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RESUMO

O presente estudo destinou-se a analisar histologica e histometricamente o efeito de
uma matriz éssea desmineralizada de origem humana e de uma resina poliuretana
derivada do 6leo da mamona, sobre o processo de regeneragio éssea.

Para isto foram utilizado a calvaria de 24 coelhos, onde foram preparadas duas
cavidades 6sseas cirlrgicas, sendo uma do lado direito e a outra do lado esquerdo da
sutura parietal. Estes animais foram divididos em dois grupos. No primeiro a cavidade
experimental (lado direito) foi preenchida com a matriz 6ssea desmineralizada de
origem humana, enquanto no segundo esta foi preenchida com a poliuretana derivada
do oOleo da mamona. As cavidades de controle foram preenchidas apenas com o
sangue do animal. Os animais foram sacrificados nos periodos pés-operatérios de 04,
07 e 15 semanas. A analise das amostras sob microscopia Optica revelou que a
neoformagao 6ssea foi favorecida tanto no grupo do Osso Desmineralizado quanto no
grupo do Polimero de Mamona em relagdo ao grupo controle. Em ambos os grupos
observou-se reabsorcéo de todo material no ultimo periodo de observacdo. A analise
estatistica, realizada com base nos dados da histometria, mostrou uma maior
neoformacao 6ssea dos grupos Polimero de Mamona e Osso Desmineralizado em
relagcéo ao controle, ndo havendo diferenca estatistica quando da comparacao entre os
grupos.

Unitermos: matriz 6ssea desmineralizada, regeneracdo O6ssea, osseoconducéo,

polimero de mamona.



ABSTRACT

The aim of this study was to histologically and histometrically evaluate the effect of a
human demineralized bone matrix and a polyurethane resin derived from the Castor
Bean oil on the bone regeneration process. For this, calvarias of 24 rabbits were
submitted to two surgical bone defects, one on the right and the other on the left side of
the parietal suture. The animals were divided into two groups. In the first group, the
experimental defect (right side) was treated with a human demineralized bone matrix,
while the experimental defect, in the other group, was treated with the polyurethane
resin derived from the Castor Bean oil. The control defect was filled with the animal’s
own blood. The animals were killed after a subsequent period of 4, 7, and 15 weeks. A
histologic analysis of the specimens under light microscopy revealed that the bone
regeneration was favored in both the demineralized bone group and the Castor Bean
polymer group, in relation to the control group. In addition, resorption of the material was
observed completely at the end of the last observation period for both experimental
groups. A statistic analysis based on histometric data showed greater bone regeneration
for the polymer castor bean group and the demineralized bone group, in relation to the
control. There was no statistical difference between the experimental groups.

Keywords: demineralized bone matrix, bone regeneration, osteoconduction, castor

bean polymer.



INTRODUGAO

O tecido 6sseo possui uma alta capacidade de regeneragdo espontanea
quando lesionado, repondo, depois de um breve intervalo de tempo, toda a porgéo
perdida (TAGA et al., 1997). No entanto, em alguns casos de defeitos dsseos, as vezes
extensos, que nao tém a capacidade de se reparem espontaneamente, ha a
necessidade do uso de diversas técnicas cirGrgicas na tentativa da regeneragéo 6ssea
(RESTREPO et al., 1998).

Normalmente, estes defeitos sado resultantes de traumatismos, infecgdes,
tumores e outras patologias adquiridas ou mesmo congénitas. Na odontologia, ainda
podemos acrescentar a perda precoce dos elementos dentarios (DAHLIN, 1996;
FIORELLINI & NEVINS, 1996). Estes defeitos 6sseos sempre se constituiram
problemas de dificil solugcdo (FIORELLINI & NEVINS, 1996; SIGURDSSON et al., 1996;
TAGA et al,, 1997, RESTREPO et al, 1998) e desafiantes para a comunidade
cirargica e ortopédica (DAHLIN, 1996).

Para utjlizac;éo clinica, o substituto 6sseo ideal devera ser biocompativel, ter
boas propriedades mecanicas e demonstrar osseoindugdo, ou pelo menos
osseoconducao (DUPOIRIEUX et al.,, 1994). Independente do substituto ésseo a ser
utilizado, este devera promover a neoformacéo éssea, de acordo com BUCKLEY(1994),
por trés mecanismos isoladamente ou em associagao: osseocondugéo, osseoinducao e
regeneracao tecidual guiada. GARBIN & GARBIN(1994) definiram osseoconducao
como o processo onde, 0 0SSO cresce por aposicdo a partir de um tecido 6sseo ja
existente, e osseoindugdo quando ocorre formagao de osso a partir de diferenciacbes e

alteracdes celulares. A regeneracéo tecidual guiada consiste, segundo DAHLIN (1996),



na exclusdo de células ndo desejaveis por meio de uma barreira artificial, impedindo
que o tecido conjuntivo, por meio do periésteo, ocupe a area. Permitindo, assim, a
regeneragio da regido.

Atuaimente nao existe um material ideal, pois os ossos autégeno, liofilizado e
desmineralizado e os biomateriais apresentam vantagens e desvantagens (BOYNE,
1973). Os enxertos 6sseos aparecem como a melhor opcao para a maioria dos casos,
qualquer que seja o tipo, autégeno ou homégeno (ELLIS & SINN, 1993). Os autégenos
tém as desvantagens de sua fonte ndo ser inesgotavel e sua obtencdo exigir uma
abordagem cirtirgica da zona doadora, com todos os riscos inerentes a uma cirurgia,
tais como: perda excessiva de sangue, pneumotérax, infeccdo da ferida, dor,
parestesia, cicatrizes e dificuldade de movimentagao (YAMAMOTO et al., 1993). Porém,
é 0 que apresenta maior poder osteogénico e, quando disponivel, provavelmente € o
material de escolha (BOYNE, 1973; DUPOIRIEUX et al., 1994).

Os ossos homégenos requerem equipamentos, técnicas especializadas de
preparo. Este fato dificulta a sua disponibilidade a maioria dos cirurgides (IGNACIO et
al., 1996). A utilizagao do enxerto ésséo na reconstrucado de tecidos perdidos € muito
antiga, tendo como marco os relatos de SENN (1889), que observou que o enxerto
desmineralizado de tibia de boi, em defeitos cirtrgicos na calvaria de caes, ajudaria na
neoformacédo 6ssea. Contudo, o entendimento da indugcao da formacédo 6ssea sé foi
possivel a partir dos estudos de URIST, em 1965, que avaliou a neoformacéo do tecido
o0sseo a partir de enxertos de diferentes preparagbes de osso congelado, seco e
desmineralizado em bolsas intramusculares de diversos animais. Baseado nos
resultados destes trabalhos, houve o aumento do interesse de avaliar ou testar

diferentes tipos de materiais que poderiam atuar como substitutos 6sseos
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(SHIGEYAMA ef al., 1995). YAMAMOTO et al., em 1993, relacionaram a existéncia de
propriedades osteogénicas nos materiais artificiais ou sintéticos indicados na
substituicdo do tecido 6sseo, a obtencao de éxito.

Nos anos 80, a unica forma de se obter sucesso na restauracdo de um defeito
o6sseo dos maxilares era a utilizagcdo do enxerto de osso autdégeno, geralmente retirado
da crista iliaca ou costela (FRAME, 1980). Apesar de o osso autégeno ser o melhor
material para o enxerto 6sseo (ARMES ef al., 1981; DRURY & YUKNA, 1991; FRAME,
1980; GLOWACKI et al., 1981; PIATTELLI et al., 1996), tém sido propostos para evitar
a morbidade do sitio do doador e aumento do tempo operatério (DUPOIRIEUX et al.,
1994).

O tratamento das lesbes 6sseas com particulas de matriz liofilizada de origem
humana & uma alternativa na terapia da regeneracao periodontal, combinadas ou nao
com membranas (DUPOIRIEUX et al., 1994), no preenchimento de defeitos 6sseos
adjacentes a implantes dentarios (SHANAMAN, 1992).

Os enxertos Osseos liofilizados e desmineralizados promovem a regeneragéo
nos defeitos 6sseos e por induzir e/ou conduzir a neoformagéo Ossea, e apresentam
um baixo poder antigénico, j@ que a propria liofilizacdo diminui a antigenicidade
(FREEMAN & TURNBULL, 1977). Porém, o tamanho de suas particulas limita a
quantidade de aposicao coronal do osso disponivel em defeitos horizontais e qualquer
presséo leve do tecido pode deslocar o material enxertado (SHIGEYAMA et al., 1995).
O seu alto custo, a dificuldade de obtencdo de osso humano viavel em quantidade,
associado a proibicdo em varios paises da comercializacdo de produtos de tecidos
humanos, e a possibilidade de transmissao de doencas, limitam seu uso (TAGA et al.,

1997). Em virtude destas dificuldades, a ciéncia busca materiais e/ou técnicas que
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venham a possibilitar a formag@o do osso a partir de um substrato 6sseo preexistente,
ou a osseoinducao por células de outros tecidos (BALHSI & MAGID, 1995).

As proteinas 6sseas morfogenéticas sao substancias que induzem a formacgéao
6ssea. Elas sao produzidas por clonagem de genes de moléculas de protéinas 6sseas
existentes no corpo humano, como a BMP-1, BMP-2 e BMP-3 e Osteogenin (BOYNE et
al., 1997). Diferentes tipos da proteina éssea morfogenética recombinante de humano
foram desenvolvidas, mas o tipo que tem mostrado melhores resultados na
neoformagdo Ossea &€ o rhBMP-2 (HOWELL et al, 1995; NEVINS et al., 1996;
SIGURDSSON et al, 1996; BOYNE et al., 1997). TAKAHASHI (2000) afirma que o
rhBMP-2 apresenta a capacidade de promover a neoformacdo 6ssea em sitio
heterotdpico, consequéncia da inducao da diferenciagdo de células mesenquimais em
osteoblastos e condroblastos. Varios estudos foram realizados para avaliar a
osseoinducdo e osseoconducado da rhBMP-2 em diversas areas da odontologia e
medicina, como em levantamento do seio maxilar (BOYNE ef al., 1997; NEVINS ef al.,
1996), na regeneracao periodontal (SIGURDSSON et al., 1996), na reconstrucédo
mandibular (TORIUMI et al., 1991), na utilizagdo de implantes enddsseos (HOWELL ét
al., 1995), no tratamento do traumatismo ortopédico e na fusdo espinal (FIORELLINI &
NEVINS, 1996). Todos esses estudos mostraram bons resultados na neoformacao
ossea. COCHRAN et al., em 2000, observaram resultados satisfatorios da rhBMP-2 em
esponja absorvivel de colageno quando utilizados em alvéolos e rebordos atréficos de
humanos, ap6s um acompanhamento de trés anos.

Outra forma de induzir a neoformacdo 6ssea & a utilizacdo de plasma

enriquecido de plaquetas que, por possuir fatores de crescimento, € uma ferramenta



capaz de uma neoformacéo 6ssea em maior quantidade e melhor qualidade quando
utilizado (MARX et al.,1998).

Em virtude da limitagdo e desvantagens para a obtengao do osso autdgeno e,
por outro lado, da dificuldade de preparagdo dos ossos liofilizados e obtencao das
protéinas 6sseas morfogenéticas, surge a necessidade de métodos alternativos, dentre
os quais estdo os biomateriais (IGNACIO et al., 1996). Os biomateriais sdo materiais
sintéticos desenvolvidos para uso biolégico, através de estudos nas areas da quimica,
da biologia, da engenharia, da medicina e da odontologia (CARVALHO et al., 1997a).
Mais especificamente, a classe odontolégica tem tido nos Ultimos anos uma
preocupacado constante na busca de novos materiais biocompativeis e inbcuos aos
organismos, voltados para a reconstrucado e regeneracao de defeitos ésseos, e que
promovam leitos viaveis para receber implantes, pinos, redes metalicas, placas,
parafusos e outros (ROBERTS et al., 1984; SCHIMITT-FOURNIE et al., 1989).

De acordo com IGNACIO et al, em 1996, o material ideal deve ser
biocompativel, ndo téxico, ndo carcinogénico, estavel quimica e biologicamente, o0 mais
parecido possivel com o tecido vivo, de modo que o organismo o reconheca como parte
de sua estrutura e ndao como corpo estranho agressor, que estimule a regeneracéo
tecidual normal, além de versatil e de baixo custo.

Dentre os biomateriais empregados na areas médica e odontolégica destacam-
se os metais, as cerdmicas e os polimeros (IGNACIO et al., 1997). Com relacéo aos
polimeros, existe uma grande variedade com sua utilizacdo comprovada cientificamente
e indicacdo precisa no ser humano como o polimetilmetacrilato, o politetrafluoretileno, o

polietileno, o poliéster e o silicone (OHARA et al., 1995).



Em 1984, o grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros da Escola
de Engenharia de Séao Carlos, da Universidade de S&ao Paulo desenvolveu uma resina
poliuretana de origem vegetal extraida do 6leo da mamona (Ricinus comunis). As
resinas poliuretanas vegetais sao produtos substitutivos alternativos de polidis e pré-
polimeros sintetizados a partir de moléculas derivadas de acidos graxos vegetais
(OHARA et al., 1995; IGNACIO et al., 1997). Os polimeros poliuretanos possuem como
vantagens a processabilidade, flexibilidade de formulagdo, auséncia de emissdo de
irritantes ou vapores téxicos (OTA, 1989), além da biocompatibilidade (OTA, 1989;
BAKKER et al.,1990; OHARA et al., 1995). HENNING et al. (1989) observaram a
biocalcificacdo in vivo e in vitro das resinas poliuretanas.

O polimero poliuretano da mamona mostrou-se biocompativel (OHARA et al.,
1995; TEIXEIRA et al., 1996; TEOFILO et al.,1996; VILARINHO et al., 1996; COSTA et
al., 1997; CARVALHO et al., 1997). Os diversos tipos de polimero do Ricinus comunis,
tém sido utilizados como detergente intracanal (FERREIRA ef al., 1996), como material
de reconstrucdo 6ssea (OHARA et al., 1995), como cimento de preenchimento em
defeitos 6sseos (IGNACIO, 1996). Além de sua utilizacdo na regeneragéo dssea guiada
através das membranas reabsorviveis e nao reabsorviveis, pinos de fixacdo das
membranas e substitutos 6sseos (CHIERICI, 2000).

TEOFILO ef al, 1996 observaram a osseointegracdo deste polimero e
OLIVEIRA et al., 1995, relataram a reabsorcao e a substituicdo do polimero por tecido
6sseo. De acordo com IGNACIO et al., em 1997, esta formagéo de osso ocorre em

virtude da propriedade de osseoconducgao que o material apresenta.
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Embora, a regeneracdo éssea seja um assunto bem pesquisado na area de
saude, a efetividade dos biopolimeros em promover osseoconducgdo e osseoindugao &

bastante questionavel.
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REVISAO DE LITERATURA

URIST(1965) descreveu uma “nova teoria” de formagao 6ssea e a entitulou de
autoinducado. Este processo que consiste na formacao do tecido 6sseo a partir de
células mesenquimais indiferenciadas, que s6 foi elucidado pelo autor apoés 70
experimentos com matriz éssea acelular desvitalizada e descalcificada em quase 300
animais, demonstrando evidéncias a favor da teoria da osseoinducdo. As matrizes
osseas desmineralizadas em diferentes tipos de acido, foram implantadas em 250
bolsas intramusculares de 250 coelhos, 20 ratos, 10 camundongos, 5 cobaias. Estas,
ainda foram colocadas em defeitos 6sseos na ulna de 10 coelhos, na vértebra lombar
de 3 caes, e em deformidades esqueléticas de 21 humanos. As matrizes 6sseas
implantadas foram avaliadas através de analises radiograficas e histolégicas. Os
resultados mostram que a neoformacao 6ssea foi iniciada em torno de 4 a 6 semanas
apdés o implante das matrizes. A partir de 8 a 16 semanas era observado osso
neoformado a partir do tecido conjuntivo, associado a vascularizacado, calcificacdo e
reposicdo de cartilagem tipicamente de ossificacdo endocondral. As células
osteogénicas haviam se derivado de células pluripotentes proliferadas do sitio receptor
e nao do enxerto. Quando desmineralizada em HCI, a matriz é6ssea mostrou ser um
excelente substituto para o enxerto ésseo.

Em 1972, REDDI & HUGGINS descreveram o pregeneragcao de matriz éssea
desmineralizada de osso parietal e de ossos longos de ratos adultos, e demonstraram a
transformacdo de fibroblastos em osteoblastos, em sitio heterotdpico, a partir do

enxerto desta matriz em bolsas subcutaneas no abdome, térax e pubis de ratos jovens.
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O exame histoldégico demonstrou uma ossificagdo endocondral indiferentemente da
origem embriolégica do osso utlizado para a obtengdo da matriz o6ssea
desmineralizada. Entretanto, observou-se uma maior formacgéao de cartilagem na matriz
de osso femural, em relacao a quantidade formada a partir da matriz de osso parietal. A
transformacao celular ocorreu exclusivamente no centro do enxerto onde a espessura
apresentava-se maior. A mudanca do fendétipo de fibroblastos para osteoblastos foi
considerada uma transformacéao estavel.

FRAME(1980) afirmou que o animal ideal para estudar diferentes materiais
substitutos 6sseos para os defeitos maxilares deveria apresentar os seguintes
requisitos: a) ser barato, disponivel, facil de manipular e anestesiar; b) possuir um sitio
doador com adequado volume 0sseo, que permita a remocdo de uma quantidade
padronizada e suficiente de osso, que néo possibilite regeneragéo espontanea ou risco
de fratura; o local a ser utilizado deve possui duas corticais e uma medular; o leito a ser
testado deve ser similar, embriologicamente e fisiologicamente, aos maxilares; ¢)
permitir avaliacdo e proservacdo do comportamento do implante, histologicamente e
radiograficamente. O autor acredita que a calota craniana de coelhos apresenta é
maioria destas caracteristicas, principalmente por que possui uma origem
intramembranosa e € composto de placas corticais separadas por uma medular, além
de apresentar um padrao de regeneracgao similar aos maxilares.

Para determinar o tamanho ideal do defeito 6sseo na calota craniana de
coelhos que possibilite estudos sobre regeneracao 6ssea, FRAME (1980) produziu 16
defeitos 6sseos bicorticais na abdbada craniana de 16 coelhos New Zealand divididos
em quatro grupos de acordo com o didmetro da trefina utilizada (5, 10, 15 € 20mm). Os

animais foram sacrificados ap6s 24 semanas e as calotas cranianas removidas. Estas
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foram avaliadas radiologicamente e histologicamente. Os resultados mostram
evidéncias de regeneragao espontanea nas cavidades confeccionadas com as trefinas
de 5 e 10 mm ap6s 24 semanas.

Com o objetivo de quantificar a osteogénese induzida pelo osso particulado
desmineralizado, GLOWACKI et al., em 1981 avaliaram enxertos 6sseos homégenos
mineralizados ou desmineralizados, com particulas de tamanho comparavel. Para isto,
cavidades Osseas de 4mm foram realizadas em calvaria de ratos e preenchidas com
osso homoégeno particulado, osso particulado desmineralizado, cinza de 0sso, 0sso
inorganico, hidroxiapatita, ou foram deixadas vazias (controle). As cavidades do grupo
controle permaneceram preenchidas por tecido fibroso mesmo apoés 6 meses. Quando
se utilizou osso particulado desmineralizado, todas as cavidades iniciaram o
regeneracado o6ssea apos 2 semanas. Os melhores resultados ocorreram com as
particulas menores, provavelmente em fungdo de apresentarem uma maior area de
superficie e induzirem mais formacao Ossea. Quando se utilizou osso particulado
mineralizado, apenas uma cavidade mostrou evidéncia de regeneracao 6ssea apos 6
semanas. Os outros materiais apresentaram reabsorcao gradual e estavam rodeados
por células multinucleadas. Os autores concluiram que este tipo de modelo pode ser util
para o estudo do ciclo de vida de células envolvidas na sintese ou na reabsorgcéao
6ssea, assim como os efeitos de hormoénios e drogas neste processo.

A utllizacdo de enxerto de osso homégeno desmineralizado foi avaliada
clinicamente por MULLIKEN et al. (1981) em 44 pacientes com deformidades
craniomaxilofaciais congénitas ou adquiridas. Trés meses apds a cirurgia, trinta e uma,
das tfrinta e cinco regides que podiam ser avaliadas clinicamente, estavam reparadas.

No exame radiografico, trés das dezenove regiées avaliadas estavam reparadas antes
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de trés meses. Outras onze regides estavam reparadas apos seis meses; as outras
cinco regidbes nao estavam reparadas radiograficamente apods seis meses, mas
estavam estaveis ao exame fisico. O indice de infecgao foi comparavel com os indices
encontrados para enxerto autégeno. A reabsorgcdo ocorreu em quatro pacientes, um
que recebeu enxerto particulado, e trés que receberam enxerto coértico-medular. A
biépsia obtida de quatro pacientes demonstrou ossificacdo endocondral. A partir destes
resultados concluiu-se que o uso deste tipo de enxerto diminui o tempo de cirurgia, o
tempo de recuperacao e a permanéncia no hospital pois evita a remog¢éao de enxerto
autdégeno.

A regeneracdo o0ssea em ulna de coelhos foi estudado por BOLANDER &
BALIAN, em 1986, onde defeitos segmentares foram preenchidos com matriz 6ssea
desmineralizada, matriz associada a proteinas 6sseas morfogenéticas, e osso autégeno
da crista iliaca. Nenhum defeito do grupo controle apresentou regeneracao 6ssea. Por
outro lado, todos os defeitos que receberam enxerto apresentaram regeneragao éssea.
Nos testes biomecanicos, as ulnas que receberam matriz é6ssea desmineralizada e osso
autégeno apresentaram-se menos resistentes que as ulnas sem defeito, mesmo apés
12 semanas de poés-operatério. Entretanto, a resisténcia das ulnas com enxerto de
matriz 6ssea desmineralizada e com enxerto autégeno foi similar. O grupo que se
apresentou mais resistente entre os grupos que receberam enxerto foi a associagao de
matriz 6ssea desmineralizada e proteinas 6sseas. A matriz 6ssea desmineralizada
pode ser uma alternativa viavel para os enxertos autdogenos. A associacdo com
proteinas 6sseas morfogenéticas tornou este tipo de enxerto mais atrativo ainda.

Com objetivo de determinar o defeito 6sseo ideal para o estudo de substituto

6sseo SCHIMITZ & HOLLINGER(1986) ressaltaram a necessidade da utilizacdo de um
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defeito 6sseo de tamanho suficiente para que nado ocorra regeneragdo espontanea
durante o tempo de vida do animal, conhecido como defeito critico. Além disto,
estudaram estes defeitos confeccionados na calvaria € na mandibula de animais de
laboratério (ratos, coelhos, cdes e macacos), na tentativa de determinar um melhor
protocolo de pesquisa para o estudo de materiais que possam influenciar na
regeneracdo 6ssea dos maxilares. Baseados em pesquisas anteriores, os autores
determinaram um protocolo para testar novos materiais que estimulem esta
regeneracao Ossea. As pesquisas devem ser iniciadas em calvarias de ratos com
defeitos com 8mm de diadmetro. Estes animais sdo baratos e podem ser adquiridos em
grande quantidade; pequena quantidade de material € necessario; além de que,
materiais particulados e gelatinosos podem ser implantados sem perda do material
neste tipo de defeito. Os estudos devem continuar em defeitos de 15mm de diametro
em calota craniana de coelhos. Este tipo de defeito permite avaliar o comportamento do
implante com relagdo a habilidade de adaptar-se ao defeito. As pesquisas s&o
finalizadas em defeitos de descontinuidade em mandibulas de caes ou de primatas nao
humanos. Este defeito possibilita a avaliacdo de materiais de formacéao éssea numa
area funcional como a mandibula; permite a comparacao da taxa de regeneracgéo do
material e 0 osso esponjoso medular particulado; e, por fim, analisar o material no local
onde, eventualmente, sera utilizado em humanos.

Depois de varios anos de estudo, e tendo realizado diversos experimentos em
caes analisando a biologia dos enxertos Osseos corticais, medulares, autégenos e
homégenos, GOLDBERG & STEVENSON (1987), publicaram um trabalho descrevendo
a sequéncia de eventos biolégicos e o destino destes enxertos 6sseos. Um enxerto

6sseo de qualquer natureza, até a sua incorporacao final, passa por diferentes fases
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que sao didaticamente dividas em inflamagdo, revascularizacdo, osseoindugéo,
osseoconducgéo, e finalmente remodelagdo para formar uma estrutura biolégica e
mecanicamente viavel. O osso autdégeno medular foi o enxerto mais apropriado para
diversas situagbes, pois 0 mesmo apresentou a melhor combinagao entre estas fases.
A sua primeira vantagem & auséncia de antigenicidade e consequentemente pequena
inflamacao. A menor densidade do osso medular em relagdo ao autégeno cortical
facilitou a revascularizacao. A maior area de superficie € 0 maior nimero de células
osteogénicas aumentaram o seu potencial de osseoinducéo e osseocondugdo. Todos
estes fatores permitiram uma remodelacdo em tempo menor e tornaram o enxerto
autégeno medular a estrutura mais eficiente na reconstrucdo de defeitos 6sseos.
MARINAK et al., em 1989, testaram a osseoinducdo de matrizes ésseas
desmineralizadas, de origem humana, preparadas por dois métodos diferentes, em sitio
heterotopico de ratos. No grupo |, o osso humano particulado foi desmineralizado pelo
protocolo descrito por REDDI & HUGGINS, em 1972, enquanto no grupo Il a
desmineralizagao foi realizada com o método descrito por URIST (1965). No grupo lli
utiliyzou-se osso mineralizado e o grupo IV recebeu hidroxiapatita. Todos os grupos
receberam volumes semelhantes de material na regido ventral e toracica. Os
resultados, da analise espectrofotométrica, indicaram a descalcificagdo das duas
preparagdes. A percentagem de area de neoformacédo 6ssea foi estatisticamente maior
no grupo | que no grupo Il. Entretanto, a formacao 6ssea em ambos os grupos foi
menor que 5% do volume total do enxerto. Isto significa que & escassa a indugéo de
formacao 6ssea pelo osso desmineralizado preparado nos dois tipos de métodos. O
osso mineralizado e a hidroxiapatita ndo induziram a formagéao 6ssea extraesqueletal. O

protocolo descrito por REDDI & HUGGINS, em 1972 ofereceu vantagens em relagdo ao
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de URIST (1965), em funcdo da facilidade do pregeneracado e do maior potencial de
osseoinducgao.

Existem evidéncias que sugerem um maior poder osseoindutor das matrizes
Osseas desmineralizadas obtidas de animais jovens. Com o intuito de determinar as
possiveis implicacdes clinicas deste fato na utilizacdo destes materiais como enxertos
osseos, JERGESEN et al.,, em 1991, avaliaram o efeito da idade do animal doador na
capacidade de inducdo de formacdo de cartilagem e tecido 6sseo pelo osso
desmineralizado particulado. Trés grupos de ratos doadores de idades diferentes foram
utilizados neste estudo. A matriz 6ssea desmineralizada foi preparada e implantada na
regido toracica de ratos. A indugcdo Ossea diminuiu com o aumento da idade do
receptor. O mecanismo responsavel por este fato é desconhecido. O osso
desmineralizado particulado de animais velhos mostrou-se mais osseoindutivo, o que
vai contrapor-se a afirmativa de matrizes mais jovens sao mais osseoindutivas. Quando
utilizou-se osso desmineralizado de animais doadores de oito meses em animais
receptores de um més houve a maior quantidade de osseoinducéo.

O processo de fofmagéo O6ssea pode ocorrer tanto através de ossificacao
endocondral, quando um arcabougo de cartilagem hialina é substituido pelo tecido
6sseo, quanto através de ossificacado intramembranosa, onde o tecido dsseo substitui o
tecido conjuntivo sem formacdo de cartilagem. ISAKSSON & ALBERIUS, em 1992,
realizaram um estudo com o objetivo de diferenciar o comportamento dos enxertos
Osseos de origem embrioldgica distinta. O grupo | teve as cavidades preenchidas com
matriz 6ssea desmineralizada de calvaria. No grupo Il as cavidades foram préenchidas

com matriz 6ssea desmineralizada de tibia. O inicio da regeneragao 6ssea foi bastante

similar entre os grupos. Nas cavidades do grupo controle houve uma aposicao 6ssea
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limitada a periferia. Ap6és 15 semanas as cavidades controle estavam parcialmente
reparadas com o0sso irregular. O grupo que recebeu osso autégeno teve a cavidade
totalmente coberta, com revitalizacao de alguns fragmentos incompleta. Os grupos que
receberam matriz 6ssea apresentaram as cavidades recobertas com osso imaturo,
trabecular e com largos espagos medulares. O grupo controle mostrava regeneragao
marginal minima e ap6s 15 semanas havia zonas periféricas de deposicao 6ssea. O
grupo de enxerto autégeno mostrava fragmentos mineralizados distintos com fuséo
restrita € ap6és 15 semanas mostrava uma aparéncia granular assim como o grupo de
matriz endocondral, ja o grupo de matriz de osso intramembranoso apresentava uma
imagem homogena similar ao osso adjacente. A capacidade osseoindutiva da matriz
6ssea desmineralizada foi demonstrada claramente em ambas origens, em funcéo de
ter acelerado significativamente o processo de regeneracdo em relagdo aos grupos
controle e de enxerto mineralizado. A matriz de osso inframembranoso demonstrou ser
levemente melhor na regeneracgao inicial, apesar de a densidade trabecular entre os
dois grupos parecer similar, isto levanta a hipétese de que existem variagées na
composicao de agentes osteogénicos estruturais lo}cais.

SMETANA Jr et al, em 1992, avaliaram as propriedades biolégicas,
biodegradagdo e atuacdo na regeneracao de defeitos désseos, do polimero sintético
p(HEMA), ou seja, poli (2-hydroxi-eti metacrilato), puro ou associado a colageno, em
relacdo ao enxerto de matriz 6ssea desmineralizada. Os materiais foram testados em
caes e cobaias, mas nao houve diferencas de biocompatibilidade nos dois grupos de
animais. O p(HEMA) inibiu a regeneracdo 6ssea em todas areas de implantacdo. A
associacdo de p(HEMA) e colageno nao desenvolveu reacéao do tipo corpo estranho,

pois ndo estava rodeado por tecido fibroso. Além disso, a mineralizagdo ao redor deste
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implante sugeriu um processo de regeneracdo 6ssea. A regido periférica da matriz
O0ssea desmineralizada foi reabsorvida e substituida pelo osso neoformado. Os
resultados sugeriram que uma pequena quantidade de colageno foi capaz de mudar as
propriedades bioldgicas do composta de polimeros. O estudo deste composto pode
levar ao desenvolvimento de novos materiais para implantes.

O osso desmineralizado particulado apresenta dificil aplicacdo em relagdo ao
fato de as particulas se dispersarem no decorrer da cirurgia e do pds-operatorio. A
utilizacdo de algum veiculo que nao interfira na osseoinducéo poderia ser (til nestes
casos. Desta forma, em 1992, SOLHEIM et al., avaliaram, através de radiografias e
método histolégico, a regeneracdo 6ssea em cavidades Osseas cirlrgicas na calvaria
de ratos ap6s seu preenchimento com um poli-orto-éster biocompativel, osso
desmineralizado, ou uma associacdo destes materiais. Todas as cavidades
preenchidas com osso desmineralizado ou com sua associagdo ao poli-orto-éster
apresentaram osseoinducdo em 2 ou 3 semanas, e neoformacdo 6ssea em toda
cavidade ap6s 4 semanas, sem diferenca significativa entre os grupos. Nenhuma
cavidade do grupo controle ou do grupo de poli-orto-éster apresentou heoformagéo
Ossea durante o periodo de observagao. As cavidades que foram preenchidas com poli-
orto-éster ou sua associagcdo com osso desmineralizado apresentaram sinais leves de
inflamacao no periodo de 2 semanas, com presen¢a de monoécitos e algumas células
gigantes. Ja as cavidades do grupo controle e as que foram preenchidas apenas com
osso desmineralizado apresentaram sinais mais suaves de inflamagao sem presenca
de células gigantes. A neoformacao 6ssea ocorreu em todas as regides e ndo de forma

centripeta, o que aliado a presenca de cartilagem na segunda semana sugere a

presencga de osseoinducdo. O composto testado neste estudo foi tecnicamente mais
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facil de ser utilizado que o osso desmineralizado sozinho, pois podia ser adaptado a
cavidade mantendo o contorno, e apesar disso nao interferiu na osseoindu¢éo nem
causou inflamacéo significante.

De acordo com PETIT & RIPAMONTI, em 1994, a regeneracéo de cavidades
6sseas em calvaria de mamiferos adultos é impossibilitado mais pela intrusdo de
tecidos ndo osteogénicos que impedem a deposicao 6ssea a partir das margens das
cavidades do que pela escassez de capacidade regenerativa da area. Desta forma, os
autores aplicaram a estratégia da regeneracao tecidual guiada em cavidades Osseas
cirtirgicas de tamanho critico na calvaria de babuinos adultos no intuito de avaliar se a
segregacéo tecidual facilitaria a regeneracdo 6ssea neste tipo de experimento. Os
resultados deste estudo indicaram que os ossos membranosos da calvaria de primatas
adultos apresentam potencial para regeneragcdo em grandes defeitos. A maior razao
para nao ocorrer regeneracao € a intrusao de células ndo osteogénicas. Apesar de ter
ocorrido deposicao 6ssea nas cavidades protegidas com a barreira, o tratamento mais
efetivo foi o preenchimento da cavidade com matriz 6ssea desmineralizada.

Preocupados com a possivel acao deletéria de alguns métodos de esterilizacao
em enxertos 6sseos, DUPOIRIEUX et al., em 1994, estudaram o efeito da esterilizacao
através de oxido de etileno e de autoclave em discos de matriz 6ssea desmineralizada,
e implantes de coralina natural porosa, que foram utilizados no preenchimento de
cavidades 6sseas cirirgicas na calvaria de ratos adultos. Nao houve formacgdo 6ssea
no grupo controle onde as cavidades foram preenchidas apenas por sangue do animal
demonstrando que apresentavam tamanho critico, € nao podiam se reparar
espontaneamente. A esterilizacdo em autoclave prejudicou a revascularizacdo dos

enxertos desmineralizados, diferentemente dos enxertos esterilizados em 6xido de
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etileno que apresentaram uma integracao perfeita com o leito receptor e regeneracéo
6ssea completo em 50% das amostras. Os resultados com os implantes de coralina
foram desapontadores, pois apresentaram com mobilidade duas vezes maior que os
enxertos de matriz 6ssea desmineralizada esterilizados em o6xido de etileno. Este
estudo confirmou que a esterilizagdo através de 6xido de etileno nado promove efeitos
adversos na matriz 6ssea desmineralizada, preservando seu potencial osteogénico, e
demonstrou que este tipo de enxerto & mais favoravel ao regeneracao 6ssea quando
comparado aos corais.

Com objetivo de avaliar o potencial osseoinducdo, BECKER ef al.(1995)
compararam o enxerto de osso autégeno e osso desmineralizado congelado e seco,
associado a membrana, em defeitos peimplantares realizados em mandibulas de caes.
Estes defeitos foram divididos em quatro grupos: controle, membrana, osso autégeno e
membrana, 0sso desmineralizado e membrana. Apdés 12 semanas os caes foram
sacrificados e as regides perimplantares foram avaliadas clinicamente e
histologicamente. Os resultados mostraram uma neoformacao 6ssea no grupo controle
de 37% do defeito, quando foi utilizado apenas membrana foi de 80%, osso autégeno
associado a membrana formou 95% do defeito periimplantar e, quando utilizou-se
membrana com osso desmineralizado congelado e seco a neoformacao foi de 75%.

ZAMBONIN & GRANO(1995) realizaram um estudo in vitro com objetivo de
identificar e analisar, através de parametros especificos, a atividade osteoblastica frente
a trés diferentes biomateriais. Nesta pesquisa foram comparados duas hidroxiapatitas
(Ceros 80 e Ostilit) e uma matriz 6ssea demineralizada de origem bovina. Estes
materiais foram expostos a uma pregeneracdo de células osteoblasticas humanas

removidas de uma exostose de um paciente com 10 anos de idade. Os resultados
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mostraram efeitos similares das hidroxiapatitas testadas. Ambas retardaram o
crescimento da célula osteoblastica, porém sem levar nenhum dano a célula. As duas
ainda estimularam a sintese de colageno. A matriz 6ssea desmineralizada de origem
bovina apresentou melhores resultados que as duas anteriores, promovendo um
aumento na proliferacao osteoblatica e na sintese de colageno. Segundo os autores
estes resultados credenciam esta matriz 6ssea desmineralizada de origem bovina para
o preenchimento de cavidades cirtrgicas com o intuito de regeneracao 6ssea.

Segundo BARBOSA & LIMA, em 1996, o osso humano desmineralizado a ser
utilizado em procedimentos cirtrgicos odontolégicos deve proceder somente de bancos
de tecidos credenciados pela Associacdo Americana de Bancos de Tecidos que é
supervisionada pela Food and Drug e Administration(FDA). Assim, a possibilidade de
transferéncia de agentes infecciosos através do enxerto torna-se desprezivel.

PIATELLI et al.(1996) avaliaram a regeneracio 0ssea de enxertos homogenos
no tratamento de defeitos 6sseos associados a implantes em humanos, comparando,
através de analises histolégica e histométrica, o enxerto 6sseo desmineralizado
congelado e seco e o enxerto 0sseo mineralizado congelado e seco. Para isto, 8
pacientes foram divididos em dois grupos. No primeiro grupo foi utilizado o enxerto
6sseo desmineralizado congelado e seco e no segundo, o enxerto 6sseo mineralizado
congelado e seco. Ambos foram colocados ao redor de implantes e cobertos por
membrana. Apds 6 meses, na reabertura, uma pequena quantidade 6ssea ao redor do
implante foi colhida e processada para avaliacido histologica. Os resultados mostraram
um processo lento de reabsorgéo 6ssea, no enxerto mineralizado e uma reabsorgao
mais visivel no desmineralizado. As particulas do enxerto mineralizado apresentaram-

se envolvidas por osso neoformado, enquanto que, no desmineralizado, as particulas
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foram envolvidas por tecido conectivo celular composto principalmente por fibras
colagenas. No enxerto mineralizado as lacunas osteociticas estavam preenchidas por
osteocitos e em algumas areas sistemas de Havers com capilares centrais foram
encontrados. No desmineralizado, na maior parte, as lacunas osteociticas estavam
vazias. Ambos Os enxertos ndo mostraram efeitos de osseoinducdo, € o enxerto
mineralizado mostrou maior poder de osseocondugao.

RABIE & LIE KEN JIE, em 1996, estudaram a integracédo de enxertos 6sseos
autdégenos de origem endocondral na presenca e na auséncia de matriz 6ssea
desmineralizada. Para isto, os autores realizaram defeitos 6sseos de 5X10mm na
calvaria de coelhos, que foram preenchidas com enxerto autégeno removido da tibia,
matriz 6ssea desmineralizada, uma composi¢cdo de enxerto € matriz, e no grupo de
controle negativo a cavidade foi deixada vazia. Osteossintese com fio de aco foi
realizada nos grupos que receberam enxerto autégeno. No grupo que recebeu apenas
enxerto autégeno, focos de cartilagem foram observadas demonstrando o inicio da
integracdo com as bordas de osso pré-existente. Quando a cavidade foi preenchida
apenas com matriz éssea desmineralizada a analise histol6gica demonstrou ossificacdo
endocondral e reabsorgéo das particulas originais. No grupo que recebeu tanto enxerto
quanto matriz éssea desmineralizada foi observado neovascularizacdo, neoformacao
ossea unindo o enxerto ao osso pré-existente. As cavidades que foram deixadas vazias
estavam preenchidas apenas com tecido conjuntivo fibroso. Os resultados sugerem que
em grandes defeitos 6sseos a matriz 6ssea desmineralizada particulada pode melhorar
a integracao de enxertos 6sseos.

A atividade osseoindutiva de enxertos homoégenos de osso desmineralizado e

liofilizado, disponiveis no comércio e produzidos por diferentes bancos de tecidos,
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assim como de diferentes lotes do mesmo banco de tecidos, foi avaliada por
SCHWARTZ et al., em 1996. O propésito do trabalho era testar a hipétese de que a
variabilidade de resultados clinicos poderia estar tanto em funcdo das diferengas nas
técnicas de processamento, quanto nas caracteristicas dos doadores de enxerto. Para
isto, 14 amostras de enxertos foram obtidos de seis diferentes bancos de ossos na
mesma forma que seriam distribuidos para utilizacao clinica. As particulas de enxerto
dos diferentes doadores foram colocadas em trés camundongos por um periodo de 4
semanas. Os resultados demonstraram que as particulas utilizadas neste estudo
apresentaram uma grande variedade na sua habilidade de promover osseoindugdo. Em
um dos bancos um lote de enxerto foi capaz de induzir a formacéo 6ssea enquanto
outro lote nao demonstrou o mesmo. Isto sugere que alguns destes enxertos funcionam
apenas como osseocondutor € que a marcante variabilidade entre amostras do mesmo
banco de tecidos pode explicar os diferentes resultados encontrados na literatura
quando se utiliza o mesmo enxerto.

LA FONTAINE & PINTO, em 1997, revisaram a literatura referente ao osso
desmineralizédo e liofilizado objetivando esclarecer algumas controvérsias relacionadas
ao seu uso na odontologia. As indicagdes para se utilizar o osso desmineralizado vao
desde o preenchimento de defeitos intra-6sseos, lesbes de furca, e tratamento de
lesGes periapicais até o recobrimento de roscas de implantes expostas, fechamento de
comunicagdes buco-sinusais e o levantamento do seio maxilar. Contudo, além da
controvérsia em relagdo ao potencial de osseoinducdo do osso desmineralizado,
existem idéias pré-concebidas em relagcdo ao material como a possibilidade de
transmissao de doencas, antigenicidade, heterogeneidade, protocolo de esterilizacédo e

pregeneracdo do material. Apesar da controvérsia existente em relagcdo a estes
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assuntos o osso desmineralizado e liofilizado ainda representa uma alternativa nas
situagcbes em que o 0sso autdogeno ndo esta disponivel, enquanto outros materiais com
maior potencial de osseoindugdo estdo sendo testados. A eficacia deste enxerto 6sseo
esta bastante evidente na literatura e o sucesso do tratamento esta relacionado a uma
técnica precisa, material adequado e de origem confiavel.

TAGA et al., em 1997, avaliaram o potencial osteogénico de uma matriz éssea
liofilizada de origem bovina (osseobond). Para isto foram confeccionadas defeitos
0sseos em calvarias de 12 cobaias (cavia porcellus) com trefinas de 8mm de didmetro.
Estas cavidades eram parte preenchidas com o osso liofilizado, e parte com sangue do
proprio animal. As cobaias foram divididas em 3 grupos de sacrificios (1, 3 e 6 meses).
A analise histolégica indicou que: a) todos os defeitos dsseos preenchidos somente
com coagulo sanguineo estavam totalmente abertos e continham tecido conjuntivo
fibroso; e b) nos defeitos 6sseos preenchidos com a matriz 6ssea liofilizada, as
particulas foram reabsorvidas, em quase sua totalidade ja apés 3 meses. Aos 6 meses
o espaco da leséo estava totalmente ocupado por tecido 6sseo em estado avancado de
organizagdo; em um caso desse gr.upo, permaneceu uma pequena abertura lateral.
Resultados que permitiriam os autores concluirem que a matriz 6ssea liofilizada bovina
tem a capacidade de estimular a formacdo de tecido 6sseo em sitio ortotdpico de
cobaias.

RESTREPO et al., (1998) avaliaram o potencial da matriz de osso bovino
desmineralizado e liofilizado na regeneracdo de cavidades 6sseas de 3X2mm de
extensao provocadas em tibia de ratos, que foram recobertas com uma barreira
biolégica reabsorvivel de osso bovino liofilizado. No grupo controle os defeitos 6sseos

foram preenchidos apenas com o coagulo sanguineo do préprio animal. A analise
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histolégica dos grupos controle e de estudo ap6s 7 dias demonstrou o inicio da
neoformacéo 6ssea nas bordas da cavidade. Nos grupos controle de 10, 20 e 40 dias o
processo de neoformacao 6ssea permaneceu uniforme e o preenchimento da cavidade
ocorreu a partir do periodo de 20 dias. A quantidade de tecido 6sseo formado aumentou
a medida em que o periodo para sacrificio tornou-se maior. Ao final do experimento o
espagco mostrou-se com aspecto de normalidade compativel com remodelacédo do
tecido osseo neoformado. No grupo experimental de 7 dias, o interior da loja cirtrgica
apresentou particulas de tecido amorfo lembrando osso desvitalizado com focos de
reabsorcdo na sua superficie. No grupo experimental de 10 dias n&o foi notado a
presenca de reabsor¢do das particulas. As particulas de osso desvitalizado tornaram-se
menores € em pequena quantidade. A neoformacdo 6ssea ocorreu em direcao
centripeta preenchendo toda a cavidade apdés 40 dias, sem ultrapassar seu limite
externo. Os autores concluiram que esta matriz de osso bovino é de facil manuseio,
reabsorvivel, biocompativel, e favorece a regeneracao de lesées Osseas.

GARCIA (1999) analisou histologicamente o efeito de dois tipos de matrizes
6sseas desmineralizadas, sobre o processo de regeneragéo O6ssea em calvéaria de
coelhos. Foram utilizados dezoito coelhos e em cada calvaria foram preparadas duas
cavidades ésseas cirtrgicas, sendo uma ao lado direito e a outra ao lado esquerdo da
sutura parietal. Os animais foram divididos em dois grupos. No grupo | a cavidade
experimental foi preenchida com uma matriz 6ssea desmineralizada de origem bovina,
enquanto no grupo Il a cavidade experimental foi preenchida com uma matriz 6ssea
desmineralizada de origem humana. As cavidades de controle foram preenchidas
apenas com o sangue do animal. Os animais foram sacrificados nos periodos poés-

operatorios de 03, 07, e 15 semanas.
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A analise microscopica revelou que a neoformacéo 6ssea foi favorecida tanto
no grupo | quanto no grupo Il em relagdo ao grupo controle. No grupo | as particulas
foram reabsorvidas mais rapidamente que no grupo Il. Nos grupos |, Il e controle o
regeneracgao 6ssea foi melhor nos periodos de sacrificio mais longos.

LEWANDROWSKI et al., em 1999a, investigaram a viabilidade de aumentar a
regeneracao 6ssea através da utilizagdo do polimero de polipropileno fumarinico como
substituto 6sseo. Este polimero foi testado isoladamente e associado a osso autégeno
e homégeno. Para este experimento foram confeccionados defeitos em tibias de ratos.
Estes animais foram divididos em seis grupos(9 por grupo): controle, polimero,
autégeno, homoégeno, polimero + autdégeno, polimero + homogeno. Os animais foram
sacrificados com 1 e 4 semanas ap6s a cirurgia e as regides implantadas foram
preparadas para as analises histologicas e histométricas. Os resultados deste estudo
mostraram que os defeitos sem preenchimento (controle) nao repararam. Nos grupos
experimentais, uma neoformacdo éssea reparando, quase que completamente, o
defeito foi observado apds 4 semanas, quando da utilizacdo do osso autdégeno. No
grupo do polimero um gradual crescimento 6sseo foi observado. Quando o polimeroAfoi
associado ao osso homégeno houve um aumento da regeneracdo 6ssea. Sendo este
maior quando foi utilizado o autégeno. Os dados permitem a conclusao de que este
polimero pode ser utilizado para aumentar o volume de pequenas quantidades de
enxertos 6sseos.

No mesmo ano, LEWANDROWSKI ef al.b estudaram a osseoconducao frente a
associacao de enxertos 6sseos corticais e biopolimeros. O osso cortical foi testado
isoladamente (controle) e associado, ao polimero de acido polilactico e poliglicélico e ao

polimero de polipropileno fumarinico. Para esta pesquisa foram utilizados tibias de 32
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ratos. Os animais foram sacrificados em dois periodos(2 e 4 semanas) de pOs-
operatério. As analises histologica e histométrica mostraram uma quantidade
significativamente maior de neoformacéao 6ssea quando um dos polimeros foi associado
ao enxerto. Porém, ndo houve diferenca estatistica significante quando foi comparado
os grupos com polimeros entre si. No grupo da associagdo do osso cortical com o
polimero de acido polilactico e poliglicélico, o material reabsorveu em 2 semanas. Ja a
formulacdo com o polimero de polipropileno fumarinico ainda estava presente no
periodo de 4 semanas. Os autores concluiram que a associagéo enxerto — polimero é
boa formulacdo para a regeneracdo em defeitos 6sseos; € que o polimero de acido
polilactico e poliglicélico apresentou melhor comportamento quando associado a
enxerto 6sseo cortical, que o polimero de polipropileno fumarinico.

DUGUY et al. (2000), revisando a regeneracao 6ssea com o uso de substitutos
o6sseos, afirmaram que o uso de materiais osseocondutor (ceramicas bioativas) é
contra-indicadado na regeneracdo de grandes defeitos. Isto ocorre em virtude do
crescimento 6sseo, neste tipo de material, ser limitado a periferia do implante. Por isto,
os autores sugerem a combinagdo de uma matriz osseocondutora com materiais
osseoindutores, como os fatores de crescimento para se obter uma regeneragao 6ssea
completa. Dentre as substancias osseoindutoras, os autores dao especial atencao a
proteina 6ssea morfogenética por sua grande eficacia.

KAWCAK et al., em 2000, compararam a osseoindugdo da matriz 6ssea
desmineralizada com o enxerto autdgeno de osso medular. Neste estudo foi utlizado 8
cavalos adultos, onde foram criados defeitos circulares de 19mm na cortical externa da
sexta e da oitava vértebra. Os defeitos foram divididos de forma aleatéria para os

grupos controle, enxerto autégeno e osso desmineralizado. Apés 56 dias as vértebras
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foram removidas e a regido dos defeitos foram avaliados através da densidade mineral
o6ssea, do percentual de calcio, da analise histolégica e radiografico. Os resultados
mostraram um aumento no volume do osso neoformado no grupo tratado com osso
autdégeno em relacdo ao osso desmineralizado. O grupo do osso autégeno também
apresentou maior percentual de célcio. O osso desmineralizado ndo mostrou nenhum
tipo reacdo inflamatéria. A regeneracdo 6ssea no defeito ndo foi acelerada ou
melhorada quando do uso do osso desmineralizado.

RABIE & CHAY(2000) demonstraram, através de caso clinico acompanhado
por 5 anos, que a associagao de enxerto autégeno e uma matriz 6ssea desmineralizada
possibilitou a regeneracao de tecido 6sseo perdido por trauma, com conseqlente
movimentacdo ortoddntica para a area enxertada.

O implante de materiais porosos que promovam a osseocondugao € uma das
alternativas quando ha a necessidade de preenchimento de um defeito 6sseo. Segundo
VANDERSTEENHOVEN & SPECTOR, em 1983, o tecido 6sseo cresce para dentro do
material poroso produzindo uma uniao entre a prétese implantada e o osso adjacente,
que consequentemente resulta em estabilidade da prétese. Este tipo de alternativa &
questionada quando o potencial de neoformagdo 6ssea é limitado em funcdo dos
estados patolégicos, ou situacbes onde a quantidade de células osteogénicas é
inadequada. Uma possivel solugéo para este tipo de problema é impregnar o material
poroso a ser implantado com substancias osseoindutoras. Por isso, os autores
realizaram um estudo, com objetivo de determinar se particulas de matriz éssea
homoégena desmineralizada poderiam induzir a formagcao 6ssea em implantes porosos
de polisulfona colocados em sitios extradsseos de ratos adultos. A analise histologica

demonstrou que as células mesenquimais que infiltraram os poros do implante foram
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induzidas pela matriz desmineralizada a se diferenciar em condroblastos e

osteoblastos. A condrogénense no grupo da associagao de matriz desmineralizada com
implante de polisulfona foi seguida de ossificagdo e produgdo de medula 6ssea. A
sequéncia histologica da osseoindugéo foi a mesma observada no grupo controle que
havia recebido apenas a matriz desmineralizada. Isto significa que a resposta tecidual
ao implante de polisulfona n&o inibiu a osseoinducéo. Entretanto, a ossificagao iniciou-
se e permaneceu proxima as particulas da matriz 6ssea desmineralizada sem se
estender para os espacos do implante poroso de polisulfona. A quantidade de osso
neoformado foi relacionada a quantidade de matriz desmineralizada que foi associada.

Em 1984, o grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros da Escola
de Engenharia de Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo desenvolveu uma resina
poliuretana extraida do 6leo da mamona (Ricinus comunis da classe dicotiledonea, da
ordem geraniacea e familia das Euforbaceaes) O 6leo de mamona & na realidade um
poliéster, formado por trés moléculas do acido ricinoléico ( acido 12-hidroxi-oléico, ou
C1sH3403), cada uma com um grupo hidroxila no carbono 12, propicio para a
polimerizagcdao por meio de ligagdes uretana. Os grupos hidroxila do acido ricinoléico
reagem com 0s grupos isocianato do pré-polimero difenilmetatandiisocianato para
formar as poliuretanas, como descrito no PROJETO PADCT (1984).

HOLLINGER & SCHMITZ (1987) estudaram um copolimero, formado de acido
lactico e poliglicdlico, associado a um proteolipidio como uma alternativa na substituicao
do tecido 6sseo. Para isto, foi utilizado mandibula 25 caes Foxhound adultos. Em cada
lado da mandibula foi removido um segmento de espessura total. De um lado foi
deixado vazio e do outro preenchido com material. Em ambos os segmentos foram

fixados de forma rigida. Apds 4, 8, 12, 24 e 40 semanas os caes foram sacrificados e os
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segmentos mandibulares preparados para histomorfometria. Esta avaliagado revelou um
aumento significante da regeneragdo o6ssea no lado experimental em relagdo ao
controle, apés 40 semanas.

Para determinar o potencial osteogénico de um substituto 6sseo formado da
associacao de um copolimero biodegradavel e um osso desmineralizado, SCHMITZ &
HOLLINGER (1988) utilizaram a calota craniana de 52 coelhos New Zealand brancos.
Foi criado um defeito, de espessura total, na calvaria de cada animal com uma trefina
com 15mm de didmetro. Em metade destes coelhos(26) esta cavidade foi preenchida
com o copolimero, formado pelo acido polilactico e poliglicélico, associado ao osso
desmineralizado congelado e seco. Na outra metade dos coelhos o defeito foi deixado
vazio, como grupo controle. Os animais foram sacrificados 4, 8, 12, 16, 20 e 24
semanas apés o procedimento cirirgico. Ambos os grupos foram analisados nestes
periodos através de avaliagao clinica, radiografica e histomorfométrica. Os resultados
mostraram que quando comparado com o controle, o grupo do copolimero associado
com ao osso desmineralizado congelado e seco apresentou um significante aumento do
vblume do osso trabecular. Trés defeitos apresentaram formacao de uma ponte 6ssea
em 8 semanas.

KLEINSCHMIDT et al.(1993) estudaram o efeito de um polimero, composto de
acido polilactico e poliglicélico, e de uma matriz 6ssea desmineralizada, associados ou
isolados, na regeneracéao de cavidades cirurgicas realizadas na calvaria de coelhos.
Foram utilizados 48 coelhos da raca New zealand, divididos em 4 grupos de tratamento
e 2 periodos de sacrificio (6 e 12 semanas). Este polimero apresentava um formato de
disco e foi colocado de forma a evitar o colapso do tecido mole para dentro do defeito,

tanto do lado da dura mater, quanto do peridésteo. Apds as avaliagbes radiograficas,
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histolégicas e histomorfométrica, os resultados mostraram que a associagéo dos discos
de polimero e matriz, promoveram uma regeneracao significativamente maior, do que
os grupos onde foram utilizados separadamente, no periodo de 6 semanas. Apés 12
semanas todos o0s grupos apresentaram uma quantidade de regeneragao
significativamente maior que no periodo inicial. Os grupos de estudo, disco de polimero,
matriz 6ssea desmineralizada e a associagcdo disco e matriz, apresentaram mais
regeneracdao Osseo que o grupo controle, entretanto, nao houve diferenca
estatisticamente significante entre estes trés grupos. Porém o osso neoformado no
grupo da associagéo parecia ser mais maduro. O beneficio da utlizagdo destes discos
evitando o colapso de tecidos para dentro da cavidade associado ao seu
preenchimento com matriz éssea desmineralizada foi mais significante nas primeiras
seis semanas. Isto pode ser relacionado a manutencao das particulas de matriz no
interior da cavidade. O contorno se apresentou melhor no grupo onde se associou a
matriz 6ssea aos discos de polimero. Desta forma, é viavel a colocacao de fatores que
promovam a regeneracdo Ossea entre duas barreiras biodegradaveis para o
regeneracéo de segmenfos da calvaria.

OHARA et al (1995) estudaram experimentalmente a biocompatibildade da
resina de mamona (Ricinus communis), implantada no joelho de 15 coelhos adultos da
raca New Zealand. Este polimero foi usado de duas formas, uma com calcio, aplicado
intra-6sseo, € uma outra em forma de gel intra-articular. Os coelhos foram divididos em
trés grupos de acordo com o tempo de sacrificio (3, 15 e 40 dias). O corpo de prova em
forma de gel foi implantado dentro da articulagédo do joelho esquerdo e o célciﬁcado,
emforma de cilindro de 0,5cm, foi implantado no condilo medial do mesmo joelho. Apés

os sacrificios foram retirados, por laparotomia, o figado, bago e rins para exame
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histopatolégico. As articulagdes dos coelhos sacrificados com 3 dias apresentaram
sinovite e derrame sinovial estéril, porém este quadro nao foi observado nos demais
grupos. Nos periodos mais tardios nado apresentou caracteristicas de reacao
inflamatéria tardia ou granulomatosa, do tipo corpo estranho. O céndilo medial, no
grupo A, apresentou uma reacdo fibrosa ao redor do implante do tipo “pseudo-
encistamento”, que nos Grupos B e C, evoluiu para uma neoformagdo oOssea,
preenchendo inclusive as lacunas internas dos corpos de prova. A auséncia de
alteracdes patologicas nas visceras demostraram a ndo toxicidade da resina de
mamona. Os autores concluiram que o polimero poliuretano da mamona nao é téxico,
nao produz reac¢ado inflamatéria tardia sinovial e, quando implantada no osso, produz
reacao fibrosa que evolui para neoformacgéo 6ssea em coelhos.

OLIVEIRA et al.(1995) procuraram avaliar o comportamento da poliuretana
derivada do 6leo da mamona como material de preenchimento na regeneragdo éssea.
Para isto realizaram um estudo experimental comparando este biomaterial com osso
autégeno. Dez coelhos New Zealand, de ambos os sexos, pesando aproximadamente
3,5kg foram submetidos a um procedimento cirﬁrgico na calvaria. Apés a anestesia foi
realizado uma inciséo na linha parietal, descolamento exposicéo da regido. Com motor
elétrico com uma trefina de 5Smm de didametro foram realizadas duas cavidades 6sseas,
removendo-se o0 0sso até a dura-mater. Em um dos lados colocou-se a poliuretana
derivada do 6leo da mamona e no outro foi colocado osso autégeno triturado da propria
regidao. O sacrificio dos animais foi realizado 40 dias ap6s a cirurgia inicial. Apoés
avaliacado histolégica os autores observaram auséncia de reacgdo inflamatéria e

formacao parcial de tecido 6sseo no grupo experimental (biomaterial) em contraste com
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incorporacdo do enxerto de osso autégeno ja em fase de remodelagcdo no grupo
controle.

Em 1996, FERREIRA et al. avaliaram a atividade microbiana de solugdes
irrigadoras em dentes com necrose pulpar. Os autores comparam “in vivo” a atividade
microbiana das seguintes solugdes irrigadoras: gel de papaina a 0,4% (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo), detergente de mamona a
10%(Instituto de Quimica de Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo) e hipoclorito de
sédio a 5% (Faculdade de Odontologia de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao
Paulo) em dentes com polpa necrosada com ou sem lesao periapical. Ap6s a abertura
coronaria sob condigdes assépticas, a caAmara pulpar foi lavada com soro fisiolégico
estéril e com cone de papel absorvente foi realizada a primeira colheita. Foi realizado o
pregeneracado biomecéanico utilizando as solugdes irrigadoras em avaliacdo. Apos 72
horas foi realizada a segunda colheita. As amostras foram semeadas em placas com os
meios agar mitis salivarius, agar sacarose bacitracina — SB20 e agar sangue, e
incubadas em microaerofilia pelo sistema de chama de vela durante 48 horas a 37° C.
O numero de unidades formadoras de colbnias foi enumerado cdm microscoépio
esteroscopico sob luz refletida. Os resultados mostraram que o detergente de mamona
a 10% e o hipoclorito de so6dio a 0,5% apresentaram atividades antimicrobianas
semelhantes na diminuigcdo do nimero de anaerébios, S. Mutans e estreptococos. No
entanto o gel de papaina apresentou menor atividade sobre esse microorganismos, em
comparagao com as demais solugdes.

TEXEIRA et al.(1996) acrescentaram carbonato de calcio ao polimero de
Mamona com o intuito de induzir o regeneracdo 6sseo em mandibulas de ratos. Para

isto foram confeccionados defeitos criticos com fresas cilindricas no corpo da
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mandibula de 40 ratos. Os animais foram sacrificados em quatro periodos

diferentes(15, 25, 40 e 60 dias) apds a cirurgia. As mandibulas removidas, foram
submetidas ao processamento histolégico e coradas com hematoxilina e eosina. Na
avaliagao histolégica foi observada auséncia de células inflamatérias e a atividade das
células osteogénicas promovendo neoformacédo 6ssea. Resultados que permitem que
os autores afirmem que o polimero de mamona parece ser biocompativel, sem causar
efeitos deletérios ao organismo e sem formar capsula fibrosa.

No mesmo periodo, VILARINHO et al. Avaliaram a biocompatibilidade, a
possivel reacdo inflamatéria e a inducdo de ossificacdo pela presenca ou nao de
carbonato de calcio, do implante de resina de poliuretana vegetal (Ricinus communis)
na camara anterior dos olhos de camundongos. Para este estudo foram utilizados 60
olhos de camudongos machos com 60 dias de idade, submetidos aos implantes de
resina poliuretana vegetal de mamona acrescida ou nao de carbonato de caicio. Os
animais foram sacrificados, os globos oculares removidos 7, 15 e 30 dias apés o
implante e preparados de forma rotineira para a avaliagdo microscoépica. Os resultados
histolégicos mostraram que esta resina € bem tolerada pelos tecidos da cAmara anterior
do olho, havendo uma reacgéo inflamatoéria no periodo inicial que diminuiu com nos
demais periodos. A reacéo dos tecidos foi semelhante com ou sem o carbonato de
célcio e a presenca de células multinucleadas pode propiciar a reabsor¢cdo do material
que sera muito lenta.

UEDA et al.(1996) compararam o osso autégeno e o polimero derivado do 6leo
da mamona em sitios 6sseos ao lado de implantes de titanio. Foram utilizados 10
coelhos da raca New Zealand, onde dois implantes HT foram colocados na tibia

esquerda. No osso ao redor de cada implante, foram criados defeitos 6sseos e
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preenchidos, um com osso autdégeno e o outro com o polimero de mamona. Apo6s 40
dias os coelhos foram sacrificados e a avaliagdo histolégica evendenciou substituicéao
parcial do polimero de mamona por osso autégeno imaturo com auséncia de reacao
inflamatéria. No grupo do enxerto autdgeno, ocorreu uma substituicdo com
incorporacao e posterior remodelacao do tecido 6sseo.

Em 1997a, CARVALHO et al. testaram a biocompatibilidade do polimero natural
de poliuretano, feito a partir do 6leo da mamona. Para isto foram implantados,
imediatamente apds a extracdo, cinco granulos do polimero em alvéolos de incisivos
direitos superiores de ratos. Os animais foram sacrificados 1, 2, 3 e 6 semanas apés o
procedimento inicial. O material foi descalcificado e processado para inclusdo em
parafina. Foram feitas sec¢des longitudinais semi-seriadas de 7mm de espessura,
coradas com hematoxilina e eosina. Utilizou-se uma camara clara para estimativa de
fracdo de volume dos tecidos ésseos e conjuntivo em areas teste contiguas aos
implantes, por um método de contagem diferencial de pontos. Na avaliagao histologica
os autores observaram presenca de granulos do polimero no tergo cervical do alvéolo,
sem reagao de corpo estranho e sem persisténcia da reacao inflamatoéria inicial. A
histometria permitiu observar osteogénese progressiva com diminuicdo da capsula
fibrosa ao redor dos implantes. Ao final da 6% semana o alvéolo apresentava-se quase
totalmente preenchido por tecido ésseo maduro, estabelecendo intimo contato com os
implantes remanescentes. Perante seus resultados, os autores sugerem que o material
é biocompativel, sendo progressivamente osseointegrado no decorrer do regeneracao.

CARVALHO et al.(1997b) observaram o comportamento do polimero de
mamona quando implantados no alvéolo de ratos com relacdo a cronologia de

regeneracdo alveolar. Cinco granulos do polimero foram implantados no alvéolo dos
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incisivos direitos superiores imediatamente apés a extracdo. Os animais foram
sacrificados ap6s 1, 2, 3 e 6 semanas e as pecas removidas, foram submetidas ao
processo necessario para as avaliagoes histoloégica e histométrica. Apds estas, foi
possivel afirmar que a presenga do material provocou, uma discreta porém significativa,
diminuicdo de 10 a 22%, no regeneracao alveolar quando comparado com o grupo
controle. Diferenca esta s6 observada a partir da segunda semana.

No mesmo ano, COSTA et al. também testaram a biocompatibilidade do
polimero de mamona, comparando-o com o cimento de é6xido de zinco e eugenol no
subcutaneo de ratos, com vistas a sua possivel utilizacao com material forrador de
cavidade dentaria. Foram utilizados 20 ratos (Rattus Norvegicus, Holtzman) machos.
Em cada rato, duas lojas cirurgicas foram confeccionadas no dorso (lado direito e
esquerdo), onde implantaram o polimero e o éxido de zinco. Decorridos 7, 15, 30 e 60
dias apos a cirurgia, 5 animais de cada grupo foram sacrificados e removido o implante
o tecido circunvizinho para pregeneracdo para analise histoldégica. Os resultados
mostraram que o polimero de mamona foi mais irritante que o 6xido de zinco e eugenol
em todos os periodos, porém sua reagao inflamatéria foi aceitavel , com diminuigdo
progressiva nos periodos mais tardios. Os autores concluiram que os materiais
apresentaram aceitavel biocompatiblidade.

Com objetivo de verificar a neoformacao 6ssea e a integracdo do cimento
derivado do polimero da mamona, IGNACIO et al., em 1997, produziu defeitos dsseos
em radios de 34 coelhos. Os animais utilizados tinham idade variando entre 8 a 10
semanas de vida, pesando aproximadamente 2,0kg. Estas falhas osteperiosteais
apresentavam 2,0cm comprimento, equivalendo a 30% do comprimento total do osso.

Os defeitos foram preenchidos por um cilindro confeccionado com o cimento derivado
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do polimero da mamona adicionado de carbonato de calcio para aquisicdao de
porosidade e radiodensidade. Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo
com o tempo de sacrificio dos animais em relagdo ao procedimento cirlrgico(2, 4, 8 e
16 semanas). No grupo controle a falha éssea nao foi preenchida com nenhum tipo de
material. Os grupos foram submetidos a avaliagdo radiolégica, macroscépica e
microscodpica.

Os resultados mostraram que no grupo controle todos os segmentos tiveram
perda do alinhamento do membro (deslizamentos epifisarios e fraturas). Ao contrario do
gue ocorreu nos grupos onde o defeito 6sseo foi preenchido com o cilindro derivado do
polimero da mamona, que apresentaram baixos indices de deslizamentos.
Radiograficamente, nos animais em que foram implantados o cilindro houve, na quase
totalidade dos casos, uniao sélida das interfaces cilindro-osso proximal e distal. O osso
neoformado a partir das extremidades 6sseas praticamente uniu-se na regido central do
enxerto nos periodos finais de estudo, visualizando-se, em alguns casos, a formacao de
uma cortical 6ssea delgada e esbogo de um canal medular. Histologicamente néo foi
observada a presenca de células gigantes e reag¢ao do tipo corpo estranho que pudesse
indicar qualquer grau de toxicidade do material. O processo de neoformacdo 6ssea foi
gradual, progressivo e organizado a partir das interfaces cilindro-osso proximal e distal
em direcdo a regidao central do material. No grupo de 16 semanas as duas
extremidades Osseas (distal e proximal) praticamente uniram-se na regido central.
Sobre este novo osso foi observado a formagéo de uma cortical fina e peridsteo.

SILVA (1997) analisou o comportamento tecidual 6sseo frente ao implante do
polimero de mamona em radios de coelhos, através de radiografias convencionais

padronizadas, utilizando critérios de radiopacidade pré-estabelecidos para estruturas

-40 -



anatémicas presentes nas areas de interesse das imagens, obtidas dos defeitos 6sseos
induzidos, controle (coagulo de sangue) e teste (polimero de mamona), nos periodos de
15, 30, 90 e 120 dias. Os resultados mostraram que ocorre evolugdo do processo de
regeneracao tecidual nos periodos de 15, 30 e 90 dias, € o seu retardo no periodo de
120 dias. Na interface osso-polimero ocorre intensificagao de radiopacidade, entre os
periodos iniciais (15 e 30 dias), intensidade similar observada no periodo de 120 dias.
No periodo de 90 dias houve diminuigdo nos valores de radiopacidade, podendo estar
relacionada as atividades metabdlicas teciduais do leito receptor, frente ao polimero de
mamona, no processo normal de substituicdo e regeneracgao tecidual.

Em 1998, CARVALHO et al., com o intuito de melhor corrigir as fenestragdes
6sseas em implantodontia, estudaram o comportamento do polimero de mamona e da
membrana de teflon na correcdo destes defeitos dsseos. Para isto, foram realizados
implantes osseointegrados do sistema T.F. em tibias de cdes com os defeitos 6sseos
sendo confeccionados experimentalmente. Os animais foram divididos em dois grupos,
onde em um foi colocado o polimero de mamona e no outro a membrana teflon.
Decorridoé 180 dias, os animais foram sacrificados e as tibias foram preparadas e
coradas com azul de toluidina para analise histolégica. Esta avaliacdo permitiu que os
autores afirmassem que ocorreu neoformacao 6ssea e interface de osseointegragao em
ambos 0s grupos.

No mesmo ano, MAGRO FILHO et al. pesquisaram a reacdo tecidual do
implante de polimero de mamona, manipulado no momento do ato operatério e
previamente preparado (esterilizado em autoclave de 6xido de etileno), em tibias de
ratos. Os animais foram sacrificados apés 5, 15, 21 e 45 dias apds a colocagdo dos

implantes. Os resultados mostraram que houve um crescimento 6sseo em intimo
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contato com o polimero de mamona. Nos periodos tardios, em algumas areas nao
existiu crescimento 6sseo no interior do polimero de mamona. O material previamente
preparado foi mais bem aceito pelo organismo, e uma fina capsula de tecido conjuntivo,
sem reacao inflamatoéria, envolveu a maioria do implantes.

KONIG Jr. et al., em 1999, avaliaram a biocompatibilidade de uma resina
poliuretana derivada da mamona(Ricinus vulgaris) inseridos no alvéolo de cées apés a
extracdo dos pré-molares. Os alvéolos foram preenchidos com a resina até o nivel do
osso alveolar, polimerizado e a mucosa alveolar suturada ocluindo completamente o
alvéolo. Apos 90 dias os caes foram sacrificados e os alvéolos foram preparados para
avaliacao histologica. Os resultados mostraram uma substituicdo da poliuretana por
tecido 6sseo e matriz ostedide, nao foi observado nenhuma reacéo inflamatéria. Estes
dados credenciam o polimero da mamona como substituto dsseo.

CAVALIERI, em 2000, realizou um estudo comparativo das respostas teciduais
apés a implantagdo de polimero de mamona, cimento 6sseo e resina acrilica
termicamente ativada em defeitos 6sseos cirargicos confeccionados nas tibias de
coelhos, mediante analises macrcécépicas e microscoépicas através de microscopia de
luz. Para isto, foram utilizados nove coelhos adultos com peso médio de
aproximadamente 4,0 kg, onde foram realizados dois defeitos em cada tibia. Na tibia
direita foi colocado o polimero de mamona e o cimento 6sseo, na tibia esquerda, resina
acrilica e coagulo sanguineo (controle). Os coelhos foram sacrificados 30, 60 e 90 dias
ap6s a cirurgia, num total de trés por periodo. As pecgas contendo os defeitos foram
removidas, fixadas em formol a 10%, processadas e submetidas as analises
macroscopica e microscépica. Os resultados mostraram que o polimero de mamona e o

cimento 6sseo apresentaram propriedades hemostaticas e maior estabilidade no defeito
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6sseo. O polimero de mamona, a resina acrilica e o cimento 6sseo apresentaram um
discreto infiltrado inflamatério mononuclear com predominancia de linfocitos no ultimo
periodo de avaliacdo. Esta reacao inflamatéria foi mais intensa no cimento 6sseo,
seguindo pela resina e pelo polimero de mamona. Todos os materiais avaliados
apresentaram propriedades osseocondutoras. O polimero de mamona permitiu
crescimento 6sseo de tecido conjuntivo osteogénico no interior dos seus poros e
fendas, bem como incorporou-se ao tecido 6sseo, promovendo a sua boa estabilidade
no local de implantacao. Este polimero estava, lentamente, sendo substituido por tecido
6sseo durante o processo de remodelacéo.

GARCIA JUNIOR (2000) avaliou o processo de regeneracaoc 6sseo em
defeitos cirtrgicos realizados na parede anterior do seio maxilar apos a colocagéo de
implantes de polietileno de alta densidade (Medpor), polimero de mamona e matriz
6ssea bovina desmineralizada. Para este estudo foram utilizados 8 macacos pregos
(Cebus Apella). As analises foram feitas apés 145 dias de implantagdo, através de
avaliacoes histologicas e histométricas, utilizando-se o método de microscopia 6ptica
computadorizada (Imagelab 98). Os resultados mostraram'que 0 regeneracéo 6sseo se
estabeleceu em 77,24% da superficie de contato com a matriz éssea bovina, 41,31%
com o Medpor e 28,24% do polimero de mamona. Houve prevaléncia de neoformacéao
conjuntiva (58,5%) no grupo controle. O grupo do polimero de mamona apresentou uma

intensa fibrose e moderada quantidade de infiltrado inflamatério cronico tardio.
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PROPOSICAO

O proposito deste estudo experimental foi a comparar histolégica e
histometricamente a matriz 6ssea desmineralizada de origem humana’ e a poliuretana
derivada do 6leo da mamona’ , frente ao processo de regeneragao 6ssea em calvaria

de coelhos.

* DEMBONE™ - Pacific Coast Tissue Bank
™ AUG-EX® - Poliquil
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METODOLOGIA

ANIMAIS E ANESTESIA

Foram utilizados no presente estudo 24 coelhos albinos da ragca New Zealand,
fémeas, com idade variando entre 03 a 06 meses, e peso médio de 2,9kg. Os animais
foram mantidos em gaiolas no biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
Unicamp, durante o periodo experimental, com dieta sélida’ e agua a vontade, em
temperatura ambiente. Estes animais foram divididos em dois grupos iguais (Grupo | e
Grupo Il).

Para anestesia geral foi utilizada atropina 1% na dose de 0,15ml/kg de peso,
por via subcutanea, cinco minutos antes da anestesia propriamente dita para evitar a
bradicardia provocada pelo anéstesico. ketamina? e solugdo aquosa a 2% de cloridrato
de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4-H-1,3-tiazin® foram aplicados numa concentracdo de

0,5ml/Kg de peso, por via intramuscular profunda (MASSONE, 1994).

! Ragdo Sitios e Quintais® - Purina Nutrimentos
2 Francotar® ~ Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda. — Sio Paulo
Rompum® — Bayer S.A - Satide Animal
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PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos operatérios experimentais foram realizados no centro
cirirgico para coelhos do biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba -
Unicamp, sob condigcdes assépticas utilizando-se instrumental estérii e campos
descartaveis, todos submetidos a esterilizagdo por calor imido utilizando-se autoclave,
sob a pressao de 15 libras, temperatura de 121° Celsius por um tempo de 20 minutos.
Apods a tricotomia da calvaria foi realizada a antissepsia com solugdo alcbolica de
polivilpirrolidona iodo a 10%* e posterior isolamento da area a ser operada com campos
estéreis.

O procedimento cirurgico foi dirigido através do protocolo descrito por
ALBERIUS et al.(1989); ALBERIUS et al.(1990); ALBERIUS & JOHNELL(1991). Pele e
subcutaneos foram seccionados através de uma incisdo paramediana na calvaria do
coelho, estendendo do osso nasal até o frontal realizada com lamina de bisturi® n2 15. O
peridsteo que recobre a regido frontal e a sutura coronal foi incisado, elevado e rebatido
lateralmente(Fig. 1-A). Duas cavidades 6sseas circulares, foram produzidas na regiao
parietal bilateralmente, utilizando-se umé broca trefina® com 10 mm de diametro,
acoplada num contra-angulo redutor 16:1”, montada em baixa rotagdo (1500 rpm) num
motor elétrico® com o cuidado de nao perfurar o seio sagital e/ou a dura-mater(Fig. 1-B

e 1-C).

4 Hi — Odin ~ Halex e Istar Laboratérios- ind. Brasileira

® Feather Saftety Razor C.D., Ltd Medical Division — Japan

6 implantes ~ Biomateriais Dentoflex Instrumentos Cirtirgicos
7 NSK E 16R Nakanishi Dental MFG. C. 0., Ltd-Japan

8 BLM 500 — VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda
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Fig. 1 A - Calvaria descolada. B ~ Perfuracdo da cavidade com a trefina. C - As
cavidades osteotomizadas. D — Remoc¢ao cuidadosa do tampéo 6sseo. E — Cavidade
preenchida com sangue no lado esquerdo e com material testado no lado direito. F -
Osso desmineralizado preenchendo uma cavidade. G - Polimero de mamona
preenchendo uma cavidade.

Durante as perfuracbes Osseas, o procedimento foi realizado sob constante
irrigagdo com solucdo fisiologica de cloreto de sodio 0,9%° evitando-se assim o
superaquecimento Osseo. ApOs a realizacdo das perfuragbes, o tampdo O6sseo
confeccionado pela trefina foi delicadamente removido com o auxilio de um descolador
(Fig. 1-D). Sempre a cavidade do lado direito foi preenchida pelo material e a do lado

esquerdo deixada vazia (Fig. 1-E). As cavidades do osso parietal direito do Grupo |

° Fresenius Laboratérios Ltda
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foram preenchidas com AUG-EX®'

(Fig. 1-F). A cavidade do parietal direito dos
coelhos do Grupo Il foi preenchida com osso desmineralizado de origem humana'! (Fig.
1-G), uma resina poliuretana extraida do 6leo da mamona. As cavidades do lado
esquerdo foram preenchidas por sangue, servindo como controle. Posteriormente o
peridsteo foi reposicionado e os planos superficiais suturados com fio de nylon nimero
4.0

Todos os animais receberam Penicilina Benzatina' em dose tnica de 0,1ml/kg,
por via intramuscular, segundo as recomendacdes do fabricante. Em cada animal
operado foi realizada aplicagao topica de solugdo alc6olica de polivilpirrolidona iodo a
10%* como medida antisséptica local, no poés-operatério imediato. Os animais
permaneciam em observacdo no periodo inicial da recuperagdo anestésica e, em
seguida, eram levados para suas gaiolas e mantidos até o momento do sacrificio.

Os animais foram sacrificados nos periodos de 04, 07, e 15 semanas de pos-
operatério, num total de quatro animais de cada grupo, por periodo de sacrificio. Foi
utilizada uma superdose da mistura anestésica contendo Francotar’ e Rompum?, para o

sacrificio dos animais. Apos isto, procedeu-se a remocgao dos blocos dsseos contendo

as cavidades 6sseas.

10 AUG - EX®- Poliquil — Araraquara — Sao Paulo
" DEMBONE ™ - Pacific Coast Tissue Bank

ETHICON® - Nylon4-0 . Johnson & Johnson — S3o José dos Campos/SP. — Brasil

13 FORT DODGE® Satde Animal Ltda
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METODO HISTOLOGICO

Estes blocos foram imersos em solugido de formoldeido 10%'* em tampao
fosfato por um periodo de 24 horas, lavados em agua corrente durante 24 horas e
descalcificados em solugao de NasCsHsO7 2H,0 (citrato de sédio) a 20%'> e HCOOH
(acido formico) a 50%'® em partes iguais (Morse,1945), durante um periodo de 52 dias.
Ao final deste processo, cada fragmento 6sseo contendo o defeito foi seccionado ao
meio dividindo-o em dois hemi-circulos, usando-se lamina de barbear'’. A partir desta
fase procedeu-se a realizagéo das etapas de processamento laboratorial. A seqiiéncia
realizada ocorreu inicialmente com lavagem das pecas em agua corrente, durante 5
horas, desidratacdo com alcool a 70%'® (12 horas), alcool a 80%'° (1 hora), alcool a
90%%° (1 hora), alcool absoluto?! (1 hora), diafanizacdo com CeH4(CHs), (xilol)*? através
de trés trocas a cada 20 minutos, infiltracdo em parafina (paraplast)®® (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 microscopio éptico comum? .

14 Polycienes, Inc. Warrington, P.A.

15 gédio citrato (P.A-A.C.S.) — Synth, Produtos para Laboratérios Ltda. Diadema — S&o Paulo
16 Acido formico (P.A.) — Chemco, Industria e Comércio Ltda. Campinas — S&o Paulo
17| amina de barbear - Gillett do Brasil

18 Alcool a 70% - Diamante’s industrial

1 Alcool a 80% - Diamante’s industrial
20 Alcool a 90% - Diamante's industrial
2 Alcool absoluto (99,5%) - Diamante’s industrial
22 Xilol (P.A)} — Chemco, industria e Comércio Ltda. Campinas — Séo Paulo
2 Paraplast® plus — Labware — St. Louis - USA

4 E.Merck.Ag. Damarsta dt - Germany

3 E.Merck.Ag. Damarsta dt - Germany

Carl Zeiss Products, Germany
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METODO HISTOMETRICO

Para a realizagdo da anélise histométrica linear foram utilizados um microscépio
6ptico®® com objetiva para aumento de 4/0,1, uma camera de video®, um computador?®
e um programa de andlise das imagens®. Os cortes histolégicos dos espécimes obtidos
de animais de todos os grupos corados com H&E foram observados através do

analisador de imagens Kontron Elektronik — KS 400 — 2.0, da Zeiss(Figura 5).

Fig. 2 - Microscopio 6ptico Carl Zeiss Products, Germany e computador Toshiba — Pentium 166 Mhz
utilizado na analise histométrica.

a Sony - Hiper
28 Toshiba — Pentium 166 Mhz
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As imagens histoloégicas selecionadas foram capturadas pelo computador
através da camera de video. Para que isto fosse possivel, foi estabelecido uma
“macro”, ou seja, um conjunto de fung¢des que permite executar automaticamente a
selecdo das imagens, a definicdo das condi¢cdes da morfometria e a execugdo da
medida, através do analisador de imagens, de acordo com CALIARI (1997).

Cada lamina histolégica foi focalizada em objetiva de 1X, e a imagem foi
captada pelo sistema e visualizada on line no display, que realizou a normalizacdo e
congelamento desta, podendo entdo ser devidamente mensurada. Sendo, entio,
sobreposto a elas um reticulo de 100 pontos, também denominado grade de
interseccdes, onde cada ponto corresponde a 300 x 300um, o que equivale a 1,2mm?,
portanto, o volume total do reticulo era de 120mm?®. O sistema empregado para analise
histométrica foi por contagem de pontos manual que recaiam sobre o osso neoformado
nas areas de interseccao das linhas horizontais e verticais do reticulo.

A avaliagao dos dados se fez atraves do data list , uma lista de resultados
morfométricos. Para cada campo mensurado essa lista de resultados era transferida

para o Microsoft Excel 2000, formando o banco de dados de cada animal.

» KONTRON ELETRONIK — Imaging System KS 400




Figura 3 — Microscopio optico Carl Zeiss Products, Germany e computador Toshiba — Pentium 166 Mhz
utilizado na analise histométrica.

Para estabelecer o numero de pontos a serem contados em cada grupo, nos
trés periodos pds-operatorios, com um sistema de 100 pontos, utilizou-se a férmula

proposta para erro padréo relativo:

EPR=

EPR = erro padrao relativo
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V, = densidade de volume da estrutura em analise

n = numero de pontos a serem contados

Para as nossas condi¢bes de trabalho a densidade de volume (V,), ou seja a
fracao de volume ocupada por um objeto numa determinada estrutura foi igual a 100%.
Em bioestatistica & aceito o indice de significancia o de 0,05 (probabilidade igual a

95%), por isso foi atribuido esse valor ao EPR. Dessa forma:

(1-10)
0,05=
n
9
0,0025 =
n
n=3600
3600
1 corrigido= ——— = 360
10

Escolheu-se aleatoriamente cinco laminas de cada grupo, nos periodos de
sacrificios (4, 7 e 15 semanas). Todas as laminas selecionadas continham cortes

histolégicos semi-seriados com 6um de espessura. Foram analisados por toda
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extensdao do defeito, onde 360 pontos para cada grupo nos diferentes periodos de
sacrificio. Na contagem de pontos, foi avaliado somente a presenca de tecido ésseo

neoformado.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram obtidos em um ensaio planejado de acordo com o
delineamento inteiramente casualizado com arranjo fatorial dos fatores MATERIAL e
TEMPO e, dos efeitos dos fatores MATERIAL com trés niveis: CONTROLE, DEMBONE
e AUG-EX e TEMPO com trés niveis: 4, 7 e 15 semanas. Estes dados foram
submetidos a um estudo de suposicbes para verificar a adequacdo dos dados,
conseqiente a analise de varidncia e, posteriormente, submetidos a uma comparagao

de médias, através do teste de Tukey.
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RESULTADOS

ANALISE HISTOLOGICA

PERIODO DE QUATRO SEMANAS

Grupo — Controle

Verificamos neoformacéo éssea junto ao defeito 6sseo criado cirurgicamente.
No entanto, notamos uma grande quantidade de tecido conjuntivo fibroso com
tendéncia a invaginacdo e impedindo que houvesse uma unido entre o o0sso
preexistente e o osso neoformado (figura 4). A porcao periférica da cavidade 6ssea
cirtrgica é facilmente identificada e apresenta o osso preexistente caracterizado pela
presenca de duas corticais bem nitidas e tecido medular constituido por tecido
conjuntivo com rica celularidade e boa vascularizagdo. Ainda no limite da cavidade, o
osso preexistente apresenta areas de remodelacdo e osso neoformado tendendo ao
afilamento e, emitindo projecées em direcdo centripeta, o que sugere atividade
remodeladora ativa e progressiva, com presenca de pequenas ilhotas de tecido 6ésseo
(figura 5). Ja o osso neoformado ndo apresenta a mesma organizagao, observando-se
grande quantidade de lacunas e trabéculas, freqientemente sem reacao inflamatéria.
No interior da cavidade éssea cirirgica observamos remanescentes do coagulo e tecido
conjuntivo frouxo. A porgdo mais superior da cavidade apresenta-se coberta por uma

delgada camada de tecido conjuntivo fibroso.
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Figura 4 — Vis&o panoramica da cavidade 6ssea cirurgica. Observar tecido conjuntivo

fibroso(TCF) na maior parte do defeito. O ossoneoformado(ON) origina-se do 0sso
pré-existente(OP) nas bordas da cavidade, e projeta-se em direcdo centripeta. Grupo
controle, 04 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

= B ‘ - sk

Figura 5 — Visdo aproximada do limite da cavidade cirurgica. Observa-se o
tecido conjuntivo fibroso(TCF) impedindo a unido entre osso pré-existente(OP) e
o osso neoformado(ON). Grupo controle, 04 semanas. H.E. objetiva 4,0x.

-
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PERIODO DE QUATRO SEMANAS

Grupo | — Polimero de mamona

Na porg;éo periférica, o limite entre a cavidade &ssea cirlrgica € o 0sso
preexistente era facilmente identificado e, caracterizado pela presencga de duas corticais
bem nitidas (figura 6), tecido medular constituido por tecido conjuntivo com rica
celularidade e boa vascularizagdo. As margens deste tecido Osseo preexistente
apresentavam areas de remodelacédo e neoformacédo 6ssea tendendo ao afilamento e
crescimento centripeto.

A cavidade Ossea cirurgica encontrava-se preenchida por particulas do material
de diversos tamanhos, circundadas por tecido conjuntivo fibroso (figura 7). Em algumas

areas havia presenca de discreta reagao inflamatoéria.
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Figura 6 — Visdo panoramica da cavidade cirurgica. Observa-se 0sso pré-
existente(OP) na periferia. Osso neoformado(ON) e particulas(P) do material.
Grupo polimero de mamona. 04 semanas. H.E. obietiva 1.0x.

Figura 7 — Observar o tecido dsseo neoformado(ON) e as particulas(P) do
material separados por tecido conjuntivo fibroso(TCF). Grupo polimero de
mamona, 04 semanas. H.E. objetiva 4,0x.
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PERIODO DE QUATRO SEMANAS

Grupo Il - Osso desmineralizado

Os animais apresentaram um comportamento semelhante ao grupo |, sendo
facilmente possivel a identificagao da regido limite entre a cavidade éssea cirirgica e o
osso preexistente, na regido periférica das amostras. Notamos que o osso preexistente
era caracterizado pela presenga de duas corticais bem nitidas (figura 8) e tecido
medular constituido por tecido conjuntivo com rica celularidade e boa vascularizacéo.
Observamos areas de reabsorcdo e aposicdo 6ssea tendendo ao afilamento e
crescimento em direcdo centripeta, promovendo a remodelagcdo das margens da
cavidade. Em algumas regides havia a presencga de tecido conjuntivo interposto entre o
osso neoformado e o osso preexistente, impedindo a unido dos bordos da cavidade.

Notamos a presenga em toda a cavidade, de particulas do material de tamanhos
diversos, circundadas por tecido conjuntivo fibroso (figura 8). Em algumas regides,

havia presenca de processo inflamatério proximo das particulas.
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Figura 8 — Visdo panoramica da cavidade Ossea cirurgica. Observa-se a presenca
de osso pré-existente (OP), osso neoformado (ON) e particula (P) em uma grande
quantidade de tecido conjuntivo fibroso (TCF). Grupo osso desmineralizado, 04

semanas. H.E. obietiva 1.0x.

Figura 9 — Observar o tecido conjuntivo fibroso (TCF) separando 0sso
neoformado (ON) das particulas (P) do material. Grupo osso desmineralizado,
04 semanas. H. E. objetiva 4,0x.
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PERIODO DE SETE SEMANAS

Grupo — Controle

A regiao limite entre o osso pré-existente e o 0sso neoformado era facilmente
identificada, sendo que o osso pre-existente apresentava duas corticais nitidas e tecido
medular constituido por tecido conjuntivo com boa celularidade e vascularizagdo. Junto
as margens da cavidade notamos areas de remodelacdo do osso pré-existente e osso
neoformado com suas bordas tendendo ao afilamento em direcdo ao centro da
cavidade (figura 10). Em algumas areas havia presenca de tecido conjuntivo fibroso
interposto entre o osso pré-existente e o osso neoformado.

A cavidade Ossea cirtrgica encontrava-se preenchida por tecido conjuntivo
(figura 11). Nas regides proximas as margens da cavidade observamos tecido dsseo
neoformado, apresentando aspecto mais organizado e maduro, quando comparado ao
periodo anterior. Estas ilhotas estavam sempre circundadas por tecido conjuntivo

fibroso.
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Figura 10 — Visdo panoramica da cavidade Ossea cirurgica. Observar tecido
conjuntivo fibroso (TCF) entre as proje¢ées de osso neoformado (ON). Grupo
controle, 07 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

Figura 11 — Visdo mais aproximada da limite da cavidade cirdrgica. Observar
tecido conjuntivo fibroso (TCF) e osso neoformado (ON). Grupo controle, 07
semanas. H.E. objetiva 4,0x. - 64 -



PERIODO DE SETE SEMANAS

Grupo | — Polimero de mamona

O limite entre a cavidade 6ssea cirargica e 0o 0sso preexistente era facilmente
identificado e, sendo caracterizado pela presenca de duas corticais bem nitidas, tecido
medular constituido por tecido conjuntivo com boa celularidade e vascularizagdo. Na
periferia deste tecido O6sseo preexistente apresentavam areas de remodelacdo e
neoformacgao 6ssea tendendo ao afilamento e crescimento centripeto (figura 12).

A cavidade 6ssea cirurgica encontrava-se preenchida por particulas do material
com sinais claros de processo de reabsorcdo intenso com algumas particulas quase
que totalmente reabsorvidas e outras com apenas uma pequena parte reabsorvida.
Estas particulas apresentavam-se circundadas por tecido conjuntivo fibroso e algumas

vezes por tecido 6sseo (figura 13).
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Figura 12 — Visdo panoramica da cavidade dssea cirurgica. Observar tecido
conjuntivo fibroso (TCF), as particulas (P) do material e as proje¢cdes de 0sso
neoformado (ON). Grupo polimero de mamona, 07 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

Figura 13 — Observar as particulas (P) do material, com sinais de reabsorcéo,
separadas do osso neoformado (ON) por tecido conjuntivo fibroso (TCF).
Grupo polimero de mamona. 07 semanas. H.E.4.0x.
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PERIODO DE SETE SEMANAS

Grupo Il - Osso desmineralizado

As margens da cavidade oOsseo cirlrgica eram facilmente identificadas e
apresentavam-se com duas corticais bem nitidas, tecido medular constituido por tecido
conjuntivo com boa vascularizacao e celularidade. Observamos areas de remodelagéo
Ossea junto ao osso pré-existente com remodelagdo e aposicdo de tecido d6sseo
neoformado em direcdo centripeta (figura 14). Ainda era possivel notar a presenca de
particulas do material, que se apresentava com coloracdo mais escura que 0 0SSO
neoformado. Estas particulas preenchiam a cavidade ésseo cirurgica e se encontravam
circundadas por tecido conjuntivo fibroso (figura 15). Observamos areas sugestivas de

aposigao de tecido 6sseo neoformado bem celularizado junto a estas particulas.
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Figura 14 — Vis&o panordmica da cavidade cirdrgica. Observar a presenga de
particulas (P) do material envolvido por osso neoformado (ON). Grupo 0sso
desmineralizado, 07 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

Figura 15 — Visdo aproximada da relacao do osso neoformado (ON) e
particulas (P) do material. Grupo osso desmineralizado, 07 semanas. H.E.
obietiva 4,0x.
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PERIODO DE QUINZE SEMANAS

Grupo - Controle

O limite entre a margem da cavidade dssea cirlirgica e o 0sso pré-existente
podia ser identificado na porgéo periférica das amostras, onde existiam duas corticais
nitidas e tecido medular constituido por tecido conjuntivo com boa celularidade e
vascularizagao, caracterizando o tecido 6sseo pré-existente. Partindo das margens da
cavidade existiam areas de remodelacao e aposicao de osso neoformado que tendiam
ao afilamento e, cresciam em diregao centripeta (figura 16).

Observamos na regiao mais central da cavidade Ossea cirtirgica, grande
guantidade de tecido conjuntivo fibroso, porém, com maior quantidade de tecido 6sseo

neoformado (figura 17).
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Figura 16 — Vis&o panoramica da cavidade cirurgica. Observar 0sso pré-existente
(OP), osso neoformado (ON) e tecido conjuntivo fibroso (TCF) preenchendo a
porcdo mais superior do defeito. Grupo controle, 15 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

Figura 17 — Visdo aproximada da penetracdo do tecido conjuntivo fibroso
(TCF) no defeito cirargico. Grupo controle, 15 semanas. H.E. objetiva 4,0x.
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PERIODO DE QUINZE SEMANAS

Grupo | — Polimero de mamona

O limite entre a cavidade 6ssea cirtrgica e o 0sso preexistente nao apresenta-
se definido em algumas areas. Na periferia, o osso pré-existente era bem visualizado,
caracterizado pela presenca de duas corticais bem nitidas, tecido medular constituido
por tecido conjuntivo com rica celularidade e vascularizagao (figura 18). As margens
deste tecido 6sseo apresentam-se unidas com areas de remodelacdo e neoformacéao
6ssea. O tecido conjuntivo fibroso visualizado na porgdo mais superior do tecido com
uma maior concentracao na regiao mais central.

A cavidade 6ssea cirdrgica nao apresentava mais particulas do material. Estas

foram totalmente substituidas por tecido 6sseo (figura 19).
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Figura 18 — Visdo panoramica da cavidade cirlirgica. Observar o 0sso pré-
existente(OP) com duas corticais bem distintas, o osso neoformado(ON) e o tecido
conjuntivo fibroso(TCF). Grupo polimero de mamona, 15 semanas. H.E. Objetiva

1,0x.

Figura 19 — Numa visdo mais aproximada, observa a presencga de tecido
o6sseo neoformado (ON) em fase avancada de organizacdo. Grupo
polimero de mamona, 15 semanas. H.E. objetiva 4,0x.
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PERIODO DE QUINZE SEMANAS

Grupo Il - Osso desmineralizado

Neste grupo tornou-se mais dificil a individualizacdo da regido limite entre o
0sso pré-existente, o osso neoformado e o material enxertado. Entretanto, esta porgcao
periférica da cavidade o6ssea cirurgica apresentava tecido conjuntivo fibroso. As
trabéculas do osso neoformado ocupavam a maior parte da cavidade éssea cirlrgica,
porém, no centro, na porgao mais superior, da cavidade observamos ainda a presenca
de tecido conjuntivo fibroso (figura 20).

As particulas do material foram totalmente reabsorvidas e substituidas por tecido

osseo (figura 21).
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Figura 20 — Vis&o panoramica da cavidade cirdrgica. Observar 0sso pré-existente
(OP) e osso neoformado(ON) e dificil determinacdo entre estes. Grupo 0sso
desmineralizado, 15 semanas. H.E. objetiva 1,0x.

N —

Figura 21 — Observar por osso neoformado(ON) em organizacdo apés completa
substituicdo das particulas do material. Grupo osso desmineralizado, 15 semanas.
H.E. objetiva 4,0x.
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ANALISE ESTATISTICA

O estudo das suposicdes revelou que nenhum dado foi violado e que a

analise de variancia foi executada sem a necessidade de corre¢des nos dados.

Tabela 1. Quadro de analise de varidncia para estudo dos fatores tempo e materiais
sobre a formacéao de osso.

Varidvel dependente: Formagao de osso

e Soma de Quadrados : o
Causade Variagdio  GL Quadrados ' _ Meédios  ValorF Pr>F.
MATERIAL 2 2898.92562230 1449.46281115 0.0014
TEMPO 2 650.03287658 325.01643829 175 0.1870
MATERIAL*TEMPO 4 1434.91624610 358.72906152 193  0.1244
Residuo 39 7240.60820106 185.65662054
Total Corrigido 47 11929.10185185

R-Square cVv. Root QMR LSAL_COL Mean
0.393030 49.67303 13.62558698 27.43055556

No quadro de analise de variancia anterior, observa-se que somente ha

efeito significativo do material. Nao ha indicios para se afirmar que exista efeito

significativo do tempo ou da interacao entre os tempos e os materiais.

Através deste resultado, sabe-se que deve-se proceder a comparagéo

de médias de materiais atraves do teste de Tukey.

Comparacao de Médias de Materiais

Tabela 2. Médias e desvios padrao dos dados originais (ndo transformados) e
resultado do teste de Tukey com nivel de significancia de 5% apresentando

letras iguais ao lado de médias de materiais que nao diferem
significativamente entre si.
Material Numero de
Observacbes Média Desvio Padréao
Aug-Ex 12 35,1667 18,0613
Dembone 12 34,2222 11,9893
Controle 24 19,1667 12,9563
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Observa-se na Tabela 2 que ha fortes indicios de que ha diferenga
entre as medias verdadeiras do tratamento controle e dos outros dois. O grafico 1

ilustra a comparagao entre as médias de materiais.

ya

Neoformacgao
Ossea(%)

M ateriais

Grafico 1.Comparac¢do de médias formacao de ossos dos materiais. Letras diferentes
indicam existéncia de diferenca estatistica significativa entre materiais pelo

teste de Tukey com nivel de significancia alfa de 5% (a=0,05).
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O interesse no estudo de materiais capazes de substituir o tecido 6sseo tem
aumentado nas profissbes que compdem a area da saude (IGNACIO et al., 1996),
principalmente na odontologia, onde o surgimento de tratamentos com os implantes
osseointegrados e uma maior conscientizacdo da importancia da reconstrucdo 6sseo
nos pacientes submetidos a procedimentos mutiladores, tem levado a necessidade de
se repor o tecido 6sseo perdido com maior freqiiéncia que anteriormente (BUCKLEY,
1994).

Os enxertos 6sseos aparecem como a primeira opgao por representarem uma
solugdo mais bioldgica para o problema (IGNACIO et al., 1996). Dentre estes, os
melhores resultados séo credenciados ao osso autdgeno, e isto é justificado pela
auséncia de antigenicidade, minima reacgao inflamatéria, facil revascularizacdo, grande
quantidade de células vidveis presente, e alto potencial de osseoconducdo e
osseoinducéo (PIATELLI et al., 1996; RABIE & LIE KEN JIE, 1996; RESTREPO et al.,
1998; KAWCAK et al., 2000; RABIE & CHAY, 2000). Todavia, sua fonte nao é
inesgotavel e sua obtencao exige abordagem cirrgica da zona doadora, com todos os
riscos inerentes a uma operacao (YAMAMOTO et al., 1993; IGNACIO et al., 1996).

O uso de substitutos 6sseos tém tido uma maior aceitacdo nos Gltimos anos,
inicialmente, em virtude de uma melhora da variedade e utilidade destes materiais.
Outro incentivo para os substitutos do tecido 6sseo tém sido a sua utilizagao nos
pequenos procedimentos de ganho dsseo, realizados em cirurgias pré-protéticas e para

a colocacao de implantes osseointegrados. Nestas situagdes estes materiais podem
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evitar a remocéo de osso autégeno ou complementar pequenos enxertos (BUCKLEY,
1994).

Dentre os substitutos dsseos derivados do tecido 6sseo, optamos por utilizar
nesta pesquisa o osso desmineralizado de origem humana por ser um dos mais
utilizados na odontologia, por ser homégeno (BARBOSA & LIMA, 1996), e um dos
poucos, nesta categoria disponiveis comercialmente. Além de apresentar bons
resultados reconhecidos cientificamente (MARINAK et al.,1989; BARBOSA & LIMA,
1996; PIATELLI et al., 1996; SCHWARTZ et al., 1996; LA FONTAINE & PINTO, 1997;
GARCIA, 1999; RABIE & CHAY, 2000). A discutivel propriedade do osso
desmineralizado de origem humana de promover a osseoinducdo € mais um dado
importante para utilizarmos nesta pesquisa (PIATELLI et al.,1996; SCHWARTZ et al.,
1996; LA FONTAINE & PINTO, 1997).

Uma outra categoria dos substitutos ésseos € a compostas pelos nao derivados
do tecido 6sseo, como as ceramicas (hidroxiapatita, tricalcio-fosfato), vidro bioativo, o
sulfato de calcio, os polimeros, dentre outros. Estes biomateriais sdo sintéticos
desenvolvidos com objetivo de estimular e promover a regenerégéo 0sseo, evitando a
utilizagdo do enxerto ou mesmo minimizando seu uso (IGNACIO et al., 1996). Nesta
categoria destacamos os biopolimeros por apresentar, nos ultimos anos, uma grande
evolugao cientifica (GARCIA JUNIOR, 2000). Dentre estes esta a poliuretana derivada
do 6leo da mamona, que foi utilizada nesta pesquisa por ter seu desenvolvimento
totalmente no ambito nacional, de origem vegetal e por estas razbes, de baixo custo
(IGNACIO et al, 1996). Ainda, por apresentar comprovacao ciehtiﬁca de
biocompatibilidade (OHARA et al.,1995; VILARINHO et al., 1996; CARVALHO et al.,

1997a; COSTA et al,, 1997; SILVA, 1997; MAGRO FILHO et al., 1998; KONIG Jr. et

-78-



al.,1999; CAVALIERI, 2000) e potencial de osseoconducdo (OHARA et al.,1995;
OLIVEIRA et al.,1995; TEXEIRA et al.,1996; UEDA et al.,1996; CARVALHO et al,,
1997b; IGNACIO et al., 1997; CARVALHO ef al., 1998; MAGRO FILHO et al., 1998;
KONIG Jr. et al.,1999; GARCIA JUNIOR, 2000).

No intuito de avaliar os diferentes materiais, que vem sendo desenvolvidos para
auxiliar a regeneracdo Ossea, varios métodos de pesquisa sao utilizados. Segundo
FRAME, 1980, um modelo animal ideal para a pesquisa de enxertos 6sseos deve ser
barato, de facil disponibilidade e manuseio, e também apresentar uma regido adequada
com 0sso cortical e esponjoso que permita o preparo de cavidades dsseas de tamanho
suficiente para a pesquisa. FRAME(1980) afirmou ser a calota craniana dos coelhos
uma excelente regido para estudos de substitutos 6sseos com vistas a sua utilizacao
nos maxilares. Isto é justificado pela similaridade existente entre abébada craniana dos
coelhos e os maxilares de humanos. Embriologicamente, ambos tém a mesma origem,
intramembranosa (PAFF,1973). Morfologicamente, apresentam-se formados por duas
corticais separadas por uma medular. E fisiologicamente, apresentam o mesmo padrao
de regeneracdo (FRAME, 1980; SCHIMITZ & HOLINGER, 1986). KRAMER et al.'
(1968), estudando a regeneracéo 6ssea no cranio de coelhos, observou que o principal
suprimento de células osteogénicas foi o tecido 6sseo das margens do defeito. Fato
que capacita a calvaria de coelhos para estudos de substitutos 6sseo, ja que a
interferéncia de periésteo € menor que em outros regides do coelho ou mesmo em
outros animais. Além de que, no caso especifico, defeitos na calota permite a colocagao
dos materiais estudados, Osso desmineralizado e Polimero de mamona, que sio
disponiveis em grénulos, sem dispersdao do material. Fato que poderia ocorrer em

outras areas como tibia ou mandibula, por exemplo. Por outro lado, a confeccao de
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defeitos em mandibulas de pequenos animais (camundongos, ratos, coelhos e cobaias)
para o estudo da regeneragdo 6ssea nao € indicado pela dificuldade de acesso
cirargico (SCHIMITZ & HOLINGER, 1986).

As cavidades Osseas cirurgicas na calvaria de animais de laboratério sao
modelos de estudo bastante Gteis no estudo da regeneracao éssea. Este tipo de defeito
osseo é facilmente reproduzivel, simples de ser realizado, rapido, seguro, e ndo requer
estabilizacdo (GARCIA, 1999). Nesta pesquisa foram confeccionadas cavidades de
10mm de didmetro, tamanho inferior ao considerado critico, de acordo com FRAME
(1980). Este diametro utilizado para permitir que duas cavidades fossem
confeccionadas na mesma calota. Os diversos periodos de sacrificio(4, 7 e 15
semanas) possibilitaram a avaliagcao da regeneracao 6ssea em diversas etapas. Outra
justificativa para o didmetro utilizado € o objetivo principal do trabalho em comparar dois
substitutos 6sseos, e ndo, avaliar a regeneracao 6ssea da calvaria de coelhos perante
a presenca de um dos materiais estudados. Na literatura, encontramos pesquisas onde
foram utilizados defeitos menores(KRAMER ef al., 1968; OLIVEIRA et al., 1995; TAGA,
1998) ou de mesmo tamanho ou maiores (SCHIMITZ & HOLINGER, 1986; SCHIMITZ &
HOLINGER, 1988; GARCIA, 1999), na calvaria de coelhos, dos defeitos deste trabalho.

Os resultados demostraram que mesmo ao final do maior periodo para
sacrificio, 15 semanas ap6s o preparo da cavidade, a regeneracido 6sseo espontaneo
nao foi suficiente para promover a regeneracdo 6ssea completa entre as bordas das
cavidades controle. Isto vem a corroborar com os resultados encontrados por outros
autores quando a cavidade nao recebe qualquer tratamento especifico, a nao ser
irrigacao e preenchimento com o sangue do proprio animal ( GLOWACKI et al., 1981;

SCHIMITZ & HOLINGER, 1988; SOLHEIM et al., 1992; DUPOIRIEUX et al, 1994;
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RABIE & LIE KEN SIE, 1996). Com isto, a regeneracdo 6ssea encontrado nas
cavidades experimentais deste trabalho pode ser relacionado ao preenchimento das
cavidades com matriz 6ssea desmineralizada e o polimero de mamona. Apesar de nao
serem consideradas defeitos 6sseos criticos, as cavidades 6sseas cirlrgicas realizadas
neste estudo apresentavam um didmetro que permitiu avaliar a capacidade de
regeneracao dos substitutos 6sseos utilizados.

No intervalo de quatro semanas, periodo inicial de avaliagdo do nosso
trabalho foi possivel identificar a presenc¢a de particulas do material rodeadas por tecido
conjuntivo fibroso no interior da cavidade 6ssea cirtrgica, tanto no grupo polimero de
mamona, quanto no grupo osso desmineralizado. Resultados semelhantes sao
descritos para o Polimero de Mamona( OLIVEIRA et al., 1995; UEDA et al., 1996) e
para Osso Desmineralizado de origem humana (URIST, 1965; TAGA et al., 1997,
GARCIA, 1999). Porém, é bem visivel a diferenca no tamanho das particulas, onde as
do Polimero de Mamona sdo maiores que as do Osso Desmineralizado. Este fato ja era
observado na visuallizagdo macroscopica na cirurgia inicial. Em ambos os grupos havia
uma camada de tecido conjuntivo entre o osso pré-existente e o osso neoformado
caracteristica natural desta fase da regeneracdo (URIST, 1965; GARCIA, 1999).
Também em ambos os grupos foi observado a presenga de um processo inflamatério
proximo as particulas. Fato observado por TAGA et al., em 1997, em relagdo ao osso
desmineralizado. Com relagdo a esta reagdo inflamatéria visivel nestes grupos,
observamos que ela foi maior no grupo Osso Desmineralizado. Os dois grupos
experimentais apresentaram maior formacdo o6ssea, menor quantidade de tecido

conjuntivo € uma menor reacéao inflamatéria quando comparados ao grupo controle.
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Estes dados mostram a influéncia favoravel dos materiais estudados na regeneracéao
ossea.

No periodo de sete semanas, em ambos os grupos, Polimero de Mamona e
Osso Desmineralizado, observou-se particulas dos materiais envolvidos por tecido
conjuntivo fibroso e osso. Fato que também foi observado por GARCIA (1999) em
relagcdo ao osso desmineralizado, e por UEDA et al.(1996), avaliando o polimero de
mamona. No nosso estudo podemos afirmar que ocorreu uma maior reabsorcao das
particulas no grupo Osso Desmineralizado quando comparado com o grupo Polimero
de Mamona. Uma maior neoformacdo o6ssea foi observado no grupo o0sso
desmineralizado em relagao ao Polimero de Mamona, inclusive com unido das margens
em alguns cortes histolégicos. Como no periodo anterior, o grupo Controle caracterizou-
se por uma maior quantidade de tecido conjuntivo fibroso em relacdo aos demais
grupos.

Apds quinze semanas uma formacao quase que completa foi observada em
todos os grupos. Com unido total das margens nos grupos experimentais e unido 6ssea
no grupo Controle por afilamento do osso neoformado com deposicdo de tecido
conjuntivo fibroso na por¢gao mais superior do defeito. As particulas tanto no grupo Osso
Desmineralizado como no Polimero de Mamona eram visiveis, apesar de em pequeno
namero e na maioria das vezes rodeadas de tecido 6sseo neoformado.

Nos grupos Osso Desmineralizado e Polimero de Mamona, a neoformacgao
6ssea ocorreu principalmente a partir da periferia, das bordas do osso pré-existente,
para o centro, diferente de multifocos de ossificacdo que & uma caracteristica que
ocorre no processo de osseoinducdo. As matrizes 6sseas desmineralizadas utilizadas

neste experimento parecem ter funcionado como arcabouco para a neoformacgao éssea.
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Desta forma, achamos correto afirmar que a regeneracdo Ossea nas cavidades
experimentais destes grupos ocorreu em fungéo da osseocondugéo. Por outro lado, no
periodo de sete semanas encontramos, em algumas amostras do grupo Osso
Desmineralizado, tecido 6sseo neoformado no centro das cavidades circundado por
tecido conjuntivo denso. Este tecido 6sseo nao estava diretamente em contato com as
projecdes de osso neoformado a partir das bordas da cavidade, sugerindo que a
neoformacgéao tenha ocorrido de forma multifocal. Além disso, algumas lacunas de
reabsorgdo estavam presentes na superficie de particulas da matriz sugerindo atividade
osteoclastica, e outras particulas apresentavam células semelhantes a osteoblastos
sugerindo aposi¢ao de tecido 6sseo neoformado, conforme descrito por URIST (1965),
GLOWACKI et al. (1981) e MARINAK ef al. (1989).

SHIGEYAMA et al. (1995) observaram, analisando proteinas oOsseas
morfogenéticas extraidas de enxertos 6sseos obtidos comercialmente, uma menor
habilidade na inducéo de proliferacao celular, quando comparadas com as proteinas
obtidas de osso humano fresco. Justificam este fato através da remocgao dos fatores
que.atuam na promog¢ao de proliferacdo celular ou pela alteracdo dos processos
laboratoriais que podem alterar de alguma forma as atividades biolégicas da matriz.
Observacdo que contradiz as afirmagdes de URIST(1965) que acreditava que o
processo de liofilizacdo ndo poderia inibir a capacidade da matriz 6ssea
desmineralizada em promover osseoinducao.

SCHWARTZ et al., em 1996, avaliaram a atividade osseoindutiva de matrizes
6sseas desmineralizadas, obtidas de diferentes bancos de tecidos, e de diferehtes lotes

do mesmo banco de tecido. Os autores demonstraram uma grande variedade na
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habilidade das matrizes em promover osseoinducdo, mesmo em lotes diferentes da
matriz adquirida de um s6 banco de tecidos.

A possibilidade de osseoinducdo no grupo Polimero de Mamona nao deve
ser levado em conta, visto que, em nenhum momento foi observado focos de
ossificagdo no centro da cavidade sem contato com as margens do defeito.

De forma geral, observamos, através da analise histolégica, que os materiais
testados influenciaram positivamente na neoformacao 6ssea dos defeitos melhorando-a
em qualidade e quantidade, quando comparado com o grupo Controle. Em ambos os
grupos experimentais a osseoconducéao foi a via responsavel para a regeneragdo. O
osso desmineralizado apresentou comportamento semelhante ao que encontramos em
outros estudos (TAGA et al, 1997; GARCIA, 1999). Estes resultados mostraram-se
diferentes dos encontrados por GLOWACKI ef al. (1981), onde 100% das cavidades
preenchidas por uma matriz 6ssea desmineralizada, estavam completamente
preenchidas pelo tecido ésseo neoformado apoés 2 semanas. Contudo, as cavidades
6sseas cirlirgicas destes dois experimentos foram realizados na calvaria de ratos e
apresentavam apenas 4mm vde diametro.

OLIVEIRA et al. (1995), TEXEIRA et al(1996), UEDA et al,(1996) e
CARVALHO et al.(1997a) encontraram, em seus estudos com o polimero de mamona,
resultados semelhantes ao desta pesquisa, neoformacgao 6ssea por osseoconducgdo e
minima reacgao inflamatéria. Com relacéo a reabsor¢cédo, em nosso trabalho, o polimero
de mamona praticamente foi reabsorvido ao final das quinze semanas. IGNACIO et al.,
em 1997, apbés produzir defeitos 6sseos e substitui-los por bastdes de polimero de
mamona em radios de 34 coelhos observou a substituicdo quase que completa do

polimero por osso. No grupo de 16 semanas as duas extremidades 6sseas(distal e
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proximal) praticamente uniram-se na regido central. Ja OLIVEIRA et al.,1995; UEDA et
al.,1996; CARVALHO et al.,(1997b nao observaram reabsorcao total ou quase que total
em seus estudos. Porém, OLIVEIRA et al.,1995 e UEDA ef al.,1996, utilizaram tibia de
coelho e s avaliaram até 40 dias. CARVALHO et al.,1997a fizeram a Gltima analise
com seis semanas do procedimento inicial. Todos com periodos de observagao
menores do que utilizamos.

Com o objetivo de proporcionar uma maior comparagao entre os materiais de
estudo utilizamos a analise histométrica. Visto que analise histométrica é capaz de
quantificar a neoformacgéo 6ssea(KLEINSCHMIDT et a/.1993; SCHMITZ & HOLINGER,
1988; LEWANDROWSKY et al.,1999).

A analise estatistica das medidas histométricas em relagcdo ao volume de osso
neoformado no interior dos defeitos revelou, através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade, uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos
experimentais € o grupo controle. Isto mostra a importancia do preenchimento dos
defeitos com tecido 6sseo ou algum tipo substituto para uma regeneracéo 6ssea com
maior quantidade. |

Quando compararam-se as meédias dos grupos experimentais entre si nao
houve diferenca estatisticamente significante. Apesar de, numericamente, o grupo
Polimero de Mamona ter apresentado uma maior média que o Osso Desmineralizado.
Frente a este resultado podemos supor que, talvez uma amostra maior ou a utilizacao
de um numero maior de avaliagées neste intervalo de quinze semanas, possibilitaria
uma diferenca significante.

Por fim, na regeneracgao éssea, o uso de substitutos 6sseos osseocondutores é

contra-indicadado na regeneragao de grandes defeitos. DUGUY et al.(2000) justificam
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Isto em virtude do crescimento 6sseo, neste tipo de material, ser limitado a periferia do
implante. Por isto, VANDERSTEENHOVEN & SPECTOR, (1983) e LEWANDROWSKY
et al.,(1999) sugerem a combinacdo de uma matriz osseocondutora com materiais
osseoindutores, como os fatores de crescimento para se obter uma regeneracao éssea

completa.
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CONCLUSOES

Dentro do proposito deste estudo, e com base nos resultados obtidos

podemos concluir que:
1. A matriz 6ssea desmineralizada de origem humana foi reabsorvida mais rapida que
a poliuretana derivada do polimero da mamona, conforme observado, na analise

histolégica, nos periodos de 4, 7 e 15 semanas.

2. Histologicamente, tanto o grupo controle quanto os grupos experimentais (I e I)

apresentaram um aumento na neoformacao 6ssea ao longo do tempo.

3. Na analise histométrica, os grupos experimentais apresentaram uma neoformacao

Ossea estatisticamente maior que o grupo Controle.

4. Entre os grupos Osso Desmineralizado e Polimero de Mamona nao houve diferenca

estatisticamente significante quando observada a neoformacgéao 6ssea.
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