L.uciana Asprino

Cirurgia-Dentista

COMPARAGAO ENTRE SUBSTITUTOS OSSEOS DE ORIGEM
BOVINA SOBRE O PROCESSO DE REGENERAGAO OSSEA
GUIADA EM DEFEITOS PERIMPLANTARES. /

ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMETRICA EM TiBIA DE CAES.

Dissertagcho apresentada a Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, para obten¢ao do Titulo
de Mestre em Clinica Odontolégica, na Area de
Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais.

PIRACICABA

2003

UNICAMP
BiBLIOTECA CENTRAL
! SECAO CIRCULANTE



Luciana Asprino

Cirurgia-Dentista

COMPARAGAO ENTRE SUBSTITUTOS OSSEOS DE ORIGEM
BOVINA SOBRE O PROCESSO DE REGENERAGAOC OSSEA
GUIADA EM DEFEITOS PERIMPLANTARES.

ANALISE HISTOLOGICA E HISTOMETRICA EM TiBIA DE CAES.

Dissertacao apresentada & Faculdade de
Odontologia de 'Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, para obtencio do Titulo
de Mestre em Clinica Odontologica, na Area de
Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Faciais.

Orientador; Prof. Dr. José Ricardo de Albergaria-Barbosa.

Banca Examinadora:
Prof. Dr. Jose Ricardo de Albergaria-Barbosa
Prof. Dr. José Tadeu Tesseroli Sigueira
Prof. Dr. Luis Augusto Passeri

PIRACICABA

2003



UNIDADE 8 (2
ME CHAMADS IR FCHITY

s o
Dol L

v EX
om0 557 LS00
PROC, 7k & /3D

c] D 7]
paeco 2% {7, O
oata 1970 ?f- 7

N2 CPD

Ficha Catalografica

As68c

Asprino, Luciana.

Comparagdo entre substitutos dsseos de origem bovina sobre o
processo de regeneragdo Ossea guiada em defeitos perimplantares.
Andlise histologica e histométrica em tibia de cdes. / Luciana
Asprino. -- Piracicaba, SP : [s.n.], 2003.

xii, 87F. 1 il

Orientador : Prof. Dr. José Ricardo de Albergaria-
Barbosa.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Odontologia de Piracicaba. '

1. Implantes dentarios. 2. Ossos — Enxerto. 3. Ossos — Defeitos.
4. Ossos — Regeneracgio. 1. Albergania-Barbosa, José Ricardo de. I1.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Odontologia de
Piracicaba. I1I. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecdria Marilene Girello CRB/8-6159. da
Biblicteca da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.

it




/Y FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

A Comissdce Julgadcocra dos trabalhos de Defesa de Tese de MESTRADC, em
sessdo piblica realizada em 06 de Fevereiro de 2003, considerou a

candidata LUCIANA ASPRINC aprovada.

1. Prof. Br. JOSE RICARDC DE ALBERGARIA BARBOSA

8
X'%V
i
)
2. Prof. Dr. JOSE TADEU TESSEROLI SIQUEIRA //’7 ~/’//,7ﬁ

3. Prof. Dr. LUILS AUGUSTO PASSERI

S LY
MO0 S0 BY



DEDICATORIA

A Alberto,

meu maior e melhor amigo,
meu tnico e grande amor,
dedico este trabalho,

que é mais um fruto do seu

incentivo e apoio.

A Mébnica,

minha méae,

exemplo de forga e amor,
exemplo de fé e carater,
que me conduziram a

felicidade desta conquista.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus,
pela presenca constante em
minha vida e por tudo que me

foi concedido.

Ao meu pai, Luiz Carlos
(in memorian), em cuja

memdaria busco inspiragéo.

Ao meu irméo, Luiz Fernando
(in memorian), pelo
companheirismo, cumplicidade
e protecdo imprescindiveis na
minha infancia e adolescéncia,

inesqueciveis por toda vida.

Aos meus irmaos,
Patricia e Pedro,
e minhas sobrinhas Milena e

Lila pelo amor e carinho.

vi



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual
de Campinas, pela estrutura fisica e cientifica oferecidas para realizacédo desta

etapa da minha formacao profissional.

Ao Prof. Dr. José Ricardo de Albergaria-Barbosa, Livre Docente da
Area de Cirurgia Buco-Maxilo-Facial da Facuidade de Odontologia de Piracicaba,
da Universidade Estadual de Campinas, pela orientacdo deste trabalho e pela

amizade cultivada neste periodo.

Ao Prof. Dr. Luis Augusto Passeri, Livie Docente e responsavel pela
Area de Cirurgia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
da Universidade Estadual de Campinas, por nos ensinar a honrar e respeitar a
nossa especialidade, pela dedicacao a nossa formagao, pela amizade, atencéo e

zelo ao meu crescimento profissional e pessoal.

Ao Prof. Dr. Renato Mazzonetto, Livre Docente da Area de Cirurgia
Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, pelos ensinamentos, e colaboragio na qualificacéo deste
trabalho. Pela amizade e maneira construtiva de nos fazer as criticas

necessarias.

Vit



Ao Prof. Dr. Marcio de Moraes, Livre Docente da Area de Cirurgia
Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, pelos ensinamentos, colaboracao na qualificacdo deste
trabalho. E sobretudo pela amizade e maneira paciente e atenciosa de nos

transmitir seus conhecimentos.

Ao Prof. Dr. Roger William Fernandes Moreira, Assistente Doutor da
Area de Cirurgia Buco-Maxilo-Facial da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
da Universidade Estadual de Campinas, pelos ensinamentos, incentivo e pela
maneira acolhedora que me recebeu na minha primeira visita a esta Faculdade e

no meu ingresso neste curso.

A Profa. Dra. Altair Antoninha Del Bel Cury, coordenadora geral dos
Cursos de Pos-graduacado da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da

Universidade Estadual de Campinas.

A Profa. Dra. Brenda Paula Figueiredo A. Gomes, coordenadora do
Curso de Pés-graduacdo em Clinica Odontolégica da Faculdade de Odontologia

de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas.

viii



A Area de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da
Universidade Estadual de Campinas, nas pessoas do Prof. Dr. Pedro Duarte
Novaes e Prof. Dr. José Merzel pela disponibilidade da estrutura e equipamentos

necessarios.

Ao Prof. Dr. Marcio Zaffalon Casati, Assistente Doutor da Area de
Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade
Estadual de Campinas, pela excelente contribuicdo na qualificacdo deste

trabalho.

As Sras. lvani Odas Demétrio e Maria Aparecida Santiago Varella,
técnicas do laboratério de Histologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
da Universidade Estadual de Campinas, pelo auxilio no preparo e processamento

histolégico das pec¢as deste estudo.

Ao Sr. Wanderlei Francisco Vieira, técnico em bioterismo da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de
Campinas, pelos cuidados dispensados aocs animais e pela ajuda e atencao

disponibilizadas sempre que solicitadas, de maneira tao cordial.

Aos colegas e amigos do Curso de Pds-graduacao: Adriano, Aleysson,

Rubens, Sandra, Wagner, André Luis, Botelho, Gustavo, Julio, Petrus e Rodrygo,



pelos conhecimentos compartilhados, companheirismo e amizade, que

amenizaram 0os momentos dificeis e a distancia da minha familia.

As funcionarias Sueli Cristina Scarassatti Teixeira da Cruz e Edilaine
Cristina Mendes Felipe, e a estagiaria Daiana Tonin pela paciéncia, carinho e

ajuda no atendimento aos pacientes.

Aos professores da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia, pela minha formacao profissional, em especial aqueles que me
ensinaram a dar os primeiros passos na vida académica: Profa. Graga Alonso,
Profa Dra. Gisela Rapp, Prof. Dr. Roberto Azevedo e principaimente ao Prof.

Onaldo Aguiar mestre e amigo, que muito me ensinou.

A todos os professores da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia, que foram meus colegas de disciplina e com paciéncia

atenderam as minhas dividas de principiante.

Ao Prof. Carlos Elias de Freitas pelos ensinamentos transmitidos, pela

confianca e amizade e sobretudo pelo incentivo a minha formacgao profissional.

A Baumer, na pessoa do Dr. Roberto Parpaiolli, pela atencdo e pelos

biomateriais cedidos para realizagao deste estudo.



Ao INP — Sistemas de Implantes Nacionais e de Proteses Comércio
Ltda., na pessoa do Dr. José Tadeu Tesseroli Siqueira, pela atengéo

disponibilizada e implantes cedidos para realizacao deste trabalho.

Ao engenheiro agrénomo Marcelo Correia Alves pela ajuda no

processamento dos dados para analise estatistica deste trabalho.

Aos meus padrinhos, Jorge e Norma Gongalves, aos meus fios e

primos, cujo amor e carinho sempre me confortaram.

Aos amigos Celso Cabo, Carla Lopes, Carlos e Najila Gomes, Ana
Carolina Fragoso Motta, Maria Isabel Soares, Aurea Abensur, Thelma Batinga,

pela sinceridade dos sentimentos que nos unem a tantos anos.

Aos novos amigos de Piracicaba, Alessandra Gomes, Erica Freire,
Fabricio Serra e Silva, Grace Mendonga, Graziela Denardin, Juliana Bittar e

Samira Souza.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para concretizagao

deste trabalho meu muito obrigada.

Xi



“Pedi e se vos dara;
buscai e achareis;
batei & porta e se vos abrirg;
pois todo aquele que pede
recebe, e quem procura acha,
e se abrira aquele

que bater a porta.”

Mateus, 7:7 a 11

xii



SUMARIO

RESUMO 1
ABSTRACT 2
1- INTRODUCAO 3
2- REVISAO DA LITERATURA 7
3- PROPOSICAO 25
4- MATERIAL E METODOS 26
4 1- MATERIAL 26
4.1.1- IMPLANTES UTILIZADOS 26
4.1.2- MEMBRANA E SUBSTITUTOS OSSEOS UTILIZADOS 27
4 2- METODOLOGIA 28
4.2 1- ANIMAIS E ANESTESIA 28
4.2 2- PROCEDIMENTO CIRURGICO 29
4.2.3- SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO HISTOLOGICO 37

4 2 4- ANALISE HISTOLOGICA 41
4.2.5- ANALISE HISTOMETRICA 41
4.2.6- ANALISE ESTATISTICA 46
5- RESULTADOS 47
5.1- ANALISE HISTOLOGICA 47
5.1.1- PERIODO DE 21 DIAS POS-OPERATORIO 47
5.1.2- PERIODO DE 42 DIAS POS-OPERATORIO 55

5.2- ANALISE HISTOMETRICA 61
6- DISCUSSAO 68
7- CONCLUSAO 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 75

ANEXOS 84

xiii



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, através de andlise histologica e
histométrica a interferéncia da matriz Ossea bovina desmineralizada e da
proteina 6ssea morfogenética no processo de regeneracao 6ssea guiada em
defeitos perimplantares. Para isso foram instalados trés implantes em cada tibia
de quatro caes, sendo que dois cées foram sacrificados no 21°, e dois no 42°
dias pos-operatério. Foi confeccionado um defeito perimplantar a cada implante,
que foram preenchidos e recobertos com membrana de colageno. No grupo
controle o defeito foi preenchido com osso autdégeno particulado, no grupo MOB
com matriz 6ssea bovina e no grupo BMP com um “pool” de BMPs adsorvido a
hidroxiapatita. A analise histologica mostrou neoformacéo dssea preenchendo
totalmente os defeitos perimplantares no periodo pés-operatorio de 21 dias, com
maior mafuragéo Ossea no periodo pés-operatério de 42 dias, nos irés grupos
estudados. Os dados histométricos revelaram que a média de neoformacéo
o6ssea no periodo de 42 dias foi significativamente superior a media de
neoformagédo oOssea no periodo de 21 dias. Entre os grupos houve maior
neoformagao o6ssea para o Grupo BMP, nos dois periodos. Porém sé houve
diferenca estatistica significante em relagdo ao Grupo MOB no periodo pds-
operatério de 21 dias. Diante da metodologia empregada, a BMP induziu maior
neoformacdo dssea do que os outros grupos e que a BMP e MOB empregadas
comprovaram sua efetividade como substitutos ésseos.
UNITERMOS: Regeneracdo oéssea guiada, materiais de preenchimento

osseo, defeitos perimplantares de fenestragao.



ABSTRACT

The aim of this study was evaluate histologically and histometrically the
effect of a bovine demineralized bone matrix and bone morphogenetic protein on
guided bone regeneration process in bone fenestration defects associated with
dental implants. Therefore, three titanium implants were placed in each tibia of
four dogs and the defects were filled with autogenous bone, bovine demineralized
bone matrix (BBM) and a “pool” of bone morphogenetic protein bound to
hidroxyapatite. All defects were protected with collagen membranes. Afier the
periods of three and six weeks the animals were sacrified. The histological resuits
showed bone neoformation filling totally the defects at three weeks, and greatest
bone maturation at six weeks in all groups. The histometric results revealed better
scores of bone deposition at six weeks with estatistical difference at three weeks,
- in all samples. Among the groups, BMP group was the one that showed the best
results, in both periods. However, there was only estatistical difference to the
MOB group at the period of three weeks. Within the limits of the present study,
the BMP provided better scores of bone deposition, and that the BMP and BBM

can be used like bone substitutes.

UNITERMS: Bone guided regeneration, bone grafting materials, fenestration

defects.



1. INTRODUCAO

Os implantes osseocintegrados representaram, um grande avanc¢o na
reabilitacao bucal. A odontologia moderna empenha-se em restituir a funcao,
conforto, estética, e saude dos pacientes. Desta forma, os implantes dentais

revolucionaram os planejamentos restauradores.

Originalmente, os implantes dentais osseointegrados foram
desenvolvidos como tratamento alternativo dos pacientes desdentados totais.
Principalmente em: 1) individuos que nao apresentavam suporte 6sseo suficiente
para colocagdo de uma protese total convencional, 2) ndo aceitavam a
substituicao dos dentes naturais por préteses convencionais; ou 3) aqueles que
apresentavam disturbios funcionais com a utilizacdo destas proteses, por

exemplo naduseas ( BRANEMARK et al., 1977; ADELL et al., 1981).

Atualmente, o aumento do uso de tratamentos associados a implantes
resultam do efeito combinado de diversos fatores, incluindo envelhecimento da
populacdo e perda dentaria associada a idade, conseqgliéncias anatdmicas do
edéntulismo, desempenho insatisfatorio das préteses removiveis, aspectos
psicologicos da perda dental, resultados previsiveis a longo prazo e vantagens

das préteses implantossuportadas (MISCH, 2000).



Contudo, um pré-requisito para o uso de implantes é a quantidade de
osso suficiente para cobri-lo totalmente e para permitir que suporte uma
restauracao protética fixa. Um processo alveolar estreito ou com concavidade por
vestibular pode resuitar na exposigado de roscas na crista alveolar ou fenestragao

6ssea (DAHLIN, 1996).

A capacidade de controlar ou influenciar o crescimento 6sseo tornou-
se mais previsivel nos Ultimos anos. Os materiais de aumento do volume 0sseo
podem ser incorporados, a fim de estimular o crescimento 0sseo em areas onde
ele foi perdido. Eles podem ser classificados de acordo com seu modo de acao

em osteogéenicos, osteocondutores ou osteoindutores.

A osteogénese que é a sintese de novo osso por células do enxerto,
refere-se ao crescimento 0sseo derivado de células viaveis, transferidas dentro

do enxerto (MISCH, 2000).

A osteocondugdo & a oferta de um arcabougo ou estrutura,
aumentando a base para deposicdo Ossea. Portanto, os materiais
osteocondutores devem ser biocinertes ou biocativos, e de forma e dimensdes que
favoregcam o crescimento tecidual e deposicdo Ossea. ldealmente, o material
deve ser substituido por osso na fase de remodelagem do tecido ésseo

(SCHENK, 1994).



A osteoindugao envolve a formagao de osso novo a partir das células
osteoprogenitoras, derivadas das celulas mesenguimais primitivas, sob a
influéncia de um ou mais agentes indutores que emanam da matriz éssea. Neste
processo as células mesenquimais do hospedeiro sdo recrutadas e diferenciadas

em osteoblastos (GLOWACKI & MULLIKEN, 1985; COVEY & ALBRIGHT, 1989).

A busca de um material para enxerto, que reduza ou elimine um sitio
doador tem conduzide a avangos na area de biomateriais e tornado varios
substitutos Osseos populares. Entre eles os enxerfos aldgenos, xendgenos e
implantes aloplasticos, que tém sido usados isoladamente ou associados a

enxerto autdégeno, nas pequisas de regeneracao Ossea.

A regeneracdo € comumente compreendida como reposicdo de
componentes perdidos no organismo por elementos iguais ao tecido de origem e
altamente organizados. A regenerac&o ocorre quando os tecidos sao perdidos
devido a les&o ou doenca. O osso tem um potencial Unico para restaurar sua
estrutura original e suas propriedades mecanicas (SCHENK, 1996). Desta forma

devemos empregar regeneragéo ou reparo 0sseo, e ndo cicatrizacdo 6ssea.

No entanto a capacidade de reparo dsseo tem suas limitacdes se
enfrentar condigbes como falhas de vascularizacao, instabilidade mecanica e

competicado com tecidos de alta atividade proliferativa.



Na implantodontia a necessidade de controlar a regeneragéo 6ssea se
faz presente nos casos em que sao criados defeitos 6sseos perimplantares tipo
deiscéncia ou fenestracao ou ainda na instalacao de implantes imediatos. Nestes
casos tém-se aplicado a teécnica de regeneragdo Ossea guiada (R.O.G)

(SPAGNOLI et al., 2001).

A técnica de R.O.G refere-se a aplicacdo de uma membrana como
protecéo contra a invasao de tecidos competidores nao osteogénicos. Com esta
finalidade os defeitos s@o cobertos por uma barreira de membrana de

permeabilidade definida e compatibilidade tecidual excelente (SCHENK, 1986).

O tratamento dos defeitos perimplantares tém sido descrito na literatura
pela associagao de R.O.G. e o uso de preenchimento por enxerto autdogeno efou
substitutos 0sseos, associados ou isoladamente. (DAHLIN et al., 1995; MASSIMO

et al. , 1997).

Desta forma associando-se R.O.G ao preenchimento dos defeitos
Osseos favorece-se a regeneragao Ossea pela oferta de um arcabougo para
deposicdo oéssea (osteoconducado); osteoindugdo, quandoe o material de
preenchimento for ostecindutor; e pela imposicdo de barreira a tecidos

competidores, como o tecido conjuntivo.



2. REVISAO DA LITERATURA

Nos dias atuais implantes dentais sdo sindnimo de osseointegracéo. O
conceito de ossecintegracdo e sua aplicacdo clinica tem impulsionado
positivamente a odontologia e revolucionado a habilidade de reconstruir a denticdo

e o complexo cranio-facial (TRIPLETT et al., 2000).

Entre as vantagens das proteses implantossuportadas podemos citar a
manutencdo do osso alveolar em altura e largura (ZARB & SCHMITT, 1996),
melhora da saude psicologica, aumento da estabilidade e retencéo protética,
aumento do indice de sucesso da protese e tempo de sua duragdo e maior

conforto do paciente em relag@o a redugao de flanges e/ou palato da protese.

BRANEMARK et al. (1969) foram os primeiros a sugerir a possibilidade
de uma ancoragem direta do osso ao metal e denominaram este fenémeno de
osseointegracdo. ALBREKTSSON et al (1981) redefinram o termo
osseointegracao como conexao direta, estrutural e funcional entre o osso vital e ¢

implante, sob microscopia o6ptica, sobre acao de carga funcional.

A interface implante/tecido, que & definida como uma zona de
interacdo entre esses dois materiais € uma regido extremamente dindmica,

modificando completamente de carater enquanto parte de sua génese, insercao



do implante no local ésseo preparado, até a finalizagdo do reparo (MISCH, 2000).
As pesquisas mostram que se o implante esta estavel no osso no momento da
insercdo, € mais provavel que a interface resulte em osseointegracao (BRUNSKI,

1979; PILLIAR et al., 1986).

Uma quantidade éssea & pré-requisito essencial para o sucesso a longo
prazo de implantes enddsseos. A instalagdo de implantes em sitios em que o
volume 6sseo é igual ou menor do que o tamanho do implante resulta em parte da
superficie do implante descoberta por osso, gerando a possibilidade de haver
irritacdo dos tecidos moles perimplantares, diminuicdo do contato ésseo e

aumentando o potencial de falha na osseointegracéo (TAWIL et al., 2001).

A descoberia de um material substituto 6sseo ideal para enxerto tem
sido o objetivo de pesquisadores por muitos anos, com variados graus de
sucesso. Varios substitutos osseos tém sido frequentemente usados com o
objetivo de aumentar o rebordo alveolar e reconstruir defeitos dsseos (RUHAIMI,

2001).

Materiais para enxerios Osseos podem agir por trés diferentes
mecanismos: Osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. Além de se
enquadrarem em trés classificagbes: enxertos autdogenos, alégenos e implantes

aloplasticos. Nos ultimos anos tém—se introduzido varios substitutos 0sseos, estes



materiais podem modificar a estrutura 6ssea do paciente previamente a instalagéo

dos implantes ou tratar complicagtes perimplantares (MISCH & DIETSH, 1993).

Os enxertos autdgenos possuem capacidade osteogénica osteoindutiva
e osteocondutiva, sendo o material mais previsivel. Contudo, buscando evitar um
procedimento ciriirgico adicional, criacao de um sitio doador, e reduzir dor pos-
operatoria e o tempo cirlrgico, tém-se aumentado o uso de materiais alternativos

para enxertos 0sseos (AL RUHAIMI, 2001).

O principio da regeneracao tecidual guiada (R.T.G.) foi inicialmente
proposto visando a regeneragdo periodontal. Este principio baseia-se na
capacidade dos diferentes tecidos periodontais em promover a regeneracéo, e foi
estabelecido ao longo de uma série de estudos que visaram avaliar a participacéo
destes tecidos no processo de cura (KARRING ef al., 1980; NYMAN et al., 1980).
Sua base racional surgiu dos postulados de MELCHER (1878), o gual estabeleceu
que as células capazes de neoformar as estruturas de sustentacdo dental eram as

células do ligamento periodontal.

A R.O.G. foi desenvolvida seguindo os principios da R.T.G., com o
objetivo de promover formacido Ossea em defeitos anteriores ou associado a
instalacdo de implantes enddsseos. Os defeitos 6sseos consistem principalmente
em sitios de exodontias, deiscéncias ou fenestragdes, e deformidades alveolares

localizadas. A aplicagdo da técnica de R.O.G. consiste na interposicdo de uma



barreira entre o tecido conjuntivo gengival e © 0sso, visando prevenir o
crescimento de celulas n&o osteogénicas, derivadas do tecido conjuntivo,
permitindo o crescimento de células angiogénicas e osteogénicas, vindas do
espago medular, possibiltando a regeneracdo do defeito 0sseo (MELLONIG &

NEVINS, 1995).

LINDE ef al. (1993) realizaram defeitos em calvaria de ratos e aplicaram
a técnica de R.0.G., testando membranas de politetrafluoretileno expandido (e-
PTFE) e membranas reabsorviveis de &cido polilatico/poliglicolico (PLA/PGA),
quanto a capacidade de promover neoformacdo dssea. A analise histologica
mostirou uma quantidade variave!l de formacgao de novo osso sobre a superficie da
calvaria, que foi relacionada a espessura e porosidade da membrana e periodo

pos-operatdrio.

No tratamento dos defeitos oOsseos perimplantares as membranas
também devem manter espaco para formacao 6ssea, suportando seu proprio peso
e resistindo a pressao exercida pelos tecidos suprajacentes, e forgas externas,
como a mastigagdo. Os defeilos dsseos podem ser do tipo manienedores de
espago e ndo mantenedores de espago. O defeito mantenedor de espacgo
promove suporte adequado para barreira fisica, prevenindo o colapso da mesma
no seu interior. Os defeitos ndo mantenedores de espago apresentam suporte
inadequado das paredes 0sseas para prevenir o colapso da barreira, interferindo

com a organizacao do coagulo e diminuindo o espacgo para neoformacio éssea.
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Os defeitos perimplantares do tipo fenestracdo e deiscéncia, quandc de grande
amplitude ndo mantém espaco, necessitando de materiais de preenchimento com

finalidade de evitar o colapso da membrana (MELLONIG & NEVINS, 1995).

Os defeitos mantenedores de espacgo podem ser tratados com sucesso
associando-se o uso de materiais de preenchimento ao uso de membranas, ou
usando-se somente membranas. J& os defeitos nZo mantenedores de espago
requerem a associacdo de preenchimento e uso de barreira (MELLONIG &

TRIPLETT, 1993; ROMINGER & TRIPLETT, 1994).

0O uso de R.0.G. na implantodontia pode ser separado de acordo com a
fase do tratamento, previamente a instalagdo dos implantes, na fase da instalagdo
dos implantes, ou apoés a osseointegracao. Defeitos tipo deiscéncia podem ocorrer
na instalagdo de implantes em rebordos alveolares atroficos ou reparo
desfavoravel da crista 6ssea ap0s a instalagdo de implantes imediatos, por
exemplo. Na literatura, o uso de membranas associado ou nao ao preenchimento
destes defeitos apresenta altos indices de sucesso. Ja os defeitos tipo fenestracao
ocorrem frequentemente quando da inser¢do do implante em rebordos alveolares
com atrofia vestibular. Sendo preferencialmente tratados por associacdo de
preenchimento do defeito e sua cobertura com membranas (SPAGNOLI et al,

2001 e GRAY & HANCOCK, 1998).
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DAHLIN et al. (1995) realizaram um estudo prospectivo multicéntrico
com o objetivo de avaliar a eficacia do uso de membrana de e-PTFE junto a
defeitos perimplantares tipo fenestracao e deiscéncia. O estudo foi baseado em 40
deiscéncias e 15 fenestragdes perimplantares a implantes Braénemark sem o
preenchimento dos defeitos. Seus resultados sugerem que o uso de membranas
em defeitos perimplantares é favoravel devido a manuten¢éo do espago abaixo da

membrana.

MASSIMO et al. (1997) avaliaram a eficacia de membranas
reabsorviveis de PLA/PGA associadas a enxerto autégeno para tratamento de
defeitos perimplantares tipo deiscéncia e fenestracdo, comparando-as a
membrana de e-PTFE. Neste estudo foram realizados 18 defeitos, sendo 9
deiscéncias e 9 fenestracdes, que foram preenchidos por osso autdgeno, extraido
de sitios bucais. Dos 18 defeitos, 9 foram cobertos por membrana de PLA/PGA
(Grupo Teste), e 9 por membranas de e-PTFE (Grupo Controle). O Grupo Controle
apresentou uma porcentagem de preenchimento dsseo de 98,2%, comparada a
88,56% para o Grupo Teste. Contudo este resultado ndo revelou diferenca

estatisticamente significante.

Membranas n&o reabsorviveis de e-PTFE tém sido usadas com
sucesso desde 1980. Contudo, este material tem trés desvantagens. Primeiro
pode ocorrer exposicdo pos-operatoria da membrana e comprometer o processo

regenerativo. Segundo, & necessario novo procedimento cirirgico para remover a
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membrana. Terceiro, quando a membrana é removida, apds seis meses, 0 08s0
neoformado pode reagir & exposicdo com reabsorcdo. Para evitar estas
desvantagens das membranas nao reabsorviveis, membranas reabsorviveis tém

sido introduzidas na R.O.G. (TAWIL. et al., 2001).

No entanto para ocorrer regeneragio 6ssea, com o emprego de
membranas reabsorviveis, os seguintes requisitos devem ser satisfeitos: ser
bioabsorvivel, auséncia de reagéo de corpo estranho, e funcao eficiente de

barreira (GOTTLOW, 1993; MELLONING & TRIPLETT, 1993).

A membrana de colageno é uma barreira bioabsorvivel, que possui
otima integracdo tecidual e promove regeneracdo. Porém apresenta como
desvantagens a incapacidade de manter um espago e potencial de
antigenicidade (HURZELER & STRUB, 1995). O problema da manutencéo de
espaco pode ser resolvido pelo uso de preenchimentos dsseos no interior do
defeito, e a antigenicidade pode ser prevenida, pelo controle de qualidade na

fabricacao (TAWIL ef al., 2001).

TAWIL ef al. (2001) realizaram um estudo para avaliar a eficacia da
membrana de colageno (Bio-Gide), usada em conjunto com osso autdgeno, para
o tratamento de defeitos tipo fenestracdo, deiscéncia, ou pequenos defeitos
verticais. Apds um periodo de seis meses a regeneracao ossea foi mensurada,

tendo atingido um percentual de 87,5% de ganho 6sseo em volume.
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LOPES (1999) avaliou, por analise histolégica e histométrica, a
efetividade das membranas de colagenc e celulose no tratamento de defeitos
perimplantares tipo fenestracdo. Foram colocados trés implantes de titAnio de
9,0 X 3,5mm, em ambas as tibias de seis caes, e confeccionados defeitos
circulares, na face medial da tibia, de forma a expor a superficie dos implantes.
Os dois primeiros defeitos foram tratados com membranas de colageno e
celulose, respectivamente, sendo que o terceiro defeito serviu apenas como
controle. Apos os periodos de {rés e oito semanas os animais foram sacrificados
as pecas submetidas a processamento histoldgico. Foram observadas diferengas
estatisticamente significantes entre as formas de tratamento, com maior
neoformacéo 6ssea nos defeitos tratados com membranas de colageno seguidos

pelos defeitos tratados por membrana de celulose.

O enxerto o0sseo autdgeno tem sido amplamente empregado na
implantodontia. E o tipo de tratamento descrito como padrio em funcao das
vantagens biolégicas que oferece, quando comparado aos materiais de
preenchimento, pois & altamente biocompativel, & facilmente reabsorvido e
substituido por tecido dsseo neoformado, em fungdo de suas propriedades de
osseocondugdo, osseoinducdo e osteogénese, esta Ultima pela transferéncia de
células osteoblasticas e fatores de crescimento incorporados a matriz. Alem de
ser capaz de manter espaco prevenindo o colapso da barreira fisica (SIMION et

al., 1994; BECKER ef al., 1995).
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Os principais sitios intrabucais doadores de enxerto autégenc sado
sinfise mandibular, tuberosidade maxilar, area retromolar, as exostoses ou
mesmo os debris 0sseos, resultantes das perfuragdes do leito do implante. Nos
casos em que um maior volume dsseo se faz necessario, sitios doadores
extrabucais como: crista iliaca, calvaria, costela, tibia e fibula, tém sido utilizados

(MISH & DIETSCH, 1993). -

Os materiais de preenchimento ou substitutos &sseos possuem
vantagens, quando comparados ao enxerio autdégeno por sua maior
disponibilidade, eliminagao de uma cirurgia adiciona!, e consequentemente do
tempo cirdrgico, quantidade de anestesia, perda sanguinea e a morbidade do

procedimento.

Em 1965, URIST descreveu o potencial osteoindutivo do osso
desmineralizado ap6s implantagao intramuscular deste. Nos periodos poés-
operatérios de 4 e 16 semanas ele observou formacgéo 6ssea em 50 a 90% dos
animais. Trés anos depois, URIST et al. (1968) revelaram que a alieracdo
guimica e a descalcificacio da matriz éssea prové maior neoformacao ossea do

que 0sso somente desmineralizado.

PIATTELLI et al (1996) compararam o uso de matriz Ossea
mineralizada (FDBA) e desmineralizada (DFDBA) como enxerto aldégeno. Neste

estudo quatro pacientes receberam FDBA, e outros quatro DFDBA, ambos
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associados a membrana de e-PTFE, para cobertura de implantes imediatos.
Apoés o periodo de seis meses foi realizada bidpsia. Como conclusées principais
obtiveram que a FDBA promoveu maior osteoconducdo, e que FDBA e DFDBA

nao apresentaram efeitos osteoindutivos.

Um outro estudo realizado por HAMMERLE et al. (1998) testou o efeito
do osso desproteinizado bovino (DBBM) na R.O.G. em defeitos perimplantares
tipo deiscéncia. Para isto utilizaram trés macacos (Macaca fascicularis) dos quais
foram extraidos os primeiros e segundos molares e pré-molares inferiores, de
ambos os lados. Trés meses apds procedeu-seé com a instalagdo de oito
implantes cilindricos de cada lado e confeccionados defeitos tipo deiscéncia
perimplantares. Foram entdo criadas quatro situagbes experimentais diferentes:
dois sitios em cada macaco foram fratados com mémbrana de e-PTFE (M), dois
foram preenchidos com DBBM; dois foram preenchidos com DBBM e cobertos
com a membrana (M+DBBM), e dois sitios serviram de controle, sem
preenchimento ou recobrimento. Os resuitados mostraram que DBBM exibiu
propriedades osteocondutivas e pode ser usado em R.Q.G. para o tratamento de

defeitos perimpiantares tipo deiscéncia.

RABELO (2001) realizou um estudo comparativo de preenchimentos
6sseos sobre o processo de R.O.G. em defeitos perimplantares do tipo
fenestragdo. Foram colocados 40 implantes de titanio de 2,6 x 6mm,

bilateralmente, em fémur de coelhos. Defeitos circulares de 2,6mm de diametro
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foram confeccionados na face medial do fémur, de forma a expor a superficie do
implante. Os defeitos foram preenchidos de acordo com o grupo estudado, com
vidro bioativo (grupo Perioglas), matriz 6ssea humana liofilizada (grupo
Dembone), osso autégeno (grupo 0sso) e preenchimento por coagulo (grupo
coagulo). Todos os defeitos foram protegidos com membrana de celulose. Os
animais foram sacrificados em periodos de 3 e 6 semanas. Dados histométricos
revelaram melhores resultados de necformacao éssea nos grupos Dembone e no

grupo 0sso.

OLIVEIRA ef al. (1999) avaliaram o efeito da desproteinizacac no
preparo de osso cortical bovino microgranular, e sua biocompatibilidade.
Concluindo-se que o osso cortical bovino guer desproteinizado a 100°C ou a
1000°C promovern uma resposta tecidual semelhante a impiantagéo de 0sso
autéogeno, podendo portanto, serem usados como material de preenchimento
Osteo-substituto e como proteinas carreadoras das proteinas morfogeneticas do

0830,

URIST (1965) visando estudar a teoria de inducdo de neoformacéao
Ossea no interior de implantes de matriz 6ssea descalcificada, desenvolveu um
experimento em que implantou matriz éssea descalcificada e lofilizada originada
de coelhos e humancs em tecido muscular de 250 coelhos, 20 ratos, 10
camundongos e 5 porcos da india; em defeitos 6sseos na ulna de 10 coelhos e

vértebras de 3 cdes e em defeitos 6sseos de 21 humanos. Obteve-se

17



necformacao 6ssea nos sitios heterotépicos e ortotopicos, concluindo-se através
deste estudo e da revisdo da literatura, disponivel naquela época, que a
neoformacéao 6ssea que ocorria ndo era decorrente dos osteoblastos presentes
no enxerto e sim da ativagao da proliferagdo de células pluripotenciais e sua

diferenciagdo em osteoblastos.

Em 1971, URIST & STRATES, denominaram de Proteina Ossea
Morfogenética (BMP), componentes guimicos da matriz éssea, dentina e outros
tecidos duros, que sao isoladas pela desmineralizagac e intimamente associadas
as fibras colagenas. Sendo até esta data a suposta responsavel pela propriedade

ostecindutiva dos enxertos destes tecidos.

Em 1984, URIST et al,, finalmente isolaram e purificaram uma proteina
morfogenética de osso bovino desmineralizado, a proteina éssea morfogenética
e comprovaram a sua capacidade osteocindutora com a indugao da formacéao de

0SS0 em animais e humanos.

As BMPs sa@o um grupo de glicoproteinas acido hidrofébicas, membros
da familia de fatores de crescimento, que existem na matriz 6ssea extracelular, e
tém sido extraidas de diferentes tecidos, como dentina, ostecossarcoma, e de
varias espécies como coetho, boi, cabra, rato, babuino e humanos. Com o

desenvolvimento da biologia molecular, substancias conhecidas como BMP tem
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se tornado uma familia de proteinas (BMP 2-15) com comportamentos biologicos

diferentes (SUWA ef af,, 1998).

A proteina morfogenética do osso existe na matriz 6ssea e age em
células mesenquimais imaturas na iniciacdo de inducido 6ssea por meio de
diferenciacdo éssea endocondral, e por esta razdo tem sido estudada como

substituto 6sseo (URIST et al., 1882).

As BMPs sao proteinas difusiveis, para iniciar o processo
osseoindutivo in vivo & necessario um carreador, que permita sua liberagao
gradual, assegure sua distribuicdo uniforme, seja seguro biocompativel e
reabsorvido a medida que vai ocorrendo a formagdo Ossea. A hidroxiapatita,
polimeros PLA e PGLA, colageno e fibrina de colageno sao alguns carreadores,

que preenchem estes requisitos (MIKI et al., 1994; WANG et al., 1990).

UEDA (1999) realizou um estudo para verificar a capacidade de
osseoinducao do composto BMP-HA em tibias de 12 coelhos. Foram utilizados
24 implantes de titanio puro de 3,75 x 7mm, inseridos dois em cada metafise da
tibia esquerda. A seguir confeccionou-se um defeito 6ésseo de aproximadamente
4mm de altura e 2,55mm de largura, expondo as roscas dos implantes, que
foram preenchidos com osso autégeno, colhido da osteotomia de preparacéo do
leito do implante, e pelo composto BMP-HA. No grupo, que recebeu BMP-HA,

sacrificado no 42° dia pds-operatério, notou-se substituicdo do enxerto por 0sso
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neoformado. Constatou-se uma justaposicdo intima do osso neoformado a
superficie dos implantes em ambos 0s grupos, concluindo-se que o composto
BMP-HA apresenta excelente comportamento biolégico como agente
osseoindutor e que a hidroxiapatita microgranular utilizada possui caracteristicas

viaveis de ser carreador da BMP na neoformacgao 6ssea.

A primeira demonstracdo de inducgao de formagao 6ssea em aposicio
a implantes métalicos, foi publica da em 1992 por RUTHERFORD ef al. uma
preparacao de proteina osteogénica bovina associada a matriz de colageno
osseo foi usada para promover crescimento 6sseo na presenca e auséncia de

implantes.

WANG ef al. (1993) avaliaram a osseointegracdo de implantes
enddsseos cilindricos em combinagdo com BMP de origem bovina (BMPb) e
Albumina Seérica Bovina (BSA) em cdes edéntulos. Observagbes histologicas
mostraram que neoformacao dssea foi marcadamente aumentada pela BMPb. A
superficie do implante em combinagdo com BMPb exibia aparente aposicéao
ossea direta com o 0ss0, sem evidéncia de capsula de tecido conjuntivo, em 4
semanas apds Implantacdo. Uma fina camada de tecido conjuntivo estava
presente no outro grupo. Oito semanas apds a implantagdo, havia um justo
contato entre o osso e o implante no grupo BMPb, e 0 osso ao redor estava
arranjado de maneira regular. Engquanto no outro grupo (BSA) havia ainda

poucas areas de tecido conjuntivo fibroso ao redor dos implantes. Estes
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resultados indicam que o indice de osseointegracao foram aumentados pela

BMPb.

Um estudo feito por WANG et al., em 1994, investigou o potencial de
implantes de titanio tratados com BMP e com Albumina Sérica Bovina (BSA), sob
analise de microscopia eletrénica de varredura produzir osseoiniegragdo em
mandibulas de cao. Os resultados deste estudo sugerem que implantes fratados
com BMP sao capazes de formar novo osso com estrutura normal e em intimo

contato com a superficie do implante mais rapido que BSA e ¢ grupo controle.

SAILRER (1984) concluiu que o grande potencial demonstrado em
concentrar e purificar BMP é um contraste aos efeitos atribuidos aos materiais
6sseos desmineralizados na literatura, anteriormente. A estrutura das BMPs de
origem humana e bovina sdo idénticas, por isso as BMPs de origem bovina séo

toleradas sem causar reagdes adversas.

O estudo de YAN ef al., 1994, estabeleceu um método para combinar
BMP bovina com titdnio e avaliar a formacgao precoce de osso induzida pelo
complexo BMPD/ titdnio em caes edéntulos. Seus resultados mostraram que
houve formagdo de novo osso na interface osso/implante duas semanas apos a
implantacao e precoce osseocintegracdo com quatro semanas. Este estudo indica

que osseocintegracdo pode ser acentuada pela osseoindugcdo da BMPb.
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O maior problema do osso desmineralizado é que a atividade
osseoindutora presente nos enxertos é insuficiente para induzir a neoformacgao
6ssea de maneira satisfatéria na maioria dos defeito 0sseos. Provaveimente
porque a BMP esta presente em quantidade insuficiente (BECKER et al., 1995).
O advento das técnicas de biologia molecular, em particular a tecnologia de
recombinacao genética aumentou o entendimento da osteoinducéo e dos fatores
de crescimento. Estas técnicas permitiram a producao de grandes quantidades
de BMP. Varias BMPs foram clonadas e tiveram sua ag¢éo celular e atividade

osseoindutora caracterizadas, in vitro e in vivo (BARBOSA et al., 1999).

Treze proteinas foram purificadas e clonadas, sdo chamadas BMP 1-
13. WANG et al. (1990), foram os primeiros a reproduzir BMP-2 recombinante
humana, introduzindo o codigo genético da BMP-2 humana em células do ovario

de hamster chineses.

BARBOSA et al. (1999) descreveram a estrutura, mecanismos de
acdo, carreadores, vantagens, seguranga e recentes estudos clinicos
importantes, colocando a rhBMP-2 como um potencial substituto 0sseo. Sendo
as principais vantagens a reducdo significativa de transmissdo de doencas
infecto-contagiosas, a produ¢do em grandes quantidades, com um produto de

alta qualidade e uniforme.
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A habilidade da BMP-2 recombinante humana (thBMP-2) de
osteoindugdo em estimular formacido 6ssea aposicional a um implante de
superficie porosa foi testada, no musculo quadricepes de rato. Implantes com e
sem hidroxiapatita foram usados para comparar os efeitos na formacdo 6ssea de
duas doses diferentes de rhBMP-2 recombinante humana e controles. Os
implantes tratados com rhBMP-2 formaram muito mais osso do que no grupo

controle independente da dose ou presenca de hidroxiapatita (COLE ef al., 1997).

SIGURDSSON et al. (1997), avaliaram a inducdo de regeneracao
ossea em defeitos perimplantares supra-alveolares pela rhBMP-2, em mandibula
de cdo. Os resultados sugeriram que ha um potencial para rhBMP-2 induzir

regeneracdo Ossea e osseointegracao em defeitos cirlrgicos perimplantares.

Conforme relatado, o complexo BMP-Hidroxiapatita (BMP-HA) é mais
efetivo em induzir formacdo Ossea subperiosteal do que hidroxiapatita
isoladamente (HORISAKA et al., 1991). SUWA ef al. (1998), implantaram o
complexo BMP-HA em defeitos Osseos no fémur de ratos e a cicatrizagdo foi
acompanhada de 1 a 8 semanas. O complexo BMP-HA aparentemente estimulou
células mesenquimais indiferenciadas a se diferenciarem em angioblastos e

osteoblastos.

BESSO et al. (1999), avaliaram, atraves de analise de torque e

histolégica, a estimulagéo do 0sso adjacente ao implante de titanio, pela BMPb.
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Os resultados mostraram que apos trés meses de implantacéo, a forga de torque,
foi maior para os implantes estimulados por BMPb e o0s valores
histomorfométricos indicaram uma porcentagem mais alta de contato 6sseo com
os implantes estimulados por BMPb, que foi estatisticamente significante. Entao
este estudo concluiu que o uso de BMPb tem significado efetivo no aumento da
forca de adesdo na interface osso/implante em um curto periodo, guando

comparado a implantes sem uso de BMPb.
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3. PROPOSICAO

O objetivo deste trabalho foi a realizacdo de um estudo comparativo
por meio de analise histologica e histometrica da influéncia de enxertc de osso
autébgeno, matriz 6ssea bovina desmineralizada e proteina 6ssea morfogenética
adsorvida a hidroxiapatita, associados a técnica de regeneracio 0ssea guiada no

reparo de defeitos perimplantares, realizados em tibias de cies.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi devidamente submetido & Comissdo de Etica na
Experimentacéo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas — Unicamp, e aprovado de acordo com os principios éticos
adotados pelo Colegio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)

(ANEXO 1).

4.1, MATERIAL

4.1.1. IMPLANTES UTILIZADOS

Foram utilizados 24 implantes’ do tipo parafuso autorroscante com
hexagono extermno, de 9,0mm de comprimento por 3,5mm de didmetro, de

superficie usinada.

"INP - Sistemas de Implantes Nacionais e de Préteses Comeércio Ltda. S&o Paulo-SP. Brasil.
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4.1.2. MEMBRANA E SUBSTITUTOS OSSEOS UTILIZADOS

A membrana® empregada é um produto natural composto por colageno
6sseo desnaturado obtido da matriz orgénica de osso cortical de bois jovens,

passando por processos bioquimicos de purificacio e liofilizado posteriormente.

Os substitutos oOsseos utilizados séo proteinas morfogenéticas do
0sso” (BMPs) e matriz organica de 0sso bovino*(MOB). As BMPs utilizadas,
segundo o fabricante, s@o glicoproteinas naturais de baixa massa molecular,
extraidas da matriz organica de osso cortical fetal bovino, através de processos
biogquimicos, que resulta num “pool’” de BMPs e a este & adsorvido a
hidroxiapatita (HA) microgranular, que funciona como carreador, na proporgao de
1:20 cc (BMP:HA). A MOB empregada, segundo o fabricante, foi extraida da
cortical 6ssea bovina livre de osso medular, passando por lavagens e remogao
quimica de todos os residuos tissulares e gordura. Apéds isto a matriz éssea
descalcificada e neutralizada é liofilizada a fim de preservar o potencial

osseocondutor intrinseco a matriz organica do 0sso.

2 Gen-derm® - Genius®- Divis&o de Biomateriais - Baumer S.A. Mogi Mirim-SP. Brasil.
* Gen-pro® - Genius®- Divisio de Biomateriais - Baumer S.A. Mogi Mirim-SP. Brasil.
* Gen-ox® ~ Genius®- Divisdo de Biomateriais - Baumner S.A. Mogi Mirim-SP. Brasil.
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 ANIMAIS E ANESTESIA

Foram utilizados para esta pesquisa quatro cdes, sem distingdo de
raca, de porte médio, fémeas em boas condi¢cdes de saltde geral. Os animais
foram divididos em dois grupos, com dois animais em cada grupo, de acordo com
o periodo de sacrificio de 21 ou 42 dias, e mantidos durante o periodo

experimental com alimentacao solida® e agua a vontade.

Uma hora antes dos procedimentos cirlirgicos os animais receberam
por injecdo intramuscular a suspensdo® de 600.000 Ul de Benzilpenicilina
benzatina, 300.000 Ul de Bezilpenicilina procaina, 300.000 Ul de Benzilpenicilina

procaina, 250mg de Eritromicina e 250mg de Diidroestreptomicina.

Foi injetado sulfato de atropina’ na dose de 0,25mg/Kg, via
subcutanea, cerca de dez minutos antes da anestesia, com a finalidade de evitar

a ocorréncia de eventuais bradicardias devido a administracéo de xilazina®.

® Ragao Sitios e quintais — Purina Nutrimentos. S&o Paulo-SP. Brasil.

® Pentabittico* Veterinario Pequeno Porte - Fort Dodge Saude Animal Ltda. Campinas-SP. Brasil.
7 Sulfato de Atropina — Fagra.

® Rompum® — Bayer S.A. - Salde Animal. Sao Paulo-SP. Brasil.
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A via intramuscular profunda foi utilizada para indugéo anestésica, por meic da
associacdo de solucdo aquosa a 2% de Cloridrato de 2 - (2,6-xilidino) - 56 —
dihidro - 4 - H - 1, 3 - tiazina (xilazina), na dosagem de 3mg/kg de peso do
animal, e cloridrato de quetamina®, na dosagem de 20mg/kg de peso do animal,
conforme recomendacdes do fabricante. Logo apds a inducéo anestésica os
animais receberam flunixin meglumine'®, via intramuscular, na dosagem de

1,1mg/kg de peso do animal, com a finalidade de analgesia pds-operatéria.

4.2.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Apobs anestesia, foi realizada tricotomia seguida de antissepsia da

11
I

regido ventral da tibia com solugdo alcodlica de PV.PL"" a 10%, e posterior

isolamento da area por meio da aposicdo de campos estéreis.

Bilateralmente, com uma lamina intercambiavel namero 152, montada
em cabo de bisturt nimero 3, foi feita uma incis&o na pele e tecido subcutaneo de
aproximadamente 5 cm de comprimento, na regido correspondente a face medial

da tibia em seu terco proximal ( FIG. 1).

® Francotar® - Virbac do Brasil Industria @ Comércio Ltda. Roseira-SP. Brasil.
®Banamine” - Schering-Ploug Veterinaria. Rio de Janeiro-RJ. Brasil.
" Riodeine Tintura. Industria Farmacéutica Rioguimica Ltda. S30 José do Rio Preto-SP. Brasil.

"2 Beckton-Dickison. Industrias Cirtrgicas Ltda. Curitiba-PR. Brasil.
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Por meio de divulsdo romba, o tecido muscular subjacente foi afastado,
expondo-se o peridsteo que também foi incisado para dar inicio as perfuragdes.
Para realizagdo das perfuracdes foi utilizado um motor elétrico’™ com controle de
torque e velocidade, além de um contra-angulo redutor 16:1' acoplado a esse
motor. A velocidade de trabalho foi de aproximadamente 1000 rpm, com torque de
36Ncm e abundante irrigacao externa com solugéo fisioldgica de cloreto de sédio

a 0,9%'%, feita manualmente, utilizando seringa descartavel (FIG. 2).

O preparo dos leitos para a introdugao dos implantes foi feito por
perfuragdes seriadas, utilizando as brocas’® na seguinte seqiiéncia: broca langa
com 1,8mm de didmetro, que tem a fungdo de guiar as perfuragdes
subseqguenies e, duas brocas com formato de espada com diadmetros de 2,6 e
3.2mm. Trés leitos foram confeccionados na superficie ventral de cada tibia e

distaram 10mm entre si (FIG. 3).

* BLM 300 — VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda.

* NSK E 16R Nakanishi Dental MFG. C.O — Japan

** GLICOLABOR — Industria Farmacéutica. Ribeirdo Preto-SP. Brasil.

*® Kit Cirurgico INP — Sistemas de implantes Nacionais e de Proteses Comércio Lida. Sao Paulo-
SP. Brasil.
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Antes da colocagdo dos implantes, foram confeccionados, com uma
broca trefina'’ de 3,75mm de diametro, defeitos Gsseos circulares na faces
mediais das tibias, perpendiculares ao longo eixo dos leitos dos implantes, com o

objetivo de simular defeitos perimplantares do tipo fenestracao (FIG. 4).

Apés o término das perfuragdes, os defeitos foram irrigados para
remover esquirolas 6sseas que pudessem interferir na adapta¢ao dos implantes
e por consequéncia no processo de osseointegracdo. Na seqiliéncia, o implante
foi removido de seu involucro e inserido manualimente, através de um dispositivo
plastico, que permitiu o inicio da colocagado sem o contato manual com o mesmo.
Posteriormente, quando o implante ja possuia alguma estabilidade no seu leito
receptor, o dispositivo plastico foi removido, e adaptava-se uma chave de

catraca’® & cabega do implante para finalizar sua insergao ( FIG. 5).

Na etapa cirargica subsequente realizamos o preenchimento dos defeito dsseos
circulares e posterior recobrimento com membrana de colageno. Cada tibia teve
um defeito preenchido por osso autdégeno, um defeito preenchido por BMP e o
outro por MOB, de modo que cada céo recebeu dois implantes de cada grupo,

um em cada tibia (FIG. 8).

" Implantes ~ Biomateriais Dentoflex Instrumentos Cirdrgicos. S&o Paulo-SP. Brasil.
# Kit Cirtrgico INP — Sistemas de Implantes Nacionais e de Préteses Comércio Lida. S&o Paulo-
SP. Brasil.

32



FIGURA 3. Trés leitos receptores dos implantes, confeccionados na
superficie ventral da tibia, distantes 10mm entre si.

FIGURA 4. Defeitos circulares confeccionados na face medial da tibia,

localizados perpendicularmente ao longo eixo dos implantes.
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A localizacdo dos diferentes preenchimentos foi definida por sorteio, para nao
influenciar nos resultados caso a localizacdo distal, proximal ou central tenha
influéncia sobre o reparo 6sseo. Tendo sido feito um sorteio para cada cdo. O
osso autégeno, de caracteristica cortico-medular, foi colhido durante o uso da
trefina para confecgao dos defeitos e particulado manualmente com ostedtomo.
Apos o preenchimento as membranas foram posicionadas de forma a cobrir toda
a area do defeito, estendendo-se cerca de 4mm sobre as margens dsseas (FIG.

7).

Os implantes que receberam osso autbégeno como material de
preenchimento do defeito foram chamados de Grupo AUT. Os implantes que
receberam BMP como material de preenchimento do defeito foram chamados de
Grupo BMP. Os implantes que receberam MOB como material de preenchiménto
do defeito foram chamados de Grupo MOB. Os implantes foram vedados com
parafusos de cobertura, os retalhos reposicionados e suturados por planos com

fio de sutura mononylon 4-0'° (FIG. 8).

' Ethicon — Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda
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FIGURA 7. Defeitos circulares devidamente preenchidos e
recobertos por membrana de colageno.

ey

FIGURA 8. Sutura realizada com fio mononylon 4-0.
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4.2.3. SACRIFICIO DOS ANIMAIS E PREPARO HISTOLOGICO

Para o sacrificio os animais foram divididos em dois grupos com dois
animais cada. O primeiro grupo foi sacrificado no periodo pés-operatdrio de 21
dias e o segundo grupo no periodo pés-operatdrio 42 dias. Para isso os cdes
foram novamenie submetidos a anestesia geral, do modo ja& descrito para a
cirurgia e entdo sacrificados, por inje¢ao intra-cardiaca, de dose letal da solugéo

Cloreto de Potassio 19,1%%°.

Em seguida ao sacrificio, foram obtidos segmentos 0sseos das tibias
contendo os implantes e os defeitos circulares, por seccionamento transversal do
0ss0 com broca tronco-conica 702 e discos de carborundum, montados em baixa
rotacdo sob abunéante irrigacdo com solucado fisioldogica de cloreto de sddio a
0,9% (FIG. 9, 10). As osteotomias foram feitas distando cerca de 5mm de cada
implante. As pecas foram fixadas em solucao de formol a 10%?' durante 48 horas

em temperatura ambiente.

* Reagentes Analiticos ECIBRA. Nuclear. Casa da Quimica. Diadema-SP. Brasil.

2 Formol a 10% - Synth. Diadema-SP. Brasil.
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FIGURA 9. Fragmento de 0ss0 da tibia contendo o
implante (vis&o frontal).

FIGURA 10. Fragmento odsseo da tibia
contendo o implante (visdo transversal).
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Posteriormente as pecas foram lavadas em 4gua corrente por 24 horas
e descalcificadas em solucéo de citrato de sédio a 20%% e acido férmico a 50%2°
em partes iguais (MORSE, 1945), durante o periodo de quatro meses, com froca

diaria da solucao.

Ao final deste processo cada fragmento de tibia fol seccionado
longitudinalmente ac implante, com o corte passando pelc meio da area do
implante, deixando os defeitos intactos. Os implantes foram entdo removidos
delicadamente de seus respectivos sitios (FIG. 11). A partir dai as pecgas foram
novamente seccionadas, com o corte passando pelo meio do defeito (FIG. 12),
para que os cortes histologicos nos oferecessem laminas mostrando a parte
central dos defeitos e regi@o de interface defeito/implante. Procedeu-se a
tramitacdo laboratorial de rotina, com lavagem em agua corrente, desidratagao

E25

em solucdo crescente de alcool etilico®™, diafanizagio em xilol”® e inclusdo em

parafina®.

2 Citrato de Sédio ~ Synth. Diadema-SP. Brasil.

?* Acido Formico — Chemco Industria e comércio. Campinas-SP. Brasil.

* Comercial de Alcool Santa Cruz Lida.

% Xilol (P.A.) - Chemco — Industria e Comércio Ltda. Campinas-SP. Brasil.

% paraplast plus — Labware — St. Louis — USA
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FIGURA 11. Fragmento dsseoc apods descalcificacio em
solugao de Morse, seccionamento e remogao do implante.

FIGURA 12. Pega seccionada para incluséo.
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4.2.4. ANALISE HISTOLOGICA

Cortes seriados com 6um de espessura foram feitos longitudinaimente
& regiao dos defeitos 0sseos, e em seguida corados com hematoxilina-eosina®’ e

analisados em microscopio optico comum?®.

Na analise hisfologica descritiva foi avaliada a intensidade de reacéo
inflamatéria, bem como a seqliéncia de eventos que envolvem a reparacao
Ossea, tais como necrose, hemorragia, atividade osteoclastica, presenga de
tecido conjuntivo, aposicao de tecido ésseo neoformado, enfim o padrdo de

regeneracdo 0ssea junto a superficie dos implantes de titanio.

4.2.5. ANALISE HISTOMETRICA

Para andlise histométrica, foi utilizado o microscopio 6ptico®®, com

objetiva para aumento de 200 vezes, adaptado a uma camara de video™,

“TE. Merck. Ag. Damarsta dt — Germany
® Carl Zeiss Products - Germany
* Axiolab - Zeiss

* Sony — Hyper had — model DXC-151*, Japan
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As imagens capturadas foram transferidas para a tela do computador’ e

analisadas por meio de um software especifico™2.

Foi criada uma macro, que significa um conjunto de fungbes que
permite executar automaticamente a selegéo das imagens, definindo as condictes

da morfometria e a execucdo da medida, por meio do analisador de imagens.

A imagem da lamina foi captada pelo sistema e visualizada no monitor,
que pelo software, normalizou e congelou a mesma. Uma vez pronta, foi
sobreposto a imagem um reticulo de 100 pontos de 10 x 10 ym, denominado de

grade de intersecgao.

Procedemos entdo a contagem de pontos que recaiam sobre o 0sso
neoformado nas areas de intersecgdes das linhas horizontais e verticais do

reticulo.

1 pentium 166Mhz.
32 Kontron Eletronik — KS 400 version 2.0 — 0400743.
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A determinagao do nimero de pontos a serem contados em cada grupo
foi estabelecida pelo sistema teste de 100 pontos, por meic da formula para erro

padrao relativo (HALLY, 1964.):

EPR= (1-Vv)

EPR = Erro Padrao Relativo

Vv = Densidade de volume da estrutura em analise

N= Nlumero de pontos a serem contados
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Para as condicbes experimentais, a densidade de volume(Vv), ou
seja, fracdo de volume ocupada por um objeto numa determinada estrutura foi
igual a 100%. Como em bioestatistica o indice de significancia aceito (o) & de

0,05 (probabilidade de 95%), este valor foi atribuido ao EPR. Desta forma:

0,05 = (1-Vv)
’ N
0,0025 = o N= 3600
N

Os 3600 pontos s&o os que deveriam ser contados, utilizando-se de
calculo, do numero de pontos corrigido, uma vez que a densidade de volume da

estrutura em analise foi de 10, utilizou-se a seguinte formula:

N corrigido = N caicutado
Vv
N corrigido = _3’..?..8_9_.,, = 360
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Realizou-se a histometria de trés ldminas de cada bloco dsseo
contendo o defeito perimplantar. Todas as laminas tinham cortes seriados de 6um
de espessura. Foram analisados 0s terceiros sulcos em "V", das 1&dminas, contidos
na area dos defeitos, onde 1200 pontos de interseccdes foram contados para cada
grupo nos diferentes periodos de sacrificio, avaliando-se a formacao do tecido

6sseo nestas regido (FIG. 13).

FIGURA 13. Terceiro sulco, contido na area do defeito 0sseo,
tendo sobreposto sobre si a grade de intersecgao.
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4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi tirada uma meédia aritmética dos dados da analise histométrica de
trés laminas para cada implante, a fim de diminuir a influéncia de erros de técnica

histolégica e contagem histometrica.

A analise fol feita com base em um modelo apropriado para analise de
dados oriundos de um experimento casualizado em blocos com arranjo fatorial dos

niveis dos fatores Grupo e Periodo.

O fator grupo contou com 3 niveis (AUT, BMP, MOB) e o fator periodo
contou com dois niveis (21 e 42). Alem dos fatores principais, 0 modelo contou
com a interacao entre estes dois fatores e com o efeito de Cao dentro do periodo,

necessario em vista da forma como o experimento foi casualizado.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE HISTOLOGICA

5.1.1. PERIODO POS-OPERATORIO DE 21 DIAS

Os cortes histoldgicos deste periodo exibiram um espessamento na
regidao periosteal, ndo havendo definicao nitida entre as camadas de tecido
conjuntivo e peridsteo, com formacao 6ssea de caracteristica imatura (FIG. 14, 15,

16).

Os defeitos encontravam-se totalmente preenchidos por trabéculas
osseas neoformadas, contendo tecido conjuntivo frouxo e vasos sangtiineos em
seus espacos lacunares, sendo nitida a diferenca entre este tecido e 0 osso
preexistente que apresentava padrdo compacto com sistemas de Havers e
lamelas concéntricas (FIG. 17, 18, 19). Observamos, entre as trabéculas 6sseas
neoformadas, a presen¢a de particulas do material de preenchimentc que
apresentavam coloracido mais basofilica quando comparada ao osso neoformado.

(FIG. 20, 21, 22).
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Em todas as amostras desse periodo observamos que a neoformagao
Ossea partia sempre da regido do enddsteo, nio havendo aposicdo de tecido
Osseo nas margens dos defeitos. Margens essas, que permaneciam com seus

limites nitidos.

Junto a interface osso/implante observamos neoformacéo Ossea
trabecular de superficie ondulada devido aos sulcos em V' do implante. Este
trabeculado 6sseo neoformado continha tecido conjuntivo frouxo e vasos
sanglineos em seus espacos lacunares e, na regido de contato com o implante
observamos a presenca de uma delgada lamina de tecido conjuntivo fibroso. Em
algumas areas notamos a presenca de material ostedide (FIG. 23, 24, 25). Em
uma amostra, do grupo BMP, observamos que os dois sulcos em “V” da regido
mais cervical do implante, apresentavam-se preenchidos somente por tecido

conjuntivo fibroso.
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EP

Figura 14. (10x). Grupo AUT - 21 dias pds-operatdrio. Observamos

espessamento da regifo periosteal (EP) & neoformacéo éssea (ON).

FIGURA 15. (25x). Grupo BMP — 21 dias pods-operatério. Espessamento da
membrana periosteal (EP) e presenca de tecido 4ssec neoformado (ON)
contendo tecido conjuntive frouxoe (TCF) em seus espagos lacunares.

Observamos presenca de particulas da BMP (BMP).
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FIGURA 18. (25x) Grupo MOB - 21 dias pos-operatdrio. Notamos espessamento
da regido periosteal (EP) e a presenca de neoformacac Ossea (ON), contendo
tecido conjuntivo frouxo (TCF) em seus espacos lacunares. Observamos a

presenca de material enxertado (MOB).

FIGURA 17. (25x) Grupo AUT - 21 dias pOs-operatdrio. Neoformacéo dssea (ON)
com caracteristicas de osso imaturo, quando comparado ao ossc preexistenie
{OP}, com seus sistemas de Havers (SH). Observar tecido conjuntivo frouxo (TCF)

no interior dos espacos lacunares.
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FIGURA 18. (10x). Grupo BMP — 21 dias pés-operatorio. Visdo panoramica do defeito
gsseo. Observamos espessamento da regido periosteal (EP) e o defeito preenchido

por osso neoformado (ON). Nas bordas supericres e inferiores ohservamos osso pré-

existente (OP).

FIGURA 19. {25x) Grupo MOB - 21 dias pds-operatdrio. Neoformagfo dssea
{ON) contendo em seus espagos lacunares tecido conjuntivo frouxo (TCF).

Observamos a presencga de material enxertado (MOB).
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FIGURA 20. (25x). Grupo AUT - 21 dias pos-operatério. Neoformacéo dssea
{ON) contendo tecido conjuntivo frouxo (TCF) em seus espagos lacunares,

Observamos a presenca de 0sso autégeno enxertado (OA).

FIGURA 21. {25X) Grupo BMP ~ 21 dias pds-operatorio, Notamos a presenga de
tecido dsseo neoformado (ON), contendo em seus espacos lacunares tecido
conjuntivo frouxo {TCF). OCbservamos a presenca de vasos sanguineos (V) & de

material implantado (BMP-HA).
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FIGURA 22. (25X) Grupo MOB - 21 dias pds-operatorio. Tecido dsseo
necformado (ON) contendo tecido conjuntivo frouxo (TCF) em seus espacos
lacunares Observamos a presenca de material enxertado (MOB). Na regido

mais inferior notamos osso pré-existente (OP) com seus sistemas de Havers

{SH;).

FIGURA 23. {25x)} Grupo AUT — 21 dias pds-operatorio. Presenca de tecido
6sseo neoformado (ON), contendo tecido conjuntivo frouxo (TCF) em seus

espagos lacunares. Notamos uma delgada camada de tecido conjuntivo

fibroso (TC) junio 4 interface ossofimplante.
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FIGURA 24. (25x) Grupo BMP - 21 dias pés-operatorio. Tecido dsseo
neoformado (ON) contendo tecido conjuntive frouxo (TCF) e material
ostedide (MO) em seus espacos lacunares. observamos a presenca de
material enxertado (BMP-HA).

FIGURA 25. (25x) Grupoe MOB - 21 dias pds-operatério. Presenca de tecido
dsseo neoformado (ON) contendo tecido conjuntive frouxo (TCF) e vasos
sanglineos (V) em seu interior. Junto & interface osso implante verificamos a

existéncia de uma delgada lAmina de tecide conjuntivo fibroso (TC).
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5.1.2. PERIODO POS-OPERATORIO DE 42 DIAS

Os cortes histolégicos apresentaram amostras em que foi possivel
observar um espessamento da regido periosteal, com limites indefinidos entre as
camadas de tecido conjuntivo e do periosteo, porém de espessura menor quando

comparado ao periodo anterior.

Os defeitos apresentavam-se totalmente preenchidos por trabéculas
6sseas neoformadas com caracteristicas de maior maturidade quando
comparadas ao periodo anterior e, demonstrando um padrdc mais compacto e
com espacos lacunares mais reduzidos, embora ainda fosse possivel observar a
presenca de tecido conjuntivo frouxo e vasos sanglineos em seus interiores e,

osteoblastos na periferia das trabéculas (FIG. 26, 27, 28, 29, 30).

Notamos que quanto mais proximo a porgdo externa do defeito, o
trabeculado Osseo neoformado apresentava seus espacos lacunares contendo

maior quantidade de tecido conjuntivo frouxo (FIG. 31).

Observamos entre o trabeculado 0sseo neoformado algumas particulas
do material enxertado (osso autdégeno), sendo substituidas pela neoformacao

ossea (FIG. 32).
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Junto a interface osso/implante observamos a presenca de tecido désseo
neoformado com caracteristicas mais maturas, apresentando padrdac mais
compacto quando comparado ac periodo anterior e, de superficie ondulada devido
aos sulcos em "V’ do implante. Na regido de contato com o implante observamos

a presencga de uma delgada lamina de tecido conjuntivo fibroso (FIG. 33, 34).

FIGURA 26. (4x) Grupo AUT - 42 dias pos-operatério. Visdo panordmica.

Notamos espessamento periosteal (EP). Presenca de tecido é&sseo

neoformado (ON) no defeito, tecido 6sseo preexistente (OP).
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Figura 27. (25x). Grupc AUT - 42 dias pés-operatério. Presenca de osso

neoformado {ON) com tecido conjuntivo frouxo no seu interior (TCF),

FIGURA 28. (10x). Grupo BMP - 42 dias pds-operatdrio. Espessamento da
regidoc periosteal (EP). Tecido 6sseo neoformado (ON). Osso preexistente

{OP). Observamos a presenga de tecido conjuntive frouxo (TCF) e vasos

sangiiineos (V), no trabeculado dsseo.
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FIGURA 31. (25x) Grupo BMP - 42 dias pos-operatorio. Observamos

espacos lacunares do ossc necformado (ON) contendo tecido conjuntivo
frouxo (TCF).

't

FIGURA 32. (25x). Grupo AUT - 42 dias pbs-operatdrio. Note presenca de osso

neoformado preenchendo o defeito. Osso preexistente (OP), e osso autdgeno
enxertado (OA).
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necformado (ON), apresentando junto & interface ossofimplante uma delgada lamina
de tecido conjuntivo fibroso (TC). No trabeculado 6sseo observamos particulas de

osso enxertado, sendo substituido por neoformacéo éssea (OA).

FIGURA 34. (25X} Grupo BMP - 42 dias pds-cperatério. Junto a interface notamos
0ss0 neoformado (ON), com tecido conjuntivo frouxo (TCF), nos espacos lacunares e

presenca de delgada camada de tecido conjuntivo fibroso {TC).
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5.2. ANALISE HISTOMETRICA

Foi tirada uma média aritmetica dos dados da analise histometrica de
trés l&minas para cada implante, a fim de diminuir a influéncia de erros de técnica
histoldgica e contagem histométrica. A partir desses dados procedeu-se a analise

estatistica (ANEXOS 2 E 3).

Uma vez detectados indicios para se utilizar a analise de variancias,
partiu-se para o quadro de analise de variancias e os respectivos testes de

hipéteses apresentados na Tabela 1.

Tabela1. Quadro de analise de varidncias adequado para um experimento
casualizado em blocos com arranjo fatorial do fator tratamento e do
fator periodos.

Soma de Quadrados  Estatistica
Causa de variagao Gl Quadrados médios F valor-p
Blocos(Periodos) 2 45.814815
Tratamentos 2 190.527778 95.263889 7.1 0.0082"
Periodos 1 2128.166667 2128.166667 158.81 <.0001"
Tratamentos*Periodos 2 188.694444 94.347222 7.04 0.0064"
Residuo 16 214.407407 13.400463
Total corrigido 23 2767.611111
Coeficiente de determinacao (R?): 92,25% Coeficiente de Variagao (CV): 7,91

A analise da tabela se iniciou pelos parametros que permitiram avaliar a
validade do modelo. O coeficiente de determinagao (R?) indicou que 92,25% da
variacd@o de neoformacgao ossea (nfo) foram explicadas pelo modelo o que nos deu

indicios de um excelente ajuste do modelo aos dados.
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Todas as causas de variac2o nao controladas (erros experimentais)
foram responsaveis por menos de 10% da variagdo dos dados, o que € um

excelente resultado.

O Coeficiente de Variagao (C.V.) indicou que a relagdo entre o desvio
padrdo e a média e inferior a 10%, um valor muito baixo e que nos deu indicios da

validade dos processos de comparagao de medias.

Em seguida, analisamos o valor-p que deve ser comparado com o nivel

de significancia previamente estabelecido, neste caso, com 5%.

Especificamente no caso da Tabela 1, foram encontrados indicios que
conduzem a rejeicao das trés hipoteses de nulidade testadas e, neste caso, deve-
se efetuar o desdobramento das analises de um fator dentro do outro ja que as

conclusdes gerais ndo sao validas.

Uma vez detectados indicios para a rejeigao da hipotese de nulidade do
fator material ou da interacéo, aplicamos um teste para comparagdes multiplas de
meédias que permitam definir quais foram as médias que efetivamente diferem

entre si.

Dentre estes festes, um foi selecionado “a priori” e um teste

recomendado para fatores com um numero pequeno de niveis é o teste de Tukey.
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Ao se definir a construcao de um teste de Tukey deve ser especificado
um nivel de significdncia. Neste estudo, foi considerado um nivel de significancia

alfa de 5% («=0,05).

A Tabela 2 complementa a analise através de um teste para
comparacdes multiplas de medias, neste caso foi eleito o teste de Tukey como o

mais apropriado.

Tabela 2. Médias, desvio padrao, desvio padrdo da media e intervalos de
confianca de Neoformacado dOssea (nfo) calcuiados com base nos
dados originais e teste de Tukey com nivel de significancia alfa de
5% (0=0,05) para comparactes miultiplas de médias de Periodos
dentro dos tratamentos.

Desvio Limites do intervalo de
Desvio padrac da confianca da média (85%) Grupos
Tratamento Periodo Media padrac media superior inferior de Tukey
AUT 21 37.917 4.954 2.477 45.800 30.033 A
42 51.417 2.848 1.423 558946 46 887 B
BMP 21 42.000 4,363 2.182 48.943 35.057 A
42 58.417 4606 2.303 65.745 51.088 B
MOB 21 30.583 2.515 1.257 34.585 26.582 A
42 57167 2.742 1.371 61.530 52.804 B

Médias com letras iguais nao diferem entre si

O teste de Tukey nos permitiu concluir que a media verdadeira de
Neoformacéo ossea (nfo) no tempo 42 é significativamente superior 8 média de

nfo do periodo 21, conforme ilustra o Grafico 1.
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Grafico 1. Comparagdo de medias e intervalos de confianca de Neoformacgéo
Ossea (nfo) nos diferentes periodos estudados. Barras com letras
iguais indicam médias verdadeiras de NFO que nédo diferem entre si
dentro de um mesmo tratamento, pelo teste de Tukey com nivel de
significancia alfa de 5% (o =0,05).

No periodo pés-operatério de 42 dias a avaliagéo histolégica revelou
preenchimento 6ssec de todos os defeitos perimplantares, com maior maturagéo
o6ssea, nos trés grupos estudados. A avaliagdo histométrica revelou um maior
indice de neoformag¢do dssea no periodo de 42 dias, com diferenga estatistica
significante para os trés grupos, guando comparados aos resultados do primeiro
periodo. Além de evidenciar maior indice de neoformacéo 6ssea para o grupo
BMP, quando comparado aos outros grupos neste periodo, porém sem diferenga

estatistica significante.
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Também houve necessidade de se comparar o efeito de fratamento

dentro do fator Periodo, e o resultado € apresentado na Tabela 3.

Tabela3. Médias, desvio padrio, desvio padrdo da média e intervalos de
confianga de Neoformacéo oOssea (nfo) calculados com base nos
dados originais e teste de Tukey com nivel de significancia alfa de
5% (0=0,05) para comparac¢des multiplas de médias de Tratamentos
dentro dos Periodos.

Desvio Limites do intervalo de
Desvio padrao da conflanca da media (95%) Grupos
Periodo  Tratamento  Media padréo média superior  inferior de Tukey
21 AUT 37.917 4.854 2477 45800 30.033 AB
BMP 42.000 4.363 2182 48.843 35.057 A
MOB 30683 2515 1.257 34.585 26.582 B
42 AUT 51417 2.846 1.423 55.046 46.887 A
BMP 58.417 4.606 2.303 65.745 51.088 A
MOB 57.167 2.742 1.371 61.530 52.804 A

Médias com letras iguais ndo diferem entre si

O teste de tukey dos fratamentos dentro dos periodos nos deu indicios

de diferenca entre as médias de neoformacao dssea (nfo) dos niveis BMP e MOB

dentro do periodo p&s-operatério de 21 dias

O Gréfico 2 ilustra a comparacao de médias da Tabela 3.
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Grafico 2. Comparagdo de médias e intervalos de confianga de Neoformagio
Ossea (nfo) nos diferentes tratamentos estudados. Barras com letras
iguais indicam tratamentos cujas médias verdadeiras de NFO néao
diferem entre si dentro de um mesmo periodo pelo teste de Tukey
com nivel de significancia alfa de 5% (x=0,05).

No periodo de 21 dias pés-operatério, a avaliagdo histologica revelou
gue houve preenchimento 6sseo de todos os defeitos perimplantares, dos trés
grupos estudados. A avaliag8o histométrica revelou um maior indice de
neoformacéo 6ssea para o grupc BMP, porém com diferenca estatistica somente
em relacdo ao grupo MOB. No periodo de 42 dias pds-operatério ao grupo BMP
também apresentou maior indice de neoformacgédo 6ssea, porém sem diferencas

estatisticamente significantes.
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O estudo de regressdo permitiu o desenvolvimento de um modelo
matematico que representa a associacdo entre a variavel de resposta

Neoformacéo Ossea (nfo) e a variavel preditora Periodo.

Da mesma forma que o teste de Tukey teve que sofrer um processo de
desmembramento, também a regressao linear simples (indicada em vista de

somente existirem dois pontos), foi feita de maneira desmembrada.

O Grafico 3 ilustra a analise de regressao linear.
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Grafico 3. Estudo de regress&o polinomial da Neoformacéo Ossea
(NFO) em funcdo dos Periodos estudados.
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6. DISCUSSAO

Visto que os defeitos Osseos perimplantares sdo um achado frequente e
podem levar ao comprometimento do implante (MELLONIG & NEVINS, 1995), a
proposta deste estudo foi realizar uma analise comparativa, entre dois materiais
substitutos 0sseos e 0sso autogeno, histolégica e histométrica, do tratamento de
defeitos perimplantares tipo fenestracdo, criados cirurgicamente em céaes, através

da técnica de regeneracao 0ssea guiada.

Em nosso trabalho foi avaliada a regenerac@o éssea de defeitos do tipo
fenestragao por se tratarem de defeitos comuns no ato da instalagao de implantes,
quando a espessura do rebordo ¢ insuficiente. No presente estudo avaliou-se a
interferéncia de matriz 6ssea bovina desmineralizada e da proteina Ossea
morfogenética, como substitutos 6sseos, no processo de regeneracado oOssea
guiada em defeitos perimplantares do tipo fenestrac&o, realizados em tibias de
cées. Para tanto usamos osso autdgeno como grupo controle, por sabermos da
sua capacidade de osteogénese, sendo considerado o material de maior
previsibilidade (AL RUHAIMI, 2001). Partindo deste principio, consideramos, que a
avaliacdo comparativa do composto BMP-HA e MOB e sua efetividade como
substitutos dsseos como material de preenchimento, & mais esclarecedora se
comparada a0 proprio 0sso autdgeno, ao qual estes biomateriais visam substituir,

do que se comparada a coagulo.
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Na literatura os defeitos tipo fenestragdo sao preferencialmente tratados
por associacéo de preenchimenio do defeito e sua cobertura com membranas.
Nos estudos experimentais € importante a criagcdo e manutencéo do espago pelo
tempo necessario para a regeneracdo o6ssea (GRAY & HANCOCK, 1998;
SPAGNOLI ef al, 2001). Assim foi realizado no nosso experimento, e a
associacdo de preenchimento e membrana de colageno demonstrou-se capaz de

manter o espaco necessario, para a regeneracao 6ssea dos defeitos criados.

Para evitar as desvantagens ja citadas (TAWIL et al, 2001), das
membranas ndo reabsorviveis, utilizamos membranas reabsorviveis de colageno,
que apreseniou 0s pre-requisitos de ser reabsorvivel, ndo causar reacdo de
corpo estranho, também ja citados (GOTTLOW, 1993; MELLONING &

TRIPLETT, 1993).

LOPES (1999) testou o uso de membrana de colageno e celulose na
regeneracdo 6ssea guiada de defeitos perimplantares criados em tibia de cao,
com metodologia muito similar a do presente estudo. Obteve como resultado, que
a membrana de colageno promoveu R.O.G., com indice de neoformacio éssea
maior que a membrana de celulose € do que o grupo controle (somente defeito).
Este resultado confirma o favorecimento do principio da osteopromocgao, pelo uso

da membrana de colageno, neste modelo experimental.
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Neste experimento a membrana nao foi identificada, histologicamente,
em nenhuma da amostras analisadas, nos dois periodos pds-operatérios. Este
fato, provavelmente ocorreu pela interacéo tecidual entre o material e o retalho.
Do ponto de vista clinico esta interacdao é importante para atenuar
micromovimentos da membrana, que poderiam interferir negativamente na
neoformacéo dssea efou aumentar os riscos de exposigdo da membrana, o que
poderia repercutir negativamente nos indices de regeneracdo éssea guiada.

(MELLONIG & NEVINS, 1995},

Esta propriedade do colageno de integrar ao tecido se deve a agéo
quimiotatica, que o mesmo exerce sobre os fibroblastos, provocando a migracao
de células sobre a barreira (TAWILL et al.,, 2001). Além desta explicacao para a
n&o visualizagdo da membrana, também bodemos aceitar que a membrana tenha
sofrido reabsorcac ou mesmo tenha sido deslocada juntamente ao periésteo

durante a obtencéo dos segmentos dsseos, para processamento histologico.

Todos os defeitos foram protegidos com o mesmo tipo de membrana
com o intuito de compararmos unicamente ¢ efeito do preenchimento sobre o
processo de regeneragdo Ossea guiada, sem a interferéncia da natureza da

barreira fisica.

Num trabalho de metodologia similar a esta, RABELO (2001) realizou

um estudo comparativo de preenchimentos dsseos sobre o processo de R.O.G.
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em defeitos perimplantares do tipo fenestracdo, em fémur de coelhos. Os
defeitos foram preenchidos de acordo com o grupo estudado, com vidro bioativo
(grupc Perioglas), matriz 60ssea humana liofilizada (grupo Dembone), osso
autdgeno (grupo 0sso) e preenchimento por coagulo (grupo coagulo). Todos os
defeitos foram protegidos com membrana de celulose. Os animais foram
sacrificados em periodos de 3 e 6 semanas. Dados histométricos revelaram
melhores resultados de neoformacéo 6ssea nos grupos Dembone e osso. Este
resultado, demonstra que os grupos que receberam preenchimento
apresentaram methores indices de neoformacao dssea, do que o controle
{somente coagulo), e isto nos da indicios de gque em nosso experimento 0s
indices de necoformacdoc 0ssea se devem aos tratamentos aplicados e ndo a

capacidade regenerativa das lesbes criadas.

Nossos resultados da analise histologica revelaram total preenchimento
osseo dos defeitos, nos trés grupos do experimento, ou seja, tanto para o
preenchimento dos defeitos com osso autégeno, como para BMP e para MOB,
indo ao encontro dos dados encontrados na literatura (MASSIMO et al, 19897;
UEDA ef al, 1999). No periodo pbs-operatério de 21 dias a avaliacao histologica
revelou preenchimento 0sseo de todos os defeitos perimplantares, com maior
maturagéo Ossea, no periodo pés-operatério de 42 dias, nos trés grupos
estudados e a avaliagdo histometrica revelou um maior indice de neoformacéo
bssea no periodo de 42 dias, com diferenca estatistica significante para os trés

grupos, quando comparados aos resultados do primeiro periodo. Além disso ainda
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havia existéncia de espacos medulares e disposicao superficial dos osteoblastos
indicando que a atividade osteogénica continuava presente. Estes aspectos
histologicos, embasados nos trabalhos de LINDE et al (1993), nos permite afirmar
gue o periodo de seis semanas pode ter sido insuficiente para que observassemos

a completa regeneracao éssea.

Outro aspecto relevante da andlise histologica foi a presenca de tecido
conjuntivo fibroso na regiao da interface osso/implante, que diminuiu de espessura
no final do segundo periodo pos-operatério, sugerindo que sua presenga se
justifica por termos estudado periodos pés-operatdrios curtos para que se
observasse a osseointegracao. Este fato também foi constatado no trabalho de

RABELO (2001).

OLIVEIRA et al. (1999) avaliaram a mesma marca comercial de MOB
utilizada neste estudo. Concluiram que o osso cortical bovino desproteinizado
promove uma resposta tecidual semelhante a implantacéo de osso autégeno,
podendo portanto, ser usado como material de preenchimento ésteo-substituto e

como carreador das proteinas morfogenéticas do 0sso0.

No periodo pos-operatoério de 21 dias a avaliagao histométrica revelou
um maior indice de neoformacéo Ossea para o grupo BMP, porém com diferenca
estatistica somente em relagéo ao grupo MOB. Também foi observada uma maior

variacdo dos indices de neoformagio oOssea, dentro dos periodos de sacrificio,
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para o grupo MOB, que no primeiro periodo apresentou o menor indice, mas ao
final do periodo de 42 dias, superou o grupo controle e se igualou ao grupo BMP.
Este resultado pode sugerir atividade osseoindutora da BMP e osso autdgeno no

periodo inicial, causando maior neoformacéao 6ssea neste periodo.

Os resultados histométricos deste trabalho tambem evidenciaram maior
indice de neoformacéao dssea para o grupo BMP, quando comparado aos outros
grupos no periodo pos-operatério de 42 dias, porém sem diferenga estatistica
significante. Indo ac encontro dos resultados encontrados por UEDA (1999), que
constatou uma justaposicéo intima do osso neoformado a superficie de implantes
em que tratou defeitos tipo fenestracdo, com o mesmo composto BMP-HA, que
utilizamos, e concluiu que o composto BMP-HA apresenta excelente
comportamento biolégico como agente osseoindutor e qué a hidroxiapatita
microgranular utilizada possui caracteristicas viaveis de ser carreador da BMP na

neoformacéo ossea.
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7. CONCLUSAO

A avaliacdo histolégica e histométrica do tratamento de defeitos
dsseos perimplantares tipo fenestracao, através da utilizacado de matriz dssea
bovina desmineralizada e proteina 0ssea morfogenética, associadas a técnica
de regeneracdo oOssea guiada, com membranas reabsorviveis, diante da

metodologia empregada, permite afirmar que:

1. A Proteina 6ssea morfogeneética induziu maior neoformagao Ossea
no periodo inicial do reparo (21 dias) do que a matriz éssea bovina

desmineralizada.

2. A Proteina oOssea morfogenética e a matriz 6ssea bovina
desmineralizada empregadas comprovaram sua eficiéncia como
substitutos 6sseos, uma vez que apresentaram resultados similares

ao osso autdégeno.

3. O indice de neoformacgao 6ssea no periodo de 42 dias foi superior
com diferenca estatistica significante para os trés grupos, quando

comparados aos resultados do primeiro periodo.
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ANEXO 2

No |CAQ! TIBIA |GRUPO|PECA | COUNT/#
1 1 D AUT21| 1b 42
2 1 D AUT21] 1b 40
3 1 D AUT21] 1b 45
4 1 E AUT 21 1f 30
51 1 E AUT 21 if 32
& 1 E AUT 21 1f 34
712 D AUT211 1x 41
g1 2 D AUT21] 1x 42
91 2 D AUT 21| 1x 42
101 2 E AUT 21 1 33
1] 2 E AUT 21 1 40
2] 2 E AUT 21 1 34
131 1 D BMP 211 2p 45
141 1 D BMP 21, 2p 41
151 1 D BMP 21, 2p 41
16 1 E BMP21| 2v 40
171 1 E BMP 21| 2v 33
i8] 1 E BMP 21| 2v 34

191 2 D BMP21{ 2k 42

20| 2 D BMP 21| 2K 47

21| 2 D BMP 21, 2k 44

22| 2 E BMP 211 2q 43

23] 2 E BMP21: 2q 47

24| 2 E BMP21 | 2q 46

251 1 D MOB21| 3i 33

281 1 D MOB211 3i 26

271 1 D MOB21| 3i 29

281 1 E MOB 21| 3c 30

291 1 E MOB21| 3c 28

3071 E MOB21| 3c 25

31 2 D MOB21| 3r 30

321 2 D MOB21] 3r 32

33! 2 D MOB21:! 3r 35

34 2 E MOB21! 3g 32

35 2 E MOB21] 3g 35

B 2 E MOB21] 3g 32

371 3 D AUT 42| 4j 50

381 3 D AUT 42 | 4] 50

3@ 3 D AUT 42 | 4 42

40 3 E AUT 42| 4a 54

411 3 E AUT 42| 4a 50

421 3 E AUT 42| 4a 55

431 4 D AUT 42| 4v 53

44 4 D AUT 42 | 4v 52

451 4 D AUT 42| 4v 50

44! 4 E AUT 42| 4n 55
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No | CAO | TIBIA |GRUPO | PECA | COUNTH#
47 4 E AUT 42 | 4n 55
481 4 E AUT42 | 4n 51
491 3 D BMP 42 | 50 59
50 3 D BMP 42| 5o 68
51 3 D BMP 42! 5o 68
52: 3 E BMP 42| 5h 56
531 3 E BMP 421 5h 54
541 3 E BMP 42 5h 53
561 4 D BMP 42 | 5t 59
561 4 D BMP 421 & 58
571 4 D BMP 42 5t 56
58 4 E BMP 42! &5 54
591 4 E BMP 42 5s 57
60: 4 E BMP 42| b5s 59
611 3 D MOB42] 6l 54
62, 3 D MOB 42! 8l 54
63! 3 D MOB 42| 6l 54
64: 3 E MOB42| Em 59
651 3 E MOB 42| ém 58
661 3 E MOB 42| 6m 55
67: 4 D MOB 42| &e 81
68 4 D MOB 42| 6e 59
69| 4 D MOB 42| 6e 62
70| 4 E MOB 42| 6d 57
71| 4 E MOB 42| 6&d 58
721 4 E MOB 42| 6d 55
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ANEXO 3

No | CAO | GRUPO | Periodo nfo

1 1 AUT 21 42 333
4 1 AUT 21 32,000

7 2 AUT 21 41,667
10 2 AUT 21 35 667
13 1 BME 21 42 667
16 1 BMP 21 356687
19 2 BMP 21 44 333
22 2 BMP 21 45333
25 1 MOB 21 29333
28 1 MOB 21 27,667
33 2 MQOB 21 32,333
36 2 MOB 21 33,000
39 3 AUT 42 47 333
42 3 AUT 42 53,000
45 4 AUT 42 51,667
48 4 AUT 42 53,667
51 3 BMP 42 65,000
54 3 BMP 42 54 333
57 4 BMP 42 57 687
60 4 BMP 42 56,667
63 3 MOB 42 54 000
66 3 MOB 42 57.333
69 4 MOB 42 60,667
72 4 MOB 42 56,667
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