a great osteogenic potential,
characterizing a tissue heteroinduction. Although ADDM was largely tested in bone
grafts, there are not many evidences of researches which applies the homogenous
demineralized dentine matrix (HDDM) in bone grafts. For these reasons, it was
proposed a study of the HDDM effectiveness as an osteoinductor material. In this
study 18 experimental animals (young adult rabbits) were divided into two groups
with 9 animals each. In the control group it was made surgical defects of 5 mm
diameter on the vestibular side of the mandibule, corresponding to the second and
third molars. In the experimental group, HDDM slices, 8 um thick, were positioned
peripherically in the bone defect. They were prepared according to CATANZARO-
GUIMARAES et al.'? (1986). These animals were sacrificed after 30, 60 and 90
days after the surgery. The hemimandibules were taken off and submitted to
macroscopic and radiographic analyses. Subsequently, they were demineralized in
EDTA and hystological cuts were obtained and stained in HE and Picrosirius. The
hystomorphologic and hystomorphometric analysis were done with the objective of

measuring the volume of bone matrix neoformed. After statistical analysis (ANOVA



and Tukey Test- p < 0.05) it was verified that the average of bone matrix
regeneration was higher and statistically significant in the experimental group. It
was concluded that HDDM induces not only a faster bone repair, but also a higher

volume of bone tissue in the observed periods.
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1. INTRODUCAO

O osso &€ um tecido conjuntivo especializado composto por partes
mineral e orgéanica, perfeitamente organizado para desempenhar, dentre outros, o
papel de estrutura de sustentacdo do corpo. A fase mineral do esqueleto 6sseo
contribui com cerca de dois ter¢gos de seu peso, o tergo restante é matriz organica,
constituindo-se principalmente de colageno do tipo | e quantidades pequenas de
outras proteinas nédo colagenas.

Dois tipos principais de células sdo encontrados no tecido 6sseo: o
osteoblasto e o osteoclasto, principais agentes da modificagdo da matriz 6ssea. O
osteoblasto produz a matriz que se mineraliza de uma maneira bem regulada.
Esta matriz mineralizada pode ser removida pela agdo do osteoclasto, quando
ativado.

A formagdo do tecido 6sseo tem sido considerada como a mais alta
etapa na evolugéo dos tecidos de suporte. O tecido dsseo difere dos demais
tecidos ndo s6 na sua estrutura fisicoquimica como também na sua extraordinaria
capacidade de remodelacao e de reparagéo durante todo o periodo pés-fetal. Os
ossos estdo constantemente sofrendo remodelagdo, um processo complexo que
envolve reabsor¢cdo numa superficie em particular seguida por uma fase de
neoformagéo 6ssea. Em adultos normais, ha um equilibrio entre a quantidade de
matriz 6ssea reabsorvida pelos osteoclastos e a quantidade de matriz formada

pelos osteoblastos, pois o processo de neoformagédo garante uma quantidade

11



equivalente de matriz 6ssea deixada ap6s a fase anterior de reabsorgéao
(FROST', 1964). Esta habilidade inata do tecido 6sseo de remodelacdo e
regeneragéo ao longo da vida tem sido atribuida tanto a proliferagéo de células
osteoprogenitoras quanto a inducdo da proliferacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais (CORMACK™, 1991). Qual destes dois mecanismos, na verdade,
responde pelas atividades de regeneracdo e remodelagdo o6ssea induzida,
permanece ainda um assunto controvertido.

A finalizagdo da reabsorcdo e o inicio da neoformacdo dssea em
lacunas de reabsor¢do ocorrem através de um mecanismo de aposi¢do
(PARFITI'“, 1982). A natureza detalhada da ativacdo e do mecanismo de
aposicdo de tecido 6sseo é ainda desconhecida, embora alguns fatores de
crescimento e proteinases, tais como o fator de crescimento beta-transformador
(TGF-B), fator de crescimento insulinico | e Il (IGF | e II), e ativadores do
plasminogénio tenham sido propostos (MARTIN®2, 1994; MUNDY®, 1984).

A regeneracao 6ssea guiada (ROG) é atualmente um dos campos de
maior crescimento na Odontologia e Medicina. Muitas pesquisas tém sido
realizadas para acelerar a resposta de reparagéo 6ssea em cirurgias utilizando-se
como material osteoindutor a matriz 6ssea desmineralizada autégena (URIST®,
1965; ALPER et al.!, 1989; BESSHO et al.4 1992), a matriz dentinaria autégena
desmineralizada (CATANZARO-GUIMARAES et al."?, 1986; BESSHO et al®, -
1990; CATANZARO-GUIMARAES'', 1993; GONCALVES', 1997, GOMES™,

1998) e ainda alguns fatores de crescimento 6sseo (BECKER et al® 1992). O
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referido processo & baseado no aumento da proliferacdo osteoblastica e da
sintese de matriz 6ssea. Segundo CATANZARO-GUIMARAES' (1993) todo o
processo € controlado por complexas interagbes moleculares, mensagens
celulares de curta e longa extensdo influenciando a proliferagéo, a diferenciacéo, a
quimiotaxia, € subseqgiientemente, a velocidade e duragéo do trabalho das células
de linhagem osteoblastica e osteoclastica.

Alguns autores afirmam que a proliferacédo celular é iniciada por um
fator estimulador local, a proteina morfogenética dssea (BMP), (URIST &
STRATES®, 1971) As proteinas estruturais, tal como os colagenos, também
poderiam estar envolvidos, uma vez que o colageno do tipo | e seus fragmentos
causam o mesmo efeito (MUNDY et al.*, 1982). Segundo BRUDER et al.® (1994)
a proliferacao de tecido mole no defeito 6sseo inibe o tecido potencialmente
osteogénico "in situ” a formar tecido 6sseo. Assim também, ALPER et al.’ (1989) e
RABIE et al.* (1996) afirmam que os enxertos 6sseos podem agir como barreira
fisica, prevenindo o crescimento do tecido ndo dsseo circunjacente para o interior
do defeito e favorecendo, desta maneira, a reparagiao Ossea por células
especificas osteogénicas.

O uso de matriz dentinaria desmineralizada por CATANZARO-
GUIMARAES et al.'?> (1986), resultou em osteoindugdo observada no tecido
muscular do abdémen, no tecido conjuntivo subcutaneo, em alvéolos dentarios e
em defeitos 6sseos em animais experimentais. Esses autores destacam ainda
que, nessas areas, a matriz dentinaria sempre induziu a neoformagéo 6ssea ao

invés de formagao de dentina, realizando, portanto, uma heteroindugao tecidual.
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Estes autores descrevem que nos defeitos 6sseos, a matriz dentinaria
sofre reabsorcéo enquanto estd havendo neoformacéo de tecido ésseo na regido
de implantagao. O tecido 6sseo neoformado cresce por extenséo e proliferagdo do
tecido osteogénico derivado do endbsteo e da medula 6ssea, mas ele pode surgir
também da diferenciagdo das células mesenquimais adjacentes.

Embora a matriz dentinaria desmineralizada autégena tenha sido
amplamente empregada experimentalmente em enxertos 6sseos variados, poucos
trabalhos sobre o uso de matriz dentinaria desmineralizada homégena em
enxertos Osseos foram referenciados até o presente momento. BANG? (1972)
comparou o grau de antigenicidade da matriz dentinaria desmineralizada
xenogénica com o da matriz dentinaria desmineralizada homégena. Neste estudo,
notou-se o alto grau de antigenicidade do implante xenogénico, sem a presenca
de osteoindugéo, enquanto que a matriz dentinaria homogena provocava discreta
reacao imunolégica, evidenciando ainda, certo potencial osteoindutor.

Diante dos estudos ja referidos na literatura sobre a atividade
osteoindutora da matriz dentinaria desmineralizada autégena (MDDA) e da matriz
dentinaria desmineralizada homégena (MDDH), a avaliagdo da atividade
osteoindutora da matriz dentinaria desmineralizada homégena em defeitos dsseos
cirargicos em mandibulas de coelhos reveste-se da maior importancia, tendo em
vista que a origem embriolégica e a atividade funcional das estruturas

mencionadas s&o de grande interesse, mormente na area odontolégica.

14



2. REVISAO DA LITERATURA

A formacéao 6ssea resulta de uma complexa cascata de ocorréncias que
envolvem a proliferacdo de células mesenquimais primitivas, diferenciacdo em
células precursoras osteoblasticas (osteoprogenitora, pré-osteoblasto), maturagao
dos osteoblastos, formacao de matriz e, finalmente, mineralizagdo (ERICKSEN et
al.', 1984).

A atracao quimiotatica inicial dos precursores dos osteoblastos é,
provavelmente, mediada por fatores locais produzidos durante o processo de
reabsorcdo. Tem sido demonstrado que o osso em reabsor¢cdo produz fatores
quimiotaticos para células com caracteristicas osteoblasticas in vitro (MUNDY et

al.® 1982). Um mediador que pode ser responsavel por este efeito é o TGF-p

(fator peta transformador), uma vez que o TGF-B ativo é liberado pelas culturas
6sseas em reabsorcéo (PFEILSCHIFTER et al.“*5, 1990, 1990a).

A segunda ocorréncia envolvida na fase de formagao do fenémeno de
aposicéo é a proliferacdo dos precursores dos osteoblastos. Provavelmente eles
sdo mediados pelos fatores de crescimento liberados do osso durante o processo
de reabsorcdo. Ha varios fatores que representam os fatores autécrinos e
paracrinos. Os fatores de crescimento séo definidos como agentes que aumentam
a replicacéo celular, como também podem induzir a diferenciagdo celular. Os
fatores de crescimento mais conhecidos sdo os polipeptideos. Estes séo

sintetizados por uma variedade de células. Em determinadas situagoes, os fatores
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de crescimento podem agir como agentes sistémicos, mas geralmente eles agem
como agentes reguladores locais. Entre eles estdo os membros da superfamilia do
TGF-B e varios outros fatores de crescimento que sdo seqiestrados da matriz
ossea e estimulam a proliferacdo do osteoblasto, incluindo o IGF-| e | (fatores de
crescimento insulinico | e Il), fatores de crescimento do fibroblasto (FGF) e fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF). O interessante é que estes fatores de
crescimento podem desempenhar um papel mais sutil na formagéo 6ssea uma vez
que eles recentemente mostraram que evitam a apoptose osteoblastica in vitro
(HILL et al.®, 1997).

A terceira ocorréncia na fase de formacdo é a diferenciagdo do
precursor do osteoblasto numa célula madura. Varios dos fatores de crescimento
osseo-derivados podem causar o surgimento de marcadores dos fenétipos dos
osteoblastos diferenciados incluindo a expressdao da atividade da fosfatase
alcalina, colageno do tipo | e osteocalcina. Os mais proeminentes destes fatores
sido o IGF-l e a proteina morfogenética dssea (BMP-2), este ultimo membro da
superfamilia do TGF-B dos polipeptideos. As lacunas de reabsor¢do dssea
geraimente séo completamente reparadas embora nio se saiba como isto seja
alcangado (MASSAGUE®,1985; ROBERTS et al.*,1985).

E provavel que as complicadas interacdes entre estes fatores liberados
localmente de forma ativa, como uma conseqiiéncia do processo de reabsorgao,
sejam responsaveis pela formagéo cuidadosamente coordenada do osso novo que

ocorre nestes locais (LEWIS et al.*°, 1993).
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A remodelagdo 6ssea € regulada por horménios sistémicos e por
fatores locais que afetam as células da linhagem dos osteoclastos e osteoblastos
e exercem seus efeitos sobre a replicagdo de células nao diferenciadas, o
recrutamento de células e a funcéo diferenciada das células (CABALIS™, 1983). A
matriz 6ssea € uma rica fonte de fatores de crescimento, como o fator de

crescimento insulinico | e |l, fator de crescimento transformador B (TGF-g-1 e TGF-

p-1l), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
fibroblastico acido e basico (aFGF e bFGF) e proteina morfogenética 6ssea
(BMP). Segundo BUSCH et al.” (1996) a producao destes fatores de crescimento
pode ser regulada por hormbnios sistémicos e estresse mecanico local. O produto
final da remodelagcdo € a manutengdo de uma matriz 6ssea mineralizada e do
componente organico maior desta matriz, o colageno tipo I.

Os fatores locais sd@o sintetizados por células esqueléticas e incluem
fatores de crescimento, citocinas, prostaglandinas. Os fatores de crescimento séao
polipeptideos que regulam a replicacdo e funcado diferenciada das células. Os
fatores de crescimento possuem efeitos sobre as células da mesma classe
(fatores autécrinos) ou sobre as células de outras classes dentro do tecido (fatores
paracrinos). A presenca de fatores locais ndo é particularidade do sistema
esquelético, pois os tecidos ndo esqueléticos também sintetizam e respondem aos
fatores autoécrinos e paracrinos. Os fatores de crescimento também estdo
presentes na circulacdo e podem agir como reguladores sistémicos do

metabolismo esquelético, mas os fatores produzidos localmente possuem fungdes
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mais diretas e importantes no crescimento celular. Os fatores de crescimento
podem desempenhar um papel fundamental na aposi¢ao da formacéo 6ssea com
a reabsor¢cdo 6ssea e, possivelmente, na patofisiologia das disfungbes dsseas
(HILL et al.?%, 1998)

Por meio de técnicas moleculares, identificou-se uma familia de
proteinas morfogenéticas estruturalmente relacionadas, contendo seqiiéncias de
aminoacidos homoélogas as proteinas do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B). A BMP & um produto do metabolismo dos osteoblastos, odontoblastos e
de varias células tumorais. Esta € armazenada na forma de concentrados no osso,
dentina e em células neoplasticas do osteossarcoma e de certos tumores
odontogénicos, tais como: fibroma cementificante, cementobiastoma benigno,
dentinoma, fibroma odontogénico e odontoma (URIST & STRATESY, 1971;
RAVAL et al.*’, 1996; GAO et al."”, 1997).

A BMP tem fungéo de regular a diferenciagéo do tecido cartilaginoso e
6sseo in vivo. Esta proteina apresenta varios papéis durante o desenvolvimento
embrionario e durante a organogénese, incluindo a esqueletogénese e o
desenvolvimento cranio-facial e dos tecidos dentarios. Durante a reabsorgdo
Ossea, os osteoclastos degradam a matriz 6ssea, propiciando a liberacao da BMP.
Apés a sua liberagdo nos tecidos, esta induz a diferenciagdo das células
osteoprogenitoras em osteoblastos. Possui ainda ag¢do quimiotatica e mitogénica,
bem como aumentam a sintese de matriz 6ssea (URIST & STRATES®, 1971;

BESSHO et al.>*, 1990,1992)
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A andlise de identificacdo das BMPs permite sua divisdo em varias
subfamilias. O exame da seqiiéncia de aminoacidos das proteinas morfogenéticas
demonstrou que as proteinas BMP-2 e BMP-4 sao constituintes do subgrupo mais
relacionado na literatura. Estas proteinas apresentam 86% da seqiiéncia de
aminoacidos idénticas entre si e 33-35% idénticas a sequéncia do TGF-p.

O segundo subgrupo, formado por BMP-5, BMP-6 (Vgr), BMP-7 (OP-1)
e BMP-8 (OP-2), exibe cerca de 73-83% de aminoacidos similares entre si, e sdo
provaveimente homologos do gene Vgr/60. A BMP-6 humana apresenta 91% da
seqiiéncia de aminoacidos do Vgr-1, um peptideo derivado da hibridagédo cruzada
de aminoacidos do embrido de camundongo com Vgr-1, uma proteina envolvida
com o desenvolvimento, localizada no hemisférico vegetal, em ovos de Xenopus
laevis. Por esta razéo, considera-se o Vgr-1 como homélogo, nos roedores, da
BMP-6 humana. A BMP-7 diferencia-se das demais BMPs por ndo apresentar
atividade morfogenética e nédo pertencer a familia do TGF-B, sendo hoje
considerada como uma procolageno C-proteinase (RIPAMONTI & REDDI®®, 1994;
ROSEN & THIES®!, 1995; GONCALVES™, 1997). Em estudos recentes realizados
por HELDER et al.” (1998), onde estudaram a expressao ou a localizago tecidual
e fungéo das BMP-7 (OP-1) durante o desenvolvimento dentario dos roedores, os
autores verificaram que, nos tecidos dentarios desenvolvidos, havia padroes de
distribuicdo e expressao similares aos das proteinas dos demais grupos de BMP.

A BMP-7 nao era um fator de crescimento essencial para o desenvolvimento do
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dente, possivelmente por causa do excesso funcional em relagdo aos outros
grupos de BMPs ou fatores de crescimento relativo.

O terceiro subgrupo € formado apenas pela BMP-3, ou osteogenina,
com 45% de seqiéncias idénticas ao BMP-2. Uma subfamilia de proteinas
similares a BMP, importantes na formagao 6ssea, clonadas mais recentemente,
foram denominadas de fator de crescimento e diferenciagdo 5 (GDF-5) ou
proteinas morfogenéticas derivadas de cartilagem 1 (CDPM-1), GDF-6 ou CDMP-
2 e GDF-7 ou BMP-12. Estas sdo homodlogas em 80-86% entre si, e 46-57%
idénticas as BMP-2 e até a BMP-8 (RIPAMONTI & REDDI*, 1994; ROSEN &
THIES®', 1995; GONCALVES'®, 1997).

A osteoinducéo tem sido descrita como um fendmeno de transformagao
de células mesenquimais em células osteoprogenitoras ou osteoprecusoras e,
desta maneira, o tecido 6sseo neoformado pode desenvolver-se via ossificagdo
intramembranosa. As células osteoprecursoras (osteogénicas), denominadas
células osteoprecursoras determinadas e células osteoprecursoras induziveis,
segundo FRIEDSTEIN® (1976) podem também ser encontradas em varios tecidos
conjuntivos. As células osteoprecursoras determinadas encontram-se em tecidos
diretamente relacionados ao tecido 6sseo, tais como medula 6ssea e camada
profunda periésteo e endosteo. Estas células reagem a indugao diretamente com
proliferacdo e diferenciacdo em osteoblastos. As células osteoprecursoras
induziveis podem ser encontradas em tecidos distantes do tecido ésseo, sendo
abundantes no tecido conjuntivo subcutaneo, no tecido muscular esquelético, bago

e figado. Entretanto, em contato com um indutor adequado, como a proteina
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morfogenética Ossea, estas células diferenciam-se em condroblastos e/ou
osteoblastos resultando na producado ectopica de cartilagem e tecido dsseo
imitando a ossificagdo endocondral (GONCALVES', 1997). Sua reacdo ao
estimulo indutor da proteina morfogenética 6ssea (BMP) é mais complexa e imita
a formagéo 6ssea endocondral (REDDI*®, 1981). Ap6s a implantaggo subcutinea
de matriz 6ssea desmineralizada em ratos, observa-se a diferenciacéo de células
mesenquimais em 3 a 4 dias ap6s a implantagdo. No periodo de 5 a 8 dias,
desenvolve-se cartilagem que subseqlientemente se mineraliza. Em seguida, por
volta do décimo primeiro dia nota-se reabsorgéo da cartilagem, e neoformacgéo
6ssea em substituicio a cartilagem. A diferenciagdo intermediaria da cartilagem,
ou seja, a ossificagdo endocondral, &€ mandatéria se a indugao atua sobre células
precursoras induziveis (REDDI*®®, 1981) nestes casos a resposta ocorre sempre
pela neoformacgéo 6ssea indireta ou heterotopica.

Recentemente, enxertos 6sseos intramembranosos e endocondrais
frescos foram usados em defeitos 6sseos. Alguns estudos demonstraram que
implantes de matriz dssea endocondral desmineralizada induzem a formagéo
Ossea via cartilagem, enquanto outros trabalhos mostraram que na ossificagdo
intramembranosa o osso se forma sem que haja uma fase de cartilagem
intermediaria (ISAKSSON & ALBERIUS?, 1992; RABIE et al.*’, 1996).

Os ossos com diferentes origens embrionarias quanto ao modelo de
ossificagdo, podem apresentar caracteristicas distintas em relagdo ao implante.
Uma comparacéo da resposta biolégica, com implante de fosfato octacalcio em

defeitos cirtrgicos, em ossos de origem intramembranosa e endocondral foi
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realizada por SASANO et al.®? (1995). Estes pesquisadores demonstraram haver
indugdo da condrogénese e osteogénese com implante de fosfato octacalcio nos
ossos longos (tibia), mas somente osteogénese nos defeitos 6sseos em ossos de
origem intramembranosa (calvaria).

A neoformagcdo ossea devido a implantagdo de matriz Ossea
desmineralizada ou de proteina morfogenética 6ssea purificada, em defeitos
osseos cirdrgicos, tem sido bastante estudada. A atuagdo das proteinas
morfogenéticas 6sseas e de fatores de crescimento dsseo seria primeiramente
local, atuando de forma coordenada e seqiencial. A proteina morfogenética 6ssea
atuaria na proliferagdo e na diferenciacdo das células mesenquimais
indiferenciadas e o fator de crescimento 6sseo estimulariam a produgdo da matriz
6ssea neste sistema estimulado, tanto in vivo quanto in vitro (URIST &
STRATES®, 1971; BESSHO et al.*, 1992).

Quando substancias osteoindutoras atuam sobre as células
osteoprecursoras determinadas, a reagao se da pela neoformagao 6ssea direta,
ou ossificagdo intramenbranosa, também conhecida por reagédo 6ssea ortotépica.
Neste caso, a osteogénese € mais rapida, sendo o osso neoformado depositado
diretamente sobre as superficies 6sseas preexistentes. Estudos demonstraram
que a reparacéo éssea ocorre quando se utiliza a proteina morfogenética éssea
purificada efou matriz 6ssea desmineralizada (CATANZARO-GUIMARAES et al.”?,
1986; BESSHO et al.#, 1992).

No contexto da regeneragdao Ossea guiada, ndo esta claro se as

macromoléculas indutoras, que atuam nas células osteoprecursoras
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predeterminadas, sdo as mesmas que atuam nas células osteoprecursoras
induziveis (BUSER et al.8, 1994). Sabe-se, contudo, que os eventos em cascata,
que culminam com a formagdo Ossea heterotdpica envolvem: migracdo e
proliferacdo de células mesenquimais precursoras induziveis, condrogénese,
mineralizacdo de cartilagem, reabsorgao, invasao por tecido conjuntivo vascular
de cartilagem e neoformacédo 6ssea estimulada por membros da superfamilia do
fator de crescimento transformador beta (HAMMERLE et al.?" 2 1992, 1995;
BUSER et al., 1994; GONCALVES™, 1997).

Investigacbes anteriores demonstraram que proteinas associadas a
matriz 6ssea possuem propriedades quimiotaticas, mitogénicas e osteogénicas
(URIST & STRATES®, 1971; BESSHO® “, 1990, 1992), o mesmo ocorrendo com
a matriz dentinaria (BESSHO®, 1990; CATANZARO-GUIMARAES", 1993).

O potencial quimiotatico e osteogénico da matriz 6ssea e dentinaria
est4 associado & proteina morfogenética 6ssea (BESSHO et al.®, 1990). A matriz
Ossea, a rigor, € a maior fonte de fatores de crescimento dentre os tecidos
mineralizados. Alguns destes fatores de crescimento sdo produzidos pelos
osteoblastos, como o fator de crescimento insulinico, o fator de crescimento
transformador, o fator de crescimento fibroblastico e o fator de crescimento
derivado das plaquetas. Entretanto outros fatores sdao produzidos por células
relacionadas ao tecido 6sseo, como a interleucina-1 e o fator necrético tumoral,
sintetizado pelos macréfagos. Além da proteina morfogenética 6ssea, a matriz
dentinaria também é rica nestes outros fatores de crescimento (BESSHO et

al.5% 1990, 1992; BUSER et al.8, 1994, TZIAFAS et al.*®, 1995; GONGALVES™,
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1997). Diante deste fato, verificou-se que varios trabalhos na literatura relatam a
importancia da matriz dentinaria desmineralizada como material de implante
osteoindutor (CATANZARO-GUIMARAES et al."?, 1986; ALPER et al.', 1989).

Desde a década de 1960, com os estudos de URIST® (1965),
implantes de dentina desmineralizada vém sendo pesquisados em animais
experimentais. Recentemente a dentina desmineralizada vem sendo utilizada em
cirurgias de reconstrucdo 6ssea, cirurgias ortopédicas, cirurgias bucais e defeitos
6sseos (URIST & STRATES®, 1971; VEIS et al.5, 1989; GONCALVES™, 1997).

Em 1988, STRATES et al.>® testaram a habilidade de animais velhos
formarem novo tecido 6sseo. Para a realizacdo deste estudo, introduziram
implantes de matriz 6ssea desmineralizada, de osso medular e de colageno no
musculo da parede do abdémen de coelhos velhos (16 meses de idade) e jovens
(1 més de idade). Os autores observaram que a formagdo de tecido 6sseo
ectépico nos animais velhos, induzido pelos implantes de matriz 6ssea
desmineralizada e de medula 6ssea, continha menos calcio € um baixo nivel de
fosfatase alcalina quando comparado com o tecido 6sseo ectdpico obtido nos
animais jovens. Os implantes de colageno aplicado tanto nos coelhos jovens
quanto nos velhos ndo induziram formagdo 6ssea. Diante destes resultados, os
autores puderam concluir que a neoformacgéo 6ssea é reduzida com a idade.

A busca de caracteristicas ideais de um material de implante
osteoindutor constitui objeto de continuo desafio das pesquisas em ciéncias
biomédicas. Biocompatibilidade e estocagem sem perda da viabilidade, a

facilidade de obtencdo de material, a relagdo custo/beneficio, e, principaimente, o
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potencial osteoindutor tem sido parametro para os variados estudos sobre os
materiais biolégicos osteoindutores (CATANZARO-GUIMARAES', 1993). A
osteoinducao tem sido observada com a utilizagdo de materiais como a medula
ossea hematopoiética, osso fresco esponjoso, osso fresco compacto, matriz 6ssea
e dentinaria desmineralizada, hidroxiapatita e outros; tanto em pesquisas
experimentais quanto nas cirurgias reconstrutivas por perda de tecido 6sseo, tais
como: deformidades craniofaciais, politraumatismos, cirurgias ortopédicas e
oncolégicas, neurocirurgias e cirurgias corretivas do periodonto (YEOMANS &
URIST®, 1967; BANG? 1972; KNUDSEN et al., 1974; NORDENRAN et al.%,
1975; GOULD et al.?, 1981; STRATES et al.*®, 1988; ALPER et al.", 1989; VEIS et
al.%, 1989; NADE¥, 1994; NAKASHIMA®, 1994, TZIAFAS et al.%, 1995).

Os enxertos 6sseos mais usados sdo os autélogos, devido a sua maior
compatibilidade imunolégica e por apresentar melhores resultados em relacédo a
regeneragao Ossea. Além do tecido 6sseo, algumas particulas de dentina e de
cemento tém sido usados para induzir a osteogénese em cirurgias dsseas,
particularmente em cirurgias periodontais (CATANZARO-GUIMARAES'!, 1993).
Os enxertos 6sseos mais comumente utilizados tém sido o osso esponjoso e
especialmente em processos de reparo 6sseo com grande perda tecidual, como
nas corregoes de defeitos maxilo-faciais, em cirurgias dsseas oncolégicas, em
cirurgias corretivas do periodonto e no tratamento de perdas 6sseas alveolares
(CATANZARO-GUIMARAES et al.'?, 1986; GONCALVES", 1997).

BESSHO et al.>* (1990, 1992), sugere para a regeneragdo Ossea

guiada, combinagédo de enxertos 6sseos com matriz 6ssea desmineralizada. Os
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autores acreditam que a fungdo do enxerto 6sseo seja induzir a neovascularizagéo
no interior do defeito, enquanto que as células mesenquimais indiferenciadas, da
regidao perivascular dos novos vasos sangiineos, seriam induzidas a se
diferenciarem em osteoblastos pelas proteinas morfogenéticas dsseas da matriz
6ssea desmineralizada.

Estudos tém demonstrado a formagao de tecido 6sseo e cartilaginoso
apos a implantagdo de dentina desmineralizada na regido intramuscular de
animais experimentais. Este fendbmeno ocorre devido & presenca de um substrato
osteoindutor na dentina (BANGZ, 1972; BUTLER et al.’, 1977; GOULD et al®

1981: KAWAI & URIST?, 1989).

O reparo 6sseo local, decorrente de lesées 6sseas, fraturas, defeitos
e/ou por insercdo de implantes, é ativado pela liberagiao de fatores de
crescimento, como as proteinas morfogenéticas. Os fatores de crescimento
abundantes na matriz 6ssea sao produzidos por osteoblastos e sao responsaveis
pelo controle da formagéo 6ssea e pelo processo de reparacéo de modo geral. Em
alguns estudos, os autores relataram ainda que o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) e proteina morfogenética 6ssea (BMP) foram isolados. Os
autores observaram que na regido do enxerto dsseo, havia auséncia de sinal de
rejeicao e tiveram as maiores variagdes em condi¢cdes de neoformacéo Ossea. A
maior quantidade de neoformagdo dssea foi notada apenas onde foram utilizados
os fatores de crescimento.

O papel osteoindutor da dentina desmineralizada implantadas no tecido

muscular, no tecido conjuntivo subcutaneo, na cavidade medular do fémur, no
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ligamento periodontal de ratos, quando comparados com o osso desmineralizado
em cultura de células destes mesmos tecidos referidos in vitro, foi o trabalho
proposto por INOUE et al.®, (1989). Neste estudo, os autores observaram a
ocorréncia de osteoinducéo em todos os tecidos implantados e relataram haver
inducdo da condrogénese in vivo por implante de dentina desmineralizada,
ocorrendo mais rapidamente e em maior quantidade no tecido muscular, seguida
do tecido conjuntivo subcutaneo, cavidade medular e por fim, num processo mais
lento, no ligamento periodontal de ratos.

BUTLER et al.’ (1977) removeram os componentes soltveis presentes
na matriz dentinaria desmineralizada de rato sem prejudicar a atividade da BMP e
caracterizou as proteinas ndo colagenas (NCP) que permaneceram na matriz
insolivel. Neste estudo, os autores verificaram que a matriz dentinaria
desmineralizada mostrava atividade da proteina morfogenética dssea, pois
permitiu inducdo de cartilagem e osso quando implantadas na regido
intramuscular de ratos. Desde entao, a atividade da BMP foi previamente atribuida
as proteinas nao colagenas do osso e da dentina e a natureza das NCP da
dentina de ratos foram examinadas. Apés o tratamento da matriz dentinaria
desmineralizada com colagenase bacteriana purificada, trés NCP foram
solubilizadas concomitantemente, com a digestao do colageno da dentina para
peptideos menores. Das trés proteinas separadas, duas das NCP eram ricas em
aspartato, glutamato, glicina, serina e alanina e, desta forma, exibiam
composi¢oes similares as das proteinas acidicas de outros tecidos conjuntivos. A

terceira NCP mostrava composicdo de aminoacidos como aspartato e
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fosfoproteinas ricas em serina, as quais encontravam-se principalmente na forma
sollvel da dentina de rato. Os autores notaram que a atividade da BMP da dentina
desmineralizada de rato, similar aquela encontrada no tecido ésseo, estava
presente no tecido ap6s remogéo dos principais componentes soluveis.

Em estudos recentes, TZIAFAS et al.® (1995) demonstraram que
componentes bioativos presentes na matriz dentinaria desmineralizada tinham a
capacidade de induzir & diferenciacdo das células ectomesenquimais em células
semelhantes a odontoblastos na polpa dentaria de molares de caes, promovendo
a sua polarizacéo ou a secre¢ao de uma zona intermediaria de matriz.

KAWAI & URIST?® (1989) implantaram fragoes de proteinas nao
colagenas de dente descaicificado no musculo de camundongo. Estas fragdes
protéicas foram extraidas de dentes bovinos em trés diferentes estagios de
evolugdo, germe dentario, dente nao erupcionado e dente erupcionado. A
atividade osteoindutora de cada fracdo protéica, dos respectivos elementos
dentarios, foi mensurada através da analise de imagem computadorizada, apds a
sua implantacdo. De 71% a 83% dos 41 implantes de fragdo protéica nao
colagena de dente descaicificado, induziram formagao 6ssea. A quantidade de
formagédo 6ssea foi maior quando se implantou fragdo de proteina nao colagena,
de dentes ndo erupcionados, quando comparada com a fragéo de proteina néo
colagena de dentes erupcionados. O tecido mole dentario, que néo tinha atividade
osteoindutora, era rico em uma proteina de 14 kDa. Proteinas de 15 a 28 kDa
foram associadas com atividade de osteoindugdo. Diante dos resultados, os

autores sugeriram que os dentes bovinos tém uma selegdo de proteinas
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osteoindutoras comparaveis a proteina morfogenética 6ssea bovina.

Estudos preliminares sobre os efeitos de osteoindugdo da dentina
desmineralizada homoégena, em tecido gengival humano, foi estudado por
KNUDSEN et al.®, em 1974. Nesta pesquisa, utilizou-se 15 espécimes de dentina
homoégena, os quais foram implantados na gengiva de seis pacientes com doenca
periodontal, na faixa etaria de 32 a 58 anos de idade. Em adigéo, um implante de
dentina foi colocado no freio superior labial de oito pacientes. Estes
permaneceram nas regides referidas por 4 a 30 semanas e mostraram evidéncias
de diferentes variacbes nos graus de reabsorgdo. Neste estudo, a dentina
desmineralizada homégena mostrou-se bem tolerada pelos tecidos. Em um dos
casos, notava-se uma area semelhante a tecido duro neoformado, em intimo
contato com a matriz dentinaria. Entretanto, ndo havia evidéncia de neoformacgao
dssea induzida pelo implante de dentina.

NORDENRAM et al.? (1975) utilizaram matriz dentinaria
desmineralizada homégena para reconstruir um defeito traumatico no processo
alveolar, na regiao dos incisivos superiores esquerdos. Os resultados obtidos
foram satisfatorios, tanto ao nivel estético quanto ao funcional.

GOULD et al.?® (1981) sugerem a utilizagdo de gelatina de matriz
dentinaria, como um material de enxerto universal em cirurgias periodontais. Os
autores implantaram matriz dentinaria desmineralizada homégena em defeitos
osseos de tamanho critico no osso parietal de ratos. Nesta pesquisa, foram
empregados 20 ratos, divididos em dois grupos: tratado e controle. Apds a

confeccdo do defeito 6sseo, no grupo tratado, implantou-se gel de matriz
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dentinaria desmineralizada homégena no defeito 6sseo do lado direito do osso
parietal e, no grupo controle, realizou-se apenas a confec¢éo do defeito 6sseo no
lado esquerdo do respectivo 0sso, e a cavidade foi preenchida por coagulo
sanguineo. Decorridos 2, 4, 8 e 10 semanas, os animais foram sacrificados e as
pegas cirurgicas foram submetidas a analise microscépica. Com os resultados
obtidos, puderam concluir que o processo de reparo 6ésseo foi completo em todos
os grupos tratados, enquanto que, no grupo controle, o defeito foi reparado por
cicatrizacao fibrosa. Os pesquisadores relatam que a gelatina de matriz dentinaria
homaégena parecia ter um forte potencial osteoindutor, podendo ser utilizada como
um material de implante viavel.

CATANZARO-GUIMARAES et al.’? (1986) implantaram matriz
dentinaria autégena na forma de fatias e de particulas em defeitos experimentais
na mandibula de caes. Posteriormente, foram analisados em microscopia 6ptica,
nos periodos de 15, 30 e 90 dias. No implante de matriz dentinaria na forma de
particulas, observou-se reabsorcdo e substituicdo das particulas por formagéo
ossea e, no implante de matriz dentinaria na forma de fatias, verificou-se a sua
incorporagéo no osso neoformado. Segundo os autores, os implantes de matriz
dentinaria apresentavam algumas propriedades relevantes como: facil manuseio,
facilidade de obtencédo, presenc¢a de potencial osteindutor e biocompatibilidade.

Em 1993, CATANZARO-GUIMARAES'"' afirma que a osteoindugéo
seria controlada por complexas interacoes moleculares que atuariam sobre as
células osteoprogenitoras derivadas das células mesenquimais, influenciando sua

proliferagdo, migragéo, ancoragem e, subseqiientemente, a velocidade e duragéo
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das células das linhagens osteoblasticas e clasticas. O implante de dentina
desmineralizada, nas mais variadas formas ou apresentacdes (gel, particulas,
fatias, etc.), produz trabéculas osseas, cortical e medula 6ssea em quaisquer
sitios de implantacdo. A BMP da dentina é labil e as suas propriedades
osteoindutoras estao firmemente associadas com a matriz colagénica.

Além da dentina desmineralizada induzir a formag¢do 6ssea em areas
heterotopicas e ortotépicas, NAKASHIMA®4%*® (1990, 1992, 1994) verificou a
diferenciacdo de células ectomesenquimais da polpa dentaria de cédes, apés a
implantagdo de matriz dentinaria desmineralizada ou da BMP parciaimente
purificada. O autor sugere ainda que a matriz dentinaria implantada, poderia
promover uma superficie adequada para a fixagdo das células mesenquimais
indiferenciadas, auxiliando na orientagdo celular, caracterizando a sua agéo

osteocondutora.

31



3. PROPOSICAO

Pelo exposto, propds-se a realizacdo de um estudo para verificar os
efeitos da matriz dentinaria desmineralizada homégena na reparagio 6ssea de
defeitos cirargicos em mandibulas de coelhos por meio de analises macroscépica,

radiografica, histomorfolégica e histomorfométrica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Para o presente trabalho, foram utilizados 18 coelhos brancos, adultos
jovens (de 3 a 5 meses de vida) da raca New Zealand, com peso médio de 3,5 kg,
fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Botucatu — UNESP. Estes foram
divididos em dois grupos, sendo 9 animais para o grupo controle e 9 animais para
o grupo tratado. Em ambos os grupos, foi confeccionado um defeito dsseo na
regidao compreendida entre os segundos e terceiros molares inferiores direitos,
sendo que no grupo tratado foram colocadas fatias de matriz dentinaria
desmineralizada homégena (MDDH) contornando as paredes da loja cirurgica.

Os referidos animais foram submetidos a um periodo de observagao de
um més e mantidos em gaiolas individuais com dieta de rag¢ado balanceada e agua

ad libitum.

GRUPO GRUPO

CONTROLE TRATADO

sangiiineo

FIGURA 1 - Desenho esquematico do defeito 6sseo cirirgico em mandibula de

coelho dos grupos controle e tratado.
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4.2. PREPARACAO DA MDDH

A MDDH foi obtida dos incisivos centrais extraidos dos animais do
grupo conftrole, alguns minutos antes do sacrificio dos mesmos. Para isto, os
dentes foram despolpados por via retrograda e os residuos do ligamento
periodontal removidos por raspagem da raiz. Apés lavagem com soro fisiol6gico
estéril (NaCl a 9%) a 2°C, estes foram imersos em solucdo 06N de acido
cloridrico (Merck S.A. IndGstrias Quimicas) a 2°C, até a sua completa
desmineralizacédo. Em seguida, os mesmos foram lavados em agua destilada e
corrente, sob constante agitacdo por aproximadamente 3 horas para remocao total
do acido. Esse material foi preparado na forma de fatias de aproximadamente 8um
de espessura, com o auxilio de um micrétomo de congelamento, modelo CTD -
INTERNATIONAL-HARRIS CRYOSTAT - IEC. Estas fatias foram imersas em um
recipiente fechado contendo alcool etilico 70% e gentamicina (Parker-Davis) numa
concentracdo de 5ml/0,2sol e armazenadas a -15°C por um periodo de 12 a 15
dias, até o momento de sua implanta¢ao, quando foram rigorosamente lavadas em
soro fisiolégico estéril abundante. A técnica de preparo da MDDH foi preconizada

por CATANZARO-GUIMARAES et al.™? (1986).
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43. PREPARO DO ANIMAL, CONFECGCAO DO DEFEITO OSSEO
CIRURGICO E IMPLANTAGAO DA MDDH .

Os animais receberam antibiético Pentabittico de uso veterinario para
animais de pequeno porte (Fort Dodge) que consiste numa associagao de
benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina potassica,
diidroestreptomicina e sulfato de estreptomicina, por via intramuscular 24 horas
antes e 1 hora apds o procedimento cirtrgico na dose de 0,1mg/kg, conforme
indicado pelo fabricante.

A anestesia foi realizada por via intramuscular e as drogas utilizadas
foram uma associacdo do pré-anestésico cloridrato de 2 - (2,6 - xilidino) - 5,6 -
dihidro - 4H - 1,3 tiazina (Rompum - fr. 100ml/ Parker-Davis), com o anestésico
geral cloridrato de cetamina (Ketamina - fr/amp. 10mi - Parke-Davis). As dosagens
médias referenciais do pré-anestésico e anestésico geral foram 0,25mg/kg e
0,35mg/kg respectivamente. O pré-anestésico foi aplicado 15 minutos antes do
anestésico. Apbs estes procedimentos, o animal experimental foi colocado em
posicdo de decubito lateral sobre uma mesa cirirgica para a realizagdo da
tricotomia, assepsia com Polivinilpirrolidona-iodo / PVPI (Polvidine - Parke-Davis)
e posicionamento do campo fenestrado. Em seguida, administrou-se a anestesia
local cloridrato de prilocaina a 3% com felipressina 0,03 U.l, sol. injetavel
(Citanest — Merrell-Lepetit) para obtengdo da vasoconstriccdo na regido onde seria

realizado o defeito 6sseo.
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Posteriormente, foi feita uma incisdo na pele na regido do corpo da
mandibula do lado direito do animal e sindesmotomia da musculatura mastigatéria
até expor a tabua 6ssea vestibular. Imediatamente apds, confeccionou-se um
defeito 6sseo de forma circular, com 5mm de didmetro, na regido compreendida
entre os segundos e terceiros molares, utilizando-se uma broca tipo Trefina, com
irrigacdo constante de soro fisiolégico estéril. A espessura do referido defeito
correspondeu a da tabua o6ssea vestibular, atingindo superficialmente as raizes
dentarias inferiores. Apés a obtencdo do defeito, no grupo tratado, foram
colocadas fatias de MDDH nas paredes do defeito 6sseo e, no grupo controle, o
defeito 6sseo foi apenas preenchido por coagulo sanglineo. Em seguida,
procedeu-se o posicionamento e sutura dos musculos mastigatérios e da pele,
com fio de sutura absorvivel Vycril (Johnson & Johnson 6-0) e fio de sutura

montado (Johnson & Johnson com agulha seda 4-0) respectivamente (Fig. 2).
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(A) (B)

(€) (D)

(E) (F)

FIGURA 2 — Procedimento cirurgico: (A) tricotomia e assepsia; (B) incisdes da
pele e musculatura e exposicdo da tabua dssea vestibular; (C)
confecgéo do defeito dsseo e remocgdo da cortical; (D) defeito dsseo;
(E) MDDH na periferia do defeito; (F) sutura dos musculos
mastigatérios e do tecido subcutaneo.
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4.4. PERIODO EXPERIMENTAL

No final dos procedimentos cirurgicos, bem como durante 3 dias
consecutivos apos a cirurgia, todos os animais receberam solucéo injetavel de
analgésico e antiinflamatério diclofenaco de sédio (Voltaren / Parker-Davis) por via
intramuscular, na dosagem de 0,6mg/kg.

Decorridos 30, 60 e 90 dias, trés animais de cada grupo foram
sacrificados periodicamente por superdosagem de barbitirico (Pentobarbital

sddico — 60mg/ka).

45. ANALISE MACROSCOPICA

As hemimandibulas contendo o defeito 6sseo foram removidas em
bloco para a analise da regido do defeito cirlrgico quanto aos aspectos
macroscopicos de dimenséao, consisténcia, coloragdo e forma. Estas observagdes

foram registradas e fotografadas

4.6. ANALISE RADIOGRAFICA

Para obtencgdo das imagens radiograficas digitalizadas dos espécimes,

utilizou-se o sensor tipo placa de imagem, sendo este exposto aos raios-X, com
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2mAs e 70kVp. As hemimandibulas foram colocadas individualmente sobre a
placa de imagem, sendo esta posicionada horizontalmente. A distancia foco-
fragmento (dff) adotada foi de 40 cm e o tempo de exposicédo aos raios-X de 0,26
segundos. Imediatamente apds a sensibilizacdo da placa, esta foi digitalizada e as

imagens obtidas foram interpretadas pelo programa DIGORA.

4.7. ANALISE HISTOMORFOLOGICA

Para estudo histomorfolégico, apés a fixacdo das pecas com formol a
10% por 72 horas, estas foram desmineralizadas em solu¢do aquosa de EDTA
0,2M (Merck S.A. Industrias Quimicas) segundo a técnica de WARSHAWSKY &
MOORE® (1967), substituida a cada 48 horas e agitada trés vezes ao dia, depois
processadas e incluidas em parafina. Os cortes foram feitos com 6um de
espessura e as laminas foram preparadas pelas técnicas histolégicas rotineiras
para coloracédo com hematoxilina-eosina e picrosirius (sirius red) (QEEL - Quimica
Especializada Erich/Ltda) de acordo com MONTES & JUNQUL’-_'\i"RA34 (1991). Em
seguida, as laminas foram analisadas pela microscopia de luz convencional para
estudo histomorfolégico e para andlise histomorfométrica, pela microscopia de

polarizacao (Fig. 3).
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FIGURA 3 - (}ampo microscépico ufilizado na contagem histomorfométrica, destacando em
contraste as fibras colagenas da matriz déssea neoformada. Aumento original de 100x.

PICROSIRIUS (sirius red).
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4.8. ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a realizagdao da histomorfometria, utilizou-se o método
estereolégico, que consiste em determinar parametros quantitativos
tridimensionais de estruturas anatémicas a partir de cortes histolégicos por meio
da geometria e da estatistica (MANDARIM-DE-LACERDA®, 1995). A finalidade da
aplicacdo deste método é estudar uma determinada amostra de cortes aleatérios e
isotrépicos.

Considerando que o principio experimental da estereologia esta na
casualizacdo das amostras, a escolha das mesmas deve ser realizada por um
método que elimine a ocorréncia de vicios na amostragem, consistindo na
aplicacdo de procedimentos de casualizagcdo em todas as fases do experimento,
tais como: selegdo aleatéria dos animais, dos blocos histologicos, das laminas,
dos cortes histologicos presentes em cada lamina e, principalmente, dos campos
microscopicos a serem utilizados nas quantificagses (TAGA & STIPP*, 1994).

Neste estudo, utilizou-se o programa KS400 (Kontron Eletronik
Germany), responsavel pela elaboracdo de um sistema teste especifico. O
sistema selecionado consistiu num reticulo composto por 54 quadrilateros,
apresentando area de 10x10* um?cada um, e por 70 pontos que representavam a
intersecgdo das linhas que compdem os quadrados. Este reticulo é sobreposto as
imagens dos campos histolégicos, sendo estas analisadas num aumento original

de 100x. As imagens obtidas sdo captadas por uma camera de video e
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transferidas para um monitor de alta resolugéo.

O namero minimo de cortes histolégicos para esta analise é obtido
através do Método de Frequéncia Acumulada (WEIBEL®', 1979), que se
caracteriza pela determinagdo empirica do nimero minimo de observagbes para
construir uma amostra adequada as medi¢des. Baseado neste método, obtiveram-
se nove cortes histolégicos, com trés campos microscépicos em cada corte, por
animal. Esta técnica foi aplicada em ambos os grupos de estudo, com o propésito
de quantificar a matriz 6ssea neoformada dentro dos periodos considerados.

Segundo o sistema, a contagem morfométrica é obtida através da
quantificacdo do numero de pontos que incidiram sobre a matriz éssea
neoformada. Seus valores sdo transformados em densidade de volume que
representa a fracdo de volume ocupada por um objeto numa determinada
estrutura, expressa em porcentagem ou como fragdo da unidade (MANDARIM-
DE-LACERDA®', 1995), segundo a formula:

Densidade de volume (Vvi) = __PMo (n° de pontos sobre matriz éssea neoformada)
70 (n° total de pontos do sistema teste)

Os valores desta contagem séo tabelados para andlise estatistica. Os
resultados assim obtidos foram, neste caso, submetidos a Analise de Varidncia
(ANOVA) e Teste de Tukey (VIEIRA®, 1999), com o nivel minimo de significancia
de 5% (p < 0,05).



5. RESULTADOS

Para facilitar a descricdo dos resultados obtidos nas analises
macroscopica e radiografica das pecas dos grupos experimentais, os defeitos

cirtirgicos, foram divididos em por¢bes central e periférica (Fig. 4).

Periférica

Central

FIGURA 4 — Desenho esquematico do defeito 6sseo confeccionado na mandibula de

coelho
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5.1. ANALISE MACROSCOPICA

Os espécimes foram estudados pela face vestibular apés a disseccao e
remogéo da pele e tecidos subcutdneo e muscular. A regido do defeito dsseo,
localizado na hemimandibula direita do animal, foi analisada quanto a sua
coloragdo, dquantidade de osso neoformado, consisténcia do tecido de

preenchimento e grau de regularidade de sua superficie (Fig. 5).

5.1.1. PERIODO DE 30 DIAS

A regido onde foi confeccionado o defeito 6sseo, nos animais do Grupo
controle (Fig. 5A), apresentou-se distinguivel devido a sua coloragdo
acastanhada quando comparada com as areas adjacentes. A cavidade foi
preenchida por tecido mole e por osso. O tecido mole foi predominante sobre o
osso neoformado. Ao toque, os limites e a porgdo central da regido exibiram
consisténcia dura e firme respectivamente, denotando a presenca de uma fina
camada 6ssea recobrindo a area do defeito, sendo esta quebradica, sobretudo na
regidao central. A superficie da porgéo periférica anterior apresentou rugosidades
com pequenas areas de depressdes rasas dispostas de forma difusa e, nas

porcdes central e periférica distal, notou-se uma superficie lisa e uniforme.
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No grupo tratado (Fig. 5B), a regido do defeito apresentou-se
discretamente distinguivel e sua coloragdo era compativel com a das areas
adjacentes. Todas as porgoes foram totalmente preenchidas com osso
neoformado, caracterizando uma consisténcia dura ao toque. A superficie revelou
discreta rugosidade nas porgdes periférica anterior e central, enquanto que na
porgdo periférica distal sua superficie apresentou-se lisa. A area de reparagdo
analisada revelou-se rica em canais vasculares. Em nenhuma das porg¢des,

verificaram-se areas com depressao.

5.1.2. PERIODO DE 60 DIAS

No grupo controle (Fig. 5C), a regido do defeito dsseo cirtrgico foi
distinguivel, apresentando limites nitidos, sobretudo na periferia das porgoes
anterior e central. Apresentou ainda, coloragdo levemente acastanhada em
relacédo as areas adjacentes. A regido da cavidade, de consisténcia dura ao toque,
evidenciou seu preenchimento por osso neoformado. Entretanto, evidenciaram-se
areas de consisténcia fridvel na porgao periférica anterior. Em toda a extensao da
area analisada verificou-se uma superficie rugosa com presenca de traves 6sseas

de espessura variada e entrelagadas.
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No grupo tratado (Fig. 5D), a loja cirurgica foi totalmente preenchida
por osso neoformado. Nessa regido, observou-se uma coloragdo compativel com
o osso adjacente, sendo a consisténcia dura ao toque e a superficie irregular,

apresentando canais vasculares de tamanhos variados.

5.1.3. PERIODO DE 90 DIAS

O grupo controle (Fig. 5E), na regido analisada, apresentou limites
poucos precisos em toda a sua periferia e coloragao ligeiramente avermelhada em
relagdo a superficie adjacente, sendo que houve preenchimento de toda a regido
da loja cirdrgica por tecido 6sseo neoformado. A consisténcia ao toque revelou-se
dura tanto na periferia quanto na porgdo central da regido em questdo. A
rugosidade na superficie do defeito 6sseo apresentou-se bastante acentuada,
tanto na porgao central quanto na periferia da mesma.

No grupo tratado (Fig. 5F), as pe¢as apresentaram limites imprecisos
da regido correspondente a loja cirGrgica, com coloragdo compativel com a
superficie adjacente, além de total preenchimento da mesma por tecido 6sseo
neoformado, bastante duro e resistente a pressdao. Na maioria dos espécimes, a
regidao apresentou-se convexa devido a formagao de grande quantidade de tecido
6sseo preenchendo o defeito cirargico. A superficie apresentou discreta

rugosidade, restrita aos limites inferiores da regido analisada.
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(A) (B)

(E) (F)

FIGURA &£- Fotos das hemimandibulas de coelhos, mostrando a reparagéo
Ossea dos defeitos cirurgicos (setas). (A) grupo controle — 30 dias;
(B) grupo tratado — 30 dias; (C) grupo controle — 60 dias; (D) grupo
tratado 60 dias; (E) grupo controle — 90 dias; (F) grupo tratado — 90
dias.
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5.2. ANALISE RADIOGRAFICA

As imagens digitais obtidas das pecas cirurgicas foram analisadas e

descritas de acordo com suas variacdes de densidade (Fig. 6).

5.2.1 PERIODO DE 30 DIAS

No grupo controle (Fig. 6A), notou-se area radiollcida de forma
circular, limites regulares e localizada na regido entre 2°e 3° molares inferiores. No
grupo tratado (Fig. 6B), observou-se que a regido, onde foi confeccionado o

defeito, exibiu radiopacidade compativel com as areas adjacentes.

5.2.2 PERIODO DE 60 DIAS

No grupo controle (Fig. 6C), verificou-se a presenca de area
discretamente radiollcida, de forma circular, correspondente a regiao do defeito,

entre os molares inferiores, apresentando limites indefinidos na por¢ao periférica
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superior e limites um pouco mais nitidos nas demais por¢cdes. No grupo fratado
(Fig. 6D), observou-se que a regido correspondente ao defeito, apresentou
aspecto de normalidade, com grau de densidade radiografica compativel com o do

tecido 6sseo adjacente.

5.2.3 PERIODO DE 90 DIAS

Em ambos os grupos experimentais, ndo foi possivel delimitar a regido
~ do defeito 6sseo. No grupo controle (Fig. 6E), notou-se que a radiotransparéncia
foi semelhante a das areas adjacentes, sendo compativel com trabeculado 6sseo

normal. Este aspecto foi, também, constatado no grupo tratado (Fig. 6F).
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(©) (D)

(E) (F) )

FIGURA @ — Radiografias das hemimandibulas de coelhos, mostrando a
repara¢ado 0ssea dos defeitos cirlrgicos (setas): (A) grupo controle -
30 dias; (B) grupo tratado - 30 dias; (C) grupo controle — 60 dias; (D)
grupo tratado — 60 dias; (E) grupo controle - 90 dias; (F) grupo
tratado — 90 dias.
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5.3. ANALISE HISTOMORFOLOGICA

Os resultados da analise histomorfolégica se referem aos dois grupos,
controle e tratado, analisados em conjunto dentro de cada periodo considerado no

experimento.

5.3.1. PERIODO DE 30 DIAS

No grupo controle, a loja cirtrgica apresentou-se preenchida por tecido
conjuntivo osteogénico e por trabéculas ésseas. O tecido conjuntivo apresentou
um discreto infiltrado de células inflamatérias mononucleares na base do defeito
(Figs. 8A e 9A). Observou--se a formagdo de trabéculas é6sseas, com maior
intensidade, na periferia do defeito 6sseo, estendendo-se para a regidao central do
mesmo de maneira centripeta (Fig. 7A). As trabéculas 6sseas revelaram-se
imaturas, com grande numero de células, delicadas e irregulares (Fig. 8A). Na
maioria dos cortes, observou-se a presenga de uma lamina continua de tecido
6sseo imaturo recobrindo superficialmente o defeito 6sseo em toda a sua
extensdo. Abaixo desta lAmina 6ssea, entretanto, a porgdo mais profunda e central
do defeito apresentou grande quantidade de tecido conjuntivo osteogénico e.

esparsas trabéculas 6sseas imaturas (Figs. 7A e 9A).
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No grupo tratado, a regido do defeito mostrou-se quase totalmente
preenchida por tecido 6ssec e, em determinadas areas, por tecido conjuntivo
osteogénico. As trabéculas 6sseas apresentaram-se distribuidas por toda a
extensdo da regido do defeito e em maior quantidade nas areas limitrofes da loja
ossea (Fig. 7B). A presenca de fatias de MDDH foi constante em toda a extensao
do defeito (Figs. 11A e 11B), sendo que estas foram observadas tanto
incorporadas a matriz 6ssea neoformada (Figs. 10A e 10B) quanto fazendo parte
do tecido conjuntivo osteogénico em algumas regides (Figs. 12A, 12B e 13).

Quando observadas as regides vizinhas as fatias de MDDH presentes
no tecido conjuntivo osteogénico, notou-se a presen¢a de moderado infiltrado de
células inflamatérias mononucleares (Fig. 11A), além de grande quantidade de
osteoblastos posicionados, preferencialmente, em torno das fatias de MDDH (Figs.

12A, 12B e 13).

Notou-se ainda, de forma bem caracteristica, a disposicdo de matriz
6ssea neoformada sobre as fatias de MDDH (Figs. 11B, 12A e 12B), resultando na
incorporagdo das mesmas ao tecido é6sseo neoformado, como observado em
areas ja preenchidas por trabéculas ésseas imaturas (Figs. 10A, 10B, 12A e 12B).

Foi evidente a presenca de amplos canais de Havers (Fig. 8B) no tecido
6sseo neoformado e a presenga de osteoclastos (Figs. 9B e 10B). Nos limites do
defeito, onde foram implantadas as fatias de MDDH, verificou-se maior quantidade

de tecido 6sseo neoformado, em relagéo a regiao central (Fig. 7B).
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FIGURA 7 - {A) Grupo Controle — 30 dias. Trabeculado 6sseo disperso na loja cirtirgica. Setas
indicam os limites do defeito 6sseo. (B) Grupo Tratado — 30 dias. Trabéculas 6sseas neoformadas
(setas) preenchendo quase totalmente a loja cirlrgica. Aumento original de 25x. HE.
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FIGURA 8 - {A) Grupo Controle - 30 dias. Trabeculas 6sseas imaturas envolvidas por tecido
conjuntivo osteogénico. {B) Grupo Tratado — 30 dias. Tecido 6sseo neoformado. Trabéculas 6sseas
celularizadas. Amplos canais vasculares (setas). Aumento 100x. HE.




FIGURA 9 - {A) Grupo Controle - 30 dias. Setas indicam atividade osteogénica. (B) Grupo Tratado -
30 dias. Presenca de tecido ésseo neoformado. Osteoclastos (seta), osteoblastos (asterisco) e
ostedcitos (cabeca de seta). Aumento original de 200x. HE.




FIGURA 10 - Grupo Tratado - 30 dias (A) e (B). Fatias de MDDH incorporadas a matriz 6ssea
neoformada (setas). Amplos canais vasculares (asterisco) e osteoclastos promovendo a
remodelacao do tecido 6sseo imaturo (cabeca de seta). Aumento original de 100x (A) e 200x (B) HE.
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FIGURA 11 Grupo Tratado - 30 dias (A) e (B). Fatias de MDDH (setas). {A) Grande quantidade de
células osteoprecursoras e moderado infilirado de células inflamatérias mononucleares. (B) Tecido
osseo neoformado sobre fatia de MDDH (asterisco). Aumento original de 100x {A) e 200x (B). HE.




FIGURA 12 - Grupo Tratado - 30 dias {A) e (B). Fatias de MDDH no tecido conjuntivo osteogénico
(setas). Matriz 6ssea neoformada sendo depositada na superficie das fatias de MDDH (asterisco).
Grande quantidade de osteoblastos (cabeca de seta). Aumento original de 100x (A) e 200x (B). HE.
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FIGURA 13 - Grupo Tratado - 30 dias. Células osteoprecursoras posicionadas na superficie das

fatias de MDDH (setas), depositando matriz 6ssea neoformada sobre as mesmas. Intensa atividade
osteogénica. Aumento original de 200x. HE.




5.3.2. PERIODO DE 60 DIAS

No grupo controle, a regidgo da loja cirurgica ndo foi totalmente
preenchida por trabéculas 6sseas. Uma lamina éssea continua recobriu em
extensdo a porgdo superficial da regido do defeito 6sseo. Esta lamina éssea
apresentou-se constituida por tecido ésseo imaturo, bastante celularizado (Fig.
14A).

Abaixo desta por¢cdo dssea continua denotou-se a presenca de tecido
conjuntivo frouxo, com células osteoprogenitoras e pouca quantidade de fibras
(Fig. 15A). Na base do defeito 6sseo, ou seja, na porgéao relacionada as raizes dos
dentes molares inferiores houve o preenchimento quase total da regido por tecido
o0sseo também imaturo, bastante celularizado. Células clasticas foram
evidenciadas nesta regido, além de um tecido conjuntivo com grande quantidade
de fibras e células osteogénicas (Figs. 15A e 16A). Observou-se o crescimento de
tecido 6sseo da porgao basal e limites laterais do defeito em direcdo a porcao
central do mesmo, formando aparentemente uma ponte 6ssea em direcéo a
porgédo central da regido correspondente a loja cirurgica (Fig. 14A).

No grupo tratado, a regido do defeito Osseo apresentou grande
guantidade de tecido dsseo constituido de trabéculas 6sseas imaturas, bastante
celularizadas com amplos canais de Havers, além de grandes espagos medulares.
Na porgdo central da regido correspondente a loja cirurgica, notou-se a presencga
de tecido conjuntivo osteogénico, apresentando moderado infiltrado de células

inflamatérias mononucleares (Fig. 15B). O crescimento 6sseo se deu da regido
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dos limites do defeito em direcdo a porcdo central do mesmo (Fig. 14B).
Incorporadas as trabéculas 6sseas imaturas, as fatias de MDDH ficaram evidentes

(Figs. 15B e 16B).



FIGURA 14 - {A} Grupo Controle ~-80 dias. Lamina dssea recobrindo a loja cirtrgica. Setas indicam
os limites da loja dssea. (B) Grupo tratado - 60 dias. Trabeculado 6sseo preenchendo a maior parte
da loja cirtrgica, setas indicam limites do defeito 6sseo. Aumento original de 25x (A) e (B).HE.



FIGURA 15 - (A) Grupo controle - 60 dias. Tecido ¢sseo preenchendo parcialmente a loja cirdrgica.
{B) Grupo tratado - 60 dias. Tecido 6sseo neoformado com amplos canais vasculares (asterisco) e
fatias de MDDH incorporadas a matriz dssea (setas). Aumento original de 100x (A) e (B). HE.
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FIGURA 16 - (A) Grupo controle - 60 dias. Tecido 6sseo imaturo. Osteoclastos promovem a
remodelacdo da matriz dssea (setas). (B) Grupo tratado - 60 dias. Fatia de MDDH totalmente
incorporada a matriz 6ssea neoformada (setas). Aumento original de 200x (A) e (B). HE.
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5.3.3. PERIODO DE 90 DIAS

No grupo controle, a regidgo da loja cirlirgica nao foi totalmente
preenchida por tecido ésseo. Uma lamina 6ssea continua recobriu em extenséo a
por¢éo superficial da regido do defeito ésseo (Fig. 17A).

Esta lamina 6ssea apresentou-se constituida por tecido 6sseo com
certo grau de organizagdo. Abaixo desta porgdo éssea continua observou-se a
presenca de tecido conjuntivo frouxo, apresentando células osteogénicas e pouca
quantidade de fibras. Na base do defeito 6sseo, ou seja, na porgéo relacionada as
raizes dos dentes molares inferiores o preenchimento da regido por tecido 6sseo
foi quase total (Fig. 17A). Este apresentou-se, entretanto, ainda bastante
celularizado. Observou-se a formacgdo de trabéculas 6sseas da porgéo basal e
limites laterais do defeito em dire¢do a porcéo central do mesmo, formando uma
ponte 6ssea em direcao a por¢éo central da regidao correspondente a loja cirdrgica
(Fig. 18A). Notou-se a presenca de células clasticas, sobretudo na porgao basal
da loja cirurgica (Fig. 19A).

No grupo ftratado, a regido do defeito 6sseo apresentou maior
quantidade de tecido 6sseo em relacdo ao grupo controle, constituido de
trabéculas imaturas, bastante celularizadas, apresentando amplos canais de
Havers, além de grandes espacos medulares (Fig. 17B). Na porgdo central da
regido correspondente a loja cirdrgica, notou-se a presen¢a de tecido conjuntivo

osteogénico, apresentando pequena quantidade de células inflamatérias (Fig.
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18B). O crescimento ésseo se deu da regido dos limites do defeito em diregdo a
porcdo central do mesmo. Na maioria dos cortes ndo foram observadas fatias de

MDDH incorporadas ao tecido 6sseo neoformado (Figs. 18B e 19B).
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FIGURA 17 - (A) Grupo controle - 90 dias. Defeito parciaimente preenchido por tecido 0sseo. Setas
indicam os limites da loja cirdrgica. (B) Grupo fratado - 90 dias. Trabeculado 6sseo preenchendo o
defeito. Setas indicam os limites do defeito 6sseo. Aumento original de 25x (A) e {B). HE.

69



FIGURA 18 - {A) Grupo controle - 90 dias. Ponte de tecido 6sseo ligando a base (seta) e superficie
(seta) da loja cirtrgica. (B) Grupo tratado - 90 dias. Tecido 6sseo ainda bastante celularizado e com
ampla cavidade medular (seta). Aumento original de 100x (A) e (B). HE.
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FIGURA 19 - (A) Grupo controle - 90 dias. Tecido 6sseo neoformado em atividade de remodelacéo.
Seta indica a presenca de osteoclastos. (B) Grupo fratado - 90 dias. Tecido 6sseo apresenta-se em
organizag&o. As setas indicam amplos canais de Havers. Aumento original de 200x {A) e {B). HE.
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5.4. ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A andlise histomorfométrica teve como finalidade mensurar a densidade
de volume da matriz 6ssea neoformada nos defeitos ésseos dos grupos controle e
tratado, bem como fornecer os dados necessarios a andlise estatistica destas
medigées.

As densidades de volume de matriz éssea encontradas em cada um
dos 27 campos microscopicos, para cada animal, avaliados individualmente foram
expressas na Tab. 3 no ANEXO.

De acordo com os dados, referentes a analise de variancia,
apresentados na Tab. 1, a diferen¢a estatistica entre as densidades de volume de
matriz 6ssea nos grupos experimentais foi significante em todos os periodos de
observagdo considerados, assim como as diferencas quantitativas entre os dois
grupos analisados.

Os valores expressos na Tab. 1 relativos a progressdo da sintese de
tecido 6sseo de acordo com o tempo, dentro de um mesmo grupo experimental,
nao foram significantes, revelando o equilibrio no processo de neoformagédo 6ssea

a partir de 30 dias de observacdo em ambos os grupos experimentais.
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Tabela 1: Analise de Variancia considerando os fatores: Tratamento e Tempo.

Fonte da variagéo SQ [ g | MQ F valor-P | F critico
Controle / Tratado 2,868| 1 |2,868| 76,756 | 1,258E-16 | 2,634 **
Periodos de Observagdo | 0,125| 2 | 0,063 | 1,673 0,189 3,025
Tratamento x Tempo [0279| 2 |0,139| 3,732 | 2,501E-02 | 2,128 **

Entre Grupos 32721 5 10,654 | 17,513 | 9,66E-14 2,272
Residuo 5,829 |156| 0,037
Total 9,101 | 161

** Significante a 5%

Apés a realizacao da analise de variancia (ANOVA), foram expressos,
na Tab. 2, os valores das médias e desvio padrao das densidades de volume,
calculados para cada grupo experimental nos diferentes periodos de observagéo.
Baseados nestes valores, pode-se salientar que as médias de densidade de
volume de matriz 6ssea, no grupo tratado, foram significativamente maiores em
todos os periodos de observagio

Em seguida, aplicou-se o teste de TUKEY, com o objetivo de calcular a
diferenca minima significante entre duas médias ao nivel de significancia de 5%.
Os resultados das diferengas foram representados na forma de letras maitsculas
e minudsculas (Tab. 2), revelando a diferenga estatistica significante, em relagéo a
quantidade de matriz 6ssea neoformada, com grande vantagem numérica para o
grupo tratado.

Ainda na Tab. 2, deve-se ressaltar que a diferenca estatisticamente

significante entre os periodos de tempo considerados, dentro de um mesmo grupo
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experimental, ocorreu apenas no grupo controle entre os periodos de 60 e 90 dias

de observacéo.

Tabela 2: Média e desvio padrdao das densidades de volume dos fatores

Tratamento e Periodos de Observacgao; aplicagéo do Teste de Tukey* (5%).

CONTROLE "TRATADO (MDDH)

Média Desvio-padrao média Desvio-padrao
30 dias 0,359 ABDb 0,215 0,688 Aa 0,216
60 dias 0,311 Bb 0,191 0,632 Aa 0,180
90 dias 0,462 Ab 0,184 0,610 Aa 0,170

* Médias seguidas de letras distintas (mailsculas na vertical e mindscula na
horizontal) diferem entre si.

Na Fig. 20, estédo representados os valores das densidades de volume
de matriz 6ssea neoformada dos grupos controle e tratado, nos periodos de
observagédo determinados para este estudo.

A densidade de matriz revelou-se notadamente maior no grupo tratado,
aos 30 dias de observagédo, bem como 60 e 90 dias apés o implante da MDDH.

A Fig. 20 mostra ainda a uniformidade dos valores relativos a
quantidade de matriz neoformada no decorrer dos periodos analisados, dentro de
um mesmo grupo experimental, denotando-se o equilibrio no processo de sintese

6ssea a partir dos 30 dias de observagao.
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Figura 20 — Densidade de volume de matriz 6ssea neoformada nos
grupos controle e tratado nos periodos considerados.
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6. DISCUSSAO

Inimeros pesquisadores tém estudado diferentes tipos de materiais
osteoindutores e/ou osteocondutores com o intuito de auxiliar positivamente no
processo de reparo 6sseo. Dentre os varios materiais encontrados na literatura, a
aplicacdo de matriz dentinaria desmineralizada autégena em defeitos ésseos tem
mostrado excelentes resultados, uma vez que possui essas propriedades e por
serem reabsorvidas na area hospedeira (CATANZARO-GUIMARAES et al.’?,
1986; CATANZARO-GUIMARAES', 1993; GONCALVES'™, 1997; GOMES',
1998.).

Por outro lado a osteoindug¢éo tem sido descrita como um fenémeno de
transformacdo de células mesenquimais em células osteoprogenitoras ou
osteoprecursoras e, desta maneira, o tecido 6sseo neoformado pode desenvolver-
se via ossificacéo intramembranosa (FRIEDSTEIN', 1976). A utilizagio da matriz
dentinaria desmineralizada homégena (MDDH) como implante em defeitos
Osseos, neste trabalho, mostrou uma intensa proliferacdo de células
osteoprogenitoras no periodo de 30 dias, caracterizando um processo de
ossificagdo intramembranosa (Figs. 11A, 11B, 12A, 12B e 13). Isto estd em
concordancia com os achados de ISAKSSON & ALBERIUS? (1992), RABIE et
al.® (1996) e SASANO et al.%? (1995) que evidenciaram que o processo de
reparacdo Ossea pode apresentar caracteristicas semelhantes ao processo de

formagao embriogénica, diante do mesmo material de implante.
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Também de acordo com CATANZARO-GUIMARAES et al.'? (1986) e
BESSHO et al.* (1992), quando substincias osteoindutoras atuam sobre as
células osteoprecursoras determinadas, ou seja, células localizadas em tecidos
diretamente relacionados ao tecido dsseo, a reagdo se da pela neoformacéo
6ssea direta ou ortotépica por um processo de ossificagdo intramembranosa.

No contexto da regeneragdo Ossea guiada, estd claro que quando
substancias osteoindutoras atuam sobre as células osteoprecursoras
determinadas, a reagdo se da pela neoformacdo 6ssea direta. Varios estudos
demonstraram que a reparagio 6ssea ocorre com maior intensidade quando se
utiliza a proteina morfogenética 6ssea (BMP) purificada e/ou matriz 6ssea ou
dentinaria desmineralizada (CATANZARO-GUIMARAES et al.", 1986; BESSHO
et al.%, 1992; HELDER et al.”, 1998; RIPAMONTI & REDDI*, 1994; ROSEN &
THIES®, 1995; GONCALVES", 1997; GOMES", 1998; REDDI*, 1981; URIST &
STRATES®, 1971; RAVAL et al.¥’, 1996; GAO et al."’,1997). A associagdo do
potencial osteogénico a presenca da proteina morfogenética 6éssea (BMP) na
matriz dentinaria pode ser atribuida & maior quantidade de matriz 6ssea
neoformada, estatisticamente significativa, nos animais do grupo tratado em todos
os periodos considerados (Fig. 20). A presenca da MDDH como material de
implante osteoindutor nos defeitos 6sseos dos animais do grupo tratado, contendo
macromoléculas indutoras tais como: fator de crescimento insulinico | e lI, fator de
crescimento transformador  (TGFB | e TGF Il), fator de crescimento derivado de

plaqueta (PDGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e proteina

78



morfogenética 6ssea (BMP), foi comprovada anteriormente por BUSH et al.”
(1996), PFEILSCHIFER et al.*** (1990, 1990a), URIST & STRATES® (1971),
RAVAL et al.*’ (1996), GAO et al.'’(1997), BESSHO et al.>* (1990, 1992), ROSEN
& THIES®!, (1995). Isto permitiu-nos considerar que, nos animais tratados, a
provavel atividade osteogénica desses fatores protéicos, acima citados, foi de
fundamental importancia na reparagao 6ssea do grupo tratado com MDDH.

O potencial quimiotatico e osteogénico da matriz 6ssea e dentinaria é
relatado por varios trabalhos na literatura, denotando sua importancia como
material de implante osteoindutor (CATANZARO-GUIMARAES et al.'?, 1986;
ALPER et al.’,1989). Neste estudo, nossos resultados mostraram que a MDDH em
forma de fatias induziu a migracdo e a deposicdo de células osteogénicas,
consideradas osteoblastos, sobre a superficie da matriz dentinaria, levando a
deposicdo de matriz 6ssea neoformada sobre as por¢oes de MDDH implantadas
(Figs. 12A, 12B e 13). Esta indugdo quimiotatica sobre as células
osteoprogenitoras ficou evidente através da andlise qualitativa e quantitativa dos
cortes histologicos, nos quais pudemos observar uma maior quantidade de tecido
6sseo neoformado na regido periférica do defeito 6sseo, justamente onde foram
implantadas as fatias de MDDH (Figs. 7B e 14B). Através desta constatacéao,
podemos inferir que a proliferacdo e migragdo dos osteoblastos em diregéo as
fatias de matriz dentinaria levou a neoformacdo de matriz éssea, em maior
quantidade, na regido onde as mesmas foram implantadas, baseados em

observagoes semelhantes feitas por BESSHO et al.® (1990).
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Alguns autores acreditam, ainda, que a funcdo do enxerto 6sseo de
matriz 6ssea desmineralizada, seja de induzir a neovascularizagdo no interior do
defeito, enquanto que as células mesenquimais indiferenciadas da regido
perivascular dos novos vasos sangilineos, seriam induzidas a se diferenciarem em
osteoblastos pelas proteinas morfogenéticas da matriz 6ssea desmineralizada
(BESSHO et al.>*, 1990, 1992). Além disto, NAKASHIMA34038 (1990, 1992, 1994)
sugere que a matriz dentinaria implantada, poderia promover uma superficie
adequada para fixacdo das células mesenquimais indiferenciadas, auxiliando na
orientagdo celular, caracterizando sua agéao osteocondutora. No presente estudo
as observacbes a respeito da neovascularizacdo no interior do defeito ficaram
evidentes no periodo de 30 dias, no grupo tratado, onde os defeitos 6sseos
apresentaram por meio das observagdes macroscopica e microscopica, amplos

canais vasculares permeando o tecido 6sseo neoformado, caracterizando uma

intensa vascularizagdo na regidao de reparagdo, juntamente com intensa
proliferacdo de células osteoprecursoras no tecido conjuntivo osteogénico que
preenchia, sobretudo, areas centrais do defeito (Figs. 7B, 8B e 10A).

A ocorréncia de grande quantidade de osteoblastos localizados sobre
as fatias de MDDH, presentes nos achados microscépicos, no periodo de 30 dias
no grupo experimental, vem corroborar os resultados de NAKASHIMA3%42# (1990,
1992, 1994) e CATANZARO-GUIMARAES" (1993) que utilizaram matriz
dentinaria desmineralizada autégena (MDDA) sob as formas de gel, particulas
el/ou fatias. Estes autores descrevem como conseqiiéncia uma maior quantidade

de tecido 6sseo neoformado no grupo onde a MDDA foi implantada na forma de
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fatias, evidenciando sua atividade osteocondutora, além de sua acgdo
osteoindutora. Isto seria devido a maior supeficie de contato, oferecida pelas fatias
de MDDH, com o tecido conjuntivo osteogénico da regido, fornecendo um
arcabouco ou substrato favoravel a deposigdo de matriz 6ssea (Figs. 11B e 13).

A analise microscoépica do grupo experimental, onde as fatias de MDDH
foram implantadas na periferia dos defeitos Osseos, revelou a presenga de
moderado infiltrado de células inflamatérias mononucleares em todos os periodos
estudados, denotando uma reagao imunolégica inexpressiva da MDDH (Figs. 10A
e 11A). Desta maneira, a matriz dentinaria desmineralizada homégena mostrou
excelente biocompatibilidade, apresentando alto nivel de tolerancia biolégica pelos
animais onde foi implantada, além de um potencial osteoindutor expressivo
confirmado pela quantificacdo morfométrica da matriz 6ssea neoformada,
estatisticamente significante em todos os periodos de observagéo. De acordo com
estudos realizados por BANG? (1972), o grau de antigenicidade da matriz
dentinaria homégena foi muito pequeno em relagdo ao potencial antigénico da
matriz dentinaria xendgena, evidenciando ainda, o potencial osteoindutor da
MDDH, antagbnico a matriz dentinaria xenogénica, a qual nao induziu a
neoformacéo Gssea.

Nao obstante os enxertos 6sseos mais utilizados serem os autélogos,
devido a sua maiqr compatibilidade imunolégica, estudos preliminares do efeito da
osteoindugéo da matriz dentinaria desmineralizada homégena, em tecido gengival
humano, foram realizados por KNUDSEN et al.?® (1974), os quais mostraram que

a MDDH era bem tolerada pelos tecidos, além de apresentar quantidade notéria
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de tecido Osseo neoformado na area do enxerto. Estes dados reforcam os
resultados deste trabalho, assim como as observagées de NORDENRAM et al.*?
(1975), que utilizaram a MDDH para reconstruir um defeito traumatico no processo
alveolar de um paciente, na regidao dos incisivos superiores, obtendo resultados
satisfatorios tanto estético quanto funcional.

Os resultados das andlises macroscépica (Figs. 5B, 5D e 5F),
radiografica (Figs. 6B, 6D e 6F) e microscépica dos grupos estudados mostraram
o completo preenchimento da loja cirlirgica, no grupo tratado, por tecido 6sseo
neoformado em todos os periodos de observacdo apéds o enxerto, o que
corrobora os resultados de GOULD et al.®’ (1981) que utilizaram a gelatina de
MDDH em defeitos 6sseos de tamanho critico no osso parietal de ratos e puderam
concluir que o processo de reparo foi completo em todos os grupos tratados.

A osteoinducdo segundo CATANZARO-GUIMARAES' (1993), é
controlada por complexas interacoes moleculares que atuam sobre as células
osteoprogenitoras, influenciando sua proliferagdo, migragdo, ancoragem e,
subseqilientemente, a velocidade e o tempo de vida das células das linhagens
osteoblastica e osteoclastica. Ainda segundo MUNDY et al.* (1982), o tecido
6sseo em reabsorgdo produz fatores quimiotdticos para células com
caracteristicas osteoblasticas. Estes fatos relatados na literatura s&o coincidentes
com o intenso processo de remodelacdo 6ssea ocorrido nos defeitos 6sseos em
reparagdo, do grupo tratado, nos periodos de 30 dias apés o implante de MDDH
(Figs. 9B e 10B), mas sobretudo, ap6s 60 dias de enxerto homologo da matriz

dentinaria (Figs. 15B e 16B). Considerando que a remodelagdo 6ssea consiste
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numa seqiéncia de eventos, na qual ocorre reabsorgdo seguida de aposicéo de
matriz neoformada, conclui-se que a intensa atividade remodeladora nos periodos
acima citados favoreceu o processo de reparo 6sseo.

Além disto, URIST & STRATES® (1971) e BESSHO et al.>* (1990,
1992) constataram que, durante a reabsorgao 6ssea, os osteoclastos degradam a
matriz éssea, propiciando a liberagdo da BMP cuja principal fungdo é induzir a
diferenciagdo das células osteoprogenitoras em osteoblastos, possuindo ainda
acdo quimiotatica e mitogénica, aumentando a sintese de matriz 6ssea. A
presen¢a das fatias de MDDH, implantadas nos defeitos 6sseos do grupo tratado,
induziu a atividade reabsortiva das mesmas por células clasticas, observada
principaimente nos primeiros 60 dias de implante (Fig. 11B). Este evento pode
levar a concluséo que a reabsorgédo das fatias de MDDH provocou a liberagdo de
macromoléculas osteoindutoras, em especial proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs).

Muitos parametros para os variados estudos sobre os materiais
biolégicos osteoindutores tém sido considerados. Dentre eles, a
biocompatibilidade, estocagem sem perda da viabilidade, facilidade de obtengao
do material e relagdo custo/beneficio, importantes requisitos a serem preenchidos
por materiais biolégicos osteoindutores testados atualmente (YEOMANS &
URIST®, 1967; BANG?, 1972; KNUDSEN et al.?, 1974; NORDENRAN et al.#?,
1975; GOULD et al.?®, 1981; STRATES et al., 1988; ALPER et al.", 1989; VEIS et
al.® 1989; NADE¥, 1994; NAKASHIMA®, 1994; TZIAFAS et al.*’,1995;
GOMES', 1998).
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Considerando as qualidades acima mencionadas, verificamos
propriedades relevantes da matriz dentinaria desmineralizada homégena neste
estudo, uma vez que se evidenciou significativo potencial osteoindutor e
osteocondutor, além de sua imunocompatibilidade através de sua excelente
tolerancia biolégica observada nos animais do grupo tratado pela auséncia de
reacdo expressiva de antigenicidade. Em adigdo a estas qualidades devemos
ponderar seu facil manuseio no momento da implantagéao, obtengéo tecnicamente
simples e possibilidade de armazenagem sem perda de viabilidade. Todas essas
caracteristicas favoraveis contribuem para a indicagdo da matriz dentinaria
homégena como material de implante 6sseo viavel, com resultados extremamente
positivos e grandes perspectivas de sucesso em sua aplicagao nas mais variadas
areas das ciéncias biomédicas e sobretudo na Odontologia.

Estudos futuros com metodologia especifica para a identificagcdao das

substancias ativadoras do processo de osteoinducdo da MDDH poderao
complementar os resultados obtidos nesta pesquisa, visando o esclarecimento
necessario das diversas etapas envolvidas na atividade indutora do implante

homoélogo de matriz dentinaria desmineralizada.



7. CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados, pode-se concluir que:

e O uso da MDDH leva a neoformagéo 6ssea de maneira mais rapida e
em maior volume, evidenciada sobretudo, nos periodos iniciais.

e A média da formagdo de matriz 6ssea neoformada foi maior e
estatisticamente significante no grupo tratado.

o As fatias de MDDH ofereceram substrato adequado a fixagédo e a
proliferagdo de células osteogénicas em sua superficie, confirmando a agéo
osteocondutora da matriz dentinaria sob a forma de fatias.

e O implante homodlogo de matriz dentinaria, neste estudo, nao

provocou reacéo antigénica capaz de inibir sua atividade osteopromotora.
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ANEXO

Dados de um experimento fatorial 2x3
Comparacao de 2 fatores: Tratamento e Periodos de observacao.
Controle (C ) e Tratado ( T ).

Grupos :
Periodos :

30, 60 e 90 dias
TABELA 3

Densidade de Volume de Matriz Ossea Neoformada em todos os campos
histolégicos medidos aleatoriamente ( 27 campos para cada animal)

C 30 C 60 C 90 T 30 T 60 T 90
0,000 0,481 0,444 0,630 0,870 0,889
0,019 0,389 0,500 0,426 0,333 0,852
0,278 0,241 0,111 0,685 0,778 0,574
0,222 0,074 0,537 0,759 0,778 0,722
0,019 0,259 0,704 0,463 0,352 0,778
0,241 0,296 0,074 0,722 0,667 0.463
0,019 0,185 0,519 0,407 0,481 0,704
0,463 0,019 0,407 0,056 0,333 0,704
0,296 0,259 0,333 0,370 0,630 0,537
0,296 0,130 0,593 0,907 0,759 0,667
0,185 0,574 0,583 0,870 0,630 0,611
0,630 0.519 0,333 0,870 0,593 0,444
0,574 0,278 0,130 0,870 0,667 0,630
0,315 0,870 0,537 0,833 0,870 0,500
0,241 0,259 0,593 0,889 0,389 0,796
0,352 0,630 0,296 0,704 0,759 0,519
0,111 0,241 0,241 0,704 0,907 0,648
0,352 0,333 0,444 0,463 0,778 0,759
0,574 0,407 0,500 0,889 0,537 0,852
0,556 0,111 0,704 0,704 0,500 0.574
0,685 0,296 0,463 0,815 0,426 0,389
0,685 0,259 0,444 0,907 0,667 0,278
0,537 0,148 0,463 0,796 0,556 0,333
0,593 0,111 0,870 0,778 0,889 0,722
0,519 0,204 0,574 0,963 0,426 0,389
0,637 0,519 0,593 0,556 0,778 0,407
0,407 0,315 0,463 0,537 0,722 0,741
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