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RESUMO E ABSTRACT



RESUMO

O desenvolvimento de materiais que possam induzir a necformacéo
de tecido Osseo perdido evita a necessidade de uma segunda cirurgia para
obtencéo de enxerto 6sseo autdgeno. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
analisar histologicamente © efeito de dois tipos de malrizes dsseas
desmineralizadas, sobre 0 prcéesso de reparo 0sseo em calvaria de coelhos.

Foram utillizados dezoito coelhos e em cada calvaria foram
preparadas duas cavidades osseas cirrgicas, sendo uma do lado direito e a
outra do lado esquerdo da sutura parietal. As cavidades do lado esquerdo foram
ytilizadas como controle e preenchidas apenas com sangue do animal. No
grupo |, as cavidades do lado direito foram preenchidas com uma maitriz 6ssea
desmineralizada de origem bovina (OSSEOBOND®). No grupo i, as cavidades
do lado direito foram preenchidas com uma matriz ossea desmineralizada de
origem humana (DEMBONE™). Os animais foram sacrificados nos periodos
pds-operatdrios de 3, 7 ¢ 15 semanas.

A analise das amostras sob microscopia &tica revelou gue no grupo |
as particulas foram reabsorvidas mais rapidamente que no grupo ll. Nos
periodos de 7 e 15 semanas a neoformacgéo ossea fol melhor nos grupos | e il
em relacdo as cavidades de confrole. Nos grupos |, I e nas cavidades controle
a neoformacao Ossea foi melhor evidenciada apds 15 semanas, apesar de nio

ter ocorrido regeneraco 0ssea completa em nenhum dos grupos estudados.



ABSTRACT

The development of materials that can substitute lost bone tissue
avoid the necessity of a second surgery to remove an autologous bone graft.
Therefore, the aim of this study was to histologically analysis the effect of two
different demineralized bone matrix on the bone regeneration process in rabbits
skulls.

Eighteen rabbits were used, and on each calvaria two surgical bone
defects were created, one on the right side and the other on the left side of the
parietal suture. The cavities on the left side were used like control and filled just
with the animal biood. In group |, the cavities on the right side were filled with a
bovine demineralized bone matrix (Osseobond). in group li, the cavities on the
right side were filled with a human demineralized bone matrix {Dembone). The
animals were sacrificed in postoperative period of 3, 7, e 15 weeks.

Histologic analyses of the specimens on light microscope revealed
that in group | the particles were reabsorbed faster than in group 11, as seen after
3 and 7 weeks. After 7 and 15 weeks bone repair was better in group l and li, in
cortrast with control cavities. Group [, 1l and conirol cavities had better bone
repair after 15 weeks despite, although there was not complete bone repair in

none of the groups.
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Fig. 6. VisGo panoramica da cavidade dssea cirdrgica. Observar a
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Fig. 11,

Observar a presenga de osso neoformade (ON) junto a
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Fig. 14
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Fig. 15. Obsearvar o tecido 6sseo neoformado (ON) bastante celularizado
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Fig. 20. Visgo panoramica da cavidade Ossea cirdrgica. No centro da
cavidade uma peguena quantidade de tecido conjuntive denso
(TCD) impede que as projecBes de tecido 6sseo neoformado

{ON) se encontrem. Grupo i, 15 semanas.

H.E. 2,5x 111

Fig. 21. Observar particulas (P) em reabsorcio proximas a uma ilha de

tecido 6sseo neoformadoe (ON) circundada pelo tecido

conjuntivo denso (TCD). Grupo §i, 15 semanas. H.E. 10x 113
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1. INTRODUCAOQ

A reconstrucdo ossea & um desafio didrio para o cirurgidio buco-maxilo-
facial envolvido em traumatologia, patologia, cirurgias ortognaticas e pré-protéticas
para a reconstrugdo de defeitos Osseos. A historia de enxertos Osseos na
reconstrugdo de tecido perdido por trauma, infeccfio, doenga neoplésica ou
degenerativa e anomalias congénitas € bastarte antiga. Mais de um século se
passou desde que SENN>? (1889) relatou que o enxerto de 0sso desmineralizado
de tibia de boi, em defeifos cirlrgicos na calvdria de cées, poderia ajudar na
neoformac8o oOssea, pois © processo de desmineralizacdo diminuiria a
cortaminacio do enxerto (MULLIKEN & GLOWACKI™®, 1980). Entretanto, ha
pouco mais de trés décadas entendeu-se a natureza deste fendmeno, a comegar
pela demonstragéo original de URIST®, em 1965, que analisou a neoformacio
dssea a partir do enxerto de diferentes preparacgbes de osso desmineralizado e
linfiizado em sitios heterotdpicos, principaimente musculos, de diversos animais
de laboratério demonstrando a formacao de tecido dsseo.

0 tecido 6sseo é capaz de se reparar através de um processo normal
de remodelacio. O processo de reparo que ocorre por aposicio scbre o 0sso do
hospedeiro &€ denominado osseoconducdo. Na osseocondugdo as células
psteogénicas do osso pré-existente sdo responsaveis pela neoformacao Ossea.
Cutro tipo de processc de neoformacido dssea, chamado osseoinducio, ocorre
quando células mesenquimais indiferenciadas do hospedeiro sfo induzidas a se

diferenciar em céluias osteogénicas. Estas células passam a formar tecido dsseo
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mesmo quando este ndo existia originalmente naquele local. O conhecimento da
possibilidade de uma matriz 6ssea desmineralizada ser capaz de induzir ceélulas
mesenquimais a se diferenciarem em ostecblastos in vivo, resultou em fentativas
de se ufilizar esse material, obtido de doadores humanos, principaimente em
defeitos 0sseos onde o repare espontaneo ndo ocorreria normaimente. (URIST"S’,
1965; REDDI & HUGGINS®, 1872; GLOWACKI ef al %, 1981b).

Os trabalhos iniciais de URIST® (1965) & REDDI & HUGGINS® (1972)
demonstraram a evidéncia dos enxertos Osseos poderem ser utilizados com
sucesso para auxiliar no reparo de defeitos Osseos. Além disso, estes frabathos
ajudaram a esclarecer os eventos que ocorrem durante a indugdo da neoformacgéo
pelo 05s0 desmineralizado e liofilizado. Este fato causou um aui'nento no interesse
de se avaliar diferentes tipos de materiais que possam atuar como indutores de
neoformagao déssea. Contudo, os materiais para enxerfo 6sseo que t&m sido
tentados nas décadas recentes néc obtiveram sucesso, provaveimente em funcéo
da caréncia de propriedades osteogénicas e osseoindutoras (BOLANDER &
BALIAN®, 1586).

0O enxerfo 6sseo € classificado como autdgeno quando o doador e ¢
receptor s&o o mesmo individuo, ou seja, é removido do prdprio paciente. Este tipo
de enxerio tem se mostrado a melhor alternativa para as cirurgias faciais
reconstrutivas, ortognaticas e de implantes osseointegrados. Na década de 80, o
tnico método confidvel para a reconstrugdo dos grandes defeitos 6sseos dos
maxilares utilizava enxerto 6sseo autogeno, que geralmente era retirado da crista

iliaca (FRAME'?, 1980). Quando a guantidade necessaria de enxerto é pequena,
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as regides refromandibular, mento, e tuberosidade maxilar podem ser as areas
doadoras. Segundo GOLDBERG & STEVENSON® (1987), o osso autbgeno
medular € o melhor tipc de enxerto que existe pois causa pouca inflamacao,
apresenta revascularizacio mais rapida, maior potencial de osseoinducdo e
osseoconducao, e consequentemente uma remodelacdo em menor espacgo de
tempo. Apesar do osso autdgeno permanecer como © melhor material para o
enxerto osseo (PIATTELL! ef al® 1996), vérios enxertos Gsseos tém sido
propostos para evitar a morbidade do sitio doador e aumento do tempo operatbrio
(FRAME, 1980'"; DUPOIRIEUX ef al.'* 1994). A principal desvantagem do
enxerio autégenc é a cirurgia adicional na drea doadora do paciente, com
possibilidade de causar excessiva perda sanguinea, pneumaférax, infecgdo da
ferida, dor cronica, parestesia, cicatrizes, dificuldade de movimentagéo e
desconforto adicional (GLOWACKI ef al ™, 1981b; GRILLON ef al®* 1984). Além
disso, existe relato na literatura que demostra o enxerto de ossc medular fresco
associado com reabsorgao radicular (DRAGOQO & SULLIVAN®, 1973).

| Para uma larga aceitacho clinica, o enxerto 6sseo ideal deve ser
biocompativel, ter boas propriedades mecanicas e demonstrar osseoinducdo ou,
pelo menos, osseocondugdo (DUPOIRIEUX ef al' 1994). O osso
desmineralizado e liofilizado tem alguns destes requisitos, mas também apresenta
desvantagens como a sua forma e o fato de ser homdgeno ou heterégeno
(BOWERS ef al.”, 1891). O tamanho de suas particulas iimita a quantidade de
aposicdo coronal do osso disponivel em defeitos horizontais. Qualquer presséo

leve do tecido pode deslocar o material enxertado.
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Os enxertos Osseos sdo classificados como homoégenos quando
removidos de um doador que pertenca a4 mesma espécie do receptor. O enxerto
de osso homégeno desmineralizado tem demonstrado ofimos resultados em
cirurgia buco-maxilo-facial, implantodontia, e periodontia. Clinicamente, estes
enxertos oferecem as vantagens de uma resposta rapida no reparo de defeitos
bsseos e a habilidade de induzir uma apreciavel neoformacgéo 6ssea (FREEMAN
& TURNBULL'™ 1977; MELLONIG et a/® 1981a; MELLONIG et al®, 1981b;
QUATTLEBAUM ef al™® 1988; PIATTELLI ef a/® 1996; REYNOLDS &
BOWERS’, 1996; LA FONTAINE & PINTO™, 1997; RADAELLI & RADAELLI®
1997).

Alguns fatores desfavoraveis como o alio c:x_xstcs\,w a dificuidade de
obtencé&o de osso humano em gquaniidade vidvel, o risco de transmissio de
doengas, e a proibigio de comercializacio de tecidos humanos em varios paises,
levaram a necessidade de se desenvolver uma matriz 0ssea desmineralizada de
origem animal. Os enxertos heterégenos s&o aqueles obtidos de um doador de
espécie diferente do receplor, e quando passam pelos processos de
desmineralizacdo e liofilizacdo, ndo tém demonstrado qualquer evidéncia de
rejsicdo. Além disso, também sfo capazes de promover osseoindug.éo e
apresentar bons resultados (MULLIKEN & GLOWACKI®, 1980; ALPER et ai?,
1989; RADAELLI & RADAELLI®, 1997; TAGA ef a/™, 1997).

A colocagéo de implantes em osso atréfico pode ser um dos maiores
problemas na implantologia oral, pois ¢ 0sso deve ser de comprimento, espessura

e qualidade ideais para receber o implante. O enxerto de osso, homégeno ou
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heterbgeno, desmineralizado e liofilizado tem sido utifizado associado 3
membranas para o preenchimento de defeitos dsseos adjacentes a implantes
dentarios (RUTHERFORD ef a/., 1992; BECKER ef /% 1996; PIATTELLI ef al.?,
1996; LA FONTAINE & PINTO®, 1997).

Dutro grande avanco na pesquisa do reparo 0sseo € o isclamento de
fatores da matriz dssea desmineralizada que poderiam induzir a formacéo Ossea
como o fator Gsseo indutivo, ¢ as proteinas 6sseas morfogenéticas produzidas por
genes clonados de moléculas osseas, como a BMP-1, BMP-2A, BMP-2B ¢ BMP-3
ou, Osteogenin (WOZNEY et a/.%, 1988). Entretanto, alguns trabalhos sugerem
que estes fatores devem ser combinados com um derivado de matriz 6ssea para
iniciarem precocemente a cascata de diferenciagéo ossea, propiciando melhores
resultados (BOWERS et af’, 1991). Por isso, mais estudos ainda precisam ser
realizados com © objetivo de estabelecer quais proteinas ou fatores sé&o
responsaveis pela atividade osseoindutiva do 0sso desmineralizado. Alem disso,
algumas destas profeinas, que tém a capacidade de promover a diferenciagao
celular, possibilitando a regeneracdo tecidual, podem ser alteradas durante o
processamento do material (SHIGEYAMA ef al™, 1985, SCHWARTZ ef al”
1996).

As pesquisas em relacBo aos biomateriais para enxerto dsseo tém
demonstrado resultados bastante promissores, no sentide de evitar uma segunda
cirurgia para remogéo de enxerto autdgeno e consequentemente diminuir a
morbidade, facilitar o procedimento e desenvolver um material que satisfaga todos

o8 critérios de um enxerto 0sseo ideal. Por outro tado, a literatura pertinente ac
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tema ainda relata confrovérsias em relagao ao tipo de material que deve ser

utilizado demonstrando, evidentemente, que este assunto ndoc esta

completamente elucidado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

URIST®, em 1965, apés 70 experimentos com matriz Ossea
desvitalizada e descalcificada, demonstrou suas evidéncias a favor da teoria da
osseoinducdo. Matrizes Osseas desmineralizadas em diferentes tipos de acidos,
foram implantadas em sitios heterotdpicos, mais precisamente bolsas
intramusculares de quase 300 animais, defeilos 6sseos na ulna de 10 coelhos,
vértebra lombar de 3 cées, e defeitos dsseos de deformidades esqueletais de 21
humanos. Os efeitos destas matrizes 6sseas desmineralizadas foram avaliados
através de radiografia e histologia. Assim, o autor observou que o inicio do
depdsitc de tecido dsseo neoformado ocorria por volta de 4 a 6 semanas apés ©
enxerto das matrizes. Enlre 8 e 16 semanas podia-se observar 0sso necformado a
partir do tecido conjuntivo, associado a vascularizacio, calcificacdo e reposicéo de
cartilagem tlipicamente de ossificagdo endeocondral. As células osteogénicas
haviam se derivado de células mesenguimais indiferenciadas proliferadas do sitio
receptor @ ndo do enxerto. Desta forma, a matriz desmineralizada em HCI
demonstrou ser um excelente material para o enxerto ésseo.

Em 1672, REDDI & HUGGINS® descreveram o preparo de matriz
6ssea desmineralizada de osso parietal e de 08505 longos de ratos adultos, ¢
demonstraram a trahsformagéo de fibroblastos em osteoblasios, em sitio
heterotdpico, a partir do enxerto desta matriz em bolsas no abdome, i0rax e pibis

de ratos. Este trabalho consistiu no enxerto de quantidades padronizadas de
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matriz Gssea em tecidos subcutdneos de ratos jovens, com o objetivo de se
desenvolver um método reproduzivel, rapido e quantitativo da fransformacao de
fibroblastos em condroblastos e osteoblastos, e diferenciar as suas interrelacbes
nas sequéncias biologicas. O exame histologico demonstrou uma ossificagéo
endocondral indiferentemente da origem embrioclogica do osso utiizado para a
obtencéo da malriz ssea desmineralizada. Entretanto, cbservou-se uma maior
formacdo de cartilagem na matriz de osso femural, em relagde & quantidade
formada a partir da matriz de osso parietal. A itransformacdo celular ocorreu
exclusivamente no centro do enxerto onde a espessura apresentava-se maior. A
mudanca do fendtipe de fibroblasios para ostecoblastos foi considerada uma
transformacac estavel.

De acordo com FRAME' em 1980, existia um grande interesse no
desenvolvimento de materiais que pudessem auxiliar no reparo 06sseo e
apresertar os mesmos resultados dos enxertos autdgenos. Entretanto, um
problema persistente era encontrar um modelo animal adequado para a pesquisa
destes materiais. Os animais grandes necessitam de maiores espacos, s&0 mais
caros para se manter e dificeis de se anestesiar. A calvaria de coelhos tem sido
bastante utilizada nestas pesquisas. Neste estudo, foram testadas histologica e
radiologicamente cavidades 0sseas de 5, 10, 15, e 20mm em periodos de 24 e 36
semanas. As cavidades de 5 e 10mm tiveram reparo 9sseo espontdnec com
fechamento completo apds 24 semanas. As cavidades de 15 e 20mm n&o
apresentaram diferenca estatisticamente significante na neoformacio Ossea em

24 ou 36 semanas. Desta forma, a cavidade 6ssea cirurgica ideal em calvaria de
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coelho deve apresentar 15mm de didmetro quando o maior periodo para sacrificio
& 24 semanas.

O enxerto Gsseo auidgeno é a melhor opcdo para reconstruches,
entretanto, apresenta desvantagens como a morbidade do sitio doador, a
quantidade limitada disponivel em criangas, o contorne imegular, e a quantidade
imprevisivel de reabsor¢do. MULLIKEN & GLOWACKI® {1980) realizaram um
estudo com o objetive de avaliar o potencial de osteogénese induzida dos
snxertos dsseos desmineralizados na regi@o cranio. No grupo | estas cavidades
foram realizadas nos ossos parietais de ratos e preenchidas com enxerios em
segmentos ou particulados, de osso fresco, de osso liofilizado mineralizado, ou de
0550 desmineralizado, No grupo Il os enxertos foram reaiizadcs_ sobre o cranio ou
pS30$ nasais, com 0sso desmineralizado particulado, ou formandoc uma ponte
sobre o musculo temporal do zigoma até o frontal. As cavidades controle foram
apenas irrigadas com solucdo de Ringer lactado e permaneceram vazias mesmo
apds 6 meses. As cavidades preenchidas com enxerto de osso fresco tiveram uma
reparagdo rapida. Os enxertos hofilizados mineralizados falharam em reparar as
cavidades Osseas que permaneceram preenchidas por tecido fibroso. Por outro
lado, as cavidades preenchidas com discos de 0sso desmineralizadoe tiveram um
rapido reparo 6sseo. A sequéncia histolégica de reparo Ossec por formacso
endocondral foi igual mesmo quando se utilizou enxerto de 0ss0 membranoso, ou
de origem humana nos ratos. Houve formacdo Ossea heteroidpica na regido
fronto-nasal e umng ponte dssea foi construida do zigoma até o frontal no segundo

grupo de ratos. Os autores concluiram que o fendmeno de osteogénese induzida
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n&o é espécie especifico pois mesmo quando © osso particulado desmineralizado
originou-se de espécie diferente, houve indugio de reparo ¢sseo em defeitos
esqueletais na regido cranio-facial de ratos.

GLOWACKI! et al.”', em 1981, realizaram um estudo com o objetivo de
guantificar a osteogenese induzida pelo osso particulado desmineralizado. Neste
estudo eles avaliaram enxertos oOsseocs homodgenos mineralizados ou
desmineralizados, com particulas de tamanho comparavel. Para isto, cavidades
osseas de 4mm foram realizadas em calvaria de ratos e preenchidas com osso
homogeno particulado, osso particulado desmineralizado, cinza de 08s0, 08s0
inorgénico, hidroxiapatita, ou foram deixadas vazias. As cavidades do grupo
controle permaneceram preenchidas por tecido fibroso mesmo apds 6 meses.
Quando se utilizou osse particulade desmineralizado, todas as cavidades iniciaram
0 reparo Osseo apds 2 semanas. Os melhores resultados ocorreram com as
particulas menores, provavelmente em funcdo de apresentarem uma maior area
de superficie e induzirem mais formagdo 6éssea. Quando se utilizou osso
particulado mineralizado, apenas uma cavidade mostrou evidéncia de reparo
Osseo apds 6 semanas. Os outros matenais apresentaram reabsor¢go gradual e
estavam rodeados por celulas multinucleadas. Os autores concluifram que este
tipo de modelo pode ser Gtil para o estudo do ciclo de vida de células envolvidas
na sintese ou na reabsorco dssea, assim como os efeitos de hormbnios e drogas
neste processo.

GLOWACKI ef al®, em 1981, avaliaram clinicamente a aplicacio dos

principios bioldgicos de osteogénese induzida em defeitos cranio-faciais de
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humanos, congénitos ou adguiridos. Os resultados demonstraram que o osso
homoégene desmineralizado induz a ostecgénese em humanos e pode ser
aplicado com vantagens sobre os métodos convencionais. O fato de se acreditar
em osseoindugdo ocorre em funcBo de outros trabathos experimentais
demonstrarem este processo em sitios heterotdpicos, os pacientes acompanhados
por exames radiograficos demonstrarem reparo 6sseo uniforme e de forma
centrifuga, e a impossibilidade de ocorrer osseccondugio em grandes sitios. Os
autores observaram vantagens clinicas como o rapido reparo 6sseo dos defeitos
esqueletais, a habilidade de induzir grandes quantidades de neoformacdo, a
guantidade ilimiada de material, e 0 falo de evitar-se a remocado de enxerto
autégeno. Entretanto, maior tempo de proservacao é necessgfrio para avaliar a
reabsorcio deste osso neoformado.

A utilizagdo de enxerto de 0ss0 homodgeno desmineralizado foi avaliada
clinicamente por MULLIKEN ef af™ (1981) em 44 pacientes com deformidades
cranio-maxilo-faciais congénitas ou adquiridas. Estes autores relataram como
dificuldades nestes tratamentos a quantidade limitada de osso autdgeno,
principalmente em criangas, e a reabsorgdo do osso enxertado, quando utilizado
para estabilizar segmentos mobilizados, aumentar o conforno Gsseo, ou mesmo
construir uma nova arquitetura esqueletal. Trés meses apds a cirurgia, trinta e
uma, das trinta e cinco regides que podiam ser avaliadas clinicamente, estavam
reparadas. No exame radiogréfico trés das dezenove regibes avaliadas estavam
reparadas antes de trés meses. Qutras onze regites estavam reparadas apos seis

meses; as outras cinco regides ndo estavam reparadas radiograficamente apgds
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seis meses, mas estavam estaveis ao exame fisico. O indice de infeccéo foi
comparavel com os indices encontrados para enxerto autégeno. A reabsorgéio
ocorrey em quatro pacientes, um que recebeu enxerto particulado, e trés que
receberam enxerto cortico-medular. A bidpsia obtida de quatro pacientes
demonstrou ossifica¢o endocondral. A partir destes resultados concluiu-se gue o
uso deste tipo de enxerto diminui o tempo de cirurgia, o tempo de recuperacéo e a
permanéncia no hospital pois evila a remocao de enxerto autégeno.

Em defeifos Osseos periodontais, as esquirolas de osso autdgeno, o
osso autdgeno triturado, o 0sso homogenc mineralizado e liofilizado, e 0 0sso
homogeno desmineralizado e liofilizado, demonstraram ser potencialmente viaveis
come enxerios. Por isso, MELLONIG ef al® em 19811 investigaram as
habilidades de neoformacéo 6ssea destes enxertos em cavidades de 2,5mm na
calvaria de cobaias, comparando-as através da incorporagéo de um radionuclideo
chamado estroncio-85. Os resultados do experimento sugeriram gue o enxerio de
o0sso homogeno desmineralizado e liofilizado é um enxertc de alto potencial
osteogénico. Isto deve estar relacionado ao componente quimico da matriz 6ssea
indicado como proteina &ssea morfogenética. N&o houve diferenga entre o
potencial osteogénico dos enxerfos autégenos. Entreianto, estes enxertos
demonstraram um potencial osteogénico significativamente menor que a matriz de
o550 autdgeno desmineralizado.

Continuando a mesma linha de pesquisa, MELLONIG ef a/., em 1981,
compararam histologicamente a neoformac@o 6ssea induzida pelos seguintes

enxertos: osso homégeno desmineralizado e liofilizado, osso homdgeno
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mineralizado e liofilizado, esquirolas de osso autbgeno, e osso autdgeno friturado.
Para isto, os autores realizaram cavidades de 2,5mm na calvéria de cobaias onde
camaras porosas de nylon n&c absorvivel foram colocadas apds seu
preenchimento com um dos materiais de enxerto. Os resultados sugeriram que o
0880 homogenc desmineralizado e liofilizado é um material de enxerto com alto
potencial osteogénico. Os enxertos de esquirclas de osso autdgeno e de osso
triturado produziram a maior neoformacéo dssea apds © 0ss0 desmineralizado,
ndo havendo diferenca entre o potencial osteogénico dos dois materiais. A
neoformacao Ossea induzida pelo osso homdgeno mineralizado e liofilizado
ocorreu em nivels bem menores que a induzida pelos outros enxertos.

Segundo EINHORN et al'® (1984), a perda aguda de segmento de
diafise em ossos longos € um problema cirdrgico significativo. Estes autores
estudaram © reparo de defeitos dsseos segmentares induzido por mairiz éssea
desmineralizada. Os objetivos eram estabelecer um modelo de estudo para o
reparo de segmentos, induzir o reparo 6sseo no defeito através do enxerto de uma
matriz 6ssea desmineralizada, e medir as propriedades biomecanicas do 0ss0
induzido. Defeitos femurais de 6mm foram cirurgicamente realizados em rafos. As
amostras foram avaliadas por exame fisico, radiogréfico e testes biomecanicos.
Os testes biomecanicos indicaram que o osso neoformado apresentava 35% da
resisténcia & torgdo e 65% da absorgdo de energia do 0sso normal, além de uma
maior capacidade de deformacdo sob carga. O tratamento de _defeitos

segmentares com o enxerto de matriz éssea desmineralizada proporcionou uma
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alta incidéncia de unido através da osseocindugéo com propriedades equivalentes
aquelas observadas nos estagios iniciais do reparo de fraturas.

O reparo 0ssec em ulna de coelhos foi estudado por BOLANDER &
BALIAN® em 1986, onde defeitos segmentares foram preenchidos com matriz
dssea desmineralizada, matriz associada a proteinas dsseas morfogenéticas, e
osso autogenc da crista iliaca. Nenhum defeitc do grupo controle apresentou
reparc 0sseo, por outro lado todos 0s defeifos gue receberam enxerto
apresentaram reparo 0ssen. Nos testes biomecanicos, as uinas que receberam
matriz 6ssea desmineralizada apresentaram-se menos resistentes que as ulnas
sem defeito, mesmo apos 12 semanas de pds-operaidrio. Entretanto, a resisténcia
das ulnas com enxerto de matriz 6ssea desmineralizada e com enxerto autégeno
foi similar. O grupo gue se apreseniou mais resistente entre os grupos gue
receberam enxerto foi a associacdo de matriz 6ssea desmineralizada e proteinas
osseas. A matriz Ossea desmineralizada pode ser uma aliernativa vigvel para os
enxertos autdgenos. A associagdo com proteinas Gsseas morfogenéticas tormou
este tipo de erxerto mais atrativo ainda.

Desde a descoberta da osseoinducdo em sitio heterotdpico através do
enxerio de matriz éssea desmineralizada particulada, este material tem se tornado
o modelo favorito para o estudo da inducdo de neoformacio Ossea. GENDLER™,
em 1986, avaliou uma matriz de ossc em segmentos que receberam perfuragdes
de 0,25mm sob aita rotacdo, e entdo, foram desmineralizados, e implantados no
subcutaneo de ratos. Os resultados demonstraram que o mecanisimo de agéo

deste tipo de enxerto parece ser similar ao de outras formas de matrizes

26




desmineralizadas. As ceélulas mesenquimais indiferenciadas, apos o contato com a
matriz, iniciaram a proliferacio e mudaram seu fenédtipo transformando-se em
cartilagem que foi substituida pela osteogénese endocondral até a completa
reabsorcio da matriz e sua reposicdo por tecido 8ssea neoformado.

Depois de vérios anos de estudo, e tendo realizado diversos
experimentos em cdes analisando a biologia dos enxerios Osseos corticais,
medulares, autdgenos e homoégenos, GOLDBERG & STEVENSON® (1987),
publicaram um irabalho descrevendo a sequéncia de evenios biologicos e o
destine destes enxertos 0sseos. Um enxerto 6sseo de qualquer natureza, até a
sua incorporagdo final, passa por diferentes fases que séo didaticamente dividas
em inflamag&o, revascularizagdo, osseoinducdo, osseocondugdo, e finalmente
remodelacéo para formar uma estrutura biolégica e mecanicamente viavel. O osso
autdégeno medular foi o enxerto mais apropriado para diversas situagdes, pois o
mesmo apresentou a melhor combinagé@o entre estas fases. A sua primeira
vantagem & auséncia de antigenicidade e consequentemente pequena inflamagéo.
A menor densidade em relacdo ac osso autdgeno corlical facilitou a
revascularizacdo. A maior drea de superficie e o maior numero de celulas
osteogénicas aumentaram o seu potencial de osseoindugd0 e osseocconducso.
Todos estes fatores permitiram uma remodelagdo em tempo menor € tornaram o
enxerto autdgeno medular a estrutura mais eficiente na reconstrugéo de defeitos
588808,

Existe um cerio receio com relago a antigenicidade dos enxertos de

origem humana. Aparentemente, o processo de liofilizagdo anula a antigenicidade
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do enxerto dsseo cortical homogeno. QUATTLEBAUM et al® em 1988,
realizaram um trabatho com o objetivo de determinar se anticorpos especificos
anti-HLA poderiam ser detectados em Z0 pacientes que receberam enxerto dsseo
cortical homageno liofilizado, em dois procedimentos para tratamento de defeitos
periodontais. Para isso, os enxertos foram obtidos de um doador que apresentava
antigenos HLA. Todos os procedimentos de enxertos tiveram resultados clinicos,
sem qualquer reacdo tecidual adversa. As amostras de soro colhidas dos
pacientes ap0s duas semanas, tento do primeire quanto do segundo
procedimento, foram testadas e ndc demonstraram a presenca de aniicorpos
especificos para HLA do doador. isto significa que o sistema imune humoral dos
pacientes ndo percebeu a presenca do enxertc homoégeno, portanto, néo foi capaz
de responder com anticorpos. Os autores concluiram que o enxerto dsseo cortical
homogene pode ser considerade um enxerto com auséneia clinica de
antigenicidade significante, quando utilizado em defeitos periodontais.

0O risco de transmissdo de doengas infeccipsas através de enxerlos
homobgenos & uma das desvantagens deste tipo de tratamento. Segundo BUCK ef
al®, em 1989, os pacientes que apresentam anticorpos para HIV s&o faciimente
excluidos dos programas de doacdo de 6rgdos, entretanto os portadores que
ainda ndo desenvolveram a doenga, e n&o apresentaram anticorpos repressntam
risco. Estes autores avaliaram os calculos de probabilidade envolvendo a idade
dos doadores, o risco de serem portadores do virus HIV e ndo ferem desenvolvido
anticorpos, o risco de falha dos testes laboratoriais e dos testes de necropsia, e

levou-se em conta algumas consideracdes logisticas. Os autores concluiram gue

28




quando a determinacio de anticorpos é o Unico teste utilizado para examinar os
doadores, o risco de se obter um enxerto homégeno proveniente de um doador
infectado por HIV pode ser de até 1 em 161 casos. Por ouiro lado, se os
protocolos dos bancos de tecidos s&c seguidos rigidamente, e todas as técnicas
laboratoriais s&0 realizadas, o risco diminui para 1 em 1,67 mithdes.

Com o objetive de determinar se o virus HIV reside no tecido dsseo, e
ainda, se este virus é capaz de resistir ao processo de congelamento, BUCK et
al® em 1990, realizaram um estudo a partir de amostras de vérios tecidos,
inclusive fragmentos 6sseos, de cinco pacientes HIV positivos removidas durante
a necropsia. O processo de congelamento, apesar de diminuir a capacidade de se
isolar o virus das amostras infectadas, néo evitou que o HIV fosse recuperado
apos a cultura apropriada. Desta forma, 0s processoes de liofilizag8o, utilizados nos
bancos de tecidos, ndo s8o capazes de evitar uma possivel transmiss@o quando
utitizados isoladamente, mas quando todo o protocolo dos bancos de tecideos e
todos os testes laboratoriais possiveis séo utilizados, e ainda o osso homégeno
passar pelo processo de lavagem e liofilizacdo o risco de transmisséo do HIV é de
1 em 8 milhdes.

MARX & CARLSON™ em 1993, revisaram os casos de transmisséo de
AlIDS através de enxertos homogenos e encontraram falhas na selecéo de
doadores, na esterilizacio, ou catalogacao incorreta do fecido doado. Quando as
regras apropriadas para se evitar a transmissao do virus sdo respeitadas os riscos
tornam-se basiante pequencs. Deve haver uma selecBo rigorosa dos doadores,

varios festes para anticorpos e antigenos do HIV e estudos morfoldgicos dos
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tecidos a serem doados. Os autores recomendam, ainda, gue o cirurgidic conhega
o banco de tecidos e o seu protocolo para a selec@o € excluséo de doadores,
esterilizacéo do tecido doado.

CARLSON et al™®, em 1995, revisaram a seguranca dos enxertos
osse0s hombgenos & os riscos de transmisséo do virus HIV por meio deste tipo de
tratamento. Os autores recomendam que os cirurgifes buco-maxilo-faciais que
utifizam enxertos Osseos homdgenos informem-se do protocolo de selegio,
critérios de inclus&c e exclusé@o dos doadores, além do tipo de processamento
utilizado pelo banco de tecidos. Apesar de se acreditar que os enxertos sdo
seguros, o profissional deve ter um consentimento do paciente que, sabendo do
pequeno nsco, permite o tratamento. Os bancos de tecidos d:eve_em ser controlados
por organizaches superiores, assegurar a esterilizacdo do enxerto, e manier
arquivos identificando o doador, € outras informacdes relacionadas ao enxerto. Os
hospitais precisam identificar o paciente que recebeu 0 enxerto, o nGmero do lote
do enxerto, e 0 banco de tecidos responsavel pelo processamento. E finaimente
deveria ser estabelecido um registro nacional semelhante ac que existe para
transplante de drgéos.

Segundo BARBOSA & LIMA* em 1996, o0 osso humano
desmineralizado e liofilizado foi um dos enxertos 6sseos mais utilizados nos
aiimos 10 anos. Desta forma, o enxerto a ser utilizado em procedimentos
cirirgicos odoniolégicos deve proceder somente de bancos de tecidos

credenciados pela Associacd0 Americana de Bancos de Tecidos que &
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supervisionada pela Food and Drug e Administration, Assim, a possibilidade de
transferéncia de agentes infecciosos através do enxerto torma-se desprezivel.

Tanto a osseoindugdc quanto a osseoconducdo, determinadas pelo
erxerto de mafriz Gssea desmineralizada, podem ajudar na unido de defsitos
Osseos experimentais, gue apresentam uma pobre capacidade de reparo.
ASPENBERG et al®, em 1988, avaliaram a infiuéncia desta matriz em defeffos que
apresentavam condicbes altamente favoraveis de reparo. Para isto, 6 semanas
anies do experimento os autores implantaram camaras de remog8o de amostras
de 0sso, em iibias de coelhos, que com ¢ tempo eram preenchidas pelo tecido
Gsseo do animal. Aleatoriamente, algumas destas camaras foram esvaziadas e
receberam matriz Ossea desmineralizada, obtida de coelhos doadores, cuja
capacidade de osseoinducio havia sido previamente f{estada em sitio
heterotdpico. As camaras de conirole n&o receberam qualquer tipo de
preenchimento. Apds 14 dias os contetidos dos canais de crescimento Osseo
foram removidos € analisados. As amostras do grupo conirole apresentavam
tecido Gsseo com trabeculado regular em todas secgfes. O volume de 0s8s0 no
grupo de estudo era apenas 65% do volume encontrado no grupo controle apesar
da matriz ter sido qguase completamente reabsorvida. A matriz Jdssea
desmineralizada n8o aumentou a quantidade de crescimento éssec na camara.
Isto sugere que a matriz n&o deve ser utilizada para acelerar o reparo dsseo em
circunstancias favoravsis.

A possibilidade da utilizacio de materiais que facilitem o reparo de

defeitos de ossos longos, como por exemplo fraturas com perda de substancia,
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vem sendo testada em diferentes modelos de estudo. ALPER ef al?, em 1989,
realizaram um estudo comparativo para avaliar o potencial osteogénico de pastas
de fosfolipideos, de hidroxigpatita, de matriz Ossea desmineralizada, ou da
combinacdo destes materiais, que eram colocados em defeitos dsseos criticos de
ratos. Os resulfados demostraram 16% de aumento na formagéo Gssea nos
defeitos preenchidos com pastas de matriz Ossea desmineralizada, sem diferenca
estatisticamente significante com relagdo ao tamanho da particuia, ou a diferenca
de origem da matriz. Os defeitos preenchidos com hidroxiapatita ou com
hidroxiapatita associada & matriz Ossea desmineralizada demostraram vatores
menores em relacéo ao grupo conirole e grupos onde ulilizou-se matriz Ossea
desmineralizada. O fato da matriz 6ssea desmineralizada obtida de ratos
Simonsen Albinus ser altamente indutiva em ratos Long-Evans, demonsira que as
proteinas dsseas morfogenéticas ndo s8o espécie especificas em ratos. A malriz
ossea desmineralizada induziu a formagdo Gssea e promoveu unido em defeitos
osse0s que normalmente ndo seriam reparados. Por outro lado, a hidroxiapatita
interferiv com a osteogénese, e neste estudo, ndo agiu nem mesmo COMO
osseccondutor.

Em 1988, HOPP ef al® compararam a resisténcia mecanica em
defeitos de ossos longos de coethos, tratados com diferentes enxertos 6sseos. Os
defeitos, com 10mm de comprimento, foram criados bilateralmente, entre os tergos
médio e distal de ulnas de coelhos adultos, com serra oscilatoria. Os melhores
resultados de uni@o foram encontrados no grupo onde o fragmento Osseo foi

imediatamente reposicionado, seguido do grupo que recebeu apenas matriz éssea
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desmineralizada, hidroxiapatita associada a4 matriz éssea desmineralizada, snxerto
Hsseo autdgeno cortical, enxerto dsseo cortical homogeno, grupo controle e por
Gitimo hidroxiapatita. Todos os grupos foram estatisticamente mais resistentes que
o grupe controle, com excegdo da hidroxiapatita, isto demonstrou que este
material ndo é atralivo para fratamento de defeitos segmentares, mas o grupo
onde a hidroxiapatita fol associada 2 matriz 0ssea desmineralizada teve unifio e
resisténcia a tracdo compardveis aos do grupo onde a matriz foi utilizada
isoladamente. Os resultados demonsiraram ainda que a matriz  dsses
desmineralizada pode ser favoravelmente comparada tantoc em unido, quanto em
resisténcia a frac@o aos enxertos autdégenos corticais e pode ser ulilizada com a
mesma finalidade.

MARINAK et al™, em 1989, testaram a ossecindugdo de matrizes
dsseas desmineralizadas, de origem humana, preparadas por dois métodos
diferentes, em sitio heterotdpico de ratos. No grupo |, 0 osso humano particulado
foi desmineralizado pelo protocolo descrito por REDD! & HUGGINS®, em 1972,
enguanto no grupo It a desmineralizag@o foi realizada com o método descrito por
URISTY (1965). No grupo Hl utilizou-se osso mineralizado e o grupo IV recebeu
hidroxiapatita. Todos os grupos receberam volumes semelhantes de material na
regifio ventral e toréacica, Os resultados, da analise espectrofotométrica, indicaram
a descalcificacdo das duas preparagdes. A percentagem de area de neoformacio
dssea foi estatisticamente maior no grupo | que no grupo li. Entretanto, a formacao
Ossea em ambos os grupos foi menor gue 5% do volume total do enxerto. Isto

significa que € escassa a inducdoe de formagdo ossea pelo osso desmineralizado
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preparado nos dois tipos de métodos. O osso mineralizado e a hidroxiapatita nao
induziram a formacdo O6ssea extraesqueletal. O protocolo descrito por REDDI &
HUGGINS®, em 1972 ofereceu vantagens em relacéio ao de URIST® (1965), em
funcdo da facilidade do preparo e do maior potencial de osseoinducao.

Em 1990, PETTIS et al.”', avaliaram a reacéo tecidual da hidroxiapatita
ceramica isolada ou quando associada a matriz 0ssea desmineralizada em trés
diferentes sitios de ratos. Em bolsas subcutaneas da regido ventral, foi avaliado a
osseoinducdo dos materiais. A osseoconducdo foi avaliada nos implantes onlay
supraperiostais de mandibula. Qutro implante onfay foi realizado na calvaria dos
ratos apds a completa remogdo do peridsteo. Os resultados histoldgicos
demonstraram que a hidroxiapatita cerdmica, ndo € um materia! osseoindutive em
sitio heterotopico, e foi capaz de promover apenas uma pequena formagdo 6ssea
por osseocondugdo, quando utilizada como implante onfay. Por outro lado, os
implantes ornjay da associac8o de hidroxiapatita e osso desmineralizado estavam
completamente preenchidos por 0sso, e © 0ss0 particulado desmineralizado foi
capaz de induzir a formacdo Ossea nas bolsas subcutaneas, mesmo qguando
associado a hidroxiapatita.

SHTEYER et al”, em 1990, realizaram um experimento com o
proposito de estudar os efeitos do osso particulado e desmineralizado em células
bastante diferenciadas de osteosarcoma de ratos, mantidas em cultura e muito
parecidas com osteoblasios. Foram realizadas contagem de células, teste de
incorporagéc de timidina tritiada, e de fosfatase alcalina apés 1 a 7 dias. As

células foram coradas histoguimicamente para detectar atividade de fosfatase
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alcalina, formagao de cartilager e calcificagdo. Os resultados demonstraram que
este modelo de estudo pode ser Util no controle de qualidade de enxertos 6sseos
desmineralizados avaliando a atividade osseoindutiva do osso particulado e
desmineralizado, além disso & pouco honeroso e répido de ser realizado. O
aumento na taxa de proliferacdo celular € na atividade de fosfatase alcalina foram
induzidas pelo osso desmineralizado.

GEBHART ef &', em 1991, realizaram um estudo para testar a reacio
da matriz 0ssea desmineralizada colocada em defeitos dsseos segmentares
femurais de ratos. Neste estudo foram comparadas 0s aspectos radiograficos e
biomecanicos dos defeitos dsseos preenchidos com matriz, ou corn matriz
associada & osso medular. A matriz ¢ssea desmineralizada associada ou néo ao
o880 medular aumentou significativamente a neoformacio dssea e a unido
radipgréfica quando comparado ao grupe coniroie. A curio prazo a neoformacgio
0ssea era major no grupo que recebeu 0sse medular, mas a partir de algum tempo
né@o havia mais diferenca. A dureza do 0830 neoformado no grupo de matriz dssea
desmineralizada era marcadamente menor em relagdo ao grupo confrole,
entretanto ndo havia diferenca significativa entre os grupos de matriz associado ou
ndo ag 0sso medular.

O reparo em defeitos 0sseos segmentares de cées aduitos foi estudado
por SCHWARZ et al®, em 1991, apds o enxerto de blocos de 0sso hombgeno
esponjoso  congelado, ou de matriz de 08s0 homdégenc esponjoso
desmineralizado. Paralelamente, o polencial osseoindutivo dos enxertos foi

festado em bolsas intramusculares de ratos na forma particulada demonstrando
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osseoinducio em dois dos seis ratos testados, ja o enxerto de osso congelado
promoveu reagéo de corpe estranho. Um dos quatro cdes que receberam blocos
de matriz 6ssea apresentou uma ponte Ossea no defeito. Os outros cles deste
grupo apresentavam defeitos remanescentes de 12, 23, e 25mm de comprimento.
No grupo que recebeu blocos de osso congelado as areas de defeito estavam
preenchidas com tecido conjuntivo. Qs enxerios de matriz foram reabsorvidos,
enquanto pequenos remanescentes de osso congelado foram encontrados dentro
do osso neofarmado proximo ac término dos defeitos. A osseocondugéo foi
insuficiente em ambos 0s grupos e falhou em preencher os defeitos de 30mm no
pericdo de 16 semanas, com excecdo de um animal no grupo de matriz Gssea
desmineralizada. A estrutura tridimensional do enxerto em bloco néo melharou a
formagéo G6ssea em defeitos de diafise de caes, independente do enxerio de osso
homogeno ser mineralizado ou desmineralizado, além de néo ter apresentado
capacidade osseoindutiva ou fungio osseocondutora.

Existern evidéncias das matrizes osseas desmineralizadas cobtidas de
animais jovens serem mais osseoindutivas. Este fato pode ter implicagbes clinicas
na utilizacdo destes materiais como enxertos Osseos. JERGESEN et a/™®, em
1991, avaliaram o efeito da idade do animal doador na capacidade de inducgao de
formagéo de cartilagem e 0s8s0 pelo osso desmineralizado particulado. Trés
grupos de ratos doadores de idades diferentes foram utilizados neste estudo. A
matriz éssea desmineralizada fol preparada e implantada na regi&io toracica de
ratos. A inducdo dssea diminuiu com o aumento da idade do recepior e o

mecanismo responsavel por isso é desconhecido. O osso desmineralizado
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particulado de animais velhos mostrou-se mais osseocindutivo, e quando utilizou-se
0ss0 desmineralizado de animais doadores de oito meses em animais receptores
de um més houve a maior quantidade de osseoindugio.

Em 1991, HOLLINGER ef a/®, verificaram a hipotese da superioridade
de uma matriz dssea chamada regenerativa apresentavar maior contelido de
proteina Gssea morfogenética. O experimento foi realizado em cavidades 0sseas
cirtrgicas de tamanho critico na calvaria de ratos com osso homogeno de origem
endocondral, e inframembranosa, autolizado, quimioesterilizado, e com extracdo
de antigenos, em relagdo a malriz dssea regenerativa. A malriz Ossea
desmineralizada & 0 enxerto 0sseo de origem endocondral parsceram induzir mais
reparo Osseo do que a matriz O6ssea regenerativa e o enxerto de origem
inramembranosa. A analise histomorfométrica demonstrou que todos os
derivados de matlriz 6ssea produziram grandes quantidades de volume 6ésseo
comparadas com 0 grupo controle. A mairiz éssea desmineralizada demonstrou
um volume ésseo significativamente maior que a regenerativa € o enxerto 6sseo
da origem intramembranosa, que por sua vez demonstrou menor volume 0sseo
que de origem endocondral. A matriz 0ssea desmineralizada preparada da cortical
de 0ss0 endocondral produziu as meihores médias histomorfométricas de reparo
dsseo nos defeitos Osseos criticos padronizados. Apesar dos cuidados em se
preservar maior contetido de proteina dssea morfogenética no prepare da matriz
regenerativa, ndo houve aumento na sua capacidade regenerativa em relacgo a

matriz 0ssea desmineralizada. Essenciaimente, 0s quatro diferentes derivados de



ossc particulade produziram a mesma quantidade de reparo dsseo nas cavidades
osseas criticas padronizadas em 8mm na calvéaria de ratos apés 28 dias.

O processo de formacio 6ssea ocorre tanto atraves de ossificacéoe
endocondral, quando um arcabouco de cartilagem hialina & substituido pelo tecido
Ossen, guantc afravés de ossificacdo intramembranosa, onde o tecido ésseo
substitui o tecido conjuntive sem formacdc de cartilagem. SCOTT &
HIGHTOWER™, em 1991, realizaram um estudo para testar a hipdtese que
matrizes orgénicas de osso intramembrancso e de osso  endocondral
apresentavam fatores indutores da formagéo Ossea distintos. Neste estudo, foram
realizados enxertos heterotdpicos de matriz O0ssea desmineralizada de origem
endocondral, intramembranosa, ou uma mistura em iguais proporgdes, em frés
sitios diferentes de ratos. Os resultados demonstraram que a matriz organica de
osso endocondral induziu a formagdo dssea pela via endocondral. J& a matriz
organica de osso intramembranoso ndo induziu a ossificagdo endocondral. Isto
sugere que existem diferencas qualitativas entre as matrizes de diferentes origens
e, desta forma, a utilizagio de enxertos homégenos de origem intramembranosa
deveria ser mais frequente, uma vez que 2 maioria dos defeitos 0sseos cranio-
faciais ocorrem em 0ssos de origem intramembranosa.

Seguindo a mesma linha de pesquisa anterior, ISAKSS5ON &
ALBERIUS?, em 1992, realizaram um estudo com o objetivo de diferenciar o
comportamento dos enxerios 4sseos de origem embrioidgica distinta. O grupo |
teve as cavidades preenchidas com matriz 0ssea desmineralizada de calvaria. No

grupo Il as cavidades foram preenchidas com matriz 0ssea desmineralizada de
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tibia. O inicio do repare dsseo foi bastante similar entre os grupos. Nas cavidades
do grupo confrole houve uma aposicBo Ossea limitada & periferia. Apos 15
gemanas as cavidades controle estavam parciaimenie reparadas com o0sso
irregular. O grupo gque recebeu osso autbgeno teve a cavidade totalmente coberta,
com revitalizagdo de alguns fragmentos incompieta. Os grupos que receberam
matriz Ossea apresentaram as cavidades recobertas com osso imaturo, trabecular
& com largos espagos medulares. O grupo controle mostrava reparo marginal
minimo e apés 15 semanas haviam zonas periféricas de deposicdo Gssea O
grupo de emxerto autégeno mostrava fragmentos mineralizados distintos com
fus@o resfrita e apbs 15 semanas mostrava uma aparéncia granular assim como o
grupo de matriz endocondral, j& o grupo de matriz de 0ss0 inframembranoso
apresentava uma imagem homaégena similar ao osso adjacente. A capacidade
nsseoindutiva da matriz 6ssea desmineralizada foi demonstrada claramente em
ambas origens, em funcdo de ter acelerado significativamente o processo de
reparc em relagdo aos grupos controle e de enxerto mineralizado. A matriz de
0850 inframembranoso demonstou ser levemente melhor no reparo inicial, apesar
da densidade trabecular enfre os dois grupos parecer similar, isio levania a
hipitese que existern variagbes na composicdo de agentes osteogénicos
estruturais locais.

SALYER et a/™, em 1995, realizaram um estudo em cavidades na
calvaria de cies em crescimento que objetivava comparar a neoformacio do
enxerto autdgeno com agquela induzida por matrizes de osso perfurado e

desmineralizado, e ainda, determinar se a mailriz de osso inframembranoso tem
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maior capacidade osseoindutiva em defeitos de cranio do que a matriz de 0sso
endocondral. Os resultados indicaram que as matrizes de osso perfurado e
desmineralizado possuem um grande potencial osteogénico independente da
origem ser endocondral ou intramembranosa. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significante na area de osso vital neoformado nas cavidades
bsseas, apés o enxerto com matrizes de osso perfurado e desmineralizado de
arigens embriolbgicas diferentes.

O osso desmineralizado particulado apresenta dificil aplicaco em
relacdo ao fato das particulas se dispersarem no decorrer da cirurgia e do pds-
operatorio. A utilizagdo de algum veiculo que ndo interfira na osseoinducdo
podernia ser ufil nestes cases. Desta forma, em 1992, SOLHEIM et al®, avaliaram,
através de radiografias e metodo histoldgico, o reparo 6sseo em cavidades 6sseas
cirargicas na calvaria de ratos apds seu preenchimento com um poli-orto-éster
biocompativel, osso desmineralizado, cu uma associacio destes materiais. Todas
as cavidades preenchidas com 08s0 desmineralizado ou com sua associagdo ao
poli-orto-éster apresentaram osseoinducdo em 2 ou 3 semanas, e neoformacéo
Ossea em toda cavidade apds 4 semanas, sem diferenca significativa entre os
grupos. Nenhuma cavidade do grupo controle ou do grupo de poli-orto-éster
apresentou neoformacdo 6ssea duranie o pericdo de observacgao. As cavidades
que foram preenchidas com poli-orto-éster ou sua associagdo com 0SS0
desmineralizado apresentaram sinais leves de inflamagdo no periodo de 2
semanas, com presenca de mondcitos e algumas células gigantes. Ja as

cavidades do grupe controle e as que foram preenchidas apenas com 0880

40




desmineralizado apresentaram sinais mais suaves de inflamago sem presenca
de celulas gigantes. A neoformacgio 6ssea ocorreu em todas as regides e ndo de
forma centripeta, o que aliado a presenca de cartilagem na segunda semana
sugere a presenca de osseoinducdo. O composto testado neste estudo foi
tecnicamente mais facil de ser utilizado que o 0sso desmineralizado sozinho, pois
podia ser adaptado a cavidade mantendo o contomo, e apesar disso ndo interferiu
na osseoindugdo nem causou inflamacdo significante.

SHEN et al™, em 1993, estudaram o efeito da matriz Gssea
desmineralizada na estabilidade de implantes ortopedicos de liga de titanio com
superficie rugosa colocados em defeitos dsseos do canal intramedular femural de
zoelhos. No grupo de controle positivo os implantes foram coiociados sob pressao,
sem enxerto 0880, por representar a situaco ideal. Os oulros grupos de coelhos
fiveram o canal inframedular desgastado. Os implantes foram colocados e
estabilizados com enxerto de osso auldgeno, matriz 6ssea desmineralizada
isoiada, ou associada a8 adesivo de fibrina. O teste biomecanico consistiu de
aplicacio gradual de forga até a remogdo dos implantes. As amostras passaram
também por avaliagdo histomorfométrica. Apds quatro semanas a forga de fixacdo
no grupo controle era significativamente maior que nos grupoes de estudo, mas néo
havia diferenga significativa entre estes. Entretanto, apds dezesseis semanas a
diferenca entre qualquer dos qualtro grupos era insignificante. Em nenhum
momento houve diferenca entre os grupos de matriz dssea desmineralizada. Nos
quatro grupos a quantidade de crescimento 6sseo aumentou gradualmente com o

tempo. A matriz 0ssea desmineralizada ainda estava em ossificacdo endocondral
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apds dezesseis sermanas. O adesivo de fibrina associado & matriz 6ssea
aparentemente ndo aumentou a forga de fixacdo do implante. Os resultados
sugeriram que a utilizacdo de matriz dssea desmineralizada como material de
preenchimento pode promover aos implantes metélicos ortopédicos de superficie
rugosa uma fixac8o comparavel a obtida na utilizacao de enxerto autégeno.
TAKANO-YAMAMOTO et a/®, em 1993, desenvolveram um modelo
experimental em fendas alveolares da pré-maxila de ratos com o objetivo de
estudar o potencial ossecindulivo de uma matriz de osso homogeno
desmineralizado e liofilizado. Trinta e cinco ratos foram utilizados para analise
histologica onde as amostras foram obtidas apés 3, 5, 7, 14, 21, 35, e 60 dias. O
grupo que néo recebeu enxerto teve o defeito cicatrizado com tecido conjuntivo
fibroso e a pequena neoformacao dssea na periferia mesmo apds 35 ou 60 dias.
Por outro lado, 0s grupos de estudo demonstraram reparo 6sseo formando uma
ponte entre as margens do defeito a partir de 35 dias do enxerto. Outros quarenta
e dois ratos foram destinados & mensuracdo da atividade de fosfatase alcalina.
Por fim, a incorporacdo de Ca™® foi testada em dezoito ratos. Nos grupos controle
nao houve uma mudanca significativa na atividade de fosfatase alcalina ou na
incorporagéo de Ca®, diferentemente dos grupos que receberam matriz de 0sso
homdgeno desmineralizado e liofilizado, onde a atividade de fosfatase alcaling
aumentou significativamente a partir do décimo dia, e a incorporagéo de Ca®
aumentou apds quatorze dias do enxerto. Desta forma, os defeitos de 2mm na
pré-maxila de ratos apresentaram um tamanho aceitavel para testar materiais que

auxiliem o reparo 6$seo.
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O reparo de cavidades ¢sseas cirtirgicas de 15mm foi avaliado na
calvéria de coelhos por KLEINSCHMIDT ef ai®', em 1983, quando utilizaram dois
discos de polimero, que evitavam o colapso dos tecidos moles, e matriz dssea
desmineralizada, associados ou ndo. Apos seis semanas a associacio de discos
de polimero e matriz demonstrou uma guantidade de reparo significativamente
maior que 0s grupos onde se utiizou disco de polimero ou matriz separadamente.
Apbs doze semanas todos os grupos apresentaram uma quantidade de reparo
significativamente maior gue 0 que apresentavam apods seis semanas. Os grupos
de estudo, disco de polimero, matriz 6ssea desmineralizada, e a associagéo disco
e matriz, apresentaram mais reparc 0$5€0 que ¢ grupo controle, entretanto, néo
houve diferenca estatisticamente significante entre estes {rés grupos. Entretanto, o
psso neoformado no grupo da associacdo parecia ser mais madura. O beneficio
da utilizacBo de discos de polimero evitando o colapso de tecidos para dentro da
cavidade associado ao seu preenchimento com matriz éssea desmineralizada foi
mais significante nas primeiras seis semanas. Isto pode estar relacionado a
manutencdo das particulas de matriz no interior da cavidade. O contorno se
apresentou methor no grupo onde se associou a matriz 6ssea aos discos de
polimero. Desta forma, € vidvel a colocacso de materiais que auxiliem o reparo
Adsseo entre duas barreiras biodegradaveis para o reparo de segmentos da
calvaria.

De acordo com PETIT & RIPAMONTI® em 1994, o reparo de
cavidades 6sseas em calvéria de mamiferos adulios € impossibilitado mais pela

intrus&o de tecidos ndo osteogénicos que impedem a deposicio 6ssea a partir das
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margens das cavidades do que pela escassez de capacidade regenerativa da
area. Desta forma, os autores aplicaram a estratégia da regeneracgao tecidual
guiada em cavidades Osseas cirGrgicas de tamanho critico na calvaria de
babuines aduitos no infuito de avaliar se a segregagao tecidual facilitaria o reparo
bsseo neste tipo de experimento. Os resultados deste estudo indicaram que os
22508 membranosos da calvaria de primatas adultos apresentam potencial para
regeneragdo em grandes defeifos. A maior razdo para nd&o ocorrer reparc € a
intrus@o de células ndo osteogénicas. Apesar de ter ocorrido deposicao 6ssea nas
cavidades protegidas com a barreira, 0 ftratamenio mais efetivo foi ©
preenchimento da cavidade com matriz dssea desmineralizada.

Preocupados com a possivel acdo deletéria de alguns métodos de

esterilizacdo em erxertos 6sseos, DUPOIRIEUX et al.'?

, em 1994, estudaram o
efeito da esterilizac8io através de 6xido de etilenc e de autoclave em discos de
matriz 6ssea desmineralizada, ¢ implanies de coralina natural porosa, que foram
utilizados no preenchimento de cavidades &sseas cirurgicas na calvaria de ratos
adultos. Nao houve formacdo dssea no grupo conirole onde as cavidades foram
preenchidas apenas por sangue do animal demonsirande que apresentavam
tamanho critico, e n&o podiam se reparar espontaneamente. A esterilizacéo em
autoclave prejudicou a revascularizagdio dos enxertos desmineralizados,
diferentemente dos enxertos esterilizados em oxido de etileng que apresentaram
uma integracéo perfeita com o leito receptor e reparo éssec completo em 50% das

amostras. Os resultados com os implantes de coralina foram desapontadores, pois

apresentaram com rmobilidade duas vezes maior que os enxertos de matriz dssea
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desmineralizada esterilizados em dxido de etileno. Este estudo confirmou que a
esterilizaco através de Oxido de etileno ndo promove efeitos adversos na matriz
dssea desmineralizada, preservando seu potencial osteogénico, e demonstrou que
gste tipo de enxerto € mais favoravel ao reparo 6sseo gquando comparado acs
corais,

De acordo com JAZAYER! ef a/.%®, em 1994, a utilizacio de materiais
inertes que promovam a osseocondugdo em defeitos dsseos, associados a matriz
gssea desmineralizada, pode oferecer suporte estrutural & ajudar a prevenir o
desiocamento da malriz até que ocorra o reparo 6sseo. Estes pesquisadores
avaligram a associacdo de implantes como Polidioxanona, Geofoam, Medpor, e
Surgicel, com matriz 0ssea desmineralizada, onde o grupo controle recebia
apenas a matriz, e demostraram que apesar da porgao central da cavidade
apresentar fecide fibroso, a neoformacio Ossea era evidente em todas as
amostras. Os testes biomecanicos nao demonstraram diferencas estatisticas entre
os grupos de Surgicel, Polidioxanona, Geofoam, e grupo controle. A amostra de
cranio intacto e o grupoe de Medpor nao apresentaram diferenca entre si, contudo
demonstraram uma resisténcia maior que ©s oulros grupos e esta diferenca era
estatisticamente significante. O Surgicel e o Geofoam s80 materiais primariamente
hemostéticos e neste estudo se mostraram inconsistentes, tendo o Geofoam
inibido o reparo 6sseo. A utilizagBo de matriz éssea ndo associada a implantes
tem a vantagem de diminuir o tempo cirtirgico, além da auséncia de um material
gue induz reacdo a corpo estranho, entretanto isto nd&o é possivel quando existe a

necessidade de um suports inicial.
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Segundo FEIGHAN ef al.'®, em 1995, a matriz 6ssea desmineralizada
apresenta fatores osseoindutivos que estimulam o preenchimento de defeitos
osseos. Enfretanto, a utilizacio deste material na forma particulada nem sempre
permite a manipulacdo com objetivo de manter um contorno ideal. Os autores
testaram a osseocinducdo de uma matriz dssea desmineralizada associada a
glicerol, ou seja, na forma de gel, em defeitos femurais de ratos. Foram avaliados
o glicerol, 2 matriz dssea desmineralizada, cilindros ceramicos, e associagdes
entre estes materiais, O gel de matriz dssea desmineralizada associado ou n&c a
ceramica teve um efeito significante na area total de osso formado em relagéo aos
grupos de cerémica isolada ou associada a glicerol e ao grupo de glicerol. Na
auséncia de ceramica o efeito foi mais significante ainda, ou sgja, a presenca da
ceramica foi associada & uma menor formacgdo Ossea. O glicerol isolado,
associado a matriz 6ssea desmineralizada, ou ao cilindro cerémico nfo impediu a
revascularizacgo nem provocou resposta inflamatéria significante. O gel de maitriz
ossea desmineralizada foi efetivo na indugio de formagdo Gssea.

Do ponto de vista clinico € exiremamente importante saber a viabilidade
dos variados enxertos 6sseos encontrados no comércio. SHIGEYAMA ef 2/ em
1995, realizaram um estudo com ¢ objetivo de estabelecer in vitro a atividade
biolégica dos extratos de proteina preparados a partir de enxertos 6sseos obtidos
comerciaimente, e comparar com a atividade bicldégica de extratos similares
originados do preparo de osso humano fresco. Os autores avaliaram a capacidade
dos exiratos de proteina promoverem aderéncia, proliferagdo e quimiotaxia de

fibroblastos gengivais humanos. Os resultados demonstraram que as particulas do
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oss0 desmineralizado, preparado para ser comercializado, apresentam proteinas
que permaneciam retidas, e com capacidade de promover aderéncia celular
semelhante & que foi demonstrada pelo extrato de proteinas de 0sso humano
fresco. kEntretanto, as proteinas do enxerto dsseo obtido comercialmente pareciam
astar em menor concentracdo e apresentaram menos habilidade na promogéo de
profiferacéo celular. Uma das explicagdes para a menor guantidade de proteinas
dsseas morfogeneticas no enxerto dsseo obtido comercialmente & que os fatores
que promovem a proliferac@o celular séo removidos ou alterados no preparo do
gnxerto com HCL A atividade de quimiotaxia dos exiratos de proteina foi
determinada, entretants nenhum dos extratos promoveu a migracado celular, O
enxerio obtido comerciaimente continha coléageno tipo |, fibronecting, sialoproteina
ossea, e proteina 0ssea morfogenética 2, 4, e 7. Concluiu-se que o enxerto obtido
no comércio retermn proteinas com capacidade de influenciar no comportamento
celular in vivo. Entretanto, alguma atividade biolégica é perdida em fungéo dos
processos que estes materiais sofrem.

A atividade osseoindutiva de enxertos homobgenos de osso
desmineralizado e liofilizade, disponiveis no comércio e produzidos por diferentes
bancos de tecidos, assim como de diferentes lotes do mesmo banco de tecidos, foi
avaliada por SCHWARTZ ef a/>, em 1996. O propoésito do trabalho era testar a
hipGtese de que a variabilidade de resultados clinicos poderia estar tanto em
funcao das diferencas nas técnicas de processamento, quanto nas caracteristicas
dos doadores de enxerto. Para isto, 14 amosiras de enxerios foram obtidos de

seis diferentes bancos de 0ssos na mesma forma que seriam distribuidos para
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utilizac@o clinica. As particulas de enxerto dos diferentes doadores foram
colocadas em trés camundongos por um periodo de 4 semanas. Os resultados
demonstraram que as particulas utilizadas neste estudo apresentaram uma
grande varedade na sua habilidade de promover osseocinducdo. Em um dos
bancos um iote de enxerio foi capaz de induzir a formagdo dssea enquanto outro
lote n&o demonstrou © mesmo. isto sugere que alguns destes enxertos funcionam
apenas como osseocondutor € gue a marcante variabilidade entre amostras do
mesmo banco de tecidos pode explicar os diferentes resultados encontrados na
literatura quando se utiliza 0 mesmo enxerto.

BECKER ef a/®>, em 1996, avaliaram histologicamente o tecido 8sseo
formado em regides que haviam recebido enxerto de osso a;_ztégeno, matriz de
osso desmineralizado e liofilizado, osso mineralizado e liofilizado, ou uma
combinagdo de osso autdgeno e matriz de osso desmineralizado associado a
utifizag&o de barreira bioldgica. As amostras foram obtidas na segunda fase
cirtrgica, 4 a 13 meses ap6s 0 enxerto. A matriz de osso desmineralizado e
liofilizado utilizada no preenchimenio de alvéolo apds excodontia, ou no
recobrimento de roscas de implantes ndo promoveu a formag@o Ossea. A
presenca de particulas ndo vitais ocorreu independenie do tipo de enxerio
utiizado ou do use de bamreira. O osso mingralizado liofilizado promoveu uma
reacao inflamatoria extensa com presenca de macrofagos e células gigantes.
Nenhum dos enxertos 6sseos induziu a neoformacgdo 0ssea e 0 08so encontrado

se formou presumiveimente por osseocconducdo. O emprego de enxertos 6sse0s




no aumento de rebordo pode interferir com o processo normal de reparo 6sseo e
deve ser melhor questionado.

Segundo DODSON' (1996), o desenvolvimento de defeitos Gsseos
periodontais na distal de segundos molares é uma complicacio que pode ocorrer
apos a remogdo de terceiros molares inclusos. Assim, este autor estudou o uso de
matriz 0ssea desmineralizada para a reconstrucdo de defeitos 0sseos alveolares
em quatorze pacientes com indicacado de remocgdo bilateral dos terceiros molares
iferiores inclusos. Apés a remocao dos dentes inclusos, aleatoriamente um dos
alvéolos foi preenchido com particulas de matriz dssea desmineralizada, enquanto
o outro alvéolo foi preenchido apenas com o coagulo do paciente e funcioncu
como  controle. Apds seis meses houve uma diminuigé? estatisticamente
significante na meédia de perda de insercdo no grupo de estudo. Os indices
gengival e de placa dos grupos controle e de estudo n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significante. Os resultados deste estudo sugerem que a matriz
Gssea desmineralizada pode diminuir a perda de inser¢io na distal do segundo
molar inferior apds a remogao dos terceiros molares inclusos adjacentes.

A colocacdo de implantes osseointegrados em regifes onde o rebordo
alveolar apresenta-se atréfico é um desafio constante na implantodontia. Desta
forma, é bastante comum a utilizacdo de enxertos homogenos com ¢ objetivo de
proporcionar reparc Gsseo adjiacente a implantes. PIATTELLI ef al® (1996),
gvaligram o processo de reparo &6sseo através de andlise histoquimica e
microscopica em pacientes que haviam recebido enxeric dssec homodgeno

liofilizado desmineralizade ou mineralizado, no tratamento de defeitos Osseos
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adiacentes a implantes de titanio. Do ponto de vista histoquimico, o processo de
reabsorcéo do enxerto dsseo homdgeno mineralizado e liofilizado é muito escasso
e nfo foi possivel encontrar células positivas para fosfatase acida, diferentements
do enxerto 6sseo hombgeno desmineralizado e liofilizado. Nenhum dos enxerios
demonstrou qualquer efeito osseocindutivo. As particulas de enxerto 6sseo
homogeno desmineralizado e liofilizado tendem a ser rodeadas por tecido
conjuntivo composto principaimente de fibras colagenas, enquanto que as
particuias do enxerto 6sseo homogeno mineralizado e liofilizado, mesmo distantes
do osso do hospedeiro estavam delimitadas ou envolvidas por osse neoformado.
RABIE & LIE KEN JIE*, em 19986, estudaram a integracdo de enxerios
Osseos autégenos de origem endocondral na presenca e na a_uséncia de maftriz
ossea desmineralizada. Para isto, 0s autores realizaram defeitos Gsseos criticos
de 5X10mm na calvaria de coelhos, que foram preenchidas com enxerto autdgeno
removido da tibia, matriz 6ssea desmineralizada, uma composicio de enxerto e
matriz, e no grupo de controle negativo a cavidade fol deixada vazia
Osteossintese com fio de aco foi realizada nos grupos que recereram enxerto
autégeno. No grupo que recebeu apenas enxerto autdgeno, focos de cartilagem
foram observadas demonstrando 0 inicio da integrac&o com as bordas de 0330
pré-existente. Quando a cavidade foi preenchida apenas com mairiz Gssea
desmineralizada a andlise histoldgica demonstrou ossificagdo endocondral e
reabsorgdo das particulas originais. No grupo que recebeu tanto enxerto quanto
matriz Gssea desmineralizada foi observado neovascularizacdo, neoformacio

dssea unindo o enxerto a0 0sso pré-existente. As cavidades que foram deixadas
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vazias estavam preenchidas apenas com tecido conjuntivo fibroso. Os resultados
sugerem que em grandes defeitos dsseos a matriz Gssea desmineralizada
particulada pode methorar a integracéo de enxertes 6ss80s.

De acordc com REYNOLDS & BOWERS® em 1998, o osso
desmineralizado e liofilizado é o enxerto homaogeno mais utilizado em periodontia.
Desta forma, estes aufores desenvolveram um estudoe com © propésito de
examinar histologicamente o destino deste enxerto quando utilizado no reparo de
defeitos periodontais intradsseos, € comparar a quantidade de formagéo do novo
periodonio de insercéo. A avaliagdo histoldgica demonstrou a neoformacdo do
periodonto de insercao incluindo osso, cemenio e ligamento periodontal. A
presenca de particulas residugis do enxerto foi verificada em 72% dos defeitos
dsseos, entretanto, aparentemente nfo havia diferenga na natureza desta nova
forma de insergc@o em relagdo ao grupo que nao apresentou particulas residuais.
Guando havia a presenca de particulas residuais, em 6 meses elas pareciam
amalgamadas dentro do 0sso neoformado. As respostas de reparc dsseo mais
favoraveis foram aquelas associadas a presenca das particulas de enxerio
envolvidas pelo tecido 6sseo neoformado.

LA FONTAINE & PINTO®, em 1997, revisaram a literatura referente ao
osso desmineralizado e liofilizado objetivando esclarecer algumas controvérsias
relacionadas ao seu uso na odontologia. As indicagbes para se utilizar o osso
desmineralizado vao desde o preenchimento de defeitos intra-6sseos, lesfes de
furca, e tratamento de lesbes periapicais até o recobrimento de roscas de

implantes expostas, fechamento de comunicacdes buco-sinusais e o levantamento
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do seio maxilar. Contudo, além da controversia em relacio ao potencial de
osseoinducac do osso desmineralizado, existem idéias pré-concebidas em relagio
ao material como & possibilidade de transmissdoc de doengas, antigenicidade,
heterogeneidade, protocolo de esterilizagfo e preparacéo do material. Apesar da
controversia existente em relagdo a estes assuntos o 0850 desmineralizado e
liofilizado ainda representa uma alternativa nas situacbes em que o0 osso autégeno
nao estd disponivel, enquanic outros materiais com maior potencial de
osseoinducio estdo sendo testados. A eficacia deste enxerto 0sseo esta bastante
evidente na literatura e o sucesso do tratamento esta relacionado a uma técnica
precisa, material adequado e de origem confiavel.

Segundo RADAELL! & RADAELLI®, em 1997, a util{zag;éo de enxertos
0sseos € uma das maneiras de se obter regeneracdio periodontal. Estes aufores
revisaram a literatura em relacdo aocs materiais para preenchimento de defeitos
6sseos. Os trabalhos revisados demonstravam gue quando foram indicados com
08 devidos critérios os enxertos Gsseos autdgenos e homagenos resultaram em
reparo 6sseo significative. A matriz éssea desmineralizada e as concentractes de
proteina dssea morfogenética sdo as Unicas substancias osseoindutivas. Os
autores enfatizaram a necessidade da sele¢&o de um banco de tecidos confiavel
que apresente de forma clara os métodos de selecéo de doadores e de
processamento da matriz éssea desmineralizada. Desta forma, a aplicacdo clinica
de enxertos 6sseos pode ser realizada com seguranga quando houver indicagio.

A capacidade regenerativa de diferentes formas de enxerto de osso

autdégeno foi avaliada por REDONDO ef a/. ¥ {(1997) em defeitos 6sseos criados no
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ramo mandibular de ratos Wisfar. O fragmento dsseo removido era reposicionado
imediatamente como enxerto tradicional, ou apds 2 semanas quando era
congelado em nitrogénio liquido, ou desmineralizado. O exame histopatolégico
das amostras de enxerto demonstrou que havia mais células mesenguimais, tanto
na area medular quanto na érea periférica, no grupo gue recebeu enxerto 6sseo
desmineralizado. A capacidade regenerativa da matriz desmineralizada foi maior
que a do proprio enxerto autbgeno, o que pode ser explicado pela pequena
quantidade de 05350 medular da mandibula de ratos, que é bicortical, & portanto,
apresenta poucas células osteogénicas. O enxerto congelado demonstrou uma
tendéncia a se reabsorver.

A osseoinducio ao redor de implantes osseointegre}dos imediatos, ou
seja gue foram colocados logo apds a exodontia, poderia eliminar um segundo
tempo cirirgico e reduzir o tempo de tratamento neste tipo de reabilitacdo. Com
esta preocupacio, RUTHERFORD ef a/.® em 1892, se propuseram a estudar o
gfeito de uma proteina ossea morfogenética bovina na osseoindugdo ao redor de
implantes dentarios osseointegrados imediatos, Todos os incisivos superiores e
inferiores, e 0s caninos inferiores de trés macacos machos foram extraides. Os
alvéolos dos incisivos laterais superiores e dos incisivos centrais inferiores néo
foram utilizados. Os implantes osseointegrados foram colocados em alvéolos
preenchidos por sangue, matriz O0ssea desmineralizada, ou matriz dssea
associada a proteina 6ssea morfogenética bovina. A associagio de matriz 0ssea
desmineralizada e proteina 6ssea morfogenética bovina induziu a neoformagio

dssea na superficie dos implantes de titanic. Mas, quando a parede do alvéolo era
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mais distante que 3mm a neoformacao 6ssea foi menor. Os alvéolos néo tratados
ou preenchidos apenas com mafriz Ossea desmineralizada néc indicaram
evidéncia de necformacdo 6ssea proximo acs implantes independentemente da
disténcia entre a parede do alvéolo e o implante. A neoformagéo Gssea era
substancialmente maior nos alveclos preenchidos com a associacdo de matriz e
proteina morfogenética que nos preenchidos apenas com mafriz ou deixados
vazios. A pequena quantidade de osso neoformado quando a distancia do
implante a parede do alvéolo era maior que 3mm sugere mais a presenga de
osseoconducio que osseoinducdc propriamente dita. Os padrées similares de
formacéo Ossea quando ndo se utilizou qualguer material ou se ytilizou apenas a
matriz ¢ssea desmineralizada indica que este material ndo acelerou nem inibiu a
neoformacéio 6ssea. A ulilizaclo de proteina Ossea morfogenética pode ser um
método eficiente como fratamento em uma variedade de defeitos e deformidades
esquieletais congénitas ou adquiridas.

ZAMBONIN & GRANO® (1995), pesquisaram os efeitos de duas
hidroxiapatitas e uma matriz 6ssea bovina desmineralizada, na proliferagéo celular
e na sintese de matriz 6ssea, em osteoblastos humanos. O objetivo do trabalho
era identificar e analisar parametros especificos da atividade osteoblastica em
resposta a estes trés diferentes biomateriais. Os resuitados indicaram que as duas
hidroxiapatitas testadas induziram efeitos similares prevenindo a proliferagéo
celular, enquanto aumentaram a sintese de matriz dssea pelos osteoblastos. A
matriz dssea bovina desmineralizada causou um forte efeito estimulatdério na

proliferacio de osteoblastos, € da mesma forma melhorou a sintese de matriz
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dssea com resultados acima dos que foram encontrados nos dois grupos de
hidroxiapatita. A matriz 6ssea bovina desmineralizada, aumentou bastante tanto a
proliferac&o celular gquanto a sintese de matriz dssea e por estas razbes sua
utitizagio como enxerto dsseo é apropriada. Por outro lado, as hidroxiapatitas
evitaram a proliferagéo celular apesar de estimularem & sintese de matriz 6ssea, e
por isso a sua utilizagdo clinica € menos favoravel,

Segundo TAGA ef al®, em 1997, o alto custo, a dificuidade de
abtengdo de osso humano viavel, e a proibicdo da comercializacdo de érgdos ou
tecidos humanos em diversos paises, foram responsaveis pele desenvolvimento
de produtos de origem bovina para a mesma utilidade. Estes autores realizaram
uma pesquisa com 0 objetivo de avaliar a capacidade de estimulacdo de uma
matriz de 0880 bovino desmineralizado e liofilizado no reparo 6sseo de cavidades
Gsseas cirurgicas criticas, de 8mm de diametro, na calvaria de_cobaias. Todas as
cavidades Osseas que foram deixadas apenas com codgule sanguineo foram
preenchidas por tecido conjuntivo fibroso de espessura menor que a margem
Ossea na periferia das lesbes. Por outro lado, as cavidades anteriores que haviam
sido preenchidas com a matriz bovina apresentavam-se quase totaimente
pcupadas por tecido 0sse0, CoOmM espessura menor que o osse pré-existente, no
grupo sacrificado apds 6 meses. 0s autores concluiram gue a matriz organica de
05350 bovino fiofilizado é capaz de estimular o reparo 6sseo em cavidades dsseas
criticas no cranio de cobaias.

Recentemente, DE LAVALLE RESTREPQ ef al."', (1998) avaliaram o

potencial da matriz de osso bovino desmineralizado e liofilizado no reparc de
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cavidades Osseas de 3X2mm de extensdo provocadas em tibia de ratos, que
foram recobertas com uma barreira biolégica reabsorvivel de osso bovino
liofilizado. No grupo controle os defeitos dsseos foram preenchidos apenas com o
coagulo sangufneo do proprio animal, A analise histoldgica dos grupos controle e
de estudo apds 7 dias demonstrou o infcio da neoformacéo éssea nas bordas da
cavidade. Nos grupos controle de 10, 20 e 40 dias o processo de neofoermacéo
dssea permaneceu uniforme e o preenchimento da cavidade ocorreu a partir do
periodo de 20 dias. A quantidade de tecido 0sseo formado aumentou a medida
que o perfodo para sacrificio tornou-se maior. Ao final do experimento © espago
mostrou-se com aspecto de normalidade compativel com remodelagéo do tecido
Osseo neoformado. No grupo experimental de 7 dias, © intericgr da loja cirargica
apresentou particulas de tecido amorfo lembrando osso desvitalizado com focos
de reabsorgdo na sua superficie. No grupo experimental de 10 dias no foi notado
a presenga de reabsor¢io das particulas. As particulas de osso desvitalizado
tornaram-se menores e em pequena guantidade. A necformacéo éssea ocorrey
em direcao centripeta preenchendo toda a cavidade apos 40 dias, sem ultrapassar
seu limite externo. Os autores concluiram que esta matriz de osso bovino é de
facit manuseio, reabsorvivel, biocompativel, e favorece o reparo de lesGes Osseas.

A necessidade de se desenvolver um material que possa ser utilizado
COMO enxeric 0sseo, principalmente para evitar a remogéo de enxerto autégeno,
levou a0 estudo e desenvolvimento de diferentes biomateriais. Entretanto, ainda

néo foi encontrado o biomaterial ideal para utilizagdo como enxerto ésseo.
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3. PROPOSICAO

Frente ao observado, na reviséo de literatura, nos propomos a avaliar
histologicamente dois tipos de matrizes 6sseas desmineralizadas uma de origem
bovina e a outra de origem humana, sobre o processo de regeneragio dssea em

calvaria de coelhos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Anestesia

Neste estudo foram utilizados 18 coelhas albinas da raca Nova
Zeléndia, cuja idade variou de 4 a 6 meses, e o peso de 3,3 a 3,7 kg. Os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos e mantidos durante o periodo
experimental com alimentagdo sélida’ e dgua a vontade.

Como meio de indugéo de anestesia foi utilizado pentobarbital sadico’,
injetado ientamente na veia auricular meédia na dosagem de 30 mg/kg de peso

corporal, conforme recomendacdes do fabricante.

4.2 Procedimento Cirdrgico

A antissepsia foi realizada com solugéio alcodlica de polivinil pirrolidonat
a 10% apos a ftricotomia da calvaria, e o isolamento da area a ser operada foi
conseguido através de aposi¢éo de campos descartaveis esterilizados.

{ procedimento cirdrgico foi realizado conforme o protocolo descrito por
ALBERIUS ef al' (1989) parg craniotomia em coelhos. A peie e o tecido
subcutaneo foram seccionados através de uma incisdo mediana na calvaria do

animal, realizada com cabo de bisturi numero 3, montado com lamina

: Racfio Sittos ¢ Quintais para Cocthos. Puring Nuirimertos Lida
¥ Hypnol 3% Fontoveter, Divis§o Veterinania de Cristdlia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Lida.
% Poviding Tinfura. Microshield-Johnson & Johnson
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intercambiével numero 15%. Q peridsteo que recobre a calvaria também foi
incisado, descolado e o retalho foi afastado lateralmente (figura 2). Uma vez
localizada 2 sutura sagital, duas cavidades dsseas circulares, foram produzidas,
sendo uma do lado direito e a outra do lado esquerdo. Para a confecgo das
cavidades utilizou-se broca frefina” com 10mm de didmefro montada em contra-
angulo de baixa rotago, com o cuidado de n&o perfurar a duramater (figura 3).

As perfuraches foram feitas sob constante irrigac@o externa com
solucdo fisiologica de cloreto de sédiol’ a 0,9%, realizada com seringas
descartaveis, evitando-se assim um aquecimento excessiva do tecido dsseo. Apds
a realizacdo das perfuragbes, 0s segmentos de osso parietal foram removidos em
espessura total e a duramater foi exposta. As cavidades do lado esquerdo foram
preenchidas apenas pelo sangue do animal e denominadas cavidades controle
(figura 4). No grupo 1, as cavidades 6sseas cirdrgicas do lado direito foram
preenchidas com matriz de osso bovino desmineralizade e liofilizado
(OSSEOBOND®™. No grupo Il as cavidades Osseas cirdrgicas do lado dirsito
foram preenchidas com matriz 6ssea desmineralizada e liofilizada de origem

humana (DEMBONE™)¥. As particulas dos materiais utilizados nos grupos | e |l

% Feather Safety Razor Co., Lida. Divisio Médica,

™ Implantes — Biomateriais Dentoflex Instruimentos Cirfirgicos
™ Glicolabor — Industria Farmac@utica

* Impiantes - Biomateriais Dentoflex Instrumentos Cinfirgicos

5 Pacific Coast Tissue Bank




{figura b) foram aglutinadas em solugéo fisioldgica de cloreto de sédio a 0,9%
antes de serem levadas & cavidade éssea. Terminado o procedimento cirtirgico, o
peridsteo foi reposicionado e 0s planos superficiais suturados com fio de nylon 4-0
monofilamentado™ .

Todos os animais receberam uma associacdo antibidtica’ em dose -
unica de 1 mi, por via intframuscular profunda, imediatamente apos o procedimento
cirdrgico.

Os animais foram sacrificados com overdose endovenosa de
pentobarbital sodico, nos perfodos de 3, 7, e 15 semanas, com um fofal de 3
animais de cada grupo por periocdo para sacrificio.

Tabela 1 — Distribuig8o dos animais por periodos para sacrificio

Grupos N° de Animais Periodos para Sacrificio

3sem 7sem 15sem

Grupo | g 3 3 3
Grupo 9 3 3 3
18 6 6 6

*** Ethicon — Johnson & Johnson Produtos Profissionais Lida.

T Pentabittico Veterindrio — Pequeno Porte. Laboratérios Wyeth Lida,
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4.3 Método Histolégico

As calvérias dos animais foram removidas através de osteotomia com
broca tronco-chnica 701 montada em baixa rotagdo, acompanhada de irrigagéo
com soluclo fisioldgica de cloreto de sédio.

A fixac8o das amostras foi realizada em solugdo de formol a 4%
durante 48 horas, em temperatura ambiente. Terminada a fixagdo as amostras
foram lavadas em agua corrente durante 24 horas e descalcificadas em solucdo
de MORSE®" (1945), a qual foi trocada a cada 48 horas por um pericdo de 35
dias. Ap6s a descalcificac@o as amostras foram lavadas em agua corrente por 24
horas, desidratadas em solug8o crescente de alcoo! etilico e diafanizadas em Xilol
seguindo-se a tramitacao laboratorial de rotina. B

As amostras foram divididas ao meio (figura 1) e as metades incluidas
em parafina, de modo a fomecer cortes longitudinais do centro da cavidade ossea
cirurgica. Alguns dos cortes semi seriados com espessura de 7 um foram corados

pela hematoxilina de Harris, e eosina aquosa a 1%, e outros foram corados pelo

tricromico de Mallory para analise em microscopia otica.

O = 1O ~

Figura 1 — Divisdo das amostras para incluséo e corte
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Fig. 2. Aspecto apos aposi¢io de campos esterilizados, incisdo mediana e descolamento da calvaria do animal.

* .
®

Fig. 3. Perfuragées sendo realizadas com broca trefina montada em contra-dngulo de baixa rotagio.
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Fig. 4. Cavidades Osseas cirtrgicas na calvaria do animal. A cavidade do lado direito esta preenchida com
matriz 0ssea desmineralizada. A cavidade do lado esquerdo esta sendo preenchida por codgulo.

Fig. 5. Matrizes 6sscas desmineralizadas utilizadas nos grupos [ e I1.
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5. RESULTADOS

PERIODO DE TRES SEMANAS

Grupo |

Na porgao periférica, o limite entre a cavidade 6ssea cirlrgica e 0 0sso
pré-existente era faciimente identificado, e caracterizado pela presenca de duas
corticais bem nitidas, tecido medular constituido por tecido adiposo com rica
celularidade e vascularizagdo. As margens deste tecido Osseo pré-existente
apresentavam areas de remodelacdo e neoformagdao déssea tendendo ao
afilamento e crescimento centripeto (figura 6).

A cavidade o6ssea cirurgica encontrava-se preenchida por tecido
conjuntivo frouxo com intensa reagao inflamatéria. Uma pequena quantidade de
particulas do material estava circundada pelo tecido conjuntivo (figura 7) e
aglomerados de células multinucleares semelhantes a osteoclastos (figura 8).
Uma fina camada de tecido conjuntivo denso podia ser notada ocupando a parte
mais superior da cavidade, em algumas regidées notava-se a presenca de coagulo

remanescente.
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Fig. 6. Visdo panoramica da cavidade ossea cirurgica. Observar a presenga de tecido conjuntivo denso (TCD) revestindo a regido superior da

cavidade. Trabéculas de osso neoformado (ON) originando-se a partir do osso pré-existente (OP) nas bordas da cavidade. Pequena

quantidade de particulas (P) da matriz em processo de reabsor¢do no centro da cavidade. Grupo I, 3 semanas. H.E. 2,5x,
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Fig. 7. Observar particula rodeada por tecido conjuntivo (TC) e células inflamatorias. Grupo I, 3 semanas.
H.E. 10x

Fig 8. A presenca de células semelhantes a osteoclastos sugere que a particula (P) estd em processo de
reabsorcdo. Grupo L. 3 semanas. HE. 40x.
17



Grupo I

O limite entre a cavidade Ossea cirlrgica e 0 0sso pré-existente, na
regiao periférica da amostra, podia ser facilmente identificado. A presenca de
duas corticais bem nitidas e tecido medular constituido por tecido adiposo com
rica celularidade e vascularizagdo caracterizavam este o0sso pré-existente. A
remodelacao das margens da cavidade ocorre com reabsor¢do e aposicdo
ossea tendendo ao afilamento e crescimento em direcdo centripeta. Algumas
vezes existia tecido conjuntivo interposto entre o osso pré-existente e o
neoformado.

Uma grande quantidade de particulas do material, apresentando
variados tamanhos, estava presente em toda a cavidade. A maioria destas
particulas encontrava-se circundada por tecido conjuntivo denso com intensa
reacao inflamatéria e coagulo remanescente em alguns locais (figura 9).
Algumas particulas demonstravam tecido conjuntivo vascularizado no seu
interior e areas de reabsorcdo com a presenca de osteoclastos nas bordas
(figura 10). Em uma das amostras a presenca de células na superficie das
particulas sugeria atividade osteoblastica com aposicdo de tecido 0Osseo

neoformado (figura 11).
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Fig. 9. Visdo panordmica da cavidade 6ssea cirurgica. Observar a grande quantidade de particulas (P) envolvidas pelo tecido conjuntivo

denso (TCD). As particulas apresentam areas de reabsor¢do (R) preenchidas por tecido conjuntivo. Grupo II, 3 semanas. HE. 2,5x.
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Fig. 10. Observar o tecido conjuntivo (TC). e células inflamatérias proximo a particula (P). A presenca de
células multinucleadas junto 4 superficie da particula sugere processo de reabsor¢do. Grupo 11,
3 semanas. H.E. 40x.
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Fig. 11. Observar a presenga de osso neoformado (ON) junto a particula (P) sugerindo atividade

osteobldstica e aposigio Ossea na sua superficie. Grupo II, 3 semanas. H.E. 10x.




Cavidades controle

-

A porcdo periféerica da cavidade Ossea cirurgica € facilmente
identificada e apresenta o osso pré-existente caracterizado pela presenca de
duas corticais bem nitidas e tecido medular constituido por tecido adiposo com
rica celularidade e boa vascularizaggo. Ainda no limite da cavidade, o 0sso pre-
existente apresenta areas de remodelacdo e osso neoformado tendendo ao
afilamento, e emitindo projecdes em dire¢cao centripeta. Uma camada de tecido
conjuntivo denso aparece algumas vezes como Interposicao entre o 0SSO
neoformado e 0 0ss0 pre-existente.

No interior da cavidade ossea cirdrgica notamos remanescentes do
coagulo, tecido conjuntivo frouxo, discreta reacgéo inflamatéria e alguns vasos. A
regido mais superior da cavidade apresenta uma fina camada de tecido

conjuntivo denso (figura 12).

85



Fig. 12. Visdo panoramica da cavidade éssea cirurgica. Observar a fina camada de tecido conjuntivo denso (TCD) se

organizando na regido superior da cavidade. O osso neoformado (ON) origina-se a partir do osso pré-existente (OP)
nas bordas da cavidade, e projeta-se em direcé@o centripeta. Cavidades controle, 3 semanas. T.M. 2,5x.
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PERIODO DE SETE SEMANAS

Grupo |

Na porcé&o periférica da amostra podia ser identificado o limite entre a cavidade
Ossea cirurgica e O 0SsO pré-existente, que caracterizava-se pela presenca de duas
corticais bem nitidas, tecido medular constituido por tecido adiposo bem celularizado e
vascularizado. A partir do o0sso pré-existente existiam areas de remodelacdo e
neoformacgao ossea crescendo em dire¢ao centripeta.

No interior da cavidade Gssea cirurgica notavamos a presenca de tecido
conjuntivo frouxo na regiao inferior, e areas de tecido conjuntivo denso na regiao mediana.
Uma fina camada de tecido conjuntivo denso podia ser notada revestindo a regido superior
da cavidade. Existia uma discreta reagao inflamatoéria (figura 13). Apenas um dos animais
apresentou ilhota sugestiva de tecido 6sseo neoformado no interior do tecido conjuntivo

denso no centro da cavidade.
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Grupo I

A porgao periférica da cavidade Ossea cirlrgica era faciimente
identificada, caracterizada pela presenga do osso pré-existente com duas corticais
bem nitidas, tecido medular constituido por tecido adiposo com rica celularidade e
vascularizacao. Nesta regido, observou-se também areas de remodelagéo do osso
pré-existente com reabsor¢do e aposi¢ao de tecido 6sseo neoformado na direcdo
centripeta. Algumas vezes o tecido 6sseo neoformado apresentava regides mais
escuras sugerindo que as particulas estdo sendo envolvidas.

A cavidade 0ssea cirurgica encontrava-se preenchida por particulas de
material que sado circundadas por um tecido conjuntivo bem organizado com
pequena quantidade de células inflamatorias (figura 14). Algumas particulas
apresentavam areas de reabsorgdo ocupadas pelo tecido conjuntivo e
osteoclastos na sua superficie. Também observamos areas sugestivas de
aposicdo de tecido 6sseo neoformado bem celularizado junto a estas particulas
reabsorvidas (figuras 15 e 16). A regido inferior da cavidade apresentava uma fina

camada de tecido conjuntivo denso.
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Fig. 14. Visdo panoramica da cavidade oOssea cirurgica. Observar a presenca de algumas particulas (P) em processo de reabsorgdo

circundadas pelo tecido conjuntivo denso (TCD) que preenche a cavidade. Notar a presenca de algumas ilhotas de tecido 6sseo

neoformado (ON) no centro da cavidade. Grupo II, 7 semanas. H.E. 2,5x.
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Cavidades controle

A porcao periférica da cavidade Ossea cirurgica era facilmente
identificada, sendo que o 0sso pré-existente & caracterizado pela presenca de
duas corticais nitidas e tecido medular constituido por tecido adiposo com boa
celularidade e vascularizagao. Ainda no limite da cavidade, 0 0sso pré-existente
apresentava areas de remodelacdo e osso neoformado com suas bordas
tendendo ao afilamento em direc&o ao centro da cavidade. Uma camada de tecido
conjuntivo denso aparecia algumas vezes como interposicdo entre 0 0Sso
neoformado e 0 08s0 pré-existente. i

A cavidade oOssea cirurgica encontrava-se preenchida por tecido
conjuntivo. O espago inferior da cavidade apresentava uma fina camada de tecido
conjuntivo frouxo, € 0 espago superior encontrava-se revestido por uma fina
camada de tecido conjuntivo denso. Na@o havia a presengca de células
inflamatdrias. Algumas vezes, observamos a presenc¢a de poucas ilhotas de tecido
6sseo neoformado nas proximidades do osso pré-existente, que se apresentavam
bem celularizadas e vascularizadas. Quando estas ilhotas apareciam, sempre

estavam circundadas por uma fina camada de tecido conjuntivo denso (figura 17).



Fig. 17. Visdo panoramica da cavidade Ossea cirurgica. Observar o tecido conjuntivo denso (TCD) entre as projegdes de tecido Osseo

neoformado (ON) em diregdo centripeta. O limite entre o osso neoformado e o osso pré-existente (OP) é bastante nitido (seta).

Cavidades controle, 7 semanas. T.M. 2,5x.
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PERIODO DE QUINZE SEMANAS

Grupo |

O tecido 6sseo pré-existente caracterizava-se pela presenca de duas
corticais bem nitidas, tecido medular constituido por tecido adiposo bem
celularizado e vascularizado. A neoformacéo 6ssea ocorreu a partir do 0sso pré-
existente nas duas extremidades da cavidade, com crescimento em dire¢cdo ao
centro onde apresentava-se mais afilada e encontrava-se com ilhas de tecido
osseo neoformado (figura 18). Na porcao periférica da amostra, j@ nao era téo
nitido o limite entre a cavidade Gssea cirlrgica e o 0sso pré-existente, entretanto
uma das amostras demonstrou uma unido fibrosa entre o 0sso neoformado e as
bordas do osso pre-existente (figura 19).

Uma ponte de tecido osseo neoformado ocupava quase toda a
extensdo da cavidade, mas no centro ainda existia tecido conjuntivo denso
bastante vascularizado, que além de circundar ilhas de osso neoformado, também
ocupava a porcao meédia e inferior da cavidade. As ilhas de tecido dsseo
neoformado eram ricamente celularizadas, vascularizadas, e juntamente com o
osso neoformado das margens da cavidade tendiam a formar uma ponte entre as
bordas, e fechar completamente a cavidade. Apresentavam uma espessura menor
que as bordas do osso pré-existente na periferia da cavidade.

Em uma das amostras o ceniro da cavidade estava preenchido por

tecido conjuntivo denso que impedia a uniao entre as duas projecoes de 0SSO
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neoformado a partir das margens da cavidade. A por¢gdo mais superior das

cavidades estava ocupada por tecido conjuntivo frouxo.
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Fig. 18. Visdo panoramica da cavidade ossea cirurgica. Observar as projegdes de tecido dsseo neoformado (ON) promovendo uma unido

entre as bordas do tecido osseo pré-existente. O osso neoformado apresenta espessura menor que 0 0sso preexistente (setas). Grupo

I, 15 semanas. HE. 2,5x.



Fig. 19. Notar a presenga de tecido conjuntivo denso (TCD) formando uma unido fibrosa entre o
tecido osseo pre-existente (OP) e o tecido osseo neoformado (ON). Grupo I, 15 semanas.
T.M. 10x.
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Grupo Il

O limite entre o osso pré-existente e a cavidade 6ssea cirirgica, na
porcao periférica da amostra, podia ser identificado pela presenca de tecido
conjuntivo interposto. O tecido 6sseo pré-existente conservou suas caracteristicas
de apresentar duas corticais bem nitidas e tecido medular constituido por tecido
adiposo com rica celularidade e vascularizagdo. O osso neoformado a partir das
margens da cavidade crescia em direg@o centripeta tendendo ao afilamento. As
projecies Osseas nd&o se encontravam no centro pois existia tecido conjuntivo
denso no centro da cavidade (figura 20).

A cavidade Ossea cirurgica apresentava particulas ainda em
reabsorcdo, e ilhotas de tecido 6sseo neoformado circundadas por tecido
conjuntivo denso na sua porgdo mediana (figura 21). A porcdo mais inferior da
cavidade encontrava-se revestida por uma fina camada de tecido conjuntivo denso

e a regiao superior estava preenchida por tecido conjuntivo frouxo.

109



Fig. 20. Visdo panoramica da cavidade ossea cirirgica. No centro da cavidade uma pequena quantidade de tecido conjuntivo denso (TCD)

impede que as projegdes de tecido 6sseo neoformado (ON) se encontrem. Grupo II, 15 semanas. H.E. 2,5x.

11



Cavidades controle

O limite entre @ margem da cavidade 6ssea cirGrgica e 0 0sso pré-
axistente podia ser identificado na porcéo periférica da amostra, onde existiam
duas corticais nitidas e tecido medular constituido por tecido adiposo com boa
celularidade e vascularizacdo, caracterizando ¢ tecido 0sseo pré-existents.
Partindo das margens da cavidade existiam areas de remodelagdo e 0sso
necformade que tendiam ao afilamento, e cresciam em dire¢éo centripeta.

A cavidade 6ssea cindrgica encontrava-se preenchida por tecido
conjuntivo denso que circundava as pequenas ithotas de tecido dsseo
neoformado, ricamente celularizadas e vascularizadas, nas proximidades do osso
pré-existente. A cavidade era revestida na regifo inferior por uma camada de
tecido conjuntivo denso @ © espago mais supernior era preenchido por tecido

corjuntivo frouxo (figura 22).
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6. DISCUSSAO

Atualmente, existe um interesse muito grande no desenvolvimento de
materigis que sejam capazes de auxiliar o reparo 6sseo em casos de defeitos,
principalmente em funcio do surgimento de tratamentos, como os implantes
osseointegrados, que aumentaram a frequéncia com gue 0s enxerios §sseos s&o
necessarios.

No intuito de avaliar os diferentes materiais, que vem sendo
desenvolvidos para auxiliar o reparo dsseo, varios métodos de pesquisa s&0
utifizados. Segundo FRAME' 1980, um modelo animal ideal para a pesquisa de
enxerios dsseos deve ser barato, de facil disponibilidade e manuseio, e também
apresentar uma regido adequada com osso cortical e esponjeso que permita ¢
preparo de cavidades Osseas de famanho suficiente para a pesquisa. A calvaria
de coelhos € um local que apresenta caracteristicas similares aos maxilares, como
a origem embriolégica inframembranosa, a morfologia apresentando duas corticais
separadas por 0sso esponjoso, e a fisiologia de reparo 6sseo. As cavidades
Hsseas cirdrgicas que sdo preparadas com menos de 5mm de digmeiro podem se
reparar espontaneamente a parlir das margens da cavidade até o seu
pregnchimento completo com tecido dsseo neoformado. Desta forma, a cavidade
Ossea ideal para o estudo de erxertos 6sseos num periodo de 24 semanas deve
ter 15mm de diametro, pois com este diametro o coagulo ndo é capaz de se

prganizar para promover o reparo 0sseo em todo o defeito.
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As cavidades Osseas cirlirgicas na calvéria de animais de laboratrio
sd@o modelos de estudo bastante (teis no estudo do reparo Gsseo. Este tipo de
defeito 6sseo & faciimente reproduzivel, simples de ser realizado, rapido, seguro, e
nao requer estabilizagdo. O tecido ésseo caracteriza-se por apresentar uma alta
capacidade de reparagio espontanea quando é lesionado. Contudo, dependendo
da extensao da lesdo, as capacidades naturais de reparo do tecido 0sseo ndo s&o
suficientes para restaurar a quantidade de fecido perdida. Um defeito dsseo pode
ser considerado de tamanho critico quando, ao longo de toda a vida do animal, o
reparo 0sseo esportaneo ndo é capaz de preencher todo o defeito com tecido
6sseo neoformado. O que ocomre nos defeitos dsseos criticos que ndo séo
tratados adequadamente com materiais de enxerio 0sse0 é 0 d_esenvoivimentc de
um tecido cicatricial que preenche as regides do defeito onde ndo ocorreu
neoformacac dssea. A utilizagdo de defeitos criticos nos modelos de estudo de
enxertos 08seos tem uma importancia relevante, pois qualquer neoformacéo de
tecido @sseo que porventura ocorra pode ser atribuida ao material que foi utilizado
para o preenchimento (URIST®, 1965; HOLLINGER et a/.%, 1991; ISAKSSON &
ALBERIUS? | 1892; TAGA ef a/™, 1997).

No nosso trabalho as cavidades Gsseas cirlrgicas apresentavam um
diadmetro de 10mm. Entretanto, os resultados demostraram que mesmo ao final do
maior periodo para sacrificio, 15 semanas apods o preparo da cavidade, 0 reparo
Hsseo espontaneo ndo fot suficiente para promover a unido 6ssea entre as bordas
das cavidades controle, que permaneceram preenchidas por tecido conjuntivo. isto

vem de enconiro a resultados encontrados por outros autores quando & cavidade
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néo recebe qualquer tratamento especifico, a ndo ser irrigagdo e preenchimento
com o sangue do proprio animal (MULLIKEN & GLOWACKI™®, 1980; GLOWACKI
ef al”', 1981a; MELLONIG ef 2/ 1981b; HOLLINGER ef al®, 1991; SOLHEIM
ef al™, 1992, DUPOIRIEUX ef al™ 1994, RABIE & LIE KEN SIE*, 1998). Por
i$$0, 0 reparo 0ssen encontrado nas cavidades experimentais do nosso trabalho
pode ser relacionado ao preenchimento das cavidades com matriz 6ssea
desmineralizada. Apesar de ndo serem consideradas defeitos 0sseos criticos, as
cavidades Gsseas cirtirgicas realizadas neste estudo apresentavam um dimetro
que permitiu avaliar a capacidade de reparo das matrizes utilizadas, e diferenciar
os resultados encontrados entre os grupos 1, li, e controle.

Segundo URIST® (1965), as primeiras células do hospedeiro zo
invadirem a regido onde foi colocada a matriz dssea desmineralizada estdo
basicamente relacionadas & sua reabsorgdo. Apenas depois de 4 a 6 semanas,
ocorre aposigéo de tecido 6ssep neoformado nas lacunas onde antes houve
reabsorcdo da matriz. A matriz 6ssea desmineralizada néo € totalmente
reabsorvida durante o experimento antes de induzir o reparo 0sseo. Na realidade
a matriz € pouco reabsorvida, assim a medida que ocorre o reparo 0sseo ¢ a
quantidade de osso neoformado aumenta, as particulas de matriz s&o
incorporadas pelo tecido 6sseo. Por outro lado, quando a osseocindug@o néo
ocorre por algum motivo as particulas da matriz so totalmente reabsorvidas
(MULLIKEN & GLOWACKI®, 1980; GLOWACKI et al”', 1981a; GENDLER®,
1086).
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No periodo de trés semanas do nosso trabaiho, tanto no grupo | quanto
no grupo I, é possivel identificar a presenca de particulas de matriz 6ssea
desmineralizada rodeadas por tecido conjuntivo no interior da cavidade Ossea
cirGrgica como descrito por URIST®! (1965), GLOWACKI! et a/.*' (1981a) e TAGA
et al™ (1997). Contudo, a quantidade de particulas é extremamente maior nas
amostras do grupo If, apesar do preenchimento ter sido igual para os dois grupos
no momento da cirurgia. Ja no perfodo de sete semanas do nosso trabalho, n&o
existem particulas no grupo |, e sim, tecido conjuntivo, unindo as projegbes de
tecido &sseo necformado a partir do osso pré-existente. Este resultado é bastante
diferente do que foi encontrade para o grupo 1, onde ainda & possivel identificar
algumas particulas, que apresentam dreas de reabsorgéo e éfeas sugestivas de
aposi¢do de tecido 6sseo neoformade na superficie das particulas de matriz 0ssea
desmineralizada. Isio sugere que a matriz utilizada no grupo | tenha sido
reabsorvida num pertodo de tempo mais curto em relagdo a utilizada no grupo 1.
Devido a0 processo de reabsorgéio as particulas presentes nas amostras de sete
semanas do grupo i séo menores e menos numerosas quando comparadas com
as particulas encontradas no periodo de trés semanas do mesmo grupo. Os
resultados observados nas grupo |, tanto no periodo de trés quanto de sete
semanas, s8o bastanie diferentes do que foi relatado por TAGA ef al® (1887} que
avaliaram o OSSEOBOND® em calvéria de cobaias, no periodo de quatro
semanas, encontrando muitas particulas do material no interior da cavidade em

varias fases de reabsorgdo.
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Na osseoindugdo, as células mesenquimais indiferenciadas do
hospedeiro s&o induzidas a se transformarem em células condrogénicas ou
osteogénicas. Quando a osseoinducdo é responsavel pela neoformagdo Gssea, o
processo ocofre através de ossificacdo endocondral, ou seja, as células
mesenquimais que passaram por diferenciagao, transformaram-se em células
condrogénicas € depositaram uma matriz de cartilagem. A matriz de cartilagem
tornou-se vascularizada e outras células mesenquimais proximas a estes vasos
foram induzidas a se diferenciarem em células condrogénicas e osteogénicas, &
promoveram a ossificagdo endocondral (URIST®, 1965, REDDI & HUGGINS®,
1872). Praticamente todos os experimentos que utilizaram matriz Ossea
desmineralizada, particulada ou em segmentos, reiatara’m a ossificagdo
endocondral como caracteristica da analise histolégica no processo de
ossecindugdo (MULLIKEN & GLOWACKI®, 1980; GENDLER®, 1986). Autores
como SCOTT & HIGHTOWER® (1991) afirnaram que existem diferencas
qualitativas entre as matrizes Osseas desmineralizadas de origem endocondral e
intramembranosa, & que as Ultimas deveriam ser utilizadas com maior frequéncia
em cirurgias crénio-faciais. Da mesma forma, ISAKSSON & ALBERIUSZ, em
1882, encontraram um resultado inicial levemente methor quando utilizaram matriz
de origem intramernbranosa em cavidades Osseas na calvaria de coelhos. Ja
SALYER et a/™ (1995) relataram que o potencial osteogénico independe da
matriz 0ssea ter origem endocondral ou inframembranosa, e a osseoindugao

pcorre sempre através de ossificagdo endocondral.
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Nos grupos | e 1l, a neoformacao dssea ocorreu principaimente a partir
da periferia, das bordas do osso pré-existenie, para o centro, diferente de
multifocos de ossificaclo que é uma caracteristica que ocorre no processo de
osseoinducio. As mairizes Osseas desmineralizadas utilizadas neste experimento
parecem ter funcionado como arcabougo para a neoformago Ossea. Desta forma,
achameos correto afirmar que 0 reparo 0sseo nas cavidades experimentais 1 e [
ocorreu mais em funcio da osseocondugio, que do processe de osseoinducio.
Por outro lado, no periodo de sete semanas encontramos, em algumas amostras
do grupo i, tecido dsseo neoformado no centro das cavidades circundado por
tecido conjuntivo denso. Este tecido 6sseo ndo estava diretamente sm contato
com as projegies de osso neoformado a partir das bordas da cgvidade, sugerindo
que a neoformacio tenha ocorrido de forma multifocal. Além disso, algumas
lacunas de reabsor¢do estavam presentes na supertficie de particulas da matriz
sugerindo atividade osteoclastica, e outras particulas apresentavam células
semelhantes & osteoblastos sugerindo aposigéo de tecido dsseo neoformado,
conforme descrito por URIST® (1965), MULLIKEN & GLOWACKI® (1980),
GLOWACKI ef a/.® (1981a) e MARINAK et a/™= (1989). No grupo Il, apds quinze
semanas, as amostras apresentavam-se quase completamente preenchidas por
tecido Osseo neoformado, mas ainda existia tecido conjuntive no centro da
cavidade impedindo a unido entre as projecdes de tecide ésseo. Oufra amostra
apresentava uma itha de tecido 6sseo isolada no centro da cavidade rodeada por
tecido conjuntive que a separava das bordas do tecido ésseo neoformado na

periferia da cavidade. Jé no grupo [, apds quinze semanas, enquanto duas
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amostras apresentaram o fechamento completo da cavidade com tecido Gsseo
neoformado, outra amostra ainda apresentava tecido conjuntivo no centro da
cavidade, semelhanie as cavidades controle deste periodo, impedindo a unifo
gntre as projecbes do tecido dsseo gue crescia em diregdo centripeta.

Existe uma grande variedade de biomateriais, que podem ser
adquiridos no comércic, todos indicados para o tratamento de defeitos ésseos. Por
1580, do ponto de vista clinico, & importanie avaliar os resultados que estes
biomateriais podem oferecer quando utilizados, URIST®! (1965) acreditava que o
processo de liofilizacdo n&o poderia inibir a capacidade da matriz Gssea
desmineralizada em promover osseoinducdo. Entretanto, SHIGEYAMA ef a/™®
{1985), analisando proteinas Osseas morfogendticas extraidas de enxertos Gsseos
obtidos comercialmente, encontraram uma menor concentraggo, e menos
habilidade na inducBo de proliferac8o celular, quando comparadas com as
proteinas obtidas de osso humano fresco. Estes autores relataram que fatores que
atuam na promocdo de profiferacio celular podem ser removidos, ou 0s processos
laboratoriais podem alterar de alguma forma as atividades biologicas da mafriz.

SHTEYER et a/> (1990), relataram a necessidade de se avaliar o
controle de qualidade dos enxerios ésseos homaogenos. Existe a hipotese de uma
grande variabilidade dos resultados clinicos encontrados na literatura, até quando
se utiliza o mesmo tipo de enxerto, estar ocorrerendo por causa da falta de
padronizacao nas técnicas de processamento. SCHWARTZ ef a/¥, em 1996,
avaliaram a atividade osseoindutiva de matrizes dsseas desmineralizadas, obtidas

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

Tanto a possibilidade de alteracdo que os enxertos sofrem durante os
processos de desmineralizacdo e liofilizagdo, quanto a possivel falta de
padronizagio no preparo iaboraforial das matrizes utilizadas no nosso frabalho,
podem ser considerados fatores que levaram a obtenc¢éo de resultados diferentes
entre animais do mesmo grupo. No periodo de trés semanas, as amostras do
grupo | apresentaram poucas particulas do material circundadas por tecido
conjuntivo e celulas multinucleares na superficie sugerindo atividade osteoclastica.
Da mesma forma, apenas uma amostra do grupo i apresentgva particulas com
célutas na superficie sugerindo atividade ostecblastica e aposicio de tecido
6sseo, no periodo de trés semanas. Nas outras amostras deste grupo as
particulas aparentemente estavam sendo reabsorvidas. No pericdo de sete
semanas gpenas uma amostra do grupo | apresentou uma ithota que sugeria a
presenga de tecido O0sseo neoformado fonge das bordas do 0sso pré-existente. Ja
o grupo |l apresenta areas sugestivas de aposicdo Ossea na superficie das
particulas sugerindo atividade osteoblastica, € também células multinucleadas em
areas de reabsorgdo sugerindo atividade osteoclastica conforme descrito em
outros experimentos (URISTY, 1965, MULLIKEN & GLOWACKI®, 1980;
GLOWACKI et &', 1981a; MARINAK et a/.™, 1989).

No periodo de quinze semanas as cavidades controle, apresentaram

todas as amostras preenchidas praticamente apenas por iecido conjuntivo e
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apenas algumas ilhotas de tecido 6sseo neoformado préximo &s margens da
cavidade. No grupo |, duas amostras apresentaram uma ponte de tecido désseo
necformado entre as bordas da cavidade Ossea cirlrgica. Na outra amostra o
tecido o6sseo neoformado se limitou as bordas da cavidade, semelhante as
amostras das cavidades controle no periodo de quinze semanas, No grupo I, uma
das arnostras apresentava praticamente toda a cavidade preenchida com tecido
Hgsec neoformado, enguanto oufra amostra apresentava grande quantidade de
tacido Gsseo neoformado que preenchia a cavidade com excegdo do ceniro que
apresentava tecido conjuntivo denso. Estes resultados mostraram-se diferentes
dos encontrados por MULLIKEN & GLOWACK™ (1980) e GLOWACKI et al”
{1981a), onde 100% das cavidades preenchidas por uma matriz Gssea
desmineralizada, estavam completamente preenchidas pelo tecido 6sseo
neoformado apés 2 semanas. Contudo, as cavidades Osseas cirtrgicas destes
dois experimentos foram realizados na calvaria de ratos e apresentavam apenas
4mm de diémetro. DE LAVALLE RESTREPO ef al."’, (1998) também relataram o
reparo O0ssec completo em cavidades Osseas pequenas com 3X2 mm de
extensdio, em tibia de ratos, 40 dias apds o preenchimento com OSSEOBOND® e
protecBo com uma barreira reabsorvivel de osso bovino. Da mesma forma,
quando as cavidades 6sseas cirlrgicas s&o preenchidas por uma associa¢do de
matriz dssea desmineralizada e proteina 6ssea morfogenetica, os resultados
podem ser methores que quando estes biomateriais s&o utilizados separadamente
(BOLANDER & BALIAN®, 1986). RUTHERFORD et al® (1992) apesar da

associacio de matriz desmineralizada e proteina dssea morfogenética bovina,
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enconfraram menor neoformacdo dssea quando os implantes osseointegrados
imediatos estavam a distancias acima de 3mm da parede do alvéolo.

TAGA ef al.™, em 1997, relataram que o fato de algumas cavidades
Gsseas cirdrgicas ndco estarem tofalmente preenchidas por tecide 0sseo
neoformado, mesmo num periodo de seis meses, pode esiar relacionado a
componentes imunolbgicos presentes na matriz de origem bovina. Os autores
tambem levantaram a hipGtese da n&o utilizac&o de uma barreira biologica ter
prejudicado os resultados, uma vez que as celulas do tecido conjuntivo ocuparam
todo o espaco concomitante as células de origem Ossea prejudicandoe o reparo.
Concordamos com esta segunda hipétese, uma vez que as barreiras biclogicas,
ou membranas, apresentam a capacidade de manter o espago previamente
ocupado pelo tecido Osseo, e impedem que células do epitélio e do tecido
conjuntive invadam a cavidade Ossea antes da diferenciacdc de células
mesenquimais em células osteogénicas (KLEINSCHMIDT ef al¥, 1993; PETIT &
RIPAMONTI®, 1994; BECKER ef al° 1996; DE LAVALLE RESTREPO ef al",
1898). Os grupos |, Hi, e controle do nosso frabalho apresentaram o tecido 6sseo
neoformado projetanto-se a partir das bordas da cavidade, e afilando-se em
direg8o ao centro em todos os pericdos para sacrificio. Estas projegfes de tecido
0sseo encontravam-se no centro da cavidade, no periodo de guinze semanas dos
grupos | e [, entretanto a espessura do 0ss0 neoformado era bem menor que as
bordas do osso pré-existente, provavelmente em fungfo de néo termos utilizado

uma barreira bioldgica neste experimento.
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7. CONCLUSOES

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

podemos concluir que:

1. A matriz 0ssea desmineralizada de origem bovina foi reabsorvida
mais rapidamente que a matriz 6ssea desmineralizada de origem

humana, conforme observado nos periodos de 3 € 7 semanas.

2. Tanto o grupo | quanto o grupo lI apresertaram neoformacao dssea
methor que as cavidades conirole nos pericdos de sete e de quinze

semanas.
3. Nos grupos |, | e confrole a neoformagéo Ossea foi melhor

evidenciada apds 15 semanas, apesar de ndo ter ocorrido

regeneracao 0ssea compieta em nenhum dos grupos estudados.
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