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Resuwmo-

objetivo deste trabalho foi analisar histologicamente e

histometricamente a técnica de Regeneragio Ossea Guiada (ROG)
associada ou ndo ao enxerto 6sseo autdégeno e ao carbonato de célcio natural pulverizado
sobre o processo de reparo dsseo, nos defeitos bicorticais confeccionados, em calvéria de
ratas. Foram utilizadas 60 ratas adultas, em cada calota foram realizados 2 defeitos
circulares de 4mm de didmetro, sendo um do lado direito e outro do lado esquerdo da
sutura sagital mediana. Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos: grupo I
controle; II enxerto dsseo autdgeno; III carbonato de célcio natural pulverizado; IV recebeu
membrana de colageno absorvivel nas corticais dsseas interna e externa; V carbonato de
céalcio entre as membranas de coldgeno e VI enxerto 6sseo autdgeno entre as membranas.
Os animais foram sacrificados nos periodos pds-operatérios de 14 e 28 dias. O material
coletado foi analisado através de microscopia de luz e de luz polarizada. Os reultados
histolégicos sugeriram que no periodo de 14 dias o material que promoveu maior
osteogénese foi o do grupo do osso autdgeno e no periodo de 28 dias foi o grupo osso
autdgeno associado 4 membrana de colageno. O carbonato de célcio natural exibiu reagio
inflamatoria de corpo estranho intensa e quando associado & membrana de colageno houve
formagdio de abcesso. Os resultados deste estudo demonstraram que o enxerto Osseo
autégeno associado as membranas de colageno exibiram reparo ésseo significantemente

maior quando comparado aos outros grupos.



Abstract

78

e purpose of this study was to analyse histogically and

histometrically the Guided Bone Regeneration (GBR) associated
or not with autogenous bone graft and natural granular calcium carbonate in the treatment
of a bicortical osseous defects created in rats skull. Sixty adult female rats received bilateral
4 mm trephine defects in the parietal area. The animals were assigned to one of following:
group I- control procedure; II- autogenous bone graft; III- natural granular calcium
carbonate; IV- collagen membrane placed ecto-endocranially; V- calcium carbonate
between collagen membranes and VI- autograft between collagen membranes. The animals
were killed 14 and 28 days after surgery. The results were assessed by light and
polarization microscopy. The best results as for bone regeneration was observed at 14 days
with autogenous bone graft without collagen membranes and at 28 days with autograft
between membranes. Natural granular calcium carbonate showed severe foreign-body
inflammatory reaction and when associated with collagen membranes abcess formation was
observed. The results of this study demonstraded that autogenous bone graft associated
with collagen membranes exhibited significantly better bone healing as compared to

another groups.



Introducdio-

reconstrucdo Ossea representa um desafio para a classe

cirurgica e ortopédica. Muitos defeitos no esqueleto facial
podem resultar de traumatismo, infec¢@io ou recessdio tumoral (GONCALVES, 1997)
podendo causar severas seqiielas funcionais e estéticas. Importantes avangos no
entendimento sobre a reparagdo do tecido Osseo foram obtidos gracas aos estudos
experimentais em animais e portanto sua utilizacio € recomendada para melhorar o
entendimento de técnicas cirurgicas e testar materiais para implantes (LANE & SANDHU,
1987).

O osso autégeno esponjoso € o melhor tipo de enxerto que existe pois causa pouca
inflamac&o, sofre revascularizac@o mais rapida, apresenta maior potencial de osseoindugéo
e osseoconducdo e, consequentemente uma remodelacdo em menor espago de tempo
(GOLDBERG & STEVENSON,1987). A grande desvantagem do enxerto autégeno € a
cirurgia adicional na 4rea doadora do paciente com a possibilidade de causar morbidade e
desconforto. Outra desvantagem seria a fonte limitada de osso em quantidade e qualidade
(JORGE, 1999). Portanto, ha muito interesse no desenvolvimento de materiais alternativos
para evitar que uma segunda cirurgia seja feita para obtencfio do enxerto autégeno
diminuindo a morbidade do sitio doador e do trans-operatério (GARCIA, 1999).

A técnica da Regeneragiio Ossea Guiada (ROG) baseia-se no principio que os
diferentes componentes celulares do tecido tenham indices variados de migrac8o durante o
processo de reparo Osseo. Através da colocagdio de uma barreira fisica sobre o defeito,

células indesejaveis sdo excluidas do local a sofrer reparo e a proliferagio de células



osteoprogenitoras ¢ favorecida. Atualmente tem-se associado as barreiras fisicas aos
materiais de preenchimento, pois esta associagdo parece favorecer os resultados da ROG e
os efeitos dos materiais de preenchimento (LINDE et al., 1993).

Materiais de preenchimento aloplastico tém sido pesquisados. O desenvolvimento de
um material que satisfaca os critérios de um substituto ideal tem sido muito enfocado.
Embora os experimentos com estes biomateriais revelem resultados promissores, a
literatura ainda relata muita controvérsia a respeito do tipo de material ideal, atestando que

este assunto estd longe de ser elucidado.



Revisdo-de literatuwrar

tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado
por células e material intercelular calcificado (JUNQUEIRA &
CARNEIRO,1999). O osso difere dos demais tecidos nfo s6 na sua estrutura fisicoquimica,
mas também na sua capacidade de remodelagdo e regeneracdo durante todo o periodo pos-
fetal (GOMES, 1998). Essa habilidade do tecido dsseo de se remodelar e de se regenerar
tem sido atribuida tanto & proliferagiio de células osteoprogenitoras, como a inducfo da

proliferacio e diferenciagfo das células mesenquimais indiferenciadas (CORMACK, 1991).

Principio- bioldgico- da técnica da Regeneracio- Ossea
Guiada (ROG)

Regeneracdo € definida como a reconstituicdio de partes ou estruturas perdidas; € o
processo bioloégico pelo qual a arquitetura e a fungdo dos tecidos perdidos sdo
completamente restaurados (COTRAN et al., 1996).

O que compromete o sucesso da neoformagéo dssea € a rapida formacdo de tecido
conjuntivo frouxo no local a sofrer reparo (GOMES, 1998). Nas tltimas décadas, muitos
estudos em animais documentaram a possibilidade de excluir as células indesejaveis por
meio de barreiras fisicas objetivando a proliferagdo de células especificas para repovoarem
o defeito 6sseo com o tipo de tecido desejado (NYMAN, 1991).

O principio da utilizag@o de algum tipo de barreira fisica para favorecer a regeneragio

tecidual especifica € empregado em cirurgias reconstrutivas desde 1957, quando MURRAY
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et al.; realizaram defeitos Osseos cirurgicos nos ossos iliaco e ffmur de cdes e os

protegeram com um material plastico e ineldstico. Apés 10 semanas, observou-se
crescimento 0sseo de 6mm no osso iliaco e Smm no osso do fémur, com as mesmas
caracteristicas microscépicas do osso circundante preexistente. Os autores puderam
concluir que o material plastico impediu que o tecido conjuntivo invadisse a loja cirirgica,
permitindo a neoformagéo dssea.

MELCHER & DREYER, em 1962, confeccionaram defeitos circulares de trés
milimetros de didmetro em fémur de ratos. As cavidades testes foram recobertas com uma
membrana de acetato-celulose ou com o0sso orgénico e nos locais controles nenhum
material foi colocado. Os autores verificaram neoformagio Ossea em todas as cavidades,
exceto no grupo controle, € constataram que estas barreiras fisicas protegeram o coagulo
sangiiineo contra a invas#o de células ndo osteogénicas do tecido conjuntivo, preservaram o
tamanho do codgulo e preveniram sua desorganizacfo eliminando a pressdo dos tecidos
circunvizinhos.

O principio da Regeneragdo Tecidual guiada (RTG), ou seja, a utilizagdo de uma
barreira mecénica objetivando a exclusdo de células teciduais indesejaveis da ferida
cirargica, foi desenvolvido inicialmente para regenerar tecidos periodontais destruidos por
processos inflamatérios (NYMAN et al., 1982; GOTTLOW, et al., 1984).

Virios estudos subseqiientes, em diversos animais experimentais, demonstraram a
possibilidade da utilizacdo do principio da técnica de RTG nas cirurgias excedendo o

campo da periodontia e uma das suas aplicagSes seria nas cirurgias 6sseas reconstrutivas
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(NYMAN, 1991). Portanto a ROG obedece o mesmo principio biolégico da RTG proposta

por NYMAN et al.(1982).

o Membranas absorviveis na ROG

Varios tipos de barreiras fisicas s@o sugeridos para serem utilizados em RTG e em
ROG, mas de forma simplificada h4 duas categorias (DOWELL & MORAN & QUTEISH,
1991): as membranas nio absorviveis (PTFE-e e filtros de Millipore) e as absorviveis
(colageno e de 4cido polilatico) (SALLUM, 1996).

Sem divida, a membrana ndo absorvivel mais utilizada e com sucesso nestas técnicas
é a de PTFE-e (politetrafluoretileno-expandido), um produto comercial originalmente
desenvolvido para ser empregado na cirurgia geral e ortopédica (DOWELL & MORAN &
QUTEISH, 1991) o que posteriormente sugeriu seu emprego nas terapias periodontais
(LUNDGREN et al, 1992). DOWELL & MORAN & QUTEISH em 1991, em seu trabatho
de revisdo, afirmaram que, apesar do amplo emprego das membranas de PTFE-e (Gore-
Tex®), esse material apresenta algumas desvantagens como: pouca maleabilidade que
dificulta sua adaptac@o sob o retalho, consumindo tempo; tendéncia de se aderir a superficie
onde sdo adaptadas, impedindo a proliferagdo celular na drea de contato; alto custo, o que
poderia reduzir o seu emprego na pratica clinica; possibilidade de exposicdo prematura da
membrana, podendo desencadear um processo infecioso (MILLER et al,1996) e, por
ultimo, necessidade de um segundo procedimento cirGrgico para sua remog&o
(SALLUM,1996). Para evitar esses inconvenientes, materiais absorviveis como coldgeno,

acido poliglactico e latico (MINABE, 1991) tém sido desenvolvidos e testados em estudos
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clinicos e laboratoriais (MILLER et al.,1996). Recentemente, a énfase tem sido colocada no
uso das membranas de colageno por causa da sua baixa antigenicidade, alta resisténcia a
tensdo, baixa extensibilidade, (MENDIETA & WILLIANS, 1994; PITARU et al., 1987),
capacidade de aumentar a ades3o celular (MILLER et al.,1996) e sua propriedade de ser
hemostatica (SALLUM, 1996).

O colageno € uma proteina fibrosa encontrada no tecido conjuntivo, incluindo a pele,
0 0sso0, 0 ligamento e a cartilagem (MENDIETA & WILLIAMS, 1994). E utilizado de
variadas formas fisicas como membrana, esponja e granulo; podendo também ser usado
como agente hemostético, para protecéo das feridas cirtirgicas e queimaduras, como guia
para o crescimento da inervagdo periférica (SISKEN & WALKER & ORGEL; 1993) e nos
terapias baseadas na técnica de RTG (GOISSIS et al., 1999). Melhoras graduais estfo sendo
introduzidas para a utilizago de membranas absorviveis obtidas a partir do colageno
(PITARU et al., 1989), vicryl (FLEISHER & DE WAAL & BLOOM, 1988) e 4cido
polilatico (SALLUM, 1996).

Membranas de coldgeno foram utilizadas primeiramente em humanos, em defeitos
infradsseos, na forma de dura-méter congelada e desmineralizada por BUSSCHOP & DE
BOEVER (1983), que constataram o aumento do ligamento periodontal e preenchimento
osseo. GARRETT et al (1988) mencionaram que a FDA/USA alertou sobre a possibilidade
de transmiss3o da doenca de Creutzfeldt-Jakob através do enxerto de dura-mater.

YUKNA (1992) comparou as membranas de PTFE-e e de dura-mater congelada e
desmineralizada alégena em lesdes de furca classe II da mandibula, em 11 pacientes. A

cobertura dos defeitos foi aleatoriamente determinada e a reentrada cirtrgica foi realizada
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um ano apds. Ambas as membranas exibiram resultados clinicos favoraveis e ndo houve
diferenca nos resultados entre os dois materiais.

QUTEISH et al, (1991) testaram a biocompatibilidade, a reabsor¢do e as
caracteristicas de invasfio celular da membrana de coldgeno humano em cultura de tecidos e
quando implantados em coxa de ratos. Os experimentos in vitro ao 5° e 7° dia pds-
plaqueamento mostraram que fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal humano
cresceram na superficie do coldgeno humano, respectivamente. Os resultados dos
experimentos in vivo mostraram que houve reabsorcdo do colageno pela invasio de
fibroblastos na 6* semana ¢ apds seis semanas observaram diminuicfio de fibroblastos no
material. Este periodo foi considerado um ideal para se formar um novo ligamento nos
defeitos periodontais em humanos.

A avaliagfo da efetividade da membrana absorvivel do tipo I foi feita por CHUNG et
al (1990), em dez pacientes com bolsa periodontal igual ou maior que Smm de
profundidade e com evidéncia de perda 6ssea igual ou maior que 40%. A membrana de
colageno tipo I (Colla-Tec Corporation, Princeton,NJ) foi adaptada aos dentes nos defeitos
experimentais, o retalho foi reposicionado e suturado. O lado controle consistiu no mesmo
procedimento, mas sem a interposicdo de membranas e foi realizado no lado contralateral
do arco no mesmo paciente. A reentrada cirtirgica foi realizada ap6s um ano e apresentou
ganho de inser¢do no lado teste de 0,56 + 0,57mm, ao passo que no lado controle houve
perda de 0,71 = 0,91mm. A neoformagdo 6ssea no lado teste foi de 1,16 = 0,95mm

enquanto nio se observou ganho no lado controle. Os resultados desse trabalho

10
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demonstrararmn que os locais tratados com a membrana de colageno tipo I exibiram

regeneracgdo significantemente melhor quando comparados ao local controle.

No estudo de O'BRIEN et al (1995) foram realizados em cies 48 defeitos tipo
deiscéncia, medindo aproximadamente Smm de largura ¢ Smm de profundidade. Os locais
experimentais escolhidos, caninos e pre’-molares, foram cobertos por membranas de
colageno extraidas de tenddo bovino (Matriz densa protdtipo IV- Colla Tec), posicionadas
2 a 3mm além das bordas dos defeitos. 24 locais ndo receberam cobertura alguma, serviram
como controle. Os cées foram sacrificados nos periodos pés-operatorios de 2, 6 ¢ 16
semanas. A analise histologica revelou que na 2* semana pds-operatdria a membrana foi
uma barreira efetiva, excluindo o epitélio gengival da ferida durante os estagios iniciais.
Porém, ap6s este periodo ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
Os autores concluiram também que as membranas foram biodegradadas entre a 2% e 6°
semana pos-operatoria e se apresentaram biocompativeis para esse modelo experimental.

VAN SWOL et al (1993) publicaram os resultados de trés meses de estudo clinico
que avaliaram a efetividade do coldgeno preparado a partir da pele bovina (Perogen,
absorvivel Palo Alto,CA) na regeneracio de furca classe II, em humanos. 38 pacientes
foram selecionados para o estudo, sendo 28 para o grupo teste, lesbes que receberam a
membrana de colageno, e 10 para o grupo controle. Durante a reentrada cirdrgica, foi
observada a melhora clinica em todas as mensuragdes feitas, nos 2 grupos. No grupo
tratado as lesdes de furca horizontais demonstraram melhora estatisticamente significante
(p<0,001) sobre o grupo controle, 23 lesGes tratadas com coldgeno exibiram uma redugéo

de 25% na sondagem e apenas 10% no controle obtiveram o mesmo.

11
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A Bio Gide® (Geistliech, Wolhusen, Switzerland) é uma membrana colidgena

absorvivel de origem suina. O propésito da investigaggo clinica de ZITZMANN & NAEF
& SCHARER (1997) foi comparar a membrana de coldgeno de origem suina Bio Gide®
(Geistlich, Wolhousen, Switzerland) com a membrana nfo absorvivel de PTFE-e (Gore
Tex®) em situagdes em que houve exposicdo da superficie dos implantes. Um total de 84
implantes (Branemark, Nobel biocare, Goteborg, Sweden) foi colocado em defeitos 6sseos
de 25 pacientes, sendo que 58 colocados na maxila e 26 na mandibula. Em 13 pacientes
escolhidos aleatoriamente, os defeitos foram cobertos com a membrana de colageno e em
12, com a de PTFE-e. Todos os 84 defeitos foram preenchidos com matriz mineral 6ssea de
origem bovina, Bio-Oss® (Geistliech, Wolhusen, Switzerland), e cobertos com suas
respectivas membranas. O tipo, as dimensdes e¢ a morfologia dos defeitos foram
detalhadamente descritos inicialmente e na reentrada cirtrgica, o que permitiu calcular a
superficie do implante exposta. A reentrada cirirgica ocorreu apés 4 meses para mandibula
e 6 meses para maxila. A reducfo do tamanho do defeito foi significante para os 2 tipos de
membranas (p<0,0001). Em relacdo ao controle, entretanto, nfio houve diferenca
estatisticamente significante entre elas (p>0,94). Os autores puderam concluir que a
membrana absorvivel utilizada em associagio com enxerto 4sseo representou uma
alternativa viavel para substituir o bem estabelecido método utilizado com as membranas
de PTFE-e.

HURZELER et al. (1998) verificaram a eficicia da membrana de coldgeno (Bio
Gide®) isolada ou associada com o Bio-Oss® em torno de implantes dentais expostos.

Apébs a extragdo de todos os pré-molares e 1%°molares de 5 macacos, dois implantes
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enddsteos foram instalados em cada quadrante. Os defeitos foram tratados com membrana

de colageno somente (grupo I), membrana de coldgeno e Bio-Oss® (grupo II) e PTFE-e e
Bio-Oss® (grupo III), sendo que o grupo IV serviu como controle. Apds 6 meses os
animais foram sacrificados e a analise histologica e histométrica realizada. Os dados
experimentais indicaram que as membranas de coldgeno néo devem ser utilizadas sozinhas
no tratamento de implantes dentais expostos, mas quando associadas ao material de
preenchimento aumentaram a neoformac&o Ossea.

As avaliagdes histologicas de HURZELER et al (1998) mostraram que parte da
estrutura do colageno da membrana Bio Gide ® permanecia intacta apds 6 meses, quando
empregada para ROG em macacos. Essa membrana bilaminar promove dupla fungdo: a
camada interna que fica em contato com tecido Osseo € porosa e consiste de fibras
colagenas desarranjadas, permitindo que os osteoblastos penetrem e ocorra neoformagéo
ossea sem interferéncias enquanto uma superficie externa densa contacta os tecidos moles ¢
com isso previne que os fibroblastos invadam o defeito 6sseo. Os materiais biodegradaveis
so mais flexiveis e, em associa¢cdo com um material de preenchimento, sio indicados para
prevenir o seu colapso e manter o espago para formacfo do codgulo e da regeneragéo dssea.

Em 1993, MUNDELL et al. demonstraram a eficacia da membrana de coldgeno na
ROG no arco zigomatico de coelhos. Em 8 coelhos foram realizadas osteotomias verticais
de 1mm (estreita) e Smm (larga), bilateralmente. Em um dos lados foi posicionada uma
membrana de coldgeno (Colla-Tec, Inc, an Integra LifeSciences Co, Plainsboro, NJ) antes
da sutura (lado teste) e no lado contralateral os tecidos foram reposicionados e suturados

(controle). Nos periodos de 2% e 4* semanas pds-operatorias, 4 animais foram sacrificados e
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os exames radiograficos e microscopicos foram realizados. Na 4* semana pds-operatéria, o
local controle de osteotomia larga exibiu invasfio por fibroblastos, com formagdo de um
tecido conjuntivo fibroso; enquanto no lado teste houve unido O6ssea sem invaginacdo de
tecido fibroso. Estes sugeriram que as membranas de coldgeno puderam prevenir
efetivamente a invasdo do coagulo por células nfio osteogénicas, especialmente em defeitos
dsseos amplos, podendo ser tteis nos casos cirirgicos que requerem extensa reposi¢do dos
segmentos 6sseos onde a unifo fibrosa seria um acontecimento indesejavel.

No estudo realizado por MOONEY et al. (1996) foram confeccionadas osteotomias
verticais de Smm no arco zigomético, bilateralmente. Os segmentos d0sseos foram fixados
utilizando microplacas e parafusos ou fios de osteossintese. Alguns defeitos foram cobertos
com membrana de colidgeno absorvivel e outros foram deixados descobertos. A analise
histologica, na 4° semana pds-operatéria, revelou que a fixac8o rigida coberta com
membrana exibiu regeneracéio Ossea mais organizada que aquela dos defeitos tratados pela
técnica semi-rigida e cobertos por membrana. Todas as osteotomias ndo cobertas
mostraram invasio por fibroblastos resultando em ma unifdo. Esses resultados
demonstraram a eficidcia da ROG com membrana de coldgeno em defeitos dsseos extensos.
A associa¢go da fixac#o rigida e a técnica de ROG demonstraram aumentar a organizag&o
do trabeculado 6sseo, mas nfo, a taxa da osteogénese.

As propriedades fisicas e biologicas do colidgeno bovino tipo I, seco e congelado
foram recentemente investigadas por HYDER et al. em 1992. Esponjas de coldgeno foram
implantadas em tecido subcutineo de ratos e a andlise histologica foi realizada. O estudo do

coeficiente de elasticidade revelou que o material tinha forga e resisténcia a deformacéo
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adequadas a manipula¢do. Em contato com o sangue e com os fluidos teciduais mantinham

a espessura ideal para serem adaptadas sob o retatho mucoperiostal. A espessura apropriada
do material para as condi¢Ses cirtirgicas foi de 1,5mm. No estudo de biocompatibilidade
nio havia evidéncia de toxicidade e nos estudos in vitro também ndo havia sinais de
rejeicdo. A reabsor¢do do material com invasio de células do hospedeiro, incluindo
fibroblastos, foi de 4 semanas nos ratos, um peﬁodo compativel com o uso deste material
em ROG.

MILLER et al. (1996) compararam a taxa de reabsorg¢do entre as membranas de
colageno do tipo I e as membranas de 4cido polilatico/citrico. Nesse experimento foram
implantadas membranas com dimensSes de 2x4mm na mucosa alveolar, apicalmente aos
incisivos superiores de coelhos. A membrana de colageno foi posicionada de um lado € o
polimero de 4cido polilatico no lado contralateral. Os animais foram sacrificados no dia
zero e nas semanas 1,3,5,7,9 e 12 pés-operatérias. O exame histologico revelou que na 1°
semana houve resposta inflamatéria mais severa ao redor da membrana de colageno e em
alguns animais formou-se abcesso. Por volta da 2° semana, a membrana de colageno era
imperceptivel, mas havia sinais de inflamag&o aguda com proliferagdo de muitos capilares e
infiltrado inflamatério significativo. A membrana de acido polilatico ainda era visivel na
122 semana, embora muito fragmentada. Nesse estudo concluiu-se que esta membrana €
reabsorvida numa taxa mais lenta e produz menos inflamagdo que a de colageno, portanto,
o colageno foi uma barreira menos adequada.

Segundo PARODI & SANTARELLI & CARUSI (1996), o colageno em seu estado

nativo ¢ a forma mais estdvel da membrana. Sua forma molecular € caracterizada por trés
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cadeias polipeptidicas que sfo naturalmente enroladas em tripla hélice. Essa estrutura

previne sua digestdo pelas proteases. Para aumentar a resisténcia e prolongar a reabsor¢éo
do coldgeno, algumas membranas (Paroguide®, Collectica) s@io produzidas por um
processo de imersdo que aumenta as ligagdes cruzadas entre as cadeias peptidicas. As
técnicas anteriormente utilizadas deixavam um residuo téxico, mas o novo tipo de imers&o
da membrana de coldgeno em azida reduz a toxicidade e mantém a estrutura da tripla hélice
intacta. Essa estrutura particular resulta em um efeito selador mais prolongado das
membranas com ligagGes cruzadas, em comparagdo com as outras membranas coldgenas, e
evita também reagdo inflamatdria de corpo estranho.

O ponto critico para o sucesso da ROG é a taxa de reabsor¢do da membrana
absorvivel, que € controlada pelo grau de ligagdes cruzadas da membrana. Essas
membranas permanecem intactas por periodos mais prolongados do que as nio ligadas. As
ligagdes cruzadas das fibras de colageno podem ser induzidas por luz ultravioleta ou sob
tratamento por produtos quimicos (MENDIETA & WILLIAMS, 1994).

CANCIAN et al (1992) avaliaram histologicamente 3 membranas de colageno em 3
periodos diferentes de tratamento, através do glutaraldeido a 0,05% por 8, 22 e 28 horas.
Posteriormente, os materiais foram implantados em tecido subcuténeo de ratos por 3, 7, 15,
30, 60 dias. A andlise microscopica mostrou padrdo irritativo para os trés grupos:
reabsor¢do completa para o grupo I (8 horas) e incompleta para o II (22 horas) e IIT (28
horas) ap6s 60 dias. Mesmo assim, houve boa aceitagdo biolégica do coldgeno, que pode

ser considerado promissor para a confecgdo de barreiras fisicas.
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As metaloproteinases de matriz (MMPs) sfio responsaveis pela remodelagdo e
degradac@o da matriz extracelular e dos componentes da membrana basal. No trabalho de
MOHD et al. (1999) foi avaliado o nivel de MMP-3 e MMP-8 durante as fases iniciais da
regeneragdo ap6s o emprego da técnica da ROG. 32 pacientes com defeitos dsseos de 2 ou
3 paredes e bolsa periodontal > 6mm foram divididos em 2 grupos baseados na idade, sexo,
habito de fumar e severidade da doencga periodontal. Todos os defeitos intradsseos foram
tratados utilizando uma membrana absorvivel (Guidor®), mas em apenas 1 grupo foram
administradas 3 gramas de amoxacilina no periodo pré-operatorio. As amostras do fluido
gengivo-crevicular, para quantificar as enzimas, foram obtidas do local onde a membrana
tinha sido posicionada (local do defeito), do local préximo ao dente envolvido no retalho
cirargico (controle cirtrgico) e do local contralateral saudavel (controle). As amostras
foram colhidas no inicio, 1, 4 semanas e 3 meses ap0s a cirurgia e analisadas utilizando a
técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunoasorbent) para a MMP-3 e IFMA (Time-
Resolved Immunofluorescence Assay) para MMP-8. Niveis relativamente altos para MMP-
8 foram detectadas nos trés tipos de locais, nos periodos iniciais € na 1? semana. Na 4°
semana, a MMP-8 aumentou no grupo da membrana e no controle cirdrgico. Ndo houve
diferenca significativa entre o nivel das enzimas nos grupos que receberam antibi6tico e os
que no receberam. A andlise das enzimas evidenciou que a renovagéo da matriz colagena
ocorre nas fases precoces do reparo periodontal, apdés o procedimento cirirgico
convencional e ROG. A presenca da membrana pareceu aumentar o nivel destas enzimas

que devem estar relacionadas com seu o processo de reabsor¢do através do sistema do

hospedeiro.
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Em 1997, SCHLEGEL et al. estudaram a resposta imunoldgica de 2 tipos de

membranas de coldgeno em coelhos e posteriormente em humanos: a membrana Bio Gide
B, composta de 2 tipos de colidgeno (I e III) de origem suina e a Bio Gide ®, composta da
mesma forma, mas com uma purificacdo adicional para remogfo das lipoproteinas. Dois
fragmentos de membrana Bio Gide B foram implantados subcutdneamente em 3 coelhos, o
sangue dos animais foi coletado 7 e 11 semanas posteriores e foi analisada a presenca de
anticorpos anti-Bio Gide B, através da técnica de ELISA. A resposta imunogénica foi
discreta em dois dos trés coelhos. No outro grupo experimental, foram implantados 2
fragmentos da membrana Bio Gide ® em 4 coelhos da mesma maneira e o sangue coletado
ap6s 4 e 9 semanas nfo exibiu nenhuma resposta imune nos 2 periodos de sacrificio. O
estudo clinico complementar compreendeu pacientes que tinham a indicacdo de ressecgio
radicular na regido de molares. Algumas feridas foram protegidas com membrana Bio
Gide® e outras serviram como controle. As tomadas radiograficas foram realizadas nos
periodos pés-operatorios de 3, 6 e 9 meses. Neste Ultimo periodo, o grupo tratado
demonstrou regeneracdo Ossea melhor que o controle e pareceu nfo induzir resposta

inflamatoria severa. Os autores concluiram, nesse trabalho, que a membrana Bio Gide ®

apresenta um comportamento melhor do que a Bio Gide B.
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o Material aloplastico-de preenchimento:

O osso autdgeno esponjoso € o melhor tipo de enxerto que existe, pois causa pouca
inflamac&o, sofre revascularizagdo mais rapida, apresenta maior potencial de osseoindugéo
e osseoconducdo e, conseqiientemente, apresenta uma remodelagio em menor espaco de
tempo (GOLDBERG & STEVENSON, 1987). A grande desvantagem do enxerto autégeno
¢ a cirurgia adicional na area doadora do paciente, com a possibilidade de causar morbidade
e desconforto. Outra desvantagem seria a fonte limitada de osso em quantidade e qualidade
(JORGE, 1999).

Na tentativa de limitar o uso do enxerto dsseo autdgeno, varios materiais minerais sdo
utilizados como substitutivos 6sseos: a hidroxiapatita, o fosfato tricalcio e o vidro bioativo
(GUILLEMIN et al., 1989). Segundo BAJPAI (1983), um enxerto ou um substituto 6sseo
ideal deve ser um material biologicamente inerte, prontamente disponivel, biodegradavel e
facilmente adaptével ao local em termos de forma e tamanho.

O emprego do coral natural como substituto Osseo € muito comum nos paises
europeus. Ele € composto por 98% de carbonato de calcio (CaCOs) e cerca de 2% de
diversos amino-4dcidos e possui uma estrutura cristalina orto-rOmbica denominada de
aragonite (DAMIEN et al., 1994). Segundo FRAICAN et al. (1996), o coral natural é um
substituto Osseo que estd sendo amplamente usado nas cirurgias maxilofaciais e
ortopédicas. Ele ¢ utilizado para corrigir os defeitos 6sseos periodontais (ISSAHAKIAN &
OUHAYOUN, 1989; YUKNA, 1994), pois possuiu propriedades de osseocondugio e

reabsor¢do (GUILLEMIN et al., 1989). De acordo com esses autores, até o presente
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momento, os fragmentos de corais foram utilizados em mais de 500 pacientes em diferentes
cirurgias Osseas e dentais, implantados no crénio, na crista iliaca, nas reconstrugdes
craniofaciais e de base de crénio, nas didfises e metafises dos ossos longos, nas fusdes
vertebrais e nos defeitos periodontais infradsseos.

O estudo de GUILLEMIN et al. (1989) comparou o comportamento de duas espécies
de fragmentos de corais, Porites e Acropora,que foram implantados em ossos longos de
carneiros e porcos. As andlises microscopicas foram realizadas nos periodos pos-
operatorios de um e dois meses. Os cortes ndo descalcificados observados sob microscopia
de luz revelaram que os implantes de corais foram reabsorvidos e gradativamente
substituidos por tecido 6sseo neoformado. Os fragmentos de corais mostraram ser um
material biocompativel e osseocondutor e, que atuaram como um arcabougo para a direta
aposiggo osteoblastica. Conclui-se também que houve maior formagéo 6ssea em porcos do
que em carneiros, mas a causa desse fendmeno ndo pode ser esclarecida neste experimento.

No estudo desenvolvido por DAMIEN et al (1994), o coral natural foi testado no
tecido subcutdneo de ratos para se observar as alteracGes da superficie do material durante o
processo de reabsor¢do. Duas diferentes formas do substituto 6sseo foram testadas: alguns
animais receberam o carbonato de célcio na forma de bloco e outros nas forma de particulas
associadas ao colageno do tipo IV. Nos periodos p6s-operatorios de 2, 4, 6 e 8 semanas os
animais foram sacrificados. Os resultados histologicos indicaram a formacio de uma
camada rica em fosfato de célcio sobre o coral, a qual foi confirmada pela microscopia
eletronica de varredura e pela microandlise de raios x. Nesse estudo, concluiu-se que

durante a dissolugéo do coral ocorreu a liberagdo de ions da sua superficie , criando espagos
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para que fons fosfato fossem precipitados e assim se interassem com os jons célcio para

formar uma camada superficial rica em fosfato de célcio sobre o material. Posteriormente, a
camada formada atraiu macréfagos e outras células fagocitarias para iniciar o processo de
degradacdo dos corais mediado por células. A formagéio desta camada rica em fosfato de
calcio pareceu também favorecer a unido do material ao leito receptor.

O potencial osteogénico de cinco materiais aloplasticos foi avaliado por NAAMAN
BOU-ABBOUD et al. (1993). A hidroxiapatita porosa (PHA), hidroxiapatita densa (DHA),
hidroxiapatita semi-porosa (SPHA), o fosfato tricdlcio (TCP) e o carbonato de célcio
natural (NC) foram implantados no tecido conjuntivo da papila palatina de porcos. O exame
histolégico foi realizado nos periodos pés-operatérios de 1, 2, 3, 4, 8, 12 e 24 semanas. O
TCP e o NC foram totalmente reabsorvidos até 24° semana. A DHA, PHA e SPHA
exibiram reabsor¢do limitada, embora houvesse células gigantes multinucleadas em contato
com a PHA e a SPHA. Néo houve neoformacgio 6ssea em torno ou proximo aos materiais
testados. Os autores puderam concluir que nenhum destes materiais, nas formas testadas,
possuem a capacidade de induzir formagdo 6ssea no local extra-esquelético.

Recentemente, VUOLA et al. (1996) realizaram um estudo para comparar a formacéo
6ssea no interior de blocos estruturalmente similares, como a HA e o carbonato de célcio,
implantados no tecido muscular de ratos com ou sem osso esponjoso autégeno. O tecido
muscular foi o eleito, pois além de ser altamente vascularizado nfo possui a influéncia
direta do tecido 6sseo. Em um grupo, o musculo latissimus dorsal esquerdo recebeu o bloco

de carbonato de célcio e 0sso autdgeno esponjoso e o lado direito recebeu 0 mesmo bloco
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sem o 0sso esponjoso (controle). No outro grupo, foi realizado o mesmo procedimento com

o bloco de HA. Os animais foram sacrificados nas 3%, 6* e 12° semanas pds-operatorias. A
analises histologica e histométrica foram realizadas e nenhuma neoformacgfio 6ssea foi
verificada onde nfio havia osso esponjoso. Nas 3* e 12* semanas a formagdo dssea foi
significantemente maior no grupo do carbonato de célcio associado ao 0sso esponjoso
(p<0,05) do que no grupo da HA, embora os blocos de carbonato de célcio tivessem
perdido 40% da sua érea inicial.

VUOLA et al. em 1998 complementaram o trabalho anterior avaliando o efeito dos
tecidos formados sobre as propriedades mecanicas dos blocos da HA e do carbonato de
calcio. A forca de compressdo dos blocos foi mensurada antes de serem implantados no
tecido muscular dos ratos, no periodo pds-operatorio de 3 e 6 semanas e também na 12°
semana para o grupo da HA. No exame histolégico, os blocos de HA ndo exibiram
reabsorg¢do, ja os blocos de carbonato de célcio foram reabsorvidos rapidamente e perderam
gradativamente sua resisténcia & compressdo que inicialmente foi maior do que a HA. Na 3?
semana, os grupos tratados com osso esponjoso foram mais resistentes do que o grupo
controle e apds seis semanas o tecido neoformado pdde ser considerado tdo resistente
quanto o 0sso pré-existente.

O estudo de JENSEN et al. (1996) avaliou qualitativamente e quantitativamente a
reagdo tecidual em torno de quatro diferentes substitutos ésseos instalados em tibias de
coelhos, enfatizando a taxa de reabsorcdo. Dois defeitos monocorticais de 5mm de didmetro
foram realizados em tibia de coelhos bilateralmente. Cada um dos defeitos recebeu

aleatoriamente um destes materiais de preenchimento: Endobon® (Merca Biomaterialien,
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Darmstadt, Germany), Bio-Oss® (Geistlich Pharma, Wolhusen, Switzerland), Pro-Osteon

500® (Interpore International, Irvine, CA) ou Interpore 500 HA/CC® (Interpore
International). A avaliagdo clinica e histoldgica foi realizada no periodo pés-operatério de 8
semanas € nfo se verificou diferenca na quantidade de osso neoformado ao redor dos 4
materiais analisados. O Interpore 500 HA/CC® sofreu reabsor¢io completa, porém os
demais materiais nio exibiram biodegradagfio detectavel e o Bio-Oss® apresentou maior
taxa de osseointegracdo dentre os materiais.

YUKNA (1994) comparou a eficacia do enxerto de carbonato de calcio natural sobre
a curetagem aberta nos defeitos periodontais infradsseos. Participaram desse estudo 20
pacientes submetidos ao tratamento periodontal béasico, depois os defeitos 6sseos
selecionados receberam carbonato de calcio (local teste) ou foram somente curetados
cirurgicamente (local controle). Entre os 6 e 12 meses pds-opertérios, a reentrada cirtirgica
foi realizada expondo os defeitos para verificar o processo de reparo, sob visualizagéo
direta. Os defeitos preenchidos com enxerto de carbonato de célcio demonstraram ganho
osseo médio de 2,3mm (67,7%), enquanto no lado controle o preenchimento 6sseo médio
foi de 0,7mm (25,9%). O autor concluiu que o carbonato de calcio testado apresentou ser
seguro e clinicamente efetivo como substituto 6sseo nos tratamentos periodontais com
perda Ossea.

MORA & OUHAYOUN (1995) realizaram uma avalia¢8o clinica do carbonato de
calcio natural (NCS) em relagfio a hidroxiapatita porosa (HAP) no tratamento da doenca
periodontal com perda 6ssea. Defeitos 6sseos de 1, 2 ou 3 paredes com profundidade de

bolsa >6mm foram tratados através de curetagem aberta (n=10), ou preenchidos com o
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NCS (n=10) ou com HAP (n=10). Medi¢bes foram realizadas antes da intervengéo

cirtirgica e ap6s 12 meses € nfio houve diferenca significativa entre os tratamentos no grupo
do NCS e da HAP, embora as andlises estastisticas tivessem revelado beneficios na
utiliza¢@o destes biomateriais em relagdo a simples curetagem.

KIM et al (1996) realizaram um estudo clinico para avaliar a utilizacdo de implantes
de carbonato de célcio poroso absorvivel e a técnica de RTG em defeitos periodontais
infradsseos. Selecionaram-se 80 pacientes com doenga periodontal cronica, incluindo
defeitos de 1 ou 2 paredes, os quais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos. Os
defeitos do grupo I foram tratados com carbonato de célcio e membranas de PTFE-e; os do
grupo II, com membranas de PTFE-e; os do grupo III, com carbonato de célcio e no grupo
IV nio foi interposto nenhum material. Apds seis meses, os 64 pacientes que completaram
o estudo foram avaliados clinicamente. Houve reduggio na profundidade das bolsas e ganho
de inser¢do em todos os grupos tratados, porém nos grupos I, II e III foram observados
resultados melhores quando comparados aos do grupo IV. Nas condigdes deste
experimento, o implante de carbonato de célcio nfo aumentou os efeitos da técnica da
RTG.

No estudo de MOON et al (1996) foi verificado o reparo periodontal ap6s a utilizagdo
da membrana de poliglactina associada ao carbonato de célcio absorvivel ou & HA. Defeitos
bilaterais nas regiGes mesiais do 2°, 3° e 4° pré-molares de sete cdes foram confeccionados e
tratados com membrana de poliglactina (grupo controle), com membrana de poliglactina
associada a HA ou ao CC. As membranas foram adaptadas de acordo com o contorno do

defeito e posicionadas apicalmente a jungdio amelo-cementaria. Os retalhos foram
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reposicionados e suturados. Os animais foram sacrificados nos periodos pés-operatdrios de

1, 3, 6, 12, 26, 32 e 56 semanas. A analise histolégica revelou que a regeneragéo do
cemento iniciou-se na 6* semana em todos os grupos, enquanto a reparagiio Ossea foi
observada a partir da 3% semana no grupo controle e por volta da 6* semana nos outros dois
grupos. ApOs a 12° semana ndo houve difrenca na regeneracéo periodontal entre os grupos
analisados.

O propésito do trabalho de CORRENTE et al. (1997) foi investigar a possibilidade de
se tratar rebordos alveolares atréficos empregando um material de preenchimento
absorvivel (carbonato de célcio natural) associado ao sistema de selamento de fibronectina-
fibrina. 22 implantes de titdnio foram colocados no rebordo alveolar em 11 pacientes
edéntulos com altura do rebordo inadequada. Depois da instalagdo dos implantes, os
defeitos do tipo deiscéncia ou supradsseo foram tratados com carbonato de célcio e o
sistema de selamento de fibronectina-fibrina. Além disso, os retalhos foram reposicionados,
suturados e evitou-se qualquer compressdo sobre a area. Apds seis meses foram realizadas
avaliacBes clinica e radiogréfica. A maioria dos casos (15 dos 22) exibiu completa
cobertura dos implantes por um tecido com aspecto de osso cortical mineralizado. Em 4
casos selecionados ao acaso, uma pequena bidpsia da regido perimplantar foi realizada, o
que confirmou a presenga de tecido ostedide e revelou particulas residuais de carbonato de
calcio. Esses resultados indicaram que o carbonato de calcio associado ao sistema de
selamento fibronectina-fibrina foi uma alternativa viavel no tratamento desses defeitos

Osseos perimplantares.
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ARNAUD et al. (1993) avaliaram o potencial osteogénico da mistura de fator
transformador do crescimento B1 (TGF-B1), cola de fibrina e carbonato de célcio natural na
regeneragdo dos defeitos confeccionados em calvaria de coelhos. Os animais foram
submetidos & trepanacfo dupla nos ossos parietais. No grupo I, nenhuma substincia foi
injetada nos defeitos, o grupo II recebeu carbonato de calcio e cola de fibrina, o grupo III

recebeu fator transformador do crescimento 1, o grupo IV recebeu TGF-B1 e cola de

fibrina e o grupo V, a mistura de carbonato de célcio, cola de fibrina e TGF-B1. Os defeitos
contralaterais de todos os grupos foram deixados sem tratamento. A anlise histolégica foi
realizada nos periodos pos-operatérios de 30 e 60 dias, os resultados sugeriram que a
associaco do fator de crescimento com a cola de fibrina e com o carbonato de célcio
natural foram considerados um substituto dsseo interessante para ser empregado in vivo.
Proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) sdo uma familia de glicoproteinas da matriz
dssea que exercem um papel importante na osteogénese durante o periodo embriolégico e
na vida pos-fetal. O objetivo do trabalho de GAO et al. (1997) foi determinar os efeitos do
implante de carbonato de célcio contendo BMP xendgena e colageno tipo IV sobre o reparo
4sseo, a resposta imune e suas propriedades mecénicas. Para isso, foram confeccionados
defeitos cirirgicos de 16mm de comprimento em tibia de carneiros que foram preenchidos
com implantes cilindricos compostos de carbonato de célcio natural, BMP xen6geno e
colageno do tipo IV ou foram preenchidos com carbonato de célcio somente, servindo
como controle. As tibias foram estabilizadas através de miniplacas de autocompressdo e
parafusos corticais. As amostras de sangue e as tomadas radiograficas foram realizadas no

dia 0 e na 3, 6% 12°, 16° semanas. Houve aumento no numero de anticorpos nos animais

26



Revisdo-de literatuwrar

dos grupos testados em relagéo ao controle, nos periodos entre 3* e 6* semanas, mas ele
retornou aos niveis normais na 12* semana. Formou-se osso lamelar estruturalmente normal
sem a interposigéo de tecido conjuntivo entre o implante e o tecido 6sseo neoformado, tanto
no grupo teste quanto no controle. Os implantes compostos mostraram ter integridade
mecéinica, serem osseoindutores e osseocondutores, serem ficeis de manipular e, segundo
os autores, podem ser indicados para as cirurgias reconstrutivas, embora a antigenicidade
da BMP possa ser um fator a ser considerado com cautela.

No estudo de DUPOIRIEUX et al. (1994), trés diferentes substitutos 6sseos foram
comparados. Foi criado um defeito no osso nasal e outro similar no osso frontal, de 6mm de
didmetro, em 30 ratos. No grupo I, o enxerto 6sseo desmineralizado utilizado foi
esterilizado através de autoclave por 1 hora a 80°C; o grupo II recebeu enxerto esterilizado
por gas de 6xido de etileno e o grupo III recebeu carbonato de célcio natural. Os resultados
foram avaliados aos dois meses pos-operatérios através dos exames macroscopico,
microscopico e radiografico. Os implantes dsseos desmineralizados esterilizados por 6xido
de etileno induziram & formacfio dssea em 90% dos casos, enquanto o tratado pelo calor
umido ndo mostrou qualquer osteogénese. O carbonato de célcio foi osseointegrado em
50% dos casos, mas a osseoinducdo nfo foi suficiente para ocorrer a reparagdo completa.
Concluiu-se que o enxerto 6sseo desmineralizado esterilizado por 6xido de etileno foi o
substituto dsseo mais favoravel neste modelo experimental, atestando que este processo de

esteriliza¢do preservou a capacidade osteogénica do enxerto.
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proposito  deste  trabalho foi avaliar histologicamente e
histometricamente a técnica de Regeneragio Ossea Guiada (ROG)
associada ou nfo ao enxerto Osseo autdégeno e ao implante aloplastico (carbonato de célcio

natural pulverizado), na evolug@io do reparo de defeitos Osseos bicorticais em calvéria de

ratas.
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Animais e anestesiov

este estudo foram utilizadas 60 ratas Rattus norvegicus,
linhagem Wistar, com idade de 6 meses e peso médio de 258
gramas, foram alimentadas com ragdo comercial sélida e d4gua & vontade. Permaneceram
sob um ambiente de temperatura, umidade e luz/escuro controlados. O manuseio dos

animais seguiu as normas propostas pelo Comité de ética da UNICAMP, aprovado sob o n°

094/1.

Como meio de indugfio da anestesia, foi utilizado ketamina (Francotar®-Virbrac do
Brasil Industria € Comércio Ltda-SZo Paulo/Brasil) injetado por via intramuscular na
dosagem de Imlkg por peso vivo e utilizada seda¢dio suplementar com cloridrato de
xylazina (Virbraxyl® 2%-Virbrac do Brasil Industria e Comércio Ltda-S3o Paulo/Brasil)
na posologia de 0,Iml’kg, segundo as normas do fabricante. A seguir, foi realizada
tricotomia na regifio dorsal da calvaria, antissepsia com PVPI 10% (Glicolabor®-Industria

Farmacéutica-Sdo Paulo/Brasil) e colocacdo de campos estéreis.

Procedimento- ciriwrgico

Apés a anestesia, a pele, o tecido subcutineo e o peridsteo foram seccionados e
afastados lateralmente através de uma incisfio mediana de 15mm na calvéria do animal.

Depois da exposi¢do dos ossos parietais e localizagdo da sutura sagital mediana, 2 defeitos
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dsseos bicorticais foram produzidos, sendo um do lado direito e o outro do lado esquerdo,
sempre preservando o seio sagital médio. Para isso, utilizou-se uma broca Trefina (3i®
Implantes Innovations, Incorporations-USA) de 4mm de didmetro (fig.1) montada em
contra dngulo de baixa rotag#o.

Durante confeccdo das cavidades, houve cuidado para n3o expor a duraméter,
evitando danos ao cérebro. As perfuracdes foram realizadas sob irrigaciio constante com
solucdo fisiolégica de cloreto de sédio & 0,9% (Glicolabor®-Indistria Farmacéutica-S&o
Paulo/Brasil), evitando aquecimento excessivo do tecido 6sseo (fig.2). Apds realizar as
perfuracdes, os fragmentos do osso parietal foram removidos com auxilio de um
instrumento manual para expor a duramater (fig.3).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos com 10 ratas cada. Os
procedimentos foram como se seguem:

No grupo I (C), os defeitos bicorticais confeccionados nfio receberam tratamento
serviram como controle.

O grupo II (A) foi preenchido por enxerto de osso autégeno.

No grupo III (CC), os defeitos foram preenchidos com carbonato de calcio natural
pulverizado (Drogal®-Laboratério de Manipulagdo- Sdo Paulo/Brasil).

No grupo IV (M), a membrana de colageno absorvivel, Dentoflex® (Odontec Materiais
Odontologicos Ltda- Sdo Paulo/Brasil), posicionadas nas duas corticais 6sseas.

O grupo V (MC) recebeu membranas nas duas corticais interpostas ao carbonato de

calcio natural.

30



ms——

Materiais e Métodos

No grupo VI (MA) colocou-se enxerto de osso autogeno e também membranas nas

duas corticais.

As membranas foram previamente preparadas baseando-se num modelo
confeccionado com uma ldmina de chumbo do filme radiografico. Tal ldmina sofreu uma
marcagdo de didmetro de 8mm através de um compasso de ponta seca, posteriormente foi
recortada com uma tesoura e esterilizada em estufa a 160°C por 2 horas. A membrana
previamente preparada foi entdo cuidadosamente posicionada no interior do defeito entre a
duramater e a tdbua interna da calvéria e outra foi colocada na face externa do defeito. Com
isso, as membranas se extenderam 2mm além das margens do defeito; tanto na tdbua éssea
interna quanto na externa.

O enxerto de osso autégeno foi adquirido do fragmento removido durante a
confecgdo dos defeitos bicorticais, o fragmento do lado direito da sutura sagital mediana foi
triturado e posicionado no defeito confeccionado no lado esquerdo e vice-versa.

ApOs o tratamento dos defeitos Osseos, o peridsteo foi reposicionado e a pele foi
suturada com fio de nylon 4-0 monofilamentado (Ethicon®-Johonson & Johnson Produtos
Profissionais Ltda). Durante o periodo pos-operatério de 4 dias, os animais receberam, para
analgesia, dipirona 20mg/kg via gavagem.

Os animais foram sedados (cloridrato de xylazina), anestesiados (ketamina) e depois
sacrificados por éter etilico em campénulas hipersaturadas, nos periodos pos-operatérios de
14 e 28 dias, num total de 5 animais por grupo por periodo de sacrificio. Apds a eutanasia,

os defeitos criados foram removidos através de ostectomia com broca tronco conica 701
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montada em baixa rotagfio sob irrigagdo com soro fisioldgico, e separados na sutura sagital
mediana. Os materiais coletados foram fixados em formol a 4% tamponado.

As amostras retiradas sofreram processo de descalcificagio em EDTA 5%, com
trocas didrias, por um periodo de 30 dias. Apds a descalcificagdio, as amostras foram
divididas ao meio, de forma a fornecer cortes coronai; do centro da cavidade Ossea
cirurgica. Elas foram entfio incluidas em parafina (Paraplast®) e cortes semi-seriados de
Sum foram feitos. Algumas ldminas foram coradas pela técnica rotineira de hematoxilina e

eosina, para andlise em microscopia de luz, e outras foram coradas por Picro-Sirius e

observadas em microscopia de luz polarizada, para analise do tecido ostedide.

A ’!I ' /!a:!:’ ;4

Na analise de microscopia de luz foi avaliada a intensidade da reagfo inflamatdria , os
eventos da reparagdio Ossea, tais como necrose, hemorragia, atividade osteocldstica e
osteobldstica, presenca de tecido conjuntivo, maturacio Ossea, grau de degradagdo dos

biomateriais e revascularizacdo dos enxertos ¢sseos.

A ’!Ii! ',"sa: ’t]d

Posteriormente, as ldminas foram submetidas & analise histométrica do tecido
neoformado através do microscopio de luz na objetiva para aumento de 40 vezes, utilizando

o programa para analise de imagens KS 400 (Kontron Eletronik- Alemanha).
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As imagens histolégicas do tecido neoformado selecionadas para contagem foram

capturadas pelo computador através da cdmera de video, sobrepondo-se a elas um reticulo

de 49 pontos, onde cada ponto correspondia a 0,8 mm’, com a qual foi feita a determinaco

da densidade volumétrica do tecido (WEIBEL et al., 1966).

Para se estabelecer o nimero minimo de pontos a serem contados em cada animal,
utilizou-se a metodologia proposta por GUNDERSEN & JENSEN (1987). Através da
relagéio B/ VA, sendo B o perimetro € A a area do tecido em estudo e do normograma dado
pelos autores, estimou-se o nimero de pontos que permitiu uma medigdo com erro menor
que 0,05. Apo6s avaliar 60 cortes aleatoriamente escolhidos, verificou-se que 196 pontos por
animal, ou seja, 4 areas testes a serem contados seriam suficientes. As areas testes foram
aplicadas em 2 cortes histolégicos por animal. Os valores da densidade volumétrica (Vv)

foram expressos em porcentagem, sendo o numerador o volume do osso neoformado (Vo) e

o denominador o volume da érea teste (Vt), baseou-se na relagdo Vv = Vo/Vt.

Andlise estatistica

Os valores porcentuais foram transformados através da equagdo arco

sen+/% +0,5x180/3,1416 e submetidos a anslise de varidncia(ANOVA) e ao teste de Tukey

para comparacgdo entre as médias, estabelecido a 5% para determinagio da significdncia,

para isto utilizou-se o programa computacional SAS (SAS INSTITUTE, 1997).
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Fig. 1 —Broca Trefina de 4 mm de didmetro utilizada para confeccionar os
defeitos.
Fig. 2 —Confec¢ao dos defeitos bicorticais com refrigeragio da broca.

Fig. 3- Defeitos bicorticais de 4mm de didmetro, confeccionados em calvdria de
ratas, preservando a sutura sagital mediana.
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Periodo-de 14 dias
Grupo-I - Controle (C):

Os cortes histologicos exibiram um espessamento periostal na regidio periférica da
cavidade Ossea cirtrgica, atividade osteogénica com volume razoavel, linha cimentante
evidente ao exame histologico apresentou-se um pouco melhor do que o grupo que recebeu
as membranas de colageno nas superficies interna e externa, presenca de osteoblastos sobre
o osso neoformado, presenca de uma membrana conjuntiva fibrosa sobre todo o defeito
com grande nimero de fibroblastos orientados paralelamente entre si e angiogénese intensa.

Alguns cortes apresentaram hemorragia e presenga de poucas células gigantes

multinucleadas semelhantes a osteoclastos.

Grupo-IL - Osso-autdgeno- (A):

No grupo que recebeu o enxerto 6sseo autdgeno, aos 14 dias verificou-se linha
cimentante evidente, inflamacgfo discreta, hemorragia, neoformagéo 6ssea advinda da borda
lateral do defeito e proliferacdo de vasos sangiiineos. Presenca de grande numero de

osteoclastos na superficie de alguns fragmentos enxertados, outros poucos apresentaram
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vitalidade pois, estavam sofrendo revascularizagéo e havia tecido ostedide ao seu redor

(Fig.3) que foi posteriormente confirmado através da microscopia de luz polarizada (Fig.4).

Grupo-III - Cawbonato-de cdlcio- (CC):

Este grupo apresentou osteogénese desorganizada e muitas vezes escassa advinda das
laterais do defeito e do peridsteo, linha cimentante evidente, severa reagio inflamatoria com
grande nimero de células gigantes de corpo estranho (fig. 5), muitos macréfagos,
plasmoécitos e neutréfilos. O corte exibia 4reas vazias circundadas pelas células
inflamatorias multinucleadas, provavelmente ocupadas pelo carbonato de calcio que foi
removido durante o processo de descalcificagdio (fig. 6). N&do se observou dareas

hemorragicas.

Grupo-1V - Membranas (M):

Houve a formacgfo de tecido conjuntivo denso sobre toda a extensfio do defeito, as
membranas colocadas na superfice interna e externa da calota coaptaram-se e
conseqiientemente ocorreu pouca osteogénese. O limite entre o defeito cirurgico € o 0sso
neoformado estava evidente com a formacdo de um tecido imaturo, bem celularizado e
arranjado em calo 6sseo. Este grupo apresentou reagdo inflamatéria dentro da malha da
membrana de coldgeno. Em alguns cortes esteve presente células multinucleadas e

hemaceas entre e dentre as membranas.
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Grupo- V - Membranas e carbonato- de cdlcio- natural
pulverigado- (MC):

Observou-se pouquissima osteogénese, linha cimentante evidente, formagfo de
abcesso, presenca de grande ntimero de neutrdfilos e células gigantes multinucleadas de
corpo estranho. Muitas destas células marginando espagos vazio os quais correspondiam
aos locais preenchidos pelo material que foi removido pelo processo de descalcificagio.

Iniciou-se o mecanismo de absor¢io das membranas e do carbonato de calcio.

Formou-se também uma capsula de tecido conjuntivo denso sobre toda a extensdio do

defeito com alguns fibroblastos aprisionados.

Grupo-VI - Membrana e 0350-autégeno (MA):

Presenca de osteogénese advinda da laterais do defeito e ndo das bordas,
provavelmente por causa do trauma durante o inicio da perfurac8io através da broca tréfina.
Alguns fragmentos estavam sendo incorporados, ou seja, iniciaram o processo de
revascularizagdo. Outros estavam sendo reabsorvidos, pois apresentaram muitos

osteoclastos em suas superficies (fig.9).

Houve formacgdo de tecido de granulagio na membrana, reagio inflamatéria com

muitos neutréfilos presentes e dreas hemorragicas.
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Periodo-de 28 dias:
Grupo-I - Controle (C):

Havia tecido dsseo neoformado nas bordas do defeito em quantidade consideravel
advinda do peridsteo. Algumas vezes este tecido apresentava-se desorganizado, formando
um calo 6sseo (fig.7).

Presenca de uma membrana de tecido conjuntivo excassa em fibras e células e, pouco
corada sobre toda a extensdo do defeito.

Neste periodo notou-se poucas células inflamatorias.

Grupo-II - Oss0-autogeno- (A):

Muitos fragmentos em reabsor¢fo, com muitas células multinucleadas em contato
com os fragmentos enxertados e presenca de células inflamatdrias circundando-os. Alguns
fragmentos apresentaram angiogénese no seu interior.

Presenca de capilares entre o tecido conjuntivo. Osteogénese, em alguns animais, foi

intensa preenchendo grande parte do defeito.

Grupo-III -Carbonato-de calcio- natural pulverigado- (CC):

Aparentemente quase todo carbonato de célcio parecia ter sido reabsorvido. Presenca

de muitas células inflamatdrias de corpo estranho com espagos vazios em seu interior,
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representando a fagocitose das particulas de carbonato de célcio que ainda permaneceram
no tecido.

A osteogénese a partir do peridsteo variou de imperceptivel até o completo
preenchimento do defeito. Quando houve osteogénese intensa o tecido estava bem
organizado e com crescimento linear, provavelmente foi uma tentativa de isolar o carbonato

de calcio dos tecidos vitais (Fig.11). Isto atestou um comportamento irregular deste

material.

Grupo- V - Membranas e carbonato- de cdlcio- natural
pulverigado (MC):

Grande parte do carbonato de célcio estava reabsorvido, as particulas presentes foram
fagocitadas pelas células gigantes multinucleadas de corpo estranho. Pode-se visualizar
neutrofilos e células degeneradas, formacgfio de abcesso, em alguns casos notou-se a
presenca de fistula € em outros muito tecido de granulagfo. Foi verificada pouca atividade
osteogénica nos bordos do defeito, formando um calo 6sseo. As membranas ja estavam

sendo reabsorvidas (fig.12).

Grupo-VI - Membranas e 0350-autdgeno- (MA):
Os fragmentos Osseos enxertados apresentaram maior revascularizagdio quando

comparado ao periodo de 14 dias mas, alguns fragmentos estavam sendo marginados por
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muitos osteoclastos e outros envoltos por tecido conjuntivo. Outros fragmentos enxertados

exibiram tecido ostedide a partir de suas extremidades, apresentando ao seu redor muitos

osteoblastos.

Os cortes histologicos mostraram leve reacdo inflamatdria e todas as extremidades do

defeito com formagdo dssea regular e bem celularizado (fig.10).
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Fig. 3- Grupo osso autdgeno, 14 dias. O-Ostedide; OP-Osso Pré-existente;
E-enxerto. HE. Aumento de 160X.

Fig.4- Idem figura 3 analisada em microscopia de polariza¢do. Picro-
Sirius. 160X
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Fig.5-Grupo Carbonato de calcio, 14 dias. ON-osso neoformado; OP-
osso pré-existente; * célula gigante de corpo estranho; CC
carbonato de célcio. HE. Aumento de 160X.

Fig.6- Carbonato de célcio com reagfo inflamatéria de corpo
estranho no periodo de 14 dias. Células gigantes
multinucleadas de corpo estranho(*). HE. Aumento de
800X.
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Fig. 7- Grupo controle, periodo de 28 dias. TC tecido conjuntivo; ON 0sso
neoformado; OP osso pré-existente. HE. Aumento de 160X.

Fig.8 - Membranas, aos 28 dias. ON-osso neoformado;OP-osso pré-
existente; TC-tecido conjuntivo; M-membrana. HE. Aumento de
160X.
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Fig. 9 - Grupo Membranas € osso autdgeno, 14 dias. II- Infiltrado
inflamatorio; E- enxerto de osso autégeno. HE. Aumento de
160X.

Fig.10 - Grupo membranas e 0sso autogeno, periodo de 28 dias; ON-Osso
Neoformado; OP-Osso Pré-existente; E- Enxerto de Osso
Autdgeno. HE Aumento de 320X.
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Fig.11 - Grupo Carbonato de célcio, aos 28 dias. ON-osso neoformado;
* célula gigantede corpo estranho; CC-carbonato de cilcio. HE.
Aumento de 160X.

Fig.12 - Meembrana e carbonato de cdlcio no periodo de 28 dias, M-
membrana, Ab-abcesso, RI-reacao inflamatéria, OP-0sso pré-
existente. HE. Aumento de 160X.

45



Resultados

e acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, observou-se
que todas as fontes de variagdo foram significativas; os diferentes
tratamentos aplicados influiram no processo de neoformacio dssea. E houve interagdo
significativa entre as fontes de variag@io periodo x tratamento, ou seja, a neoformagéo

dssea aumentou com o tempo em todos os grupos analisados.

Tabela 1. Analise de varidncia para os resultados dos tratamentos nos dois periodos de

sacrificio.
FV GL SQ oM F
Tratamentos 5 2329,58 265,92 3,08%
Periodos 1 2579,19 2579,19 29,86**
Periodos x
tratamentos 5 1829,85 365,97 4,29**
Residuo 48 4146,68 86,39

* **Sjonificativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade respectivamente, pelo teste F
CV=19,46% Média=47,76 R’=0,5805

FV= fonte de variagdo; GL= graus de liberdade; SQ= soma de quadrado; QM= quadrado

médio; CV= coeficiente de variagio, R’=coeficiente de determinagfio do modelo

matematico adotado.
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Estes dados podem ser comprovados através da Tabela 2, em que as médias dos dois
periodos de tratamento apresentaram diferencas entre si, atestando que houve maior
volume de tecido 6sseo neoformado no periodo de 28 dias, em todos os tratamentos
aplicados.

Tabela 2. Médias de tecido Osseo neoformado nos
periodos de 14 e 28 dias.

Periodos Média
Periodo 1 (14 dias) 4120B
Periodo 2 (28 dias) 54,32 A

Médias seguidas por mesma letra ndo difere
estatisticamente pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.

Ao analisarmos a Tabela 3, pode-se afirmar que houve diferenca entre o grupo
tratado com membrana associada ao enxerto de osso autdgeno (MA) e o grupo que
recebeu apenas membrana de coldgeno (M) nas duas corticais Osseas; isto significa dizer
que a neoformacdo Ossea foi mais significativa no grupo (MA), enquanto o (M)
apresentou os resultados menos promissores em relagdo ao volume de tecido Gsseo
formado. Nos demais grupos autdgeno (A), carbonato de célcio (CC), controle (C) e
membrana e carbonato (MC) nfo se observou diferencas estatisticas. A analise descritiva
tornou-se mais fidedigna com a comprovagio numérica pois, a técnica de quantificagéo

histométrica esta de acordo com os achados histologicos.
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Tabela 3. Médias de tecido Osseo neoformado nos
defeitos tratados com diferentes biomateriais.

Tratamentos Média
MA 55,17 A
A 51,41 AB
CcC 48,06 AB
C 47,64 AB
MC 43,06 AB
M 41,26 B

Médias seguidas por mesma letra nfo diferem
estatisticamente pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.
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perda dOssea € uma preocupagio do cirurgifio-dentista, assim
como a formago de tecido fibroso onde deveria existir tecido
osseo, limitando em muitos casos clinicos a perfeita adaptagdo de préteses futuras, podendo
restringir a fun¢fo estomatogndtica do paciente e comprometendo a sua recuperagio
funcional e este’ticé (RESTREPO et al.,1998). Na tentativa de reconstrugdo total ou parcial
destas estruturas perdidas, técnicas tém sido desenvolvidas com o objetivo de recuperar o
contorno anatdmico original, restaurar sua fungio, eliminar os espagos mortos, favorecer a
cicatrizagdo, prevenir a invasdo dos tecidos moles para o interior destas cavidades e reduzir
a possibilidade de infecgdo secundaria (MULLIKEN & GLOWACKI, 1980). Evidéncias
histolégicas da habilidade de aumentar a reparagio Ossea é uma pré condigdo para a
aplicacdo de substincias osseopromotoras em situa¢des clinicas (BOSCH et al., 1998).
Experimentos realizados em animais tém sido importantes para testar materiais
porém, cuidados para extrapolar os resultados aos humanos devem ser tomados pois, o
modelo experimental apresenta maiores habilidades regenerativas do que os humanos
(GUILLEMIN et al., 1989). Segundo BOSCH et al. (1998), um modelo animal empregado
para testar materiais para regeneragfo éssea deve ser barato, de facil disponibilidade, facil
manuseio, facil anestesia, o implante deve ser incluido tanto em osso cortical quanto
esponjoso, o defeito 6sseo deve ser estavel para ndio permitir mobilidade, o risco de fratura
deve ser minimizado, deve permitir proservagdo acurada e assegurar a regeneracdio Ossea
radiograficamente e histologicamente. A calvaria de ratos tem sido utilizada como um

modelo experimental para a regeneracdo Ossea pois, € relativamente inerte e apresenta
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caracteristicas similares aos ossos maxilares como ossificacio membranosa € a mesma

origem embrilogica. A calvaria ¢ um local ficil de receber o enxerto e os tecidos moles
podem ser suturados de modo que a ferida cirtrgica fique totalmente protegida, o que
diminui o risco de exposicdo da membrana ou a contaminagdo (Mc GINNIS et al, 1998).
Por estas razdes, neste trabalho, 0 modelo experimental utilizado foi a calvéria de ratas,
com defeito 6sseo de 4mm de didmetro. O tamanho critico do defeito 6sseo varia de acordo
a espécie animal, idade, tamanho e local (BOSCH et al, 1998). Em calvaria de ratos este
tamanho varia de 8mm (KLEINSCHMIDT, 1990) & 2mm de didmetro (MULLIKEN &
GLOWACKI, 1980). Refere-se & tamanho critico quando, ao longo de toda a vida do
animal, o reparo 6sseo espontdneo ndo € capaz de preencher todo o defeito com tecido
6sseo neoformado. O que ocorre nos defeitos Osseos criticos que ndo sfo tratados
adequadamente com materiais ésseos substitutivos € a formagéo de um tecido conjuntivo
cicatricial ao invés de ocorrer a osteogénese. A utilizagdo de defeito critico nos modelos
experimentais para testar materiais de substituicdo 6ssea é muito importante pois, qualquer
neoformag@o Ossea que ocorra nesta area pode ser atribuida ao material que foi utilizado
para o preechimento (HOLLINGER et al.,1991).

O enxerto Osseo € denominado autégeno quando o doador e o receptor sdo 0 mesmo
individuo, ou seja, € removido do proprio paciente. Neste experimento, 0 grupo que
recebeu o enxerto 0sseo autdégeno (A), aos 14 dias, verificou-se linha cimentante evidente,
inflamag&o discreta, hemorragia, neoformacéo dssea advinda da borda lateral do defeito e
proliferacdo de vasos sangiiineos. Presen¢a de grande nimero de osteoclastos na superficie

de alguns fragmentos enxertados, outros poucos apresentaram vitalidade pois, estavam
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sofrendo revascularizacio e havia tecido ostedide ao seu redor. Segundo GOLDBERG &

STEVENSON (1987), o osso autégeno esponjoso € o melhor tipo de enxerto que existe
pois, causa pouca inflamagfo, sofre revascularizaciio mais rapida, apresenta maior potencial
de osseoinducdo, osseocondugdo € ha uma remodelagio em menor espago de tempo.
Conseqiientemente, tem sido a melhor alternativa para as cirurgias faciais reconstrutivas,
ortognaticas e implantes osseointegrados (GARCIA,1999). O osso esponjoso tem maior
chance de permanecer vidvel pois, seus ostedcitos estariam mais proximos de uma fonte de
irrigagdo (JORGE, 1999). A arquitetura do tecido ésseo pode ser responsével por diferengas
na revascularizagio dos enxertos, ocasionando distintos comportamentos durante sua
incorporagdo; foi demonstrado que o osso cortical, por possuir estrutura mais compacta
sofre revascularizagdo tardia € em menor grau que o osso esponjoso (SULLIVAN &
SWAJKUN, 1991). Para HOLMES (1979) ha duas possiveis razdes que justifiquem a
substituicdo incompleta do enxerto autdgeno por tecido neoformado: a reabsorgéo parcial e
variadvel dos Osteons no enxerto, criando um espago limitado para osteogénese e a
reabsor¢do adequada dos dsteons mas, uma limitada capacidade de regeneragdo Ossea do
proprio organismo.

A grande desvantagem do enxerto autdgeno ¢ a cirurgia adicional na area doadora do
paciente com a possibilidade de causar morbidade e desconforto e, a fonte limitada de osso
em quantidade e qualidade (JORGE, 1999). Muitas vezes ha a necessidade de
hospitalizagfio, intervengdo em outra drea do organismo, maior periodo de convalescenga,
suscestibilidade a infeccdes e ainda possibilidade de reabsorgédo progressiva e constante do

enxerto (BUCHARDT, 1983).
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No grupo que recebeu as membranas de coldgeno associadas ao enxerto de osso

autégeno (MA), alguns fragmentos estavam iniciando o processo de revascularizagéo nos
dois periodos de sacrificio. No periodo pds-operatério de 28 dias havia a presenga de
ostedide ao redor dos fragmentos Osseos enxertados e alguns apresentavam-se
revascularizados. Outros estavam sendo reabsorvidos, apresentando muitos osteoclastos em
suas superficies.

Os osteoclastos sdo células multinucleadas e fagociticas que reabsorvem a matriz
calcificada (KERR, 2000). As citocinas e os fatores de crescimento, especialmente o fator
transformador do crescimento beta (TGF-B) liberados durante a digestdo da matriz, podem
agir como uma alca de retroalimentagfo e induzir a formagfo e ativagdo de osteoblastos

‘para sintetizar e depositar uma quantidade eqiiivalente de osso novo no local
(ROSENBERG, 1996).

Estamos de acordo com achados de DAHLIN et al. (1991) onde a adicdo de
membranas na superficie interna e externa associadas ao enxerto de osso autégeno resultou
em regeneragdo significativa do defeito cirtirgico, no periodo de trés semanas. A funcéo
primaria dos fragmentos enxertados pareceu ser a manutencdo do espaco, preservando a
distdncia entre as duas membranas e possivelmente o enxerto dsseo esponjoso teria
fornecido células osseoprogenitoras e/ou fatores de crescimento para que ocorresse o reparo
0sseo.

Observamos ainda neste grupo, aos 28 dias, fragmentos enxertados que exibiram

tecido ostedide a partir de suas extremidades, apresentando ao seu redor muitos

osteoblastos. Os osteoblastos sintetizam, transportam e distribuem as muita proteinas da
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matriz (ROSENBERG, 1996) regulam a maneira pela qual o ostedide se mineraliza,

liberando vesiculas da matriz e atuam como locais para centros de nucleagfo, encorajando a
mineralizac@o das fibrilas colagenas (KERR, 2000).

Na tentativa de limitar o uso do enxerto dsseo autdgeno, varios materiais estdo sendo
utilizados como substitutivos 6sseos: a hidroxiapatita, o fosfato tricalcio, o vidro bioativo e
o carbonato de célcio (GUILLEMIN et al., 1989). A busca de caracteristicas ideais de um
material de implante osseoindutor € um objetivo constante nas pesquisas das terapias de
reparagdo Ossea. A biocompatibilidade, a estocagem sem a perda da viabilidade, a
facilidade de obtengfio do material, a relagdo custo-beneficio e, principalmente, o potencial
osseoindutor, tém sido pardmetros para os variados estudos sobre os substitutos Osseos
(GONCALVES, 1997).

Neste estudo, o grupo do carbonato de calcio, periodo de 14 dias, apresentou
osteogénese desorganizada e muitas vezes escassa advinda das laterais do defeito e do
periosteo, linha cimentante evidente, severa reagdo inflamatéria com grande niimero de
células gigantes multinucleadas de corpo estranho e invasdo de muitos macréfagos,
plasmocitos e neutréfilos semelhante aos resultados de VUOLA et al. (1996). Contrastando
com os achados de YUKNA (1994) que observou uma reagfo inflamatdria minima e sem a
formacdo de necrose quando empregou o carbonato de célcio em defeitos periodontais
infradsseos. HOLMES (1979) em seu estudo também nfio observou qualquer reagdo

inflamatdria ou células gigantes de corpo estranho quando utilizou este material; resultado

que o levou a classifica-lo como biocompativel.
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Neste mesmo grupo, aos 28 dias, observamos a presen¢a de células inflamatérias de

corpo estranho envolvendo o carbonato de célcio, representado no corte histolégico por
espagos vazios, as particulas do material foram provavelmente removidas durante o
processo de descalcificagdo. Observamos osteoblastos sobre o tecido 6sseo do hospedeiro
semelhantes a descri¢cdes de estudos anteriores que asseguram que o carbonato de célcio
tem propriedades osteocondutoras por isso, a0 mesmo tempo em que ha aposiciio 6ssea
ocorre uma reabsorcéio progressiva do material por numerosos osteoclastos (NAAMAN
BOU-ABBOUD et al., 1993).

FRAICAN et al. (1996) observaram que a reabsorgfio do carbonato de calcio ocorreu
tanto nos locais em contato com o tecido dsseo quanto nos locais extra-esqueléticos mas, os
fatores que governam este fendmeno ainda néo sfo totalmente conhecidos. A degradagfo €
potencialmente dependente de dois fatores bioldgicos: agdo de células fagocitarias e a
dissolugdo de seus subprodutos por fluidos intersticiais. Segundo alguns autores (VUOLA
et al., 1996; GUILLEMIN et al., 1989; KESSEL, 1998), o principal fator deste processo € a
enzima anidrase carbdnica II presente nos osteoclastos, responsavel pela degradacdio de
componentes inorgénicos. A reabsor¢io do material apos a neoformagdo ssea é desejavel;
apos o substituto Osseo atuar como um arcaboucgo para a osteogénese ele deve sofrer
remodelagdo. O carbonato de céalcio possui esta propriedade porém, a sua taxa de
reabsor¢do ¢ imprevisivel podendo ocorrer rapidamente, em meses ou durar até anos
quando em contato com o tecido dsseo (VUOLA et al., 1998).

Com o carbonato de calcio a osteogénese variou de imperceptivel até o completo

preenchimento do defeito. Em um animal houve osteogénese intensa, aos 28 dias, o tecido
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estava bem organizado e com crescimento linear, provavelmente foi uma tentativa de isolar

o carbonato de célcio dos tecidos vitais, atestando um comportamento irregular deste
material sobre a osteogénese, neste nosso experimento.

Quando associamos o carbonato de célcio natural pulverizado com as membranas de
colageno absorvivel encontramos pouquissima osteogénese, presenca de grande numero de
neutrofilos e células gigantes multinucleadas de corpo estranho e formagéo de abcesso, nos
2 periodos de sacrificio. Este fendmeno também foi encontrado nos trabalhos de VUOLA et
al. (1996) que em alguns casos dectectaram a presenc¢a de reagdo inflamatéria de corpo
estranho com formacdo de granulomas. PIATELLI et al. (1993) observaram que apds a
implantagéio de particulas de HA em defeitos infra-6sseos nfio houve degradacdo da HA
que estava em contato com o tecido 6sseo, somente a que estava em contato com os tecidos
moles. Isto pode ter ocorrido por causa da pequena quantidade de fluido intersticial
presente no tecido mineralizado contrastando com a abundante circulagéo de fluidos através
do tecido conjuntivo (VUOLA et al., 1998) e impedindo assim, a osteogénese (LINDHE et
al., 1993) o que poderia explicar porque em nosso trabalho houve a formagfio de abcesso
nestes grupos pois, além da excassa quantidade de fluidos advinda do tecido 6sseo houve
também a agdo seletiva das membranas de colageno que poderia ter dificultado a troca de
nutrientes entre os tecidos e a proliferagdo vascular no interior do defeito resultando na
formag#o de abcesso € em alguns casos formou-se também fistula.

Os resultados que obtivemos com o carbonato de célcio, nos 2 periodos de sacrificio,
principalmente quando associado as membranas de colageno, foram desapontadores.

Resultados similares foram encontrados por DUPOIRIEUX et al. (1994) que observaram
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limitada regeneracdo Ossea com aproximadamente 60% de incorporagdo do material. KIM

et al. (1996) evidenciaram que o carbonato de célcio nfio melhorou os efeitos da RTG nos
defeitos infradsseos em humanos.

GUILLEMIN et al. (1989) nfo encontraram os mesmos resultados quando utilizaram
o carbonato de cdlcio em espécies diferentes de animais, indicando que a taxa de
reabsor¢do e aposicdio Ossea observada nos modelos experimentais nfo podem ser
totalmente extrapolados aos tecidos mineralizados de humanos sem o conhecimento
acurado dos pardmetros que governam a atividade celular nas diferentes espécies,
especialmente quando estdo em contato com material calcareo estranho.

Estamos de acordo com YUKNA (1994) que afirma que o tamanho e a forma das
particulas do carbonato de célcio quando pulverizados sdo adequados para manipulacéo
durante os procedimentos operatérios, possuem boas propriedades hemostaticas e
permanecem nos defeitos como um complexo carbonato de célcio/codgulo sangiiineo
estavel.

O colageno € provavelmente o material mais adequado para compor a membrana
absorvivel pois, € o componente mais importante da proteina estrutural do corpo humano
(ONSAL et al., 1999), é encontrado no tecido conjuntivo, incluindo, pele, osso, ligamentos
e cartilagem (MENDIETA & WILLIAMS, 1994) e exerce um papel ativo na formacdo do
coagulo (PARODI et al., 1996).

Como o trabalho de O'BRIEN et al de 1995, onde a retengdo da membrana contou
com o estabelecimento de ligagdes entre o coldageno da membrana ao codgulo sangiiineo

através da fibrina, neste experimento as membranas também nio foram suturadas.
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As membranas colocadas na superfice interna e externa da calota, sem a interposic&o

de um substituto 6sseo, coaptaram-se e conseqiientemente ocorreu pouca osteogénese
estando de acordo com os achados de BUSER et al. (1990) que nio observaram aumento na
espessura do rebordo alveolar quando as membranas foram pressionadas pelos tecidos
moles adjacentes contactando-se com o tecido dsseo, atestando claramente a importancia da
manutengdo do espago adequado para que ocorra a regeneragio.

Neste experimento a membrana de colageno foi identificada histologicamente, nas
amostras analisadas nos dois periodos de sacrificio porém, menos evidente aos 28 dias.
Segundo SALLUM em 1996, o processo de reabsorcdo pode, em parte, ser responsavel pela
falta de resposta do tecido Osseo, o coldgeno é degradado enzimaticamente, reacio que
requer uma resposta tecidual ativa. A composi¢do quimica das membranas absorviveis
determina sua desintegracéo, resposta inflamatoria e longevidade (LINDE et al., 1993).

O grupo das membranas, do nosso experimento, apresentou infiltrado inflamatério
discreto dentro da malha da membrana de colageno, em alguns cortes estiveram presentes
células multinucleadas e heméceas entre e dentre as membranas estando de acordo com
achados de MITCHELL (1992) ¢ COLANGELO et al. (1993) que nio evidenciaram a
presenca de reagdo inflamatoria severa ou extensa quando utilizaram membranas de
colageno em seus respectivos estudos. MOONEY et al. (1996), concluiram que as
membranas de coldgeno associadas a fixacdo interna rigida nas osteotomias realizadas no
arco zigomatico, em coelhos, foram bem toleradas pelos tecidos durante as 4 semanas pds-
operatorias observadas. Contrastando com os achados de QUTEISH et al., (1991) que

investigaram o potencial da resposta imune celular e humoral, apoés a implantagdo de
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enxerto de colageno do tipo I placental humano e bovino irradiado e nfo irradiado, na

regido subcutanea de coxa de ratos. Os autores concluiram que a implantagio dos enxertos
de colageno irradiados e néo irradiados conduziram a um aumento significativo no nivel de
anticorpos circulantes e havia também uma elevada resposta linfoblastogénica tanto para o
coldgeno bovino quanto para o coldgeno humano. No trabalho de LIM et al. (2000), a
membrana de colageno mostrou um grande poder de indugdo da inflamac8o e recrutamento
de macrofagos, ocasionando aumento de fibronectina que por sua vez conduz ao aumento
de fibroblastos, sugerindo que parte da regeneracdo 6ssea foi suprimida pela absorcdo da
membrana. UNSAL et al., (1999) também confirmaram que as membranas de coldgeno
facilitam a adesdo de fibroblastos gengivais humanos.

N&o observamos muitos osteoblastos entre as malhas de colageno como no trabalho
de SCHOR (1980) que atesta que o colageno pode induzir a proliferagéo de diferentes tipos
celulares como fibroblastos, osteoblastos e células endoteliais em varios locais implantados.
A utilizag@io do coladgeno na ROG facilita a regeneragdo Ossea através de uma série de
mecanismos, incluindo: a quimiotaxia, a habilidade de guiar a migracéio e a adesdo de
células osteogénicas no local da ferida, as quais repousam sobre as fibrilas colagenas antes
que ocorra a mineralizacdo (LOWENBERG et al., 1985), a malha fibrilar atua como um
arcabougo para migragfio e colonizagfo de células regenerativas e, a habilidade de permitir
a difusdo de nutrientes e fluidos, diminui a probabilidade de necrose e infeccéo
(BLUMENTHAL, 1988).

No grupo controle (C), onde nenhum material foi colocado, os cortes histolégicos

exibiram um espessamento periostal na regido periférica da cavidade dssea cirtirgica,
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atividade osteogénica, linha cimentante evidente, presenca de osteoblastos sobre o osso

neoformado, uma membrana conjuntiva fibrosa sobre o defeito com grande nimero de
fibroblastos orientados paralelamente entre si. Resultados semelhantes aos encontrados nos
trabalhos de LOPES em 1999, que mencionou no grupo controle a formacgio de tecido
6sseo imaturo, com espacos intertrabeculares amplos e morfologia irregular, associado a
grande quantidade de tecido conjuntivo e linha cimentante bem evidente no periodo pos-
operatério de 8 semanas.

Neste trabalho a andlise histologica mostrou que a osteogénese foi mais organizada e
regular nos grupos tratados com enxerto de osso autégeno no periodo pds-operatorio de 14
dias e aos 28 dias este tipo de enxerto interposto s membranas de colageno. E que os
resultados menos promissores foram observados no grupo das membranas, nos dois
periodos de sacrificio.Esta analise subjetiva € importante porém, ndo nos fornece dados
necessarios para uma comparacio quantitativa entre os grupos tratados. Optou-se, por fazer
a analise histométrica que permitiu quantificar o tecido 6sseo neoformado no interior da
loja cirargica, desta forma os resultados histologicos puderam ser considerados mais
fidedignos com a comprovagdo numeérica.

O tecido neoformado foi medido através da objetiva com aumento de 40X, onde o
limite entre o ostedide € o osso pré-existente foi facilmente identificado. As imagens
histolégicas do tecido neoformado selecionadas foram capturadas pelo computador através
da cidmera de video, sobrepondo-se a elas um reticulo de 49 pontos, denominado de area

teste, este reticulo recaia quase totalmente sobre o defeito cirurgico confeccionado,
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aumentando a fidelidade do método. E, de acordo com GUNDERSEN & JENSEN (1987),

foram medidas apenas 2 4dreas consecutivas num mesmo corte.

Através dos valores obtidos realizou-se a analise de varidncia para os tratamentos nos
dois periodos de sacrificio e foi observado que houve interagéo significativa entre as fontes
de variagdo periodos x tratamentos, ou seja, a neoformacg&o 6ssea aumentou com o intervalo
de tempo, em todos os grupos tratados (Tabelas 1 e 2). Pode-se afirmar também que houve
diferenca entre o grupo tratado com membrana associada ao enxerto de osso autdégeno
(MA) e o grupo que recebeu apenas membrana de coldgeno (M) nas duas corticais 6sseas;
isto significa dizer que a neoformacgfo 6ssea foi mais significativa no grupo MA, enquanto
o M apresentou os resultados menos animadores em relagéio ao volume de tecido 6sseo
formado. Nos demais grupos osso autégeno, carbonato de célcio, controle e membranas
associadas ao carbonato de célcio (A, CC, C e MC, respectivamente) nfio houve diferencas
estatisticas. A andlise descritiva tornou-se mais confidvel com a comprovagéo numérica
pois, a técnica de quantificagdo histométrica estd de acordo com os achados histologicos
(Tabela 3); exceto em relaco ao melhor material aos 14 dias de sacrificio, onde
observamos quantidades significativas de tecido ostedide ao redor dos fragmentos Gsseos
enxertados A presencga deste tecido representa um estagio anterior & fase de mineralizagio
do tecido dsseo (KESSEL, 1998).¢ nesta fase o tecido nfo pdde ser mensurado pela andlise
histométrica mas, foi confirmado através da microscopia de luz polarizada.

As pesquisas sobre os materiais alopldsticos implantares s3o de extrema importancia,
contituindo-se seu emprego em mais um recurso a ser aplicado principalmente na clinica

cirurgica especializada; o osso autégeno € o melhor tipo de enxerto a ser utilizado, a
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conclusdo parece ser Obvia, apesar do desgaste a que deva ser submetido este paciente para

a remog¢do do osso, além do alto custo da cirurgia, 0 que torna o processo restrito a
determinadas classes sociais (RESTREPO et al.,1998). Este é o principal fator em que se
baseia o estudo destes materiais, para encontrarmos um substituto 6sseo que seja

biocompativel, osseoindutor e de custo bastante acessivel.
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Concluwsdo:

as condi¢des experimentais deste trabalho e baseando-se
nos resultados obtidos, concluimos que:
1- O enxerto Osseo autégeno apesar de todas as dificuldades na sua obtengéio ainda €

o melhor tipo de substitutivo 6sseo existente. Associado as barreiras fisicas.
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